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18 | ESSOMBA née NTSAMA MBALLA Chargé de Cours MINSANTE
19 | FOTO MENBOHAN Samuel Chargé de Cours CT2 MIN. ENERGIE
20 | MEGNEKOU Rosette Chargé de Cours En poste
21 | RAKOTONIRINA Silvére Chargé de Cours En poste
22 | ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Chargé de Cours En poste
23 | AJEAGAH Gidéon AGHAINDOUM Assistant En poste
24 | ALENE Désirée Chantal Assistant En poste
25 | GOUNOUE KAMKUMO Raceline Assistant En poste
26 | KEMKA Norbert Assistant En poste
27 | KEKEUNQOU Sévilor Assistant En poste
28 | NGUEGUIM TSOFACK Florence Assistant En poste
29 | TOMBI Jeannette Assistant En poste
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1 |AMOUGOU AKOA Professeur Chef de Département
2 | MOSSEBO Dominique Claude Maitre de Conférences En poste
3 | NKONGMENECK Bernard Aloys. Maitre de Conférences En poste
4 | YOUMBI Emmanuel Maitre de Conférences En poste
5 | AMBANG Zachée Chargé de Cours En poste
6 |BELL Joseph Martin Chargé de Cours En poste
7 | BIYE Elvire Hortense Chargé de Cours En poste
8 | BOYOMO ONANA Chargé de Cours En poste
9 | DJOCGOUE Pierre Frangois Chargé de Cours En poste
10 |KENGNE NOUMSI Ives Magloire Chargé de Cours En poste
11 | MBARGA BINDZI Marie Alain. Chargé de Cours CEA MINESUP
12 | MBOLO Marie. Chargé de Cours En poste
13 | NDONGO BEKOLO Chargé de Cours CE /MINRESI
14 | NGOUO Lucas Vincent Chargé de Cours En poste
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18 |ZAPFACK Louis Chargé de Cours En poste
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18 LAMINSI Samuel Chargé de Cours En poste
19 NANSEU Charles Péguy Chargé de Cours En poste
20 NDIKONTAR Maurice KOR Chargé de Cours En poste
21 NENWA Justin Chargé de Cours En poste
22 NGOMO Horace MANGA Chargé de Cours C. T.au P.M.
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24 EMADACK Alphonse Assistant En poste
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5 |NKENGFACK Augustin Ephraim Professeur Chef de Département
6 | NYASSE Barthélemy Professeur Chef Cellule MINESUP
7 | TSAMO Etienne Professeur En poste
8 | WANDJI Jean Professeur En poste
9 |FOLEFOC Gabriel NGOSONG Maitre de Conférences VD/UB
10 | KAPNANG Henriette Maitre de Conférences En poste
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11 | MBAFOR Joseph Maitre de Conférences En poste
12 | NGOUELA Silvére Augustin Maitre de Conférences En poste
13 |NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maitre de Conférences En poste
14 | PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Maitre de Conférences Chef Cellule MINESUP
15 | YANKEP Emmanuel Maitre de Conférences En poste
16 | Alex de Théodore ATCHADE Chargé de Cours En poste
17 | KEUMEDJIO Félix Chargé de Cours En poste
18 | KEUMOGNE Marguerite Chargé de Cours En poste
19 | KOUAM Jacques Chargé de Cours En poste
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21 | MBAZOA née DJAMA Céline Chargé de Cours En poste
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ENS
5 |LOUKA Basile Chargé de Cours Chef de Département
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10 FOMEKONG Christophe Chargé de Cours En poste
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13 MBIANDA Gilbert Chargé de Cours En poste
14 MEWOLI Boulchard Chargé de Cours En poste
15 NDAKBO Victor Chargé de Cours En poste
16 NGUIMTSA Charles Chargé de Cours En poste
17 NKUIMI JUGNIA Célestin Chargé de Cours En poste
18 NOUNDJEU Pierre Chargé de Cours En poste
19 TCHANGANG Roger Duclos Chargé de Cours En poste
20 TCHAPNDA NJABO Sophonie Blaise Chargé de Cours En poste
21 TIAYA TSAGUE N. Anne- Marie Chargé de Cours En poste
22 ZAME Alfred Chargé de Cours En poste
23 AKOA Francgois Assistant En poste
24 AYISSI Raoult Domingo Assistant En poste
25 BATKAM Cyryl Joél Assistant En poste
26 CHENDJOU Gilbert Assistant En poste
27 KIANPI Maurice Assistant En poste
28 MBANG Joseph Assistant En poste
29 MBEHOU Mohamed Assistant En poste
30 MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste
31 NDOUNE Assistant En poste
32 NGUEFACK Bernard Assistant En poste
33 NKONLACK Socgnia Virginie Assistant En poste
34 NIMPA PEFOUNKEU Romain Assistant En poste
35 POLA DOUNDOU Emmanuel Assistant En poste
36 TANG AHANDA Barnabé Assistant Chef Serv. MINPLAMAT
37 TCHOUNDJA Edgar Landry Assistant En poste
38 TETSADJIO TCHILEPECK Mesmin Erick | Assistant En poste
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1 KOFANE Timoléon Crépin Professeur Chef de Département
2 | MKANKAN KAMGA Frangois Professeur En poste
3 |WOAFO Paul Professeur VD / DRC
4 | ESSIMBI ZOBO Bernard Maitre de Conférences En poste
5 |NDJAKA Jean Marie Bienvenu Maitre de Conférences En poste
6 | NJOMO Donatien Maitre de Conférences En poste
7 |OUMAROU BOUBA Maitre de Conférences Recteur UYI
8 |TABOD Charles TABOD Maitre de Conférences En poste
9 |TCHAWOUA Clément Maitre de Conférences En poste
10 |BEN- BOLIE Germain Hubert Chargé de cours En poste
11 |BIYAMOTTO Frédéric Chargé de cours Chef Service UYI
12 | EKOBENA FOUDA Henri Paul Chargé de Cours En poste
13 | MAGA Emire Mondésir Chargé de Cours En poste
14 | MBANE BIOUELE Chargé de Cours En poste
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MBONO SAMBA Yves Christian U.

Chargé de Cours

Vive Doyen UDs

16

MOUSSA Idolko

Chargé de Cours

Sous-Directeur MINUH

17 | NJANDJOCK NOUCK Philippe Chargé de Cours Chef Serv. MINRESI

18 | NDOP Joseph Chargé de Cours En poste

19 |NOUAYOU Robert Chargé de Cours En poste

20 | OBOUNOU Marcel Chargé de Cours En poste

21 | PEMHA Elkana Chargé de Cours En poste

22 | SIMO Elie Chargé de Cours En poste

23 | TCHOFFO Fidele Chargé de Cours En poste

24 | WAKATA née BEYA Annie Chargé de Cours Chef Serv. MINRESI

25 | WOULACHE Rosalie Laure Chargé de Cours En poste

26 |ZEKENG Serge Sylvain Chargé de Cours En poste

27 |BODO Bernard Assistant En poste

28 |DJUIDJE KENMOE Gemaine épse Assistant En poste

ALOYEM KAZE

29 |EDONGUE HERVAIS Assistant En poste

30 |EYEBE FOUDA Jean sire Assistant En poste

31 | FEWO Serge Ibraid Assistant En poste

32 |HONA Jacques Assistant En poste

33 | NANA NBENDJO Blaise Assistant En poste

34 |SEIDOU Assistant En poste

35 | SIEWE SIEWE Martin Assistant En poste

36 | TABI Conrad Bertrand Assistant En poste

9- DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (S.T.) (36)

1 EKODECK Professeur Vice-Recteur UD

2 | BILONG PAUL Maitre de Conférences DOYEN FS UD

3 |BITOM Dieudonné Maitre de conférences DAAC /UN

4 | FOUATEU Rose épouse YONGUE Maitre de Conférences En poste

5 | MVONDO ONDOA Joseph Maitre de Conférences S/ Directeur MINVILLE

6 | NKOUMBOU Charles Maitre de Conférences En poste

7 |NZENTI Jean-Paul Maitre de Conférences En poste

8 | ABOSSOLO née ANGUE Monique Chargé de Cours Chef de Département
VD /DSSE

9 |BEKOA Etienne Chargé de Cours En poste

10 |BISSO Dieudonné Chargé de Cours Directeur P.Barage
Memvele

11 | BONDJE Charles Chargé de Cours En poste

12 |ESSONO Jean Chargé de Cours C.E.A. MINES

13 | GHOGOMU Richard TANWI Chargé de Cours En poste

14 | KAMGANG Pierre Chargé de Cours En poste

15 |LAMILEN BILLA Daniel Chargé de Cours En poste

16 |LIENOU Gaston Chargé de Cours En poste

17 | MEDJO EKO Robert Chargé de Cours Chef Div. Rectorat UYI

18 | MINYEM Dieudonné-Lucien Chargé de Cours En poste

19 | MOUAFO Lucas Chargé de Cours En poste

20 | MOUNDI Amidou Chargé de Cours Chef Div. MINIMDT

21 | NDAM NGOUPAYOU Jules-Remy Chargé de Cours En poste

22 | NDJIGUI Paul-Désiré Chargé de Cours En poste

23 | NGOS Il Simon Chargé de Cours En poste

24 | NJILAH Isaac KONFOR Chargé de Cours En poste

25 |NJOM Bernard de Lattre Chargé de Cours En poste

26 |NYECK Bruno Chargé de Cours En poste
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27 | TCHAKOUNTE Jacqueline ép. Chargé de cours En poste
NOUMBEM

28 | TCHOUANKOUE Jean-Pierre Chargé de Cours En poste
29 | TEMDJIM Robert Chargé de Cours En poste
30 | YENE ATANGANA Joseph Q. Chargé de Cours Chef Div. MINEF
31 | EKOMANE Emile Assistant En poste
32 | NGO BELNOUN Rose Noél Assistant En poste
33 |NGO BIDJECK Louise Marie Assistant En poste
34 |NGUETCHOUA Gabriel Assistant En poste
35 | ONANA Vincent Assistant En poste
36 |ZO’O ZAME Philémon Assistant S.G. MINTP

Répartition chiffrée des enseignants permanents par Département (15 Novembre 2010)

Département | Nombre d’enseignants
Pr MC CC ASS Total
BC 1(0) 7(1) 18 (12) 5(1) 31 (14)
BPA 3(0) 9(0) 09 (3) 8(4) 29 (7)
BPV 1 (0) 3(0) 14 (3) 6 (1) 24 (4)
C.L 4 (0) 6(1) 13 (1) 5(1) 28 (3)
C.0. 8 (0) 7(1) 09 (4) 8(2) 32(7)
IN 1(0) 1(1) 5(0) 16 (2) 23 (3)
MA 5(0) 2 (0) 15 (1) 16 (1) 38 (2)
PH 3(0) 6 (0) 17 (3) 10 (1) 36 (4)
ST 1 (0) 6 (1) 23 (2) 6(2) 36 (5)
Total 27 (0) 47 (5) 123 (29) 80 (15) 277 (49)
Soit un total de : 277 (49) dont

- Professeurs 27 (0)

- Maitres de Conférences 47 (5)

- Chargés de Cours 123 (29)

- Assistants 80 (15)

- () =Nombre de femmes.
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GLOSSAIRE

8-is0-PGF2a : 8-isoprostaglandine F2 alpha ou 8-isoprostane
ACh: Acéthylcholine

ALAT: Alanine Amino Transférase

AQU :Extrait aqueux de Terminalia superba

ASAT: Aspartate Amino transférase

CEso : Concencentration induisant 50% de la relaxation maximale
CMLYV: Cellules musculaires lisses vasculaires
EDHF: Endothelium Hyperpolarizing Factor

Emax: Pourcentage de relaxation maximal

ERO: Espéces Réactives de 'Oxygene

GMPc: Guanosine Monophosphate Cyclique

GSH: Glutathion réduit

HTA: Hypertension artérielle

KCI: Chlorure de potassium

L-NAME: Nw-nitro-l-arginine methyl ester

MC: Extrait au chlorure de méthyléne de T. superba
MCM :Extrait au méthanol-chlorure de méthyléne de T. superba
MDA:Malondialdéhyde

MET : Extrait au méthanol de T. superba

NO : Oxyde nitrique

NPS: Nitroprussiate de sodium

O? : Anion superoxyde

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PAS: Pression artérielle systolique

PE: Phényléphrine

RHA: Rats hypertendus a I'alcool

RHG:Rats hypertendus au glucose

RNT:Rats normotendus

RSH:Rats spontanément hypertendus

SOD : Superoxyde dismutase

WHO: World Health Organization

WKY:: Rats Wistar Kyoto
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RESUME

Terminalia superba Engler & Diels est une plante de la famille des
Combretaceae utilisée dans la médecine traditionnelle camerounaise pour le
traitement de I'hypertension artérielle (HTA). L'objectif du travail de thése a été
d’apporter des bases scientifiques, pharmacologiques, phytochimiques et
toxicologiques, a l'utilisation thérapeutique traditionnelle de cette plante. Dans une
premiére partie, afin de mimer les conditions de I'utilisation traditionnelle, nous avons
évalué les effets d’'un extrait aqueux de T. superba chez des rats normaux ou soumis
a deux modeles d’'HTA secondaire : 'HTA induite par le glucose et I'HTA induite par
I'éthanol. Nos résultats ont montré que, dans le modéle d’HTA induite par le glucose,
I'extrait aqueux exerce un effet hypotenseur aprés une administration aigué par voie
intraveineuse, et prévient le développement de I'hypertension aprés administration
chronique par voie orale. Dans le modele d’HTA induite par I'éthanol, le traitement
par I'extrait aqueux a exercé un effet anti-hypertenseur et a amélioré le profil lipidique
et le taux des transaminases. Dans ces deux modéles d’'HTA, les effets bénéfiques
de I'extrait aqueux sur la pression artérielle se sont accompagnés d’une réduction du
stress oxydatif (diminution du taux malondialdéhyde tissulaire, augmentation du taux
de glutathion réduit tissulaire, diminution de l'activité des enzymes anti-oxydantes
catalase et superoxyde dismutase). Dans une deuxiéme partie, quatre extraits de T.
superba ont été réalisés a savoir un extrait aqueux (AQU), au méthanol (MET), au
chlorure de méthyléne (MC) et au méthanol/chlorure de méthyléne (MCM). Les effets
vasodilatateurs directs de ces extraits ont été étudiés sur le modeéle d’anneaux
aortiques isolés de rat, dénués ou non d’endothélium vasculaire, et précontractés a
la phénylephrine (PE) ou au chlorure de potassium (KCI). Tous les extraits ont
présenté des effets vasorelaxants aussi bien sur les anneaux contractés a la PE
gu’au KCI mais I'extrait MC est le plus actif. Les extraits AQU, MET et MC ont un
effet endothélium-indépendant alors que l'extrait MCM a un effet endothélium-
dépendant. Nous avons déterminé les mécanismes impliqués dans I'effet de I'extrait
le plus actif, 'extrait MC, et montré que cet extrait réduit les flux calciques intra et
extracellulaires au niveau des cellules musculaires lisses vasculaires. Dans une
troisieme partie, sur la base des résultats obtenus in vitro sur vaisseaux isolés, nous
avons évalué les effets anti-hypertenseurs de I'extrait MC dans un modeéle d’HTA
essentielle, le rat spontanément hypertendu (SHR). L’extrait MC administré par voie

orale a exercé un effet anti-hypertenseur, associé a une diminution du stress oxydatif
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évalué par mesure du taux de 8-iso-PGF2a urinaire, et a réduit la dysfonction
endothéliale mesuré in vitro sur vaisseaux isolés. Cet effet endothélial passe par une
amélioration de la production de monoxyde d’azote (NO). De plus, le traitement a
amélioré la sensibilité du muscle lisse vasculaire au NO et a réduit la réponse
contractile de la PE. Cet extrait n’a affecté ni la diurése, ni I'activité des cytochromes
P450 3A hépatiques. Dans une derniére partie, nous avons évalué la toxicité des
extraits AQU et MC chez la souris. Aprés administration aigué, les extraits AQU et au
MC se sont révélés faiblement toxiques, avec des DL 5, respectivement supérieures a
5000 mg/kg et 2000 mg/kg. L’étude de la toxicité subaigué de I'extrait MC aux doses
de 300 et de 600 mg/kg a révélé des zones de congestion vasculaires et
d’'inflammations réversibles aprés arrét du traitement.

En conclusion, nos travaux ont validé sur le plan pharmacologique I'utilisation
traditionnelle de T. superba comme traitement de I'hypertension artérielle. Les
perspectives de ce travail viseront a identifier les composés purs a l'origine de
I'activité cardio-vasculaire de la plante, et a poursuivre les études toxicologiques afin

de s’assurer de son innocuité.

Mots clés: Terminalia superba, extraits, antihypertenseur, vasorelaxant,

endothélium, antioxydant, toxicite.
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ABSTRACT

Terminalia superba Engler & Diels is a plant belonging to the Combretaceae
family used in cameroonian traditional medicine for the treatment of hypertension
(HT). The aim of this thesis was to provide pharmacological, phytochemical and
toxicological basis of the traditional therapeutic use of this plant. As a first approach,
we evaluated the effects of an aqueous extract of T. superba in normal rats or in rats
subjected to two models of secondary hypertension: hypertension induced by
glucose and hypertension induced by ethanol, in order to mimic the traditional use.
Our results showed that in the model of hypertension induced by glucose, the
aqueous extract produced an hypotensive effect after acute intravenous
administration, and prevent the development of hypertension after chronic oral
administration. In the model of hypertension induced by ethanol, treatment with the
aqueous extract of T. superba exerted an anti-hypertensive effect and improved lipid
profile and transaminases levels. In both models of hypertension, the beneficial
effects of aqueous extract on blood pressure were accompanied by a reduction of
oxidative stress (decreased of malondialdehyde and the activity of antioxidant
enzymes catalase and superoxide dismutase levels, reduced of glutathione levels
tissues). In the second part, four extracts of T. superba were prepared: an aqueous
extract (AQU), methanol (MET), methylene chloride (MC) and methanol/methylene
chloride (MCM). We studied the direct vasodilatory effects of these on the model of
isolated rat aortic rings endothelium stripped or not and precontracted with
phenylephrine (PE) or potassium chloride (KCI). All extracts showed vasorelaxant
effects on rings both contracted with PE or KCI but the MC extract was the most
potent. The AQU, MET, and MC extracts had an endothelium-independent effect,
while the MCM extract exerted an endothelium-dependent effect. We determined the
mechanisms involved in the effect of the most active extract, and showed that this
extract reduced the intra and extracellular calcium fluxes in vascular smooth muscle
cells. Based on the results obtained in vitro on isolated vessels, we evaluated in the
third part, the antihypertensive effects of MC extract in a model of essential
hypertension, the spontaneously hypertensive rat (SHR). MC extract administered
orally exerted an antihypertensive effect, associated with a decreased in oxidative
stress assessed by measuring the rate of urine 8-iso-PGF2a, and reduced
endothelial dysfunction measured in isolated vessels. This effect involves improving

endothelial production of nitric oxide (NO). Moreover, treatment with MC extract has
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improved the smooth vascular muscle sensitivity to NO and reduced the contractile
response of PE. This extract did not affect diuresis, or the activity of hepatic
cytochrome P450 3A. Finally, we evaluated the toxicity of AQU and MC extracts in
mice. After acute administration, AQU and MC extracts appeared slightly toxic, with
LDso respectively greater than 5000 mg/kg and 2000 mg/kg. The subacute toxicity
study of MC extract at doses of 300 and 600 mg/kg showed areas of vascular
congestion and inflammation reversible after discontinuation.

In conclusion, our study validates the pharmacological traditional use of T.
superba as a treatment for hypertension. The prospects of this work will aim at
identifying the pure compounds that cause the cardiovascular activity of this plant,

and further toxicological studies to ensure their safety.

Key words: Terminalia superba, extracts, antihypertensive, vasorelaxant,

endothelium, antioxidant, toxicity.
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INTRODUCTION



Aujourd’hui, les maladies dites « non transmissibles » constituent une grave
menace pour la santé de ’'homme. Quatre pathologies en particulier - les cancers,
les affections respiratoires chroniques, le diabéte et les maladies cardiovasculaires -
sont les premiéres causes de mortalité dans le monde, provoquant chaque année
60% de I'ensemble des décés a I'’échelle mondiale, dont 80% se produisent dans des
pays pauvres et défavorisés. C’est la raison pour laquelle TOMS a élaboré un plan
d’action 2008-2013 pour la stratégie mondiale de lutte contre ces maladies (OMS,
2008). La lutte contre les maladies cardiovasculaires occupe une place importante
dans ce plan, et notamment la lutte contre I'hypertension artérielle (HTA). L'HTA est
en effet la plus récurrente des maladies cardiovasculaires. Elle contribue aux
maladies coronariennes et a l'insuffisance cardiaque et rénale. La prévalence de
'hypertension artérielle est croissante dans les pays en développement,
probablement en relation avec le vieillissement de la population, I'urbanisation et le
changement des habitudes nutritionnelles favorisant I'obésité.

En Afrique Subsaharienne, environ 80 millions de patients hypertendus sont
répertoriés et les projections reposant sur des données épidémiologiques suggérent
que ce chiffre passera a 150 millions en 2025 (Fourcade et al., 2007). La revue de
Addo, (2007) a montré que, dans ces pays, moins de 40% des personnes ayant une
tension artérielle au dessus de la normale avaient été détectées comme étant
hypertendues, moins de 30% de celles présentant une hypertension diagnostiquée
étaient sous traitement médicamenteux et enfin, moins de 20% des personnes
traitées atteignaient des valeurs tensionnelles normales (Addo, 2007). Le contréle de
I'HTA est en effet trés mauvais : il est de 3% au Mozambique, 18% au Congo et
moins de 10% au Cameroun (Grebla et al., 2010). L'étude VITARAA (visite de la
tension artérielle et du risque associé en Afrique) a analysé 10 pays d’Afrique. Elle
montre que I'HTA touche 11% de la population de ces pays, et que trois quarts des
hypertendus ont plus de trois facteurs de risque. Elle montre aussi que la télévision a
augmenté le risque d'HTA et d'obésité (Grebla et al., 2010). Il est actuellement établi
qu'une consommation excessive d’hydrates de carbone (sucrose, fructose ou
glucose) peut étre a l'origine de différentes altérations physiologiques, qui peuvent
mener a plus ou moins long terme a des complications métaboliques,
cardiovasculaires ou rénales (Kamata et Yamashita, 1999 ; Thresher et al., 2000).
Des études ont rapporté qu’une alimentation riche en glucose est a l'origine d’une

hypertension artérielle par le biais du stress oxydatif vasculaire (El Midaoui et De



Champlain, 2002). De plus, la consommation chronique d’alcool est associée a des
dysfonctions cardiovasculaires et a I'hypertension artérielle (Resstel et al., 2006).
Ainsi, au Cameroun, le changement des habitudes de vie a contribué a l'essor de
I'HTA : I'exode rural, la paupérisation et l'alcoolisme ayant modifié le profil
épidémiologie du pays. Les chiffres montrent en effet que la prévalence de
I'hypertension au Cameroun est plus importante en milieu urbain qu’en milieu rural,
de méme qu’elle est plus élevée chez les hommes que chez les femmes (Addo et al.
2007).

Le traitement de I'hypertension artérielle permet bien sir, de réduire la
mortalité et la morbidité cardiovasculaire (Elsik et Krum, 2007). Mais, dans ces pays
défavorisés, l'accés aux soins pose probleme et représente un facteur majeur de
surmortalité. Par exemple, I'amlodipine 5 mg a un codt prohibitif pour la plupart des
pays. Au Malawi, le traitement colte 18 jours de travail par mois alors qu'il ne
représente que 1,5 jours au Sri Lanka. La population se tourne donc naturellement
trés souvent vers la médecine traditionnelle (MTR), qui occupe encore une place
prépondérante et qui repose principalement sur l'utilisation de plantes médicinales
locales. En effet, en Afrique, un grand nombre de tradi-praticiens se répartissent sur
le territoire (plus de 200 000 pour I'Afrique du Sud seule) et jusqu’a 80 % de la
population utilise la MTR pour répondre a ses besoins de soins de santé. Au
Cameroun, la médecine traditionnelle constitue le troisieme sous-secteur du secteur
santé, méme s'il n'est pas encore réglementé. Toutefois, on reléve, en vue de la
promotion de cette médecine, de nombreuses actions de I'Etat, telles que la création
d'un service en charge de la médecine traditionnelle au ministére de la santé et la
création du Centre de Recherche sur les Plantes médicinales et la Médecine
traditionnelle (CRPMT/IMPM) (OMS, 2003). La richesse potentielle de la MTR
partout dans le monde, a poussé I'OMS a élaborer une stratégie pour le
développement et I'évaluation de la MTR, dans la période 2002-2005 (OMS, 2002).

Ainsi, de nombreux chercheurs se tournent vers [I'approche
ethnopharmacologique pour trouver de nouveaux dérivés naturels actifs, dans tous
les domaines, notamment dans le domaine cardiovasculaire. Des études ont porté
sur les effets bénéfiques et /ou les cibles des plantes médicinales dans le but de
développer une base scientifique pour I'application thérapeutique de ces plantes. Les
interventions thérapeutiques via la suppression de la génération des radicaux libres

et/ou l'augmentation des enzymes antioxydantes endogéenes atténueraient les



dysfonctions myocardiques. Les plantes de la famille des Combretaceae sont
souvent utilisées par les tradipracticiens. lls s’en servent pour traiter les désordres
abdominaux, les hémorroides, la bilharziose, la toux, la conjonctivite, la diarrhée, les
dysménorrhées, la fievre, I'infertilité féminine, la lépre, la pneumonie, les morsures de
serpent et de scorpion, le mal de dents, l'ulcére gastrique, les maladies vénériennes,
les maladies cardiaques, la dysenterie et la fatigue généralisée (Hutchings et al.,
1996; Van Wyk et al., 1997). Les Combrétacées regroupent 18 genres parmi
lesquels le genre Terminalia, formé d’environ 200 espéces (Mc Gaw et al., 2001). Un
nombre important de plantes du genre Terminalia possédent une activité
antioxydante in vitro (Maulik et al., 1997; Gauthaman et al., 2001). Terminalia
superba Engler & Diels est une plante utilisée traditionnellement contre le diabéte et
I'hypertension artérielle en Afrique. Le peuple Sotho du Sénégal utilise la poudre de
ses ecorces pour soigner le diabéte. Au Niger et au Mali, cette plante est utilisée
pour soigner I'hépatite (Adjanohoun et al., 1979, 1980). Au centre et au sud du
Cameroun, les populations utilisent les écorces du tronc de T. superba pour soigner
'hypertension artérielle. La validation de ses effets pharmacologiques et la
compréhension des mécanismes mis en jeu permettrait d'identifier de nouvelles
cibles et de nouvelles molécules pour le développement d'une thérapie

antihypertensive efficace.

La présente étude a donc pour objectif principal I'évaluation des effets
antihypertenseurs des extraits de Terminalia superba par une étude in vivo et in vitro.
Pour atteindre cet objectif, il était question plus spécifiquement:

- D’évaluer les effets de I'extrait aqueux (utilisé en médecine traditionnelle) sur
la pression artérielle de rats normotendus, rendus hypertendus par surcharge
de glucose ou d’éthanol et sur le stress oxydatif associé a ces modéles ;

- D’évaluer et de comparer les effets vasodilatateurs directs de différents
extraits de T. superba ;

- D’évaluer les effets de I'extrait le plus actif sur un modéle d’hypertension
artérielle essentielle (rat spontanément hypertendu) ;

- D’évaluer la toxicité de I'extrait aqueux et de I'extrait le plus actif.



CHAPITRE I
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1.1 Généralités sur le systéme cardiovasculaire

Le systeme cardiovasculaire est constitué par le cceur, les vaisseaux sanguins
et le sang. Sa fonction principale est d’approvisionner les organes, les tissus et les
cellules en nutriments et d’éliminer les déchets issus du métabolisme cellulaire.

Le sang venant des organes est collecté par les veines caves supérieure et
inférieure pour le cceur droit. A partir du ventricule droit, le sang est éjecté dans la
circulation pulmonaire puis revient dans le cceur gauche d’ou il est éjecté pour la
circulation systémique. Le coeur se trouve donc au centre du systéme
cardiovasculaire. Les vaisseaux sanguins : artéres, veines, artérioles et veinules
servent de conduits au passage du sang (Seeley et al., 2003). La figure 1 illustre un

schéma du ceeur.
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Figure 1. Coupe longitudinale du cceur: vue antérieure interne (Tortora et
Grabowski, 1994).

L'intima du vaisseau sanguin est composée d'une membrane basale
constituée de collagéne et de mucopolysaccharides, de tissu conjonctif et d'une
couche unique de cellules endothéliales en contact avec la lumiére des vaisseaux.
Cet endothélium revét une importance capitale puisqu'il constitue la zone de contact
du sang avec les vaisseaux (Pelletier, 1998). La media, localisée sous l'intima, est
composée d'un mélange de cellules musculaires lisses et de fibres élastiques.
Finalement, I'adventice est formée d'une couche de fibres de collagéne disposées
parallelement au grand axe du vaisseau. La figure 2 présente la structure des

vaisseaux sanguins.
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Figure 2. Structure de la paroi vasculaire (Tortora et Grabowski, 1994).

