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Gaultheria yunnanensis est une espece de la famille des Gaulthéries, et localisée en Chine. Elle
est connue en médecine traditionnelle chinoise pour soigner les rhumatismes, l'arthrite, les
traumatismes, les gonflements articulaires, le rthume, les vertiges ou encore la prostatite aigué, les
trachéites ou I'aménorrhée. De récentes recherches ont permis de déterminer la composition de la plante,
ainsi, plusieurs dérivés salicylés ont été identifiés : le méthylsalicylate-2-O-B-D-glucopyranoside, la
gaulthérine et ses deux dérivés, le MSTG-A et le MSTG-B, le méthylsalicylate-2-O-B-D-lactoside. Ces
dérivés salicylés ont été évalués pour leurs activités anti-inflammatoires, analgésiques, ainsi que leur
toxicité. Ils ont été comparés a l'aspirine et a des anti-inflammatoires non stéroidiens, et ont montré un
effet anti-inflammatoire et analgésique comparable, mais présentaient une absence de toxicité gastrique
et un profil pharmacocinétique qui leur confére une action prolongée. Derniérement, le méthylsalicylate-
2-0O-B-D-lactoside a ét¢ évalué dans le traitement de la polyarthrite rhumatoide chez le rat et les
maladies neuro-inflammatoires in vitro : il s'est révélé efficace pour diminuer l'inflammation tout en
limitant les effets indésirables gastriques des anti-inflammatoires actuellement utilisés.

Gaultheria yunnanensis is a species of the Gaultheriae family. It is located in China. It is known
in traditional Chinese medicine to cure rheumatism, arthritis, joint swelling, trauma, cold, vertigo or
acute prostatitis, tracheitis or amenorrhea. Some recent studies have allowed researchers to determinate
the plant's components, hence salicylate derivatives were identified : methylsalicylate-2-O-B-D-
glucopyranoside, gaultherin and its two derivated glycosides, MSTG-A and MSTG-B, and methyl-
salicylate-2-O-B-D lactoside. These salicylate derivatives were studied for their antiinflammatory and
analgesic activities and their toxicity. They were compared with aspirin and some non-steroidal anti-
inflammatory drugs and showed same anti-inflammatory and analgesic properties, with a lack of gastric
toxicity and a pharmacocinetic profile which gives them a long-lasting activity. Recently, MSL has been
studied in the treatment of rheumatoid arthritis on rats and in neuro-inflammatory diseases : it appeared
to be efficient in reducing inflammation while avoiding gastric side-effects of NSAIDs.
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Table des abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique

AINS : Anti-Inflammatoire Non Stéroidien

ANSM : Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé
APG : Angiosperm Phylogeny Group

AUC : Area under the curve

Crax : Concentration maximale

COX : Cyclooxygénase

CRP : C-reactive protein

DCEF :2'-7'-dichlorofluoresceine

DCFH-DA :2'-7'-dichlorodihydrofluorescein diacétate
DMEM : Dulbecco's modified Eagle's medium
DMSO : Dimethylsulfoxyde

E. coli : Escherichia coli

ELISA : Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay
EMEM : Eagle's minimal essential medium

EMSA :Electrophoretic Mobile Shift Assay

FLS : Fibroblast-like synoviocytes

G-CSF : Granulocyte colony stimulating factor

G. yunnanensis : Gaultheria yunnanensis

GM-CSF : Granulocyte macrophage colony stimulating factor



GTW : Tripterygium wilfordii glycosides

HE : Huile essentielle

HPLC : High performance liquid chromatography

IFN : Interféron

IKK : IxB kinase

IL : interleukine

iNOS

IkB : Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor
JAK-STAT : Janus kinase — Signal transducer and activator of transcription
LCR : liquide céphalo-rachidien

LOX : lipooxygénase

LPS : lipopolysaccharide

M-CSF : Macrophage colony stimulating factor

MAPK : Mitogen activated protein kinase

MeSAG : méthylsalicylate-2-O-p-D-glucopyranoside

MSL : méthylsalicylate-2-O-B-D-lactoside

MSTG-A : méthylsalicylate-2-O-B-D-xylopyranosyl (1 — 2) [O-B-D-xylopyranosyl (I — 6)]-O-8-
D-glucopyranoside

MSTG-B : méthylsalicylate-2-O-B-D-glucopyranosyl (1 — 2) [O-B-D-xylopyranosyl (1 — 6)]-O-
B-D-glucopyranoside

MTT : 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide

MTX : méthotrexate
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NADH : Nicotinamide adenide dinucleotide

NADPH : Nicotinamide adenide dinucleotide phosphate
NEMO : NF-kB Essential Modulator

NF-kB : Nuclear factor kappa B

NO : Monoxyde d'azote

P. aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa

PG : Prostaglandine

PGE.: Prostaglandine E,

ROS : Reactive oxygen species

S. aureus : Staphylococcus aureus

SDF : Salicylate derivative fraction

TEAB : Tetrabutyl ammonium bromide

TGF : Tumor growth factor

Tmax : Temps nécessaire pour atteindre la concentration maximale
TNF : Tumor necrosis factor

UV : Ultraviolet
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Introduction

Le genre Gaultheria est largement répandu dans le sud et l'est de I'Asie, le sud-est de
I'Australie, I'Amérique, et les iles du Pacifique. Il comporte environ 130 especes, parmi lesquelles
beaucoup ont démontré des propriétés anti-inflammatoires. En Chine, plusieurs espéces de
gaulthéries sont utilisées comme plantes médicinales traditionnelles par neuf minorités ethniques
dans le traitement de la douleur et des rhumatismes. En effet, la composition des gaulthéries

comprend des dérivés méthyl-salicylés, que 1'on suppose aujourd'hui caractéristiques du genre.

En France, les especes Gaultheria procumbens, ou Wintergreen, et Gaultheria
fragantissima, ou Gaulthérie odorante, sont plus connues. Leurs huiles essentielles sont reconnues
pour leurs propriétés anti-inflammatoires, anti-rhumatismales et antalgiques grace a leur forte
concentration en salicylate de méthyle (plus de 90%). Leurs indications principales sont les
douleurs articulaires et tendineuses, notamment chez les sportifs ; elles sont utilisées par voie
cutanée, pures ou diluées dans une huile végétale, parfois en association a d'autres huiles a visée

identique.

Gaultheria yunnanensis, une espece localisée dans le sud de la Chine, est trés utilisée en
médecine traditionnelle chinoise dans les rhumatismes et les douleurs articulaires. Ces dernicres
années, plusieurs études ont été menées pour analyser sa composition en dérivés salicylés, leur
activité, leur toxicité, et leurs données pharmacocinétiques. Ces études pourraient permettre
d'entrevoir de nouvelles potentialités de traitement dans des maladies inflammatoires telles que la

polyarthrite ou la maladie d'Alzheimer.
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Partie I :

Présentation de Gaultheria yunnanensis.

Gaultheria yunnanensis est un arbuste de Chine de la famille des Gaultheries, utilisé en
médecine traditionnelle chinoise par de nombreuses minorités ethniques dans le traitement de
l'arthrite, des rhumatismes, des gonflements articulaires douloureux ou encore du rhume. Elle

possede plusieurs composés d'intérét, connus pour leur action anti-inflammatoire et antalgique.
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I. Caractérisation de Gaultheria yunnanensis

1. Classement et dénomination

La classification botanique APG III (2009), pour Angiosperm Phylogeny Group, est la
troisiéme version d'une classification phylogénétique basée sur l'analyse génétique et moléculaire
des plantes. Elle classe les plantes en clades, ou groupes monophylétiques d'individus présentant
des caracteres identiques [1]. Gaultheria yunnanensis appartient au genre Gaultheria, de la famille

des Ericaceae, de l'ordre des Ericales et de la classe des Angiospermes [2;3].

Le basionyme (c'est-a-dire le premier nom scientifique sous lequel a été classée 1'espéce) est
Vaccinium yunnanense. Elle est aujourd'hui retrouvée sous plusieurs noms [2;4]: Gaultheria
yunnanensis (Franch.) Rehder, Gaultheria leucocarpa Blume var. yunnanensis (Franch.) T.Z. Hsu
& R.C. Fang, Gaultheria leucocarpa yunnanensis, Vaccinium yunnanense Franch., Vaccinium
yunnanense. Son nom anglais est Yunnan Gaultheria, et son nom chinois est Dian Bai Zhu Shu [3;5]

ou Dian Bai Zhu [6]. On la retrouve aussi sous le nom Tou guxiang [7].

2. Description

1. Rappels sur I'anatomie de l'appareil reproducteur

L'appareil reproducteur d'une plante est la fleur ; plusieurs fleurs pouvant étre regroupées en
inflorescences. La structure de la fleur est divisée en plusieurs verticilles [Fig. 1]:

— le calice, qui regroupe l'ensemble des sépales ;

— la corolle, qui comprend I'ensemble des pétales ;

— l'androcée, ou organe reproducteur male, composé¢ des étamines. Chaque étamine est
formée par un filet et une anthére, partie renflée ou sont produits les pollens ;

— le gynécée, ou organe reproducteur femelle, aussi appelé pistil. Il est composé des
carpelles, pouvant étre libres ou soudés, eux-mémes formés par une cavité (locule)
contenant l'ovaire, une partie effilée, le style, surmontée du stigmate qui regoit les grains

de pollen [9].
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Fig. 1 : Schéma de I'anatomie de la fleur [8]

2. Description du genre Gaultheria

Le genre Gaultheria est caractérisé par des arbustes a feuilles persistantes [1;3]. Les tiges
peuvent étre droites, rampantes ou couchées. Les feuilles sont pétiolées, disposées en spirale. Le
contour du limbe est dentelé, rarement entier. Les fleurs sont pentameéres, voire parfois tétrameres, a
inflorescence terminale ou axillaire soit simple, en grappe ou en panicule (grappe de grappes). Elles
posseédent des bractéoles, petites bractées sur le pédoncule. Le calice est profondément divisé, la
corolle généralement blanche, urcéolée (en forme de grelot : renflée au milieu et rétrécie sur la
partie supérieure), campanulée (en clochette) ou tubulaire, les pétales sont soudés jusqu'a leur
milieu. Les étamines sont cachées par la corolle, avec des filaments aplatis, généralement dilatés a
la base et des anthéres oblongs, déhiscents par des pores terminaux. Concernant l'appareil
reproducteur femelle, le positionnement des ovaires est supérieur ou semi-inférieur, avec de

nombreux ovules par locule ; les stigmates sont tronqués [3].

Lors de la croissance du fruit, le calice devient accrescent (il se développe aprés la
fécondation) et charnu. Il enveloppe le fruit. Le fruit est une capsule a déhiscence loculicide (par
des fentes au milieu de chaque carpelle — le carpelle est constitué de I'ovaire, du style et du stigmate
; les carpelles sont ici soudés, et forment un seul pistil) ou parfois irréguliere. Les graines sont
petites, non ailées [3;10]. La reproduction végétative se fait par les rhizomes (tiges souterraines a
croissance horizontale possédant des feuilles réduites a des écailles, des nceuds et des bourgeons.

Elles sont capables de former des racines et des tiges aériennes.) [10].
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3. Description de Gaultheria yunnanensis

G. yunnanensis [Fig. 2 ; Fig. 3] est une espece de taille variant de 50 cm a 2 m de hauteur, a
tiges glabres de couleur fauve [11]. Les feuilles, glabres, sont coriaces a base arrondie, lancéolées
[12;13], mesurant 6 & 8 cm de long pour 1 a 2,5 cm de large avec un pétiole de 4 a2 5 mm. La
nervation est pennée, peu visible [14]. Les fleurs sont petites et disposées par grappes a l'aisselle des
feuilles [14]. Elles mesurent 6 a 10 mm de long, et possédent des bractéoles de 1'ordre de 2 mm de
long. Le calice est composé de sépales imbriqués, de forme ovale a triangulaire, cilié¢ [12;14]. La
corolle est blanche et glabre, elle mesure 5 mm de long pour 4 mm de large, et est campanulée [12;
14]. Les pétales sont soudés jusqu'a mi-hauteur, et se recourbent a leur pointe [14]. Les étamines
sont au nombre de 10, avec des filets aplatis, plus ou moins poilus, avec des anthéres courtes [14].
Le fruit est une capsule sphérique, entouré par le calice devenu charnu, qui donne l'aspect, a

maturité, d'un fruit noir, bleu ou d'un violet sombre [12].
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Fig. 2 : Planche descriptive de G. yunnanensis[15]

Fig. 3 : Planche descriptive de G. yunnanensis [16]
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3. Milieu de vie

Gaultheria yunnanensis est retrouvée dans la province de Yunnan dans le sud de la Chine
[Fig. 4][11; 13], et plus particulierement dans les comtés de Kunming, Chuxiong et Dali, a des
altitudes situées entre 400m et 3500m, au sud de la riviere Changjiang [Fig. 5] [7;17]. Elle est aussi

retrouvée dans la province de Guizou [7].
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Fig. 5 : Carte de la province du Yunnan [19]

Province of Yunnan http dfwnane johomaps cormd

Fig. 4 : Carte de Chine [18]

Le climat du Yunnan est une variante subtropicale montagneuse du climat océanique. Les
étés sont longs, doux et pluvieux, tandis que les hivers sont courts, secs et doux. Gaultheria
yunnanensis est une plante pouvant supporter différentes conditions d'ensoleillement : elle est
princialement localisée sur des pentes ensoleillées ; mais aussi parfois dans des foréts denses
[13;17]. Elle vit avec d'autres espeéces de Gaulthérie, telles que Gaultheria frangantissima,
Gaultheria tetramera, Gaultheria griffithiana, Gaultheria cumingiana ; et n'est pas une espece

dominante dans son environnement [17].
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II. Composition détaillée, propriétés et utilisations

Gaultheria yunnanensis est largement connue en médecine traditionnelle chinoise pour son
efficacit¢ dans le traitement de nombreux maux dont l'arthrite, les gonflements articulaires ou
encore les rhumatismes. Plusieurs composés d'intérét ont été identifiés dans I'espéce, parmi lesquels

des dérivés salicylés.

1. La plante

En 2013, Liu et al. [23] ont recensé tous les composés identifiés pour chaque espéce de
Gaulthérie. En 2014, Gao et al. [24] et Gao et al. [25] ont découvert respectivement quatre
nouveaux diterpénoides et deux nouveaux lignanes chez Gaultheria yunnanensis. La plante
comporte principalement des dérivés salicylés, des flavonoides, des di- et triterpénoides, des acides
organiques, des coumarines et des stérols. La composition détaillée de Gaultheria yunnanensis est

reportée en annexe 1 [23;24;25;26;27;28].

Les composés ayant présenté un intérét particulier sont listés ci-dessous :

— Les dérivés salicylés extraits de la plante ont fait I'objet de plusieurs études pour démontrer
et évaluer leurs activités anti-inflammatoires et antalgiques, comprendre leurs mécanismes
d'action, évaluer leur toxicité. Ces études seront détaillées dans les parties suivantes. L'acide
salicylique par voie externe est utilis¢ comme kératolytique topique, anti-septique et anti-
fongique [7].

