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I. Introduction générale

Les plantes sont capables de produire de nombreux métabolites secondaires, qui ont été
considérés comme une source importante de composés bioactifs ayant des activités
pharmacologiques spécifiques. De nombreux inhibiteurs d'enzymes ont été identifiés et isolés
a partir d'extraits de 1égumes et d'herbes [1-3]. Divers composés bioactifs, notamment les
polyphénols, les saponines, les terpénoides, les glycosides phényléthanoides et les alcaloides,
constituent une richesse déja largement exploitée par les industries agro-alimentaire,
cosmétique et pharmaceutique [4-6]. Parmi eux, les polyphénols qui ont attiré l'attention des
chercheurs en raison de leurs biodisponibilités importantes et de leurs diverses activités
biologiques telles que les effets antioxydants, antitumoraux, anti-inflammatoires, antiviraux,
antihypertenseurs, hypoglycémiques et inhibiteurs d'enzymes [7-9]. IlIs ont été également,

indiqués comme étant des inhibiteurs efficaces de la xanthine oxydase (XO) [10-13].

La xanthine oxydoréductase est 1’une des principales sources de radicaux libres. C’est un
complexe métallo-flavo-protéine qui catalyse les deux dernicres réactions de formation d'acide
urique dans le catabolisme des purines humain (Figure 1), accompagné par la production de
I'anion superoxyde (O27) et de peroxyde d'hydrogene (H>O»), ces deux especes oxygénées
peuvent étre des précurseurs des autres especes réactives soit de 'oxygene ou de nitrogéne qui
sont impliquées dans les grands dommages cellulaires et tissulaires [14 et 15]. Ainsi,
I’accumulation de I’acide urique dans le sang engendre 1’hyperuricémie, facteur principal de la

maladie de la goutte [16-18].

ji 2 0, T 0, 0y s
M R N V N/LX N \\___J'jr N/l% M 0OH
”\ "7I:I"~.I/> Hanthine oxydaze ” /“\ i f> XKarthine oxydase - /“\ ,_7[ />//

N HO N H HO N .
Hypoxanthine Nanthins Acide urique

Figure 1 : Processus enzymatique catalysé par la xanthine oxydase

La goutte est I'arthrite inflammatoire la plus courante chez l'adulte dans le monde, avec une
proportion disproportionnée charge de morbidité chez les hommes, les personnes agées et les
minorités raciales/ethniques. Les comorbidités de la goutte sont trés fréquentes et aggraver la
morbidité de la maladie et rendre sa prise en charge difficile. D’ailleurs, la prévalence de la

goutte variait de 1 a 4 % dans le monde et I'incidence variait de 0,1 a 0,3 %. De plus, I'incidence
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et la prévalence de la goutte augmentent a chaque décennie de la vie, la prévalence passant a

11,13 % et incidence passant a 0,4 % chez les personnes de plus de 80 ans [19 et 20].

Une des approches thérapeutiques de cette maladie, est I’utilisation d’inhibiteur de la xanthine
oxydoréductase. L’allopurinol, est un puissant inhibiteur chimique cliniquement trés utilisé,
cependant, son administration a long terme, s’accompagne d’un certain nombre d’effets
secondaires [21]. L implication de cette enzyme dans plusieurs cas pathologiques ainsi que la
toxicité provoquée par son inhibiteur chimique, a incité les chercheurs a trouver des substituts
qui ne retiennent que 1’efficacité thérapeutique souhaitée. L’une de ces sources sont les plantes
médicinales. Plusieurs ¢études ont été entreprises dans le but d’évaluer 1’activité
hypouricémiante des extraits de plante dans un but préventif ou curatif de la maladie de la goutte
et les pathologies qui lui sont associées [22-26]. C'est pour ces raisons que les recherches sur
l'activité hypouricémiante des plantes médicinales se sont développées de fagcon exponentielle.
Une recherche dans la base de données « ScienceDirect » en utilisant les termes « anti-gout et
plant extracts » a révélé une pléthore littérature sur ce sujet de recherche. Alors qu'avant 1960,
il n'y avait méme pas une seule référence sur les termes « anti-gout et plant extracts ». Toutefois,
environ 399 citations ont été obtenues pour la période 1961 a 2000. Cependant, le nombre de
citations a été significativement augmenté a 2571, entre 2001 et 2022 (Figure 2). Ces résultats
montrent clairement que ces derniéres années, la recherche sur les composés naturels
antigoutteux a reconnu une énorme popularité, indiquant qu'un grand nombre de plantes dans
le monde ont été analysées pour leur activité hypouricémiante. Il est devenu donc nécessaire de

se concentrer davantage sur les plantes médicinales algériennes.
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Figure 2 : Résultats de la recherche ScienceDirect sur les termes « anti-gout et plant extracts » au
cours des années
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L'Algérie est 1'un des pays arabes les plus riches par sa diversité végétale ; sa flore comprend
4449 taxons dont 6,5% sont endémiques, avec un indice de rareté élevé. Plus des trois quarts
(77,9%) des taxons strictement endémiques d'Algérie sont des plantes rares, représentant moins
d'un quart du nombre total de plantes [27 et 28]. Cependant, peu d'études ont été réalisées dans
ce pays sur le plan phytochimique ainsi que sur le plan pharmacologique des espéces végétales
locales. Dans ce contexte, dans ce screening scientifique, nous avons sélectionné quatre plantes
locales a savoir : Cistus certicus L., Hammada elegans, Plantago ciliata Desf. et Pituranthos
scoparius (Coss et Dur). Le facteur le plus important dans le choix de ces plantes est qu'il n'y a
pas des études préalables sur leurs effets antigoutteux. Ainsi, le programme de recherche dans

ce mémoire est structuré en deux parties principales :

1. La premicre partie de ce travail a été consacrée a la préparation des extraits de plantes,
puis a la quantification de leurs contenus en composés phénoliques totaux, en
flavonoides, en tanins, en certains métaux et en acide urique,

2. La deuxiéme partie a ét¢ portée sur 1'évaluation du pouvoir antigoutteux in vitro des
extraits ainsi préparés, par la mesure de leurs pouvoirs de dissolution de 1’acide urique,
ainsi que leurs activités inhibitrices de la xanthine oxydase, puis a I’évaluation de la
toxicité de ces extraits par la mesure in vitro de leurs effets hémolytiques des globules

rouges humains.
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II. Matériel et méthodes

Notre travail de recherche a été réalisé au sein de laboratoire des sciences fondamentales et

laboratoire pédagogique du département des sciences fondamentales a I’université Amar Telidji

de Laghouat.

I1.1. Matériel

I1.1.1. Matériel végétal

Les quatre plantes ¢tudiées Hammada elegans et Pituranthos scoparius (Coss et Dur), Cistus

creticus L. et Plantago ciliata Dest (Tableau 1), ont été récoltées de trois régions (Bordj

Senoussi, Ain Chouhada et Dar Chioukh environ 5 km, 78 km et 134,5 km successivement du

centre-ville de la willaya de Laghouat), au mois de novembre 2022. Les plantes investiguées

sont séchées a 1’abri du soleil pendant 2 mois. Apres le séchage, le matériel végétal est finement

broy¢ et conservé dans des sacs en papier jusqu’a leur extraction

Tableau 1 : Les plantes investiguées et leur utilisation en médecine traditionnelle

Plante

Photo

Famille : Plantaginaceae

Nom latin : Plantago ciliata Desf

Nom vernaculaire : Lelma

Localisation de récolte : Ain Chouhada-Djelfa
Partie utilisée : Partie aérienne

Description : Petite plante du sable désertique herbacée annuelle,
grisatre, peut passer inapercue. Elle n’atteint pas plus de 10 a 15
cm de hauteur. Les feuilles lancéolées, velues et nombreuses,
poussent en rosette a la base de la plante. Cependant, la variété
angustifoliée se caractérise par ces feuilles étroites. Les fleurs
petites et verdatres, en épis globuleux ou courtement cylindriques
trés laineux portée par des hampes plus courtes que les feuilles.
Cette plante a des appellations vernaculaires telles que : Lelma et
Cadeau du négre.

Utilisation traditionnelle : Plantago ciliata est utilisée en
médecine traditionnelle sous forme de pommade et cataplasme
(pansmon) comme cicatrisante des blessures, ainsi que pour le
traitement des inflammations. Elle est aussi prescrite pour traiter
le diabéte grace a son pouvoir anti-hyperglycémiant [29].
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Famille : Cistaceae

Nom latin : Cistus creticus L.

Nom vernaculaire : Gassa

Localisation de récolte : Dar Chioukh -Djelfa
Partie utilisée : Partie aérienne

Description : Arbrisseau aux fleurs roses chiffonnée, haut de 0,5
a 1,5 m. Les feuilles opposées ont des pétioles plus ou moins
soudés entre eux. Le limbe réticulé-rugueux est hériss¢ de poils
étoilés. Les fleurs sont rassemblées dans des cymes ombelliformes
de 1 a 8 fleurs. Le fruit est une capsule velue, a 5 loges.

Utilisation traditionnelle : La décoction des feuilles de Cistus
creticus L. agit contre les coliques. Elle est utilisée a grande
échelle par les populations locales comme anti-acide,
antidiarrhéique et antispasmodique. De plus, les infusions de ses
feuilles et fleurs sont employées comme remede pour soulager les
maux gastriques, I’inflammation et nettoyer les blessures [30].