1.2 Contraction/relaxation de la cellule musculaire lisse vasculaire

Dans le muscle lisse vasculaire (CMLV), comme dans la plupart des autres
muscles lisses, I'événement initial qui déclenche la contraction est 'augmentation de
la concentration du calcium intracellulaire (Rico et al., 1990). L’augmentation de Ca**
peut étre due a une modification du potentiel de membrane (initiation
électromécanique) qui va provoquer l'ouverture de canaux calciques voltage-
dépendants (de type T ou de type L) et permettre I'entrée du Ca®* extracellulaire. La
hausse de Ca®" peut également résulter de la liaison d’'un agoniste & un récepteur
spécifique (initiation pharmacomécanique), ce qui augmente le taux de Ca®" par la

libération du calcium des réservoirs intracellulaires (Hirst et Edwards, 1989).

1.2.1 Couplage électromécanique : modification du potentiel de membrane

En fonction des territoires vasculaires, le potentiel de membrane des cellules
musculaires lisses varie entre -45 et -70 mV. Les canaux K et les canaux CI', tous
deux dépendants du Ca®" interviennent dans la modulation du potentiel de
membrane dans les CMLV. Dans le cas d’'une augmentation de la concentration en
Ca?*, ces canaux sont activés. Le canal chlore dépendant du Ca®* va provoquer une
sortie de CI', et donc une dépolarisation de la membrane plasmique. Au contraire,
I'activation par le Ca?* des canaux potassiques dépendants du Ca** provoque une
sortie de K’ et donc une hyperpolarisation et par voie de conséquence une

diminution du tonus vasculaire (Tsien et al., 1991 ; McDonald et al., 1994).



1.2.2 Couplage pharmacomécanique

Différents mécanismes ont été proposés pour expliquer le couplage
pharmacomécanique : le plus important est l'activation de la cascade des
phosphatidyl-inositols qui provoque I'augmentation intracellulaire du taux d’inositol
triphosphate (IP3). Un autre, plus controversé, serait une stimulation de l'influx de
Ca?* sans dépolarisation, par augmentation de la probabilité d’ouverture des canaux
de type L, ou encore par activation d’'un récepteur canal calcique par liaison de son
ligand. La majorité des vasoconstricteurs provoquent une contraction des CMLV via
leur liaison a un récepteur couplé a une protéine G (protéine "collée"), dont I'effecteur
est une phospholipase CB (PLCP). La liaison de ce type de ligand provoque dans un
premier temps la libératon de Ca* des compartiments intracellulaires
sarcoplasmiques (Chiu et al., 1987 ; Tawada et al., 1987), puis un flux
transmembranaire de Ca?". La PLC va former, a partir du phosphatidylinositol
bisphosphate (PIP2) de la bicouche phospholipidique de la membrane, de linositol
trisphosphate (IP3) et du diacylglycérol (DAG). L'IP3 libéré va ensuite venir se fixer

sur les récepteurs-canaux a I'lP3 (R-IP3) du reticulum sarcoplasmique, ce qui va

ouvrir un canal calcique et ainsi libérer du calcium dans le cytosol. (Figure 3)
(Chadwick et al., 1990).

Canaux voltage Canaux récepteur
dépendants dépendants

Cal+ libre
(> 1 pM)

Y

Activation de I’appareil
contractile

v

CONTRACTION //

Figure 3. Mécanisme de la contraction des cellules musculaires lisses vasculaires
(Chadwick et al., 1990). La contraction est principalement due a l'activation d’'une
phospholipase C (PLC) et a la production d’inositol triphosphate (IP3). DAG:
diacylglycérol ; PIP2 : Phosphoinositide phosphate ; R-IP3 : récepteur de I'lP3 ; R-
Rya : récepteur de la ryanodine.



1.2.3 Mécanisme moléculaire de la contraction de la cellule musculaire lisse
vasculaire

Le Ca" dans le milieu intracellulaire va ensuite se complexer avec différentes
molécules dont la calmoduline, et former ainsi des complexes Ca®*/calmoduline (une
molécule de calmoduline pour quatre ions calciques) (Means et al., 1991). La fixation
réversible du Ca®" induit un changement de conformation de la molécule qui va
pouvoir interagir avec la kinase de la chaine légére de la myosine (KCLM). Cette
enzyme va phosphoryler la chaine légére de la myosine (CLM) sur la Sérine 19. La
phosphorylation de la CLM est nécessaire a I'interaction actine-myosine et donc a la
contraction de la CML (lkebe et al., 1987). La fixation de la myosine activée (qui a lié
une molécule d’ATP) sur I'actine provoque un changement de conformation de la
myosine qui va " pivoter " et provoquer un glissement des filaments fins par rapport
aux filaments épais. La force nécessaire est produite par l'activité ATPasique
intrinséque de la myosine.

En réponse a la hausse de Ca® intracellulaire et a la hausse en
phosphoinositides, une PKC dépendante du Ca** et des phospholipides est activée.
Une fois activées, les PKC favorisent la contraction des CMLV par phosphorylation
des canaux calciques voltage dépendants (CCVDs) (Schuhmann et Groschner,
1994), mais aussi en sensibilisant 'appareil contractile. Cette sensibilisation a lieu en
phosphorylant la KCLM ou la CLM elle-méme ou plus vraisemblablement en
phosphorylant la protéine CPI-17 qui va inhiber I'activité de la Phosphatase de la

chaine légére de la myosine (PCLM).

1.2.4 Relaxation de la cellule musculaire lisse vasculaire

On peut distinguer deux types de relaxation. Une relaxation passive, par retrait
d’'un agent vasoconstricteur, et une relaxation active, par effet d’'un vasodilatateur.
Dans le premier cas, ce sont les mécanismes d’homéostasie du Ca®" intracellulaire
qui vont diminuer ce taux. Ce sont les pompes calciqgues membranaires et les
«Sarco-Endoplasmic Reticulum Ca?*-ATPases» (SERCAs) qui, dans ce cas, vont
induire une relaxation et un retour a I'état basal. Dans le cas de l'action d'un
vasodilatateur, la vasorelaxation peut étre induite par trois mécanismes distincts : la
baisse du Ca®" intracellulaire, la baisse de la sensibilit¢ au calcium de I'appareil
contractile et I'action directe sur les protéines du cytosquelette. L’activité de la KCLM
est en concurrence avec la PCLM qui va déphosphoryler la chaine légére de la

myosine et ainsi provoquer la rupture de l'interaction actine-myosine. De plus, I'acide



arachidonique (AA) (activée par le Ca®" intracellulaire) produit par la PLA2 va activer
la PLC et la PKC. (Ikebe et al., 1985).
L’état de contraction des CML artérielles est 'un des déterminants du niveau

de pression artérielle.

1.3 La pression artérielle
1.3.1 Définition

La pression artérielle est la force qu’exerce le sang sur chaque unité de la
surface de la paroi artérielle, elle est presque toujours exprimée en millimétre de
mercure (mmHg) (Asmar, 2007).

Trois composantes principales déterminent la pression artérielle : le débit
cardiaque, le volume sanguin et la résistance des artérioles périphériques. Le
caractére pulsatile de la contraction cardiaque explique I'existence d’'une pression
artérielle systolique (PAS) correspondant a la pression dans l'aorte et les larges
branches artérielles lors de 'augmentation du volume sanguin maximal éjecté par le
ventricule gauche et celle de la pression artérielle diastolique (PAD) aprés éjection
du sang pendant la phase de repos du cceur ou diastole. La différence entre la
pression artérielle systolique et diastolique permet de déterminer la pression
artérielle différentielle, pression a l'origine de la dilatation de l'aorte. La pression
artérielle moyenne (PAM) est la moyenne de la pression artérielle au cours du cycle
cardiaque. Elle est plus proche de la PAD que de PAS. La PAM est déterminée par
la formule suivante : PAM= PAD + 1/3(PAS-PAD) (Pelletier, 1998).

1.3.2 Régulation de la pression artérielle

La pression artérielle est réglée par plusieurs systémes interdépendants ayant
chacun une fonction spécifique. La figure 4 est la représentation schématique des
réponses regulatrices immédiates et a long terme. Les réactions a court terme sont
presque uniquement des réflexes nerveux immédiats mettant en jeu des
barorécepteurs, des chémorécepteurs et une réponse ischémique du systéme
nerveux central (Cowley et al., 1973). D’autres mécanismes s'’intercalent entre les
deux types de régulation : I'action vasoconstrictrice du systéme rénine-angiotensine,
la relaxation de contrainte et le transfert de liquide a travers les parois capillaires vers
ou hors circulation pour ajuster le volume sanguin aux besoins (Hall et al., 1989).
Enfin, les reins jouent un rdéle important dans le contrdle a long terme, ce contrdle
prend plusieurs heures pour produire une réponse significative, mais il est bien

capable de ramener la pression artérielle a sa valeur initiale (Bianchetti et al., 1986).
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Figure 4. Puissance approximative des divers mécanismes de contrdole de la
pression artérielle, en fonction du temps écoulé depuis le début du stimulus
perturbant la pression artérielle (Asmar, 2007).

Le défaut de régulation de la pression artérielle conduit a plusieurs

pathologies dont I'hypertension artérielle.

.4 L’hypertension artérielle
1.4.1 Définition, épidémiologie et causes de I’hypertension artérielle
L’hypertension artérielle (HTA) est une élévation permanente de la pression
artérielle systémique. On parle d’HTA chez 'adulte lorsque la PAS est habituellement
= 140 mmHg et/ou la PAD = 90 mmHg (WHO, 1999). Le tableau | présente les
différents niveaux d’hypertension artérielle. On distingue I'’hypertension artérielle
primaire (ou essentielle) et I'hypertension artérielle secondaire. L'HTA essentielle,
sans cause spécifique, est étroitement liée au style de vie et représente 90 a 95 %
des cas dHTA. L’'HTA secondaire représente 5 a 10 % des cas d’'HTA. Elle est
causée par des désordres préexistants tels que des insuffisances rénales et
hépatiques, des désordres endocriniens et cardiaques (Anderson, 2003).
L’hypertension est une maladie fréquente qui touche plus de 972 millions de
personnes dans le monde, dont environ 26% de la population adulte en 2000 et ce
chiffre va passer a 1,56 milliards de patients (environ 30%) en 2025 (Kearney et al.,
2005). L’'hypertension dans le monde est responsable de 7,1 millions de déces
prématurés et de 4,5% de la charge de morbidité (WHO, 2002). De nombreuses

études indiquent que I'hypertension artérielle est non seulement plus fréquente, mais
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aussi plus précoce et plus sévere chez les personnes de race noire (Balde et al.,
2006). Sa prévalence dans les populations d'Afrique Noire, des Caraibes et des
Etats-Unis d'’Amérique est respectivement estimée a 14, 26, et 33 %, avec un ratio
Noir/Caucasien de I'ordre de 1,5 (Cooper et al., 1997). Dans une étude collaborative
croisée regionale récente portant sur les populations noires, il a été également
démontré que les taux d'HTA augmentaient de 16% en Afrique occidentale, 26 %
dans les Caraibes et 33 % aux Etats-Unis (Walinjorn et Face, 2000). Aux Etats-Unis,
on lui attribue 20 % de déces chez les noirs contre 10 % chez les blancs (Tiecheyv,
2001).

Tableau I. Classification de I'hypertension artérielle selon 'OMS et la Société

Internationale de I'Hypertension (ISH)

Catégorie PAS PAD
(mmHg) (mmHg)
Seuil optimal <120 <80
Normal <130 <85
Normal 'haut' 130-139 85-89

Hypertension

Stade ou grade 1 140-159 90-99
Sous-groupe limite 140-159 90-94
Stade ou grade 2 160-179 100-109
Stade ou grade 3 =180 =110

Hypertension

Systolique isolée =140 <90

Sous-groupe limite 140-149 <90
Classification reposant sur une moyenne de 2 mesures au moins par consultation,

au cours de 3 visites distinctes. PAS : pression artérielle systolique ; PAD : pression
artérielle systolique (WHO/ISH, 1999).

L’hypertension artérielle est associée a une déficience de la vasodilatation
endothélium-dépendante (Brunner et al., 2005) a la fois dans la macro et la

microvasculature.
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1.4.2 Dysfonction endothéliale et hypertension artérielle

L’endothélium participe comme un régulateur important du tonus vasculaire en
libérant des facteurs de relaxation dérivés de I'endothélium (EDRF) (T6 ro k, 2000).
Beaucoup d’'EDRF sécrétés par I'endothélium sont impliqués dans le contrdle de la
vasomotricité, le plus important de la plupart de ces molécules est probablement
'oxyde nitrique (NO) (Gryglewski et al., 1986 ; Luscher, 1994 ; Barton et al., 1997).
Le NO est synhtétisé par les cellules endothéliales et il relaxe les cellules
musculaires lisses par stimulation de la guanylate cyclase soluble, enzyme qui
synthétise la guanosine monophosphate cyclique (GMP¢) (Furchgott et Vanhoutte,
1989). La figure 5 A présente la libération des facteurs de relaxation endothéliaux et
la figure 5 B détaille le mécanisme d’action du NO dans la cellule musculaire lisse.
La dysfonction endothéliale est un prélude d’événements cardiovasculaires
(Schachinger et al., 2000 ; Suwaidi et al., 2000 ; Halcox et al.,, 2002) et la
restauration de la fonction endothéliale est importante dans le traitement
antihypertenseur (Modena et al., 2002). La vasodilatation endothélium-dépendante
est médiée par le NO, les prostanoides et le mécanisme d’'un dérivé hyperpolarisant
de l'endothélium, soit par la libération d'un facteur hyperpolarisant dérivé de
I'endothélium, soit par le transfert myoendothélial des jonctions lacunaires (Feletou et
Vanhoutte, 2006a).

Il est cependant important de souligner que le concept de dysfonction
endothéliale n’inclut pas simplement la perte de I'effet vasodilatateur NO-dépendant
en réponse a des stimuli tels que l'acétylcholine ; il implique également une
diminution de la production ou de la biodisponibilité du NO, associée ou non a un
déséquilibre de la balance vasodilatateurs-vasoconstricteurs (Verma et al., 2003,
Landmesser et al., 2004 ). La figure 6 illustre le réle de I'endothélium dans le

maintien de ’'homéostasie vasculaire.
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Figure 5 A. Libération des facteurs de relaxation d’origine endothéliale. L’activation
des récepteurs endothéliaux induit un influx de calcium (Ca**) dans le cytoplasme des
cellules endothéliales (Vanhoutte et Boulanger, 1995).

Lorsque les agonistes activent les cellules endothéliales, une augmentation de
l'inositol phosphate (IP3) pourrait contribuer & I'augmentation du Ca?" cytoplasmique
en induisant sa libération par le réticulum sarcoplasmique (SR). Aprés interaction
avec la calmoduline, le Ca®* active la NO synthase (NOS) et entraine la libération de
facteur endothélial hyperpolarisant (EDHF). L'augmentation du Ca** accélére
également la formation de prostacycline (PGl,) a partir de I'acide arachidonique (AA)
par la voie de la cyclooxygénase. Le NO provoque la relaxation en activant la
formation de guanosine monophosphate cyclique (GMPc) a partir du guanosine
triphosphate (GTP). La prostacycline provoque la relaxation en activant la formation
d'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) a partir de I'adénosine triphosphate
(ATP). L'EDHF provoque I'nyperpolarisation et la relaxation en ouvrant les canaux K*

activés par le calcium.
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Figure 5 B. Voie NO-GMP¢- dépendante dans les cellules musculaires lisses
(Savineau, 2008) RyR: canaux sensibles a la ryanodine et activés par le
calcium; RIP3: Récepteur-canal activé par linositol 1, 4, 5 triphosphate ;
SERCA : « Sarco Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase », ATPases calcium-
dépendantes; GMPc: guanosine monophosphate cyclique; hyperpol:
hyperpolarisation; Ca,: canal calcique voltage-dépendant; Kc,: canal
potassique activé par le calcium; MLCK: « Myosin Light Chain Kinase » ;
MLCP : « Myosin Light Chain Kinase Phosphorylate».
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Figure 6. Role de I'endothélium vasculaire dans le maintien de I’homéostasie
vasculaire (Verma et al., 2002). Les substances vasoactives Ilibérées par les
cellules endothéliales agissent de concert pour maintenir la vasomotricité, la
prolifération des cellules musculaires lisses, la thrombose, l'inflammation, Ila
coagulation et la fibrinolyse. Monoxyde d’azote (NO), prostacycline (PGl,), facteur
endothélial hyperpolarisant (EDHF), endothéline-1 (ET-1), angiotensine Il (A-Il),
thromboxane A, (TXA;), radicaux libres dérivés de I'oxygene (ROS).

1.4.3 Stress oxydatif et hypertension artérielle
1.4.3.1 Radicaux libres et stress oxydatif
1.4.3.1 1 Définition

Les radicaux libres (RL) sont des espéces chimiques paramagnétiques
instables caractérisées par un électron non apparié ou "célibataire" sur leur orbitale
externe : cet électron est conventionnellement représenté par un point " * ". Les RL
tendent soit a perdre leur électron libre (radicaux réducteurs), soit a en gagner un
autre (radicaux oxydants), et générent ainsi d'autres radicaux libres dans des
réactions en chaine qui ne s'arrétent que lorsque deux radicaux se rencontrent ou
rencontrent un systeme de détoxication approprié.

Les RL sont synthétisés de fagon physiologique dans notre organisme mais
leur taux est cependant rigoureusement contrélé par des antioxydants. Quand ce
précaire équilibre est rompu, en faveur des RL, il survient un stress oxydatif. Un
stress oxydatif est donc causé, soit par une baisse de l'activité antioxydante, soit par

une augmentation de production de RL (Favier, 2003).
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1.4.3.1.2 Principaux radicaux libres

Les espéces radicalaires les plus importantes dans les processus biologiques
sont les radicaux libres oxygénés et le monoxyde d'azote (Halliwell, 1996 ; Halliwell,
1997).

1.4.3.1.2.1 Les dérivés activés de I'oxygéne

Les espéces actives de I'oxygéne (EAO) sont formées a la suite d'une réaction
impliquant le dioxygéne (O;): la réduction de I'oxygéne moléculaire en eau. On
distingue : I'anion superoxyde (O,"), le peroxyde d'hydrogéne (H.0O,), le radical
hydroxyle (OH") et les radicaux alkyle (R®), alkoxyle (RQO®) et alkylperoxyde (ROQ®).

La figure 7 résume les réactions conduisant a la production des principales EAO.

N s
Ea

re— HQO + Og
2GSH Glutathione
.- ONOO’ peroxidase
; assG N

/ H.0
: . L-citrulline @

R ﬂI
OH +NOy:

L-arginine i

Figure 7. Espéces actives de 'oxygéne et espéces antioxydantes (Simonsen et al.,
2009). Les plus importants ERO dans les cellules vasculaires sont écrites en gras.
Un électron est transféré a I'oxygéne, qui est transformé en superoxyde (Oy). La
superoxyde dismutase (SOD) et le tempol convertissent le superoxyde en peroxyde
d’hydrogéne (HzOz) qui peut étre converti en radical hydroxyle (OH®) en présence de
fer réduit (Fe?"). Le superoxyde peut également réagir avec I'oxyde nitrique (NO)
pour former le peroxynitrite (ONOO"), qui est instable a un pH inférieur a 8, et donc
se décompose rapidement en radical hydroxyle. Il ya concurrence entre le NO et le
peroxynitrite pour I'O,. GSH: glutathion réduit, NOS: NO synthase, GSSG:
glutathion oxydé, H* : proton H™ .

1.4.3.1.2.2 Le monoxyde d’azote
Le monoxyde d'azote (NO) est produit sous I'action des NO synthases a partir
de la L-arginine. Il peut réagir avec d'autres radicaux libres, avec le fer ou avec

I'anion superoxyde (O2) pour former I'anion peroxynitrite (ONOQO") (Beckman et al.,
1990).

1.4.3.1.3 Systémes antioxydants
L’'organisme posséde des défenses spécifiques qui sont de type enzymatique

ou non enzymatique.
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1.4.3.1.3.1 Systémes de défense enzymatiques

Trois enzymes forment la clé de volte de ce systéme antioxydant. Il s'agit de
la superoxyde dismutase, de la catalase et de la glutathion peroxydase (GPx).

Le role de la superoxyde dismutase est d'accélérer la dismutation de I'anion
superoxyde en peroxyde d'hydrogéne afin d'empécher la coexistence de ces deux
especes radicalaires, et par conséquent la génération du radical hydroxyle. La
catalase désamorce le potentiel oxydant du peroxyde d'hydrogéne en le transformant
en eau et en dioxygéne. La GPx réduit le peroxyde d'hydrogéne en eau et les
peroxydes lipidiques instables en acides gras hydroxylés, en utilisant les capacités
réductrices du couple glutathion/glutathion disulfide (GSH/GSSG).

Une autre enzyme a un role clé dans les systémes anti-radicalaires
enzymatiques, il s'agit de la glutathion réductase ou GR. Le role de la GR est de

régénérer le glutathion en utilisant le NADPH comme cofacteur.

1.4.3.1.3.2 Systéemes de défense non enzymatiques

Ces antioxydants sont représentés soit par des substances comme les
vitamines C et E, le B-caroténe ou provitamine A, les flavonoides ou vitamine P, les
composés a groupements thiols dont la métallothionéine (Romero-Isart et Vasak,
2002) ou I'hnomocystéine, les sucres, les acides nucléiques, les acides gras insaturés,

les acides aminés a noyau phénol, I'albumine (Bourdon et Blache, 2001).

1.4.3.2 Stress oxydatif, dysfonction endothéliale et hypertension artérielle
L’hypertension artérielle est caractérisée par une augmentation des
résistances vasculaires périphériques. Le rétrécissement luminal des artéres de
résistance du soit a 'augmentation du tonus vasculaire ou a la rénovation structurelle
contribue a l'augmentation des résistances (Mulvany et al., 1996). L’élévation du
tonus vasculaire est une conséquence de la vasoconstriction accrue et/ou de la
réduction de la vasodilatation des petites arteres. En effet, la vasoconstriction induite
par une série d’agonistes (par exemple I'angiotensine Il, 'endothéline, 'U46619) est
considérée comme médiée au moins en partie par la formation de superoxyde (Oy’)
(Rajagopalan et al., 1996 ; Cai et al., 2003) ; tandis que la vasodilatation réduite des
vaisseaux sanguins chez I'animal hypertendu est attribuée a I'O;" réagissant avec le
monoxyde d’azote (NO) (Cai & Harrison, 2000). L’'augmentation de niveaux de
I'anion superoxyde (O2’) associée a la réduction de la biodisponibilitée de NO semble

jouer un role de premier plan dans la réduction de la vasodilatation endothélium-
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dépendante dans les artéres de patients et d’animaux hypertendus (Feletou et
Vanhoutte, 2006b).

L’élévation de la pression artérielle est ainsi associée a 'augmentation du stress
oxydant et des espéces réactives de I'oxygene dans le lit vasculaire qui résulte de la
dysfonction endothéliale. L'une des causes de cet état est la réduction de la
vasodilatation médiée par le monoxyde d’azote (NO) qui est également un marqueur
de la sévérité des maladies cardiovasculaires. On suppose souvent que les
antioxydants récupérent simplement le superoxyde, ce qui augmente la disponibilité
du NO fonctionnel (Li et al., 2002). De ce fait, 'amélioration de la vasodilatation
endothélium-dépendante est un objectif important dans le traitement

antihypertenseur (Simonsen et al., 2009).

1.5 Quelques modéles expérimentaux d’hypertension artérielle

L'HTA est une maladie multifactorielle, polygénique qui implique des
interactions complexes entre les mécanismes homéostatiques génétiquement
déterminés et les facteurs environnementaux (Takahashi et Smithies, 2004). De ce
fait, son exploration nécessite des modeéles expérimentaux d’animaux. La complexité
de cette pathologie exige l'utilisation de différents modéles animaux ayant subit des

modifications génétiques, physiologiques ou nutritionnelles (Bakris et Mensah, 2003).

1.5.1 Modéles génétiques de I’hypertension artérielle

Les modeles génétiques de I'HTA ont pour but d’approcher les conditions
physiopathologiques de I'hypertension essentielle chez 'lhomme (Lerman et al,
2005). Les rats spontanément hypertendus (SHR), le rat Dahl sensibles au sel, les
rats hypertendus de Milan sont trés utilisés dans I'étude de l'influence du facteur
geénétique sur la pression artérielle. La différence entre ces modéles réside dans le
degré d’altération génétique et cellulaire de la régulation de la pression artérielle
(Lerman et al., 2005)

Le modeéle de rats SHR représente la reproduction la plus fidele de
I'hypertension essentielle chez 'lhomme (Pinto et al., 1998). La modification de 1 a 6
génes est responsable de I'élévation de la pression artérielle chez ces rats (Kurtz et
al., 1990). Leurs rats contréles normotendus sont les rats Wistar Kyoto (WKY). Cette
hypertension est caractérisée par une augmentation du taux de rénine plasmatique,
des dysfonctions endothéliale et rénale, une hypertrophie et une insuffisance

cardiaques. Outre I'étude de la physiopathologie de I'hypertension essentielle, ce
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modéle est d’'une grande utilité dans I'étude et dans I'évaluation de l'efficacité des
nouveaux agents hypotenseurs (Yamori et al., 1992).

Les rats SHR “stroke prone” sont issus de la reproduction des SHR et
développent une hypertension sévére associée aux lésions cérébrovasculaires et
hémorragies cérébrales dans 80% des cas (Okamoto et Aoki, 1973). Ce modéle peut
étre utilisé dans I'étude des complications de I'HTA essentielle.

On distingue également le modéle de rats hypertendus lyonnais a faible taux
de rénine, et forte sensibilité a I'angiotensine Il (Vincent et al., 1980) ; et le modéle de
rats hypertendus de Milan, avec altération du métabolisme hydro-sodé rénal (Bianchi
et al., 1975).

Contrairement aux rats SHR, la modification de l'alimentation contribue au
développement de I'hypertension du modéle Dahl sensible au sel (Deng, 1998). En
effet, une alimentation riche en sel (8% NaCl) contribue au développement de
I'hypertension chez les rats Dahl sensibles au sel (Pinto et al., 1998). Parallélement
on distingue les rats Dahl résistants au sel (Dahl et al., 1962). Il ya modification des
génes de I'enzyme de conversion et du peptide natriurétique auriculaire. Ces rats
présentent une altération de la fonction endothéliale, une dysfonction rénale, un taux
de rénine bas, une surcharge volémique, une hypertrophie ventriculaire gauche et
une insuffisance cardiaque précoce (Deng, 1998). Ce modéle est donc trés utile pour
I'étude de I'effet de I'alimentation et des facteurs génétiques sur le développement de
I'hypertension (Takahashi et Smithies, 2004).

En plus des modéles précités qui sont naturellement génétiques, on distingue
également des modéles génétiques induits par des manipulations, ce sont les rats
transgéniques (TGR) ou « (mRen2)27 » issus de lintroduction et la surexpression
chez le rat du géne de souris codant pour la rénine (Ren-2). lls sont caractérisés par
une dysfonction endothéliale et une hypertrophie cardiaque. Ce modeéle est utile
dans I'étude du systéme rénine-angiotensine-aldostérone (Paul et Jurgen, 1994).

1.5.2 Modeéles non génétiques d’hypertension artérielle
Les modeéles d’hypertension non génétiques sont des modéles d’hypertension

artérielle secondaire.

1.5.2.1 Modéles d’hypertensions chirurgicaux
Le modéle de Goldblatt consiste en une constriction partielle de 'un ou des
deux artéres rénales chez le rat. Ceci stimule la production de la rénine par les

cellules juxtaglomérulaires entrainant la formation de [I'angiotensine Il et
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'augmentation de la pression artérielle. Le systeme rénine angiotensine joue un réle
trés important dans le développement et le maintien de I'hypertension artérielle dans
ce modele animal (Cervenka et al., 2002).

Une néphrotomie unilatérale avec une sténose de l'artere rénale permet la
réalisation d’'un modéle animal de Goldblatt a rein unique connu sous le nom de «
one kidney, one clip rat (1K1C) » (Pinto et al., 1998). Ce modéle est caractérisé par
une augmentation importante du volume plasmatique et de la pression artérielle. On
distingue également le modele de Goldblatt a deux reins avec une néphrotomie
bilatérale et une sténose de l'artére rénale, modeéle connu sous le nom de «two
kidneys one clip 2K1C » (Van Epps, 2005). Dans ce cas, les rats présentent une
dysfonction endothéliale, une hypertrophie cardiaque et l'activité de la rénine

plasmatique est significativement augmentée (Goldblatt, 1960).

1.5.2.2 Modéles d’hypertension non chirurgicaux
1.5.2.2.1 Modéle d’hypertension induite par réduction de la masse rénale

La physiopathologie de I'HTA est trés liée au dysfonctionnement de la fonction
rénale; 90% des personnes a insuffisance rénale sont des hypertendus (Hall, 2003).
En pratique, une ablation de 60% de la masse rénale chez le rat provoque
I'apparition d’'une hypertension artérielle avec une augmentation du taux d’urée et de
créatinine plasmatique (Bohr et Dominiczak, 1991). Une augmentation de I'apport en
sel exacerbe l'augmentation de la pression artérielle. C’est un modéle sodium-

dépendant avec un taux de rénine plasmatique trés faible (Cervenka et al., 2002).

