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Introduction

La goutte est une maladie chronique fréquente liée au métabolisme de I'acide urique, elle est
associée a une augmentation du taux circulant de I'acide urique (hyperuricémie). Son
évolution se fait vers le dépbt d'acide urique dans plusieurs sites de I'organisme avec une
prédilection pour les articulations et les reins, conduisant a des destructions articulaires et a
une insuffisance rénale (Mazzali et al., 2001; Kuntz et al., 2003).

Ains le control des concentrations d’ acide urique, est le facteur clé pour la prévention et le
traitement de la maadie de la goute et d’ autres désordres qui lui sont associés. Ce contrdle
s opéere a travers I’inhibition de la xanthine oxydase, enzyme catalysant les deux dernieres

étapes du catabolisme des purines avec production de I’ acide urique.

Mal heureusement, la médication conventionnelle pour la goutte n’est pas toujours efficace et
peut causer des effets secondaires inconfortables, ceci en a pousseé les chercheurs a trouver

d autres alternatives qui retiennent la méme efficacité thérapeutique (Owen and Johns, 1999).

L’ utilisation des plantes médicinales pour la prévention et le traitement de I’ hyperuricémie et
la maladie de la goutte est basée sur les expériences de la médicine traditionnelle. Une
validation scientifique doit étre entreprise pour une application en médecine moderne, ains
plusieurs recherches se sont intéressées a |’ extraction et |’identification de phytochimiques
capables d’inhiber la xanthine oxydoréductase et réduire ainsi les concentrations de I’ urate
dansle sang (Chang et al., 2007; Lin et al., 2008).

Notre étude a pour but I'évaluation de I'effet hypouricémiant de I’extrait éthanolique des
bourgeons de Populus nigra chez des souris non traitées et des souris hyperuricémiques.
L’ activité inhibitrice de la xanthine oxydoréductase hépatiques par I'extrait testé a été

€galement détermineée.
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|.1 Métabolismedel’acide urique

L’ acide urique qui entre dans le pool miscible provient essentiellement du catabolisme des
acides nucléiques alimentaires, des acides nucléiques cellulaires et de la purinosynthése de
novo (Bennesser et al., 2010). Les purines endogenes constituent environ les 2/3 de I’ acide
urique et les purines alimentaires comptent pour le tiers restant (Ea, 2011).

[.1.1. La Purinosynthese de novo

Elle Concerne la synthése de composés puriniques a partir de diverses molécules non-
puriniques. Elle s effectue principalement dans le cytoplasme des cellules hépatiques. Le
premier acide nucléotide formé est I’ acide inosinique d' ou proviennent les autres nucl éotides
puriniques: acide adénylique, acide xanthylique et acide guanylique (Figure 01) (Ea, 2011).

Figure 01 : Schéma simplifié de la Purinosynthese (Bennesser et al., 2010).
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[.1.2. Purines alimentaires et tissulaires

La dégradation des nucléoprotéines tissulaires et alimentaires est une source importante

d acide urique, elle sefait selon le schémasuivant : (figure 02)

MNMucléoprotéines

Enzvme protéolyvtigue

Avcides nmucléigues

l MNMucleases

Mucléotides

Proteines diestérases

Av4

MMononuclésotides

Mucléotidases et phosphatases

kv

Bases purigues et pyrirmidigues ibres

Hanthine oxydase

Avd

Avcide ungue

Figure 02: schémaillustrant la dégradation des nucléoprotéines tissulaires et alimentaires

1.1.3. Elimination del’acide urique

L’ acide urique entrant dans le pool miscible est éliminé pour environ 80 % par le rein et pour
20 % par voie digestive (Ea, 2011).
a) Elimination rénale

Larégulation rénale de I’ urate est complexe et résulte d’un équilibre entre safiltration
glomérulaire, sa réabsorption et sa sécrétion dans le tube proximal. Cette régulation dépend
de nombreux transporteurs anioniques de la famille des OAT (organic anion transporters)
comme URATY, transporteur Glut9, et transporteur ABCG2 (ATP-binding cassette family
G2) et des co-transporteurs sodium-phosphate (NTP) 1 et 4 (Figure 03) (Enomoto et al.,
2002 ; So et al., 2010).
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Figure 03: Régulation rénale de I’ acide urique (Ea, 2011).

b) Uricolyseintestinale
Sous |’ effet des bactéries intestinales (Uricases), une petite quantité d’ acide urique est

presque entiérement détruite dans I’ intestin (Bennesser et al., 2010).

|.2. La xanthine oxydoréductase

La xanthine oxydoréductase (XOR) est une métalloflavoproteine complexe découverte pour

la premiere fois dans le lait bovin au début du siecle par Schardinger (1902). Elle est sous
deux formes interconvertibles et fonctionnelles: La xanthine oxydase (XO) (EC1.2.3.22) et la
xanthine déshydrogénase (XDH) (EC 1.1.1.204) (Nishino, 1994).

[.2.1. la structure

Le géene qui code pour la XOR humaine a plus de 60 kb, il est composé de 36 exons et 35
introns (Xu et al., 1996). Ce géene est localisé dans la bande p22 du chromosome 2 (Ichida et
al., 1993). La sequence de la XOR humaine est de 1333 acides aminés, elle est de 91%
d'homologie avec celledela XOR delasouris et du rat (Xu et al., 1994).
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La XOR est un homodimére composée de deux sous-unités identiques chacune est de poids
moléculaire d'environ 145 kDa. Chaque sous unité est organisée en trois domaines (Figure
04), Chacun est associé a un cofacteur specifique: le domaine N-terminal de 20 kDa, contient
deux centres (Fe, / S,), le domaine central (FAD) de 40 kDa et e domaine C-terminal de 85
kDa contient un centre molybdoptérine (Mo) (Pacher et al., 2006).

Figure 04 : Structure moléculaire dela XOR

A: Structure cristalline de I’homodimére de la XOR bovine. Les domaines identiques des deux sous unités sont
représentés par les mémes couleurs (claire pour le monomere a gauche, et plus foncées pour celui a droite): en
rouge le domaine du Fe2 / S2, en vert le domaine du FAD et en bleu le domaine Mo (Enroth et al., 2000).B: Plan

d’'un monomere, avec |'arrangement linéaire approxi mative des quatre centres redox-actifs (Hille et al., 2011).

|.2.2. Lalocalisation et la distribution

La XOR est une enzyme qui existe chez tous les organismes vivants, les bactéries (Woolfolk
and Downard, 1977), les végétaux et 'Homme (Kooij et al., 1992). Le géne et I’ activité XOR
sont hautement exprimés dans le foie et I'intestin gréle (Wright et al., 1993).

Les études ont montré que |'enzyme est localisée dans les diff érents tissus des mammiféeres, en
particulier les cellules hépatiques et les cellules endothéliales des capillaires sanguins
(Moriwaki et al., 1993). Dans les tissus humains, la XOR se trouve dans le foie, I’intestin

gréle et laglande mammaire (Linder et al., 1999).
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[.2.3. Propriétés enzymatiques et mécanisme d'action

La XOR est une enzyme clé du catabolisme des purines (Da Silva et al., 2004 ; Patcher et al.,
2006) ou elle catalyse I’oxydation de I’hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide
urique (Bray, 1975). Ce dernier joue un grand role dans la maladie de la goutte et
I'hyperuricémie (Unno et al., 2004) (Figure 05).

Figure 05: Processus enzymatique catalyse par la xanthine oxydoréductase (Linder, 2005).

L'oxydation de la xanthine et de |’ hypoxanthine est effectuée au niveau du centre Mo de
I'enzyme avec transfert de deux éectrons (Xia et al., 1999), ces derniers sont transférés au
centre FAD par I'intermédiaire des centres Fe,/S, (Figure 06) (Olson et al., 1974).

Figure 06 : Schémade I’ oxydation de la xanthine et I” hypoxanthine au niveau du site Mo, et réduction
du NAD et I’ O, au niveau du site FAD (Linder, 2005).