Nom latin : Pituranthos scoparius (Coss et Dur)
Famille : Apiacée

Nom vernaculaire : Guezah

Localisation de récolte : Bordj Senoussi-Laghouat
Partie utilisée : Racines

Description : C’est une plante herbacée, aphyllé, a tiges souvent
trés ramifiées. Ombelle a involucre, ovoide a 6 bandelettes. C’est
une plante herbacée, formant des touffes : tiges floriféres érigées
bien plus longues, a ombelles latérales, a pédoncule court (1-3 cm).
Les fleurs sont de couleurs blanches.

Utilisation traditionnelle : Cette espéce semble Etre trés peu
utilisée dans le domaine médicinal traditionnel ; elle est utilisée |-
pour le traitement des diarrhées et de 1’eczéma. Elle est également
utilisée comme purgatif digestible et contre les maladies des voies
urinaires [31].

Famille : Chenopodiaceae

Nom latin : Hammada elegans

Nom vernaculaire : Ajram

Localisation de récolte : Bordj Senoussi-Laghouat
Partie utilisée : Partie aérienne

Description : Plante aux rameaux gréles et charnus, articulés,
dressés, trés nombreux. Les rameaux foncent et noircissent en
séchant. Les rameaux agés sont gris-brun et les rameaux nouveaux
sont d'un vert 1égérement blanchatre. Feuilles opposées trés petites
en triangle des principales caractéristiques de Hammada elegans
est sa trés grande résistance a la sécheresse.

Utilisation traditionnelle : Elle est utilisée par les habitants de la
région pour soigner les maladies abdominales [32].
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I1.1.2. Matériel chimique

Tous les produits utilisés dans ce travail sont d’un grade analytique élevé (Tableau 2).

Tableau 2: Produits chimiques, appareillage et équipements utilisés dans ce travail

Produit chimique Firme et pays

Sulfate de sodium (NaxSO4), Phénol (CsHeO), Acide gallique (C7HgOs),
M¢éthanol absolu (CH40), Ethanol absolu (C,HsOH), Diméthylsulfoxyde
(CoH6OS).

Riedel-de Haén
(Allemagne)

Hydroxyde de sodium (NaOH),), Chlorure de Potassium (KCI), iodure de
potassium (KI), phosphate de potassium monobasique (KH2POs), phosphate de

potassium dibasique trihydrat¢ (K HPO4, 3H»0), Quercétine hydraté
(C15H120s3), Carbonate de sodium (NaxCO3), Vanilline (4-(HO) CsH3-3-(OCH3)

Sigma-Aldrich

(France)
CHO), Xanthine (CsH4N40O»), Folin-Ciocalteu (H;PW12040-H3PMo012040), Acide
Chlorhydrique (HCl), Acétone(C3HsO), Acide urique (CsH4N4O3), Hexane
(CsH14), Trichlorure d’aluminium (AICl3), Chlorure de calcium (CaCly).
. . ‘ ELITech Groupe
Réactif de I’acide urique
(France)

Appareillage et d’autres équipements

Balance analytique (KERN, ABS 220-4), Spectrophotométre UV/Visible (Shimadzu 1800),
Spectrophotomeétre UV/Visible (Shimadzu 1601), pH-métre (WTW:inoLab® pH 7310),
Micropipette 20-200uL (ISOLAB), Micropipette 100-1000uL. (SOCOREX), Micropipette 10-
100pL (Accumax), Cuvette en quartz, Cuvette UV/visible a usage unique en plastique, Etuve
(Memmert), Bain marie (Memmert), Béchers, Fioles jaugées classe A et B (5, 10, 25, 100, 250, 500,
1000 mL), Tube a essai en verre, Pissettes, Ballon a fond rond, Tube a essai en plastique, Eprouvette
graduée de classe A (5ml), Porte tube, Spatule, Verre de montre, Centrifugeuse (Nahita Mode¢le
2650), Flacons en verre, Entonnoirs, Ultrasons (5L, Joident), Agitateur, Chauffe ballon (Nahita
1000mL), Rotavapeur (Laborota 4000), Papiers filtres.
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I1.2. Méthodes

I1.2.1. Préparation des extraits

Apres avoir broy¢ finement chaque partie de la plante, une masse d’environ 50g a été extraite
tout d’abord par Soxhlet en utilisant 3 systémes de solvants de polarité croissante : Hexane
(0,0) ; Acétone (5,4) ; Méthanol (6,6), jusqu’a I'épuisement de la maticre solide. Ensuite, une
extraction aqueuse assistée par ultrason a été conduite sur le marc épuisé et sur la matiere
végétale brute, en mettant 3 g de la matic¢re végétale avec 50 mL d’eau distillée dans un bain a
ultrasons (sonicateur), pendant 60 minutes et a température de S0C°. Apres chaque extraction,
le solvant utilisé est évaporé sous pression réduite a 1’aide d’un Rotavapeur. Ensuite, le résidu
récupéré est pesé puis solubilisé dans des volumes différents du DMSO. Les extraits ainsi
obtenus sont conservés a 4°C et a labri de la lumiere pour étre utilisés pour les différentes
analyses. Nous avons obtenu alors, 16 extraits : 4 extraits acétoniques, 4 extraits méthanoliques
et 8 extraits aqueux. Par conséquent, dans un souci de simplicité nous avons propos¢ des

codifications pour les extraits des plantes ainsi préparés :

C.C-Ac Extrait acétonique de Cistus creticus H.E-Ac Extrait acétonique de Hammada elegans
C.C-M Extrait méthanolique de Cistus creticus H.E-M Extrait méthanolique de Hammada elegans
C.C-ES Extrait aqueux-Soxhlet de Cistus creticus H.E-ES Extrait aqueux-Soxhlet de Hammada elegans
C.C-ET Extrait aqueux de Cistus creticus H.E-ET Extrait aqueux de Hammada elegans

P.S-Ac Extrait acétonique de Pituranthos scoparius P.C-Ac Extrait acétonique de Plantago ciliata
P.S-M Extrait méthanolique de Pituranthos scoparius P.C-M Extrait méthanolique de Plantago ciliata
P.S-ES Extrait aqueux-Soxhlet de Pituranthos scoparius P.C-ES Extrait aqueux-Soxhlet de Plantago ciliata
P.S-ET ¢ Extrait aqueux de Pituranthos scoparius P.C-ET : Extrait aqueux de Plantago ciliata

I1.2.2. Dosage des phénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été¢ déterminé par spectrophotométrie, selon la méthode
colorimétrique décrite par Singleton et Rossi en y apportant quelques modifications en utilisant
le réactif de Folin-Ciocalteu [33]. Ce dosage est basé sur la quantification de la concentration
totale de groupements hydroxyles présents dans 1’extrait. 100 pL de chaque extrait ont été
introduits a I’aide d’une micropipette dans des tubes a essai, suivis de 1’addition de 500 puL du
réactif de Folin-Ciocalteu (10 %). Aprées incubation pendant 2 minutes, 2 ml de carbonates de
sodium Na,COs a 2% ont été ajoutées, puis les solutions ont été secouées immédiatement et
sont maintenues a I’obscurité pendant 30 minutes a température ambiante. L’absorbance de
chaque solution a ¢ét¢ déterminée a 760 nm contre un blanc sur un spectrophotometre UV-
Visible de type UV-1601. La teneur en composés phénoliques de chaque extrait a été calculée
a partir une courbe d’étalonnage de 1’acide gallique et exprimée en milligrammes équivalent en

acide gallique par gramme du résidu sec (mg EAG /g RS).
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I1.2.3. Dosage des flavonoides

Une version légérement modifiée de la méthode de Lamaison et Carnat [34] a ét¢ employ¢€ pour
déterminez les teneurs en flavonoides des échantillons en utilisant le trichlorure d’aluminium
comme réactif. Cette méthode est basée sur la complexation entre les flavonoides et le
trichlorure d’aluminium, ce qui entraine une coloration jaune détectable dans le visible. Les
teneurs en flavonoides des extraits ainsi préparées ont été calculées a partir de la courbe
d’¢étalonnage de la quercétine choisie comme étalon et exprimée en milligrammes équivalent
en quercétine par gramme du résidu sec (mg EQ /g RS). Pour ce faire, dans des tubes a essais,
nous avons mélangé 1mL de chaque échantillon dilué avec 1 mL de 2% d’AlCls. Le mélange a
été bien homogénéisée, puis incubé a 1’obscurité et a température ambiante pendant 15 min,
I'absorbance du mélange de la réaction a été mesuré a 420 nm contre un blanc en employant le

méme spectrophotométre pour le dosage précédent.

I1.2.4. Dosage des tannins condensés

La teneur en tanins condensés a été déterminée par la méthode de vanilline décrite par Julkunen-
Titto [35]. Cette méthode dépend de la réaction de la vanilline avec le groupement flavonoide
terminal des tanins condensés et la formation de complexes rouges, cela s’explique par la
propriété des tanins a se transformer en anthocyanidols de couleur rouge par réaction avec la
vanilline. Un volume de 200 pL de chaque extrait a été ajouté a 1000 puL de la solution
vanilline/méthanol a 4 %, puis mélangé vigoureusement. Ensuite, un volume de 750 pL de
I’acide chlorhydrique concentré (37%) a été additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir a
température ambiante pendant 20 min. L’absorbance est mesurée a 494 nm contre un blanc sur
un spectrophotomeétre UV-Visible de type UV-1601. La teneur en tanins de chaque extrait a été
calculée a partir une courbe d’étalonnage de la catéchine et exprimée en milligrammes

équivalent en catéchine par gramme du résidu sec (mg EC /g RS).