1.5.2.2.2 Modéle d’hypertension d’origine endocrine

Il s’agit de 'HTA induite par l'acétate de déoxycorticostérone (DOCA). Les
minéralocorticoides sont des hormones secrétées au niveau de la corticosurrénale,
actives sur le métabolisme de sodium, du potassium et de l'eau, ils contribuent au
maintien de la pression artérielle (Bohr et Dominiczak, 1991). L’HTA induite par le
DOCA est dépendant du sel. (Oparil et al., 2003 ; Webb, 2003). Le DOCA est
implanté en sous-cutané, et 'eau de boisson est remplacé par du NaCl a 1%. |l ya
augmentation de la réabsorption hydro-sodée et donc, de la volémie; et
augmentation de la sécrétion de la vasopressine entrainant une élévation de la

rétention de I'eau et la vascoconstriction (Dahl, 1960 ; Hakim et Goyal, 2000).
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1.5.2.2.3 Modéles d’hypertension pharmacologiques

L’administration chronique par voie orale d'un inhibiteur de la synthése de
monoxyde d’azote (NO), le Nw-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), induit une
augmentation de la pression artérielle chez le rat (Naseem, 2005) De méme,
I'inhibition de la synthése du NO avec le NG-monomethyl-L-arginine (LNMA), induit
une forte augmentation de la pression artérielle (Rees et al., 1989).

L’angiotensine Il (0,7 mg/kg/j, s.c) provoque une hypertension artérielle
secondaire au bout de 4 a 8 semaines (Georbea-Oppliger et al., 1992).

L’hypertension est produite par administration de chlorure de cadmiun (1

mg/kg/j, i.p) pendant deux semaines (Rathod et al., 1997).

1.5.2.2.4 Modéles d’hypertension nutritionnels

Des données épidémiologiques montrent que dans une population donnée, la
prévalence de I'HTA augmente avec l'augmentation de la consommation de sel
(Badyal et al., 2003). L’ingestion chronique de sel a I'excés produit 'hypertension
chez les rats (Dahl, 1960). L’hypertension d’origine saline a été obtenue chez le rat,
le lapin et le poussin en remplagant I'eau de boisson par la solution de chlorure de
sodium (1-2%) pendant 9 a 12 mois (Boura et Green, 1964 ; Rathod et al., 1997).

L’abus d’alcool est un facteur contribuant a I'élévation de la pression artérielle
et serait la cause la plus courante d’'HTA secondaire. L’hypertension due a lI'abus
d’alcool est réversible, au moins temporairement et contribue a 'augmentation du
risque des complications cardiovasculaires observées chez les alcooliques (Luther,
1985). Expérimentalement, une hypertension artérielle est observée par
administration orale d’éthanol (20-30%, v/v) a la dose de 4g/kg a partir de la 8°™°
semaine de traitement chez les rats (Husain et al., 2005). Cette hypertension
artérielle serait due a [l'augmentation de la sécrétion d’hormones et de
neurotransmetteurs, la stimulation du systéme nerveux sympathique (Chan, 1982), et
un meécanisme myogeénique impliquant l'altération des propriétés relaxantes du
muscle lisse vasculaire (Chan et al, 1985). L’altération de I'activité baroreflexe serait
également impliquée (Abdel-rahman et al., 1985).

Une diéte riche en fructose (Bunnag et al., 1997 ; Cosenzi et al., 1999) induit
I'hypertension artérielle. L’administration de fructose 60% provoque une élevation
significative de la pression artérielle chez les rats sprague Dawley a partir de la 3°™°
semaine (Delbosc et al., 2005). De méme, un régime riche en glucose induit
I'hypertension artérielle et linsulinorésistance par le biais du stress oxydatif

vasculaire (Kaufman et al., 1991 ; Bunnag et al., 1997 ; Vasdez et al., 2000).
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L’élévation de I'insulinémie induite par ces glucides simples (fructose et glucose) y
contribue sans doute par les mécanismes d’action de l'insuline sur la rétention sodée
et l'activation sympathique. Le glucose a 10 % dans I'eau de boisson (ElI Midaoui et
De Champlain, 2002) induit I'hypertension artérielle expérimentale chez des rats
Wistars au bout de 3 semaines.

Au cours du présent travail, les modéles d’hypertension artérielle induits par
I'éthanol et le glucose seront étudiés comme modéles d’étude de I'hypertension
artérielle secondaire.

En médecine moderne, il existe plusieurs approches pour le traitement des

pathologies hypertensives.

1.6 Traitements de I’hypertension artérielle
1.6.1 Différents types de traitements

Le traitement de I'hypertension artérielle est de deux types : pharmacologique
et non pharmacologique.

Le traitement non pharmacologique repose sur des mesures hygiéno-
dietétiques recommandées chez des patients hypertendus quel que soit le niveau
tensionnel, avec ou sans traitement pharmacologique associé. Ces mesures
comprennent :

¢ la limitation de la consommation de sel (Chlorure de sodium, NaCl) ;

e une réduction du poids en cas de surcharge pondérale, de fagon a
maintenir un indice de masse corporelle (IMC) en dessous de 25 kg/m?.

e la pratique d’'une activité physique réguliere adaptée a I'état clinique du
patient d’au moins 30 min environ, 3 fois par semaine ;

¢ la limitation de la consommation d’alcool a moins de 3 verres de vin ou
équivalent par jour chez 'homme et 2 verres de vin ou équivalent par
jour chez la femme ;

e larrét du tabac, associé si besoin a un accompagnement du sevrage
tabagique ;

e un régime alimentaire riche en Iégumes, en fruits et pauvre en graisses
saturées (graisses d’origine animale) (HAS, 2005).

Le traitement pharmacologique comprend différents antihypertenseurs tels
que les diurétiques, les béta-bloquants, les antagonistes calciques, les inhibiteurs de
'enzyme de conversion de l'angiotensine, les antagonistes des récepteurs de

I'angiotensine Il, les alpha-bloquants. Dans I'HTA non compliquée, 5 classes
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d’antihypertenseurs majeurs (diurétiques, béta-bloquants, inhibiteurs calciques,
inhibiteurs de I'enzyme de conversion (IEC), antagonistes des récepteurs de
'angiotensine 1l (ARA II)) ont montré un bénéfice sur la morbi-mortalité
cardiovasculaire, dans les essais cliniques (Goyal et McFadyen 2006). Ces différents
traitements ont été utilisés pour gérer et atténuer les symptdmes de I'hypertension
artérielle (Goyal et McFadyen 2006). Cependant, I'efficacité de ces médicaments est
seulement de 40-60% et, en général, deux ou trois médicaments antihypertenseurs
de différentes catégories doivent étre combinés pour obtenir un résultat optimal.
Dans toutes ces possibilités, le recours a la trithérapie doit comprendre un diurétique
thiazidique. La figure 8 illustre I'association des classes thérapeutiques favorisant la
baisse tensionnelle. Les autres classes d’antihypertenseurs (alpha bloquants et
antihypertenseurs centraux) n’ayant pas démontré leur efficacité sur la morbi-
mortalité cardio-vasculaire, ne sont pas recommandées mais peuvent aider a
atteindre l'objectif tensionnel en cas d’effets indésirables ou a compter du stade de
trithérapie (HAS, 2005). Le développement d’'une maniére sire et efficace pour gérer
I'hypertension est une préoccupation des chercheurs depuis des siécles (Yeh et al.,
2009). De plus, le choix d’un traitement médicamenteux sera adapté a chaque
patient en fonction de l'efficacité et de la tolérance des médicaments vis-a-vis de
'origine du patient. En effet, a partir d’études menées chez des patients afro-
américains et africains des caraibes, il apparait que I'HTA chez ces patients est plus
sensible aux diurétiques et aux inhibiteurs calciques qu’aux classes thérapeutiques
agissant sur le systeme rénine-angiotensine (IEC, ARA-II) ou qu’aux béta-bloquants
(HAS, 2005).

B-bloquant m IEC

Diurétique thiazidique Inhibiteur calcique

Traits pleins : effet additif sur la baisse tensionnelle

Figure 8. Association des classes thérapeutiques favorisant la baisse
tensionnelle (HAS, 2005). ARA Il : antagonistes des récepteurs de I'angiotensine Il ;
IEC : inhibiteurs de I'enzyme de conversion.
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Les effets secondaires de ces médicaments constituent une préoccupation

importante.

1.6.2 Intérét de la médecine traditionnelle par les plantes dans la prise en

charge de I’hypertension artérielle

Les plantes, utilisées depuis des temps immémoriaux par '’homme pour se
soigner constituent un volet primordial de la médecine traditionnelle (MTR) dans de
nombreux pays. L'OMS définit la médecine traditionnelle comme étant « ...la somme
totale des connaissances, compétences et pratiques qui reposent, rationnellement
ou non, sur les théories, croyances et expériences propres a une culture et qui sont
utilisées pour maintenir les étres humains en santé ainsi que pour prévenir,
diagnostiquer, traiter et guérir des maladies physiques et mentales. Dans certains
pays, les appellations médecine parallele/alternative/douce sont synonymes de
médecine traditionnelle » (OMS, 2000).

Les statistigues de I'OMS révelent qu’en Afrique, jusqua 80 % de la
population utilise la MTR pour répondre a ses besoins de soins de santé. En Asie et
en Amérique latine, les populations continuent d’utiliser la MTR en raison de
circonstances historiques et convictions culturelles. En Chine, la MTR représente 40
% des soins de santé administrés. Ce phénomeéne n’est pas seulement limité aux
pays en voie de développement puisque, dans le méme temps, dans de nombreux
pays développés, cette méme médecine plutdt nommeée sous le terme de médecine
complémentaire (MCP) gagne en popularité. Le pourcentage de population ayant
utilisé la MCP au moins une fois se chiffre a 48 en Australie, 70 au Canada, 42 aux
Etats-Unis, 38 en Belgique et 75 en France (OMS, 2002). Aux Etats-Unis, les plantes
meédicinales entrent dans 25% des ordonnances délivrées par les pharmaciens
communautaires (Phillipson, 2007).

Au Cameroun, de nombreuses études ont contribué a la connaissance des
plantes médicinales. Les auteurs ont travaillé avec des tradi-praticiens, ou médecins
traditionnels, qui faisaient des récoltes dans les différentes formations végétales de
leur zone d’influence. Ces études sont toujours poursuivies et ont déja inventorié
plus de 500 espéces de plantes utilisées dans la médecine traditionnelle et dont la
pharmacopée camerounaise fait état. Les résultats desdites études montrent que les
especes inventoriées rentrent dans le traitement de diverses pathologies, telles que:
affections de la rate, alcoolisme, anémie, Interruption Volontaire de la Grossesse

(IVG), bilharziose, bronchite, asthme, brilures diverses, carie dentaire, odontalgie,
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céphalées, constipation, diabete, diarrhée d'origines diverses, diarrhée du nouveau-
né, diarrhée dysentériforme, douleurs thoraciques, éléphantiasis, hypertension
artérielle, hypogalactite et insuffisance cardiaque (Jiofack et al., 2009).

Partout dans le monde, les plantes utilisées pour le traitement de
I'hnypertension artérielle sont nombreuses et issues de diverses familles botaniques,
mais force est de constater que peu d’études concernant leur efficacité ont été
menées. Nous pouvons, a titre d’exemple, citer : les extraits ou infusions préparées a
partir de I'écorce de la tige de Croton cajucara Benth. (Euphorbiaceae), utilisés dans
la médecine traditionnelle de I'hypertension artérielle (Di Stasi et al., 1989). Les
eétudes chimiques des écorces de cette plante ont conduit a l'isolement de plusieurs
diterpénes tels que le trans-déhydrocrotonine, qui présente une activité
vasorelaxante (Guerrero et al., 2004). Andrographis paniculata (Burm. F.) Nees
(Acanthaceae) porte la réputation de médicament efficace dans le traitement de
I'nypertension artérielle (Ahmad et Asmawi, 1993). L'extrait aqueux de A. paniculata
diminue la pression artérielle chez le rat (Zhang et Tan, 1996) ; une réponse qui est
induite par le 14-déoxyandrographolide, un diterpéne isolé de cette plante, et qui a
montré un effet hypotensif et bradycardique chez le rat anesthésié (Zhang et al.,
1998). Bidens pilosa (Asteraceae) est exploitée en Afrique tropicale et en Amérique
centrale pour le traitement de divers troubles cardiovasculaires, en particulier
I'hypertension artérielle et les troubles rénaux (Dimo et al., 1998, Dimo et al., 2003) ;
Morus alba (Moraceae) est utilisée en Chine et au Japon pour réduire la pression
artérielle (Manli et al., 2008) ; Curcuma longa (Zingiberaceae) est d’'usage en Asie du
sud et en Afrigue de l'ouest pour des désordres vasculaires et I'hypertension
artérielle (Adaramoye et al., 2009); Adenanthera pavonina (Leguminosae) est
utilisée en Afrique orientale et occidentale, au iles du pacifique et carribéenes, en
Chine et en Inde pour les soins des affections cardiovasculaires chez la femme
enceinte (Adedapo et al., 2009).

Les rapports réalisés sur la médicine traditionnelle par 'OMS soulignent
I'importance de la médecine traditionnelle et encouragent la mise au point de batterie
de protocoles standards pour la réalisation des enquétes ethnopharmacologiques et
les travaux expérimentaux permettant de valider les utilisations traditionnelles. (Kim,
2005).

1.7 Etudes toxicologiques
Comme nous l'avons vu précédemment, le recours a la médecine

traditionnelle, et en particulier aux plantes, revient au godt du jour partout dans le
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monde. Cet intérét grandissant fait que les autorités sanitaires accordent de plus en
plus d’'importance a l'efficacité et I'innocuité des plantes médicinales utilisées en
médecine traditionnelle. C’est pourquoi 'OMS a rédigé, en 2000, (OMS, 2000) un
rapport sur les principes méthodologiques généraux pour la recherche et I'évaluation
relatives a la meédecine traditionnelle, dans lequel une partie est dédiée aux plantes
issues de la médecine traditionnelle, intégrant un rappel des lignes directrices sur
lesquelles s’appuyer pour I'évaluation de [l'efficacité et de linnocuité ou toxicité
potentielle de ces plantes (OMS, 1993).

L’évaluation de la toxicité s’appuie sur des études qualitatives (non
mesurables) ou quantitatives (mesurables). Il existe plusieurs types d’études
permettant d’évaluer les effets d’un toxique :

e les études épidémiologiques, qui comparent plusieurs groupes d’individus,

e les études expérimentales in vivo, qui utilisent des animaux (ex. : lapin, rat et
souris); Certains organismes de réglementation préconisent l'utilisation d’au
moins deux espéces animales, dont 'une appartenant aux rongeurs,

e les études expérimentales in vitro, biochimiques ou cellulaires, les études
théoriques par modélisation (exemple : structure-activité) (Lapointe, 2004).

e |l est important de préciser, concernant ces différentes méthodes d’évaluation,
que 'OMS rappelle que « ...Les données d’innocuité in vitro doivent étre
considérées comme des indicateurs de toxicité potentielle, mais non comme
des marqueurs absolus. Les données in vivo sur les animaux sont plus
indicatives de la toxicité et peuvent étre considérées comme des marqueurs
d’'innocuité ». Cependant, il est également précisé que « Quand il s’agit
d’'innocuité ou d’efficacité, I'effet pharmacologique observé in vitro ou chez
des modéles animaux n’est pas nécessairement applicable aux humains ».
Dans ce cas, les études épidémiologiques peuvent apporter des éléments
pour I'évaluation de la toxicité chez 'lhomme.

La toxicité des plantes peut étre directe (composés de la plante-organe) ou
indirecte via la genése d’interactions avec les médicaments allopathiques ou de
phytothérapie (composés de plante-métabolisme d’autres

médicaments/xénobiotiques).

1.7.1 Toxicité directe
Concernant les différentes formes de toxicité, la terminologie
fréquemment utilisée selon la fréquence et la durée de I'exposition a une substance

est la suivante :
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e La toxicité aigué permet de connaitre la plus petite dose qui, administrée en
une seule prise entraine la mort de 50% des animaux dans les 24 a 48 heures
aprés le traitement, la durée maximale d’observation étant de 15 jours (Dubick
et al., 1993). Elle permet de déterminer la dose létale 50 (DLso).

o Et la toxicité a long terme avec :

- la toxicité subaigué ou subchronique, qui permet de déceler les
troubles de croissance, d’alimentation, les troubles biochimiques et
histologiques secondaires a I'administration continue d’une substance
(Diezi, 1992) ;

- la toxicité chronique, qui permet d’avoir des renseignements sur le
degré de toxicité des médicaments qui habituellement sont utilisés de
facon répétée par des patients (Cheftel et al., 1989).

Dans le cas de [Iévaluation de la toxicité a long terme, la durée
d’administration de la substance expérimentale dépendra de la durée d’utilisation
clinique prévue. La durée dans le cadre de I'étude de toxicité variera d’un pays a
I'autre, selon la réglementation en vigueur (OMS, 2000).

Concernant la dose, il est recommandé de prévoir des groupes pour au moins
trois niveaux de dose différents : une dose n’engendrant aucun effet toxicologique
(dose sans effet) et une dose entrainant des effets toxicologiques manifestes. Dans
cette fourchette, I'adjonction d’au moins un autre niveau de dose augmente la
possibilité d’observer une relation dose-réaction. Toutes les études doivent inclure un
groupe témoin d’animaux d’expérience chez lequel on n’administre que le véhicule
(OMS, 2000).

1.7.2 Toxicité indirecte et interactions médicamenteuses
1.7.2.1 Concept d’interactions plantes-médicaments
Les interactions médicamenteuses peuvent résulter soit d’'une inhibition, soit

d’'une induction, soit d’'une compétition entre deux substrats d’'une isoenzyme
particuliere impliquée dans le métabolisme (Michaud et al., 2006). Il en est de méme
pour certaines plantes médicinales, telles que le Millerpertuis (Hypericum
perforatum), utilisé sous forme d'extrait pour ses propriétés antidépressives, et pour
lequel ont été mises en évidence des propriétés d’inducteur, entrainant des
interactions avec des médicaments tels que lirinotecan, les anticonvulsivants, la
carbamazépine et le télithromycine. Cette interaction a pour conséquence une

diminution des concentrations thérapeutiques et donc de I'effet thérapeutique de ces
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médicaments (Komoroski et al., 2004). Les conséquences cliniques de linhibition du
métabolisme des médicaments sont une augmentation de la concentration du produit
actif et une augmentation de la durée de l'effet thérapeutique avec un risque de
toxicité si la formation de métabolites inactifs est ralentie par l'inhibition enzymatique
(Loichot et Grima, 2004).

Pour comprendre et prédire les différentes réponses aux médicaments qui
peuvent étre causees par des interactions médicamenteuses, une connaissance plus
approfondie des caractéristiques des différents déterminants majeurs influengant le

meétabolisme des médicaments est requise.

1.7.2.2 Généralités sur la biotransformation des médicaments

Le métabolisme d'un médicament correspond a la transformation par une
réaction enzymatique d'un meédicament en un ou plusieurs composeés, dits
métabolites qui peuvent étre pharmacologiquement actifs ou inactifs ou parfois
toxiques. Cette biotransformation est une des phases de I'élimination du médicament
(Loichot et Grima, 2004).

Les principales réactions de biotransformation sont des réactions dites de
phase | (oxydation, réduction ou hydrolyse). Leur but est de produire un métabolite
intermédiaire a caractére électrophile, sur lequel pourra s’exercer une seconde
transformation, celle de phase Il (conjugaison) qui aboutit a la formation de
substances hydrosolubles facilement éliminées par les urines, la bile, la salive ou la
sueur (Loichot et Grima, 2004).

1.7.2.3 Cytochromes P 450 3A et interactions médicamenteuses

Les réactions d’oxydation sont les plus fréquemment rencontrées et
constituent souvent une étape clé de la biotransformation. Elles ont essentiellement
lieu au niveau des microsomes hépatiques et mettent en jeu le cytochrome P450
(CYP) et la NADPH-cytochrome P-450 réductase (Gerbal-Chaloin, 2000). Il existe un
grand nombre d’isoenzymes du CYP (57) isoenzymes identifiées en 2004 chez
'Homme) (Loichot et Grima, 2004). La figure 9 présente la répartition des

médicaments métabolisés par les différentes isoenzymes de CYPs.
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Figure 9. Répartition des médicaments métabolisés par les différentes isoenzymes
de cytochromes P-450. (Guengerich, 1995).

Certaines substances présentes dans le jus de pamplemousse inhibent le
CYP3A4, ce qui augmente la biodisponibilité entre autres de la terfénadine,
d'antagonistes du calcium du groupe des dihydropyridines et de la ciclosporine
(Simon-Lestang, 2003). Le CYP3A4, est d’'une importance capitale puisqu’il est
impliqué dans le métabolisme de plus de 50% des médicaments, de méme que dans
I'activation de substances toxiques et carcinogénes (Michaud et al., 2006).

1.8 Terminalia superba
1.8.1 Classification

L'espéce Terminalia superba (figure 10) appartient a la famille des
Combretaceae. Cette famille compte environ 18 genres renfermant environ 450
espéces dont a peu prés 200 sont du genre Terminalia. Le nom latin vient du fait que
les feuilles sont groupées en touffes a l'extrémité des rameaux (Groulez et Wood,
1984). La classification de Terminalia superba est la suivante (USDA, 2005):

Regne : Végétal

Sous régne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous- classe : Rosidae

Ordre : Myrtales

Famille : Combretaceae

Genre : Terminalia

Espece : superba (Engler & Diels, 1900)
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Figure 10. Photo de Terminalia superba. Photo prise au quartier Mendong-

village, Yaoundé-Cameroun, octobre 2009 par Esther Ngo Lemba Tom.
1.8.2 Botanique et écologie

L'espece Terminalia superba est un arbre qui atteint 30 a 40 m de haut, a
cime étagée et a contreforts ailés s'élevant a 3-5 m de haut (Pauwels, 1993). Son fGt
est régulier, trés droit et a faible décroissance. Le diamétre au dessus de
I'empattement varie en général de 60 cm a 120 cm, sans dépasser 150 cm. La
décroissance du diameétre du fOt est trés réguliere et atteint 10 a 12 mm par métre.
Le fat, pour des arbres adultes, peut avoir 20 a 30 m de longueur sans branches.

Selon Groulez et Wood (1984), T. superba, qui porte les noms commerciaux
de Limba ou Fraké, est une espéce africaine, endémique, des foréts ombrophiles,
semi-sempervirentes appartenant a la région phytogéographique guinéenne. Les
peuplements a Terminalia superba se développent préférentiellement sous une
pluviométrie annuelle supérieure a 1500 mm et une saison séche inférieure a 4 mois.
Dans la zone de distribution naturelle du Limba, la température moyenne mensuelle

est comprise entre 20 et 28°C. Le Terminalia superba est une espéce héliophile. On
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le trouve majoritairement entre 150 et 280 m d'altitude, dans des vallées, des pentes
de l'ordre de 0,5 a 50 %, des sommets des collines et des bas des pentes. |l préfere
des sols alluvionnaires riches et frais, se ressuyant bien, aussi des sols rouges ou
rouges violacés développés sur des amphibolites et on le retrouve sur des sols
sableux, sablo-argileux bruns ou brun jaune, a pH acide avec un taux élevé de
matiéres organiques. C'est dans ces milieux qu'il atteint son développement
maximum. La figure 11 présente les différentes aires naturelles de distribution du

Terminalia superba en Afrique centrale et occidentale.
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Figure 11. Aire Naturelle de Distribution du Terminalia superba (Groulez et
Wood, 1984). Les zones de distribution de T. superba sont coloriées en noir.

1.8.3 Phytochimie

Des études récentes conduites sur Terminalia superba ont identifié des
dérivés d’acide galliques et ellagiques, des phytostérols, des lignans et des
composeés triterpenoides (Wansi et al., 2007; Tabopda et al., 2008; Tabopda et al.,
2009).

1.8.4 Usage empirique

Au sud du Cameroun, plusieurs espéces du genre Terminalia sont utilisées
dans le traitement des gastroentérites, de [linfertilité masculine, des douleurs
abdominales et des bronchites (Adjanohoun et al., 1996). Cette plante a des
propriétés antipalustres (Mustofa et al., 2000), antidiabétiques (Sabu et Kuttan 2002;
Kamtchouing et al., 2005) et cardioprotectrices (Gauthaman et al., 2001). Terminalia
superba est utilisée dans les régions du sud et du centre du Cameroun dans le

traitement du diabéte et des troubles cardiovasculaires (Kamtchouing et al., 2005;
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Dimo et al., 2006). Les écorces du tronc sont utilisées en décoction dans le
traitement de I'hypertension artérielle.
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CHAPITRE II

MATERIEL ET METHODES



Il.1 Préparation des extraits de plante

Les écorces du tronc de T. superba ont été récoltées dans la région de Djoum
(Sud Cameroun), en mai 2005. Elles ont été authentifiées a I'herbier national de
Yaoundé, par comparaison avec I'échantillon N°19632/HNC, précédemment collecté
et identifié par Leuwenberg. Ces écorces ont ensuite été séchées puis broyées,
avant extraction.

e Extrait aqueux

Une décoction a été obtenue en portant a ébullition pendant 20 minutes 120 g
de poudre des écorces de tronc de T. superba dans 3L d’eau distillée. Le mélange a
éte filtré et séché a I'étuve a 50°C, permettant ainsi d’obtenir 27,82g d’extrait aqueux
(AQU), soit un rendement de 23,18%.

e Extraits organiques

Une macération avec 3 kg de poudre des écorces du tronc de T. superba a
été réalisée dans 6 L de méthanol pendant 48h. Le filtrat a été concentré a une
température de 80°C a l'aide d’un évaporateur rotatif, sous pression réduite. Cette
opération a permis d’obtenir 317,3 g d’extrait au méthanol (MET), soit un rendement
de 10,57 %.

L’extrait au chlorure de méthyléne (CH.Cl,;) / méthanol (MeOH) (MCM) et
I'extrait au chlorure de méthylene (MC) ont été obtenus par macérations respectives
de 3,250 kg et 500 g de poudre des écorces de tronc de T. superba dans 7L, du
mélange chlorure de méthyléne-méthanol (1 :1, V /V) ou dans 1,5 L de chlorure de
méthyléne pendant 48h. Apreés filtration, les solutions extractives obtenues ont été
concentrées a l'aide d’'un évaporateur rotatif respectivement a 80°C et a 40°C. Il a
ainsi été obtenu 326,2 g (10,03%) d'une pate de couleur marron fonceée,
représentant I'extrait au MCM et 11,2 g (2,24%), d’'une pate de couleur jaune foncée
représentant I'extrait au MC. La figure 12 présente le schéma récapitulatif de la
préparation des différents extraits de plante et la séparation chromatographique de
I'extrait au chlorure de méthyléne.

L’'obtention des différentes fractions de l'extrait au MC s’est faite par
séparation chromatographique. Pour ce faire, 1g d’extrait au MC était introduit
progressivement dans une colonne en gel Séphadex. L’éluant utilisé était le mélange
chlorure de méthyléne-méthanol (50%/50%). Les différentes fractions obtenues ont
été regroupées par affinité apres observation de leur migration sur chromatographie
sur couche mince. Cette opération a permis d'obtenir trois fractions dénommées

respectivement F1, F2 et F3.
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Les différentes fractions ont fait I'objet d’essais de dilution pour les tests in

vitro. A cet effet, la fraction F1 n’ayant pas pu étre dissoute n’a pas été étudiée ; les

fractions F2 et F3 ont été dissoutes dans du diméthylsulfoxyde (DMSO).

Ecorces du tronc de 7. superba

Poudre 4

500g

A 4

Macération 48h CH,CL,
Filtration
Concentration 40°C

Extrait au
11,2¢g

MC

Découpage
Séchage
Broyage
v
Poudre 2 Poudre 3
3,250kg 3kg
Macération 48h (CH,CL, /MeOH 1/1) gﬁigf;on 48h McOH
Filtration R Concentration 80°C
Concentration (40 et 80°C)
A 4 A 4
Extrait au MCM Extrait au MET
326,2¢ 317,3¢g
Poudre 1 Fraction F1
120g <
Décoction :
Eau distillée
(3L), 20 min
Filtration
Séchage a I’étude
(50°C)
) Fraction F2
Extrait AQU
27,82g

Séparation chromatographique sur
gel de Séphadex LH 50.

Solvant d’¢lution :
Méthanol/chlorure de méthyléne

(50%/50%)

Fraction F3

Figure 12. Protocole de préparation des différents extraits et fractions de T. superba.
AQU : extrait aqueux, MCM : extrait au chlorure de méthylene (CH,Cl,) / méthanol
(MeOH)), MET : extrait au méthanol, MC : extrait au chlorure de méthyléne.

11.2 Les animaux

Les études pharmacologiques des effets des extraits de T. superba ont été

réalisées sur des rats males de différentes souches. en fonction de I'expérimentation

et des souris blanches, méles et femelles.
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Des rats albinos de souche Wistar (Animalerie du Laboratoire de Physiologie
Animale, Université de Yaoundé |) agés de 3 a 4 mois et pesant en moyenne 200 g
ont été utilisés pour I'évaluation des effets des extraits sur la pression artérielle :

- des rats normotendus (R.N.T) de souche Wistar ayant une pression artérielle
systolique < 120 mmHg ;

- des rats albinos de souche Wistar rendus hypertendus au D-glucose (R.H.G)
ayant une pression artérielle systolique = 140 mmHg. Ce type d’hypertension
représente une forme d’hypertension secondaire résultant des facteurs nutritionnels
rencontrés chez '’homme.