Le mécanisme réactionnel de la XOR consiste en deux demi-réactions, d'oxydation et

de réduction (Olson et al., 1974). La demi-réaction de réduction a lieu au niveau du site Mo
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ol la xanthine subit une oxydation, avec transfert d’ hydrogéne au site Mo"' qui sera réduit en
Mo (Xiaet al., 1999). L’ hydroxylation de la xanthine par la molécule d’ eau produit I’ acide
urique (Murray et al., 1966).

La demi-réaction d'oxydation a lieu au niveau du site FAD (Hille and Nishino, 1995), un
transfert bi-électronique du site Mo vers le site FAD viales centres Fe, / S, pour réoxyder le
Mo'" en Mo"' avec une libération du produit (acide urique) suivie d'une réduction du FAD en
FADH, (Olson et al., 1974). Si la demi-réaction d'oxydation est catalysée par la XDH, le
NAD+ est aors reduit par le FADH, (Harris and Massey, 1997). Par contre, si la demi-
réaction d'oxydation est catalysée par la XO le substrat oxydant est 'O, qui sera réduit soit
d'une maniére univalente pour donner I’O, ", soit d'une maniére bivalente en H,O, (Figure 07)
(Hille and Massey, 1981).

Figure 07 : Mécanisme d action de la XO (Hille, 2002).

[.2.4. Laconversion dela XDH en XO

La forme dominante de la XOR in-vivo est le type XDH. La conversion de la XDH en XO se
fait via différentes voies (figure 08), par les protéases, comme la trypsine, la chymotrypsine
ou la pancréatine, elle est donc irréversiblement transformée en XO (Nishino and Tamura,
1991; Kuwabara et al., 2003).

La deuxiéme conversion de la XDH est réversible, elle est di a |'oxydation des groupements
thiols de la Cys 535 et la Cys 992 (Nishino and Nishino, 1997) suite a une exposition aux
agents sulphydryls et al'exposition aux conditions anaérobiques (Della Corte et al., 1969).
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Figure 08: Conversion dela XDH en XO (Martelin, 2004).

1.2.5. Réles physiologiques

- LaXOR joue un rdle principal dans le catabolisme des purines (Bray, 1975).

- Hancock et ses collaborateurs (2002) ont pu montrer une activité antimicrobienne dela XOR
du lait humain et bovin qui inhibe la croissance bactérienne in vitro d’une maniére nitrite-
dépendante suggérant I’implication du NO° et du ONOO'.

- Le radica nitroxyle (NO°) est un produit de la Nitric Oxyde synthase (NOS) (Berry and
Hare, 2004), sous des conditions hypoxiques, la XOR joue le réle de NOS. En présence du
nitrite (NO,") et d'un substrat réducteur (Xanthine ou NADH), le NO° est formé au niveau du
site Mo (Figure 09). La réduction de I'oxygéne moléculaire a lieu au niveau du site FAD en
produisant le superoxyde O, . Le superoxyde produit se combine avec le NO° pour former le

peroxynitrite (ONOQ), qui est une espece oxydante extrémement toxique (Harrison, 2002).
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Nanthine NO,

Urate

NAD®

Figure 09: génération du NO' et du peroxynitrite catalysée par la XOR (Harrison, 2002).

|.3. Hyperuricémie

La XOR est considérée comme une source tres importante d’ especes réactives de I’ oxygene
(H20,, Oy) et de I'acide urique, qui sont a I’ origine de plusieurs pathologies telles que la
goutte et les inflammations (Kong et al., 2000), I’ischémie-réperfusion (Granger et al., 1986),
le Parkinson et I’Alzheimer (Squadrito, 2000). L’ hyperuricémie est définie comme la
concentration d’ urate sérique excédant la limite de solubilité (environ 6 ,80mg/dl, 40mmol/l),
qui refléte la saturation du fluide extracellulaire en urate et prédispose les personnes affectées
alagoutte. Ainsi, le but majeur dans le contréle de la goutte est 1a réduction along terme des
concentrations d’ urate serique a des niveaux subsaturants, une telle réduction va empécher la

formation et ladéposition des cristaux d’ urate (Becker et al., 2005).

|.3.1 Causesdel’hyperuricémie
L’inhibition dela X O par I’alopurinol a été étudiée, et celle-ci est devenue la base de contréle
de I"hyperuricémie dans la maladie de la goutte (Lewis et al., 1984) . L hyperuricémie est

secondaire a plusieurs désordres secondaires métaboliques :

+ Lesanomalies enzymatiques
-Un déficit en HGPRT (hpoxanthine-guanosinephosphoribosyl transferase) (syndrome de
Lesch-Nyhan) qui peut étre partiel et entrainer une goutte severe, précoce (avant |’ &ge de 25
ans).
-Hyperactivité de la PRPP (phosphoribosyl-pyrophosphate) synthétase: maladie rare,

transmise par lechromosome X (Nyhan et al., 2005).
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% Les hyperuricémies secondaires a une maladie ou a un traitement

meédicamenteux: Ce type d hyperuricémie peut étre causé par:

- Une augmentation de la dégradation des acides nucléques. On voit cela dans les maladies
du sang (leucémies, hémopathies, anémies hémolytiques, parfois psoriasis étendu), et suites a
certaines chimiothérapies cancéreuses.

- Un défaut d'éimination de |'acide urique. dans le cas d’ une insuffisance rénales ou causé par

certains traitements, (les diurétiques, leslaxatifs...) (Chalés et al., 2005).

L’ hyperuricémie idiopathique ou primitive: Ces hyperuricémies représentent 95% des
gouttes. Elles ont des causes multiples qui associent augmentation de la synthese des acides

nucléiques (Hyperactivité de la Xanthine oxydase) et réduction de I'éimination rénae.

YR Y4

|.3.2. Les pathologies secondairesal’ hyperuricémie

a) Lagoutte
La goutte est une mal adie métabolique fréquente (Reginato et al., 2012), liée a un désordre du
métabolisme des purines. C’est la conséguence d’ une hyperuricémie prolongée. La goutte se
caractérise par un dépét de cristaux d urate de sodium dans les articulations, surtout distales,
et au niveau destissus (Kuntz et al., 2003).

b) Hypertension artérielle

L’injection d'acide oxonique a des rats Sprague-Dawley a augmenté la concentration d'acide
urique sérique (Mazzali et al., 2001), apres sept semaines, les rats développaient une
hypertension qui pouvait étre entierement prévenue par la co-administration d'un inhibiteur

de laxanthine oxydase ou par un agent uricosuriques (Watanabe et al., 2002).

C) Insuffisancerénale aigué
Deux études récentes ont montré que le risque de développer une maladie rénale était
augmenté proportionnellement au degré d'éévation du taux plasmatique dAU (Obermayr et
al., 2008; Weiner et al., 2008).
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1.3.3. Leshypo-uricémiant synthétique
Plusieurs substances hypo-uricémiantes ont été développées pour contréler |I'hyperuricémie:

- Lesuricosuriques: Les uricosuriques diminuent |’ uricémie en augmentant |’ excrétion
urinaire de |’acide urique. Tous induisent un risque de lithiase urique (Bennesser et al.,
2010).

- Uricases: lls correspondent a |’urate oxydase qui transforme I’acide urique en
allantoine (Dubost et al., 2010).

- Inhibiteurs de la xanthine oxydase: Ils peuvent ére des analogues de substrats
puriniques (alopurinol) ou des molécules n'ayants aucune relation structurale avec les
substrats biologiques de I’enzyme (febuxostat) (tableau 1). Les deux types dinhibiteurs
réagissent au niveau ou pré du site Mo (Hille and Massey, 1981).

Tableau |: Comparaison des inhibiteurs de la XO (Pacher et al., 2006; Wilhelmy et Janecek, 2012 ;
Umair et al., 2011).

Allopurinol

Febuxostat
(@)
|l

N
N
Structure HN N i%d
Ii“* | ,N HO,C * C\_<
N N

H

Inhibiteur sélectif de la
xanthine oxydase.

Inhibiteur non sélectif de la
xanthine oxydase.