I1.2.5. Dosage de I’acide urique

I s’agit d’un dosage colorimétrique a la suite de deux réactions enzymatiques couplées. Dans
la premicre réaction enzymatique l'acide urique est oxydé par l'uricase en allantoine avec
formation du peroxyde d'hydrogene. En présence de la peroxydase, un mélange de sulfonates
de dichlorophénol et de 4-aminoantipyrine est oxydé par le peroxyde d'hydrogene ainsi formé
pour former une teinture du quinonéimine proportionnelle a la concentration d'acide urique dans
1'échantillon qui peut étre dosé spectrophotométriquement a 550 nm [36]. Pour ce faire, 100 pL

de chaque extrait dilué¢ ont ét¢ mélangé avec 1 mL du réactif de 1’acide urique. Le mélange a
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¢été agité puis maintenu a 1’obscurité pendant 20 minutes a 37 C°. La densité optique de chaque
solution est enregistrée a 550 nm en utilisant un spectrophotometre UV/Visible (Shimadzu
1800). La teneur en acide urique de chaque extrait a ¢té calculée a partir une courbe
d’¢étalonnage de I’acide urique et exprimée en milligrammes équivalent en acide urique par

gramme du résidu sec (mg EC /g RS).

I1.2.6. Dosage du sodium, du potassium et du calcium dans les extraits

Le dosage du sodium, du potassium et du calcium a été effectu¢ par la photométrie de flamme
[37]. Cette technique est basée sur excitation par énergie calorifique des ¢lectrons des atomes
qui vont passer d'une orbite & une autre avec une variation d'énergie qui s'accompagne de
radiations lumineuses. La production d'une raie est fonction de la source d'excitation, et
1'élément excité produit un nombre de raies qui lui est propre, 1'intensité d'une raie étant fonction
du nombre d'atomes excités, c'est a dire de la concentration en 1'élément de la solution a doser.
Dans la photométrie de flamme, on compare l'intensité¢ d'érnission d'une solution contenant
I'¢lément a déterminer a celle d'une solution étalon. L'énergie lumineuse, transformée en énergie
¢lectrique par une cellule photoélectrique, est mesurée par un galvanomeétre fonctionnant en
amperemetre. L'appareil utilisé est un photometre de flamme m410, Sherwood®, dont air-
butane a été utilisé comme source de flamme. Pour ce faire, les intensités d'émission de Na, K
et Ca des différents extraits dilués dans I’eau distillée puis centrifugés (3000 tr/min pendant 10
minutes) ont ét¢ mesurées aux longueurs d'ondes convenables. La teneur en Na, K et Ca de
chaque extrait a été calculée a partir des courbes d’étalonnage de de sodium de potassium et de
calcium en utilisant le chlorure de sodium (NaCl), le chlorure de potassium (KCI) et le chlorure
de calcium (CaClz) comme solutions étalons, respectivement. Les résultats sont exprimés en
milligrammes équivalent en sodium, en potassium et en calcium par gramme du résidu sec (mg

Na /g RS), (mg K /g RS) et (mg Ca /g RS), respectivement.

I1.2.7. Evaluation de ’activité anti-goutte in vitro

11.2.7.1. Evaluation de I’effet de dissolution de I’acide urique

L’évaluation de I’activité anti-goutte des extraits ainsi préparés par la méthode de dissolution
de I’acide urique a été entreprise par la mesure de la masse dissoute de 1’acide urique par les
différentes solutions d’extraits. L’étude de ce modele a été proposée et effectué pour la

premicre fois.

La premicre étape consiste a mettre en contact -dans des tubes a essai, 10 mg d’acide urique

avec 10 mL de chaque extrait (ou référence : eau distillée), les solutions sont centrifugées a
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2000 tr/min pendant 10 minutes en utilisant une centrifugeuse, L’acide urique dissout dans
chaque extrait a été ensuite dosé en faisant mélanger 100 pL. de chaque surnagent avec 1 mL
du réactif de I’acide urique. Le mélange a été agité puis maintenu a 1’obscurité pendant 20
minutes a 37 C°. La densité optique de chaque solution est enregistrée a 550 nm en utilisant un
spectrophotométre UV/Visible (Shimadzu 1800). La teneur en acide urique dissoute dans
chaque extrait a été calculée a partir de la courbe d’étalonnage de 1’acide urique et exprimée en

milligrammes d’acide urique soluble dans 1 litre d’extrait de concentration égale a Img/mL.
11.2.7.2. Evaluation de P’activité anti-xanthine oxydase (XO)

L’activité totale de la XO a été estimée en suivant I’augmentation de la production de 1’acide
urique a 550 nm, en présence de xanthine comme substrat de I’enzyme. L’effet inhibiteur des
extraits sur ’activité de la XO a été étudié spectrophotométriquement en suivant la quantité de

I’acide urique produit par oxydation de la xanthine [38].

Les mesures d’inhibition par les extraits ont été réalisées comme suit : 1000 pL d’un tampon
phosphaté de sodium saturé on air (0,2M, pH 7,8) ont été mélangés avec 100 puL d’extrait et
100 pL de solution XO (0,1 unité¢ / mL dans un tampon phosphate, pH 7,5). Ce mélange a été
pré-incubé a 37 ° C pendant 10 minutes. Ensuite, 100 uL de la solution de xanthine (0,2 g/ L,
pH ajusté avec du HCl a 37%) ont €té ajoutés et le mélange réactionnel a été incubé a 37°C
pendant 30 minutes. La réaction enzymatique a été ensuite stoppée par I’ajout de 100 pL d’HCI
(1 M), puis 100 uL de NaOH (1 M) a été ajoutés pour ajuster le pH a 7,8. L’acide urique produit
dans chaque essai a été ensuite dosé en faisant mélanger avec 1 mL du réactif de 1’acide urique.
Le mélange a été agité puis maintenu a I’obscurité pendant 20 minutes a 37 C°. Les mesures de
densité optique ont été effectuées immédiatement a 550 nm dans un spectrophotometre UV-
visible (Shimadzu 1800). L'activité antixanthine oxydase des extraits a été exprimée tout
d’abord par le pourcentage d'inhibition de I'activité XO (PAXo) selon I’équation :
(Ao — Agen)

PAXo (%) = — . X 100
0

Ou ; Abso : Absorbance en absence d’inhibiteur. Absgch : Absorbance en présence d'inhibiteur.

L’activité antixanthine oxydase (AEAXoC) a été calculé¢ ensuite a partir de la courbe
d’étalonnage de I’allopurinol et exprimée en microgrammes équivalent en allopurinol par 1

milligramme du résidu sec (ug Allopurinol/ 1mg RS).

I1.2.8. Evaluation de la cytotoxicité des extraits par le test d'hémolyse des globules rouges
humains
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L’étude de Ilacytotoxicité des extraits ont été évalué par la mesure de leurs
activités hémolytique in  vitro vis-a-vis des globules rouges humaines. Le test d’effet
hémolytique des extraits a été réalisé¢ selon la méthode de Li et Liu [39], avec quelques
modifications. Tout d’abord, nous avons préparé la suspension érythrocytaire comme suit : du
sang fraichement prélevé d’un donneur sain unique dans un tube héparine est centrifugé a 2000
tours/minutes pendant 10 minutes. Aprés élimination du plasma, le culot est lavé 5 fois avec
une solution de PBS, le culot ainsi obtenu est resolubilisé est diluée a nouveau 20 fois par PBS.
Dans un tube a hémolyse, 2 mL de la suspension érythrocytaire préparée avec 500 puL de
I’extrait & concentration égale 2 g/L. ont été ensuite incubés a 37°C durant 60 min dans
I’incubateur agitateur. Par la suite, les tubes ont été centrifugés a 2000tr/min pendant 10 min et
I'absorbance du surnageant a ét€ mesurée a 420 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV-Visible
contre le blanc contenant du PBS. Dans les mémes conditions et les mémes démarches
expérimentales, nous avons préparé un tube d’hémolyse totale qui contient 1 mL de la
suspension érythrocytaire 1 mL d’eau distillée avec absence d’extrait. Le taux d’hémolyse (PH)
des différents extraits est calculé en pourcentage (%) par rapport a I’hémolyse totale, apres 60
min d’incubation, selon la formule suivante :

PHY — AExtrait 2 60 min <100

hémolyse total 2 60 min
I1.2.9. Analyse statistique :

Tous les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne £SD d’analyses en trois a cinq
essais en utilisant le logiciel Excel 2018. Une analyse descriptive des résultats est réalisée a
l'aide du logiciel XLSTAT 2018.5.03, avec une tolérance de 0,0001 et un intervalle de confiance
de 95%, afin de déterminer le coefficient de corrélation (coefficient de Pearson) et de faire
I’analyse en composantes principales (ACP). L’analyse de la variance a un facteur contrdlé
(ANOVA) et le test de la différence significative de Tukey ont été utilis€és pour comparer les

moyennes des groupes.