- des rats de souche Wistar rendus hypertendus a I'éthanol (RHA) dont la
pression artérielle systolique était = 140 mmHg. Ce type d’hypertension
expérimentale représente également une forme d’hypertension secondaire.

Pour I'étude de la réactivité vasculaire, 'expérience a été réalisée sur des rats
males Wistars (Janvier, Le Genest Saint Isle, France) de 250 a 350g. Les animaux
ont été maintenus dans une salle sous un cycle de 12 h de lumiere et 12 h
d’obscurité, avec libre acces a I'’eau et a la nourriture.

Des rats spontanément hypertendus (SHR) et leurs contrdles, Wistar Kyoto
(WKY) (Janvier, Le Genest Saint Isle, France) agés de 11 semaines au début de
I'expérience ont été utilisés pour I'évaluation des effets de I'extrait le plus actif. Les
SHR avaient une pression artérielle systolique = 160 mmHg. Les SHR sont un bon
modéle d’étude de I'’hypertension essentielle rencontrée chez ’'homme.

Pour les tests de toxicité, les animaux utilisés étaient des souris Balb/C de 7 a
8 semaines d’age des élevages (Janvier, Le Genest Saint Isle, France) et des souris
de méme souche élevées a I'Animalerie du laboratoire de Physiologie Animale de
I'université de Yaoundé | (Cameroun).

Les différentes manipulations de toxicité ont été réalisées conformément aux
instructions du Guide N° 423 de 'OECD de décembre 2001 portant sur les tests de
toxicité aigle de substance administrées aux animaux de laboratoire. Les différentes
études ont été réalisées suivant les normes du guide de manipulations et d’'usage
des animaux de laboratoire publié par I'Institut National de la Santé (NIH publication
No. 85-23, révisée en 1996).
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1.3 Etude des effets des extraits de T. superba sur la pression artérielle
11.3.1 Induction expérimentale de I’hypertension artérielle
1.3.1.1 Hypertension artérielle provoquée par le D-glucose

L’hypertension artérielle (HTA) induite par le D-glucose est provoquée chez
les rats normotendus en leur imposant un régime riche en glucose (El Midaoui et De
Champlain, 2002). Deux groupes d’animaux ont été constitués : un lot contréle et un
lot test. Les rats avaient accés libre a la nourriture et a I'eau de boisson. Les rats
traités au glucose ont regu a volonté une solution de D-glucose 10% dans I'eau de
boisson pendant une période expérimentale de trois semaines. La solution de D-
glucose était préparée tous les jours par dilution du glucose dans I'eau de boisson.
Les animaux contréle recevaient de I'eau courante. Le poids des rats, la
consommation alimentaire et d’eau étaient évalués quotidiennement pendant la
durée du traitement. Au terme du traitement, la pression artérielle systolique des rats
traités au glucose était supérieure ou égale a 140 mmHg (mesurée par méthode

invasive).

11.3.1.2 Hypertension artérielle induite par I’alcool

L’hypertension artérielle provoquée par l'alcool a été induite chez des rats
males Wistars normotendus agés de 8 semaines par surcharge orale d’éthanol. Les
animaux ont regu par voie orale et en prise quotidienne unique de I'éthanol a 35° a la
dose de 3 g/kg (a partir de I'éthanol pur) par gavage pendant 8 semaines. Les
animaux contrdle ont regu également par gavage de l'eau distillée (10 mL/kg)
pendant toute la période expérimentale. Le poids des animaux était évalué
quotidiennement. Aprés 8 semaines de traitement a I'alcool, tous les animaux étaient
hypertendus, avec une pression artérielle systolique (PAS) =2 140 mmHg. (mesurée

par méthode invasive).

11.3.2 Dispositifs d’enregistrement des parameétres cardiovasculaires
L’enregistrement de la PA des animaux a été faite dans cette étude suivant
deux techniques expérimentales. La méthode invasive apres anesthésie des rats et

la méthode non-invasive (pléthysmographique).

1.3.2.1 Méthode invasive ou directe
La pression artérielle (PA) est évaluée par la méthode invasive (sanglante)
encore dite méthode directe. La technique consiste a enregistrer la pression artérielle

grace a un cathéter introduit dans la carotide du rat anesthésié (Van Vliet et al.,
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2000). Le cathéter est relié¢ au transducteur connecté a [I'enregistreur
hémodynamique "Biopac Student Lab" de type MP 35. Le transducteur est un
capteur possédant une membrane ultrasensible capable de convertir en signaux
électriques, les moindres variations mécaniques de la PA de I'animal. Le déme du
transducteur est rempli de liquide physiologique, de type Mac Even (NaCl 147 mM ;
KCI 5,6 mM ; CaCl, 2,6 mM ; NaH;POy4; 0,66 mM ; CO3HNa 11,6 mM ; MgCl, 0,24
mM ; Glucose 11 mM) hépariné, de méme que la canule qui sera fixée a la carotide
de l'animal. Pour un maximum de sensibilité, ce systeme est débarrassé de toute
bulle d’air. Un enregistreur hémodynamique "Biopac Student Lab” MP 35 connecté
au transducteur envoie les signaux vers un ordinateur contenant le logiciel "Biopac
Student Lab" 3,7 qui visualise les différents tracés enregistrés (Figure 13). La
fréequence cardiaque (FC) était mesurée par le méme dispositif et visualisée au

méme moment que la PA.

Figure 13. Dispositif d’enregistrement de la pression artérielle par voie directe.
1 : transducteur ; 2 Biopac « MP 35 » ; 3 : ordinateur ; 4 : potence réglable.
11.3.2.2 Méthode pléthysmographique ou indirecte
La pression artérielle des rats spontanément hypertendus a été enregistrée
par la méthode pléthysmographique ou indirecte. Le systéme d’enregistrement est
un ensemble « Visitech BP 2000 » qui permet de mesurer la pression de 4 rats
simultanément. Cet ensemble comprend :
- -une plate-forme magnétique chauffante avec 4 manchons, 4 tunnels et 1
thermomeétre ;
- une unité de contrdle, qui contrble la température de la plate-forme et le

gonflage des manchons ;
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- un ordinateur portable avec le logiciel BP-2000 Blood Pressure Analysis
(version 2004) permettant de visualiser les variations de pression et de FC.

Avant chaque enregistrement, la veine caudale est dilatée grace au passage

des rats dans un sauna pendant 5 min. Les rats sont ensuite placés dans les cellules

de contention, et le capteur de pression inséré sur la queue. Une fois le signal de

pression détecté, les variations de pression sont visualisées sur I'écran de

'ordinateur, de méme que les valeurs de pression et de fréquence cardiaque

correspondantes.

1.3.3 Etude des effets aigus de I’extrait aqueux

Les rats ont été anesthésiés par injection intrapéritonéale d’uréthane (15% ;
1,5 g/kg). La trachée a été exposée et canulée pour faciliter la respiration spontanée.
La veine fémorale droite a été intubée avec un cathéter en polyéthyléne, suivie d’'une
injection d’héparine (10 %, 0,1 mL/100 g de poids corporel). Un autre cathéter a été
inséré dans la carotide gauche connectée au transducteur de pression (Biopac
Student Lab MP 35), permettant d’obtenir les signaux de pression artérielle et de la
fréquence cardiaque. Une période de stabilisation de 30 minutes a été nécessaire
avant 'administration de la substance étudiée a travers le cathéter placé a demeure
dans la veine fémorale (Dimo et al., 2003). Aprés la période d’équilibration, les effets
aigus de l'extrait agueux ont été évalués chez les rats normotendus et les rats
rendus hypertendus au glucose (RHG). Dans cette étude, I'extrait ou les substances
pharmacodynamiques étudiées ont été administrées a travers la veine fémorale sous
un volume de 0,1 mL/100 g de poids corporel. Les effets de I'extrait aqueux ont été
évalués aux doses de 10, 15 et 20 mg/kg chez les RNT et de 15, 20 et 40 mg/kg
chez les RHG. L’activité¢ de chaque dose était évaluée sur 5 rats. Aprés
administration de I'extrait, I'effet sur la variation de la PA était observé pendant 1h.
Le solvant de I'extrait était €galement administré dans les mémes conditions.

En vue de déterminer les mécanismes d’action hypotensifs de I'extrait aqueux
de T. superba chez les RNT, les effets de cet extrait ont été évalués sur la PA, cing
minutes aprés administration de I'atropine (1 mg/kg), du propranolol (100 ug/kg) ou
de yohimbine (0,1 mg/kg). L’intégrité des récepteurs a été vérifiée en évaluant les
effets du propranolol en présence de l'isoprénaline (10 ug/kg) ou de l'atropine en
présence de l'acétylcholine (10 ug/kg). Dans une autre série d’étude, les effets de
I'extrait ont été évalués chez les rats réserpinés. La réserpine (5 mg/kg) était
préalablement administrée par gavage pendant 3 jours aux RNT et I'effet de I'extrait

(15 mg/kg, i.v) déterminé au quatriéme jour.
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11.3.4 Etude des effets préventifs de I'extrait aqueux de T. superba
Les effets préventifs de I'extrait aqueux de T. superba ont été évalués pendant
3 semaines sur 'HTA induite par le D-glucose et pendant 8 semaines sur 'HTA

induite par I'éthanol 35°.

11.3.4.1 Effets préventifs de I'’extrait aqueux sur I’'HTA induite par le glucose

Des rats males normotendus agés de 8 semaines ont été répartis en cinq
groupes de 5 rats chacun. Les rats des lots témoins ont recu de I'eau distillée (lot 1),
une solution de glucose a 10% (lot 2), ou une solution de glucose a 10% et la
nifédipine a la dose de 10 mg/kg administrée par gavage (lot 3). Les rats des
groupes essais ont regu comme eau de boisson une solution de glucose a 10% et,
par gavage, I'extrait de plante, aux doses respectives de 50 et de 100 mg/kg/jour (lot
4 et lot 5). La durée de I'expérimentation était de 3 semaines. A la fin de la période
expérimentale, le poids corporel, la pression artérielle et la fréquence cardiaque ont
été déterminés comme précédemment décrit. Plusieurs marqueurs du stress oxydatif
(malondialdéhyde, glutathion réduit, superoxyde dismutase) au niveau tissulaire

(cceur, foie, rein, aorte) ont été évalués a la fin de cette étude

11.3.4.2 Effets préventifs de I’extrait aqueux sur ’HTA induite par I’alcool

Cinq lots de 5 rats chacun ont été constitués. Les animaux des lots témoins
ont recu respectivement par gavage de I'eau distillée (10 mL/kg), de I'éthanol 35° (3
g/kg) ou de I'éthanol (3 g/kg) et la solution de nifédipine (10 mg/kg). Les rats des lots
tests ont recu concomitamment de I'éthanol 35° a la dose de 3 g/kg et l'extrait
aqueux de T. superba a la dose de 100 ou de 200 mg/kg. Les différentes substances
étaient administrées en dose quotidienne unique pendant 8 semaines. A la fin de la
période expérimentale, le poids corporel, la pression artérielle et la fréquence
cardiaque ont été déterminés comme précédemment décrit. Les rats ont été
également sacrifiés par exsanguination. Le sang artérioveineux a été collecté, laissé
au repos pendant 30 minutes, puis centrifugé a 1500 trs/min. Le sérum collecté a été
conservé a une température de -20°C. Le cceur, le foie, 'aorte ainsi que les reins ont
eté prélevés, et les homogénats préparés comme précédemment décrit pour
I'évaluation de paramétres du stress oxydatif (malondialdéhyde, glutathion réduit,
catalase, superoxyde dismutase, monoxyde d’azote). Plusieurs paramétres sériques
(transaminases, triglycérides, cholestérol total, créatinine, bilirubine totale) ont

également été dosés.
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11.3.5 Etude des effets curatifs de I’extrait aqueux sur I’HTA induite par I'alcool

Les rats rendus expérimentalement hypertendus par ingestion chronique de
I'éthanol 35° (3 g/kg) pendant 8 semaines et présentant une PAS=140 mmHg ont été
traités durant 4 semaines consécutives avec l'extrait aqueux de T. superba.

Les rats hypertendus a l'alcool ont été répartis en quatre lots de cinq rats
chacun. Les rats des lots contrdle ont regu de la 8°™ a la 12°™® semaine I'éthanol (3
g/kglj) ou I'éthanol (3 g/kg/j) et la nifédipine (10 mg/kg/j). Le lot contréle neutre a
continué a recevoir de I'eau distillée (10 mL/kg). Les animaux des lots essais ont
recu pendant la méme période expérimentale concomitamment I'éthanol (3 g/kg/j) et
I'extrait de plante (100 ou 200 mg/kg/j). A la fin de la période expérimentale, la
pression artérielle et la fréquence cardiaque ont été enregistrées par la méthode
directe comme précédemment décrit. Le sérum et les homogénats d’organes ont été
également préparés et conservés pour les analyses des paramétres biochimiques

(glutathion réduit, malondialdéhyde, monoxyde d’azote, superoxyde dismutase).

11.3.6 Evaluation de marqueurs du stress oxydatif

Aprés enregistrement de la pression artérielle, le sang artérioveineux a été
préleve et laissé au repos pendant 30 min puis centrifugé a 1500 trs/min. Le sérum a
été aliquoté et conservé a -20°C pour des analyses biochimiques ultérieures. La
cavité abdominale de I'animal était ensuite ouverte. Le cceur, le foie, les reins et
'aorte ont été prélevés et homogénéisés (20 %) dans du tampon Tris-HCI 50 mM
(foie et reins) ou le Mac Even (cceur et aorte). Les homogénats ont été conservés a -

20°C pour des dosages ultérieurs.

1.3.6.1 Dosage de la superoxyde dismutase (Misra et Fridovish, 1972).
Principe

La présence de la superoxyde dismutase (SOD) dans I'’échantillon inhibe
I'oxydation de I'adrénaline en adrénochrome. L’'augmentation de 'absorbance qui est
proportionnelle a I'activité de la superoxyde dismutase est mesurée entre 20 et 80 s
a 480 nm.

Mode opératoire

134 pL d’homogénat ont été introduits dans la cuve a spectrophotométrie pour
les essais et 1666 uL de tampon carbonate dans la cuve témoin. L’adrénaline (0,3
mM ; 0,2uL) a été ajoutée dans chaque cuve pour déclencher la réaction. Chaque

tube a été homogénéisé par inversion rapide de la cuve. La densité optique (DO) a
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été déterminée a 20 et a 80 s. L’activité spécifique de la SOD a été exprimée en
unité de SOD/ mg de protéine. (Les protéines ont été évaluées par la méthode de
Biuret décrite ci-apres).

Une unité de l'activité de la SOD est définie comme la quantité de la SOD
nécessaire pour causer une inhibition de 50 % de l'oxydation de I'adrénaline en
adrénochrome pendant 1 minute.

La variation de la DO: A DO (min) = DO2s —DOgs.

% inhibition = 100 — (A DQOessai X100/ A DO pjanc)

50 % d’inhibition correspond a 1 unité

X % d’inhibition correspond a n unités

L’activité spécifique de la SOD (unités de SOD par mg de protéines) =

(Nombre d’unités SOD/mL)/mg de protéine xfacteur de dilution.

11.3.6.2 Dosage du malondialdéhyde (Wilbur et al., 1949)
Principe

Au cours des phases finales, les peroxydes se décomposent en composés
volatiles responsables de I'odeur de rance. Il y a notamment formation d’aldéhydes
dont l'aldéhyde malonique qui réagit avec I'acide thiobarbiturique pour former un
complexe rose qui absorbe a 530 nm. Ce complexe rend compte de la quantité de
malondialdéhyde.
Mode opératoire

Dans une série de tubes a essais, a été introduit 1 mL de 'homogénat. Le
tube témoin a regu 1 mL de tampon Tris-HCL 50 mM KCL 150mM. Dans chaque
tube a été ajouté 0,5 mL d’acide trichloroacétique (TCA) 20% et 1 mL d’acide
thiobarbiturique (TBA) 0,67%. Les tubes ont été bouchés a 'aide des billes de verre
et chauffés pendant 10 minutes a 90°C au bain marie. lls ont ensuite été refroidis a
'eau de robinet et centrifugés a 3000 trs/min pendant 15 min a température
ambiante. Le surnageant a été décanté et la DO lue a 530 nm contre le blanc. La
concentration en malondialdéhyde (MDA) a été calculée a l'aide du coefficient
d’extinction molaire € = 1,56x10° cm®.mole™ & partir de la formule :

DO=exCxL ou DO représente la densité optique

€ représente le coefficient d’extinction molaire

C représente la concentration en malondialdéhyde,

L est le trajet optique de la cuve (1cm)
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11.3.6.3 Dosage du glutathion tissulaire (Ellman, 1959)
Principe

L’acide 2,2-dithio-5,5-nitrodibenzoique (DTNB) réagit avec les groupements
thiols (-SH) du glutathion formant un complexe coloré jaune qui absorbe a 412 nm.
Mode opératoire

Dans un tube a essai a été introduit 0,02 mL de 'homogénat d’organe et 3 mL
de réactif d’Ellman (4,96 mg de DTNB + tampon phosphate 0,1M ; pH 6,5 gsp
250 mL). Aprés agitation au vortex, les tubes ont été laissés pendant 60 min a
température ambiante pour que se développe la coloration. Dans le tube contréle a
été introduit 0,02 mL de tampon Tris-HCI 50 mM, KCI 150 mM, pH 7,4 et 3mL de
réactif d’Ellman. L’absorbance de chaque tube a été ensuite lue a 412 nm, contre le
blanc. La concentration en glutathion a été calculée a l'aide du coefficient d’extinction

molaire, € (=13600/ mole.cm) a partir de la formule DO=exCxL.

11.3.6.4 Dosage indirect des nitrites/nitrates

Le dosage du monoxyde d’azote (NO) a été réalisé a partir du réactif de
GRIESS dont la préparation a été faite a I'abri de la lumiére. Le sulfanilamide (1%) et
le naphtyléthylénediamide (0,1%) ont été dilués (v/v) dans de I'acide phosphorique
(2,5%). La solution standard utilisée était une solution de nitrite de sodium (NaNOy)
de concentration 1mM.
Principe

Le dosage du NO a été fait par la méthode de Griess qui repose sur deux
réactions de diazotation. Le nitrite acidifié produit un agent nitrosant qui réagit avec
'acide sulfanilique pour produire lion diazonium. Ce dernier est couplé au
naphtyléthylénediamine pour former un dérivé azoté chromophorique qui absorbe a
570 nm (Fermor et al., 2001).
Mode opératoire

Une dilution sériée de la solution de nitrite de sodium (NaNO,, 1 mM) a été
faite dans 13 tubes a essais. La plus grande concentration étant 1 mM. Les dilutions
ont été réalisées au demi. Pour le premier tube, a 100 yL de NaNO, ont été ajoutés
100 pL de réactif de GRIESS. L’ensemble a été homogénéisé au vortex et 100 pL
prélevés pour le tube 2. La densité optique a été lue a 570 nm apres 10 minutes.
Dans chacun des 12 tubes restant ont été introduits initialement 100 yL d’eau
distillée. La dilution de NaNO, a été ensuite faite de la maniére suivante : au contenu
du tube N° 2 ont été ajoutés 100 pL de la solution prélevée dans le tube N° 1,
'ensemble a été homogénéisé au vortex et 100 uL de ce mélange ont été préleves et
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ajoutés dans le tube N° 3 et ainsi de suite jusqu’au tube N° 13. Pour le dernier tube
(N° 13), 100 uL du mélange ont été prélevés et jetés. Au contenu des tubes 2 a 13
ont ensuite été ajoutés 100 uL de réactif de GRIESS et I'absorbance de chaque tube
a été lue apres 10 minutes a 570 nm. Cette premiére série de tubes a permis
d’établir une courbe d’étalonnage.

L’évaluation de la quantité de NO dans différents échantillons a été faite de la
maniére suivante : dans chaque tube test ont été introduits dans l'ordre 100 pL
d’homogénat d’organes et 100 yL de réactif de GRIESS. Aprés homogénéisation du
mélange, la densité optique de chaque tube a été déterminée au spectrophotomeétre

(Genesys 20 Thermo spectronic) aprés 10 minutes a 570 nm.

11.3.6.5 Dosage de la catalase (Sinha, 1972)
Principe

Le peroxyde d’hydrogeéne est rompu en présence de la catalase. Ce peroxyde
détruit se lie au dichromate de potassium pour former un précipité bleu vert d’acide
perchlorique instable qui va étre ensuite décomposé par la chaleur et former un
complexe vert qui absorbe a 570 nm. L’activité de la catalase, qui est proportionnelle
a la densité optique, sera déterminée grace a une courbe d’étalonnage.
Mode opératoire

50 mL d’une solution aqueuse de dichromate de potassium a 5% ont été
initialement préparés. A cette solution ont été ajoutés lentement 150 mL d’acide
acétique glacial. Une solution de peroxyde d’hydrogene a 50 mM et le tampon
phosphate 0,1 M, pH 7,5 ont été ensuite prépareés

Les différents réactifs ont été mélangés comme lindique le tableau Il afin
d’établir la courbe d’étalonnage.

Tableau II: Protocole d’établissement de la courbe d’étalonnage de la catalase

N° tubes 1 2 3 4 5
Volume de H,0, (50 mM)(uL) 0 20 40 80 160
Solution de dichromate/acide acétique (mL) 2 2 2 2 2
Eau distillée (pL) 1000 980 960 920 840

Lorsque le précipité bleu s’est formé aprés introduction de la solution de
dichromate de potassium/acide acétique glacial, les tubes ont été chauffés jusqu’a

ébullition pendant 10 minutes (apparition de la couleur verte de I'acétate chromique)
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puis refroidis a température ambiante. Aprés introduction d’eau distillée, I'absorbance
des différents tubes est lue a 570 nm.

Dans les tubes tests ont été introduits dans I'ordre 50 uL de 'homogénat et
750 pL de tampon phosphate (0,1 M, pH 7,5). Le chronométre a été ensuite
déclenché aprés ajout de 200 uL de peroxyde d’hydrogéne (50 mM). Aprés une
minute, la réaction a été arrétée par ajout de 2 mL de solution de dichromate/acide
acétique. Dans le tube témoin a été introduit 50 yL d’homogénat et 800 uL de
tampon phosphate (0,1 M, pH 7,5). Chaque tube a été chauffé a 100° C pendant 10
minutes. Aprés refroidissement, la densité optique a été lue au spectrophotometre
(Genesys 20 Thermo spectronic) a 570 nm. Pour chaque tube, la quantité de
peroxyde d’hydrogéne restant dans la solution aprés ajout de I'acide perchromique a
eté évaluée en utilisant la courbe d’étalonnage. L’activité spécifique de la catalase a

été exprimée en mM de H,O,/min/mg de protéine.

1.3.7 Evaluation de plusieurs paramétres biochimiques sériques chez les rats
hypertendus a I’alcool
1.3.7 1 Dosage des protéines (Gornall et al., 1949)
Principe

Méthode de Biuret

En milieu basique (NaOH), le tartrate de sodium et potassium forme avec les
ions cuivrigues un complexe soluble. En présence d’une protéine apparait un
complexe cuivroprotéique de couleur bleu-violet qui présente un maximum
d’absorption a 540 nm, l'intensité de la coloration étant proportionnelle a la quantité

de protéines présente dans le milieu.
Mode opératoire

Les tubes étalons et échantillons ont été préparés comme l'indique le tableau
1]
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Tableau lll : Dosage des protéines par la méthode de Biuret

NF° tubes 0 1 2 3 4 5 X1 ... Xn
SAB (3 mg/mL) 0 0,1 0,2 04 0,6 1 - -
Echantillon (uL) - - - - - - 20 ce 20
NaCL 9% (mL) 3 29 28 26 24 2 298 ... 2,98
Réactif de Biuret 3 3 3 3 3 3 3 Ce 3
Quantité de protéines 0 03 06 1,2 1,98 3 ? . ?
(mg)

Tube O : tube blanc

Tubes 1 a 5 : tubes étalons

Tubes X1 a Xn : tubes échantillons

Les tubes ont été agités et incubés entre 20 et 30°C pendant 20 minutes. Les
densités optiques (DO) ont été lues au spectrophotométre a 550 nm contre le blanc.
La concentration des protéines dans les tubes échantillons a été déterminée a partir

d’'une courbe d’étalonnage.

1.3.7.2 Dosage des transaminases sériques (Reitman et Frankel, 1957)
Principe
Les transaminases (aspartate aminotransférase (ASAT) et alanine

aminotransférase (ALAT)) catalysent respectivement les réactions suivantes :

L-Aspartate + a-cétoglutarate < » Oxaloacétate + Glutamate
ASAT

A

L-Alanine + a-cétoglutarate < > Pyruvate + Glutamate
ALAT

L’ALAT et 'ASAT catalysent le transfert du groupement aminé respectivement
de l'alanine sur l'a-cétoglutarate pour former le pyruvate et le glutamate, et de
'aspartate vers l'a-cétoglutarate pour former I'oxaloacétate et le glutamate. Le

pyruvate ou l'oxaloacétate formé réagit avec le 2,4-dinitrophénylhydrazine (DNPH)

(200 mg de 2,4 DNPH + HCI 1M qgsp 1 L) pour donner le complexe pyruvate

hydrazone ou oxaloacétate hydrazone marron qui absorbe en présence du NaOH a
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505 nm. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de pyruvate ou
de I'oxaloacétate dans le milieu c’est-a-dire reliée a I'activité de 'ALAT et de 'ASAT.
Mode opératoire

La courbe d’étalonnage pour déterminer I'activité de 'ALAT et de 'ASAT a été
obtenue en remplissant les tubes par des réactifs dans 'ordre comme décrit sur le

tableau |V suivant:

Tableau IV: Protocole de réalisation des courbes d’étalonnage pour I'évaluation de
I'activité de 'ALAT et ASAT

Tubes Blanc S1 S2 S3 S4
Etalon pyruvate (mL) 0 0,1 02 03 04
Substrat ASAT ou ALAT (mL) 1 09 08 0,7 06
Eau distillée (mL) 0,2 02 02 02 02
Solution de 2,4-DNPH (mL) 1 1 1 1 1
NaOH 0,4M (mL) 10 10 10 10 10
Activité ASAT (en U/L de sérum) 0 24 61 114 190
Activité ALAT (en U/L de sérum) 0 28 57 97 1150

L’étalon pyruvate 2 mM est obtenu comme suit : (solution A (10 mL): 220 mg
de pyruvate de sodium + tampon phosphate en qsp 100 mL + tampon phosphate qsp
100 mL).

Le substrat ALAT est préparé en dissolvant 1,78 g de DL-alanine et 30 mg
d’a-cetoglutarate dans 20 ml de tampon phosphate 0,1 M, pH 7,5 contenant 1,25 ml
de NAOH 0,4 M. L'ensemble est complété a 100 mL avec le tampon phosphate 0,1
M, pH 7,5.Le pH est ajusté si nécessaire et 1 ml chloroforme y est additionné comme
conservateur.

Le substrat ASAT est préparé en dissolvant 2,66 g de DL- acide aspartique et
30 mg d’a -cetoglutarate dans 20.5 mL de tampon phosphate 0,1 M, pH 7,5. Le pH
de la solution est ajusté a 7,4 en ajoutant quelques gouttes de NAOH 1 M. La
solution est ensuite complétée a 100 mL avec le tampon phosphate 0,1 M pH 7,5.
Puis 1 mL de chloroforme est ajouté a cette solution comme conservateur.

Aprés ajout de la solution de 2,4-DNPH, les tubes ont été agités et laissés a

température ambiante pendant 20 minutes. Apres ajout de la solution de NaOH les
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tubes ont été agités et laissés a température ambiante pendant 20 minutes et
I'absorbance de ces tubes est lue a 505 nm contre le blanc

Tubes S1 a S4 : tubes étalons

Les courbes d’étalonnages ont été établies en faisant correspondre
I'absorbance des tubes standards avec I'activité de 'ALAT ou de I'ASAT.

L’évaluation du taux de transaminase sérique a été faite suivant le protocole
du tableau V.
Tableau V: Protocole de dosage de I'activité ALAT et ASAT dans les séra

Blanc Test Test

Substrat ALAT/ ASAT (mL) 0,5 0,5
Echantillon (mL) 0 0,1
2,4 DNPH (mL) 0,2 0,2
Echantillon (mL) 0,1 0
NaOH 0,4M (mL) 5 5

Aprés ajout de I'échantillon dans le tube test, les tubes ont été agités et
laissés 30 min au bain marie a 37°C pour I'ALAT et 60 min pour I'ASAT. Apres ajout
de I'’échantillon dans le tube blanc test, les tubes ont été agités et laissés 20 min a
température ambiante. Une fois toutes les solutions introduites, les tubes ont été

agités et laissés 5 min a température ambiante, et I'absorbance a été lue a 500 nm

1.3.7.3 Dosage des triglycérides
Principe

Sous I'action de lipases, les triglycérides sont hydrolysés en glycérol.
Le glycérol sera ensuite transformé en peroxyde d’hydrogéne sous I'action
successive de la glycérol-kinase et de la glycérol-3-phosphate oxydase. La
quinonéimine sert d’indicateur qui se forme de peroxyde dhydrogéne, 4-
aminoantipyrine et 4-chlorophénol sous I'action catalytique de la peroxydase.

Lipase
Triglycérides > glycérol + acides gras

Glycérol-kinase
Glycérol + ATP > glycérol-3-phosphate + ADP

Glycérol-3-phosphate oxydase
Glycérol-3-phosphate + O, » quinonéimine + HCI +2H,0
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Mode opératoire
Les différents tubes ont été constitués comme l'indique le tableau VI. Le taux

de triglycérides a été déterminé a I'aide du kit Randox (SA 34130).