— La (+)-catéchine présente dans la racine est utilisée dans le traitement des troubles
vasculaires, gastro-intestinaux, elle posséde une activité anti-virale et anti-bactérienne et
anti-inflammatoire [7].

— Larutine, extraite de la racine, posséde un effet anti-inflammatoire [7].

— La quercétine présente dans la plante enticre aurait un role dans la prévention du cancer du
sein, en inhibant les PI et PIP kinases [7].

— Plusieurs autres composés sont connus pour leur capacité a réduire l'inflammation : la
quercitrine, 1'hyperoside, le cynaroside, l'acide chlorogénique, l'acide vanillique, l'acide
gentistique et I'acide protocatéchique [6;7].

— L'acide ursolique des racines et de la graine de Gaultheria yunnanensis est utilisé en

industrie cosmétique [23].
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— Le méthylgentisate issu des parties aériennes de la plante est utilis¢é comme anti-oxydant et
éclaircisseur de peau [23].

— Le gaultheriadiolide, extrait des graines de Gaultheria yunnanensis, a montré un effet
cytotoxique sur les cellules Hep-2 et HepG2 avec des ICs, respectives de 23,337 uM et
29,4497 uM [23;27].

Gaultheria yunnanensis a montré une activité anti-bactériennne sur S. aureus, E. coli et P

aeruginosa [29].

2. L'huile essentielle

Une huile essentielle est définie selon la Pharmacopée Européenne comme « un produit
odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matieére premicre végétale
botaniquement définie, soit par entrainement par la vapeur d’eau, soit par distillation seche, ou par
un procédé mécanique approprié sans chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la
phase aqueuse par un procédé¢ physique n’entralnant pas de changement significatif de sa
composition. » Elles peuvent par la suite subir plusieurs modifications, et étre alors décrites comme
des huiles déterpénées, rectifiées (c'est-a-dire ayant subi une distillation fractionnée en vue de

supprimer ou de modifier la teneur de certains constituants), ou privées de X [30].

L'huile essentielle issue de Gaultheria yunnanensis est composée principalement de
méthylsalicylate [23]. Selon la partie utilisée pour extraire I'huile essentielle, les pourcentages sont
de :

— 98,85% quand 1'HE est issue des tiges et feuilles,

— 75,18% quand elle est issue des rhizomes,

— 99,66% quand elle est issue de la plante enticre,

— 89,82% quand elle est issue des racines,

— 99,62% quand elle est issue des branches et feuilles.

Elle comprend d'autres dérivés salicylés comme ['éthylsalicylate et le phénylsalicylate (a des
pourcentages de l'ordre de 0,02 a 0,10%) et divers composés dont les concentrations varient de
I'état de traces a 1,5% (jusque 6,54% pour un composé — le méthylcyclopentane) [23]. D'autres
huiles essentielles de gaulthéries sont composées de méthylsalicylate a plus de 95% : c'est le cas de
G. leucocarpa var. crenulata (feuille, 95,93%), G. fragantissima (feuille, 94 a 97%) et G.
procumbens (96,90%) [23].
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L'huile essentielle de Gaultheria yunnanensis a montré des activités anti-bactériennes sur E.
coli et S. aureus. Elle posséde une activité anti-inflammatoire et antalgique [31], et est
commercialisée pour soulager les douleurs musculaires, articulaires et tendineuses. Elle entre

également dans la composition de dentifrices, chewing-gums et gommes a macher [23].

3. Utilisations

Gaultheria yunnanensis est une plante largement utilisée en médecine traditionnelle chinoise
et dans le folklore des minorités chinoises de la région du Yunnan dans le traitement de la
polyarthrite, des gonflements articulaires douloureux, des traumatismes, du rhume, des vertiges, de
la prostatite aigué et chronique [7;17;20]. D'autres indications ont €té répertoriées : trachéites
chroniques, asthme, toux, dysenterie amibienne, eczéma, ascite, traitement des blessures,

aménorrhée [17;21].

Selon les minorités qui utilisent la plante, la dénomination Dian Bai Zhu peut représenter
soit la plante entiére, soit ses racines ou ses parties aériennes. De plus, certaines minorités incluent
Gaultheria fragantissima, Gaultheria leucocarpa var. pingbienensis et Gaultheria griffithiana dans
la dénomination Dian Bai Zhu. Ainsi, pour la minorit¢ Bai, Dian Bai Zhu représente la plante
enticre des espéces nommeées ci-dessus, pour les autres minorités Dian Bai Zhu représente
uniquement leurs parties aériennes. Et on peut retrouver sur le marché de Chuxiong, vendues sous

la dénomination Dian Bai Zhu, les feuilles de Gaultheria fragantissima [6].

Liu et al. [6] ont montré que l'espéce utilisée en tant que Dian Bai Zhu avait un effet
significatif sur la qualité de la drogue végétale, mais que la partie de la plante utilisée au sein d'une
méme espece n'influait pas sur la qualité. Ils supposent également que l'environnement dans lequel
la plante pousse peut influencer sa qualité. Dans leur étude, Gaultheria yunnanensis a été la plus
efficace des plantes testées sur les maladies rhumatismales, face a Gaultheria trichoclada,
Gaultheria semi-infera, Gaultheria leucocarpa var. hirsuta, Gaultheria hookeri, Gaultheria
leucocarpa var. pingbienensis, et Gaultheria fragantissima. Récemment, Xie et al. [22] ont évalué
l'effet de plusieurs especes de gaultheries et de leurs différentes parties sur la polyarthrite
rhumatoide en évaluant leur effet anti-inflammatoire sur le TNF-a et la production de NO. Leurs
résultats ont montré que Gaultheria yunnanensis a été la plus efficace pour réduire l'inflammation,

notamment ses parties souterraines (fractions n-butanolique et aqueuse).
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En médecine traditionnelle chinoise, les parties de Gaultheria yunnanensis ont différentes
fonctions [7] :

— les racines séchées ont une capacité a éliminer I'humidité qui envahit le corps selon la
médecine traditionnelle chinoise, promouvoir la circulation sanguine, réguler la respiration
et soulager les douleurs.

— Les tiges et feuilles sont utilisées dans le traitement des éruptions cutanées.

— Des préparations a base de Gaultheria yunnanensis peuvent étre utilisées dans des séries de
remédes contre la polyarthrite rhumatoide ou I'hyperostéogénie lombaire.

De nos jours, Gaultheria yunnanensis est toujours utilisée en tant que plante médicinale chinoise.
Son huile essentielle, de composition proche de celle de Gaultheria procumbens et riche en

salicylate de méthyle est commercialisée dans le traitement des douleurs articulaires et tendineuses.
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Partie 11 :

Etude des dérivés salicylés issus de G. yunnanensis.

Les dérivés salicylés ont été reconnus dés I'Antiquité pour leurs propriétés. Ils sont

largement répandus dans le régne végétal. Gaultheria yunnanensis est une espece riche en

composés salicylés : elle posséde des hétérosides dérivés du salicylate de méthyle.
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I. Généralités sur les dérivés salicvlés

Les dérivés salicylés sont des dérivés de 'acide benzoique, largement répandus dans le régne
végétal et qui possedent des propriétés anti-inflammatoires, anti-pyrétiques et antalgiques

reconnues, et identifiées depuis I'Antiquité.

1. Historique

Les premicres traces de salicylés dans I'histoire remontent a I'Antiquité. Les Egyptiens et
Assyriens rapportent l'utilisation de feuilles de myrte et de saule pour soulager les douleurs. Le
papyrus Ebers décrit des décoctions a base de feuille de saule pour soigner des états inflammatoires.
Hippocrate puis Pline et Gallien reconnaissent les propriétés de 1'écorce du saule et du peuplier.
Gallien est le premier & mentionner dans ses écrits un effet anti-inflammatoire et antipyrétique
[32;33]. En médecine traditionnelle chinoise, les racines, écorces, branches et feuilles de saule
étaient utilisées pour traiter la fievre et les douleurs. On leur attribuait également des effets leurs
permettant d'agir comme des antidotes. Pendant le Moyen-Age, de nombreuses traces de plantes
aux propriétés antalgiques et antipyrétiques sont retrouvées, parmi lesquelles sont retrouvées le
saule, le peuplier et la reine-des-prés. Toutes ces plantes s’avéreront plus tard riches en composés
salicylés. Ces drogues étaient principalement du genre Salix, Spirea et « Gaultheiai » [32]. En 1763,
Edward Stone a identifi¢ pour la premiere fois l'acide salicylique dans I'écorce de saule, et des
études postérieures ont ensuite démontré que la myrte, le saule et le peuplier contenaient tous de
l'acide salicylique, et que ces composés possédaient des propriétés anti-inflammatoires,

analgésiques et antipyrétiques [32;33].
2. Structure

Les dérivés salicylés sont issus de 'acide salicylique [Fig.6], ou acide 2-hydroxybenzoique.

I
0H

OH
Fig. 6 : Acide salicylique
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A partir de l'acide salicylique, différents groupements peuvent étre greffés : par exemple, le
plus connu, 'acide acétylsalicylique [Fig. 7], ou aspirine, ou acide 2-acétyloxybenzoique, est obtenu

par estérification de la fonction hydroxyle de I'acide salicylique par I'anhydride acétique en milieu

acide.
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Fig. 7 : Synthése de l'aspirine [36]

D'autres groupements peuvent étre greffés sur les fonctions hydroxyle ou acide de 1'acide

salicylique, afin d'obtenir différents dérivés salicylés.

Les dérivés issus de G. yunnanensis sont des dérivés méthyl-salicylés, principalement
retrouvés dans les genres Gaultheria, Camellia, Polygala, Filipendula et Passiflora. Plusieurs ont
é6té étudiés pour leurs effets anti-inflammatoires, anti-pyrétiques et analgésiques. A ce jour, 9
méthyl-salicylates glycosides ont été identifiés, dont 5 chez G. yunnanensis (en plus du salicylate de
méthyle). G. yunnanensis est I'espéce la plus étudiée pour ses glycosides de méthylsalicylate, et

probablement I'espéce qui en contient le plus [34].

3. Biosynthése

Les dérivés salicylés sont issus des acides benzoiques. Ces composés sont largement
répandus dans le régne végétal. Ils sont biosynthétisés a partir du shikimate, du chorismate et de la
phénylalanine [Figure 8] [35]. Cependant, le mécanisme de biosynthése reste encore mal connu, et

de nombreuses voies sont probablement impliquées dans leur biosyntheése.
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II. Dérivés salicvlés issus de G. yunnanensis

Les dérivés salicylés issus de G. yunnanensis sont des hétérosides : ils possédent une partie
aglycane dérivée de I'acide salicylique associée a une partie osidique constituée par l'assemblage de
différents sucres. Plus précisément, ce sont des glycosides de méthylsalicylate, issus du salicylate de
méthyle (ou ester de méthyle d'acide salicylique) [Fig. 9], et sur lequel a été greffé¢ un glycoside au

niveau de la fonction hydroxy.

OCH,
OH O

Fig. 9 : Structure du salicylate de méthyle
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1. Monoglycosides de méthylsalicylate

G. yunnanensis posséde un monoglycoside de méthylsalicylate : le méthylsalicylate-2-O-f3-

D-glucopyranoside (MeSAG) [27]. 11 est constitué d'une molécule de salicylate de méthyle associée

a une molécule de glucose [Fig. 10 ; Fig. 11].

0]
OCH,4 OH
O vl ||OH
HO' OH

Fig. 10 : Structure du MeSAG [27]

HO OCHs
HO O
HO © ©
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Fig. 11 : Structure du MeSAG — configuration chaise
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2. Diglycosides de méthylsalicylate

Deux diglycosides sont également retrouvés : la gaulthérine et le MSL.

La gaulthérine [20], aussi appelée monotropitoside, ou méthylsalicylate-2-O-B-D-
xylopyranosyl (1 — 6) B-D-glucopyranoside, est constituée d'une molécule de salicylate de méthyle
a laquelle se lie une molécule de glucose elle-méme liée a une molécule de xylose [Fig. 12 ; Fig.

13].

"”””OH
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wullOH Hi OH

s
SN
(0)

H OH

Fig. 12 : Structure de la gaulthérine [20]
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HO o O
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Fig. 13 : Structure de la gaulthérine — configuration chaise
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Le méthylsalicylate lactoside (MSL) [37], aussi appelé méthylsalicylate-2-O--D-lactoside
ou méthylsalicylate-2-O-B-D-galactopyranosyl (1 — 4) B-D-glucopyranoside, est formé¢ d'une
molécule de salicylate de méthyle associée a une partie osidique constituée d'une molécule de

lactose [Fig. 14 ; Fig. 15].

» W
Fig. 14 : Structure du MSL [37]
OH
OH HO OCH;
O
HO a&&/o O
OH

Fig. 15 : Structure du MSL - configuration chaise
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3. Triglvcosides de méthyvlsalicylate

Il existe deux triglycosides, qui différent par un seul de leurs sucres : le MSTG-A et le

MSTG-B.
Le MSTG-A [38;39], ou méthylsalicylate-2-O-B-D-xylopyranosyl (1 — 2) [O-B-D-

xylopyranosyl (1 — 6)]-O-B-D-glucopyranoside dérive de la gaulthérine, avec ajout d'une molécule

de xylose fixée sur I'unité glucopyranosyl [Fig. 16 ; Fig. 17].

anllOQH

S
0

il OH Hi

Fig. 16 : Structure du MSTG-A [38;39]
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Fig. 17 : Structure du MSTG-A - configuration chaise
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Le MSTG-B [38], ou méthylsalicylate-2-O-B-D-glucopyranosyl (1 — 2) [O-B-D-
xylopyranosyl (1 — 6)]-O-B-D-glucopyranoside dérive également de la gaulthérine, avec ajout

d'une molécule de glucose fixée sur I'unité glucopyranosyl [Fig. 18 ; Fig. 19].
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Fig. 18 : Structure du MSTG-B [38]
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Fig. 19 : Structure du MSTG-B - configuration chaise



4. Localisation des dérivés salicylés dans G. vunnanensis

Les différentes é¢tudes menées sur G. yunnanensis ont permis de localiser certains composés

d'intérét :

le MeSAG a été retrouvé dans la graine de G. yunnanensis [27]
la gaulthérine a été extraite des tiges et feuilles de la plante [20;38;39]
les MSTG-A et B ont été retrouvés dans les tiges et feuilles de la plante [38;39].

5. Procédés d'extraction

Les dérivés salicylés extraits de G. yunnanensis ont été analysés dans plusieurs études. Ils

ont été extraits de différentes facons. Concernant la gaulthérine et les MSTG-A et B :

en 2005, Zhang et al. [20] ont utilis¢é de la gaulthérine pure extraite de Gaultheria
yunnanensis a partir des tiges et feuilles. L'extraction se faisait trois fois par de I'é¢thanol a
95% a ébullition. Puis le concentré éthanolique était élué¢ avec une solution aqueuse
d'é¢thanol a 30% sur une une colonne en résine macro-réticulaire. Apres €évaporation du
solvant, la gaulthérine était séparée du résidu par chromatographie sur colonne en gel de

silice.