Reésultats et discussion
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II1. Résultats et discussion

I11.1. Dosage des phytoconstituants

L'extraction des composés actifs a partir du matériel végétal constitue la premiere étape pour
étudier les propriétés biologiques des plantes. Cette étape est primordiale et doit permettre
I’extraction des différents constituant actifs et assurer un meilleur rendement. Plusieurs
méthodes d’extraction ont été rapportées dans la littérature. Actuellement, 1’utilisation des
méthodes innovantes permettent d’augmenter le rendement d’extraction. Parmi les méthodes
récentes, 1’extraction au Soxhlet et I’extraction a 1’aide des ondes ultrasons ont ¢té largement
utilisée pour récupérer divers composés a partir de différentes matrices [40]. Les végétaux
présentent une grande diversité des composés phénoliques a activités anti-goutte. En effet, chez
les plantes les teneurs en composés phénoliques et leur nature sont fortement modifiées sous
I’action, d’une part, des facteurs externes ou exogenes qu’ils soient de natures biotiques ou
abiotiques et d’autre part, des facteurs internes ou endogenes tels que les facteurs génétiques

conduisant a des différences importantes entre les espéces du méme genre [41].

Les quantifications des phytoconstituants obtenus apres épuisement par Soxhlet a ’hexane, a
I’acétone et au méthanol, puis extraction a I’eau assistée par ultrason sur le marc épuisé et sur
la matiere végétale brute, ont été calculées a partir des courbes d’étalonnage (Figures 3, 4, 5 et

6) et exprimée en milligrammes équivalent en chaque standard par gramme du résidu sec

obtenu.
1,2 -
i =
- L0 y =2,951x ///
E 0.8 - R%z= 0,999 ;/
=~ ? ~
) /
= —
3 0,6 - P _E
: /
2 0,4 A =
/
2 02 1 ~
o
0,0 T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4
[Acide gallique] (mg/mL)

Figure 3 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique
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Figure 4 : Courbe d’étalonnage de la quercétine
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Figure 5 : Courbe d’étalonnage de la catéchine
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Figure 6 : Courbe d’étalonnage de 1’acide urique
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Les teneurs en phénols totaux, en flavonoides, en tanins et en acide urique de chaque extrait
sont regroupées dans le Tableau 3. Les effets séparés de la nature du solvant utilisé et du type

de I’espéce ¢tudiée, sur les teneurs en ces phytoconstituants ont été analysés grace a ’ANOVA.

Tableau 3 : Teneurs en phénols totaux, flavonoides, tanins et acide urique dans les extraits étudiés.

Extraits Phénols totaux Flavonoides Tanins Acide urique
(mg EAG/gRS) (mgEQ/gRS) (mgEC/gRS) (mgEAU/gRS)
C.C-Ac 258,054 +21,522 8 61,129 +0,289’ 20,716 £0,117¢8 73,653 0,007 ¢
C.C-ES 217,491 21311 18,556 £0,209¢ 53,251 0,532 4,942 +0,001 ®°
C.C-ET 189,648 +0,992 © 18,297 09108 78,334 04327 154,845 +0,002
C.C-M 346,212 2,813 1 37,197 +0,292" 55,284 0,850 ' 4,304 +0,006 *°
H.E-Ac 88,724 +3,044 ° 47,703 +0,255 2,070 +0,155 26,828 +0,006 ©
H.E-ES 40,653 +0,187° 1,790 +0,054 1,302 £0,050 4,137 0,016
HE-ET 29,587 0,374 % 0,000 +0,000 * 1,045 0,024 0,170 0,006 *
HE-M 16,311 0,356 2,369 0,015 ° 1,767 +0,017 b4 4,208 +0,003 2
P.C-Ac 369,289 +3,186' 18,242 0,272 ¢ 5,316 +0,248°¢ 72,981 +0,006 ¢
P.C-ES 40,368 +1,389 ° 7,330 0,143 ¢ 1,163 +0,031 @ 70,550 +0,002 ¢
P.C-ET 36,584 +0,642° 0,000 0,000 * 0,982 +0,026 ® 141,599 +0,002 ©
P.C-M 122,839 +4,483 ¢ 7,094 +0,090 ¢ 6,415 0,017 16,251 +0,006 *
P.S-Ac 77,602 0,675 © 9,126 +0,690 © 2,379 +0,094 ¢ 26,210 +0,006 ©
P.S-ES 81,699 +4,803 12,747 01777 1,854 +0,237%¢ 8,819 +0,002
P.S-ET 25,157 +1,095 2 2,813 0,005 © 0,630 +0,0522 2,509 +0,004
P.S-M 40,087 +0,145° 0,733 +0,026 0,737 +0,003 3,612 +0,006 2

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne +€cart-type, n =5. Les valeurs

moyennes suivies d'une lettre minuscule différente sont significativement différentes (p < 0,00001).

D’une maniere générale, 1’estimation de la teneur en polyphénols totaux en utilisant le réactif
du Folin-Ciocalteu indique que les parties aériennes de Cistus creticus et Plantago ciliata sont
riches en ces molécules. Cependant une variabilité intra-spécifique et inter-spécifique liée a
I’organe et au solvant d’extraction a €té notée pour tous les extraits. Par contre, les teneurs en
polyphénols totaux des extraits aqueux sont intra-spécifiquement les plus faibles. L’analyse
statistique a révélé que la différence dans les teneurs en polyphénols totaux dans la totalité des

différents extraits est significative au seuil 0,00001%. En revanche, les résultats indiquent une
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variabilité trés importante intra-spécifique en fonction du solvant d’extraction pour chaque
espece. Ainsi, la partie aérienne de Cistus creticus exhibe significativement les valeurs les plus
importantes en polyphénols totaux supérieures a 217,491 +2,131 EAG/g RS. Cependant, les
extraits des racines de Pituranthos scoparius sont placés en derni€re position en matiere de
concentration en polyphénols totaux, ot nous avons enregistré des valeurs inferieures a 81,699
+4,803 mg EAG/g RS. Malgré cette différence en termes de teneurs en composés phénoliques
entre les différents extraits de quatre plantes étudiées, ces résultats restent importants en
comparaison avec ceux obtenus sur d’autres especes connues pour leurs activités biologiques

importantes (Tableau 4) [42-45].

D’autre part, la teneur en flavonoides de chaque extrait a été calculée a partir de la courbe
d’¢étalonnage de la quercétine comme il est indiqué dans le Tableau 3. Comme pour les
polyphénols, les extraits aqueux exhibent les teneurs les plus faibles en flavonoides. Par contre
les extraits acétoniques renferment significativement et inter-spécifiquement les valeurs les plus
importantes en flavonoides. Ainsi, la partie aérienne de Cistus creticus exhibe significativement
les valeurs les plus importantes en termes de flavonoides avec des valeurs supérieures a 18,297
+0,910 mg EQ/g RS. L’analyse statistique n’a révélé aucune variabilité significative entre les
deux extraits aqueux pour cette plante. Par ailleurs, 1’analyse de la variance a révélé que la
variabilité intra-spécifique liée au type du solvant d’extraction et inter-spécifique liée a I’espéce
est significative au seuil 0,001%. De méme, d'un point de vu comparatif, certains extraits
étudiés représentent une source prometteuse de flavonoides, comme certainement d’autres
plantes présentent relativement qu’une faible teneur de ces composés (Tableau 4). Ces teneurs
sont également similaires a celle trouvées dans d’autres études. Par contre, ces valeurs sont

moins importantes par rapport a celles trouvés dans d’autres plantes [42-45].

La quantité en tanins condensés de chaque extrait a été calculée a partir de la courbe
d’¢étalonnage de catéchine (Tableau 3). Les résultats des teneurs en tanins condensés ne suivent
pas les mémes tendances enregistrées pour les polyphénols totaux et les flavonoides. Nous
constatons que les teneurs les plus élevées en tanins condensés sont enregistrées pour les extraits
aqueux de la partie aérienne de Cistus creticus avec des concentrations de 53,251+0,532 mg
EC/g RS et 78,334 +0,432 mg EC/g RS. L’extrait méthanolique de cette plante renferme aussi
une quantité¢ importante en tanins qui est de I’ordre de 55,284+0,850 mg EC/g RS, cette teneur
est statistiquement différente de celle enregistrée pour les autres fractions de la méme plante.
Cependant, les extraits des autres plantes sont significativement pauvres en matiere de
concentration en tanins condensés, ou nous avons enregistré des valeurs inferieures a 6,415

+0,017 mg EC/g RS. Bien que ces valeurs soient faibles mais restent nettement comparable avec
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ceux rapportés dans d’autre plantes (Tableau 4). Par contre, tous les extraits de Cistus creticus
représentent une source prometteuse de tanins condensés, comme certainement d’autres plantes

présentent relativement qu’une faible teneur de ces composés [45-47].