M écanismed’ action

Hépatique (oxydation : 70 %

Hépatique (glucuronidation :

M étabolisme converti en oxypurinol). 22 % — 44 % et oxydation : 2
% — 8 %).
Elimination des métabolites | Dans I'urine (1 % — 6 %
Elimination actifs (oxypurinol) par les| inchangé dansles urines).

reins.

Effetsindésirables

Intol érance gastro-intestinale,
éruption cutanée et risque
d hypersensibilité grave.

Anomalie de la fonction
hépatique, nausées, diarrhée,
éruptions cutanées.

IC50

10.66uM

2.9uM

11

~=
| S——




[- REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

|.3.4. Les hypo-uricémiantes d’origine végétale

Des études pharmacologiques ont été menées sur un large éventail de plants utilisées en
meédecine traditionnelle, notamment celles qui sont couramment utilisées comme anti-
inflammatoire ou diurétique. Les différents effets thérapeutiques des plantes médicinales ont
été attribués aleurs composés phénoliques (Owen and Johns, 1999).

L’inhibition de la xanthine oxydase a un double réle, en plus de la prévention des maladies
liees au stress oxydant provoqué par les especes réactives de I’oxygene (O,, H.O,) elle
pourrait réduire la concentration de I’ acide urique et traiter toutes |es mal adies associées a une
hyperuricémie. Les traitements chimiques actuels sont efficaces mais présentent des effets
secondaires lourds pour les patients, ¢’ est I’une des raisons qui a poussé les chercheurs a
trouver des substituts qui ne retiennent que I’ efficacité thérapeutique souhaitée, |I'une des

sources importantes sont les plantes médicinales.

|.4. Les polyphénols

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux et présents dans
tous les organes de la plante (Lugasi et al., 2003). Ces composés ont en commun la présence
d'un ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles
(Urquiaga et Leighton, 2000; Macheix et al., 2005).

|.4.1. Les acides phénoliques
Les acides phénoliques sont des substances phytochimiques avec des effets antioxydants et

anti inflammatoires (Psotova et al., 2003). 1ls regroupent deux classes de composés:
A. Lesacides hydroxybenzoiques

IIs sont des dérivés de I'acide benzoique, avec une structure générale de base de type (Ce-Cy).

L es acides hydroxybenzoiques les plus abondants sont répertoriés dans le tableau 11:

12

~=
| S——



[- REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Tableau I1: Principaux acides hydroxybenzoiques (Macheix et al., 2005).

B. Les acides hydroxycinnamiques

Ils dérivent de I'acide cinnamique, avec une structure générale de base de type (Cs-C3). Les
degrés d'’hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique, conduisent a une réactivité
chimique importante de ces molécules, le tableau 1lIl représente les principaux

acides hydroxycinamiques.

Tableau I11: Principaux acides hydroxycinnamiques (Macheix et al., 2005).

< Mécanismed’inhibition dela XO

Les études rédisées par Chang et ses collaborateurs (2007) ont montré que I’ activité
inhibitrice de CAPE est beaucoup plus importante que celle de I’ acide caféique (Tableau V).
CAPE et l'acide caféique interagissent favorablement avec le site actif de XO par la
formation d'une liaison hydrogene et des interactions é ectrostatiques entre leurs deux groupes
hydroxyles avec des acides aminés Arg 880 , Glu 1261, et Thr 1010 de la chaine latérale de
XO.
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D’ autre part le groupement OH est important pour I’inhibition de la XO. Son absence (acide
trans-cinnamique) et sa methylation (acide ferulique) dimininue cette activité inhibitrice
(Ferrari et al., 2007; Chang et al., 2007).

Tableau 1V : Inhibition de la X O par les hydroxycinnamiques (Chang et al., 2007).

Composés IC 5p(nM) Tyvpe d’inhibition
Allopurinol 147032 Compétitive
Acide cafeique 6558271 Compétitive
Ester del'acide caféique et 626 £ 1.60 Compétitive
du 2-phénvléthanol{CAPE})

Acide feruligue O3 88 x 1895 Compétitive
Acideisoférulique 14319 = 260 Compétitive
Acide p-methoxvcinnamique =200 Compétitive
Acidem- 18396 x1.24 Compétitive
methoxvecinnamique

Acide o-methoxvcinnamique =200 Compeétitive
Acide di-

methoxvecinnamique =200 Compétitive
Acide trans-cinnamique =200 Compeétitive

C. Coumarines

Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la chaine

latérale. Quelques dérivés sont illustrés dans lafigure 10.

Figurel0: Structure chimiques des dérivés des coumarines (Lin et al., 2008).

< Mécanismed’inhibition dela XO

Tous les dérivés ont inhibé compétitivement la XO (Tableau V). Les résultats de la structure

moléculaire basée sur la modélisation ont exhibé des interactions entre les coumarines et la
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région molybdoptérine de la XO. Le modéle d' hydroxylation des coumarines s est avéré étre
important pour I’ inhibition de la XO (Ferrari et al., 2007).

Les études réalisées par Lin et ses collaborateurs, (2008) ont montré que la méthylation du
groupement OH au Cg réduisait |’ action inhibitrice vis-avis dela XO et que I'atome H du 6-

hydroxyl est indispensable pour cette activite.

Tableau V: Inhibition de la XO par les coumarines (Lin et al., 2008).

Composés Inhibition(%) IC:zp (uM) Type d’inhibition
Coumarine 1.39 561 =100 Non determine
4-Hydroxycoumarine 37.18 = 3.80 78.13£3.11 Competitive
7-Hydroxycoumarine 867305 =100 Compétitive
Esculetine 8344276 10.84=0.14 Compétitive
Scopoletine 455346 =100 Compétitive
Dihydrocoumarine 532+£390 =100 Non determiné
7-Hydroxy-4- 465293 =100 Compétitive
methylcoumarine
4-Methylesculetine 37.35+2.20 75.79+1.98 Compétitive
Allopurinol 99 43 + 223 1.07 + 0.01 Compétitive

«» Effet uricosurique

Des études ont déterminé que |’ esculetine et esculine, fraxetine et la fraxine ont un effet
diurétique a travers une régulation rénale par les différents transporteurs d’ anions organiques.
Ainsi, I’esculetine et esculine ont augmenté la sécrétion rénale de I'acide urique via une
régulation positive de I’ ARNm du transporteur anionique organique (OAT1m). Lafraxetine a
diminué la réabsorption rénae de I’ urate en inhibant I’'URAT1m, la fraxine a interagit avec
GLUT9mM et URAT1m, OAT1Im. En outre, esculétine, fraxetine et fraxine ont augmenté
I’expression de I’ARNmM de ABCG2m et ils ont diminué les taux de protéines dans la

membrane rénale apical chez les souris hyperuricémiques (Li et al., 2011).

|.4.2. Lestanins
Les tannins sont des polyphénols polaires d’ origines végétales, existent dans presque chague
partie de la plante. lls sont caractérisés par leur capacité antioxydant et leur propriété
thérapeutique (Cowan, 1999). On distingue deux types de tanins:

-Les tanins hydrolysables: formés a partir de I’ acide gallique avec une distribution dans

le regne végétal assez limité (Hopkins, 2003).
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-Les tanins condenseés. ce sont de polymeres de certains flavonoles, les catéchines ou les
catéchols (Hopkins, 2003).

Co

P

OoH
OH
H OH

OH
Figure 11: tanins condensés Figure 12 : tanins hydrolysables
(Yukozawaet al., 1998). (okuda, 2005).

% Meécanismed’inhibition dela XO

L’ activité inhibitrice des tanins sur la xanthine oxydase dépend de leur PM et du nombre de
groupements OH portés par le noyau phénolique. Les tannins oligomériques hydrolysables
sont de faibles inhibiteurs de la XO a cause de leurs grande taille moléculaire (Hatano et al.,
1990).