En 2007, Zhang et al. [38] ont utilisé des plants de G. yunnanensis récoltés entre avril et
septembre 2004. Ils ont cherché a extraire une fraction riche en dérivés salicylés a partir de
tiges et feuilles séchées. Pour cela, ils ont pratiqué une extraction avec une solution
d'éthanol a 80%, a ébullition, trois fois de suite. Les extraits obtenus ont été filtrés et ont
subi une évaporation sous vide. La partie aqueuse restante a ensuite été filtrée dans une
colonne en résine macro-réticulaire pour retirer les impuretés, puis éluée par une solution
d'éthanol a 30%. Aprés évaporation sous pression réduite, la fraction (SDF — salicylate
derivative fraction) obtenue était constituée d'environ 80% de dérivés salicylés : 50% de
gaulthérine, 20% de MSTG-A et 10% de MSTG-B. Le rendement était de I'ordre de 10mg

par gramme de plante séchée.
En 2011, Zhang et al. [39] ont utilis¢ les feuilles et tiges de G. yunnanensis, extraites trois

fois par une solution d'éthanol & 95%. Apres évaporation sous vide de I'éthanol, le résidu

aqueux a ¢été dilué dans de 1'eau puis filtré sur une résine macro-réticulaire avec un mélange
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d'eau et d'éthanol a 30%, pour obtenir des fractions A1-A2. La fraction A2 a subi une
chromatographie sur colonne sur gel de silice avec un mélange de chlorométhane, méthanol
et eau a des proportions respectives de 8 : 2 : 0,2 pour obtenir les glycosides de méthyl-
salicylate. Aprés recristallisation avec de I'éthanol, les chercheurs ont obtenu deux
glycosides : la gaulthérine et le MSTG-A.

Le MSL analysé dans les études a été synthétisé et non extrait de G. yunnanensis.

6. Propositions de voies de synthése organique

Différentes voies de synthese des dérivés méthylsalicylés ont été identifiées. La premicre a
¢été proposée par Robertson et Waters (1931) qui synthétisent la gaulthérine a partir d'oxyde d'argent
actif sec en présence d'ammoniac. Wang et al. [40] proposent une synthése de la gaulthérine et de
dérivés, dont le MSL, par une méthode catalytique par transfert de phase catalysée par le TEAB
(tetrabutyl ammonium bromide). Cette voie de synthése permet d'éviter de se placer en condition

anhydre, ce qui permet de faciliter une production industrielle éventuelle.

Synthése proposée par Wang et al. [Fig. 20]
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A partir de salicylate de méthyle (2) mis en contact avec de I'acétobromoglucose (3a) en présence
de TEAB, un composé intermédiaire 4a est obtenu. Celui-ci est mis en contact avec un mélange de
méthanolate de sodium et méthanol (NaOMe-MeOH), ce qui provoque la déprotection du glucose et
le départ des fonctions acétyle. Cette réaction permet d'obtenir le MeSAG (5a). 5a est traité avec
des groupements protecteurs comme le benzaldéhyde et l'anhydride acétique pour produire
l'intermédiaire 8. En présence de trichloroacetimidate (9) dans une solution de trifluorure de bore
dans de I’éther, 8 est transformé en un composé 10, conjointement avec un sous-produit, 11. Le

retrait des groupements protecteurs par NaOMe-MeOH permet d'obtenir la gaulthérine (4a).

Pour obtenir le MSL, le composé 3a est remplacé par le composé P6 (molécule de lactose
dont les fonctions hydroxy ont été protégées par des groupements acétyle). Aprés mise en contact
avec NaOMe-MeOH qui permet de déprotéger les fonctions hydroxy du groupement lactose, on

obtient le MSL [Fig. 21].
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Scheme 2. The synthetic route of 5f Reagents and conditions: (a) TEAB,

NaOH, CH5Cls, 40°C, 4 h, 66%: (b) NaOMe, MeOH, r.t.., 3 h, 45%.

Fig. 21 : Synthése du MSL [40]
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Partie I1I :

Rappels sur l'inflammation.

L'inflammation consiste en une réponse de l'organisme face a une attaque physique,
chimique, ou immunologique face a une substance exogéne ou endogene altérée ; elle peut résulter
d'une infection bactérienne, virale, fongique, parasitaire. L'inflammation, quand son activation est
inappropriée, est a l'origine de nombreuses maladies, telles que I'asthme ou la polyarthrite

rhumatoide, d'ou un intérét dans le développement de principes actifs capables d'inhiber cette

réaction.
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I. Processus de l'inflammation

La réponse inflammatoire se caractérise tout d'abord par une augmentation du flux sanguin,
avec augmentation de la perméabilité vasculaire et recrutement de cellules engagées dans la défense
de l'organisme. Les polynucléaires neutrophiles font partie des premieres cellules engagées, elles
phagocytent des micro-organismes, débris cellulaires, ou cellules défectueuses. Puis les monocytes,

macrophages et lymphocytes arrivent sur le site de l'inflammation.

De nombreuses substances médiatrices sont inclues dans la réaction inflammatoire ; elles
permettent de déclencher et disperser la réponse inflammatoire. Elles sont localisées dans le sérum
ou les tissus, elles peuvent étre relarguées par des cellules de dégranulation, sécrétées par les
cellules engagées dans la réponse inflammatoire. Parmi elles, ont été identifiées les kinines dans la
cascade de coagulation, les anaphylotoxines du complément, les neuropeptides, les leucotrienes, les

prostaglandines, ou encore les cytokines.

Les cytokines sont des protéines et peptides engagées dans la régulation de la réaction
humorale a des concentrations de l'ordre du nano- au pico-molaire., et qui modulent l'activité de
cellules et tissus cibles. Certaines cytokines sont dites pro-inflammatoires, car elles régulent les
réactions inflammatoires : sont principalement retrouvées les interleukines IL1-a et IL1-B, IL-6 et
le TNF-a. Il existe d'autres cytokines pro-inflammatoires : les interférons (IFN-y), le TGF-f, des
facteurs de croissance (GM-CSF), des interleukines (IL-8, IL-11, IL-12, IL-17, IL-18), et des
cytokines anti-inflammatoires : 1L-4, IL-10, IL-13, IL-16, IFN-0, G-CSF, les récepteurs solubles du
TNF ou de L'IL-6 [41;42].
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II. Dérivés de l'acide arachidonique

L'acide arachidonique est un acide gras poly-insaturé a 20 atomes de carbone, constituant
des membranes cellulaires. Il joue un réle dans la signalisation cellulaire, et est le précurseur des
eicosanoides parmi lesquels on retrouve les leucotriénes et les prostanoides (prostaglandines,

prostacyclines et thromboxanes), impliqués dans les phénoménes inflammatoires [42].

Les prostaglandines sont synthétisées par l'action des cyclooxygénases (COX), a partir de
l'acide arachidonique pour la série d'indice 2, de l'acide di-homo-y-linolénique pour la série d'indice
1, et de I'acide eicopentaénoique pour la série d'indice 3. Ce sont des médiateurs lipidiques, et sont
impliquées dans les processus inflammatoires. Elles peuvent également agir sur les plaquettes

(coagulation), 1'utérus, I'endothélium vasculaire et les muscles lisses (contractions) [Fig. 22].

Les COX sont des enzymes synthétisant les prostaglandines, elles existent sous deux
formes :
— la COX-2, induite par l'inflammation
— la COX-1, naturellement présente dans 1'organisme, qui protége entre autres l'estomac en

stimulant la synthése de prostaglandines protectrices de I'épithélium gastrique.

Les AINS sont des inhibiteurs non sélectifs des COX, ils bloquent notamment la synthese
des prostaglandines ; mais il existe également des inhibiteurs sélectifs de la COX-2 qui ont été
développés pour réduire la toxicité gastrique des AINS : CELEBREX (célécoxib), ARCOXIA
(étoricoxib), DYNASTAT (parécoxib). Néanmoins, ces deux classes médicamenteuses ont montré
une toxicité cardiovasculaire.

Phospholipides des membranes

17 ACIDE ARACHIDONIQUE —
Voielde la cyclo-ox_vgélnnse Voie de la 5-lipoxygénase
COX-1 COX-2
AINS sélectifs —
Prostaglandines Prostaglandines Leucotriénes

PGE2 PGD2 CysLT C4-D4-E4
Blocage de I'mflammation Inflammation Inflammation

Bronchoprotection Bronchoconstnetion Bronchoconstriction

Fig. 22 : Voie de 'acide arachidonique [43]
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II1. Voie du NF-kB

Le NF-kB est un facteur de transcription pléiotrope. NF-«B représente une famille de
complexes hétéro- et homodimeéres. Les dimeres de NF-kB sont formés a partir de protéines de la
famille des Rel : p50, p52, p65 (ou Rel A), c-Rel, Rel-B. La forme principalement retrouvée est la
forme hétérodimere formée des sous-unités p50/p65. NF-kB existe sous forme inactivée dans le
cytoplasme, 1ié¢ a une protéine IkB, formant le complexe NF-xB/IxB. Ce complexe peut tre activé
par de nombreux facteurs, tels que les rayons UV, les cytokines, le LPS, les infections virales, les

ROS, les hormones, les agents mitogenes.

L'activation de NF-kB se fait par phosphorylation de IkB par une IkB-kinase (IKK), elle-
méme activée par des signaux associés a une altération de tissus. IkB phophorylée est alors
ubiquitinée (fixation d'une ou plusieurs protéines d'ubiquitine sur une ou plusieurs lysines de la
protéine) puis dégradée. NF-kB est alors relaché et activé : il subit une translocation dans le noyau,
ou il se lie a I'ADN au niveau des génes pro-inflammatoires et active leur transcription [Fig. 23].
NF-kB est aussi impliqué dans les phénoménes cancéreux, dans lesquels ils permet une prolifération

cellulaire et une résistance des cellules a l'apoptose [41].

IKK est une enzyme composée de 3 sous-unités a, P, y. Les sous-unités IKK-a et IKK-B
possedent une activité¢ catalytique tandis que la sous-unité IKK-y (ou NEMO) a une fonction
régulatrice. NEMO est activée par un stress extracellulaire (cytokines, radicaux libres, interleukines,
endotoxines, anti-génes, rayons UV...). Son activation provoque une oligomérisation des sous-unités
a, B, v et l'activation de IKK-B, qui va entrainer la phosphorylation de IkB. On observe une
augmentation de l'activité régulatrice de NEMO dans les maladies inflammatoires, une diminution

dans les maladies immunodéficientes et une augmentation constitutive dans les cancers.

NF-«B active la production de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a, 1'IL-1, I'[L-
6 ; mais le TNF-a et I'IL-1P activent aussi directement le NF-kB. Le TNF-a est relargué quand le
LPS active les macrophages ; le TNF-a et le LPS induisent ensuite la formation d'TL-1p et IL-6.

IKK-B provoque l'activation de NF-kB en réponse aux cytokines pro-inflammatoires [41].
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Fig. 23 : Voie du NF-xB [44]
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IV. NO et iNOS

NO désigne le monoxyde d'azote, vasodilatateur puissant de demi-vie courte de 1'ordre de
quelques secondes et molécule de signalisation importante. C'est un radical libre, toxique pour les
bactéries et parasites intracellulaires par altération de leur ADN. NO peut réagir avec I'oxygene ou
des intermédiaires réactifs de celui-ci pour former des espéces réactives de 1'oxygene ou de 1'azote,

causant un stress chez les cellules [45]. NO est capable d'activer NF-«xB.

Les NOS, ou nitric oxide synthases sont des enzyme qui catalysent la production de NO a
partir de L-arginine, d'oxygeéne et de NADPH. Il existe plusieurs formes de NOS :
nNOS : neuronal NOS,
— 1NOS : inducible NOS,
eNOS : endothelial NOS,
bNOS : bacterial NOS.

Les iNOS sont présentes dans les macrophages, monocytes et polynucléaires neutrophiles.
Elles sont activées par I'IFN-y, le TNF-a , I'IL-1p ainsi que le lipopolisaccharide bactérien agissant
comme une endotoxine ou encore 1'hypoxie [45]. La production des iNOS peut étre activée par les

voies de transcription de NF-kB, MAPK et JAK-STAT.

V. ROS

Les ROS ou reactive oxygen species sont des espéces chimiques oxygénées rendues
réactives par la présence d’¢lectrons de valence non appariés. Ce sont par exemple les radicaux
libres, les peroxydes. Elles sont a l'origine du stress oxydatif. Les facteurs de transcription sont
sensibles au stress oxydatif : les ROS sont capables d'activer le NF-«kB. Les ROS induisent aussi la
formation de COX-2, des cytokines pro-inflammatoires et des chémokines. Les macrophages

produisent et libérent les ROS en réponse a la phagocytose ou a la stimulation par différents agents.
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Partie IV :
Toxicité, métabolisation dans 1'organisme et

activités de la gaulthérine et ses dérivés.

La gaulthérine et ses dérivés, le MSTG-A et le MSTG-B ont été étudiés pour déterminer
leur action anti-inflammatoire et analgésique. Leur toxicité a ét¢ également évaluée et leur profil

pharmacocinétique déterminé.
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I. Etude de la toxicité

1. Cytotoxicité des dérivés salicvlés

La cytotoxicité de la gaulthérine et d'un de ses dérivés, le MSTG-A, a été évaluée par le test
MTT sur des cellules RAW264.7 [37;39]. Le test MTT est un test colorimétrique qui permet de
mesurer la viabilité¢ de cellules en mesurant l'activité des enzymes oxydoréductrices NADH- et
NADPH-dépendantes présentes dans le compartiment cytosolique de ces cellules. Ces enzymes
transforment le MTT ou 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazonium bromide, jaune, en
Formazan ou (E,Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan, de couleur violette [Fig.
24]. Le Formazan obtenu ¢tant insoluble, il est nécessaire d'ajouter une solution de solubilisation, a
base de DMSO par exemple, pour pouvoir mesurer l'absorbance de la solution obtenue grace a un
spectrophotometre. Plus la coloration violette est prononcée, plus l'activité enzymatique est
importante et donc plus le nombre de cellules viables est important [44]. Ce test est utilisé pour

mesurer 'activité cytotoxique ou cytostatique de principes actifs et substances toxiques.

@ /o

A .

Mitochondrial Reductase \
@ =

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (E, Z2)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan
(MTT) (Formazan)

Fig. 24 : MTT reaction [46]

Pour les deux composés étudiés, la gaulthérine et le MSTG-A, aucune baisse de l'activité
enzymatique n'a pu étre mise en évidence apres 24 heures d'incubation [37;39] : la gaulthérine et le

MSTG-A ne présentent donc pas de toxicité sur les cellules.
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2. Etude de l'ulcérogénicité des dérivés salicvlés issus de G. vunnanensis

Les dérivés salicylés, notamment l'aspirine et l'acide salicylique, sont connus pour leurs
propriétés ulcérogenes sur la muqueuse gastrique. Les études suivantes visent donc a évaluer 1'effet

ulcérogene de la gaulthérine et ses dérivés sur la muqueuse gastrique.