Tableau 4 : Travaux antérieurs sur la teneur en polyphénols, flavonoides et tanins chez quelques espéces

végétales.
Plante Phénols totaux Flavonoides Tanins Reference
(mg EAG/gRS) (mg EQ/g RS) (mg EC/g RS)
Vernonia cinerea 53,96 £1,45 30,09 +0,44 / [42]
Digera muricata 83,69 +0,46 18,00 +0,68 / [43]
Ipomoea aquatica 77,06 £0,70 6,61 £0,42 / [43]
Basella alba 72,66 £0,46 6,97 £0,62 / [43]
Alternanthera sessilis 292,65 +0,42 21,51 +£0,46 / [43]
Cassia tora 287,73 +0,16 37,86 +£0,53 / [43]
Thymus vulgaris 16,0 £2.2 13,6 +4,0 / [44]
Thymus daenensis 14,6 £2,0 21,3 3.4 / [44]
Marrubium vulgare 24,77 £1,36 10,59 +0,11 1,08 +£0,02 [45]
Moringa oleifera / / 0,36 +0,01 [46]
Aloe vera 2,23 £20,83 0,76 £10,54 0,96 £0,17 [47]
Psophocarpus tetragonolobus 8,05 £3,34 0,31 £13,89 0,05 +0,00 [47]
Cymbopogon citratus 2,18 £5,50 1,91 £27,47 0,80 0,02 [47]
Centella asiatica 1,04 £2,20 0,66 £7,46 0,14 £ 0,00 [47]

D’autre part, les résultats obtenus pour le dosage de 1’acide urique sont exprimés en
milligrammes équivalent d’acide urique par gramme d’extrait, en utilisant 1’équation linéaire
de la courbe d’étalonnage tracée avec des solutions d’étalon de 1’acide urique a différentes
concentrations. Le Tableau 3 montre que les valeurs varient de 0,170 £0,006 mg EAU/mg RS a
154,845 0,002 mg EAU/mg RS dans les extraits étudiés. Ainsi, I’analyse statistique ne montre
pas de différence significative entre les extraits méthanoliques et aqueux-Soxhlet de Cistus
creticus, Hammada elegans et Pituranthos scoparius. Par contre, il existe une différence
significative (p < 0,00001) entre les extraits acétoniques de Cistus creticus et Plantago ciliata,

d’une part et les extraits acétoniques de Hammada elegans et Pituranthos scoparius, d’autre
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part. L'hyperuricémie est fortement affectée par I'apport alimentaire ¢levé d'aliments riches en
purine, tels que la viande, les graines d’haricots, les champignons et certains types de fruits de
mer [48]. De plus, il existe un intérét croissant pour les fruits, les Iégumes et les herbes riches
en composés phytochimiques qui ont été impliqués comme médicaments alternatifs ou additifs
contre la goutte. Les purines sont naturellement présentes dans tous les aliments végétaux. Il a
¢été constaté que la purine a 10-15 mg/100 g de nourriture est présente dans tous les aliments
végétaux. Cependant, certains aliments végétaux peuvent contenir 100 a 500 mg d'acide
urique/100 g d'aliments [49]. Certaines plantes, en revanche, aident a réduire le niveau d'acide
urique, tels que 1'ananas, le citron, les aliments fibreux, I'huile d'olive, le persil, le chou rouge,

le mais et le riz [50].

Par ailleurs, les ions les plus naturellement importants présents dans les tissus végétaux sont le
sodium, le potassium et le calcium. De ce fait, les concentrations de Na, K et Ca pour tous les
extraits obtenus par les différentes méthodes d'extraction ont été déterminées a l'aide d'un
photométre a flamme. Les teneurs de ces €léments ont été¢ calculées a partir des courbes

d’¢étalonnage du Na, du K et du Ca (Figures 7, 8 et 9).

140 -
120 4 y = 59,347x P
R =0,9991 =
100 A P
@ 80 E
g 60 =
= B
40 A =1
04 %
_
0 T T T T T 1
000 040 080 120 1,60 2,00 240
[Na] (mg/L)

Figure 7 : Courbe d’étalonnage du sodium
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Figure 8 : Courbe d’étalonnage du potassium
120,0
1000 y =8,1276x P
R? = 10,9969 E
@ 800 =
2 60,0 -
Et P P
40,0 =
20,0 -
0,0 T T T T T T 1
2 4 6 8 10 12 14
[Ca] (mg/L)

Figure 9 : Courbe d’étalonnage du calcium

Les teneurs en phénols totaux, en flavonoides, en tanins et en acide urique de chaque extrait
sont regroupées dans le Tableau 4. Les effets séparés de la nature du solvant utilisé et du type

de I’espéce ¢tudiée, sur les teneurs en ces phytoconstituants ont été analysés grace a ’ANOVA.
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Tableau 5 : Teneurs en sodium, potassium et calcium dans les extraits étudiés.

Extraits Sodium Potassium Calcium
(mg de Na/ g RS) (mg de K/ g RS) (mg de Ca/ g RS)
C.C-Ac 0,182 +0,074° 0,705 +0,027 2 0,543 +0,017 %
C.C-ES 8,262 +0,165" 44,795 +1,411 ¢ 39,081 0,454 1
C.C-ET 25,815 0,456 43,166 0,814 ¢ 34,272 +0,303 &
C.C-M 0,082 +0,001 ? 20,276 +0,548 ° 0,664 +0,007°
H.E-Ac 0,828 +0,074 © 4,335 +0,056 * 0,546 +0,036 %
H.E-ES 2,922 10,102 ¢ 27,815 +0,876 © 3,998 0,044 ¢
HE-ET 3,789 +0,058 © 57,488 0,661 © 2,618 £0,022¢
HE-M 0,654 +0,019 27,568 0,890 © 0,547 +0,004 2
P.C-Ac 0,245 +0,004 2,053 +0,025 2 0,708 +0,016 "
P.C-ES 3,213 +0,086 ¢ 71,163 +0,485 & 73,232 40,000
P.C-ET 4,595 +0,095 51,859 +0,408 © 65,464 +0,000 |
P.C-M 0,091 +0,001 ? 21,222 +0,531° 4,422 +0,074¢
P.S-Ac 0,304 +0,005 *° 1,154 0,027 * 0,774 0,018
P.S-ES 21,830 40,178 279,004 +5,350 18,456 0,205
P.S-ET 6,284 +0,061 & 70,839 0,689 & 6,478 +0,040
P.S-M 0,032 +0,001 * 25,940 +0,590 © 0,191 +0,004

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne +écart-type, n =5. Les valeurs

moyennes suivies d'une lettre minuscule différente sont significativement différentes (p < 0,00001).

Le Tableau 5 compare les concentrations de sodium, potassium et calcium déterminées a partir

les différents extraits. En général, les concentrations de sodium de 0,032+0,001 a 25,815+0,456

mg de Na/g RS étaient significativement (p<0,0001) différentes entre les extraits aqueux et les

extraits organiques. Ainsi, I'extraction avec 1’acétone a entrainé une légére surestimation des

concentrations de sodium, tandis que 1'extraction avec de 1'eau a emporté une grande estimation

des concentrations de Na. Les concentrations de K déterminées a partir des mémes extraits

n’ont pas montré la méme tendance pour les teneurs en sodium. Les concentrations déterminées

de potassium varient de 0,705+0,027 a 279,004+5,350 mg de K/g RS. Cependant, I'extraction

avec I’eau distillée a conduit a des concentrations de K plus €levées par rapport aux extraits

organiques, tandis que l'extraction par 1’acétone a entrainé une sous-estimation mineure des
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concentrations de K. Ainsi, aucune différence significative n’a été trouvée entre tous les extraits
acétoniques. Par contre, les concentrations de potassium sont significativement (p<0,00001)
différentes entre les extraits aqueux. Egalement, de bonnes différences significatives
(»<0,00001) et intra-spécifiquement li¢ au type du solvant d’extraction, ont été trouvées entre
les différents extraits ainsi préparés. Aussi, I’analyse statistique a montré une différence
significative (p < 0,00001) entre les extraits méthanoliques de Cistus creticus et Plantago
ciliata, d’une part et les extraits méthanoliques de Hammada elegans et Pituranthos scoparius,
d’autre part. En ce qui concerne les teneurs de calcium, les valeurs sont comprises entre 0,191
40,004 et 73,232 +0,000 mg de Ca/g RS. L'accord linéaire le plus €levé a été trouvé entre les
concentrations de K dans les extraits a 1'eau-Soxhlet, les extraits a 1'eau-Total et celles extraites
par le méthanol. L’extraction par I’acétone n'a donné aucune différence li¢e au type d’espece
étudiée. Ainsi, l'extraction avec I’eau distillée sur la plante totale ou apres épuisement par
solvants organiques a donné des concentrations de K les plus significativement élevées (p <
0,00001). De méme, d'un point de vu comparatif, certains extraits étudiés représentent une
source prometteuse de Na, K et Ca, comme certainement d’autres plantes présentent

relativement qu’une faible teneur de ces composés (Tableau 6) [44, 51-54].