Tableau VI. Technique de dosage des triglycérides

Blanc de réactif Standard Echantillon
Etalon (L) 0 10 0
Sérum (PL) 0 0 10
Réactif (uL) 1000 1000 1000

Les différents tubes ont été homogénéisés et incubés pendant 10 minutes a
25° C et 'absorbance a été lue a 500 nm contre le blanc au bout de 60 minutes.

La concentration de triglycérides a été déterminée dans les tubes échantillons
suivant la formule suivante :
Concentration de triglycéride (mg/dL) = A Abs Echantillon/A Abs Standard x
concentration standard
AAbs = absorbance échantillon ou standard — absorbance blanc

Concentration standard=200 mg/dL

1.3.7.4 Dosage du cholestérol total
Principe

Sous l'action de la cholestérol-estérase, le cholestérol estérifié est transformé
en cholestérol et en acides gras. L'oxydation du cholestérol en présence de
cholestérol-oxydase produit le cholestérol-3-one et du peroxyde d’hydrogéne. La
quinonéimine sert d’indicateur qui se forme par action de peroxyde d’hydrogéne, de
4-aminoantipyrine et de phénol sous I'action catalytique de la peroxydase.

Cholestérol-estérase
Ester de cholestérol + H,O » cholestérol + acide gras

Cholestérol-oxydase
Cholestérol + H,O » Cholestérol-3-one + 4H,0

Péroxydase
2H,0; + Phénol + 4-aminoantipyrine » Quinonéine + 4H,0

Mode opératoire

Le taux de cholestérol total a été déterminé a I'aide du kit Randox. Les tubes
etalons (blanc et standard) et échantillons ont été préparés comme indiqué dans le
tableau VII.
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Tableau VII. Technique de dosage du cholestérol total

Blanc de réactif Standard Echantillon
Eau distillée (L) 10 0 0
Etalon (pL) 0 10 0
Sérum (uL) 0 0 10
Réactif (uL) 1000 1000 1000

Les tubes ont été agités a 'aide d’'un vortex, puis incubés a 25°C pendant 10
minutes. Les densités optiques ont été lues au spectrophotométre a 500 nm apres
60 minutes.

La concentration en cholestérol total a été donnée par la relation suivante :
Cholestérol total (mg/dL) = (A Abs Echantillon/A Abs Standard) x concentration
standard. Concentration standard = 200 mg/mL

1.3.7.5 Dosage de la créatinine
Principe

En milieu alcalin, la créatinine forme avec le picrate de sodium un complexe
orangé qui absorbe a 492 nm. L’augmentation de I'absorbance est proportionnelle a
la concentration de la créatinine dans le milieu réactionnel.

Mode opératoire

Le taux de créatinine sérique a été évalué dans le sérum par la méthode
décrite par Bartels et al. (1972).

Dans une série de trois cuves (étalon, blanc, essai) contenant chacune 1 mL
de solution de travail, ont été introduits respectivement 100 yL d’étalon créatinine,
d’eau distillée, ou de sérum. Aprés mélange par inversion de chaque cuve, la densité
optique a été lue au spectrophotomeétre a 592 nm contre le blanc aprés 20 s et 80 s.

L’étalon créatinine a été obtenu en dissolvant 0,15 g de picrate de sodium
dans un volume total de 75 mL d’eau distillée (solution A). Ensuite 16 g de soude ont
été dissouts dans un volume total de 1 L d’eau distillée (solution B). 75 mL de la
solution A o été mélangé a 75 mL de la solution B.

Les expériences ont été effectuées en double et la moyenne des données
exprimée en mg/mL a partir de la formule suivante :

[Créatinine] = ADO échantillon x n / ADO étalon
n = concentration de la solution étalon (1,5 mg/mL). [Créatinine] = concentration de

la créatinine et ADO = variation de la densité optique
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11.3.7.6 Dosage de la bilirubine totale
Principe

L’agent de diazotation est l'acide sulfanilique sur lequel on fait réagir des
nitrites de sodium pour donner un sel de diazonium instable avec le réactif d’Erlich.
La densité optique du composé coloré produit par réaction avec la bilirubine est lue a
550 nm.
Mode opératoire

Les tubes étalon et échantillons ont été complétés comme l'indique le tableau
VIII.

Tableau VIIl. Dosage de la bilirubine totale

Blanc réactif Blanc étalon Etalon Blanc test Test

Sérum (pL) 0 0 0 100 100
Etalon (uL) 0 100 100 0 0
Jendrassik (uL) 200 200 200 200 200
Eau distillée (L) 600 600 600 600 600
Acide sulfanilique (pL) 100 100 0 100 0
Réactif d’Elrlich (uL) 0 0 100 0 100

Le reactif de Jendrassik est preparé en dissolvant 20g de cafeine, 30 g
de benzoate de sodium, 50 g d’acetate de sodium dans l'eau distillee en
quantite suffissante pour faire 400 mL. La DO des différents tubes a été lue a 550
nm, 5 minutes aprés ajout du réactif d’Erlich (10 mL d’acide sulfanilique 0,1 % +
0,3 mL nitrite de sodium 0,5 %). La concentration de bilirubine totale dans le
sérum a été déterminée par la formule suivante :

Taux de bilirubine (mg/mL) = (Abs test-Abs blanc test)/(Abs étalon-Abs blanc étalon)
X concentration étalon

Concentration étalon= 0,56 mg/mL

1.4 Evaluation des effets vasorelaxants des extraits de T. superba
Les effets vasorelaxants des extraits aqueux, au méthanol, au chlorure de
méthyléne, au chlorure de méthylene/méthanol de T. superba ont été évalués sur

des anneaux d’aorte thoracique de rats Wistars méles.
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1.4.1 Préparation et montage des anneaux d’aorte

Aprés anesthésie du rat au pentobarbital sodique (60 mg/kg, i.p), l'aorte
thoracique a été dégagée des tissus environnants, nettoyée puis découpée en
anneaux d’environs 2 mm de longueur. Les anneaux ont été suspendus dans des
cuves a organes isolées de 10 mL. Le systéeme de mesure de la réactivité vasculaire
est un ensemble constitué de cuves a organes isolées EMKA. L'anneau d'aorte est
maintenu en survie dans un liquide physiologique (liquide de Krebs) thermostaté et
oxygéné comme décrit par Demougeot et al., 2005. Les variations de tension
conseécutives aux variations du diamétre du vaisseau sont captées et converties en
signaux électriques a l'aide d’un "Transducer" isométrique. Ces signaux électriques
sont visualisés sur un enregistreur graphique grace au programme IOX. Les cuves
d’anneaux d’aortes isolés contiennent une solution de Krebs (NaCl 118mM ; KCI
4,65mM; CaCl, 2,5m; KH,PO4 1,18mM; NaHCOs; 24,9mM ; MgSOs 1,18mM;
glucose 12mM ; pH 7,4), maintenue a 37°C et continuellement aéré (O;: 95% ;
CO2 : 5%). L'oxygénation de la préparation était réalisée grace a un cathéter relié a
un bulleur. La vidange des cuves était effectuée grace au cathéter relié a la pompe a
vide. Apres une période d’équilibration de 90 minutes jusqu'a une tension de 2g, la
présence d'un endothélium fonctionnel a été vérifiée par la capacité de
lacétylcholine (ACh, 10°M) & produire une relaxation de plus de 90% sur des
anneaux précontractés a la phényléphrine (PE, 10°M). Sur certains anneaux,
'endothélium a été enlevé mécaniquement, et dans ce cas, l'absence de

I'endothélium a été évaluée par une relaxation a 'ACh <10%.

11.4.2 Protocole expérimental
.4.2.1 Effets des différents extraits sur la contraction induite par la
phényléphrine ou le chlorure de potassium

L'objectif de ce protocole était d’évaluer et de comparer les effets
vasorelaxants des extraits de T. superba. A cet effet, les anneaux avec ou sans
endothélium ont été contractés par la phénylephrine (PE, 10°M) ou le chlorure de
potassium (KCI, 6x102M). Une fois le plateau de contraction atteint, les différents
extraits (aqueux, au méthanol, au chlorure de méthyléene et au chlorure de
méthyléne/méthanol) ont été ajoutés dans le milieu d’'incubation de fagon cumulée
(102 a 1 mg/mL). Le pourcentage de relaxation a été calculé suite a la contraction
induite par la PE ou le KCI. Pour chaque extrait, I'effet du solvant seul a été évalué
dans les mémes conditions expérimentales. La concentration finale du solvant dans

le milieu d’incubation était de 7,52 yL/10mL.

53



1.4.2.2 Détermination du réle du calcium dans les effets vasorelaxants de
I’extrait le plus actif

Pour déterminer le rbéle de l'influx calcique dans la relaxation induite par
I'extrait le plus actif, des anneaux d’aorte sans endothélium ont été rincés 4 a 5 fois
dans du Krebs dépourvu de calcium et contenant I'éthyléne glycol-bis [B-
aminoethyléther]-N, N, N, N- acide tétraacétique (EGTA), chélateur de calcium, avant
d’induire la contraction & la PE (10° M) ou au KCI (6x102 M). Au plateau de
contraction, le calcium (CaCl,) a été ajouté en concentrations cumulatives (107 a
3x107® M) dans le milieu d’'incubation de facon & obtenir une courbe concentration-
réponse. Sur une autre série d’anneaux, les anneaux ont été préincubés pendant 30
minutes avec la concentration efficace 50 (CEsp) de I'extrait MC, avant I'addition de la
PE ou du KCI.

Dans une 2°™ expérience, le role du calcium intracellulaire sur la relaxation
induite par I'extrait MC a été déterminé en incubant des anneaux sans endothélium
en présence de vérapamil (10° M), un inhibiteur des canaux calciques voltage-
dépendants de type L, pendant 30 minutes. La contraction de ces anneaux a été
induite par la PE (10° M) et la CEs de I'extrait le plus actif a été ajoutée dans le

milieu lorsque la contraction induite par la PE a atteint un plateau stable.

1.4.2.3 Détermination du réle du monoxyde d’azote dans les effets
vasorelaxants de I’extrait au chlorure de méthyléne-méthanol

Les effets relaxants de l'extrait au chlorure de méthylene-méthanol ont été
évalués sur des anneaux avec endothélium préincubés pendant 30 minutes avec la
Ny-nitro-L-arginine méthyl ester (L-NAME, 10 M) avant I'induction de la contraction
par la PE (10° M) ou le KCI (6x102 M). Une fois le plateau atteint, 'extrait a été

ajouté dans le milieu de fagcon cumulative comme précédemment décrit.

1.4.2.4 Effets des fractions isolées de I’extrait le plus actif

L’'extrait au chlorure de méthyléene de T. superba a fait l'objet d'un
fractionnement bioguidé qui a permit d’obtenir trois fractions F1, F2 et F3. Aprés des
essais de dissolution, les effets des fractions F2 et F3 ont été évalués sur des
anneaux avec ou sans endothélium. La fraction F1, n’ayant pas pu étre dissoute, n’a
pas été étudiée. Les effets des fractions F2 et F3 ont été évalués a des
concentrations cumulées de 10° a 1 mg/mL sur des anneaux avec ou sans
endothélium, précontractés au KCl ou a la PE, suivant le méme protocole utilisé pour

I’évaluation des effets des extraits totaux décrit ci-dessus.
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.5 Effets de I'extrait chlorométhylénique de T. superba sur I’hypertension
artérielle du rat spontanément hypertendu
Les effets de I'extrait au chlorure de méthylene ont été évalués chez le rat

spontanément hypertendu.

1.5.1 Etude des effets aigus de I’extrait au chlorure de méthyléne de T. superba
sur la pression artérielle

L’étude des effets directs des doses 5, 10, 20 et 30 mg/kg de I'extrait au
chlorure de méthylene de T. superba a été réalisée chez les rats spontanément
hypertendus (SHR) et leurs controles Wistars Kyoto (WKY). La technique
d’enregistrement de la PA est celle précédemment décrite pour I'étude des effets
aigus de I'extrait aqueux, exception faite du dispositif d’enregistrement. L’enregistreur
utilisé était un systeme Easy Graf Gould TA 240S. La température corporelle des

rats était maintenue autour de 37° C grace a une couverture chauffante Harvard.

1.5.2 Etude des effets curatifs de I’extrait au chlorure de méthyléne de T.
superba chez les rats spontanément hypertendus

Quatre groupes de 9 a 10 rats chacun ont été constitués comme suit:

- Un groupe de rats normotendus Wistar Kyoto contréle (WKY Contréles)
- Un groupe de rats normotendus Wistar Kyoto traités (WKY Traités)
- Un groupe de rats spontanément hypertendus controle (SHR Contrdles)
- Un groupe de rats spontanément hypertendus traités (SHR Traités)

Les rats, agés de 11 semaines au début du test, ont regu, par gavage,
respectivement de la méthylcellulose 1% dans de I'eau distillée pour les groupes
contréle (10 mL/kg), ou I'extrait de plante a la dose de 150 mg/kg/jour, dissout dans
la solution de méthylcellulose 1% pour les groupes tests. L’extrait de plante était
préalablement solubilisé dans un bain a ultrasons a 37°C, jusqu'a homogénéisation
compléte. Le traitement a duré 5 semaines. La pression artérielle et la fréquence
cardiaque des rats ont été mesurées en début de traitement, puis une fois par
semaine par la méthode pléthysmographique (indirecte) sur des rats conscients,
grace a un systeme d’analyse Visitech BP-2000. Plusieurs enregistrements
successifs ont été effectués dans un délai rapproché ; et la valeur moyenne des

différents enregistrements a été déterminée.
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11.5.3. Métabolisme général

Au cours de la derniére semaine de traitement, les rats des différents groupes
ont été placés dans des cages a métabolisme. Aprés une période d’acclimatation de
24h, la consommation hydrique et alimentaire, I'élimination fécale et I'excrétion
urinaire ont été évalués pendant 24h. Le volume des urines et le poids des féces ont

été mesurés et conservés a -20°C pour les analyses ultérieures.

1.L5.4 Etude des mécanismes vasodilatateurs de I’extrait au chlorure de
méthyléne de T. superba chez les rats spontanément hypertendus
11.5.4.1 Effets sur la fonction endothéliale

Au terme de la période expérimentale et aprés la mesure des parametres
cardiovasculaires (PAS, PAD et Fc), les rats ont été anesthésiés au pentobarbital
sodique (60 mg/kg, i.p). Le sang a été préleve par I'aorte abdominale et la glycémie a
été mesurée a l'aide des bandelettes GlucoMen. L’aorte thoracique a été isolée et
nettoyée. Des anneaux d’environ 2 mm de diamétre ont été préparés et suspendus
dans un bain marie comme précédemment décrit. Tous les anneaux d’aorte utilisés
dans cette étude étaient des anneaux intacts, avec endothélium. L’'évaluation de la
fonction endothéliale a été réalisé par relaxation des anneaux d’aorte des rats de
différents groupes précontractés a la PE (10° M) par des doses cumulées d’ACh (10°
310" Mm).

11.5.4.2 Effets sur la vasorelaxation induite par le nitroprussiate de sodium

Sur une autre série d’'anneaux, les effets du nitroprussiate de sodium (SNP)
donneur exogéne de monoxyde d’azote, ont été étudiés. Les anneaux d’aorte ont été
contractés a la phényléphrine (10° M). Une fois la contraction stabilisée, le SNP a
été introduit dans le milieu d’incubation & des concentrations cumulatives de 107" &
10 M.

11.5.4.3 Effets sur la production du monoxyde d’azote et du superoxyde (O;’)
Dans une autre étude, les anneaux d’aorte de SHR avec endothélium ont été
préincubés en présence de L-NAME (10°M), un inhibiteur de la synthése du NO
d’origine endothélial. Aprés 30 minutes d’incubation, la contraction a été induite par
la phényléphrine (10°M) puis les effets des concentrations cumulatives d’ACh (107"

a 10 M) ont été évalués.
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Dans le but de déterminer les effets de la 4-hydroxy-2,2,6,6-
tétraméthylpiperidine 1-oxyl ou tempol, antioxydant mimétique de I'enzyme
superoxyde dismutase sur le stress oxydant présent chez les SHR, des anneaux
d’aorte avec endothélium ont été incubés en présence du tempol (10'4M) pendant 30
minutes. Aprés contraction a la phényléphrine (10° M), les effets vasculaires des

concentrations cumulées d’ACh (10" & 10* M) ont été déterminés.

11.5.4.4 Effets sur la contraction calcium-dépendante.
Dans cette étude, des anneaux d’aorte intacts des SHR et WKY ont été

contractés a la PE a des concentrations cumulées de 10" a 10 M.

11.5.5 Effets sur le métabolisme hépatique : activité des cytochromes P 450 3A
11.5.5.1 Préparation des homogénats et des microsomes hépatiques

Le foie a été pesé et lavé dans du tampon d’homogénéisation froid (50 mM
Tris-HCI, KCI 150 mM, EDTA 2mM, pH 7,4) a la fin du traitement curatif. Des
homogénats du foie ont été réalisés a raison de 1g de foie pour 4 mL de tampon.
Pour la préparation des microsomes, les homogénats ont subi trois centrifugations
différentielles. Aprés une premiere centrifugation a 8600 trs/min pendant 30 min a
4°C, le surnageant (fraction S9) a été prélevé, puis centrifugé a 28800 trs/min,
pendant 60 min a 4°C. Le surnageant est éliminé et 2 mL de tampon ont été ajoutés
au culot qui a été broyé délicatement. L’ensemble a été recentrifugé a 28800 trs/min
pendant 60 min a 4°C. Le culot (microsomes) a été suspendu dans une solution de
sucrose (0,25 mM, 0,25-0,5 mL). L’ensemble a été broyé dans un potter équipé d’'un
pilon téflon, aliquoté, puis stocké a -80 °C. Une quantité nécessaire a été utilisée
pour la détermination des protéines, par la méthode utilisant le réactif de Pierce
(Richter et al., 2002)

1.5.5.2 Détermination des protéines microsomales
Principe

L’acide bicinchoninique (BCA) sous forme de sel de sodium soluble en milieu
aqueux réagit de facon stable, sensible et hautement spécifique avec les ions
cuivreux ; deux molécules de BCA réagissent avec un ion cuivreux pour former un

complexe violet qui montre un pic d’absorption a 562 nm.
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Préparation des solutions
e Solution de soude (NaOH 0,1M)
2g de soude ont été dissous dans 500 mL d’eau distillée
e Solution mére d’Albumine Bovine Sérique (BSA, 2 mg/mL)
100 mg de BSA ont été dissous dans 50 mL de « Phosphate Buffered
Saline » (PBS), aliquotés en eppendorfs de 1 mL qui ont été stockés a -20
°C.
e Réactif de Pierce
50 volumes de BCA ont été mélangés extemporanément avec 1 volume de
sulfate de cuivre 4%.
Protocole
Un aliquot de BSA (2 mg/mL) décongelé a permis de préparer une gamme
d’étalonnage des protéines de 0 a 2 mg/mL de BSA selon le protocole indiqué dans
le tableau IX:

Tableau IX. Préparation de la gamme étalon des protéines microsomales

Tubes 1 2 3 4 5 6 7 8
BSA (uL) 0 25 50 75 100 125 250 sol. mére
NaOH (uL) 500 475 450 425 400 375 250 0

protéines(mg/mL) 0 01 02 03 04 05 1 2

Pour le dosage des protéines microsomales, une dilution au 1/50 des
microsomes hépatiques dans du NaOH a été préalablement effectuée. Pour ce faire,
980 pyL de NaOH ont été ajouté a 20 pL d’échantillon de microsomes. Ensuite, 20 uL
d’échantillon dilué ou de chaque solution des tubes d’étalonnage ont été déposés sur
une microplaque de 96 puits. 200 yL de réactif de Pierce ont été ajoutés dans
chaque puits, et 'ensemble a été incubé pendant 30 minutes a 37°C. La lecture de la
DO a été faite a 370 nm. La concentration des protéines a été exprimée en mg/mL a

partir de la courbe d’étalonnage d’albumine.

11.5.5.3 Détermination de I'activité du CYP 3A par la méthode de I’hydroxylation
6-B de la testostérone

La 6 B-hydroxylation de la testostérone a été mesurée pour déterminer
I'activité catalytique des CYP 3A dans les microsomes hépatiques de rats selon la
méthode décrite par Pearce et al. (1996). Un volume de microsomes hépatiques

équivalent a 0,1 mg de protéines a été incubé avec la testostérone (0,25 mM) et le
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NADPH (2mM) pendant 8 minutes a 37° C sous un volume final de 250 pL. La
réaction a été arrétée par ajout d’acétonitrile (1 mL) conservé dans la glace. Aprés
centrifugation, le surnageant a été analysé par chromatographie liquide sous haute
performance (HPLC) avec la détection spectrophotométrique UV a 230 nm. La
quantification de la 6 B-hydroxytestostérone formée a été faite par normalisation
interne avec la 11 B-hydroxytestostérone. Les résultats ont été exprimés en pmol de

6 B-hydroxytestostérone formée/min/mg de protéines microsomales.

11.5.6 Evaluation du taux de 8-isoprostaglandine F2-a (8-iso-PGF2a) urinaire
Principe

La 8-iso-PGF2a ou 8 isoprostane est un eicosanoide produit par voie non
enzymatique par induisant la peroxydation des radicaux libre oxygénés des
phospholipides tissulaires et des lipoprotéines. Elle apparait normalement dans le
plasma et des urines et est élevée par le stress oxydatif (Niki, 2009). La quantité de
8-is0-PGF2a dans les échantillons d’urine a été déterminée par comparaison de la
densité optique des échantillons d’'urine a celle connue d’'une courbe standard de 8-
iso- PGF2a obtenue grace au kit de dosage « Cell Biolabs OxiSelect™ 8-

isoprostanglandin F2a ELISA ».

Protocole
Préparation des échantillons d’urines

Les échantillons d’urine collectées pendant 24h ont été centrifugés a 1500 g
pendant 15 minutes (Ho, et al., 2003). Le surnageant a été prélevé, aliquote, et
conservés a -20°C. Pour le dosage de la 8-iso-PGF2a, les échantillons d’urines ont
été préalablement dilués au tiers avec le diluant d’échantillons contenu dans le Kit.
Le dosage a été fait avec un kit ELISA Oxiselect 8-iso-prostaglandine F2a, Cell
Biolabs, Inc.
Préparation du standard 8-iso-PGF2a

Une série de 8 tubes standards a été préparée comme indiqué dans le tableau
X.
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Tableau X. Préparation du standard 8-iso-PGF2a

Tubes Standard 8-iso-PGF2a Diluant 8-iso-PGF2a standard
standards (uL) d'échantillons (uL) (pg/mL)
5 pyL de la solution

1 stock 4995 200000
2 250 pL du tube 1 750 50000
3 251 pL du tube 2 750 12500
4 252 pL du tube 3 750 3125
5 253 pL du tube 4 750 781
6 254 uL du tube 5 750 195
7 255 pL du tube 6 750 49
8 0 puL 200 0

Protocole de dosage

Chaque échantillon ou standard a été réalisé en double sur une plaque de

microtitration de 96 puits. Le dosage a été effectué d’aprés les étapes suivantes :

100 pL de I'Anticorps Anti-8-iso-PGF2a (dilué au 1/1000) ont été introduit
dans chaque puits. La plaque a été incubée 1h a 25°C sur un agitateur
orbital (Labnet Orbit 300, 30 rpm)

La solution d’Anticorps a été enlevée des puits. Ces derniers ont été lavés
5 fois avec 300 yL de tampon de lavage (diluée au 1/10°). Aprés lavage,
les puits ont été vidés sur un papier absorbant afin de retirer I'excés de
solution de lavage. Il faut noter q'un bon lavage est nécessaire pour
enlever tout I'azide présent dans la solution d’Anticorps.

55 pL de standard 8-iso-PGF2a ou d’échantillon d’'urine ont été mélangés
dans un tube eppendorf a 55 pL de 8-iso-PGF2a-HRP conjugué et 100 yL
du mélange ont été transférés dans chaque puits. Un puits contenant le
diluant d’échantillon a été utilisé comme contréle. La plaque ainsi préparée
a été incubée pendant 1h a 25°C sur un agitateur orbital.

Le mélange a été ensuite retiré des puits, et ces derniers ont été lavés
comme précedemment décrits.

100 pL de substrat 8-iso-PGF2a ont été ensuite ajoutés dans chaque puits,

et la plaque a été incubée pendant 25 min sur I'agitateur orbital.
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e La réaction enzymatique a été stoppée par ajout de 100 uL de la solution
« stop » dans chaque puits et la densité optique lue immédiatement a 450

nm.

1.6 Etude de la toxicité des extraits de T. superba
11.6.1 Toxicité aigue des extraits au chlorure de méthyléne et aqueux

Les souris agées de 8 semaines ont été soumises a un jetne non hydrique de
4h (OECD, 2001) et réparties en neuf groupes de 10 souris chacun (5 males et 5
femelles).

Les extraits ont été administrés par gavage aux animaux selon les normes de
'OECD (2001). Les lots contrdles (groupe 1 et 2) ont été traités respectivement avec
le solvant de dilution de chaque extrait (eau distillée pour l'extrait aqueux et
méthylcellulose 1% pour I'extrait au chlorure de méthyléne) dans un volume de
10mL/kg. Pour 'évaluation de la toxicité de I'extrait aqueux, les animaux des lots
tests ont recu respectivement les doses de 1000, 1500, 2000 et 5000 mg/kg. Les
animaux essais pour l'extrait au chlorure de méthyléne ont regu respectivement
I'extrait de plante aux doses de 1000, 1500 et 2000 mg/kg.

Aprés I'administration des substances étudiées, les animaux ont été
observés pendant 2h pour I'évaluation de signes externes de toxicité. puis ont été
laissés en observation pendant une semaine. Au terme de la période expérimentale,
les souris survivantes ont été pesées, anesthésiées et autopsiées en vue de

I'observation macroscopique.

11.6.2 Toxicité suchronique de I’extrait au chlorure de méthyléne

Les souris males et femelles ont été réparties en quatre groupes de 10 souris
chacun (5 males et 5 femelles). Les animaux ont regu par gavage le solvant de
dilution de I'extrait au chlorure de méthylene ou I'extrait de plante. Les substances
étudiées ont été administrées en dose unique quotidienne a raison de 10mL/kg
pendant 35 jours. Les groupes essais ont regu respectivement 'extrait de plante aux
doses de 150, 300 et 600 mg/kg.

Pendant la période de traitement, le poids corporel des souris était évalué
quotidiennement, les consommations hydrique et alimentaire étaient déterminées
une fois par semaine. Le comportement des animaux, de méme que les signes
extérieurs de toxicité ont été notés pendant la durée du traitement. Les animaux ont

été mis a jeun a la veille de la fin du traitement.
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A la fin du traitement, les animaux ont été anesthésiés, le sang a été recueilli
par la carotide dans deux types de tubes. Certains tubes étaient héparinés, pour les
tests hématologiques, et d’autres non héparinés pour les tests biochimiques.
L’aspect des organes internes a été observé et noté aprés autopsie des animaux. Le
ceeur, le rein droit et une partie du foie ont été mis dans du formol 10% pour les
analyses histopathologiques. La seconde partie du foie et le rein gauche ont été

pesés et conservés a -4°C pour des analyses biochimiques.

1.6.2.1 Evaluation du profil lipidique

Le profil lipidique (taux de cholestérol total, cholestérol HDL, triglycérides et
LDL cholestérol) a été évalué par colorimétrie, grace aux kits de dosages Fortress
diagnostics. Le cholestérol total et les triglycérides ont été évalués suivant le
protocole décrit précédemment. Le cholestérol HDL et le cholestérol LDL ont été

déterminés comme décrit ci-apres :

- Cholestérol HDL
Principe

Les lipoprotéines de basse densité sont précipitées par [l'acide
phosphotungstique en présence d’ions magnésium. La fraction de lipoprotéines de
haute densité (HDL) reste dans le surnageant et est déterminée par le dosage du
cholestérol.
Protocole

Le taux de cholestérol HDL a été déterminé suivant le protocole détaillé dans

le tableau XI.

Tableau Xl. Protocole de dosage du cholestérol HDL

Blanc Standard Echantillon

Eau distillée (uL) 100 - -
100

Echantillon (L) - —
Standard R4 (uL) - 100 -
Réactif R2 (mL) 1 1 1

Les tubes ont été bien mélangés et incubés a 37°C. Les DO de I'échantillon ou
du standard ont été lues contre le blanc a 500 nm.
La concentration en cholestérol HDL a été déterminée par la formule
suivante :
Conc. Cholestérol HDL (mg/dL) = DO échantillon/DO standard X conc. Standard
(50 mg/dL)
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- Cholestérol LDL
Le cholestérol LDL a été déterminé par la formule indiquée sur le kit de dosage
Fortress :

Cholestérol LDL (mg/dL)=Cholestérol total — triglycérides/5 — cholestérol HDL

11.6.2.2 Evaluation du taux des transaminases

Le taux de transaminases hépatiques a été déterminé a l'aide de kits Fortress.
Le principe de la réaction est le méme que précédemment décrit.
-Alanine aminotransférase (ALAT)

Protocole

Le taux d’ALAT a été déterminé suivant le protocole décrit dans le tableau XII.