1. Etude de l'effet de la gaulthérine seule sur la muqueuse gastrique

La toxicité de l'aspirine sur l'estomac est un des effets indésirables les plus fréquemment
décrits. L'étude de la toxicité de la gaulthérine a donc été étudiée par Zhang et al. [20] : Des rats
males ont été mis a jeun pendant 16 heures avec un acces a l'eau autorisé. Puis une solution a 5%
d'acacia a ét¢ administrée a une dose de 0,75ml/100g chez les rats, a laquelle était ajoutée dans un
premier groupe de l'aspirine (100mM ; 135mg/kg) et dans un second groupe de la gaulthérine
(100mM ; 330mg/kg). Les groupes étaient composés de 6 a 8 rats. L'administration était réalisée par
intubation cesophagienne. Aprés 4 heures, les animaux étaient exécutés et les estomacs analysés afin

d'observer la taille des 1ésions.

Les résultats montrent une différence significative entre 1'effet ulcérogene de l'aspirine et de
la gaulthérine : I'administration d'aspirine provoquait des 1ésions gastriques d'une taille de 1'ordre de

20,3+/-4,1mm?, tandis que l'administration de gaulthérine ne provoquait pas de 1ésions [Fig. 25].
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Fig. 25 : Effet ulcérogéne sur la muqueuse gastrique

de rats de l'aspirine et de la gaulthérine.
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2. Etude de l'effet de la gaulthérine sur la réponse gastrique ulcérogénique lors d'un

stress induit par un maintien sous l'eau

L'immersion sous I'eau provoque un stress qui induit la formation de Iésions de la muqueuse
gastrique. Le but de 1'étude était de déterminer si le prétraitement par la gaulthérine, comme
l'aspirine, provoquait une augmentation de ces Iésions ou non [20]. L'expérience était réalisée sur
des rats. 30 minutes aprés l'administration intragastrique d'aspirine (100mM ; 135mg/kg) ou de
gaulthérine (100mM ; 330mg/kg), les rats ont été placés en cage et immergés dans de 1'eau a 22+/-
0,5°C jusqu'au niveau de l'appendice xiphoide, pendant 4 heures. A la fin de l'immersion, les

estomacs étaient extraits et la taille des 1ésions était mesurée.

Deux groupes témoins ont été utilisés : le groupe « normal » qui n'a re¢u aucun traitement ni
subi aucune immersion, et le groupe « model » qui n'a pas recu de traitement mais a subi une
immersion. Les résultats ont montré que l'immersion des rats augmente significativement
l'incidence de 1ésions gastriques (28,4+/-1,9mm?). Le pré-traitement par aspirine provoque une
augmentation supplémentaire de 'incidence des Iésions (50,6+/-4,2mm?) mais le pré-traitement par
gaulthérine n'entraine pas d'augmentation de l'effet ulcérogene par rapport a I'immersion seule, sans
pour autant diminuer 1'incidence des Iésions gastriques dues a l'immersion [Fig. 26]. La gaulthérine
ne possede donc pas d'effet ulcérogéne propre sur la muqueuse gastrique, mais n'a pas non plus

d'effet protecteur vis-a-vis du stress ulcérogene induit par 1'immersion des rats dans 1'eau.
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Fig. 26 : Effets de 1'aspirine et de la gaulthérine sur
l'incidence de 1ésions gastriques induites par un stress par

immersion dans 1'eau
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3. Conclusion sur l'effet ulcérogéne

Les deux expériences réalisées sur des rats prouvent que la gaulthérine ne possede pas d'effet
ulcérogeéne sur la muqueuse gastrique, contrairement a l'aspirine qui posseéde un effet ulcérogene
marqué. L'hypothése retenue pour expliquer cette absence de toxicité gastrique est que ce

phénomene serait li¢ au métabolisme de la gaulthérine.
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II. Métabolisation

1. Métabolisme in vivo

Le métabolisme de la gaulthérine a été étudié in vivo chez des rats et des souris. Les
animaux étaient mis a jeun pendant 12 heures avant de recevoir une dose unique de gaulthérine par
voie orale, de 200mg/kg pour les souris et 140mg/kg pour les rats. Puis des échantillons de sang ont
été prélevés régulierement a partir de 30 secondes apreés administration. Pour chaque temps de
prélévement, 3 animaux étaient utilisés. Les métabolites obtenus et leurs concentrations étaient
analysés par HPLC.

Lors de l'administration in vivo de gaulthérine par voie orale, seul un métabolite est retrouvé dans
les échantillons : le salicylate. Sa concentration augmente pendant les premicres heures apres
administration, jusqu'a une Cn. de 60pg/ml et 70pg/ml pour un T de 5 et 7,5 heures

respectivement chez la souris [Fig. 27] et le rat [Fig. 28].
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Fig. 27 : Concentration en salicylate en fonction du Fig. 28 : Concentration en salicylate en fonction du temps
temps chez la souris apres administration d'une dose de chez le rat apres administration d'une dose de 140mg/kg de
200mg/kg de gaulthérine gaulthérine

2. Meétabolisme in vitro

1. Rble de la microflore intestinale

Les glycosides sont aujourd'hui supposés étre activés dans le corps humain aprés leur
hydrolyse par des B-glycosidases issues de bactéries présentes dans l'intestin [20]. L'expérience
suivante cherche donc a déterminer si la gaulthérine peut étre métabolisée par des bactéries issues
de la microflore intestinale. La microflore intestinale a été obtenue a partir de féces de rats et placée

en milieu anaérobie. Apres centrifugation, 500ul de surnageant ont été mis en contact avec 50ug de

46



gaulthérine pendant 12 heures. Des prélévements ont été effectués régulierement apres
centrifugation et analyse par HPLC, pour déterminer la concentration en gaulthérine et ses
métabolites [20] [Fig. 29].

Les résultats montrent une diminution de la concentration en gaulthérine, avec apparition d'un
métabolite : le salicylate de méthyle. La gaulthérine est donc bien hydrolysée par les glycosidases
des bactéries intestinales, pour donner le salicylate de méthyle, partie aglycone de la molécule, a
partir de laquelle les sucres ont été retirés puis absorbés. La liaison ester du salicylate de méthyle

doit ensuite étre hydrolysée pour donner le salicylate final retrouvé précédemment in vivo.
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Fig. 29 : Concentration de la gaulthérine aprés mise en

contact avec de la flore microbienne intestinale

2. Role des enzymes estérases

Pour déterminer si les enzymes estérases étaient capables de cliver la liaison ester de la
gaulthérine, 50ug de gaulthérine ont été incubés dans 200ul de plasma obtenu a partir de sang
humain, de souris et de rats pendant 12 heures. Des prélévements ont été effectués réguliérement
pendant l'incubation. Le métabolite était isolé par HPLC puis sa concentration estimée par

spectrométrie de masse [20].

Les résultats ont montré une diminution des concentrations de gaulthérine dans le plasma
humain jusqu'a disparition au bout de 8 heures d'incubation. Chez la souris l'effet était moins
marqué, on obtenait une diminution de concentration légerement supérieure a 50% apres 12 heures.
Chez le rat, on observait une légére diminution de concentration [Fig. 30]. La liaison ester de la

gaulthérine est donc bien clivée par les estérases présentes dans le plasma.
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Fig. 30 : Métabolisme de la gaulthérine en présence de plasma de souris, de rat

et d'humain

3. Conclusion sur le métabolisme

La gaulthérine est hydrolysée en salicylate de méthyle par les glycosidases de la flore
bactérienne intestinale. Celui-ci est ensuite absorbé dans le plasma, qui contient des estérases. Les
estérases présentes dans le plasma, le sang et le foie vont ensuite cliver la liaison ester pour donner

le salicylate.

L'absence de toxicité sur la muqueuse gastrique peut s'expliquer par l'absence de
glycosidases au niveau de 1'estomac, ce qui empéche la transformation en salicylate de méthyle puis
en salicylate dans I'estomac. De plus la transformation de la gaulthérine en salicylate se fait
lentement, permettant de réduire les effets indésirables dus a de fortes concentrations, tout en

prolongeant les effets de la molécule.
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II1. Activités analgésique et anti-inflammatoire

1. Activité analgésique

L'activité analgésique des dérivés salicylés a été étudiée par Zhang ef al. en 2006 [20] et

Zhang et al. en 2007 [21].

r

1. Evaluation de I'effet analgésique sur la douleur induite par 1'acide acétique

L'expérience consistait a injecter intrapéritonnéalement de 'acide acétique a 0,6% chez des
souris apres avoir administré préalablement par voie orale des dérivés salicylés a différentes
concentrations. Puis les contractions abdominales caractéristiques apparaissant dans les 15 minutes
apreés l'injection d'acide acétique étaient observées. Dans l'expérience menée en 2006 sur la
gaulthérine seule, les souris ont recu des doses équimolaires d'aspirine et de gaulthérine. 30 minutes
aprés leur administration orale, l'acide acétique était injecté, puis les contractions abdominales des

souris €taient comptées pendant 15 minutes.

Les résultats ont montré une nette inhibition des contractions, avec 33% d'inhibition pour la
gaulthérine a 400mg/kg contre 44% d'inhibition pour l'aspirine a 200mg/kg [Tableau 1]. Ces

résultats mettent en évidence l'activité analgésique de la gaultherine.

Tableau 1 : Effet analgésique de la gaulthérine et de 1'aspirine sur les contractions
abdominales induites par l'acide acétique chez la souris

Table 1
Antinociceptive effect of gaultherin on acetic acid-induced abdominal
confractions in mice

Group Number of contractions Inhibition (%)
Control 314423

Aspirin 200 mg/kg 17.6+2.0° -4

Gaultherin 400 mg/kg 21.0+2.4* 33

Values are expressed as means+S_E.M._, n=10,*P<0.01 vs. control.

Dans I'expérience menée en 2007 avec une fraction riche en dérivés salicylés (SDF) et
constituée d'environ 80% de dérivés salicylés dont 50% de gaulthérine, 20% de MSTG-A et 10% de
MSTG-B, les souris ont re¢u des doses de SDF de 200, 400 et 800mg/kg et 200mg/kg d'aspirine par
voie orale. 3 heures plus tard, I'acide acétique était injecté et les contractions étaient comptées de 5 a

15 minutes aprées l'injection.
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Les résultats ont montré que la SDF diminuait significativement l'incidence des contractions,
et de facon dose dépendante, avec respectivement 45,84%, 49,36% et 69,62% d'inhibition pour des
concentrations de 200, 400 et 800mg/kg. L'aspirine a 200mg/kg entrainait une inhibition de 77,07%

des contractions [Tableau 2]. La SDF posséde donc bien une activité analgésique.

Tableau 2 : Effet analgésique de la SDF a différentes concentrations et de
l'aspirine sur les contractions abdominales induites par l'acide acétique chez la
souris

Table 1. Effect of SDF on Acetic Acid-Induced Writhing in Mice

Treatment Dose (mg/kg) n Number of writhings  Inhibition (%)
Control 0 10 29.08+3.05 0

SDF 200 10 15.75+4.35 45.84%*

SDF 400 10 14.73£3.66 49.36%*
SDF 800 10 8.83%2.70 69.62%**
Aspirin 200 10 6.67%2.09 TT.07%%*

2. Evaluation de l'effet analgésique sur la douleur induite la formaline

La formaline est une substance induisant des douleurs neurologiques dans un premier temps
puis des douleurs inflammatoires dans un second temps. L'expérience a été réalisée en injectant
0,2ml d'une solution a 2,5% de formaline (solution aqueuse de formaldéhyde a 40%) dans la patte
arricre droite de souris, apreés avoir préalablement administré 3h avant par voie orale différentes
doses de SDF (200, 400 et 800mg/kg) ou d'aspirine a 200mg/kg. La formaline induit le 1échage de
la patte chez les souris, qui était mesuré a intervalles réguliers. La douleur était considérée comme
neurologique de 0 a 5 minutes, puis inflammatoire de 20 a 30 minutes. Un groupe contrdle a recu
une solution saline de méme volume et un groupe controle positif a recu de la morphine a Smg/kg
(la morphine agit a la fois sur la phase neurologique et la phase inflammatoire de la réponse a la

douleur induite par la formaline).

Les résultats ont montré une absence d'effet significatif de l'aspirine et de la SDF sur la
premiere phase d'observation, qui correspondait a la phase neurologique, mais un effet significatif
des dosages de SDF a 400 et 800mg/kg égal a celui de I'aspirine sur le 1échage de patte [Tableau 3].
Cette deuxiéme phase correspondait a la phase de douleur inflammatoire. La SDF posséde donc

bien des propriétés anti-inflammatoires.
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Tableau 3 : Effet analgésique de la SDF, de l'aspirine et de la morphine sur la

douleur induite par la formaline
Table 2. Effect of SDF on Formalin-Induced Pain

Licking time (s)

Treatment Dose
(mg/kg) 05 iiiifi Inhibition 2030 min Inlnb'mon
(%) (%)
Control 0 54.6+5.8 0 160.3+=15.7 0
SDF 200 85.1%901 —-0.9 144.4+31.5 9.9
SDF 400 54,7+5.1 —0.1 95.5+12.2  40.4%*
SDF 800 S35%7.5 2.0 93.3+12.8 41.8*%*
Aspirin 200 56.1%5.5 —2.8 95.9+12.4  40.2%*
Morphine 5 16.72£3.5 09.4%** 88.3216.3  44.9%*
n=10. Values are expressed as mean®=S.E.M. * p<<0.05, *+ p<<0.01, =+ p<<0.001

vs. control.

r

3. Evaluation de I'effet analgésique sur la douleur induite par la chaleur

L'expérience permettait d'évaluer si 'effet analgésique des dérivés salicylés provenait d'une
action centrale ou non. Elle consistait a mettre des souris femelles dans un bain d'eau contenant une
plaque métallique chauffée a 55+/-0,5°C aprés administration de doses de SDF de 400 ou 800mg/kg
ou de morphine a Smg/kg en tant que témoin positif, la morphine possédant une action centrale ; et
observer leur réaction. Les souris étaient sélectionnées préalablement : étaient inclues uniquement
celles ayant présenté une réponse au stimulus thermique entre 5 et 30 secondes. avec un temps

limite situé a 60 secondes.

Les résultats n'ont pas montré d'augmentation du temps de latence entre le contact avec I'eau
chaude et la réaction des souris pour les différentes concentrations de SDF. En revanche, la
morphine a permis d'augmenter ce temps de latente de facon significative [Tableau 4]. Cela permet

de conclure que les dérivés salicylés présents dans la SDF n'ont pas d'action centrale sur la douleur.