Hatano et ces collaborateurs (1990) ont également rapporté que |e changement de position des
groupes acyle sur les noyaux d'hydrates de carbone induit des différences dans I'activité
inhibitrice des tanins hydrolysables. L’ epigall ocatéchine gallate, un inhibiteur compétitif de la
XO, présente une inhibition comparable a celle exercée par I'alopurinol (Aucamp €t al.,
1997).

1.4.3. Lesflavonoides

Les flavonoides sont des molécules trés répandues dans le réegne végétal (Bruneton, 2009). lls
sont des composeés dont la structure de base est constituée de deux noyaux aromatiques (A et
B) reliés par un hétérocycle oxygené (cycle C) (Figure 13).
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Figurel3 : Structure de base des flavonaoides (Erlund, 2004).

Les flavonoides existent sous différentes classes et ceci en fonction du degré d’ oxydation et
d’instauration du cycle C (Tableau V1).

Tableau VI: Principales classes des flavonoides (Narayana et al., 2001; Erdmanet al., 2007).

17
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» Mécanismed’inhibition dela XO
Plusieurs éudes ont montré |’ effet inhibiteur de la XO et I’ activité scavenging des especes

réactives de I’ oxygeéne des flavonoides (Cos et al., 1998; Nagao et al., 1999).

La relation structure chimique des flavonoides et leur activité inhibitrice de la XO a été
éablie. 1l a éé montré que la présence de la double liaison entre les carbones C, et C3
(maintiens la structure des flavonoides plane) et des groupements hydroxyles en Cs et C;ont

un réle important dans leurs effet inhibiteurs (Cos et al., 1998).

La présence d’'un groupement OH en Czdiminuait leur effet inhibiteur sur la XO qui peut étre
expliqué par la déstabilisation au niveau de la polarité du groupement OH dans la région
hydrophobe du site actif ce qui engendre la diminution de I’ affinité de liaison. De méme une
substitution glycosyl en position Cs dans le noyau benzopyranone (cas de I’'isovitexine)
empéchait son interaction avec le site actif delaXO (Lin et al., 2002).

Tableau VII: Effet de certains flavonoides sur laXO (Nagao et al., 1999; Coset al., 1998; Lin et al.,
2002).

Composés Typed’inhibition [Cso (M)
Apigenine Compétitive 0.70+0.23
Quercetine Compétitive 2.62+0.13
Myricetine Compétitive 2.38+0.13
Geneisteine Compétitive 83.0
Allopurinol Compétitive 0.24+0.01
Kaempférol Mixte 1.06 + 0.03
Luteoline Compétitive 0.55+0.04

> Effeturicosurique

Wang et ces collaborateurs, (2010) ont déterminé que 2', 3,4’, 5,7-pentahydroxyflavone
(morine) a une activité uricosuriques, cette molécule agit en diminuant la réabsorption rénale
de I’acide urique via une régulation négative de I’ARNm de transporteur de glucose 9
(GLUT9mM) et d’'urate (URAT1m), et en augmentant la sécrétion rénale de |’ urate via une

régulation positive de I’ ARNm du transporteur anionique organique (OAT1m).
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[1.1. Matériel vegétal (Populusnigra)

Pour évauer |’ activité anti-hyperuricémique, nous avons choisis le peuplier noir (Populus nigra).
Le choix n’'éait pas arbitraire mais on s est basé sur I’ utilisation de cette plante en médecine
traditionnelle pour le traitement de plusieurs pathol ogies notamment celles associées ala maladie

de lagouitte.
[1.1.2. Description botanique

Populus nigra appartient a la famille des salicacées, sont de grands arbres qui peuvent atteindre
25 a30 m de haut tres communs, ils affectionnent les lieux humides. Leurs feuilles, alternes et
pétiolées sont grandes. Au niveau des tiges les bourgeons végétatifs sont petits, glabres, visqueux
et souvent appliqués. Ce sont des especes dioiques, ils possedent des chatons a écailles,
blanchétres, cylindriques que I’on apercoit de mars a avril. Les fruits sont duveteux et
blanchétres (Figure 14) (Marnotte et al., 2006).

A B C

Figure 14 : (A) lesbourgeons, (B) lesfedilles, (C) I’ arbre complet de Populus nigra.
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11.1.3. Classification

Régne : Veégéta

Sous regne : Eucaryotes
Embranchement: Spermaphytes
Sous embranchement: Angiospermes
Classe: Dicotylédones

Sous classe: Monochlamide

Ordre: Salicales

Famille: Salicacées

Genre: Populus

Espéce: Populus nigra (Quezel et Santa, 1962; Crété, 1965).
Appellation locale: Asafcaf

Appellation commune: Peuplier noir, le peuplier franc.

11.1.4. Habitat

Le peuplier noir pousse en Afrique du Nord (Maroc, vallée du Haut Atlas), dans le sud et le
centre de I’Europe, en Asie centrale, en Sibérie, en Amérique du Nord et il peut également étre
trouvé en Croatie (Hane and Dobbertin, 2006). En Algérie il se répartit surtout en montagnes,
commun a El Kala, Kabylie, Tlemcen (Beloued, 1998). Il s épanouit dans la lumiere et aux

endroit riches en végétations, qui peuvent étres trouvés prés des rivieres (Jerkovic and al., 2003).

[1.1.5. Composition chimiques

L es bourgeons contiennent un glucoside: le popul oside benzoylosalicoside. Ils sont trés riches en
salycates, en acides phénoliques et en flavonoides. Leurs acides caféique et p-coumarinique ont

d’importantes propriétés antioxydants (Goetz, 2011).

L'écorce contient des phénols glycosides, la salicine et Populin (salicine benzoate) qui cause

['@limination de |'acide urique. Les tanins sont également présents (5-9 %) (Khare, 2007).
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I1.1.6. Activités biologiques
Sa composition en divers composes lui confere plusieurs activités biologiques :
a) Activitéanti-inflammatoire

L’ activité anti-inflammatoire des extraits de plusieurs espéces de Populus en utilisant un modele
impliquant la xanthine oxydase a été dga rapportée, Ces auteurs ont montré que ces activités sont
principalement dues a la richesse de cette espece en flavonoides et en salicylate (Rohnert et al.,
1998b; Meyer et al., 1995; Von Kruedener et al., 1996; Zhang et al., 2006; Guerrier et al., 2000;
Okaet al., 2007; Havlik et al., 2010).

b) Activitéantioxydant

Populus tremula constitue une source potentielle importante d’ antioxydants naturels pour les
industries aimentaires et pharmaceutiques. Les effets antioxydants de Populus tremula sont

essentiellement attribués aux polyphénols majeurs et aux flavonoides (Neacsu et al., 2007).
c) Activitéantalgique

La décoction de I’ écorce de Populus davidiana est utilisée comme remede contre les douleurs et
comme antidote (Zhang et al., 2006).

d) Activitéantimicrobiennes

Une éude réalisée par Vardar-Unlu et ces collaborateurs (2008) dans le but d’analyser I’ activité
antimicrobienne des extraits méthanoliques des bourgeons de trois espéces de populus (Populus
alba, Populus nigra, Populus tremuloides) contre une panoplie de souches. Les exsudats des

bourgeons du genre populus ont montré une activité antimicrobienne trés importante.
€) Activitéantiseptique

L’ exsudat des bourgeons de nombreuses espéces du genre Populus a longtemps été utilisé pour le
traitement des plaies et des ulceres. Cette activité est due au phénol, aux acides carboxyliques et

flavonoides (Isidorov et al., 2008).
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[1.1.7.Propriétésthérapeutiques

Les bourgeons cament les catarrhes de |I’estomac et de I'intestin (Garnier et al., 1961).Vu sa
richesse en salycates, lors de I'ingestion des bourgeons, les salycates se transforment en acide
salicylique. Aujourd’hui encore, les propriétés anti-inflammatoires, antiseptiques, et diurétiques
sont utilisées contre diverses affections douloureuses, et ils ont été recommandés par voieinterne
dans les maladies chroniques du poumon et des voies urinaires, ainsi que dans les rhumatismes
chroniques, et pour lafabrication d' un sirop contre latoux (Hane and Debbertin, 2006).