Tableau XIll. Protocole de dosage de I'alanine aminotransférase (ALAT) (Fortress)

Blanc  Echantillon

Echantillon (pL) --- 100
Tampon ALAT
(uL) 500 500

Eau distillée (L) 100
Réactif Dye ALAT 500 500
NaOH dilué (mL) 5 5

Aprés ajout d’eau distillée dans le tube blanc, les tubes ont été bien mélangés
et incubés 30 min a 37°C. Une fois le réactif ALAT introduit dans les tubes, ces
derniers ont été mélangés et laissées 20 min a température ambiante. Aprés ajout de
NaOH les tubes ont été mélangés et I'absorbance a été lue a 500 nm contre le blanc

apres 5 min.

-Aspartate aminotransférase (ASAT)
Protocole
Le taux d’ASAT a été déterminé suivant le protocole décrit dans le tableau XIllI

Tableau XIIl. Protocole de dosage de I'aspartate aminotransférase (ASAT) (Fortress)

Blanc Echantillon

Echantillon (pL) --- 100
Tampon ASAT
(uL) 500 500

Eau distillée (uL) 100
Réactif Dye ASAT 500 500
NaOH dilué (mL) 5 5
Aprés ajout d’eau distillée dans le tube blanc, les tubes ont été bien mélangés

et incubés 30 min a 37°C. Une fois le réactif ASAT introduit dans les tubes, ces

derniers ont été mélangés et laissées 20 min a température ambiante. Aprés ajout de

63



NaOH les tubes ont été mélangés et I'absorbance a été lue a 500 nm contre le blanc

aprés 5 min.

11.6.2.3 Effet sur la glycémie

Le taux de glucose sérique a été évalué par colorimétrie, grace au kits de
dosages Fortress diagnostics.
Principe

Le taux de sucre dans le sérum a été déterminé suivant le principe décrit par
les réactions suivantes :

Glucose Oxydase

Glucose + O, + H,O » Acide gluconique + H,0,
Peroxydase
2 H,O, + Phénol » Chinonimin rouge + 4-aminoantipyrine +4 H,O
Protocole

Le taux de glucose a été déterminé dans le sérum des souris suivant le
protocole présenté par le tableau XIV.

Tableau XIV. Dosage du taux de glucose

Blanc  Standard/Echantillon

Standard/Echantillon

(uL) --- 100
Réactif de travail (mL) 1 1
Eau distillée (uL) 100

Les tubes ont été mélangés et incubés 15 min a 37°C. L'absorbance a été lue
a 500 nm dans les 60 min contre le blanc.

La concentration de glucose est déterminée par la formule suivante :
Conc. Glucose (mg/dL) = DO Echantillon/ DO standard x Conc. Standard (mg/dL)
Conc standard= 100 mg/dL

1.7 Réalisation des coupes histologiques
La préparation des coupes histologiques a été réalisée suivant plusieurs
étapes:

1.7.1 Recoupe ou « trimming »
Aprés fixation des organes dans du formol a 10%, les biopsies du cceur, du
foie ou du rein ont été découpées en petites tranches sous une hotte ventilée, puis

introduites dans des cassettes numérotées au crayon
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1.7.2 Déshydratation

La déshydratation était faite en introduisant les cassettes dans des bacs pour
déshydratation contenant de l'alcool éthylique a des degrés croissants a une durée
déterminée: 50° (1h), 70°(1h), 95°(2 bacs dont 1h pour le 1°" et 1h30 pour le 2° ) et 3
bacs de 100° (pendant respectivement 1h, 1h30 et 2h). Aprés la sortie du 3° bac
d’alcool de 100°, les cassettes ont été introduites dans 2 bacs de xyléne a raison de
1h et 1h30 respectivement. Les casettes ont ensuite été introduite dans 3 séries de
bac de paraffine sous vide dans une étuve a 60°C a raison de 1h, 1h30 et 2h

respectivement.

1.7.3 Inclusion

Les cassettes ont été introduites dans un distributeur de paraffine contenant
de la paraffine fondue a 60°C. Les organes ont ensuite été introduits dans des
moules a l'intérieur desquels a été coulée la paraffine fondue. Une fois la paraffine

refroidie, les blocs ont été placés dans le congélateur a -20°C pour durcissement.

1.7.4 Coupe

Les blocs refroidis ont été fixés sur un microtome et coupés en épaisseur de 5
Mm. Une fois coupées, les sections ont mises a déplisser dans un bain d’eau chaude
(40°C) puis récupérées sur une lame microscopique Les lames ont ensuite été

laissées 24h dans une étuve a 45°C avant coloration.

11.7.5 Coloration

Avant la coloration, les lames ont été déparaffinées dans 3 bacs de xyléne
pendant 5 min chacun, puis réhydratées par passages successifs de 5 min dans des
bacs d’alcool éthylique de degrés décroissants : 100° (3 bacs), 95° (1 bac), 70°(1
bac) et enfin dans l'eau distillée pendant 5 min. Les coupes ont ensuite été
depicriquées dans du carbonate de lithium a 1 % pendant 1 min. Les organes ont été
colorés a I'hématoxyline-éosine. Pour ce faire, les lames ont été introduites dans
I’'hnématoxyline pendant 10 min pour colorer les noyaux cellulaires en bleu foncé.
Apres ringage a I'eau de robinet, les lames ont été plongées dans I'éosine pendant

15 min pour colorer le cytoplasme en rose, puis elles ont été rincées a I'eau distillée.

1.7.6 Montage
Apres une déshydratation rapide dans un bac d’alcool absolu, les lames ont

été trempées dans du toluéne et montées a I'eukitt.
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1.7.7 Observation microscopique
Les coupes colorées ont été observées au microscope photonique de type
Olympus CH2 et les photographies ont été effectués a 'aide d’un appareil de marque

Olympus 101 monté sur le microscope.

1.8 Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés sous forme de moyenne + ESM

Pour les études de réactivité vasculaire in vitro, la concentration de I'extrait qui
induit 50% de la relaxation maximale (CEso) et la valeur de relaxation maximale
(Emax) ont été déterminés a partir de courbes concentration-réponse réalisées a
partir du logiciel Sigma Plot (Systat Software Inc., San Jose, USA). Les analyses
d’interaction entre les différents groupes aux différentes concentrations ont été
effectués par le test « ANOVA Two Way ». La comparaison entre deux groupes a été
réalisée par le test de t-student.

Les résultats des tests in vivo sur I'hypertension artérielle induite par le
glucose ou l'alcool, ont été traités par I'analyse de la variance ANOVA «One Way»
suivit du post test de Dunnett, utilisé pour comparer les différents groupes grace au
programme GraphPad Instat.

La comparaison des résultats des tests de toxicité a été effectuée par rapport
au groupe contréle grace au logiciel Sigma Stat (Systat Software Inc., San Jose,
USA) par I'analyse de la variance ANOVA suivi du test de Dunnett).

Quelle que soit I'analyse statistique utilisée, la différence était considérée

significative pour un P< 0,05.
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CHAPITRE 111

RESULTATS ET DISCUSSION



lll.1 RESULTATS

1.1 Effets de I'administration intraveineuse de I’extrait aqueux sur la
pression artérielle et la fréquence cardiaque

l1.1.1.1 Chez les rats normotendus

L’injection de I'extrait aqueux de T. superba a provoqué une diminution immédiate
de la pression artérielle du rat normotendu. L'importance de la chute était fonction de
la dose administrée.

A la dose de 10 mg/kg, la PAS est passée de 113 mmHg a 100 mmHg, soit une
diminution immédiate et non significative de 11,5%. La pression est remontée
ensuite rapidement et a retrouvée sa valeur de départ apres 4 minutes. La dose de
15 mg/kg a provoquée une diminution brutale et significative de la PAS de 22,5%. La
PAS au départ de 111 mmHg a baissé dés injection intraveineuse de T. superba
jusqu'a 86 mm de Hg, puis est remontée jusqu’a la valeur initiale au bout de 13
minutes environ avant de rechuter progressivement pour se maintenir autour de 85
mmHg, soit environ & 23% au dessous de la valeur initiale dés la 40°™ minute ;
Cette diminution tardive et significative de la pression artérielle perdure jusqu’a la
60°™ minute. L’extrait a la dose de 20 mg/kg a provoqué une diminution immédiate
de la PAS de 18%. La PAS est remontée ensuite rapidement et était de 125 mmHg
(contre 108 mmHg au départ) avant de diminuer ensuite progressivement pour se
stabiliser a 7,4% (P>0,05) environ au dessous de la valeur initiale.

La figure 14 récapitule la variation moyenne de la PAS des R.N.T aprés injection
de I'extrait aqueux de T. superba. Cette figure permet de remarquer que la dose 15

mg/kg provoque une diminution, a la fois rapide et tardive, de la PAS des R.N.T.
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Figure 14. Effets de Il'extrait aqueux de T. superba sur la pression artérielle
systolique (PAS) des rats normotendus. Chaque point représente la PAS moyenne +
ESM,n=5.*P<0,05; *™ P < 0,01, difféerence significative par rapport a la valeur
initiale.
1.1.1.1.1 Effets comparés de T. superba et des substances pharmacologiques
L’injection intraveineuse de l'acétylcholine (ACh) a la dose de 10 pg/kg a
provoqué une diminution brutale et significative (P < 0,001) de la pression artérielle.
La PAS au départ de 113 mmHg diminue dés injection de 'ACh jusqu’a 80 mmHg,
soit une chute brutale de 29,20%. La pression remonte ensuite progressivement
jusqua 120 mm de Hg a la 10°™ minute avant de redescendre pour se stabiliser
autour d’une valeur non significativement différente de la valeur initiale (figure 15).
L’administration intraveineuse de l'isoprénaline a la dose 10 ug/kg a provoqué une
baisse immédiate, brutale et significative de la pression artérielle. La PAS au départ
de 126 mmHg est passée a 83 mmHg, soit une baisse de 34%. La pression est
remontée ensuite progressivement jusqu’a atteindre sa valeur de départ a la 25°me
minute, valeur autour de laquelle la pression s’est stabilisée. La figure 15 montre que
I'extrait de plante tout comme toutes les substances pharmacologiques étudiées
provoquent une diminution rapide de la PA. Contrairement a 'ACh et a I'isoprénaline,
I'extrait aqueux présente une seconde phase d’activité hypotensive qui commence
peme

pour la dose de 15 mg/kg a partir de la 2 min et perdure pendant une heure.
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Figure 15. Effets comparés d'une dose de l'extrait aqueux de T. superba, de
I'acétylcholine (ACh) et de lisoprénaline (Isop) sur la pression artérielle systolique
des rats normotendus. Chaque point représente la PAS moyenne + ES.M. n =5 *
P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001, différence significative par rapport a la valeur

initiale.

La figure 16 présente les tracés originaux illustrant la variation de la pression

artérielle obtenus respectivement par injection intraveineuse de T. superba (15
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mg/kg), de I'acétylcholine (10 ug/kg) et de l'isoprénaline (10 ug/kg).
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Figure 16. Enregistrements originaux montrant l'effet de I'extrait aqueux de T.
superba (15 mg/kg), de I'acétylcholine (10ug/kg) et de I'isoprénaline (10ug/kg) sur la
pression artérielle d’un rat normotendu. Les valeurs sur l'axe des abscisses
représentent le temps en minutes et les valeurs sur l'axe des ordonnées
représentent la PA en mmHg.
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1.1.1.1.2 Effets de I'extrait aqueux de T. superba en présence de différents

agents pharmacologiques

Les effets de I'extrait aqueux de T. superba ont été évalués en présence de
quelques antagonistes pharmacologiques : L’atropine est un antagoniste des
récepteurs muscariniques de I'ACh ; le propranolol est un antagoniste des récepteurs
B-adrénergiques utilisés par lisoprénaline ; la yohimbine est un antagoniste des
récepteurs a2 adrénergiques; la réserpine entraine la déplétion du taux de
catécholimes et donc la diminution de leur libération par les nerfs sympathiques. Le
prétraitement des rats normotendus (RNT) anesthésiés par I'atropine (1 mg/kg) ou le
propranolol (100 ug/kg) n'a pas affecté significativement l'effet hypotensif initial
(Figure 17 A) et tardif (Figure 17 B) de I'extrait de plante. Le prétraitement des RNT a
la réserpine (5 mg/kg) ou a la yohimbine (0,1 mg/kg) a réduit de fagon significative
I'effet hypotensif immédiat de I'extrait (Figure 17 A). L’activité hypotensive immédiate
de T. superba a la dose de 15 mg/kg de 22,5 + 3,6% n’était plus que de 6,1 + 1,4 %
chez RNT prétraités a la réserpine et de 11,4 £ 1,8 % chez ceux prétraités a la
yohimbine, soit une diminution de l'effet hypotensif de 72,88 % (P<0,01) et de 49,33
% (P<0,05), respectivement. La baisse tardive de la pression artérielle induite par
I'extrait (15 mg/kg) a été également significativement réduite par le prétraitement des

RNT par la réserpine ou la yohimbine (Figure 17 B).
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Figure 17. Pourcentage de diminution immédiate (A) et tardive (60 min apres
injection, B) de la pression artérielle systolique (PAS) chez les rats anesthésiés
aprés injection intraveineuse de [l'extrait aqueux de T. superba (15 mg/kg).

Chaque point représente la moyenne + SEM n= 5, *P<0,05; **P<0,01
différence significative par rapport a I'action de T. superba seul. Certains animaux
ont été prétraités a 'atropine (Atr, 1 mg/kg), au propranolol (Prop, 100 ug/kg), ou a la
yohimbine (Yoh, 0,1 mg/kg) 5 min avant administration de I'extrait de T. superba. La
réserpine (Res, 5 mg/kg) a été administrée 3 jours avant injection de I'extrait de T.
superba.

11.1.1.2 Chez les rats hypertendus au D-glucose

L’extrait aqueux de T. superba aux doses étudiées a induit une activité
hypotensive biphasique. La durée et I'importance de la chute de pression artérielle
étaient fonction de la dose administrée (Figure 18).

A la dose de 15 mg/kg, la PAS est passée de 150 mmHg a 108 mmHg, soit
une diminution immédiate et significative de 28%. La pression est remontée ensuite
rapidement vers la valeur de départ et était d’environ 147mmHg aprés 5 minutes
(figure 18). Elle a ensuite diminué progressivement et était de 116 mmHg aprés 60

minutes, soit une diminution tardive de prés de 23%.
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La dose de 20 mg/kg a provoqué une chute brutale et significative de la PAS
de 19%, suivie d’une légére remontée pendant les 5 premiéres minutes suivant
I'injection. La PAS a rechuté pour se maintenir a 26% environ en dessous de la
valeur initiale.

La forte dose de 40 mg/kg a provoqué une diminution immédiate de la PAS de
14% seulement. Cependant, il faut remarquer que la cinétique d’action de I'extrait
révéle une diminution progressive plus importante de la PAS. La pression initiale de
143 mmHg a diminuée brusquement jusqu’a 123 mmHg. La PAS a ensuite diminuée
progressivement et était de 119 mmHg & la 15°™ minute Cette diminution initiale de
la PAS était suivie d’'une légére remontée jusqu’a un maximum de 134 mmHg a la
25°™ minute. La PAS a ensuite diminuée progressivement jusqu’autour de 87
mmHg, 55 minutes aprés injection de I'extrait, ce qui représente une diminution
tardive de 39%.
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Figure 18. Effets de l'extrait aqueux de T. superba sur la pression artérielle
systolique (PAS) des rats hypertendus par surcharge hydrique de glucose.

Chaque point représente la moyenne + SEM, n=5, * P<0,05; ** P<0,01; ***
P<0,001 par rapport a la valeur initiale.
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ll.1.2 Etude des effets préventifs de I’extrait aqueux de T. superba
ll.1.2.1 Effets préventifs de T. superba sur I’hypertension artérielle induite par
le glucose chez le rat

L’administration chronique d’'une solution de glucose 10% aux RNT pendant 3
semaines a provoquée une augmentation significative de la pression artérielle (PA)
et de la fréquence cardiaque (Fc) des rats (tableau XV). La PAS a augmenté de
20,34% par rapport aux contréles normotendus et la Fc de 9,92%. Chez les RNT
traités concomitamment avec la solution de D-glucose et I'extrait de plante (50 et 100
mg/kg) ou la nifédipine (10 mg/kg) pendant la méme durée expérimentale, il a été
observé que l'extrait de plante tout comme la nifédipine est capable d’empécher
I'élévation de la PA et de la Fc provoquées par une consommation chronique de D-
glucose. Par rapport aux rats traités uniquement au glucose, la PAS a diminué de
27,67% et de 38,58%, respectivement aux doses de 50 et de 100 mg/kg. La
nifédipine a provoquée une réduction de la PAS par rapport aux controles (RHG).
L’extrait a la dose de 100 mg/kg et la nifédipine 10 mg/kg ont réduit (par rapport aux
contréles traités uniquement au D-glucose) de facon significative la fréquence
cardiaque, respectivement de 13,5% et de 15,26%.

Tableau XV. Effets préventifs de l'extrait aqueux de T. superba sur la pression
artérielle des rats traités au glucose (RHG)

Paramétres RNT RHG RHG + extrait RHG + extrait RHG + nifédipine
cardiovasculaires (50 mg/kg) 100 mg/kg/jr 10 mg/kg/jr
PAS(MMHG) 1234502 148,527 107,4 £ 0,7 91214 = 1007 £ 1,6 **#*

PAD(MMHG)  105,043,0 130,0 43,7 90,0421 858438 g9 (41,3

Fo(batsmin) 3658157 402,1£79* 393045 347,8+38% 3407121

Chaque valeur représente la moyenne + E.S.M n=5 *P<0,05; **P<0,01;
***P<0,001 par rapport au groupe de rats normotendus (RNT); ##P<0,01;
###P<0,001 par rapport au groupe de rats traités au glucose (RHG). PAS : pression
artérielle systolique ; PAD : pression artérielle diastolique ; Fc : fréquence cardiaque.

1.1.2.2 Effets de T. superba sur quelques paramétres du stress oxydatif chez
les rats hypertendus au D-glucose

Les effets de I'extrait aqueux de T. superba ont été évalués a la suite du
traitement préventif sur la concentration tissulaire de plusieurs marqueurs du stress

oxydatif.
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1.1.2.2.1 Effets sur la concentration tissulaire de malondialdéhyde et de
glutathion réduit

La détermination du taux de malondiadéhyde (MDA) tissulaire a révélé une
augmentation significative de la concentration en MDA dans différents tissus des rats
traités au glucose. Les concentrations sont passées de 0,034 ; 0,0027 ; 0,0061 et
0,0028 mol/L respectivement dans le cceur, le foie, le rein et 'aorte chez les R.N.T a
0,0085 ; 0,0062 ; 0,0096 et 0,0061 mol/L chez les rats traités au glucose. L’extrait
(100 mg/kg) a entrainé par rapport aux contrdles traités uniquement au glucose une
réduction de la concentration de MDA respectivement de 56,47%, 58,06%, 64,58%
et de 39,34% dans le cceur, le foie, le rein et l'aorte. La nifédipine a également
diminué de fagon significative la concentration de MDA dans ces différents tissus
(Figure 19). La réduction du taux de MDA par rapport aux RHG induite par la
nifédipine était de 56,47% dans le cceur, 61,29%, dans le foie, 61,29% dans les

reins et de 47,54% dans l'aorte.
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Figure 19. Effets de l'extrait aqueux de T. superba sur la concentration de
malondialdéhyde.

Chaque barre représente la moyenne + ESM, n = 5. *P < 0,05; *™*P < 0,01 ;
“*p < 0,001, différence significative par rapport aux rats normotendus (RNT). #pP <
0,01 ; #p < 0,001, différence significative par rapport aux rats rendus hypertendus
au glucose (RHG). RGN = rats traités au glucose (10 %) combiné a la nifédipine (10
mg/kg), RGE = ras traités au glucose combiné a I'extrait (100 mg/kg).

La concentration de GSH a significativement diminué dans le cceur, le rein et
l'aorte des rats traités au glucose (10%) (Figure 20). Cette diminution était
respectivement de 69,23%, 44,44% et de 90,9% par rapport aux R.N.T. L’extrait (100
mg/kg) a provoqué par rapport aux contréles traités uniquement au glucose une
augmentation de la concentration de GSH dans ces tissus. Les concentrations en

GSH, respectivement de 0,008 ; 0,02 et 0,006 mol/L dans le cceur, le rein et 'aorte
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des RHG étaient de 0,035 ; 0,04 et 0,008 mol/L chez les traités au glucose et a
I'extrait. La figure 20 montre également que la nifédipine (10 mg/kg), au méme titre
que l'extrait de la plante a empéché de fagon significative la diminution de la

concentration en GSH induite par le glucose.
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Figure 20. Effets de I'extrait aqueux de T. superba sur la concentration de glutathion.

Chaque barre représente la moyenne + ESM, n =5. P<0,05; P<0,01; P
< 0,001, différence significative par rapport aux rats normotendus (R.N.T). P < 0,05 ;
#p < 0,01; P < 0,001, différence significative par rapport aux rats traités au
glucose (RHG). RNG = rats traités au glucose (10 %) combiné a la nifédipine (10
mg/kg), REG = rats traités au glucose combiné a I'extrait (100 mg/kg).

111.1.2.2.2 Activité tissulaire de I’enzyme superoxyde dismutase

Le dosage de la SOD dans les tissus des rats traités au glucose (10%)
pendant 3 semaines montre une diminution significative de l'activitt¢ de SOD de
37,90% et de 49,67%, respectivement dans le cceur et le rein. Au niveau de l'aorte,
I'activité de SOD de 65 = 6,22 unités/mg protéines chez les R.N.T a augmentée
jusqu’a la valeur de 2222,80 £+ 417,21 unités/mg de protéines chez les R.H.G. T.
superba a provoqueée par rapport aux R.H.G une réduction du taux de SOD dans
'aorte de 98,24%. La figure 21 montre que la nifédipine utilisée dans les mémes
conditions que I'extrait a induit une augmentation significative de l'activité de la SOD
dans le cceur par rapport aux RHG. L’activité de la SOD a diminuée de 93,79% dans

I'aorte par rapport aux RHG.
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Figure 21. Effets de I'extrait aqueux de T. superba sur l'activité spécifique de la
superoxyde dismutase.

Chaque barre représente la moyenne + ESM, n =5.* P <0,05; * P < 0,01,
différence significative par rapport aux rats normotendus (R.N.T). *P < 0,05; #p <
0,01; ™ P<0,001 différence significative par rapport aux rats traités au glucose
(R.H.G). R.G.N = rats traités au glucose (10 %) combiné a la nifédipine (10 mg/kg),
R.G.E = rats traités au glucose combiné a I'extrait (100 mg/kg).

111.1.2.2 Effets préventifs de I’extrait aqueux de T. superba sur I’HTA induite par
I'alcool
11.1.2.2.1 Effets sur la pression artérielle et la fréquence cardiaque

Le tableau XVI montre que I'administration chronique de I'alcool éthylique aux
rats normotendus pendants 8 semaines entraine une augmentation de la pression
artérielle systolique (PAS), de la pression artérielle diastolique (PAD) et de la
pression artérielle moyenne (PAM). La PAS et la PAD des rats traités a I'alcool
éthylique (3 g/kg) ont significativement augmenté de 42,65% et de 45,91%
respectivement par rapport aux rats normotendus. La PAM de 110,61 + 1,40 mmHg
chez les rats normotendus contréles a augmenté jusqu’a 160,12 + 1,23 mmHg chez
les rats traités a I'alcool, soit une augmentation de la pression artérielle moyenne de
44,76%. Chez les rats normotendus traités de facon concomitante avec I'alcool (3
g/kg) et I'extrait de plante, les résultats montrent que I'extrait aqueux de T. superba
provoque par rapport aux contrbles traités uniquement a l'alcool, une diminution
dose-dépendante de la pression artérielle. La PAS, de 167,92 £ 1,13 mmHg chez les
rats traités uniquement a l'alcool est de 149,83 + 1,73 mmHg chez ceux ayant regu
en méme temps l'extrait a la dose de 100 mg/kg et de 120,37 + 1,71 mmHg a la forte
dose de 200 mg/kg, soit respectivement une réduction de la PAS de 9,30 % (P <
0,01) et de 26,51 % (P < 0,001). Chez les rats traités a Il'alcool (3 g/kg) et a la
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nifédipine (5 mg/kg), la PAS était de 143,56 + 1,65 mmHg, soit une inhibition de
14,50 % (P < 0,001) par rapport aux rats traités uniquement a I'alcool.

La fréquence cardiaque moyenne de 420 * 2 battements par minutes (BPM)
chez les rats normotendus contréles a augmenté jusqu’a 434 £ 2 BPM chez les rats
rendus hypertendus par consommation chronique d’alcool, soit une augmentation
non significative de 3,33%. L’administration concomitante de I'alcool et de I'extrait de
plante a réduit de fagon significative (P < 0,001) la fréquence cardiaque de 16,12 % a
la dose de 100 mg/kg et de 14,51 % a la dose de 200 mg/kg par rapport aux rats
traités exclusivement a l'alcool éthylique. La nifédipine (5 mg/kg) utilisée dans les
mémes conditions que I'extrait n’a pas provoquée de modification significative de la
fréquence cardiaque par rapport aux rats traités exclusivement a I'alcool éthylique
(tableau XVI).

Tableau XVI. Effets de I'extrait aqueux de T. superba sur la pression artérielle et la
fréquence cardiaque moyenne des rats rendus hypertendus par ingestion chronique

de l'alcool éthylique 35°

Traitements

Parametres Ethanol 35° (3 Ethanol 35° (3 Ethanol 35°(3 g/kg)

cardovasculaires Eau distillée Ethanol 35° (3 alkg) + Extrait g/kg) + Extrait + Nifédipine

(10 mL/kg) Ik
oka) AQU (100 mg/kg) ~ AQU (200 mg/kg)  (5mg/kg)

PAD (mmHg) 107,06+1,5 156,22+¢1,28"  139,61+1,82" ™  117,36+1,90 "  133,69+1,70 "
PAM (mmHg) 110,61 £1,40 160,12+ 1,23 143,01+179 ™ 12037 +1,81" " 136,98 + 1,68 "
PAS (mmHg) 117,71 £1,35 167,92+ 1,13 149,83+ 1,73 " 126,40+ 1,65 " 14356+ 1,65 "

FC (BPM) 420,00 £2,00 434,00 +2,000 364 +4 371,00 £ 2,00 ™ 43500+ 3,00

Chaque valeur représente la moyenne £+ ESM, n = 5. *™*P < 0,001, différence
significative par rapport aux rats normotendus (RNT). * ##P < 0,001 ; * *P < 0,01
différence significative par rapport aux rats traités a I'alcool éthylique 35° (3g/kQ).
BPM : Battement par minute, FC : Fréquence cardiaque moyenne.

l.1.2.2.2 Effets de T. superba sur les parameétres biochimiques sériques des
rats hypertendus a I'alcool

Le tableau XVII montre que I'administration de l'alcool éthylique 35° a la dose
de 3 g/kg aux rats normotendus pendant une période de 8 semaines a provoqué par
rapport aux contréles normotendus une augmentation significative du taux sérique de
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cholestérol total (+105,51 %), des triglycérides (+83,31 %), de I'ALAT (+51,20 %) et
de I'ASAT (68,32 %). L’administration concomitante de I'alcool (3 g/kg) et de I'extrait
(200 mg/kg) a provoqué une réduction significative du taux de cholestérol total de
52,50 %, de 'ALAT de 34,44 % et de 'ASAT de 41,62 % par rapport aux rats traités
exclusivement a l'alcool. L’extrait, contrairement a la nifédipine n'a pas réduit de
facon significative la concentration en triglycérides. Dans notre étude, la nifédipine
(5 mg/kg) utilisée dans les mémes conditions que I'extrait aqueux de T. superba a
provoqué par rapport aux rats traités exclusivement a l'alcool une diminution du taux
de cholestérol total de 38,56 %, de triglycérides de 27,45 % et de 'ASAT de 44,81
%. La nifédipine n’a pas affecté significativement le taux d’ALAT.

Le taux de créatinine chez les rats traités par lalcool a diminué
significativement de 26 % (P < 0,001) par rapport aux rats normotendus. L’extrait
aqueux de T. superba (200 mg/kg) tout comme la nifédipine (5mg/kg) a augmenté
par rapport aux animaux traités exclusivement a l'alcool éthylique, le taux de
créatinine sérique respectivement de 23,42 % (P < 0,001) et de 17,11 % (P < 0,01).