Tableau 4 : Effet de la SDF et de la morphine sur la douleur induite par un stimulus

thermique

Table 3. Effect of SDF on Hot Plate-Induced Pain

Latency (s)

Dose
Treatment finges)
gke Oh 2h 3h 4h
Control 0 19.2+1.8 20.6%5.1 17.4+29 21.3x3.7
SDF 400 17.9%£1.8 18.1%36 18.6+2.4 22.4+46
SDF 800 17.3£13 22.5%23 23.4+48 23.0E5.2
Morphine S 19.2+1.7 33.9+32% 47.3+3.9%%* 40.0+4.3%*
n=10. Values are expressed as mean=S.E.M. # p<<0.05, *# p<<0.01, P=<0.001 vs.

control.
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4. Conclusion sur l'effet analgésique

Les différentes expériences réalisées ont démontré que la gaulthérine possédait un effet
analgésique dose-dépendant. L'analyse de l'effet analgésique de la SDF, riche en gaulthérine et en
MSTG-A et B montre une action dose-dépendante, pouvant étre équivalente a celle de 1'aspirine a
200mg/kg, quand la SDF a une concentration de 800mg/kg pour la douleur induite par l'acide
acétique. Pour la gaulthérine, I'effet analgésique était inférieur a celui de l'aspirine a 200mg/kg
quand la gaulthérine était testée a 400mg/kg. Les expériences étudiant l'effet sur les douleurs
induites par la formaline et la chaleur prouvent respectivement que la SDF agit sur la douleur
inflammatoire et non neurologique, et que son action ne provient pas d'un mécanisme central.
L'action de la SDF est probablement due a la gaulthérine, qui a prouvé son activité, mais peut

également étre augmentée par ses deux dérivés, les MSTG-A et B.
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2. Activité anti-inflammatoire

1. Effet anti-inflammatoire des dérivés salicylés sur I’cedéme induit par l'huile de_

croton

L'huile de croton est une huile extraite des graines d'une Euphorbiacée, Croton tiglium. Elle
provoque des diarrhées lors d'une administration orale, et des irritations cutanées et cedémes par
voie cutanée. Elle est utilisée ici pour provoquer un cedéme de l'oreille chez les souris. Dans le cas
de la gaulthérine, celle-ci était administrée 3 jours de suite apres mise a jeun pendant 12 heures
(400mg/kg), ainsi que de l'aspirine a 200mg/kg par voie orale [20]. Dans le cas de la SDF, les souris
recevaient des doses de 200, 400 et 800mg/kg de SDF ou une dose de 200mg/kg d'aspirine par voie
orale [21]. 10 minutes aprés l'administration, les souris étaient anesthésiées. Une solution
acétonique de 50pL contenant 1mg d'huile de croton était appliquée sur la face interne de 1'oreille
droite. 3 heures (gaulthérine) et 4 heures (SDF) apres, les animaux étaient exécutés et une partie de
8mm de diamétre de chaque oreille était retirée et pesée. La différence de poids entre les deux

parties permettait d'évaluer la réponse cedémateuse.

Les résultats montrent que la gaulthérine et la SDF sont toutes deux capables d'inhiber
l'inflammation induite par 1'huile de croton : pour la gaulthérine seule, a 400mg/kg on constate une
inhibition de 39%, contre une inhibition de 44% pour l'aspirine a 200mg/kg [Tableau 5]. Pour la
SDF, on constate une inhibition dose dépendante pour des concentrations allant de 200 a 800mg/kg.
Le dosage a 800mg/kg a une efficacité comparable a l'aspirine a 200mg/kg [Tableau 6].

Tableau 5 : Effet anti-inflammatoire de la gaulthérine et de l'aspirine sur I’cedéme induit par
Ihuile de croton

Table 2

Effect of gaultherin on croton oil-induced ear oedema in mice

Group Oedema (mg) Inhibition (%)
Control 193+1.3

Aspirin 200 mg/kg 10.8+1.6 44

Gaultherin 400 mg/kg 11.8+1.8* 39

Values are expressed as means+S.EM.. n=10, *P<0.01 vs. control.

Tableau 6 : Effet anti-inflammatoire de la SDF a différentes concentrations et de

l'aspirine sur I’cedéme induit par I'huile de croton

Table 4. Eftect of SDF on Croton Oil-Induced Ear Oedema in Mice

Treatment  Dose (mg/kg) n Oedema (mg)  Inhibition (%)
Control 0 10 12.47+1.80 —
SDF 200 10 8.11+1.71 34.94%
SDF 400 10 7.07+1.18 43.29* 53
SDF 800 10 6.44+0.75 48.36%*
Aspirin 200 10 6.39+1.47 48.75%

Values are expressed as mean®=S.E.M. = p<<0.03, #=* p<<0.01 vs. control.



2. Effet anti-inflammatoire des dérivés salicylés sur 1’cedéme induit par les
carraghénanes

Les carraghénanes ont montré des effets pro-inflammatoires chez le rat. L'expérience
présentée ici consistait en I'administration de carraghénanes au niveau de l'aire sub-plantaire de la
patte droite des rats (0,Iml, concentration a 1%w/v) aprés avoir administré 1 heure avant par voie
orale des doses de 100, 200 et 400mg/kg de SDF. Un groupe de référence a recu de l'indométacine a
la place de la SDF a la dose de 10mg/kg [21]. La mesure de l'inhibition de I'inflammation se faisait
en enroulant autour de la patte un fil de coton. En mesurant la longueur du fil, on obtenait le

diameétre de la patte. Les mesures étaient faites avant l'injection et 1, 2, 4 et 6 heures apres.

Les résultats ont montré que l'inflammation était maximale 4 heures aprés l'injection de
carraghénanes chez le groupe controle. Les doses de SDF de 200 et 400mg/kg ont montré une
diminution significative de l'inflammation, avec respectivement une efficacité maximale aprés 6
heures (29,33%) et 2 heures (44,00%). La dose de 100 mg/kg de SDF n'a pas montré de différence
significative. L'indométacine a montré un effet maximal apres 2 heures (50,67% d'inhibition)

légérement supérieur a celui de la SDF a 400mg/kg [Tableau 7].

Tableau 7 : Effet de la SDF et de I'indométacine sur I’cedéme induit par les carraghénanes

Table 5. Effect of SDF on Carrageenan-Induced Paw Oedema in Rats

Paw oedema (mm)

Treatment Dose (mg/kg) Initial paw size (cm)
lh 2h 4h 6h
Control 0 2.68+0.03 3.79E0.27 4.69+0.43 5.38+0.42 4.69%0.50
SDF 100 2.60£0.02 3.94%0.29 3.63x0.26 4.94+0.24 5.19£0.38
(—4.01) (22.67) (8.14) (—10.67)
SDF 200 2.65+0.01 2.94x0.27 3.44+0.33 3.94+043 3.31+0.38
(22.41)* (26.67)* (26.74)* (29:33)*
SDF 400 2.63+0.02 275037 2.63x0.35 3.31+031 3.06*0.39
(27.36)* (44.00)%* (3B.37)** (34.67)*
Indomethacin 10 2.63x0.01 2.94%0.20 2.31x0.36 2.7510.25 3.19%0.25
(22.41)* (50.67)y*** (48.84)%** (32.00y*
n=8. Values are expressed as mean=S.E.M. Percentages of inhibition are in brackets. * p<<0.05, = p<<0.01, ##* p<<0.001 vs. control.

3. Effet des dérivés salicylés sur la production de médiateurs de l'inflammation

L'effet des dérivés salicylés issus de Gaultheria yunnanensis sur les médiateurs de
l'inflammation a été étudi¢ par Zhang et al. en 2011 [39]. Les composés analysés étaient la
gaulthérine et le MSTG-A. Les expériences ont été réalisées sur des cellules RAW264.7 apres

activation par le LPS.
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La lignée de cellules RAW264.7 est une lignée de macrophages issus de souris, apres
transformation par le virus de la leucémie murine d'Abelson. Le LPS, ou lipopolysaccharide est un
constituant essentiel de la membrane des bactéries a Gram négatif. Il est composé de :

— une partie lipidique : le lipide A, qui permet l'ancrage dans la membrane externe

— un oligosaccharide qui constitue le noyau du lipopolysaccharide

— un polysaccharide : l'antigéne-O, pouvant étre constitu¢ de 1 a 50 monosaccharides.

C'est le domaine situé le plus a I'extérieur. L'antigéne-O qui est modifié pour chaque
sérovar d'une méme espece et qui permet le sérogroupage des sérovars.
Lorsque le noyau oligosaccharide ou I'antigene-O sont absents du LPS, on parle de rough-LPS (LPS
rugueux). Si les trois constituants sont présents, on parle de smooth-LPS (LPS lisse). Le LPS est
une endotoxine, il induit une réponse anti-génique avec activation des lymphocytes B, des

macrophages et du complément. Il provoque la synthése des médiateurs de 1'inflammation.

Pour chaque expérience réalisée, les cellules RAW264.7 étaient cultivées dans un milieu
nutritif, le DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium, un milieu de culture cellulaire dérivé du
EMEM - Eagle's minimal essential medium - contenant des acides aminés, des sels, du glucose, du
fer et des vitamines) auquel ont été ajoutés 10% de sérum de veau feetal inactivé par la chaleur,
2mM de L-glutamine, 100UIl/ml de pénicilline et 100pg/ml de streptomycine. L'incubation se faisait
a 37°C en présence de CO, a 5%.

— Production de cytokines pro-inflammatoires

Les cytokines étudiées ici sont le TNF-a, I'lL-1P et I'IL-6. Les cellules étaient incubées avec
de la gaulthérine ou du MSTG-A a des concentrations de 0,3, 1,0 et 3,0ng/ml pendant une heure
puis mises en contact avec le LPS (0,5ug/ml) pendant 12 heures pour le TNF-a et 1'L-6, et 18
heures pour I'IL-1f. L'inhibition de la production de cytokines pro-inflammatoires était mesurée par
ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay). Ce test est une méthode de dosage immuno-
enzymatique. Elle met en jeu des anti-corps dirigés contre la substance a détecter et des anti-corps
dirigés contre les premiers anti-corps. Les seconds anti-corps sont couplés a une enzyme qui
entraine une coloration. Les concentrations sont ensuite mesurées grace a la mesure de la densité
optique. Les anti-corps utilisés ici étaient des anti-corps anti-TNF-a, IL-1p et IL-6 de souris, et des
anti-corps secondaires couplés a une molécule de biotine, dirigés contre les premiers anti-corps. La

densité optique était mesurée 450nm.
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Les résultats montrent que le LPS augmente significativement la production des 3 cytokines

pro-inflammatoires étudiées, mais que cette production est inhibée de facon dose-dépendante par la

gaulthérine et le MSTG-A [Fig. 31, Tableau 8]. La gaulthérine et le MSTG-A ont donc une action

anti-inflammatoire par inhibition de la production des cytokines pro-inflammatoires.
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Fig. 31 : Effet de la gaulthérine (=J12122) et du MSTG-A (=J12123) sur la production des cytokines pro-inflammatoires sur des cellules RAW264.7

activées par le LPS
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Tableau 8 : Effet de la gaulthérine (=J12122) et du MSTG-A (=J12123) sur la production des cytokines pro-inflammatoires sur des cellules

Table 1. Inhibition of 712122 and J12123 on pro-inflammatory eytokines in RAW264.7 cells.

Pro-inflammatory Inhibition of J12122 (%0) Inhibition of J12123 (%)
cvtokine 0.3 pg/mL 1.0 pg/mL 3.0 pg/mL 0.3 pg/mL 1.0 pg/mL 3.0 pg/mL
TNF-a 1121 £208 3269+320 5646+298 1837x244 3992+£309 57.16=+632
IL-1p 53.58+£356 6440734 7567802 5447+£698 5693451 74337386
IL-6 6181401 7126646 73.15+437 3983542 5392+6.71 5873678

Data represent the mean + S D. from three separate experiments.
RAW264.7 activées par le LPS

— Production de NO

La production de NO est évaluée par le test de Griess, qui permet de détecter la présence de
nitrites par une réaction chimique qui entraine une coloration rose. En mesurant la quantité¢ de
nitrites produits, on peut estimer la quantit¢ de NO, en effet NO, est un des deux produits de
dégradation stables et non volatiles du NO. En présence de sulfanilamide et de N-1-
napthyléthylénediamine dihydrochloride en milieu acide dans de l'acide phosphorique, le nitrite
réagit pour former un composé azo, de couleur rouge [Fig. 32]. La quantit¢ de NO est ensuite
estimée photométriquement, par rapport a une courbe standard obtenue avec des concentrations

connues de nitrite de sodium [47].
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Fig. 32 : Test de Griess [48]

Les cellules étaient pré-traitées par la gaulthérine ou le MSTG-A a des concentrations de
0,1, 1,0 et 3,0ug/ml pendant une heure puis mises en contact avec le LPS aprés 12 heures
d'incubation. Un groupe contrdle n'a pas re¢u de dérivé salicylé et un groupe témoin n'a recu ni LPS

ni dérivé salicylé. Chaque expérience a été réalisée au moins 4 fois.
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Les résultats montrent que le LPS multiplie la production de NO par 12, et que cette
production est inhibée par la gaulthérine et le MSTG-A de fagon dose-dépendante [Fig. 33]. Cela
prouve que la gaulthérine et le MSTG-A ont une action anti-inflammatoire par inhibition de la

production de NO.

Figure 3. The inhibitory effects of 712122 and J12123 on LPS-stimulated NO accumulation.
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Data represent the mean + S.D. from three separate experiments. ¥*p < 0.01. sigmficant compared
with untreated control; p < 0.05, p < 0.01, significant compared with LPS alone.

Fig. 33 : Effet de la gaulthérine et du MSTG-A sur la production de NO sur des cellules RAW264.7

activées par le LPS

—  Production de ROS

La production de dérivés réactifs de I'oxygéne (ROS) a été mesurée en mettant les cellules
en contact avec une sonde fluorescente : DCFH-DA (2'-7'-dichlorodihydrofluorescein diacétate). Le
DCFH-DA subit une oxydation par les ROS, ce qui provoque la formation de DCF (2'-7'-

dichlorofluoresceine), fluorescente.

Les cellules étaient pré-traitées par la gaulthérine ou le MSTG-A a des concentrations de
0,1, 1,0 et 3,0ug/ml pendant une heure puis mises en contact avec le LPS pendant 12 heures. Un
groupe contréle n'a pas recu de dérivé salicylé et un groupe témoin n'a regu ni LPS ni dérivé
salicylé. Puis 10uM de DCFH-DA étaient mis en contact pendant 45 minutes. L'accumulation de
DCF ¢était détectée par une augmentation de la fluorescence a 525nm, aprés excitation des

échantillons a 488nm.
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Les résultats ont montré que le LPS augmente significativement la production de ROS, et
que cette augmentation est inhibée de facon dose-dépendante par la gaulthérine et le MSTG-A [Fig.
34]. Ces deux composés ont donc une action anti-inflammatoire en agissant sur la production de

ROS.

Figure 4. The inhibitory effects of 712122 and J12123 on LPS-stimulated ROS level.
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Data represent the mean + S.D. from three separate experiments. **p < 0.01. significant compared
with untreated control: "p < 0.05, 7p < 0.01, sipnificant compared with LPS alone.