11.2. Matériel animal et conditions d’ élevage

Pour évaluer I’ activité anti-hyperuricémique in-vivo des extraits de plantes, nous avons utilisé des
souris albinos NMRI méles, d’ un poids qui varie entre (25-30) g avec une moyenne d'&ge (6 £ 2)

semaines.

Les animaux proviennent des centres d’ élevage de I'institut pasteur d’ Alger et |’ expérimentation
était réalisée au niveau de I'animaerie de I'université de Bejaia. Pour respecter leur cycle
biologique, les animaux ont éé mis dans des cages en polycarbonate (figure 16) sous des
conditions de température ambiante de (18-23) °C et d humidité de (60-70)%. La sdle est
soumise a un éclairage artificiel de 12 heures et d'obscurité de 12 h (figure 15). Les souris ont été

nourries avolonté avec I’ aiment a bouchon et al’ eau de robinet.

Figure 15: Matériels animal et conditions d' élevages. Figure 16: cage de souris.
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I1.3. Réactifs chimiques et instrumentations

Plusieurs réactifs chimiques ont été utilises dans nos expériences, parmi ces produits: oxonate de
potassium, alopurinol, KCl, Xanthine, acide hydrochlorique (HCI), NaOH, NAD®, bovine
albumine sérum (BSA), éthanol, chloroforme, kit de dosage de I’ acide urique, Bleu de coomassie,
acide orthophosphorique (H3PO,) de 85%, Carboxymethyl cellulose CMC de 0.8%.

Parmi I’ appareillage utilisé: agitateur éectronique (phywe), balance électronique (KERN KB),
balance de précision (sartorius), broyeur éectronique (KIKA labortechnikM20), centrifugeuse
(sigma), étuve (BINDER), spectrophotométre automatisé (SPECORD 50, anal ytikjéna).

1.4 Méthodes
I1.4.1. Préparation des extraits
> Reécolte

La partie de la plante utilisée (bourgeons) a été récoltée en mars 2013 dans un endroit naturel
loin de toute pollution et de perturbation humaine dans la foret d’Azur N’ bachar a Amizour

située al’Est de Bgjaia
» Séchage

Les bourgeons de Populus nigra ont été séchés a I’ éuve a 37°C, afin d’ diminer toute trace
d humidité.

» Broyage
Les bourgeons de Populus nigra ont été broyés jusqu'al’ obtention d’ une poudre fine<63um.

» Tamisage

La poudre obtenue a été tamisée pour récupérer ala fin une poudre tres fine de diametre inférieur

ou égale a 63 um. La poudre a été stockée dans des flacons en verre fermés al’ abri de lalumiere.
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> Extraction

La poudre fine (800g) de Populus nigra a été macérée dans de I’ é&hanol a (96%) avec un rapport
de 1:6ml durant 24h sous agitation continue a I’abri de la lumiére. Le mélange a été transféré
dans des éprouvettes et laissé décanter pendant 24h. Apres centrifugation 3000tour/min pendant
10 minutes, le surnageant a été récupéré et laisseé séché sous la hotte jusqu’a I’ obtention d’'un
résidu sec (Atmani et al., 2009).

[1.4.2. Evaluation del’ activité anti-hyperuricémique

Pour mettre en évidence I’ activité anti-hyperuricémique des extraits de Populus nigra un modele
expérimental qui a été décrit par (Hall et al., 1990; Zhu et al., 2004 ; Haidari et al., 2008). Ce
test consiste en une injection intrapéritonéale (figure 17) d'une suspension d oxonate de
potassium qui est un inhibiteur de I’ urate oxydase (250 mg/Kg). Les solutions d’ extraits a tester a
différentes concentrations (400, 200, 100 mg/Kg) ont é&é administrées par voie intragastrique par
une sonde de gavage Gaston-cesophagienne (figure 18) 1 heure apreés I’injection de I’ oxonate de
potassium, le traitement est réalisé chagque jour pendant 3 jours. L’ alopurinol est utilise comme
mol écul e standard.

Figure 17: Injection intrapéritonéal. Figure 18 : Administration intra-
gastrique. (Gvage).
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Les animaux utilisés ont été privés de nourriture une heure et demie avant I’ expé&rimentation. Un
effectif de 80 souris méles (18-23g) a éé réparti en 10 groupes (n=8), comme suit :
Lesgroupes:

Groupe 1: non traités, animaux non- hyperuricémiques.

Groupe 2: traités avec |’ extrait a400mg/Kg

Groupe 3: traités avec |’extrait a200mg/Kg.

Groupe 4: traités avec |’ extrait & 100mg/Kg.

Groupe 5 : traités avec |’ allopurinol a 10mg/Kg.

Groupe 6: traités avec I’ oxonate de potassium, animaux hyperuricémiques.

Groupe 7: animaux hyperuricémiques traités avec I’ extrait a 400mg/Kg.

Groupe 8: animaux hyperuricémiques traités avec I’ extrait a 200mg/Kg.

Groupe 9: animaux hyperuricémiques traités avec I’ extrait a 100mg/Kg.

Groupe 10: animaux hyperuricémiques traités avec I’ alopurinol a 10mg/Kg.

Les extraits sont dissous dans du CMC (0,8%). L’alopurinol et la suspension d oxonate de
potassium sont préparés dans de |’ eau physiologique.
e Dosagedel’acideurique sérique

Le sang a été recupére par décapitation des souris (figure 19), le sang est laissé coagulé pendant
1 heure, apres centrifugation &4 5000g pendant 10mn, |" acide urique sérique était dosé en utilisant
un kit commercial.

Figure 19: décapitation des souris.
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Leréactif du Kit est basé sur les méthodes de Trivedi et Kabasakalian (1976) avec un dosage du
peroxyde utilisant de I’ acide benzoique 2,4,6-tribromo-hydroxy-3 (TBHB).

Voir ci-dessous, la suite de réactions ayant lieu au cours de ce dosage:

uricase

1. Acide urique + O, + H, O ——— > Allantoine + CO; + H,0,
péroxydase

2. 2H,0, + AAP-4 + TBHB > Quinoémine + H,O

1. L’ acide urigue est oxydé en allantoine par I’ uricase, ceci S accompagne de production de H,0,.
2. Le péroxyde réagit avec |’ aminoantipyrine-4 (AAP-4) et le TBHB en présence de péroxydase
pour former un colorant quinoémine. Le changement d’ absorbance &4 560 nm est proportionnel a
la concentration en acide urique dans I’ échantillon.

La concentration de I’ acide urique est déterminée :

. . mg _ DO echantillon . . _
[Acide urique] o= Dbocorama 6[ Standard acide urique] = 6mg/dl

e Dosage des protéines hépatiques

La méthode Bradford (1976) a été utilisée pour le dosage des protéines de |’ homogénat. LaB.S.A

est utilisé comme standard.
e Détermination del’activité dela XDH et XO hépatiques

Les souris ont été anesthésiées, le foie était récupére, rapidement laveé avec une solution saline
froide (0.9%) puis pese et conserveé a-80°C jusgu’ a utilisation.

Les foies étaient broyés et homogénéisés. L’homogénat était centrifugé a 3000g pendant 10mn.
La couche lipidique était délicatement déplacée, le surnageant était encore centrifugé a 150009
pendant 60mn a4°C. Le surnageant était stocké a-20°C jusgu’ a utilisation.

Les activités XO et XDH ont été mesurées par spectro-photométrie en mesurant la production de
I’ acide urique a partir de la xanthine selon laméthode de Prajda and Weber’'s (1975). Dans le cas
de la XDH, le méange réactionnel contient 0.5ml de NAD", 3.5 ml de tampon phosphate (5Mm,
pH=7.5) 0.1 ml d’homogénat de foie et 1 ml d’Oxonate de potassium. L’activité XO était
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mesurée en utilisant la méthode similaire a celle décrite pour la XDH avec |’ oxygéne moléculaire
utilisée alaplace du NAD* comme accepteur d’ électrons.