La prise chronique de l'alcool par les rats normotendus a entrainé une
augmentation non significative de la concentration sérique de bilirubine de 14,87 %,
par rapport aux rats contréles. L’administration concomitante de I'alcool et de I'extrait
(200 mg/kg) a induit par rapport aux rats traités exclusivement a l'alcool une
diminution non significative du taux sérique de bilirubine de 12,23 %. Chez les rats
ayant recu de la nifédipine (5 mg/kg) a la place de I'extrait de plante la concentration
de bilirubine a diminué de 11,51 % (P > 0,05) par rapport aux rats traités a I'alcool

seul.
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Tableau XVII: Effets de I'extrait aqueux de T. superba sur quelques parameétres
sériques des rats rendus hypertendus par ingestion chronique de I'alcool éthylique
35°

Parameétres Traitements

biochimiques

Eau distillée Ethanol 35° Ethanol 35° Ethanol 35°
(10mL/kg) (3g/kg) (3g/kg) + Extrait (3g/kg) +
AQU (200mg/kg) Nifédipine
(5mg/kg)
ALAT (UI) 183,20+3,12 277,00+3,92"  181,60+2,16"  267,00+3,38 *

ASAT (Ul) 92,20 +3,72 155,20+3,06 90,60 + 3,01"* 85 64+1,58

Triglycérides —_—
58,08 £ 0,34 106,47+2,10 107,76 £ 2,16 77,2412 .48
(mg/dL)
Cholesterol e
79,61 +3,00 163,61+3,06 77,7 £ 1,66 100,52 + 2,31
(mg/dL)
Créatinine it —_—_
0,1504£0,005 0,111+0,003 0,137+0,003 0,130+0,003
(mg/mL)
Bilirubine
1,21 £ 0,01 1,39+ 0,13 1,22 + 0,01 1,23 £ 0,03
(mg/mL)

Chaque valeur représente la moyenne + ESM, n = 5. *P < 0,05 ; *P < 0,01 ;
***P < 0,001, différence sﬁgificative par rapport aux rats normotendus (eau distillée).
*p < 0,05; P < 0,01; ¥ P < 0,001, différence significative par rapport aux rats
traités a I'alcool éthylique 35° (3g/kQg).

11.1.2.2.3 Effets de T. superba sur quelques parameétres du stress oxydatif des
rats rendus hypertendus par I’alcool
111.1.2.2.3.1 Effets sur la concentration en monoxyde d’azote (nitrite)

Le taux de monoxyde d’azote exprimé en yM était de 0,170 + 0,003 dans
l'aorte, 0,240 + 0,003 dans ceceur, 0,290 + 0,004 dans le foie et de 0,280 + 0,07 dans
les reins chez les rats traités a I'eau distillée. Chez les rats traités a l'alcool (3 g/kg)
pendant 8 semaines ce taux a augmenté de 11,76 % (P > 0,05) dans l'aorte. La
concentration de NO a diminuée de 4,16 % dans le cceur (P > 0,05), 0,40% dans le
foie (P > 0,05) et de 10,71% dans le rein (P < 0,05) par rapport aux rats traités a
'eau distillée. L’administration de l'alcool éthylique (3 g/kg) et de I'extrait aqueux de

T. superba (200 mg/kg) pendant 8 semaines n’a pas provoqué de modification
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significative du taux de monoxyde d’azote dans l'aorte, le cceur et le foie. Au niveau
des reins, le taux de NO a augmenté significativement de 17,57% par rapport aux
rats rendus hypertendus par consommation chronique de l'alcool. La nifédipine (5
mg/kg) utilisée dans les mémes conditions que lextrait n'a pas affecté
significativement la concentration de NO dans le rein par rapport aux rats controles

traités a I'alcool (figure 22).
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Figure 22. Effets de I'extrait aqueux de T. superba sur le taux de monoxyde de
d’azote.

Chaque valeur représente la moyenne + ESM, n = 5. *P < 0,05, différence
significative par rapport aux rats normotendus (RNT). #P < 0,01, différence
significative par rapport aux rats traités a 'alcool éthylique 35° (3 g/kg).

111.1.2.2.3.2 Effets sur la concentration en malondialdéhyde

Le taux de malondialdéhyde exprimé en pM/mg de tissu était de 1,65 + 0,10
dans l'aorte, 1,81 + 0,04 dans coeur, 1,48 + 0,05 dans le foie et de 0,78 + 0,07 dans
les reins des rats traités a I'eau distillée. Chez les rats traités a I'alcool (3 g/kg)
pendant 8 semaines ce taux a augmenté significativement de 243,29 % dans l'aorte,
178,45 % dans le coeur, 202,04 % dans le foie et de 320,77% dans le rein par
rapport aux rats traités a I'eau distillée. Dans les organes des rats traités a 'alcool (3
g/kg) et a I'extrait aqueux de T. superba (200 mg/kg), le taux de malondialdéhyde
était significativement inférieur a celui obtenu dans les tissus des rats ayant regu
uniquement de l'alcool. L'extrait aqueux de T. superba a provoqué une diminution du
taux de malondialdéhyde de 54,52% dans l'aorte, 59,44% dans le cceur, 74,09%
dans le foie et de 60,49% dans le rein par rapport aux rats rendus hypertendus par
consommation chronique d’alcool. La nifédipine (5 mg/kg) a également réduit par

rapport aux rats traités uniquement a I'alcool le taux de malondialdéhyde de 38,36%

82



dans l'aorte, 56,29% dans le coeur, 46,17% dans le foie et de 19,44% dans le rein
(figure 23).
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Figure 23. Effets de I'extrait aqueux de T. superba sur le taux de malondialéhyde.

Chaque valeur représente a la moyenne + ESM, n = 5. *P < 0,05; **P <
0,001, différence significative par rapport aux rats normotendus (RNT). # P<0,05 ; #
P < 0,01 ; " P < 0,001, différence significative par rapport aux rats traités a I'alcool
éthylique 35° (3g/kg).

111.1.2.2.3.3 Effets sur la concentration en glutathion réduit

Le taux de glutathion réduit exprimé en mmol/mg de tissu est était de 1,64 +
0,06 dans l'aorte, 27,58 + 0,25 dans le cceur, 28,26 + 0,27 dans le foie et de 25,04 +
0,34 dans le rein chez les rats traités a I'eau distillée. Chez les rats traités a I'alcool
(3 g/kg) pendant 8 semaines le taux de glutathion réduit a diminué de 70,73 % (P <
0,001) dans l'aorte, 6,92 % (P > 0,05) dans le coeur, 5,48 % (P > 0,05) dans le foie et
de 1,63 % (P > 0,05) dans le rein par rapport aux rats traités a I'eau distillée. Dans
les organes des rats traités a l'alcool (3 g/kg) et a I'extrait aqueux de T. superba (200
mg/kg), le taux de glutathion réduit était supérieur a celui des rats ayant regu
uniquement de I'alcool. L’extrait aqueux de T. superba a provoqué une augmentation
du taux de glutathion réduit de 39,58 % (P < 0,001) dans l'aorte, 5,25 % (P<0,01)
dans le cceur, 3,44 % (P>0,05) dans le foie et de 13,27 % (P<0,001) dans le rein par
rapport aux rats rendus hypertendus par consommation chronique d’alcool. La
nifédipine (5 mg/kg) a également entrainé une augmentation du taux de glutathion
réduit de 231,25 % (P < 0,001) dans l'aorte et de 4,40 % (P<0,05) dans le cceur. Au
niveau du foie et du rein, le taux de glutathion réduit chez les rats traités a 'alcool et

a la nifédipine était réduit respectivement de 20,36 % (P < 0,001) dans le foie et de
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7,30 % (P < 0,001) dans le rein par rapport au rats contréles traités a I'alcool
(figure 24).
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Figure 24. Effets de I'extrait aqueux de T. superba sur le taux de glutathion réduit.

Chaque valeur représente la moyenne £+ ESM, n = 5. *P<0,05 ; ***P < 0,001
différence significative par rapport aux rats normotendus (RNT). ¥P<0,05 ;#P < 0,01 ;
##p < 0,001, différence significative par rapport aux rats traités a I'alcool éthylique
35° (3g/kg).

111.1.2.2.3.4 Effets sur I’activité de la catalase

Le taux de catalase exprimé en mmol de H»O, décomposé/min/ug de
protéines de 2,43 + 0,13 dans l'aorte, 2,32 £ 0,10 dans le cceur, 2,52 + 0,06 dans le
foie et de 2,49 £ 0,09 dans le rein des rats normotendus a augmenté de 1218,93 %
dans l'aorte, 918,18 % dans le cceur, 252,19 % dans le foie et de 347,79% dans le
rein des rats normotendus traités a l'alcool pendant 8 semaines. L’administration
concomitante de l'alcool éthylique et de I'extrait aqueux de T. superba (200 mg/kg) a
réduit par rapport aux rats traités uniquement a l'alcool le taux de catalase de
22,80% (P < 0,001) dans l'aorte, 56,97% (P < 0,001) dans le cceur, 60,29% (P <
0,001) dans le foie et de 78,29% (P < 0,001) dans le rein. L'utilisation de la nifédipine
(5mg/kg) dans les mémes conditions que l'extrait a également induit une réduction
du taux de catalase par rapport aux rats traités exclusivement a l'alcool éthylique de
36,75% dans l'aorte, 93,87% dans le cceur, 59,27% dans le foie et de 80,89% dans
le rein (figure 25).
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Figure 25. Effets de l'extrait aqueux de T. superba sur l'activité de la catalase.
Chaque valeur représente la moyenne + ESM, n = 5. **P < 0,001, différence
significative par rapport aux rats normotendus (RNT). P < 0,001, différence
significative par rapport aux rats traités a 'alcool éthylique 35° (3g/kg).

111.1.2.2.3.4 Effets sur I’activité de la superoxyde dismutase (SOD)

Le taux de SOD exprimé en U/mg de protéines de 1,40 + 0,06 dans l'aorte,
2,11 £ 0,06 dans le coeur, 2,12 + 0,10 dans le foie et 2,12 + 0,09 dans le rein des rats
traités a I'eau distillée (10 mL/kg) pendant une période de 8 semaines a augmenté
de 437,50 % (P < 0,001) dans l'aorte, 305,68 % (P < 0,001) dans le cceur, 27,48 %
(P < 0,01) dans le foie et de 48,11 % (P < 0,01) dans le rein des rats rendus
hypertendus par lalcool (figure 26). L’administration concomitante de [I'alcool
ethylique et de I'extrait aqueux de T. superba (200mg/kg) a réduit par rapport aux
rats traités a l'alcool éthylique exclusivement le taux de SOD de 54,90 % dans
I'aorte, 65,77 % dans le coeur, 34,57 % dans le foie et de 32,16 % le rein. La
nifédipine (5mg/kg) a également réduit le taux de SOD dans l'aorte et le cceur
respectivement de 17,70 % et de 13,20 % par rapport aux rats rendus hypertendus
par consommation chronique de I'alcool éthylique. Au niveau du foie et des reins, la
nifédipine a plutét entrainé une augmentation du taux tissulaire de SOD
respectivement de 186,80 % et de 23,88 % par rapport aux rats traités a I'alcool seul.
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Figure 26. Effets de I'extrait aqueux de T. superba sur l'activité de la superoxyde
dismutase.

Chaque valeur représente la moyenne + ESM, n = 5. *P < 0,05; *P < 0,01;
#*p < 0,001, différence significative par rapport aux rats normotendus (RNT). ##p <
0,001, différence significative par rapport aux rats traités a l'alcool éthylique 35°

(3g/kg).

l1l.1.3 Effets curatifs de I’extrait aqueux de T. superba sur ’HTA induite par
I'alcool

Les effets de I'extrait aqueux de T. superba ont été évalués en traitement
curatif pendant 4 semaines chez les rats rendus expérimentalement hypertendus par

administration chronique d’alcool éthylique (3 g/kg) pendant 8 semaines.

1l.1.3.1 Effets sur la pression artérielle et la fréquence cardiaque

Le tableau XVIII montre que I'administration d’alcool éthylique pendant 12
semaines aux rats normotendus entraine une élévation de la pression artérielle. La
PAS est passée de 115,20 + 5,28 mmHg chez les rats normotendus a 162,20 + 3,70
mmHg chez les rats traités a l'alcool, ce qui représente une augmentation de
40,79%. La PAD est passée de 103,80 = 4,11 mmHg chez les rats normotendus a
154,40 £+ 4,36 mmHg chez les rats traités a l'alcool, ce qui représente une
augmentation de 48,74%. L’extrait aqueux de T. superba administré
concomitamment avec I'alcool éthylique apres installation de I'hypertension artérielle
a réduit de facon dose dépendante la pression artérielle chez les rats. L'extrait
aqueux de T. superba a entrainé une réduction de la PAS de 23,30% (P<0,001) et
de 35,88% (P<0,001) respectivement aux doses de 100 et de 200 mg/kg. L’extrait de
plante a entrainé une réduction de la PAD de 21,89% (P<0,01) a la dose de 100
mg/kg et de 38,73% (P<0,001) a la dose de 200 mg/kg.
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L’alcool éthylique a entrainé une augmentation significative de la fréquence
cardiaque chez les rats. La fréquence cardiaque est passée de 344,20 + 8,98 BPM a
380,00 = 12,07 BPM (P<0,05). L’extrait de plante administré concomitamment avec
I'alcool éthylique n’a pas modifié de fagon significative la fréquence cardiaque chez
les rats. |l faut cependant remarquer que, avec l'extrait de plante ou la nifédipine, la
fréquence cardiaque était Iégérement inférieure a celle observée chez les rats traités

exclusivement a 'alcool.

Tableau XVIII Effets de I'extrait aqueux de T. superba en traitement curatif sur la
pression artérielle et la fréquence cardiaque des rats rendus hypertendus par
ingestion chronique de I'alcool éthylique 35°

Alcool (3g/kg) Alcool (3g/kg) + Alcool (3g/kg) +
+ extrait AQU extrait AQU (200 Nifedipine (10
Contréle Alcool (3g/kg) (100 mg/kg) ma/kg) mg/kg)

PAS

(mmHg) 115,20 +528 162,20+3,70° 124,40 + 6,16 104,00 + 5,30"* 118,40 + 1,69
PAD

(mmHg) 103,80 +4,11 154,40 +4,36 120,60 + 6,92 94,60 + 6,44"™ 111,60 + 3,04
Fc

(BPM) 344,20 +8,98 380,00+ 12,07 364,40+20,29 35500+ 12,10 358,40 + 11,21

Chaque valeur représente la moyenne + ESM, n = 5. *P<0,05 ; ***P < 0,001,
différence significative par rapport aux rats normotendus (RNT). #*#P < 0,01 ; #p <
0,001 différence significative par rapport aux rats traités a I'alcool éthylique 35°
(3g/kg). BPM : Battement par minute, FC : Fréquence cardiaque moyenne.

111.1.3.2 Effets sur le taux de transaminases hépatiques

La figure 27 illustre le taux de transaminases hépatiques des rats apres
traitement a I'alcool et a I'extrait de plante aux doses de 100 et de 200 mg/kg. Il
ressort de cette figure que, I'alcool (3 g/kg) administré seul pendant 12 semaines a
entrainé une augmentation significative du taux d’ALAT hépatique. Le taux d’ALAT
est passé de 80,92 + 6,85 (U/L) chez les rats normotendus a 146,28 + 20,70 (U/L)
chez les rats ayant recu uniquement I'alcool ; Ce qui représente une augmentation
de 80,77%. Le traitement a I'extrait aqueux de T. superba a provoqué une diminution
non significative du taux d’ALAT dans le foie de 21,48% (P>0,05) a la dose de 100
mg/kg et de 36,62 % (P>0,05) a la dose de 200 mg/kg. L’alcool administré seul a
entrainé une augmentation non significative du taux d’ASAT de 15,97%. L’extrait
aqueux de T. superba a la dose de 200 mg/kg a entrainé une diminution significative
(P<0,05) du taux d’ASAT de 51,52%.
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Figure 27. Effets de I'extrait aqueux de T. superba sur I'activité des transaminases

hépatiques.

Chaque barre représente la moyenne + E.S.M, n=5. *P<0,05 par rapport aux
rats normotendus (RNT); *P<0,05 par rapport aux rats rendus hypertendus par
I'alcool éthylique 35° (3g/kg) RHA : rats traités a l'alcool 35° (3 g/kg) RAE1 : rats
traités a l'alcool et a I'extrait de plante a la dose de 100 mg/kg ; RAEZ2 : rats traités a
I'alcool et a I'extrait de plante a la dose de 200 mg/kg ; RAN : rats traités a I'alcool
35° (3 g/kg) et a la nifédipine (10 mg/kg).

111.1.3.3 Effets curatifs de T. superba sur quelques parameétres du stress
oxydatif des rats rendus hypertendus par I’alcool
111.1.3.3.1 Effets sur la concentration en glutathion

La figure 28 présente les effets du traitement curatif a I'extrait aqueux de T.
superba sur la concentration tissulaire en glutathion. L’alcool administré seul a
entrainé une diminution significative de 64,88% de la concentration en glutathion
dans le foie, par rapport aux rats normotendus. Le traitement a I'extrait aqueux de T.
superba a augmenté la concentration en glutathion de 51,22% a la dose de 100
mg/kg et de 94,43% a la dose de 200 mg/kg. L’administration d’alcool 35° a entrainé
une diminution significative du taux de glutathion dans le rein (P<0,001) par rapport
aux rats normotendus. L’extrait de plante a la dose de 200 mg/kg a entrainé une
augmentation significative du taux de glutathion de 107,92% dans le rein, par rapport
aux rats hypertendus traités a I'alcool seul.
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Figure 28.Effets de I'extrait aqueux de T. superba sur le taux de glutathion réduit en
traitement curatif sur les rats hypertendus a l'alcool.

Chaque barre représente la moyenne + ESM, n = 5. *P<0,05; **P < 0,01
différence significative par rapport aux rats normotendus (RNT). ¥P<0,05 ;#P < 0,01 ;
différence significative par rapport aux rats traités a I'alcool éthylique 35° (3g/kg).
RHA : rats traités a I'alcool 35° (3 g/kg) ; RAE1 : rats traités a I'alcool et a I'extrait de
plante a la dose de 100 mg/kg ; RAEZ2 : rats traités a I'alcool et a I'extrait de plante a
la dose de 200 mg/kg ; RAN : rats traités a I'alcool 35° (3 g/kg) et a la nifédipine (10
mg/kg).

111.1.3.3.2 Effets sur la concentration en malondialdéhyde

La figure 29 présente le taux de malondialdéhyde dans les tissus des rats
traités a I'extrait aqueux de T. superba. L’alcool a entrainé une augmentation non
significative du taux de malondialdéhyde dans le foie et les reins des rats par rapport
aux rats normotendus. L’extrait de plante aux différentes doses étudiées a entrainé
une diminution non significative du taux de MDA par rapport aux rats traités a I'alcool

seul.
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Figure 29. Effets de I'extrait aqueux de T. superba sur le taux de malondialéhyde en
traitement curatif chez les rats hypertendus a l'alcool.

Chaque barre représente a la moyenne + ESM, n = 5. R.H.A : rats traités a
I'alcool 35° (3 g/kg) ; R.A.E1 : rats traités a I'alcool et a I'extrait de plante a la dose de
100 mg/kg ; R.A.E2 : rats traités a l'alcool et a I'extrait de plante a la dose de 200
mg/kg ; R.A.N : rats traités a 'alcool 35° (3 g/kg) et a la nifédipine (10 mg/kg).

111.1.3.3.3 Effets sur I’activité de la superoxyde dismutase

La figure 30 présente I'effet de I'extrait aqueux de T. superba sur l'activité de
la superoxyde dismutase chez les rats hypertendus a I'alcool. L’alcool a induit une
augmentation significative de I'activité de la superoxyde dismutase (SOD) de l'ordre
de 43% et de 96,13% dans le foie et les reins des rats. Au niveau du foie, I'extrait de
plante a la dose de 200 mg/kg a entrainé une diminution significative (P<0,001) de
I'activité de la SOD de 'ordre de 56,52%. La nifédipine a également diminué I'activité
de la SOD de 43,47% chez les rats hypertendus a l'alcool. Cette diminution
entrainée par la plante a été significative aux doses de 100 et de 200 mg/kg au
niveau des reins, avec un pourcentage de diminution de 36,33% et de 52,95%

respectivement aux deux doses.
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Figure 30. Effets de I'extrait aqueux de T. superba sur l'activité de la superoxyde
dismutase en traitement curatif chez les rats hypertendus a I'alcool.

Chaque barre représente la moyenne + ESM, n = 5. *P<0,05; différence
significative par rapport aux rats normotendus (R.N.T). #pP<0,01; ¥ P < 0,001 ;
différence significative par rapport aux rats traités a I'alcool éthylique 35° (3g/kg).
R.H.A : rats traités a I'alcool 35° (3 g/kg) ; R.H.A : rats traités a I'alcool 35° (3 g/kg) ;
R.A.E1: rats traités a l'alcool et a I'extrait de plante a la dose de 100 mg/kg ;
R.A.E2 : rats traités a I'alcool et a I'extrait de plante a la dose de 200 mg/kg ; R.A.N:
rats traités a 'alcool 35° (3 g/kg) et a la nifédipine (10 mg/kg).

111.1.3.3.4 Effets sur la concentration en monoxyde d’azote

L’alcool a entrainé une diminution du taux de monoxyde d’azote (NO) de
22,37% (P>0,05) dans l'aorte des rats hypertendus a l'alcool (figure 31). L’extrait
aqueux de T. superba, a la dose de 200 mg/kg a augmenté le taux de NO de 36,5%

(P<0,05) dans l'aorte des rats hypertendus a I'alcool.
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Figure 31. Effets de I'extrait aqueux de T. superba sur la concentration en monoxyde
d’azote en traitement curatif chez les rats hypertendus a I'alcool.

Chaque barre représente a la moyenne £+ ESM, n = 5. *P<0,05 ; différence
significative par rapport aux rats normotendus (RNT). RHA : rats traités a 'alcool 35°
(3 g/kg) ; RAE1 : rats traités a I'alcool et a I'extrait de plante a la dose de 100 mg/kg ;
RAE2 : rats traités a I'alcool et a I'extrait de plante a la dose de 200 mg/kg ; RAN :
rats traités a 'alcool 35° (3 g/kg) et a la nifédipine (10 mg/kg).
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lll.1.4 Effets vasorelaxants de T. superba : étude in vitro
lll.1.4.1 Effets vasorelaxants de différents extraits de T. superba et role de
I’endothélium vasculaire

La figure 32 représente les effets des quatre extraits de T. superba sur la
contraction provoquée par la phényléphrine (PE, 10° M) ou le chlorure de potassium
(KCI, 6x102 M): Tous les extraits ont induit une vasorelaxation concentration-
dépendante, a la fois sur les anneaux d’aorte précontractés a la PE (figure 32 A) et
au KCI (figure 32 B). L’extrait au chlorure de méthylene (MC) a exercé l'effet
vasorelaxant le plus important, tant sur les anneaux contractés a la PE qu’au KCI
avec une CEsp de 0,1 mg/mL. Ainsi, en terme d’efficacité, I'effet de I'extrait MC est
suivi de celui de I'extrait au chlorure de méthyléne-méthanol (MCM). L’extrait au
MCM exerce un effet relaxant important sur les anneaux précontractés a la PE, par
rapport a ceux contractés au KCl. Les effets des extrait aqueux (AQU) et au
méthanol (MET) ont été similaires sur les anneaux contractés a la PE (figure 32 A).
Sur les anneaux contractés au KClI, les effets de MCM ont été supérieurs a ceux des
extraits MET et AQU (figure 32 B). Ainsi, sur les anneaux d’aorte contractés a la PE
les pourcentages de relaxation maximale (Emax) ont été de 99+4%, 95+3%, 88+3%
et 79£2% respectivement pour les extraits MC, MCM, MET et AQU. Sur les anneaux
contractés au KCI, les Emax ont été respectivement de 961£3%, 54+3%, 44+7% et
30+3%. Les solvants utilisés n’ont pas affectés de fagon significative la vasomotricité

des anneaux.

120 4 120 -

100 100 +

80 - 80 -
60 60 -
40 + 40 1

20 A 20 1

Relaxation (% contraction KCI)

Relaxation (% contraction PE)

ANOVA: a-c, a-d, b-c, b-d, c-d, P<0,05 ANOVA: a-b, a-c, a-d, b-c, c-d, P<0,05

-35 -30 -25 -20 -15 -10 -05 0,0
log [extrait] (mg/mL)

35 -30 -25 -20 -15 -10 -05 00
log [extrait] (mg/mL)

Figure 32. Effets des différents extraits sur la contraction induite par la
phényléphrine (PE, 10° M) (A) ou par le chlorure de potassium (KCl, 6X10% M) (B)
sur anneaux intacts.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + E.S.M. (n=8-10 anneaux).
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Le test ANOVA two way, suivi du test de Bonferroni a permis de comparer
'action des différents extraits entre eux, et les lettres indiquent les différences
significatives entre les extraits. AQU (a) : extrait aqueux; MET (b) : extrait au
méthanol ; MC (c): extrait au chlorure de méthylene ; MCM (d) : extrait au chlorure de
méthyléne/ méthanol.

Les effets relaxants des différents extraits ont été étudiés sur des anneaux
avec et sans endothélium. Comme le montre la figure 33, les effets de MC (figure 33
A et 12 E), MET (figure 33 B et 12 F) et AQU (figure 33 C et 12 G) n'ont pas été
affectés par le retrait de I'endothélium sur les anneaux contractés a la PE et au KCI.
En revanche, l'ablation de I'endothélium diminué de facon significative ['effet
vasodilatateur de I'extrait MCM quel que soit 'agent contractant utilisé (figure 33 D et
33 H). L’Emax obtenu avec I'extrait MCM a la concentration de 3x10™" mg/mL est de
35,03+6,57% sur anneaux intacts contre 9,21+£3,59% (P<0,001) sur anneaux
dénudés précontractés a la PE. Sur les anneaux précontractés au KCI, 'Emax a été
de 20,29%1,94% sur anneaux intacts, contre 7,63%1,17% sur anneaux sans
endothélium (P<0,05).
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Figure 33. Réle de I'endothélium vasculaire sur les effets relaxants des différents
extraits.

Les valeurs sont exprimées en moyenne * E.S.M. (n=8-11 anneaux). *
P<0,05 ; ** P<0,01 ; *** P<0,001 par rapport aux anneaux avec endothélium (E+).

Les figures A, B, C et D présentent respectivement les effets des extraits
aqueux (AQU), au méthanol (MET), au chlorure de méthylene (MC), et au chlorure
de méthylene/méthanol (MCM) sur les anneaux avec endothélium (E+) ou sans
endothélium (E-) précontractés & la phényléphrine (PE,10° M) ; les figures E, F, G et
H présentent les effets des mémes extraits sur les anneaux avec endothélium (E+)
ou sans endothélium (E-) précontractés au KCI (6X102 M).
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Tension (% précontraction PE)

1.1.4.2 Effets de I'extrait chorométhylénique sur la contraction induite par le
calcium sur anneaux précontractés au KCl et a la phényléphrine

La figure 34 montre que I'ajout cumulatif de calcium dans un milieu sans
calcium a induit une contraction concentration-dépendante, sur des anneaux
précontractés au KCl ou a la PE. La tension induite par le calcium par rapport a la
contraction induite par la PE (10° M) va de 0,61+0,21% & la concentration de 10°M
a 24,93+3,37% a la concentration de 3x10°M (figure 34 A). Par rapport a la
contraction induite par le KCI, le calcium induit une tension de 0,151£0,07% a la
concentration de 10°M et de 13,72+1,95% & la concentration de 3x10M (figure 34
B). La préincubation des anneaux avec la CEsy (0,1 mg/mL) de l'extrait MC, a
diminué de fagon significative la contraction induite par le calcium tant sur les
anneaux précontractés a la PE (figure 34 A) qu’au KCI (figure 34 B). La tension
maximale induite par le calcium & la concentration de 3x10>M de 24,93+3,37% sur
les anneaux contréles est passée a 7,09+0,88% (P<0,001) sur les anneaux
préincubés avec l'extrait et précontractés a la PE. De méme sur des anneaux
précontractés au KCI, la tension maximale induite par le calcium a la concentration

de 3x10>M de 13,72+1,95% sur les anneaux controles est passée a 6,68+0,78%
(P<0,001).

w
o
s
w
o
)

)

o
.
>

B

N
o
L
N
[&)]
L

—=— PE-controle i
—=— PE-MC (0,1 mg/mL) —=— KCI-Controle

—=— KCI-MC (0,1mg/mL)

-
[6)]
L
N
o
L

-
o
L

a
L
-
o
L

o
L
a

L

Tension (% précontraction KCI)
(&)}

o
L

-5,5 -5,0 -4,5 -4,0 -3,5 -3,0 -2,5 -2,0

o4 -5,5 -5,0 -4,5 -4,0 -3,5 -3,0 -2,5
log [Ca®™ '] (M)

log [Ca2*] (M)
Figure 34. Effets de l'extrait au chlorure de méthylene (MC, 0,1 mg/mL) sur la
contraction induite par le calcium sur anneaux intacts précontractés a la
phényléphrine (PE) (A) ou au chlorure de potassium (KCI) (B).

Les valeurs représentent la moyenne + ESM (n=8-12 anneaux). * P<0,05 ; ***

P<0,001 par rapport au contréle. Certains anneaux ont été incubés a I'extrait MC (0,1
mg/mL).
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l.1.4.3 Réle du calcium intracellulaire dans la vasorelaxation induite par
I’extrait au chlorure de méthyléne

En milieu sans calcium contenant le vérapamil, la PE 10®°M a induit par
rapport au milieu Krebs normal une contraction des anneaux d’aortes de 22,4+2,9%.
Le véhicule de l'extrait ajouté dans le milieu d’'incubation apres le plateau de
contraction induit par la PE ne modifie pas de facon significative cette tension induite
par la PE. La tension maximale induite par la PE (10°M) était de 22,1+2,0% aprés
introduction du véhicule a une concentration correspondant a la CEsg de I'extrait, soit
0,1 mg/mL. Comme le montre la figure 35, I'extrait MC (0,1 mg/mL) induit une
diminution significative de I'effet contractant de la PE en milieu sans calcium
contenant le vérapamil. En effet, la tension des anneaux aprés ajout de I'extrait dans
le milieu d’incubation n’est plus que de 7,6+1,4%, comparés aux anneaux témoins
(E-) ou la tension est de 22,4+2,9% (P<0,001).
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Figure 35. Effets de I'extrait au chlorure de méthylene (MC) de T. superba sur la
libération du calcium intracellulaire.