Tableau 6 : Travaux antérieurs sur la teneur en sodium, potassium et calcium chez quelques espéces

végétales.
Plante Sodium Potassium Calcium Référence
(mg de Na/g RS) | (mg de K/g RS) | (mg de Ca/g RS)
Thymus vulgaris 2,6 0,1 4,0 £0,1 0,7 £0,0 [44]
Thymus daenensis 2,9 £0,0 3,8 £0,0 0,5 +0,0 [44]
Glycyrrhiza glabra 2,36 £0,04 14,8 +0,3 / [51]
Achyranthes aspera 4,97 £3,66 48,66 +5,78 14,93 £3,73 [52]
Eclipta alba 0,45 £1,25 51,74 +5,74 2221 46,83 [52]
Vitex negundo 5,77 £2,23 33,45 +4,65 17,86 +£7,88 [52]
Vigna angularis 5,25 £0,27 14,2 £1,1 4.2 +0,0 [53]
Moringa oleifera 6,60 £0,15 11,34 +£0,46 19,4 £11,2 [54]
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I11.2. Evaluation de I’activité anti-goutte et la toxicité des extraits in vitro

Il a ét¢ démontré que les inhibiteurs de la xanthine oxydase sont des agents thérapeutiques
potentiels pour I'hyperuricémie qui provoque la goutte, les lithiases rénales, l'ischémie
myocardique et les maladies induites par les ERO. En outre, les extraits possédant 1’activité
inhibitrice de la xanthine oxydase font baisser les taux d’acide urique dans le sérum. Les
inhibiteurs de la xanthine oxydase ont été¢ mis en évidence dans beaucoup de plantes utilisées
en médecine traditionnelle, reconnue par la population qui les utilise par leurs effets bénéfiques
sur la goutte et le thumatisme [S5 et 56]. D’ailleurs, L'allopurinol est un inhibiteur de la
xanthine oxydase allostérique qui peut diminuer 1'effet néfaste de la xanthine oxydase dans les
maladies a médiation radicale. L'utilisation de I'allopurinol est limitée par la formation
d'oxypurinol, ce qui est connu d’engendrer des effets secondaires [S7]. Toutefois, les extraits
de plantes pourraient constituer une alternative intéressante pour le traitement des maladies a
médiation radicale [S8 et 59]. Alors, pour mesurer la capacité anti-goute in vitro des extraits,
nous avons utilisé¢ le systétme enzymatique xanthine/xanthine oxydase ainsi que le test de
solubilisation de 1’acide urique comme cible thérapeutique. Cependant, 1’effet inhibiteur des
extraits sur ’activité de la xanthine oxydase a été calculé a partir de la courbe d’étalonnage de

I’ Allopurinol (Figure 10).
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Figure 10 : Courbe d’étalonnage de 1’ Allopurinol

L’efficacité anti-xanthine oxydase des extraits a été ensuite exprimée en AEAXoC (Capacité
Anti-Xanthine oxydase Equivalente en Allopurinol) définit comme le nombre de
microgrammes en Allopurinol donnant le méme pouvoir inhibiteur d’un (1) milligramme du

résidu sec de la plante étudiée (ug Allopurinol/ Img RS). L'évaluation du pouvoir antigoutteux
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in vitro des extraits ainsi préparés a été déterminée également, par la mesure de leurs pouvoirs

de dissolution de ’acide urique. Les résultats sont présentés dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Activité anti-goutte (mesurée par le test d’inhibition de la xanthine oxydase et la dissolution
de I’acide urique) et I’activité cytotoxique des extraits étudiés.

Extraits Dissolution d’acide urique AEAXoC PH (%)
(mg d'acide urique/L amgmL d'extraiy)  (ng Allopurinol/ 1Img RS)

C.C-Ac 509,585 +0,005¢ 13,480 +0,596' 63,416 +0,1008
C.C-ES 979,724 +0,005" 10,886 +0,193" 0,000 +0,000?
C.C-ET 590,552 +0,009" 6,715 +0,478" 4,787 +0,504°
C.C-M 18,335 +0,005 4,156 0,084 14,266 +0,383°
H.E-Ac 179,965 +0,009° 4,147 +1,309% 89,523 +1,726'
H.E-ES 24,895 +0,005% 0,085 +0,005 79,773 +0,276"
H.E-ET 30,816 +0,009° 0,740 +0,024° 95,124 +1,120!
HE-M 28,429 40,014 3,670 +£0,0986° 1,245 +0,144%
P.C-Ac 179,411 +0,003° 13,020 +0,627' 17,665 +0,392°
P.C-ES 930,750 +0,0122 9,954 +0,092¢ 0,000 +0,000°
P.C-ET 450,042 +0,006% 0,679 +0,061%° 5,410 +0,083°
P.C-M 20,418 +0,004% 4,864 +0,108° 0,718 +0,127%
P.S-Ac 122,408 +0,011° 3,904 +0,192° 100,000 +0,073%
P.S-ES 9,000 +0,005° 0,095 +0,005° 2,378 +0,193°
P.S-ET 36,482 +0,021 0,560 +0,026 10,213 +1,8124
P.S-M 21,901 +0,005% 4,665 +0,171% 1,245 +0,144%
Eau-D 58,36 +0,024 / 100,000 +0,073%

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne +écart-type, n =5. Les valeurs
moyennes suivies d'une lettre minuscule différente sont significativement différentes (p < 0,00001).

Les résultats démontrent que tous les extraits ont exercé une inhibition de ’activité¢ de la XO
trés significative (p < 0.00001) et d’une maniére concentration-dépendante. Les valeurs
d’AEAXoC des différents extraits testés montrent une grande variation allant de 0,085 +0,005 a
13,480 +0,596 pg Allopurinol/ 1mg RS (Tableau 7). Mais, en comparaison avec 1’ Allopurinol,

tous les extraits s’aveérent moins actifs. Il ressort des valeurs d’AEAXoC des différents extraits
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que les extraits acétoniques de Cistus creticus et Plantago ciliata semblent avoir 1’effet
inhibiteur le plus puissant, parmi les autres extraits, avec des valeurs de 13,480+0,596 et
13,020+0,627 ug Allopurinol/ Img RS respectivement. Ainsi, ces extraits peuvent étre explorés
en tant qu'inhibiteur prometteur de la xanthine oxydase. D’ailleurs, il existe des substances qui
inhibent la XO en bloquant la fixation du substrat aux sites actifs de I’enzyme, donc I’inhibition
de ’activité de la XO par les extraits est traduite par la présence d’un ou de plusieurs composés
agissant sur les sites actifs, de I’enzyme. Or, selon les résultats du criblage phytochimique de
ces extraits, leur effet semble étre li¢ a leur richesse en phénols totaux. Cependant, de
nombreuses études ont évalué 1’effet inhibiteur de différentes plantes sur 1’activité de la XO
[60-63], cette activité inhibitrice est peut-€tre attribuée a la présence de différents composés
bioactifs tels que les polyphénols [64 et 65], les tannins [66 et 67] et les flavonoides [68 et 69].
Donc, I’effet inhibiteur le plus élevé des extraits acétoniques de Cistus creticus et Plantago
ciliata par rapport a celui des autres extraits bruts est di a leur richesse en polyphénols et en
flavonoides. Comme la XO joue un role critique dans I’hyperuricémie et la goutte, ainsi que
dans les maladies cardiovasculaires, les inhibiteurs de la XO sont considérés comme des
médicaments efficaces pour contrler ces problémes de santé liés a I’acide urique. Bien que
I’allopurinol est le médicament le plus couramment utilisé comme un inhibiteur de la XO, on
estime qu’environ 5% des patients sont incapables de tolérer ses effets indésirables, ceux-ci
comprennent I’irritation gastro-intestinale, la suppression de la moelle osseuse, la fiévre, la
détérioration de la fonction rénale et les syndromes d’hypersensibilité allant de la simple
éruption cutanée a des conditions menagant la vie dans lesquelles les patients développent une
nécrolyse épidermique toxique [70]. Donc, en raison des limitations des médicaments
disponibles inhibiteurs de la XO, le développement de nouveaux médicaments avec une activité
thérapeutique accrue et moins d’effets secondaires est un domaine de recherche trés actif. Par
conséquent, les extraits de Cistus creticus et Plantago ciliata qui sont de puissants inhibiteurs

de la XO, peuvent étre utilisés comme traitement des maladies liées a cette enzyme.

D’autre part, P’activité anti-goutte des extraits a été évaluée en calculant le taux de
dissolution de 1’acide urique pur aprés contact avec différentes concentrations en extraits.
Les résultats obtenus sont illustrés dans le Tableau 7. Tout d’abord, il est clair que tous les
extraits acétoniques de quatre plantes exercent un effet de dissolution d’acide urique d’une
manicre efficace et significative (p<0.00001), qui est supérieur a celui du controle positif
(Eau distillée 58,36 +0,024 mg/mL). Cependant, les extraits aqueux de Cistus creticus et
Plantago ciliata possedent les pouvoir de dissolution les plus élevés et présentent des
solubilités supérieures a 450 mg d'acide urique/L. De plus, selon le criblage phytochimique

des extraits, le bon effet de dissolution d’acide urique est probablement da a la contribution
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significative des ions du calcium. Une hypothese qui a été confirmée par plusieurs travaux
montrant que le calcium pourrait également avoir un rdle indirect dans la diminution de
I'uricémie par la régulation négative de 1'hormone parathyroidienne (PTH), avec ou sans
l'influence de la vitamine D [71 et 72]. Par conséquent, il serait intéressant d'étudier
ultérieurement si les effets protecteurs de la goutte sont affectés par I’effet hypouricémiant

du calcium.