Aprés 10 minutes, la réaction était stoppée par I’ addition de 0.5 ml HCI (0.6 M), et I’ absorbance
était mesurée a 290 nm utilisant un spectrophotométre UV/VIS. Une unité (Ul) d' activité était

définie comme 1 umol d’ acide urique formé par minute par mg de protéine apH 7.4.

11.4.3 Analyse des résultats

Les résultats expérimentaux sont la moyenne £S.E.M. L’ analyse des résultats était réalisée par le
logiciel statistica en utilisant la variance (ANOVA) suivie par I’analyse Student Newman-Keuls
method post hoc et en utilisant le test one-way analyse de la variance ANOVA, les moyennes
sont comparées par le test de Dunnett Les différences sont considérées comme significatives a p<
0.05.
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[11.] Résultats
[11.1.1 Evaluation del’ activité anti-hyperuricémique de I’ extrait de P.nigra

L’ éude de I’ activité anti-hyperuricémique de P. nigra a été réalisée sur un modele animal en
provoquant une hyperuricémie par injection pendant 3jours de I’ oxonate de potassium qui est

un inhibiteur de |’ uricase.

L’ activité anti-hyperuricémique de |’ extrait éthanolique a différentes concentrations de
P.nigra a été évauée par le dosage du taux d acide urique dans le sérum, les résultats sont

présentés dans lesfigures 20 et 21.

a) Effet de I'extrait P.nigra sur les niveaux d’acide urique chez des souris
hyperuricémiques

Les résultats des effets hypouricémiants de I’ extrait éhanolique et de I’ Allopurinol chez des
souris hyperuricémiques induite par I’ oxonate de potassium sont montrés dans la figure 20.
Chez le groupe controle, les niveaux d acide urique sont 3,34+0,38mg/dL. Chez les souris
hyperuricémique, 1 h apres I'injection intrapéritonéale de I’ oxonate de potassium et aprés
trois jours de traitement les niveaux d’'acide urique sont trés significativement (P<0,001)
devés a4.73+0,19mg/dL. Ces résultats indiquent que I’ oxonate de potassium a efficacement
induit I’ hyperuricémie. Le niveau d’acide urique sérique du groupe hyperuricémique traité
avec I’ Allopurinol (10mg/Kg) pendant trois jours a treés significativement diminué de 92,81%
(tableau VIII). De plus, les niveaux d'acide urique sérique des souris hyperuricémiques
traitées avec les différentes concentrations d’ extrait ont été significativement diminués de
56,02-58,56%. Cependant, en analysant nos résultats avec le logiciel statistica une différence
significative (P<0,001) a été enregistrée entre les groupes hyperuricémiques traités avec les

différentes concentrations de I’ extrait et le contréle positif (allopurinol).
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Figure 20: Effet de I'extrait de P.nigra et I’allopurinol sur les niveaux de I'acide urique chez des souris
hyperuricémiques. Les résultats sont exprimés comme la moyennetSEM, 6 souris dans chaque groupe,
L’ analyse statistique est réalisée par le logiciel Graphpad. Les moyennes sont comparées par le test de Dunnett,

les différences sont significatives a *p<0.05; **p<0.01 and ***p<0.001 par rapport au groupe hyperuricémique.

OP : oxonate de potassium

Tableau VIII : Taux de réduction de I'acide uriques des souris hyperuricémiques traitées par les extraits

éthanoliques de Populus nigra et I allopurinal.

Groupe mg /Kg Taux de réduction (%)
Hyperuricémique(OP) 250 -

OP+ extrait 100 57,72

OP+ extrait 200 56,02

OP+ extrait 400 58,56

OP+ dlopurinol 10 92,81

b) Effet hypouricemique del’extrait de P.nigra chez des souris normales

Dans le but d examiner le potentiel hypouricémiant, différentes concentrations d’extrait
éthanolique de P.nigra ont été administrées chez des souris normales pendant trois jours
(figure 20). D’ aprés les résultats I'alopurinol (10 mg/kg) a diminué les niveaux de I’ acide
urique de 90,72% (tableau |1 X), comparé au groupe non traité. Les niveaux de I’ acide urique
ont été tres significativement diminués par I’ extrait 100mg/kg et significativement diminué
(p<0.01, p<0.05) par les extraits (200, 400 mg/kg) chez les souris normales.

Par contre en analysant nos résultats avec le logiciel statistica, il a éé enregistré que

I'dlopurinol a efficacement (P<0,05) diminué la concentration de [|'acide urique
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comparativement aux effets montrés par I’ extrait a 200 et 400mg/kg. L’ extrait testé était plus

efficace (P<0.001) a 100mg/Kg par rapport aux autres concentrations, cette activité est

comparable a celle exhibée par I’ alopurinal.

*kk

Acide urique sérique (mg/dL)

NEDAE

Véhicule

PN (100 mg/kg)

PN (200 mg/kg)

PN (400 mg/kg)
Allopurinol (10mg/kg)

Figure 21: Effet de I'extrait de P.nigra et I’allopurinol sur les niveaux de I'acide urique chez des souris

normales. Les résultats sont exprimés comme la moyennetSEM, 6 souris dans chague groupe, L'analyse

statistique est réalisée par le logiciel Graphpad. Les moyennes sont comparées par le test de Dunnett, les

différences sont significatives: *p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001 par rapport au groupe ayant regu que le

véhicule.

Tableau | X : Taux de réduction de I’acide uriques des souris normales par les extraites éthanoliques de

Populus nigra et I’ allopurinol.

Groupe mg/kg Taux de réduction(%)
Veéhicule -
Véhiculet+extrait 100 64,37
Véhiculetextrait 200 41,02
Véhiculetextrait 400 43,11
Véhiculet+ alopurinol 10 90,71

~—~
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[11.1.2 Evaluation de |’ effet del’ extrait sur lesactivités XO/XDH hépatiques

Afin de déterminer le mécanisme hypouricémiant de |’ extrait testé nous avons évalué |’ action

de I’extrait de P.nigra sur les activités XO et XDH hépatiques des souris normales et des

souris hyperuricémiques (Tableau X).

Tableau X : Les effets de I’ extrait é&hanoliques de Populus nigra sur les activitées XDH et XO des

foies de souris.

activité enzymatique

(nmol AU/min/mg protéines).

pourcentage d’ inhibition (%)

Traitement XDH X0 XDH XO
Véhicule 25.20+0.67 25.54+1.08 - -
Véhicule + extrait 100 50.22+3.76***  46.42+3.48*** - -
Véhicule + extrait 200 33.91+4.24 27.16 +2.42 - -
Véhicule + extrait 400 29.86+2.70 31.38+2.86 - -
Véhicule + allopurinol 5.99+0.87***  5.66+0.60%** 76 78
Hyperuricémique 28.95+2.72 23.92+ 1.29 - -
Hyperuricémique + extrait 100 47644340 43.28+4.27" - -
Hyperuricémique + extrait 200 32.14+4.25 33.33+3.52 - -
Hyperuricémique + extrait 400 26.34+3.93 26.83+3.36 10 -
Hyperuricémique+ allopurinol 8.90+2.02" 8.97+1.86™ 69.26 62.9

Les résultats sont exprimés comme la moyennetSEM, 6 souris dans chaque groupe, L'analyse statistique est

réalisée par le logiciel Graphpad . Les moyennes sont comparées par le test de Dunnett, les différences sont

significatives : *p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001 par rapport au groupe ayant recu que le véhicule. # p<0.05; ##

p<0.01 and ###p<0.001 par rapport au groupe hyperuricémique.
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a- Effet de I'extrait sur les activités XO/XDH hépatiques chez des souris

hyperuricémiques

Lesrésultats de I’ action in vivo de |’ extrait de P.nigra (100, 200 et 400 mg/ml) et I’ allopurinol
(10mg/ml) sur les activités XO/XDH hépatiques sont montrés dans le tableau | X.