Fig. 34 : Effet de la gaulthérine et du MSTG-A sur la production de ROS sur des cellules
RAW264.7 activées par le LPS

4. Conclusion sur l'effet anti-inflammatoire

Ces expériences ont permis de démontrer que la gaulthérine et ses dérivés, le MSTG-A et le
MSTG-B possédaient une action anti-inflammatoire dose-dépendante. L'expérience menée avec
I'huile de croton est efficace pour tous les inhibiteurs de COX, de lipooxygénases et de
phospholipase-A2. Cela suggére que les dérivés salicylés issus de G. yunnanensis pourraient avoir
le méme effet que les AINS et que l'aspirine, en inhibant les COX et la synthése de PGE,. De plus
les carraghénanes entrainent la synthése de prostaglandines, leucotriénes, sérotonine, histamine et
bradykinine ainsi que leur relargage au site inflammatoire ; la gaulthérine et ses dérivés pourraient
donc agir en empéchant ces médiateurs d'atteindre leur site d'action ou en bloquant leurs effets
pharmacologiques. L'expérience réalisée en 2011 met en évidence un effet anti-inflammatoire 1i¢ a
une inhibition des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, 1'lL-1p et I'[L-6, ainsi qu'une
inhibition de la synthése de NO et de ROS, ce qui montre une action anti-inflammatoire a différents

niveaux de la réaction inflammatoire de ces dérivés méthylsalicylés.
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Partie V :
Toxicité, activité anti-inflammatoire,

pharmacocinétique et métabolisation du

méthylsalicylate-2-O-f-D-lactoside.

Le MSL a fait I'objet de plusieurs études afin de démontrer ses activités anti-inflammatoire,

et analgésique, son absence de toxicité gastrique ainsi que pour élucider son métabolisme. Plus

récemment, des études ont été menées afin d'évaluer les potentialités du MSL dans la maladie

d'Alzheimer et l'arthrite.
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I. Cytotoxicité

La cytotoxicité du MSL est mesurée par le test MTT sur des cellules RAW264.7, par Zhang
et al. en 2012 [49] et Lan et al. En 2011 [50]. Zhang et al. ont mis en culture des cellules
RAW264.7 selon le procédé précédemment décrit et qui définit le test MTT. Les résultats ont
montré que le pourcentage de cellules survivantes sur les cellules contrdle n'est pas modifié. Le
MSL n'est donc pas cytotoxique pour les cellules RAW264.7 pour des concentrations allant de 0,01

a 100uM pendant 24h. Lan et al. ont abouti aux mémes conclusions.

II. Détermination de 1'activité anti-inflammatoire

1. Production de cvtokines pro-inflammatoires

La quantit¢ de cytokines pro-inflammatoires produites lors de l'activation des cellules
RAW264.7 est mesurée par ELISA. Les cytokines pro-inflammatoires étudiées ici sont le TNF-a,
I'TL-1P et I'[L-6 [49]. Les cellules RAW264.7 ont été¢ mises en contact avec le MSL pendant 1 heure
puis avec le LPS (0,5ug/ml) pendant 12 heures pour mesurer la quantit¢ de TNF-a et d'IL-6
produits, et 18h pour mesurer la quantité¢ d'IL-1p produite. Le MSL était testé a des concentrations
de 0,1, 1,0 et 10uM et le LPS était utilisé a une concentration de 0,5ug/ml. Pour chaque cytokine,
un groupe controle n'a pas regu de MSL avant l'incubation de LPS. Les anti-corps utilisés étaient
des anti-corps anti-TNF-a, IL-1pB et IL-6 de souris, et des anti-corps secondaires couplés a une

molécule de biotine, dirigés contre les premiers anti-corps.

Les résultats ont montré que les quantités de cytokines produites sont diminuées de fagon
dose-dépendante par le MSL [Tableau 9]. Le MSL inhibe donc la production de cytokines pro-

inflammatoires par les macrophages en réponse a une endotoxine, de fagon dose-dépendante.

Tableau 9 : Effet du MSL sur la production des cytokines pro-inflammatoires

Pourcentage de diminution de production des cytokines pro-

inflammatoires pour des concentrations de MSL de :

0,1uM 1,0uM 10uM
TNF-a 26% 44% 72%

IL-6 26% 40% 45%
IL-1B 17% 27% 33%
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2. Voie du NF-kB

1. Translocation de NF-kB dans le noyau

La quantification de la translocation de NF-kB dans le noyau se fait par
immunofluorescence indirecte. Des anti-corps anti-NF-«B sont utilisés pour fixer le complexe NF-
kB, puis des anti-corps dirigés contre les anti-corps anti- NF-kB; eux-mémes couplés a un

fluorochrome détecté par immunofluorescence, qui permettra de trouver la concentration.

Les cellules ont été traitées par MSL aux concentrations de 0,1 , 1,0 et 10uM pendant 1
heure puis mises en contact avec le LPS a une concentration de 0,5ug/ml pendant 30 minutes. Elles
ont été lavées puis fixées et incubées avec un anti-corps anti-NF-xB pendant 1h puis avec un anti-
corps secondaire conjugué a un fluorochrome (DyLight 488). Apres lavage, elles ont été plongées
dans une solution de Hoechst pendant 10 minutes dans le noir. La solution de Hoechst permet de
colorer I'ADN en bleu. Les protéines p65 de NF-«B sur laquelle se sont fixés les anti-corps
apparaissent alors en vert grace au Dylight-488 et les noyaux des cellules apparaissent en bleu grace
a la coloration de Hoechst. L'observation de la fluorescence de p65 et l'imagerie des cellules
vivantes ont été faites au microscope a des longueurs d'onde de respectivement de 494nm et 350nm

[49]. Les images obtenues ont ensuite été¢ superposées.
Les résultats ont montré que dans les cellules qui ont été mises en contact avec le LPS, p65
est déplacée dans le noyau et cette translocation est diminuée quand les cellules ont subi un pré-

traitement par le MSL. Le MSL bloque donc la translocation de p65 dans le noyau.

2. Liaison de NF-kB a 'ADN

La quantification de la liaison de NF-kB a I'ADN se fait par le test EMSA (Electrophoretic
Mobile Shift Assay). Il consiste a faire migrer par €électrophorése un fragment nucléotidique (sonde)
susceptible de se fixer a une protéine seul et mis en contact avec cette méme protéine. La vitesse de
migration est déterminée par le poids et la charge des molécules, donc quand la protéine se lie au

fragment nucléotidique, leur migration devient plus lente et on observe un retard de migration.

Les cellules RAW264.7 ont subi un traitement par MSL aux concentrations de 0,1 , 1,0 et
10uM pendant 1 heure puis elles ont ét¢ mises en contact avec le LPS 0,5ug/ml pendant 30
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minutes. Des extraits nucléaires ont ensuite ét¢é mis en contact pendant 20 minutes avec un
oligonucléotide marqué par une molécule de biotine et susceptible de fixer NF-xB [49]. La
spécificité de liaison a I'ADN a été vérifiee par 1'ajout d'un exces de 50 fois d'ADN non marqué.
Puis une ¢lectrophorése des échantillons a été¢ réalisée. L'ADN marqué a ¢été détecté par
chimiluminescence. La chimiluminescence est 'émission de lumiére lors d'une réaction chimique :
la molécule produite se trouve a 1'état excité et le retour a 1'état fondamental se fait par 1'émission

d'un photon.

Les résultats ont montré que le LPS seul induit une forte liaison de NF-xB a I'ADN, et que
I'addition de MSL inhibe de fagon dose-dépendante cette liaison. Les chercheurs ajoutent que
"10uM de MSL a presque totalement aboli la liaison de NF-xB a I'ADN induite par le LPS". Le
MSL est donc capable d'empécher la liaison de NF-xB a ' ADN.

3. Expression des protéines de la voie de NF-«xB

La mesure de l'expression des protéines de la voie du NF-«xB est réalisée par Western Blot.
La technique du Western Blot consiste a faire migrer sur un gel d'électrophorese des protéines
dénaturées selon leur poids moléculaire. Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane a
laquelle un courant électrique est appliqué, permettant de faire migrer les protéines chargées. Les
protéines sont ensuite mises en contact avec des anti-corps dirigés contre les protéines puis avec des
anti-corps secondaires qui se fixent sur les anti-corps primaires et sont marqués par des enzymes
émettant un signal colorimétrique ou photométrique. La mesure des concentrations se fait par
densitométrie : la densité optique de papier ou de film photographique aprés exposition a la lumiere

produite par les enzymes marquées est mesurée.

Les cellules RAW264.7 ont subi un traitement par MSL aux concentrations de 0,1 , 1,0 et
10uM pendant 1 heure puis elles ont été mises en contact avec le LPS 0,5ug/ml pendant 30
minutes. Des extraits cytosoliques et nucléaires de protéines de ces cellules ont été isolés et Western
Blota été réalisé. Apres lavage des membranes, celles-ci ont subi une incubation par des anti-corps
anti-NF-xB p65, anti-IKK-f, anti-phospho-IKK-, anti-IkB-a et anti-phospho-IkB-a pendant une
nuit, & 4°C. Puis aprés 3 lavages, les membranes ont été mises en contact avec des anti-corps

secondaires. La densité optique des différentes préparations a été mesurée [49].
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Les résultats ont montré que la stimulation des macrophages par le LPS entraine une
augmentation de IKK-f phosphorylé, une diminution de IxB-a (ce qui traduit une augmentation de
sa dégradation), une diminution de NF-kB dans le cytoplasme et une augmentation de NF-«B dans
le noyau. Lorsque les macrophages ont été traités par MSL, les effets du LPS sont inhibés de fagon
dose-dépendante [Fig. 35]. Le MSL permet donc de limiter la phosphorylation de IKK-f, la
dégradation de IxB-a et la translocation de NF-kB dans le noyau ; ce qui signifie un blocage de la

voie du NF-«xB et donc de I'inflammation.
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Fig. 35 : Effets du MSL sur des cellules RAW264.7 activées par le LPS, au niveau de la voie du NF-kB
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3. Production de NO

La production de NO a été quantifiée par le test de Griess. Les cellules RAW264.7 ont été
pré-traitées par MSL a des concentrations de 0,1 , 1,0 et 10uM pendant 1 heure puis activées par le
LPS aprés 12 heures d'incubation [49].

Les résultats ont montré que la production de NO était augmentée de 1'ordre de 12 fois pour
les cellules RAW?264.7 traitées par le LPS, et que lorsque les cellules étaient pré-traitées par MSL,
cette augmentation était diminuée de 25% pour une concentration de MSL de 0,1uM, 49% pour une
concentration de MSL de 1,0uM et 58% pour une concentration de MSL de 10uM. Le MSL a donc

bien une activité inflammatoire par inhibition de la production de NO.

4. Production de ROS

La production de ROS a été mesurée en mettant les cellules en contact avec la sonde
fluorescente DCFH-DA. Les cellules RAW264.7 ont été traitées par MSL a des concentrations de
0,1, 1,0 et 10uM pendant 1 heure puis activées par le LPS pendant 12 heures. Le DCFH-DA a été
ajouté pendant 45 minutes. Puis I'accumulation de DCF a été mesurée par spectrofluorometre a

525nm, apres excitation des échantillons a 488nm [49].
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Fig. 36 : Effets du MSL sur des cellules RAW264.7 activées par le LPS : (A) cytotoxicité (B-D) mesure
de la production de TNF-a, IL-6, IL-1p par ELISA (E-F) mesure de la production de NO et ROS
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Les résultats ont montré que le LPS induit une augmentation de ROS de plus de 30 fois par
rapport aux cellules n'ayant par recu de LPS ni de MSL ; et que cette augmentation était réduite de
20% pour les cellules traitées par MSL a une concentration de 1,0uM et de 49% pour les cellules
traitées par MSL a une concentration de 10uM. Les cellules traitées par 0,1uM de MSL n'ont pas
montré de différence significative au niveau de la production de ROS, par rapport aux cellules ayant

recu le LPS et pas de MSL [Fig. 36].

5. Conclusion sur I'activité anti-inflammatoire

Les expériences réalisées ont démontré que le MSL posséde une action anti-inflammatoire.
Le MSL agit en supprimant l'activation du NF-kB par IKK-f : il empéche la dissociation de la
sous-unité¢ IkB-a du NF-kB et sa dégradation, ce qui bloque la translocation de NF-xkB dans le
noyau et donc sa liaison a I'ADN, aboutissant a l'inhibition de la production de cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-a et les IL-1J et 6. Le MSL a aussi inhibé la production de NO et
de ROS induite par le LPS dans les macrophages. NF-kB est impliqué dans la régulation de la

transcription de NO ce qui explique en partie cette diminution.

Zhang et al. mentionnent [49] également une étude réalisée mais non publiée selon laquelle
le MSL posséde un effet anti-inflammatoire marqué mais aussi une toxicité gastro-intestinale
réduite par rapport a l'aspirine. Cette étude a été réalisée en recherchant des Iésions de la muqueuse

gastrique de rats apreés administration d'une dose unique de MSL ou d'aspirine.
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II1.Pharmacocinétique et métabolisation in vivo du MSL

1. Chez le chien

D'apres les travaux menés en 2013 par Dan Zhang et al. [51].

L'étude vise a déterminer le métabolisme du MSL chez le chien et obtenir des informations
sur son mécanisme d'action. 6 chiens ont été utilisés pendant I'expérience. Ils ont été mis a jeun
pendant 16 heures avec acces a l'eau, et autorisés a manger 4 heures aprés l'administration des
doses. Le MSL a été administré par voie orale a 3 dosages : 200, 400 et 800mg/kg. Des
prélevements sanguins ont été effectués a 5, 10, 15, 30, 45 minutes, 1 heure, 1,5, 2, 3, 4,, 6, 8, 10,
12, 24, 36 et 48 heures. Le MSL a ensuite ét¢ administré par voie intraveineuse a la dose de

20mg/kg. Des prélevements ont été effectués a 2, 5, 10, 15, 20, 30, 45 minutes, 1, 2, 3 et 4 heures.

Aprés administration orale de MSL, seul I'acide salicylique est observé dans le plasma des
chiens. Il apparait dans le plasma a partir de 15 minutes aprés administration de MSL, ce qui
signifie une absorption rapide. Les concentrations maximales en acide salicylique sont atteintes a 10
heures, et sont de 53,72+15,32pg/ml, 129,3+24,88ug/ml et 200,54£52,16pg/ml pour des
concentrations de MSL respectives de 200, 400 et 800mg/kg. Les demi-vies de l'acide salicylique
sont respectivement de 2,2840,83 heures, 4,22+1,18 heures et 5,63+£2,51 heures. Les
biodisponibilités absolues calculées d'apres la formule de Tian ef al., 2012 sont respectivement de
90,9%, 89,2% et 86,5% [Tableau 10].

Aprés administration par voie intraveineuse, le MSL reste inchangé et on n'observe pas de
formation de métabolite. Sa concentration diminue progressivement, avec une demi-vie de 0,65+,11

heure [Fig. 37].

Tableau 10 : Paramétres pharmacocinétiques du MSL aprés administration orale et IV

Table 4. The pharmacokinetic parameter of three doses (noncompartment) by oral administration (salicylic acid) in dogs and the
pharmacokinetic parameter of one dose by intravenous injection (MSL) in dogs.