L’évaluation de I’effet hémolytique d’une plante médicinale est nécessaire méme si cette
derniére posseéde une activité anti-goutte importante, afin de déterminer la dose ; au-dela de
laquelle cette plante est toxique. L’hémolyse représente donc un indicateur de cytotoxicité.
Cependant, le test in vitro de cytotoxicité représentée par le pourcentage d’hémolyse des
globules rouges humain (GRh) a été effectué en utilisant des GRh d’un donneur sain en bonne
santé. Une concentration de 2g/L pour chaque extrait a été testée. Le pourcentage de 1’hémolyse
a été évalué, en mesurant 1’absorbance de 1’hémoglobine libérée des globules rouges par
hémolyse, en comparaison a I’eau distillée (Eau-D). Les résultats obtenus sont représentés dans
le Tableau 7. Les résultats obtenus montrent que les pourcentages d’hémolyse varient
significativement et intra-spécifiquement entre 00,000+0,000 % et 100,000+0,073 %. Ainsi, les
extraits acétoniques ont présenté les pourcentages d’hémolyse significativement les plus élevés
(» < 0,00001). Cependant, on constate que 1’effet hémolytique des extraits aqueux et
acétonique de Hammada elegans est significativement €élevé par rapport aux autres extraits. Par
ailleurs, on note que ’effet hémolytique de 1’extrait acétonique des racines de Pituranthos
scoparius est atteint 100 %, ce qui est pratiquement similaire a celui du contrdle négatif. Par
ailleurs, on note qu’a la concentration de 2 g/L, I’effet hémolytique des extraits aqueux-Soxhlet
de Cistus creticus, Plantago ciliata et Pituranthos scoparius n’a pas excédé 3 %. On remarque
aussi, que les extraits méthanoliques des différentes plantes provoquent un taux d’hémolyse
relativement faible qui ne dépasse pas 15%. De la méme fagon, on constate que les extraits
aqueux-Soxhlet de Cistus creticus et Plantago ciliata n’ont présenté aucun effet toxique face
aux érythrocytes isolés, ce qui les caractérise par I’absence de risque de cytotoxicité. Cependant,
trés peu de travaux ont été réalisés sur 1I’étude de D’activité hémolytique des plantes choisies.
Toutefois, nos résultats sont en accord avec les travaux de HADDOUCHI et al. [73] sur
Pituranthos scoparius. Ainsi la toxicité des extraits dépend de la concentration et aussi des
constituants des extraits. A forte concentration, les composés phénoliques sont impliqués dans
I'oxydation de 'hémoglobine, la perturbation de la structure membranaire et I’augmentation de
la conductimétrie et donc I'hémolyse des érythrocytes, en raison d’effets prooxydants qu’ils
peuvent exercer [74]. Par exemple, I’acide gallique a forte concentration, est capable de réduire

Fe** en Fe?*, ou Cu?" en Cu™, et ainsi de déclencher la réaction de Fenton avec formation du
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radical hydroxyle [75]. Mais, il ressort clairement de cette étude que 1’effet hémolytiques des
extraits est faiblement corrélés avec les teneurs en différentes classes de composés phénoliques,
cela suggere que ces phytoconstituants n’ont pas directement li¢ aux activités hémolytiques,

mais il existe d’autres composés susceptibles d'étre plus actif tels que les saponines.
I11.3. Corrélations entre tous les résultats obtenus

Le screening biologique d'un grand nombre d’échantillons par différentes méthodes produit une
large matrice de données dont il devient difficile d'en extraire toute l'information. A cette fin,
l'utilisation de la méthode d'analyse en composantes principales (ACP) devient nécessaire pour
faciliter l'interprétation des facteurs fondamentaux qui expliquent la variation des valeurs du
dosage des échantillons et les méthodes utilisées. La distribution de variables dans une ACP est
sous forme de nuage de points. Elle permet de différencier les groupes dans l'ensemble des
variables en regardant celles qui se ressemblent et celles qui se distinguent des autres. C’est-a-
dire, lorsque deux variables sont proches les unes par rapport aux autres, elles sont alors
positivement corrélées. Si elles sont orthogonales les unes par rapport aux autres, alors elles
sont non-corrélées. Si elles sont symétriquement opposées par rapport au centre, elles sont alors

négativement corrélées.

De ce fait, pour montrer 1’existence ou pas de corrélation entre les teneurs en phytoconstituants
avec les tests d’activité anti-goutte et le test d’hémolyse des différents extraits étudiés, nous
avons réalisé une analyse en composantes principales (ACP) sur la matrice des 16 échantillons
x 10 méthodes de dosage et d’activité. Tout d'abord, la réalisation d’une matrice des corrélations
permet une analyse deux a deux des corrélations entre variables explicatives. Pour cela, le
coefficient de corrélation de Pearson entre toutes les variables étudiées a été calculé. L'analyse
a ¢té effectuée en utilisant les valeurs moyennes de chaque variable. Il est d’usage de considérer
que 1’obtention de coefficients de corrélations supérieurs a 0,5 est révélatrice d’un probleme de
multi colinéarité entre les variables concernées. Les coefficients de corrélation sont établis par
le test de Pearson a matrice non carrée avec la probabilité p < 0,05. Les résultats sont regroupés

dans le Tableau 8.
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Matrice des coefficients de corrélation de Pearson (7) entre les valeurs provenant des 10

Tableau 8

différentes méthodes de dosage et d’activité.
(Les valeurs en gras sont différentes de 0 a un niveau de signification alpha=0,05)

Variables Phénols totaux Flavonoides Tanins Acide urique Sodium Potassium Calcium Hémolyse Dissolution AU X0
Phénols totaux 1

Flavonoides 0,621 1

Tanins 0,591 0,365 1

Acide urique 0,196 0,129 0,325 1

Sodium -0,025 -0,093 0,478 0,366 1

Potassium -0,260 -0,234 -0,122 -0,116 0,658 1

Calcium -0,180 -0,237 0,153 0,582 0,340 0,251 1

Hémolyse -0,128 0,255 -0,264 -0,192 -0,307 -0,312 -0,437 1

Dissolution AU 0,180 0,195 0,432 0,504 0,229 -0,070 0,765 -0,258 1

X0 0,661 0,528 0,310 0,282 -0,183 -0,397 0,102 -0,145 0,602 1
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Tout d'abord, compte tenu de la distribution quantitative des différents phytoconstituants
étudiés dans les 16 extraits, les résultats montrent clairement 1’existence des corrélations
positivement significatives (» = 0,621 ; p = 0,01) et (» = 0,591 ; p = 0,016) entre les phénols
totaux versus les flavonoides et les tanins, respectivement. Ce résultat indique que la
contribution quantitative des flavonoides et des tanins dans la composition phénolique totale
dans tous les extraits est de 62,1 % et 59,1 %, respectivement. Cependant, il n'y avait pas de
corrélations significatives (» < 0,26) de la distribution des autres phytoconstituants dans le
contenu phénolique. En revanche, une forte corrélation significative (» = 0,658 ; p = 0,006) a
¢été constatée entre les teneurs en potassium versus sodium. Méme observation a été remarquée
entre le contenu en acide urique et la teneur en calcium dont le coefficient de corrélation estimé

estde r=0,582; p=0,012.

D’autre part, il ressort clairement de cette étude que la capacité anti-goutte mesurée par le test
d’inhibition de la xanthine oxydase des 16 extraits et le contenu en composés phénoliques
totaux en en flavonoides sont positivement corrélés avec des coefficients de corrélation
r=0,662 ; p = 0,005 et » = 0,528 ; p = 0,036, respectivement. Ce résultat suggere que presque
66 % des capacités inhibitrices des extraits sont dues aux polyphénols et quasiment 53 % sont
liées aux flavonoides. Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par d’autres études
antérieures, qui ont également trouvé de bonnes corrélations positives entre les teneurs en
phénols totaux et l'activité anti-goutte mesurée par le test d’inhibition de la xanthine oxydase
[76et 77]. De plus, d'autres recherches précédentes ont rapporté que les teneurs en flavonoides
sont responsables de l'effet anti-xanthine oxydase avec une grande proportion [78-80]. Par
contre, les teneurs des autres phytoconstituants des extraits sont trés faiblement corrélées avec

I’activité anti-xanthine oxydase avec des coefficients de corrélation ne dépasse pas 0,397.

Par ailleurs, la capacité des extraits a dissoudre 1’acide urique a ét¢ fortement corrélée avec la
teneur en calcium avec un coefficient de corrélation de » = 0,765; p = 0,001. Ce résultat suggere
que le calcium est le plus important contributeur de I’activité de dissolution de I’acide urique.
Par ailleurs, les résultats obtenus indiquent 1’existence d’une bonne corrélation (» = 0,602 ; p =
0,014) entre les activités anti-goutte mesurées par les eux test. Ce résultat suggere que 60% des
agents anti-xanthine oxydase de ces extraits sont également de bons agents contribuant a

dissoudre I’acide urique.

En outre, pour tenter de mieux identifier les principaux facteurs contribuant a la variation des
teneurs en amidon, en maltose et glucose selon les échantillons et les méthodes utilisées, nous

avons effectu¢ dans notre deuxiéme partie expérimentale une analyse en composantes
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principales (ACP) a partir de la matrice de données des 16 extraits x 10 méthodes. Les résultats

du plan factoriel de I'ACP sont représentés dans la Figure 11.
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Figure 11 : Projections des variables et des individus dans le plan factoriel F1-F2 (ACP).