L’induction de I’hyperuricémie par |’oxonate de potassium n’a montré aucune différence
significative dans les activités XDH chez les souris hyperuricémiques traitées avec |’ extrait
éthanoligue de Populus nigra (400 et 200 mg/kg) (26.34+3.93 et 32.14+4.25 nmol/min/mg) et
le groupe hyperuricémique (28.95+2.72 nmol/min/mg). Par contre, I’extrait a 100mg/Kg a
augmenté d’une manicre significative (p<0.01) I’activit¢é XDH (47.6443.40nmol/min/mg) et
tres significativement |’activité XO (43.28+4.27nmol/min/mg) en comparant au groupe

hyperuricémique (23.92+1.29 nmol/min/mg).

L’ allopurinol a significativement inhibé les activités XDH et XO des souris hyperuricémiques
(p<0.01) avec un taux d’inhibition de (69.26% et 62.9 %) respectivement par rapport a celles

enregistrées au niveau du groupe hyperuricémique.

b- Effet del’extrait sur les activités XO/XDH hépatiques chez les souris normales
Le potentiel hypouricémiant de I’ extrait testé et de I’allopurinol sur un modéle animal est
montré dans le tableau X. Comparé avec le groupe contréle, |’alopurinol (10 mg/kg) a
significativement (p<0.001) diminu¢ I’activit¢ XO/XDH avec un pourcentage d’inhibition de
76 et 78%, respectivement. En revanche, les activités XO/XDH des souris traitées par |’ extrait
éthanolique de Populus nigra (200 et 400 mg/kg) (33.91+4.24/ 27.16 +2.42 nmol d'acide
urique/min/mg et 29.86+2.70/ 31.38+2.86 nmol/min/mg) respectivement n’ ont montré aucune
différence significative en comparant avec celles enregistrées au niveau du véhicule
(25.20+0.67 et 25.54+1.08 nmol/min/mg). Par contre les activités XDH et XO enregistrées
en présence de I'extrait a une dose de 100mg/kg (50.22+3.76 et 46.42+3.48 nmol/min/mg)
respectivement ont augmenté d’une manicre significative (p<0.001) par rapport aux activités

XDH et XO du véhicule.
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[11.2 Discussion

L’acide urique qui existe sous une forme ionisée (urate) a pH physiologique dérive des
COMpOoSEs puriniques. Sa capacité a scavenger le peroxynitite, le radical hydroxyle et
I’ oxygéne sigulet, et a chéater les métaux de transition suggere un réle antioxydant a |’ urate
chez I’'Homme (Davies et al., 1986; Becker, 1993). L’urate est dégradé chez la plupart des
mammiferes par I’enzyme hépatique, urate oxidase (uricase), en allantoine (Harper et al.,
1982). Cependant, chez I’'Homme, une mutation au niveau du gene de I’ uricase a inactiver ce
dernier, ce qui a provoqué une augmentation des niveaux plasmatique d acide urique chez
I"homme d’ environ 10 fois plus par rapport aux autres mammiferes (Whelton, 2012).

L'hyperuricémie est un trouble métabolique qui peut jouer un réle important dans le
développement de la goutte et de plusieurs maladies liées au stress oxydant telles que le
cancer et les maladies cardiovasculaires (De, Nuki., 2006; Strazzullo and Puig, 2007).

A I'heure actuelle, I’ allopurinol (un analogue d’ hypoxanthine) est un puissant inhibiteur de la
XO qui inhibe I’ oxydation d’ oxypurines existant naturellement, et il est le seul médicament
appliqué cliniquement connu pour diminuer laformation del’ acide urique (Fels and Sundy,
2008). Cependant plusieurs études ont indiqué que |’ allopurinol peut induire plusieurs effets
secondaires tres lourds a supporter par |es patients, tels que I'hépatite, néphropathie, le
syndrome d’ hypersensibilité et le syndrome de Stevens-Johnson (Nguyen et al., 2004; Hseih
et al., 2007; Strazzullo and Puig, 2007).

L’ hyperuricémie induite par une injection de I’oxonate de potassium est un modele
expérimental tres utilisé pour I’ étude de |’ activité anti-hyperuricémique des extraits de plante
(Haidari et al., 2008; Hall et al., 1990; Zhu et al., 2004). A partir du troiseme jour de
traitement a I’oxonate de potassium, une hyperuricémie significative (P<0,001) a été
enregistrée, I’oxonate est un inhibiteur compétitif de I’uricase, bloquant ainsi I'action de
I"uricase hépatique (Stavric and Nera, 1978). Aussi il a été rapporté que I'injection
intrapéritonéale de I’oxonate peut induire I'activité XO/XDH dans le foie de la souris et

bloquer le transporteur d' acide urique (UAT) (Zhao et al., 2009).

L’ utilisation des bourgeons de P.nigra dans la prévention et le traitement de I hyperuricémie

et la maladie de la goutte est basée sur des expériences de la médicine traditionnelle
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(Berboucha et al., 2009), leur utilisation par la médecine moderne souffre d’un mangue de
données scientifiques. Ainsi le but de cette éude et de justifier I’ utilisation des extraits de
bourgeons de Populus nigra dans le traitement des maladies a caractere diurétique. Nous
avons évalué I’ activité anti-hyperuricémique des extraits de plante sur un modéle animal chez
qui I’ hyperuricémie était induite par une injection intrapéritonéale de I’ oxonate de potassium
(Hall et al., 1990; Zhu et al., 2004; Haidari et al., 2008).

L’ administration de I’ extrait de bourgeons de P.nigra a affecté les niveaux d’ acide urique
d’une maniere dépendante de la dose (200 et 400mg/Kg) chez les animaux non traités, ainsi
on peut suggeérer que ce dernier pourrait étre utilisé pour prévenir lamaladie de la goute et les
désordres métaboliques qui lui sont associés.

L'extrait testé a 100mg/Kg a efficacement réduit la concentration de |’ urate comparativement
a |'extrait 200 et 400mg/Kg, cela peut étre expliqué par l'adsorption et le métabolisme
qui était plus rapide pour une faible concentration, aussi |'extrait de P.nigra est riche en
matériel lipidique (Bankovaet al., 2002), ce qui lui permet de passer rapidement et facilement
a travers la membrane cellulaire. Les résultats obtenus ont montré I’ efficacité de I’ extrait
100mg/K g en comparaison avec I’ allopurinol.

L’ activité anti-hyperuricémiques des extraits de Populus nigra peut étre due a leur
composition en métabolites secondaires. En effet les bourgeons de P. nigra contiennent des
acides phénoliques tels que, I’ acide caféique et les acides isoferulic, acide p-coumarique, des
flavonoides tels que, la quercétine et lutéolin ( Jerkovic and Mastelic, 2003; Goetz, 2011),
qui sont de puissants inhibiteurs delaXO (Cos et al., 1998; Nagao et al., 1999; Van Hoorn et
al., 2002; Lin et al., 2002; Chang et al., 2007; Ferrari et al., 2007 ; Lin et al., 2008; Huang et
al., 2011). Plusieurs études ont rapporté I’activité uricosurique de ces composés car ils
favorisent I’ @imination rénal de |’ acide urique (Yu et al., 2006; Mo et al., 2007; Wang €t al.,
2010; Li et al., 2011). Des études in vitro ont déterminé que |’ extrait éhanolique des espéces
du peuplier sont de puissants inhibiteurs de la XO (Owen and Johns, 1999; Zhang et al., 2006;
Okaet al., 2007; Havlik et al., 2010).

Il est connu que la Xanthine oxydase est une enzyme inductible, I’ acide oxonique et ses sels
sont des substances qui peuvent interférer avec d’ autres systemes métaboliques chez la souris.
L’injection intrapéritonéale de I’ oxonate peut induire I’ activité XO/XDH dans le foie de la
souris (Yoshisue et al., 2000). Cependant, d aprés nos résultats |I’oxonate a faiblement
augmenté les activités des enzymes, les mémes observations ont été rapportées Zhao et ses
collaborateurs (2006).
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Dans la présente éude, nous avons observé que I’ extrait Populus nigra testé a différentes
concentrations n’a aucun effet sur les activités XDH et XO in vivo, contrairement a ce qui été
rapporté par les études effectuées in vitro (Owen and Johns, 1999 ; Zhang et al., 2006; Oka et
al., 2007; Havlik et al., 2010).