Parameter Units i. v. dose (mg/kg) p.o. dose (mg/kg)

20 200 400 800
AUC,_p ug/L h 23845951 627 +£187.75 1684 +561.33 3311£1526.53
MRTo-g h 0.84 +0.06 1047 +£2.81 11.61+3.16 1446 +1.77
T2 h 0.65+0.11 2.28+0.83 422+1.18 5634251
T h 0.03 10.00+0.58 8.00+ 057 10.00+1.15
 CH pg/ml 354.19 £95.66 53.#2:4:1:5.52 129.3 £ 24.88 200.54+52.16
Fabsso 90.90 89.20 86.50

AUCy_, Area under the plasma concentration-time curve from 0 to time t; MRT, mean residence time; T, , half-life; T,,,., time to
reach maximum concentration; C,,.,maximum concentration; F,.q, absolute bioavailability.
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Fig. 37 : Concentration plasmatique en fonction du temps : (A) acide
salicylique apres administration orale de 3 doses différentes de MSL ;

(B) MSL apres administration IV de 20mg/kg de MSL

Apres administration orale, seul le métabolite du MSL est retrouvé dans la circulation
sanguine, ce qui signifie que la molécule a été transformée en acide salicylique avant ou pendant
son absorption. L'administration par voie intraveineuse confirme cette hypothése : le MSL n'est pas
métabolisé quand il est présent dans la circulation sanguine. De plus, I'étude a montré 'apparition
du métabolite du MSL a partir de 15 minutes apreés son administration orale : cela prouve une
absorption rapide, probablement au niveau de l'intestin greéle. Le MSL, comme la gaulthérine, est
certainement clivé enzymatiquement par les glycosidases de bactéries commensales présentes dans
le tube digestif en salicylate de méthyle, puis par des estérases présentes dans le plasma, le foie et

l'intestin en salicylate.

2. Chez le singe

D'apres les travaux menés en 2014 par He et al. [52].

L'étude a été réalisée chez 16 singes adultes. 4 ont été utilisés pour tester I'administration par
injection, et 12 pour I'administration par voie orale (pour chaque groupe, la moiti¢ de males et la
moitié¢ de femelles). Avant I'administration, les singes €taient mis a jeun pendant 12 heures , avec un
acces libre a I'eau. Le jour de l'expérience, les singes recevaient une dose unique de MSL a 200, 400
ou 800mg/kg. Des échantillons sanguins étaient prélevés, a TO, 30 minutes, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12,
24 et 48 heures. Les singes qui recevaient une dose de MSL par voie intraveineuse étaient prélevés

aTo, 5,10, 15, 30, 45 minutes, 1, 1,5, 2, 3, 4, 6 et 8 heures.
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Concernant la voie intraveineuse, les résultats confirment ceux obtenus chez le chien : seul
le MSL est observé, qui sera éliminé rapidement. Aucun métabolite n'est détecté. Par voie orale, on
observe la formation d'acide salicylique dans les 30 minutes apres 1'administration. La concentration
maximale et I'AUC augmentent avec la dose, mais le Ty est atteint plus rapidement que chez le
chien, ce qui suggeére une absorption plus rapide chez le singe. Les résultats montraient également

une absence de linéarité¢ de la pharmacocinétique suivant les doses [Fig. 38 ; Tableau 11].
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Fig. 38 : Concentration en MSL et en acide salicylique apres (A)
administration intraveineuse et (B) administration orale de

différentes doses de MSL chez des singes rhésus

Tableau 11 : Principaux parametres pharmacocinétiques aprés administration de MSL chez des singes rhésus
Table 4
Main pharmacokinetics parameters of MSL and SA in rhesus monkeys (n=4, mean +SD).

Parameters Units Oral dose (mg/kg) Intravenous dose (mg/kg)
800 400 200 20

AUCq g pg/mL h 1107.76 + 502.83 701.04 + 193.61 195.16 + 94.39 56.63 +7.73

MRTg_¢ h 6.85+0.81 6.04 +0.19 403 +0.35 0.60 +0.043

tip h 241+134 1.28 +0.78 0.73+0.34 0.50 +0.04

Giitaxe pg/mL 171.83 + 5493 13846 + 18.25 48.79 +24.70 86.48 +9.40

Tenax h 7.00+ 116 6.50 + 1.00 3.75 + 0.50 0.08 +0.00

CL L/h/kg 0.83 +063 0.60 +0.20 125+ 0.64 035+0.05

Fapp % 168.72 + 76.58 213.54 + 58.98 118.89 + 57.50
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Cependant, les résultats concernant la biodisponibilité orale du MSL sont incohérents : les
valeurs obtenues sont de plus de 100%. Cela peut suggérer que l'absorption gastro-intestinale est
bonne, mais également une surestimation de cette biodisponibilité. De tels résultats sont rares mais
ont déja été reportés. Plusieurs hypothéses ont été émises : la molécule étudiée pourrait étre un
substrat d'un transporteur, et des interactions avec le transporteur pourraient modifier les valeurs de
biodisponibilité (Ward et al., 2004 a [53] et b [54]) ; une cause physiologique ou des artefacts
expérimentaux peuvent aussi €tre évoqués. Une autre hypothese est que les concentrations utilisées
de MSL, qui montraient une absence de lin€arité, pourraient étre la cause de cette biodisponibilité
erronée (les concentrations utilisées se trouveraient a l'extérieur de la zone de linéarité
pharmacocinétique). Des études complémentaires sont donc nécessaires pour identifier les causes

potentielles de la surestimation de la biodisponibilité.

3. Chezle rat

D'apres les travaux menés en 2015 par Dan Zhang et al. [55].

Le MSL a été administré par voie orale a la dose de 300mg/kg chez des rats et par voie
intraveineuse a la dose de 15mg/kg. Les résultats concernant l'administration intraveineuse
confirment les résultats précédemment obtenus: les concentrations de MSL diminuent
progressivement et aucune apparition de son métabolite n'est constatée. Concernant 'administration
par voie orale, le MSL a montré une C.x de 0,67+/-0,13pg/ml avec une T de 0,05 heure. Le
métabolite, 1'acide salicylique apparait rapidement avec une Cpax 72,67+/-10,04pg/ml pour un T
de 8+/-1,41 heures [Tableau 12]. Les clairances respectives du MSL et de I'acide salicylique étaient

de 4,0x10°L/h/kg et 141,99L/h/kg.

Tableau 12 : Paramétres pharmacocinétiques du MSL et de l'acide salicylique aprés administration orale de 300mg/kg de MSL chez le rat.

Table 5

Pharmacokinetic parameters of MSL and AS after single oral or intravenous administration of 300 mgfkg of MSL in rats,
Parameters Unit Oral [A'A

MSL AS MSL

AUC (0-1) pe/L*h 0.75 +£0.21 84131 £ 2134 10483 +£ 9,13
MRT (D-t) h 0.67 £ 0.06 832+ 204 056 £+ 0.02
bz h 0.21 + 0.08 277 +011 046 + 0.03
T h 05+ 0.02 g4 141 0.03
Crrax pg/ml 0.67 +0.13 7267 £ 10.04 207.38 + 1474
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Concernant la distribution tissulaire du MSL, il est principalement retrouvé dans la rate, le
foie, le cerveau et l'estomac, dans les 2 heures suivant son administration orale. L'acide salicylique
est identifi¢ dans le foie, les reins, les poumons, le cceur, les organes génitaux. Ses concentrations
¢taient plus importantes 6 heures apreés son administration que 2 heures ou 12 heures aprés [Tableau

13]. Tous deux ont montré une capacité a passer la barriere hémato-encéphalique.

Tableau 13 : Concentrations tissulaires du MSL et de 1'acide salicylique aprés administration orale de 300mg/kg de MSL chez le rat

Table 6
Tissue contents of MSL and AS in various rat organs after oral administration of 300 mg/kg of MSL.

Tissue AS (nglg) MSL{pglg)
2h 6h 12h 2h

Ovary 3.64 +£0.88 15.08 + 5.36 8.28 + 4.08 ND

Testis 8.36 + 4.86 13.84 + 6.16 6.28 + 1.72 ND

Heart 9.88 + 6.16 1632 + 7.32 1112 + 2.76 ND

Liver 12.68 £ 7.08 18.48 + 6.2 8.12 + 4.64 2.08+0.64

Lung 1416 +9.24 21.76 + 6.92 16.72 + 4.64 ND

Kidney 3112 £ 16.72 32.88 + 6.6 3284+ 7.76 ND

Brain 1.64 £22 352+ 1.44 216 £ 0.36 0.56+0.28

Stomach 10.68 + 3.08 7.16 + 4.32 7.96 + 2.92 0.19+0.12

Intestine 11.962.52 1112 + 3.04 7.04 + 1.56 ND

ND: <0.2 pg/g.

L'excrétion urinaire du MSL montre un pic de concentration entre 0 et 6 heures, qui décline

jusque 72 heures aprés administration orale tandis que l'acide salicylique présente des
concentrations maximales entre 12 et 24 heures pour diminuer jusque 72 heures apres
I'administration. Le taux d'excrétion urinaire était de 9,9%. L'excrétion fécale du MSL et de I'acide
salicylique montre une concentration maximale entre 36 et 48 heures, qui diminue progressivement.

Le taux d'excrétion fécale était de 0,21% [Fig. 39].
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Fig. 39 : Concentrations en fonction du temps du MSL et de l'acide salicylique dans les urines (A) et les fécés (B) aprés administration orale de

300mg/kg de MSL

71



Plusieurs métabolites ont été excrétés. Les chercheurs ont proposé différentes voies

métaboliques permettant d'obtenir ces composés a partir du MSL [Fig. 40].
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Fig. 40 : propositions de voies métaboliques du MSL

La biodisponibilité orale du MSL était trés basse, de l'ordre de 0,07%, suggérant une

hydrolyse du MSL dans le tractus gastro-intestinal et un effet de premier passage hépatique, ou une

absorption intestinale faible.
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IV. MSL et inflammation dans la maladie d'Alzheimer

1. Maladie d'Alzheimer, cellules gliales et AINS

Les cellules gliales constituent 1'environnement des neurones, elles assurent le maintien de
I'homéostasie, sont capables de nourrir les neurones en leur apportant I'oxygeéne et les nutriments
nécessaires a leur fonctionnement, produisent la myéline et protégent le tissu nerveux des
pathogénes et des cellules mortes. Il existe 4 types de cellules gliales : les astrocytes, les cellules de
Schwann, les cellules de la microglie et les oligodendrocytes. La microglie représente la population
de macrophages du cerveau et de la moélle épinic¢re. Les cellules microgliales sont capables de
phagocytose et produisent les médiateurs de l'inflammation lorsqu'elles sont activées. Les
astrocytes, cellules en forme d'étoile, jouent un rdle dans le maintien de la barriére hémato-
encéphalique, en controlant le flux sanguin, l'oxygene, les nutriments et les ions qui passent la
barriere. Ils sont également impliqués dans la défense immunitaire et la protection et la réparation
des tissus apres une lésion. Ils sont capables de libérer des neurotransmetteurs (on parle dans ce cas

de gliotransmetteurs) et des ions Ca*".

La maladie d'Alzheimer est une maladie neurodégénérative qui provoque un déficit cognitif
croissant chez le malade. De nombreuses molécules immunitaires sont associées au parenchime du
cerveau du malade souffrant de la maladie d'Alzheimer, principalement dans et autour des 1ésions
dues a la maladie : plaques séniles et enchevétrements neurofibrillaires (agrégats intracellulaires de
protéine Tau hyperphosphorylée). Parmi ces molécules, on retrouve le complément, des cytokines
pro-inflammatoires dont les IL-1 et 6, la CRP, la M-CSF [56]. 1l existe une signalisation paracrine
grace aux métabolites de I'acide arachidonique : les COX qui permettent la syntheése des PG, et les
LOX qui permettent la synthése des leucotrienes. Il a été mis en évidence que les concentrations de
PGE: étaient multipliées par 5 chez la personne atteinte de la maladie d'Alzheimer dans le LCR. De
plus, la 5-LOX pro-inflammatoire augmente avec l'dge dans le cerveau des mammiferes. Les
marqueurs de l'inflammation sont associés a la production de substances potentiellement
neurotoxiques : les ROS et le NO, dont les concentrations chez le malade atteint d'Alzheimer ont été

reportées comme largement augmentées [56].

L'hypothese actuellement retenue est que l'activation précoce de la microglie permettrait de
délayer l'apparition de la maladie d'Alzheimer en évitant la formation des dépots de peptide P-

amyéloide. Mais paradoxalement, 1'activation chronique de ces macrophages provoque aussi la
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formation de médiateurs de l'inflammation qui peuvent avoir une toxicité sur les neurones. De plus,
avec l'age, une dystrophie peut apparaitre chez les cellules microgliales. Les astrocytes
participeraient au développement de la maladie d'Alzheimer en entretenant 1'inflammation par la
libération de cytokines pro-inflammatoires, chémokines et NO. Ils sont activés a proximité des
plaques séniles pour évacuer les peptides P-amyéloides et les débris de neurones ; mais ils ont
¢galement ét¢ mis en cause dans la formation de plaques séniles. L'inhibition de l'inflammation
neuronale en bloquant I'activation de la microglie et des astrocytes pourrait donc permettre

d'empécher l'apparition et la progression de la maladie d'Alzheimer [56].

Des études épidémiologiques [57;58;59;60] ont montré que des patients traités par AINS de
facon chronique pour de l'arthrite avaient moitié moins de chances de développer la maladie
d'Alzheimer que le reste de la population. Les AINS diminuaient le risque de développer la maladie
d'Alzheimer de 80% si ils étaient utilisés pendant une période supérieure a 2 ans chez des sujets de
plus de 55 ans non recensés comme déments ; ils auraient donc un effet protecteurs vis-a-vis de la
maladie d'Alzheimer. Mais les études qui cherchaient a démontrer que les AINS inhibiteurs de COX
et la prednisone chez des personnes atteintes de la maladie d'Alzheimer pouvaient ralentir la

progression de la maladie d'Alzheimer n'ont pas montré de résultats concluants.

2. Action anti-inflammatoire du MSL sur les cellules gliales

Lan et al. [50] ont réalisé une étude portant sur le MSL et son activité anti-inflammatoire sur
la microglie et les astrocytes apres activation par le LPS. Le MSL était utilisé & des concentrations
de 0,1, 1,0 et 10uM. Leurs résultats mettent en évidence :

— une absence de cytotoxicité du MSL.

— Un effet inhibiteur de l'activité enzymatique des COX-1 et 2 sur les cellules activées par
LPS, et un effet inhibiteur de l'activité¢ enzymatique de la COX-1 seule sur des cellules
n'ayant pas été traitées par LPS. Le MSL agit donc comme un inhibiteur de COX non
sélectif, et de fagon dose dépendante a la fois dans les astrocytes et la microglie.

— Une inhibition par le MSL de la production de NO par les cellules de la microglie et les
astrocytes apres induction par LPS, de mani¢re dose-dépendante. Une inhibition de la
production de iNOS pour une concentration de MSL de 10uM a également été constatée.
Cela suggere que le MSL inhibe le relargage de NO, de fagon partielle par blocage de la
formation des iNOS.
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— Une inhibition par le MSL de la synthése de cytokines pro-inflammatoires sur les cellules de
la microglie et les astrocytes activés par LPS, de maniere dose-dépendante. Les cytokines
étudiées étaient le TNF-a, I'IL-1p et I'IL-6.