Selon la Figure 11, les deux composantes principales expriment une variance totale de 59,85%.
La premiere composante principale (F1), a une influence dominante, avec une expression de
33,15% de la variation totale. Tandis que, le deuxiéme axe représente une variabilité de 26,70
% de la variance totale. La contribution de chaque variable dans I'expression de la composante
principale est donnée par la valeur du rapport de corrélation entre la variable et 1’axe factoriel
considéré, autant que ce rapport est important, autant que la variable contribue a I'expression
de l’axe. La combinaison linéaire des variables initiales définit le gradient de chaque

composante. Le Tableau 8 regroupe la corrélation des variables aux principaux axes factoriels.
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Tableau 8 : Rapport de corrélation entre les variables et les facteurs (composantes principales)

Variable F1 F2

Phénols totaux 0,621 -0,549
Flavonoides 0,451 -0,633
Tanins 0,730 -0,050
Acide urique 0,672 0,237
Sodium 0,351 0,669
Potassium -0,124 0,721
Calcium 0,534 0,658
Hémolyse -0,389 -0,492
Dissolution AU 0,813 0,192
Xanthine oxydase 0,712 -0,479

Il ressort de ce tableau que le premier axe est corrélé positivement avec phénols totaux (62,1 %),
tanins (73,0 %), acide urique (67,2 %), dissolution d’acide urique (81,3 %) et le test de la
xanthine oxydase (71,2 %). Par contre, il est moyennement ou faiblement corrélé avec les autre
variables (<53,4%). En revanche, I'axe F2 est positivement corrélé avec sodium (66,9 %),
potassium (72,1 %) et calcium (65,8 %), et €¢galement négativement corrélé avec flavonoides

(63,3 %). Mais, il est moyennement ou faiblement corrélé avec les autre variables (<54,9 %).

Par ailleurs, le plan représentant la projection des variétés sur les deux axes F1 et F2 révelent
une distinction claire entre les différents extraits étudiés. Les nuages de points des individus
dans les plans factoriels (1, 2) (Figure 11) ne permettent pas d’apprécier de facon claire les
effets des variables sur les grandeurs mesurées. Peu d’individus se distinguent véritablement
des autres. En effet, tous les individus sont globalement distribués dans une zone proche de
I’origine des axes, ce qui signifie que les différents essais réalisés ne présentent pas d’écarts

importants laissant apparaitre des familles distinctes des extraits.

En examinant de plus pres les projections des individus, on constate que les échantillons C.C-
Eau-Soxhlet, C.C-Eau-Total et P.C-Eau-Soxhlet (Cercle violet) sont caractérisées par des
teneurs €levées en acide urique et en tanins, et d’un pouvoir a dissoudre 1’acide urique tres
remarquable. La totalité de ces échantillons se sont des extraits aqueux et présentent ¢galement
un effet hémolytique faible. Le nuage de points (Cercle vert) est caractérisé par les échantillons

ayants la méme réponse en termes de teneurs en phénols totaux et en flavonoides, et en activité
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anti-xanthine oxydase. En revanche, la situation est moins nette pour les autres échantillons, ce
qui confirme I’hétérogénéité en phytoconstituants analysés de I’espece constatée. Pour ce nuage
de points (Cercle noir), on remarque que les échantillons sont caractérisés par des teneurs
faibles en phytoconstituants a caractére polaire avec une toxicité remarquable (Taux
d’hémolyse €élevé). D’autre part, ’axe F1 qui est fortement corrélé avec les variables dissolution
d’acide urique (81,3 %) et xanthine oxydase (71,2 %), présente également une corrélation

significativement positive avec les individus C.C-Eau-Soxhlet (2,8) et C.C-Eau-Total (3,7).

En conclusion, I’ACP nous a permis de visualiser graphiquement les informations contenues
dans un tableau de résultats de dimensions importantes. En raison d'une mauvaise distribution
des individus dans I'espace de projection, il n'est pas possible d'établir de relations liant les
différents parameétres du dosage et d’activité avec la nature ou I’origine des extraits investigués.
Il a permis également, de démontrer que le dosage des différents phytoconstituants dans les
extraits étudiés dépend de plusieurs facteurs, dont bien entendu la source des extraits, qu'a leur
nature diversifiée, avec des propriétés hydrophile ou hydrophobe, et de leur mécanisme d'action
avec la xanthine oxydase. Toutefois, il faut prendre en compte que cette ACP représente la
distribution du dosage 16 extraits seulement. Ainsi, ce petit nombre d’échantillons pourrait
modifier les conclusions de I'ACP, en mettant en évidence un facteur potentiel non révélé par
ces extraits. Par ailleurs, il ressort de cette ¢tude que les extraits aqueux de Cistus creticus qui
se mettent dans la méme région des deux variables xanthine oxydase et dissolution d’acide
urique, nous amene a conclure que ces deux extraits représentent la capacité anti-goutte les plus

importantes par rapport aux autres extraits.
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IV. Conclusion générale

Actuellement, 1’industrie pharmaceutique a pris conscience des limites et du cotit de la chimie
de synthése. Beaucoup de molécules synthétiques ainsi obtenues ont un faible taux d’efficacité
et présentent de plus en plus d’effets secondaires. C’est pour cela qu’elle se tourne vers la
nature et a entrepris une vaste étude sur le terrain pour répertorier les plantes les plus
prometteuses. De ce fait, cette importance phytothérapeutique a suscité¢ notre attention de
démontrer le pouvoir anti-goutte in vitro de 16 extraits de quatre plantes médicinales locales et
d’illustrer la contribution de certains phytoconstituants vis-a-vis de cette activité. En effet, les

résultats obtenus lors de la réalisation de cette thése nous aménent a tirer les conclusions suivantes :

» Le screening quantitatif phytochimique a révélé la présence de polyphénols, flavonoides,
tannins, acide urique, sodium, potassium et calcium, avec une variabilité significative intra-
et inter-spécifique selon I’espece étudiée et la nature du solvant d’extraction utilisé ;

» Tous les extraits étudiés ont révélé des propriétés inhibitrices de la xanthine oxydase et de
dissoudre ’acide urique a différents niveaux. Ainsi, les extraits acétoniques de Cistus
creticus et Plantago ciliata semblent avoir I’effet inhibiteur de la xanthine oxydase le
plus puissant, par contre, les extraits aqueux de Cistus creticus et Plantago ciliata
possedent les pouvoir de dissolution de 1’acide urique les plus €levés ;

» Les extraits aqueux de Cistus creticus et Plantago ciliata n’ont présenté aucun effet
toxique face aux érythrocytes isolés, ce qui les caractérise par I’absence de risque de
cytotoxicité ;

» L’analyse par ACP a montré que ’activité anti-goutte la plus importante a été enregistrée
par les extraits aqueux de Cistus creticus. Ainsi, leur puissant effet anti-goutte semble

étre lié a leur richesse en tanins condensés.

Cette ¢tude ne reste que préliminaire et peut servir de référence de base pour d’autres

recherches et plusieurs perspectives peuvent étre envisagées :

¢ Détermination des principaux composés des extraits actifs pour une meilleure
compréhension de I’inhibition de la XO ;
% L’étude des activités anti-goutte des extraits actifs in vivo afin de démontrer leur

potentialité et de déterminer leurs doses préventives et thérapeutiques.
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Résumé :

Ce travail a étudié in vitro l'efficacité de 16 différents extraits de quatre plantes locales sur I’inhibition
de la xanthine oxydase et la dissolution de 1’acide urique ; ainsi que la quantification de certains
phytoconstituants et leurs effets hémolytiques des globules rouges humains. Les résultats de I’analyse
quantitative phytochimique obtenus ont révélé une variabilité significative intra- et inter-spécifique des
phénols totaux, flavonoides, tanins, acide urique, sodium, potassium et calcium selon 1’espéce étudiée
et la nature du solvant d’extraction utilisé. Les résultats de 1’activité anti-goutte in vitro a démontré que
tous les extraits étudiés montrent des propriétés inhibitrices de la xanthine oxydase et de dissoudre
I’acide urique a différents niveaux. Ainsi, les extraits acétoniques de Cistus creticus et Plantago ciliata
semblent avoir 1’effet inhibiteur de la xanthine oxydase le plus puissant, par contre, leurs extraits aqueux
possedent les pouvoir de dissolution de 1’acide urique les plus élevés. D’autre part, I’analyse par ACP a
montré que I’activité anti-goutte la plus importante a été enregistrée par les extraits aqueux de Cistus
creticus. Ainsi, ces extraits qui n’ont présenté également aucun effet toxique face aux érythrocytes
humains isolés, peuvent étre utilisés comme traitement des maladies liées a cette enzyme.

Mots-clés : Extraits, goutte, xanthine oxydase, acide urique, toxicité.

Abstract:

This study has been conducted to evaluate in vitro the efficacity of 16 different extracts from four local
plants on the inhibition of xanthine oxidase and the dissolution of uric acid; as well as the quantification
of certain phytoconstituants and their haemolytic effects on human red blood cells. Results from
quantitative phytochemical analysis revealed a significant intra- and inter-specific variability in total
phenols, flavonoids, tannins, uric acid, sodium, potassium and calcium depending on the studied species
and the type solvent used in extraction. The in vitro anti-gout activity results indicated that all extracts
had the ability to express inhibitory activity of xanthine oxidase and to dissolve uric acid at different
levels. Therefore, the acetonic extracts of Cistus creticus and Plantago ciliata had the strongest xanthine
oxidase inhibiting effect, moreover, their aqueous extracts showed the highest uric acid dissolving
power. Furthermore, PCA analysis suggested that the most significant anti-gout activity was found in
the aqueous extracts of Cistus creticus. Consequently, these extracts which also showed no toxic effect
against isolated human erythrocytes, can be used as a treatment for this enzyme-linked disorders.

Keywords: Extracts, gout, xanthine oxidase, uric acid, toxicity.