Selon Huang et ces collaborateurs (2011) la divergence entre les résultats in vitro et in vivo
peut étre liée aux différences dans la biodisponibilité des composés et leur métabolisme
complexe chez la souris.

Ladifférence entre les résultats des éudes d’ inhibition de la XO et XDH nous | ai sse supposer
gue la diminution de I’acide urique des souris normales et hyperhuricimiques est due a
d’ autres mécanismes notamment:

-L’inhibition des activités XO sérique sans inhibé les activités XO du foie, Huang et ses
collaborateurs (2011) ont démontré que lorsque I’ activité XO du sérum a augmenté, I'activité
XO du foie a diminué. De méme, lorsque I'activité XO sérique a diminué, I'activité XO
hépatique a augmenté. Par ailleurs, les niveaux sériques de |’ acide urique, sont étroitement
liesal activité XO, tandis que I’ activité X O hépatique a peu d'effet sur le taux d acide urique

serique.

Selon Battelli et ses collaborateurs, (1999), la XO est présente dans presgue tous les tissus de
mammiféres mais elle existe en concentrations é evées dans le foie, l'intestin et le lait. Comme
le foie est le principal organe du métabolisme et la XO est trés abondante a ce niveau,
I’augmentation de I'activité XO sérique accompagnée par une diminution de I'activité de XO
du foie peut étre expliquée par la libération de la XO dans le sang en raison de |'augmentation
de la perméabilité membranaire des cellules hépatiques di a I'augmentation du métabolisme
au niveau du foie (Huang et al., 2011).

Dans la pratique clinique, environ 90% des patients souffrants de la goutte sont attribués a un
défaut d’excrétion rénale de I'urate (Wright et al., 2003). Le systeme de transport rénal de
I'urate chez la souris est similaire a celui des étres humains (Dan et al., 1989; Cihlar et al.,
1999; Hosoyamada et al., 1999). L’expression des transporteur URAT1 et SLC2A9 est
fortement associée a la régulation du taux de I’ acide urique dans le serum (Li et al., 2004;
Enomoto et Endou, 2005; Ichida et al., 2004; Hosoyamada et al., 2004; Hediger et al., 2005;
Leetal., 2008; Vitart et al., 2008; Matsuo et al., 2008).

Plusieurs composeés appartenant a de différentes classes ont été identifiés dans les bourgeons
de Populus nigra tel que les flavonoides, les acides phénoliques qui sont directement
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impliqués dans la diurése (Wang et al., 2010; Li et al., 2011). L’ effet uricosurique proposé
pour cette plante peut étre effectué par le mécanisme prouvé dans|’ éude réalisé par Hu et ses
collaborateurs (2010). IIs ont démontré que I’ oxonate régule positivement |’ expression des
ARNmM de URAT1 et GLUT9 chez les souris hyperuricémiques qui a été significativement
atténuée par le traitement avec Smiao pill, conduisant a une réduction de la réabsorption et
['amélioration de I'excrétion d'urate.

En outre, OATL1 est une composante moléculaire potentielle dans la premiere étape de la
secrétion rénae de l'urate (Ichida et al., 2003; Hediger et al., 2005). Ainsi on peut suggerer
gue I’ extrait testé montre un effet hypouricémiant en partie a travers son action uricosurique
qui peut étre attribuée a I’activation de I'excrétion rénale de I'acide urique a travers une
régulation des MURAT1, mGLUT9 et mOAT1 chez les souris hyperuricémiques.
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Conclusion et Perspectives

L’ extrait avait réduit les niveaux d’acide urique chez des animaux non traités et des animaux
hyperuricémiques, cela nous permet de suggérer que ce dernier pourrait avoir un effet curatif
et préventif de lamaladie de la goutte.

Les résultats obtenus nous ont permis de suggérer que I’ extrait testé contient des molécules
responsables de la diminution des niveaux d'acide urique dans le sang, ces derniéres
pourraient agit selon plusieurs mécanismes par inhibition de la xanthine oxydoréductase
serique et/ou par augmentation de I’éimination rénale de I'acide urique. Les composés a
activité hypouricémiante peuvent activer |’ expression des genes des récepteurs responsables
de la sécrétion de I’ urate (OAT1) et/ou en diminuant I’ expression des ARNmM des récepteurs
de saréabsorption (URAT1 et GLUT?9).

Telle action hypouricémiante, montre que I'extrait est une aternative possible pour
I’alopurinol, ou au moins dans une combinaison pour minimiser les effets secondaires de

I’allopurinol en particulier suite a une application along terme.

Cette étude pourrait constituée une base scientifique pour valider I’ utilisation traditionnelle
des bourgeons de P.nigra comme diurétique et anti-hyperuricémique. Néanmoins, cette éude
reste préliminaire et d’ autres doivent étre entreprises pour déterminer le mécanisme d’ action

des composeés actifs présents dans |’ extraits brut.
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Annexe

Dosage des proténes

La méthode de Bradford a éé utilisée pour le dosage des protéines dans les
homogénats des foies, on utilisant laBSA comme standard.
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Figure 23 : courbe d’ étalonnage.



-Abstract-

The effects of P.nigra buds extract on serum urate levels in hyperuricemic mice and the
inhibition of xanthine oxidase/xanthine dehydrogenase activities in mouse liver are eval uated.
Hyperuricemia was induced by intraperitoneal injection of 250mg/Kg of potassium oxonate in
mice. However, intragastric administration of tested extract (100, 200 and 400mg/ml)
produces a significant (P<0,001) hypouricemic effect in a dose-dependent manner in
hyperuricemic and normal mice. In addition, extract, when tested in vivo on mouse liver
homogenates, elicited no significant inhibitory actions on the (XDH/XO) activities. These
results suggested that hypouricemic effects are in partly due to the inhibition of serum
XDH/XO activities and could be explained by the blocking of the renal proxima tubule
exchanger URAT1, which reabsorbs uric acid. The effects of tested extract were as potent as
that of allopurinol (10mg/ml). Therefore, the pharmacological profile of the extract
constituents is different from that of allopurinol. Such hypouricemic action makes it a
possible aternative for alopurinol, or at least in combination therapy to minimize the side
effects of alopurinol in particular in long term application.

Key word: hyperuricemia, xanthine oxidase, xanthine dehydrogenase, Populus nigra

-Résumé-

Les effets de I’ extrait des bourgeons de P.nigra sur les niveaux de |'urate chez les souris
hyperuricémiques et I'inhibition des activités xanthine oxydase/xanthine deshydrogénase
hépatique de la souris ont é&é évalués. L'hyperuricémie était induite par I'injection
intrapéritonéale de 250mg/Kg de I'oxonate de potassium chez la souris. Cependant,
I’administration intragastrique de I’ extrait testé (100, 200 et 400mg/Kg) a causé un effet
hypouricémiants tres significatif (P<0,001) de facon dépendante de la concentration chez les
animaux normaux et hyperuricémiques. De plus, I’ extrait testé sur les homogénats du foie, n'a
révélé aucune inhibition significative sur les activités (XDH/XO). Ces résultats suggerent que
les effets hypouricémiants sont en partie dd al’inhibition de la XO/XDH sérique et peut étre
expliquée par le blocage du tubule proximal rénal URAT1 qui réabsorbe I’ acide urique. Les
effets de I’ extrait testé ont montrés la méme efficacité que I’alopurinol (10mg/ml). Aingi, le
profile pharmacol ogique des composés de I’ extrait est différent de celui de I’ alopurinol. Telle
action hypouricémiante, montre que I’ extrait est une aternative possible pour |’ allopurinol, ou
au moins dans une combinaison pour minimiser les effets secondaires de I'allopurinol en
particulier suite a une application along terme.

Mots clés: hyperuricémie, xanthine oxydase, xanthine déshydrogénase et Populus nigra.