— Une inhibition de l'activation de NF-kB par le MSL sur les cellules de la microglie et les
astrocytes activés par LPS. Plus précisément, une inhibition de la phosphorylation de IKK-j,
une inhibition de la dégradation de IkB et une réduction des concentrations de NF-kB-p65

(soit la forme activée de NF-xB). Le MSL agit de facon dose-dépendante.

Ces résultats démontrent une activité¢ anti-inflammatoire du MSL sur la microglie et les
astrocytes, en agissant a la fois sur les COX, la voie du NF-«xB et la production de NO et iNOS. Ils
laissent supposer une efficacité du MSL dans le traitement des maladies neuroinflammatoires, dont

la maladie d'Alzheimer.
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V. MSL et arthrite

1. Polvarthrite rhumatoide, cellules svnoviales

L'articulation est composée de deux os reliés par des ligaments. Les deux extrémités
osseuses sont recouvertes de cartilage articulaire. L'articulation est entourée d'une capsule
articulaire fibreuse elle-méme recouverte par les muscles et tendons. Elle permet de délimiter
l'articulation et d'en assurer la stabilité. Les cellules synoviales situées au niveau de la membrane
synoviale tapissant la capsule articulaire produisent le liquide synovial qui lubrifie 1'espace inter-

articulaire [Fig. 41].
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Fig. 41 : schéma d'une articulation [56]

La membrane synoviale est composée d'une couche externe pouvant étre graisseuse ou
fibreuse. La couche interne est, elle, composée de cellules : des macrophages (macrophage-like
synoviocytes) permettant la phagocytose et des fibroblastes (fibroblast-like synoviocytes, FLS) qui

sécretent l'acide hyaluronique et les protéines présentes dans le liquide synovial.

La polyarthrite rhumatoide est une maladie articulaire chronique. Elle provoque douleurs,
inflammation et entraine une déformation pouvant aller jusqu'a une destruction des articulations
touchées. L'atteinte est le plus souvent bilatérale et symétrique. La maladie est caractérisée par des
poussées alternées par des phases de rémission. Une infiltration de cellules immunitaires dans la
capsule synoviale conduit a la formation d'un pannus inflammatoire, 1'érosion du cartilage

articulaire et la destruction progressive de l'articulation. Le liquide synovial du patient atteint de
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polyarthrite thumatoide contient des lymphocytes T, des macrophage-like synoviocytes, des FLS,
des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1B, IL-6), ainsi que des cyclooxygénases ; ce qui
contribue au maintien du processus inflammatoire. Les cytokines pro-inflammatoires entrainent la
prolifération des FLS et I'activation de NF-kB, d'ou un cercle vicieux entretenant l'inflammation
[61;62;63;64]. Plusieurs voies de signalisation sont impliquées dans la polyarthrite rhumatoide,
telles que les voies de JAK/STAT, MAPK, NF-kB et PI-3, activées notamment par des cytokines

pro-inflammatoires parmi lesquelles on retrouve le TNF-a, I'IL-6, I'IL-1p [65].

2. Action du MSL sur l'inflammation articulaire de 1a polyarthrite rhumatoide

En 2009, Xiong et al. [66] avaient réalisé une étude sur l'effet de la plante G. yunnanensis
sur l'arthrite chez le rat. Leurs résultats ont montré un effet anti-inflammatoire important, et plus
particulierement concernant l'extrait éthanolique a 30%, sur l'arthrite induite par l'adjuvant de

Freund.

Xin et al. (2014) [67] ont étudié I'effet anti-inflammatoire du MSL chez des souris chez
lesquelles a été induite une arthrite. Ils ont utilisé des rats (15) et souris males (70), et des doses de
MSL de 200, 400 et 800mg/kg, ainsi que du méthotrexate (MTX - 2mg/kg). Une premicre
expérience (A) consistant en l'immunisation des animaux avec du collagéne de type 2 issu de poulet
et de I'adjuvant de Freund a JO. Une deuxiéme immunisation €tait réalisée a J21. Un groupe controle
n'a pas été immunisé mais a regu une solution saline. A J20, les souris étaient traitées avec les 3
différentes doses de MSL ou une solution saline. Ils recevaient la méme dose tous les jours jusqu'a
J24. Les souris étaient ensuite exécutées pour évaluer I'effet du MSL sur la voie du NF-«B [Fig. 42].
La seconde expérience (B), menée pour étudier les effets thérapeutiques du MSL, consistait en
'administration a partir de J26, des 3 différentes doses de MSL pour 3 groupes, du MTX pour un
quatriéme groupe ou de la solution saline pour le groupe contréle. L'administration, orale, était
réalisée quotidiennement jusque J53 [Fig. 42]. A partir de J31, I'arthrite était évaluée par un score :

— 0 (normal)

— 1 (rougeur et cedéme de la cheville ou d'un doigt)
— 2 (2 articulations touchées)

— 3 (plus de 2 articulations touchées)

— 4 (arthrite sévére)

L'épaisseur de la patte était également relevée. A J53, les souris étaient exécutées et les articulations
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¢étaient étudiées : histologie, photographie, détection de substances pro-inflammatoires, évaluation
de 1'é¢tat de la muqueuse gastrique. Les rats ont également subi une administration de MSL et

d'aspirine a 200mM. Leurs estomacs étaient ensuite observés a la recherche de 1€sions.
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Fig. 42 : schéma récapitulatif de I'administration des doses

Les résultats ont montr¢ :

— une toxicité gastrique négligeable lors de 1'administration d'une dose importante et unique de
MSL, de plus aucun saignement ou ulcére n'a été observé lors de I'administration chronique
de MSL chez les souris de 1'expérience B.

— une inhibition de la progression de l'arthrite de fagon dose-dépendante pour les dosages a
400 et 800mg/kg par rapport au score mesurant la sévérité¢ de l'arthrite et 1'épaisseur de la
patte. La dose de 200mg/kg n'a pas montré d'effet significatif. La destruction des os et la
déformation articulaire ont été significativement diminuées pour ces mémes doses. De plus,
I'¢tude histologique des articulations a montré que les doses de 400 et 800mg/kg
permettaient de diminuer l'infiltration inflammatoire et I'érosion osseuse.

— Une diminution significative de la production de cytokines pro-inflammatoires de fagon
dose dépendante.

— Une inhibition de la prolifération des FLS lorsque les cellules étaient activées par le TNF-a ;
ainsi qu'une diminution de la production d'IL-6 et IL-1P par les FLS aprées activation par le

TNF-a de fagon dose dépendante.
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— Une diminution de la sécrétion de PGE, et une inhibition non-sélective des COX de fagon
dose dépendante par le MSL chez les souris arthritiques.

— Une inhibition de l'activation de NF-kB avec inhibition de la phosphorylation de IKKa,
IKKp et NF-kB-p65 et inhibition de la translocation de p65 vers le noyau cellulaire des FLS.

Ces résultats montrent que le MSL aux doses de 400 et 800mg/kg agit comme un anti-
inflammatoire capable d'inhiber la formation du pannus inflammatoire de la polyarthrite
rhumatoide, I'érosion du cartilage articulaire et la destruction progressive de l'articulation, en
inhibant la production de cytokines pro-inflammatoires, en bloquant la voie du NF-xB et en
inhibant les COX, sans provoquer de lésions gastriques. Cet effet anti-inflammatoire était dose-
dépendant. Ces résultats supposent donc une efficacité potentielle du MSL pour traiter la

polyarthrite rhumatoide.

Récemment, Zhang et al. (2015) [68] ont réalisé de nouvelles expérimentations sur des rats
chez lesquels avait été induite une arthrite et des macrophages RAW 264.7 activés par le LPS.
L'arthrite était induite par un adjuvant composé d'une solution de Mycobacterium butyricum
inactivé par la chaleur dans du FCA, injectée a la surface plantaire de la patte arriére droite des rats.
7 jours apres l'injection, les rats étaient divisés en plusieurs groupes : un groupe controle ayant recu
une injection de solution saline, un groupe mode¢le ; ces 2 modeles recevant une solution journaliere
de CMC-Na 0,5%, 3 groupes recevant tous les jours par voie orale 150, 300 et 600mg/kg de MSL,
et un groupe contrdle positif recevant tous les jours des GTW (Tripterygium wilfordii glycosides) a
40mg/kg.L'expérience était poursuivie pendant 28 jours, et le diametre de la patte arriere était
mesuré a J10, 14, 16, 18, 20, 22, 24 et 28. A J30, les rats étaient exécutés et leurs articulations
observées. Un score était attribué en fonction des modifications histologiques entrainées par
l'arthrite (0: pas de changements, 1 : 1égéres modifications, 2 : modifications prononcées, 3 :
changements sévéres). En méme temps, des échantillons de sang étaient prélevés pour évaluer les
concentrations de cytokines pro-inflammatoires (TNF- et IL-1beta). Les chercheurs ont également
étudi¢ l'activité du MSL sur les COX-1 et 2 et la voie de signalisation de MAPK chez les
macrophages RAW 264.7.

Leurs résultats mettent en évidence que les groupes traités par MSL étaient capables de
diminuer l'arthrite des rats. A J14, MSL 600mg/kg et GTW 40mg/kg étaient capables de réduire
significativement l'inflammation. A partir de J20, les 3 dosages de MSL permettaient d'obtenir une

réduction de l'inflammation, et les dosages a 300 et 600mg/kg se révélaient aussi efficaces que le

79



GTW. Concernant ['évaluation histologique, le traitement par MSL permettait de diminuer
l'infiltration inflammatoire, 1'épaississement du synovium et I'augmentation de l'espace synovial.
L'effet ¢était dose-dépendant, et le MSL a 600mg/kg s'est révélé plus efficace que le GTW. La
production de TNF- et IL-1beta était réduite de facon significative, et les doses de 300 et 600mg/kg
¢taient aussi efficaces que le GTW. Les expériences menées sur l'activité des COX montrent
également que le MSL a une activité anti-COX-1 et 2, en diminuant la production de PGE,. De plus,
le MSL a montré qu'il inhibait la voie de signalisation de MAPK chez les cellules RAW 264.7

activées par le LPS. Cette inhibition permet en partie de diminuer 1'expression et l'activité¢ des COX.
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VI. Conclusion sur le MSL

Le MSL a démontré une activité anti-inflammatoire, en agissant a la fois sur les COX, la
production de cytokines pro-inflammatoires, de iNOS, NO et ROS, et les voies de signalisation du
NF-«B et des MAPK, de fagon dose-dépendante. Les études pharmacocinétiques réalisées pour des
concentrations de 200, 400 et 800mg/kg chez le chien et le singe montrent cependant des résultats
différents, laissant supposer un profil différent chez les primates, avec des résultats contradictoires :
des ¢études plus approfondies mériteraient d'étre effectuées, avec une gamme de concentrations plus

étendue.

Le MSL a également prouvé son efficacité dans la réduction de l'inflammation des cellules
de la microglie et des astrocytes, ainsi que des synoviocytes. Ces résultats permettent d'entrevoir de
nouvelles potentialités de traitement pour les maladies neuro-inflammatoires et la polyarthrite
rhumatoide. De plus, 'absence de toxicité du MSL sur les cellules de la muqueuse gastrique
représente un réel avantage de ce dérivé salicylé sur l'aspirine, qui posseéde un effet ulcérogéne

marque.
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Conclusion

Gaultheria yunnanensis, déja connue en médecine traditionnelle chinoise dans le traitement
des rhumatismes et des douleurs articulaires, possede quatre dérivés salicylés ayant démontré des
actions anti-inflammatoires et antalgiques marquées. La gaulthérine, le MSTG-A et le MSTG-B, ses
dérivés, ont été les premiers étudiés. Les recherches se sont depuis focalisées sur le MSL : il a
démontré une efficacité sur des cellules gliales, prouvant un probable potentiel dans le traitement de
maladies neuroinflammatoires, et également une efficacité¢ sur les synoviocytes, permettant de

supposer une efficacité dans le traitement de la polyarthrite rhumatoide.

Les dérivés salicylés issus de Gaultheria yunnanensis agissent a la fois sur les COX, la
production de cytokines pro-inflammatoires, de iNOS, NO et ROS, et les voies de signalisation du
NF-kB et des MAPK. Leur action est dose-dépendante, et les données sur leur métabolisme
suggerent une action prolongée. De plus, ils présentent un avantage majeur en comparaison a l'acide
salicylique et aux AINS : leur absence de toxicité gastrique, due au métabolisme : en effet, ils sont
clivés par des glycosidases bactériennes au niveau de la flore intestinale avant d'étre absorbés dans
le plasma sous forme de salicylate de méthyle, lui-méme clivé par des estérases en acide

salicylique.
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Annexes

Annexe 1 : Composition détaillée de Gaultheria yunnanensis.
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Annexe 1 : Composition détaillée de Gaultheria yunnanensis.

Nom ePrii‘irétree Graine Feuille Tige agr?zt;iis Racine
méthylsalicylate +
méthylsalicylate n
2-O-B-D glucopyranoside
gaulthérine + +
Dérivés salicylés
méthylsalicylate
2-0-B-D lactoside
MSTG A +
MSTG B +
quercétine +
myrcétine +
quercitrine +
kaempferol 3-O-B-D glucuronide +
quercétine 3-O-B-D glucuronide +
Flavonoides rutine +
ginkgetine +
(+)-catéchine +
proanthocyanidine A2 +
hyperoside + + +
cynaroside + + +
(+)-lyonirésinol 2a-O-B-L arabinopyranoside + + +
(+)-lyonirésinol 2a-O-B-L glucopyranoside + + +
(+)-lyonirésinol +
(-)-5'méthoxyisolaricirésinol +
(-)-isolaricirésinol 2a-O-B-L xylopyranoside +
(-)-5'méthoxyisolaricirésinol 2a-O-B-L n
Lignanes xylopyranoside
gaulthérine A + +
gaulthérine B + +
gaulthérine C +
gaulthérine D +
9-salicyl-(+)-isolaricirésinol +
gaulthéroside G +
Phényl propanoides acide forulique ’
acide chlorogénique +
gaulthéronoterpéne +
acide gaulthérique +
3pB,12-dihydroxy-13-acétyl-8,11,13- N
podocarpatriéne
Diterpénes 12,19-dihydroxy-13-acétyl-8,11,13- N
podocarpatriene
4,12-dihydroxy-13-acétyl-19-nor-8,11,13- +
podocarpatriene
8B,18-dihydroxy-9(11),13-abietadien-12-one +
Triterpénes 3B-acétyl-12,25-diéne-dammarane +
3B-hydroxy-20(29)-lupen-28-aldéhyde +
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3B-acétoxy-20(29)-lupen-28-aldéhyde

acide 3B-acétyloléarique

acide ursolique

Dérivés de l'acide
benzoique

daucostérol

acide protocatéchique

acide salicylique

acide acétylsyringique

Acide vanillique

acide 3,4,5-triméthoxybenzoique

acide gentistique

méthylgentisate

Dilactones

gaulthériadiolide

Autres

6-¢éthyl-5-hydroxy-2,7-diméthoxy-1,4-
naphtoquinone

scopoletine

n-dotriacontane

acide palmitique

18-hydroxyferruginol

acide 12-hydroxydéhydroabiétique
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