Les valeurs sont des moyennes + ESM (n=8-12 anneaux), ***P<0,001 par
rapport au contréle (E-). Les résultats sont présentés sous forme de tension (% a la
ligne de base) suite & la contraction a la phényléphrine (PE, 10° M) sur les anneaux
sans endothélium préincubés au vérapamil (10‘6 M) pendant 30 min. Suite a
I'application de la PE, certains anneaux ont été exposés a I'extrait au chlorure de
méthyléne (0,1 mg/mL) (MC-E-) ou au véhicule (Véhicule-E-).

ll.1.4.4 Réle du NO dans les effets vasorelaxants de I’extrait au chlorure de
méthyléne-méthanol

La figure 36 montre que l'inhibition de I'activité de la NOS a été associée a
une diminution significative (P<0,001) de I'effet vasodilatateur de I'extrait MCM a la

fois sur les anneaux contractés a la PE (figure 36 A) et au KCI (figure 36 B).
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Figure 36. Effets du L-NAME (10” M) sur l'activité vasorelaxante de I'extrait au
chlorure de méthyléne/méthanol de T. superba (MCM) sur les anneaux intacts
précontractés a la phényléphrine (PE, 10°M) (A) ou au chlorure de potassium (KClI,
6X102 M) (B).

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + ESM, n=9-10), ***
P<0,001 par rapport aux valeurs en milieu sans L-NAME. MCM-E+ : action de
I'extrait MCM sur anneaux d’aorte en milieu sans L-NAME ; L-NAME-MCM-E+ :
action de I'extrait MCM sur anneaux d’aorte anneaux d’aorte en milieu contenant le
L-NAME.

11.1.4.5 Effets des fractions isolées de I’extrait au chlorure de méthyléne sur la
contraction induite par le chlorure de potassium ou la phénylephrine

La figure 37 présente les effets des fractions F2 et F3 isolées de I'extrait au
chlorure de méthyléne de T. superba sur les anneaux d’aorte précontractés au KClI
ou a la PE. La fraction F3 a présenté une activité vasorelaxante plus marquée sur
anneaux intacts ou dénudés précontractés au KCl ou a la PE. Sur anneaux intacts, la
fraction F2 a induit & la concentration de 3x10” mg/mL, une relaxation de 16,91 #*
5,60% sur anneaux précontractés a la PE contre 10,63 + 4,40% sur anneaux
précontractés au KCI. A cette méme concentration (3x10™ mg/mL), la fraction F3 a
induit une vasorelaxation de 58,25 + 6,60% sur anneaux précontractés a la PE et de
76,17 + 3,73% sur anneaux précontractés au KCI. Il faut cependant remarquer qu'’il
n'existe pas de différence significative entre les Emax enregistrés avec la forte
concentration de 1 mg/mL. Les Emax de la fraction F2 étaient de 66,52 *+ 3,59% et
de 60,30 + 8,02%, respectivement pour les anneaux avec et sans endothélium
contractés au KCL ; de 71,20 + 3,81% et de 79,54 £ 6,66%, respectivement pour les
anneaux intacts et dénudés contractés a la PE. Pour la fraction F3, les Emax ont été
de 98,58 = 0,60% et de 96,40 £ 2,26% pour les anneaux avec et sans endothélium
contractés au KCL ; de 87,34 + 2,66% et de 96,20 £ 1,97% pour les anneaux intacts

et dénudés contractés a la PE. Pour des concentrations comprises entre 3x10% et
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Relaxation (% précontraction PE

Relaxation (% précontraction PE)

3x10™ mg/mL, les effets vasorelaxants de la fraction F3 sont endothélium-dépendant
(figure 37 C et D).
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Figure 37. Effets des fractions (F2 et F3) isolées de I'extrait au chlorure de
méthyléne sur la contraction des anneaux avec (E+) ou sans (E-) endothélium
précontractés a la phényléphrine (PE, 10°M, A, C) ou au chlorure de potassium (KClI,
6X102 M, B, D). Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne + ESM, n=5-
10, *** P<0,001 par rapport aux anneaux intacts.
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l.1.5 Effets de I’extrait au chlorure de méthyéne de T. superba chez les rats
spontanément hypertendus

l.1.5.1 Effets aigus de I’extrait au chlorure de méthyéne sur la pression
artérielle des rats spontanément hypertendus

Les effets de I'injection intraveineuse de I'extrait au chlorure de méthyléne de
T. superba ont été évalués sur la pression artérielle des rats spontanément
hypertendus (SHR) et leurs contréles normotendus, les rats WKY. Avant injection,
les valeurs de PAS, PAD et étaient respectivement de 179,67 + 2,02 mmHg et de
141,33 + 4,67 mmHg pour les SHR, et de 129,50 + 3,78 mmHg et de 88,00 + 2,94
pour les WKY.

L’administration intraveineuse de I'extrait au chlorure de méthylene de T.
superba a provoqué une diminution immédiate et dose-dépendante de la PAS et de
la PAD des SHR et WKY (Tableau XIX). La réduction de la PAS est passée de 17,6
1+ 1,0% a la dose de 5 mg/kg a 52,9 £ 2,5% a la dose de 30 mg/kg chez les rats WKY
et respectivement de 13,2 + 1,0% a 47,0 £ 4,8% chez les SHR. La PAD a diminuée
de 30,4 £ 2,0% a la dose de 5 mg/kg a 68,8 + 2,8% a la dose de 30 mg/kg chez les
rats WKY et de 25,5 + 3,1% a 55,3 + 4,7% chez les SHR.

Tableau XIX. Effets de l'administration intraveineuse de l'extrait au chlorure de
méthyléne de T. superba sur la PAS et la PAD des rats WKY et SHR

Dose (mg/kg) WKY SHR
PAS (% de réduction)
5 176+1,0 13,2+ 1,0*
10 29925 20,2 +1,0*
20 39,3+29 26,8 + 2,8*
30 529+25 47,0148
PAD (% de réduction)
5 30,4+20 255+ 31
10 454 + 57 359+4,1
20 60,7 +4,8 39,9 + 3,6%
30 68,8 + 2,8 55,3147

Chaque valeur représente la moyenne + ESM, n=5. *P<0,05, par rapport aux rats
Wistar Kyoto (WKY).SHR : rats spontanément hypertendus.

111.1.5.2 Effets curatifs de I’extrait au chlorure de méthyléne de T. superba sur la
pression artérielle et la fréquence cardiaque des rats spontanément
hypertendus

L’administration quotidienne d’une dose unique de l'extrait au chlorure de

méthyléne de T. superba chez les SHR a entrainé une diminution significative
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(P<0,001) de la PAS a partir de la 2°™® semaine de traitement (figure 38). Cette
diminution progressive de la pression a perduré jusqu’a la fin du traitement. La PAS
au départ de 185,4 £3,0 mmHg chez les SHR a diminué jusqu’a 151,1 £ 2,1 mmHg a
la fin du traitement. Chez les SHR contréles, la PAS a augmentée progressivement
de 184,8 + 4,5 mmHg a 197,1 + 2,8 mmHg au terme de la période d’étude. Les
résultats de cette étude ne montrent pas de modification significative entre la PAS
des rats contréles WKY traités a I'extrait de plante et leurs contrdles. La PAS est
passée de 120,2 £ 1,6 mmHg a 129,5 + 1,9 mmHg chez les rats WKY contréles; et
de 123,6 £ 24 mmHg a 121,8 £ 1,9 mmHg chez rats WKY traités a I'extrait au

chlorure de méthyléne de T. superba.
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Figure 38. Effets subchroniques de I'extrait au chlorure de méthyléne de T. superba sur
la pression artérielle des rats spontanément hypertendus (SHR) et Wistars Kyoto (WKY).

Chaque point représente la moyenne £+ ESM. n=9-10. *** P<0,001 ; différence
significative par rapport aux SHR contréles. Le test ANOVA suivit du post test de
bonferroni a permit d’évaluer la différence entre les différents groupes. Les lettres a, b, ¢
et d désignent respectivement les groupes des rats WKY controles, WKY traités, SHR
contrbles et SHR traités. Les différences entre les groupes sont notées en dessous des
tracés.

Le tableau XX présente I'évolution de la fréquence cardiaque des rats pendant
la période expérimentale. |l en ressort que le traitement des SHR et WKY a I'extrait
au chlorure de méthylene n’a pas modifié de fagon significative la fréquence

cardiaque des deux souches de rats.
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Tableau XX. Evolution de la fréquence cardiaque chez les rats spontanément
hypertendus (SHR) et Wistars Kyoto (WKY) traités ou non a I'extrait au chlorure de

méthyléne de T. superba

Semaines WKY Controles WKY Traités SHR Controles SHR Traités
0 403,7+115  397,0+124 4492+947%  4618+74 &
1 403,8+7,8 369,1+85 4152+154% 4247 +126%¢
2 380,9+9,8 388,7 +147 3886+9,2 389,3+9,5
3 384,3+10,7  384,0+10,7 388,04+ 16,0 398,4 + 10,4
4 388,4+10,7  391,0+11,7 3948+127 399,6 + 14,2
5 3819+116  3815+98 4149+150 3784 £ 11,7

Les valeurs représentent les moyennes + ESM, n=9-10. **P<0,01 ; ***P<0,001 par
rapport aux rats WKY contrdles ; ¥¥P<0,01 ; ¥4P<0,001 par rapport aux rats WKY

traités.

111.1.5.3 Effets sur le poids corporel

Comme le montre la figure 39 le traitement des SHR et WKY a I'extrait au

chlorure de méthyléne de T. superba n’a pas affecté de facon significative I'évolution

pondérale des animaux. |l faut remarquer que la différence de poids corporel qui

existe entre les SHR et WKY a persisté pendant toute la durée de I'étude.
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Figure 39. Effet de I'extrait au chlorure de méthyléne de T. superba sur le poids
corporel des rats spontanément hypertendus (SHR) et Wistars Kyoto (WKY).
Chaque point représente la moyenne + ESM. n=9-10. Le test ANOVA suivit du
post test de bonferroni a permit d’évaluer la différence entre les différents

groupes.
Les lettres a, b, c et d désignent respectivement les groupes des rats WKY

contréles, WKY traités, SHR contréles et SHR traités. Les différences entre les
groupes sont notées en dessous des traces.

1.1.5.4 Effets sur les consommations hydrique et alimentaire, I’élimination
urinaire, I’élimination fécale et la glycémie

Le tableau XXI présente les consommations hydrique et alimentaire,
I'élimination urinaire, I'élimination fécale et la glycémie des rats de différents groupes,
en 24h avant le terme du traitement. Aucune différence significative n’a été observée
entre les groupes.

Le traitement a I'extrait au chlorure de méthyléne de T. superba n’a pas
modifié de fagon significative la glycémie des rats. Les SHR présentent une

hyperglycémie (P<0,05) par rapport aux rats WKY.
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Tableau XXI. Effets de T. superba sur le métabolisme général et glycémie des rats
spontanément hypertendus (SHR) et Wistars Kyoto (WKY)

Paramétres métaboliques (24h/100 g Poids Corporel)

Cons. Hydrique  Cons. alimentaire  Vol. urinaire  Masse fécale  Glycémie

(mL) (9) (mL) (9) (g/L)
WKY controles 9,82 + 1,57 4,61+0,24 274+032 1,66+012 1,10+0,05
WKY traités 6,07 + 0,39 5,08 + 0,24 253+024 1,680,110  1,13+0,04
SHR contréles 7,01+ 0,92 5,16 + 0,31 264+028  227+014  1,25+0,03*
SHR traités 6,19+ 1,35 3,98 + 0,60 1,82+030  1,82+0,31  1,29+0,06*

Chaque valeur représente la moyenne + ESM n=9-10. * P<0,05 différence
significative par rapport aux WKY contréles ; & P<0,05 différence significative par
rapport aux WKY traités.

11.1.5.5 Effets de T superba sur le poids relatif de quelques organes

Le tableau XXII présente le poids relatif (mg organe/g poids corporel) de
certains organes a la fin de I'étude. Il en ressort que, le poids relatif du foie, des reins
et du cceur des SHR est significativement supérieur a celui des rats WKY. Cette

différence de poids n’a pas été affectée par le traitement.

Tableau XXII. Effets de l'extrait au chlorure de méthyléne sur le poids relatif des
organes (mg/g PC) des rats Wistars Kyoto (WKY) et spontanément hypertendus
(SHR)

Foie Reins Coeur VG+S VG
WKYC 31,08 + 0,80 5,43+0,13 2,51 +0,03 1,856+0,03 1,11 +0,05
WKYT 31,70 + 0,92 5,48 + 0,10 2,57 £ 0,05 1,86 +0,05 1,11 +0,05

SHRC 35,48 +0,54***%% 6 88 + 0,05***%& 3 62 + 0,03***%%& 2 81 + 0,04** 1,51 + 0,06**
SHRT 35,08 +0,60*** 6,93 + 0,08***%& 3 59 + 0,05***%& 2 67 +0,12** 1,36 + 0,05

Chaque valeur représente la moyenne + E.S.M. n=9-10. WKYC : rats Wistar Kyoto
contréles, WKYT : rats Wistar Kyoto traités, SHRC : rats spontanément hypertendus
contréles, SHRT : Rats spontanément hypertendus traités, VG : ventricule gauche,
VG+S : ventricule gauche + septum. * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001 différence
significative par rapport aux WKY contréles, & P<0,05; % P<0,01; %& pP<0,001
différence significative par rapport aux WKY traités.

11.1.5.6 Effets de I’extrait au chlorure de méthyléne sur la réactivité vasculaire
des SHR
Aprés 5 semaines de traitement chronique des SHR et WKY par I'extrait de

plante, la réactivité vasculaire de ces animaux a été évaluée.

103



111.1.5.6.1 Effets sur la relaxation induite par I’acétylcholine

Les effets du traitement a I'extrait au chlorure de méthyéne sur la fonction
endothéliale ont été évalués sur des anneaux intacts des SHR et WKY précontractés
a la PE (10°M). La figure 40 montre une amélioration significative de la
vasorelaxation induite par 'ACh chez les SHR traités, par rapport aux contréles non
traités. Les pourcentages de relaxations maximums (Emax) étaient de 93,28 + 0,57
% chez les rats WKY contrbles; de 98,94 + 3,14 % chez les rats WKY traités ; de
74,51 £ 2,74% chez les SHR contréles et de 87,47 + 2,52% chez les SHR traités.
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Figure 40. Effets de I'extrait au chlorure de méthyléne sur la relaxation induite par
I'acéthylcholine (ACh) sur les anneaux d’aorte intacts de SHR (A) et WKY (B)
précontractés a la PE (10 M). **P<0,01 ; ***P<0,001 par rapport au groupe contrdle
(n=8-10).

111.1.5.6.2 Effets sur la relaxation induite par le nitroprussiate de sodium

La figure 41 A et B présente les effets de concentrations croissantes de
nitroprussiate de sodium (SNP) sur les anneaux daorte de SHR et WKY
précontractés a la PE (10° M). Le traitement & I'extrait au chlorure de méthyléne
(150 mg/kg) pendant 5 semaines n’a pas modifié de fagon significative la relaxation
induite par le SNP chez les rats WKY (figure 41 B). Chez les SHR, il a été observé
une amélioration significative de la vasorelaxation induite par le SNP chez les SHR

traités par rapport aux SHR contréles (figure 41 A).
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Figure 41. Effets de I'extrait au chlorure de méthyléne sur la relaxation induite par le
nitroprussiate de sodium (NPS) sur anneaux d’aorte intacts de SHR et WKY
précontractés a la PE (10'6 M). *P<0,05 ; **P<0,01 par rapport au groupe controle
(n=8-10).

111.1.5.6.3 Effets sur la relaxation NO-dépendante

En vue d’évaluer l'effet du traitement sur la production du NO, des anneaux
d’aortes de SHR et WKY avec endothélium ont été incubés avec le L-NAME (10°M),
inhibiteur non sélectif du NO synthase, précontractés a la PE et relaxées avec
concentrations cumulatives d’ACh. La figure 42 montre que l'incubation des anneaux
d’aorte en présence de L-NAME diminue de facon significative la vasorelaxation
induite par 'ACh. Chez les SHR traités a I'extrait de plante pendant 5 semaines,
'incubation des anneaux en présence de L-NAME a induit par rapport a leurs
contréles une diminution de la relaxation des anneaux d’aorte provoquée par ’ACh.
La diminution de la vasorelaxation (Emax) en présence de L-NAME de 44,11% chez
les SHR non traités est passée a 66,04% chez les SHR traités a 'extrait au chlorure
de méthyléne de T. superba (figure 42 C et D). Chez les rats WKY, le traitement
chronique des animaux avec ce méme extrait pendant 5 semaines n’a pas entrainé
de modification significative de la vasorelaxation induite par 'ACh en présence de L-
NAME. (-78,87% chez WKY-Traités et —77,69% chez WKY-Controles)
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Figure 42. Effets du L-NAME (10 M) sur la relaxation induite par I'acéthylcholine
(ACh) chez les rats spontanément hypertendus (SHR) contréles (A) et traités par
I'extrait MC (B) et les rats wistar Kyoto contréles (A) et traités par I'extrait MC (B).
***P<0,001 par rapport aux anneaux sans L NAME (n=8-12).

111.1.5.6.4 Effets du tempol sur la vasorelaxation induite par I’acétylcholine

Les anneaux d’aorte de SHR et WKY ont été incubés en présence du tempol,
un antioxydant SOD-mimétique dans le métabolisme d’O%, précontractés a la PE
(10 M) et relaxés avec des concentrations cumulatives d’ACh. Comme le présente
la figure 43 A, lincubation des anneaux des SHR avec le tempol a augmenté
significativement la relaxation de l'aorte induite par 'ACh. Cet effet se traduit par
I'amélioration significative de la relaxation induite par I'ACh. L’effet maximum de
'’ACh de 74,51 £ 2,74% sur les anneaux contrOles étaient de 87,12 + 2,37% sur les
anneaux des SHR en présence du tempol, soit une augmentation de la relaxation de
preés de 17%. L’effet inverse a été observé chez les SHR traités chez qui le tempol a
entrainé une réduction de la relaxation induite par 'ACh (figure 43 B). Chez les SHR

traités a I'extrait MC de T. superba I’ACh a induit un effet maximal (Emax) de 87,47 +
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Relaxation (% contraction PE)

Relaxation (% contraction PE)

2,52% contre 76,32 + 2,85% sur les anneaux incubés en présence de tempol
Aucune modification significative n’a été observée sur la vasorelaxation induite par
'’ACh chez les rats normotendus WKY (figure 43 C et D).
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Figure 43. Effets du tempol (10* M) sur la relaxation induite par I'acéthylcholine
(ACh) chez les rats spontanément hypertendus (SHR) contrdles (A) et traités (B) et
les rats wistar Kyoto contrdles (C) et traités (D). *P<0,05 ; **P<0,01 ; ***P<0,001 par
rapport aux anneaux sans L NAME (n=8-12).

111.1.5.6.5 Effets du traitement sur la contraction induite par la phényléphrine

La figure 44 présente les effets de concentrations cumulatives de PE sur la
contraction des anneaux d’aorte avec endothélium des rats des différents groupes. I
en ressort que, les effets contractants de la PE, marqués chez les SHR contréles,
ont été significativement diminués par le traitement a l'extrait au chlorure de
méthyléne de T. superba. L’Emax de la PE, de 39,58 £ 4,86 % chez les SHR

contréles était seulement de 28,32 + 3,01 % chez les SHR traités, soit une réduction
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de l'activité contractile maximale de la PE de 28,48%. Chez les rats WKY contréles,
I'Emax était de 22,73 + 5,62 % contre 19,98 + 7,54 % chez les WKY traités
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Figure 44. Effets de I'extrait au chlorure de méthyléne sur la contraction induite par
la phénylephrine (PE) chez les rats spontanément hypertendus (SHR) et wistar kyoto
(WKY).

Chaque point représente la moyenne + E.S.M, n=5-10. Le test ANOVA two
way, suivi du test de bonferrroni a permis de comparer les différents groupes entre
eux, et les lettres en dessous des tracés indiquent les différences significatives entre
les rats Wistar Kyoto contrdles (PWKY controles), les rats Wistar Kyoto traités ("WKY
traités), les rats spontanément hypertendus controles (“SHR controles) et les les rats
spontanément hypertendus traités (“SHR traités). Il apparit clairement une différence
significative d’activité contractile entre les SHR contréles (“SHR contréles) et les rats

spontanément hypertendus traités (“SHR traités)

11.1.5.6.6 Effets sur le métabolisme hépatique : activité des cytochromes P450
3A

La figure 45 montre 'activité des CYP 3A dans les microsomes hépatiques de
rats a la fin de la période expérimentale, soit a 16 semaines d’age. L’activité des
CYP dans les microsomes des SHR n’était pas significativement différente de celle
des rats WKY. Le traitement par I'extrait au chlorure de méthyléne de T. superba n’a

pas modifié de facon significative I'activité des CYP 3A chez les SHR et WKY.
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Figure 45. Effets de I'extrait au chlorure de méthyléne de T. superba (150 mg/kg) sur
'activité des cytochromes P450 3A (CYP 3A) chez les rats spontanément
hypertendus (SHR) et wistar kyoto (WKY). Chaque barre représente la valeur %
E.S.M, n=8-10.

11.1.5.6.7 Effets sur le statut oxydatif in vivo : concentration urinaire de 8-iso-
PGF2a

La concentration en 8-iso-PGF2a urinaire était significativement élevée chez
les SHR contrdles, par rapport aux rats normotendus WKY (figure 46). Le traitement
par I'extrait au chlorure de méthyléne de T. superba a significativement réduit
(P<0,01) la concentration en 8-iso-PGF2a chez les SHR. Le taux de 8-iso-PGF2a
urinaire de 42120,00 + 5068,96 pg/mL dans les urines SHR contréles était seulement
de 144474 + 426,33 pg/mL chez les SHR traités a I'extrait au chlorure de méthyléne
de T. superba pendant 5 semaines. Chez les rats WKY, le traitement a I'extrait de
plante n’a pas affecté significativement la concentration de 8-iso-PGF2a par rapport

aux contréles WKY.
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Figure 46. Effets de I'extrait au chlorure de méthyléne de T. superba (150 mg/kg) sur
la concentration de la 8-isoprostane urinaire chez les rats spontanément hypertendus
(SHR) et wistar kyoto (WKY). Chaque barre représente la valeur moyenne = ESM,
n=5-8, **P<0,01 par rapport aux rats WKY controles ; ¥P<0,01 par rapport aux SHR
contrdles.

111.1.6 Toxicité des extraits T. superba
l1.1.6 1 Toxicité aigue des extraits aqueux et au chlorure de méthyléne de T.
superba

L’extrait aqueux de T. superba aux doses étudiées (0, 1000, 1500, 2000 et
5000 mg/kg) n'a pas entrainé de mortalité chez les souris. Aucun signe de toxicité
externe n’a été observé pendant la semaine d’observation, ni aucune anomalie
macroscopique des organes internes a la fin de la période d’observation. Le poids
corporel et le poids relatif des organes des souris traitées a I'extrait aqueux n’ont pas
été significativement modifiés par rapport au groupe controle.

L’extrait au chlorure de méthyléne, jusqu'a la dose de 2000 mg/kg, tout
comme l'extrait aqueux n’a pas provoqué de décés ou de signe de toxicité externe.
L’observation macroscopique des organes internes des souris ayant regu I'extrait au
chlorure de méthyléne a la fin de la période d’observation a révélé des plaques
rougeatres sur la plévre pulmonaire et a l'intérieur des poumons de souris femelles.

L’évaluation du poids relatif du foie, des reins, du cceur et de la rate n’a révélé
aucune différence significative entre les groupes contréles et traités. Il a été observé

chez les souris femelles traitées a I'extrait au chlorure de méthylene aux doses de
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1000 et 2000 mg/kg une augmentation significative du poids relatif des poumons

(Tableau XXIII).

Tableau XXIIl. Poids relatifs de certains organes chez les souris ayant regu une

dose de I'extrait au chlorure de méthylene de T. superba

Poids relatifs (mg/g de Poids Corporel)

Groupes Foie Reins Coeur Poumons Rate
Males

Contréle 55,7 +246 18,25+0,84 6,02+ 0,12 5,71 +£0,07 3,65+0,10
1000 mg/kg 49,12+1,19 18,46+ 0,47 5,65+0,18 6,93+0,71 3,76 £ 0,53
1500 mg/kg 54,97+2,20 16,18+ 0,47 5,33+0,22 5,68+ 0,51 3,45+ 0,26
2000 mg/kg 52,16+0,91 17,3+0,90 5,56+0,14 7,54 +0,77 3,84+0,14

Femelles

Contréle  50,99+2,11 14,04+0,46 6,12+0,13 6,59+ 0,33 511+0,19
1000 mg/kg 54,32+0,91 14,81+ 0,22 6,07+0,12 12,51 +1,78* 5,15+ 0,10
1500 mg/kg 55,16+0,91 13,59 +0,78 5,58 + 0,30 9,14 + 0,85 5,37 £ 0,42
2000 mg/kg 52,62+1,84 15,35+0,10 6,22+ 0,17 11,26+ 1,40* 5,09+ 0,19

Chaque valeur représente la moyenne + E.S.M, n= 5. *P<0,05 par rapport au groupe

contrdle. P.C : poids corporel.

111.1.6.2 Toxicité subchronique de I’extrait au chlorure de méthyléne
111.1.6.2.1 Effets sur I’évolution pondérale

La figure 47 présente I'évolution du poids corporel des souris males (A) et
femelles (B) au cours des 5 semaines de traitement a I'extrait au chlorure de
méthyléne de T. superba. Il en ressort que, a toutes les doses étudiées I'extrait au
chlorure de méthyléne n’a pas modifié de fagon signification I'évolution de la masse
corporelle des souris par rapport aux animaux témoins.
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Figure 47. Effets de I'extrait au chlorure de méthyléne de T. superba sur I'évolution
pondérale des souris males (A) et femelles(B).Chaque point représente la moyenne
+ E.S.M, n=5.
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111.1.6.2.2 Effets sur les paramétres hématologiques

Le tableau XXIV présente les valeurs hématologiques des souris males et
femelles traitées pendant 5 semaines a l'extrait au chlorure de méthyléne de T.
superba. |l ressort que, le taux des globules blancs et rouges et des plaquettes chez
les souris males n’a pas significativement varié par rapport aux souris controles.
L’indice de répartition des globules rouges chez les souris males traités a la dose de
300 mg/kg a augmenté significativement (P<0,05). Il a été observé chez les souris du
méme groupe une diminution (P<0,05) de la teneur moyenne d’un globule rouge en
hémoglobine.

Chez les souris femelles traitées a l'extrait a la dose de 150 mg/kg, nos
résultats montrent une diminution du taux de globules blancs, des lymphocytes
(P<0,01) et du volume globulaire moyen (P<0,05). L’hématocrite a augmenté
significativement (P<0,05). La dose de 300 mg/kg a induit chez les souris femelles
une augmentation significative de la déviation standard de l'indice de répartition des

globules rouges (P<0,01).
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Tableau XXIV. Effets subchroniques de I'extrait au chlorure de méthyléne de T. superba sur quelques paramétres hématologiques

_ GB (x° Lym(x Mon(x Gra(x" GR Ht(%) Vgm (fL) Irgr (%) Tmgrh  Cgrh Hgb Dslrgr Pit ("°uL) Vpm(fL) Pct(%) Irp (%)
Traitement [ ) Ty ey Cpy (0° (pg) (g/dL)  (g/dL) (L)
(mglkg) uL)
Souris males
Contréle
11,7417  84+1,3 2003 1,302 6,6+0,3 22,8414 43614 16,7#0,4 17,4+0,2 40,006 11,4206 282+06 3654+56,3 7,8+04 0,3x0,0 43,7+29
150
7,2+0,6 56+0,4 1,1#0,1 06%0,2 5706 252423 44,6+15 19409 17,1+0,6 38,6¢0,7 9,7+1,0 32,2+06 451,6471,0 8,0+0,4 0,4+0,1 40,1%1,9
300
13,422  9,3¢1,3 25#0,5 1,7%0,5 6,3+0,3 262+1,4 41,616 21,2+15* 159+0,2* 37,9+0,8 9,904 32,4+23 4452+66,3 7,620,2 0,3:0,1 41,5¢0,7
600
14,8415 10,2409 29+04 1,802 6,0+0,3 250+0,5 434+12 19,1#1,1 16,9+0,2 38,8408 9,704 31,815 457,8+433 7,6x0,1 0,300 39,8428
Souris femelles
Contréle
13,1¢1,9  8,5¢#1,4 3,0£0,8 1,604 6,7¢+0,5 30,4+2,2 456+0,9 16,9x0,7 17,2+0,7 38,4+0,7 11,6x0,7 29,8%0,7 528,0+37,6 8,5:t0,1 0,4+0,0 42,6%1,6
150
4,6£0,9**  2,5¢1,0* 3,1#1,3 6,7x3,9 4,7+12 19,5+4,9* 41,0£1,3* 19,620,3 152+1,0 36,7#1,9 7,519 29,611 487,0%60,4 7,7:0,3 0,3:0,1 42,4+15
300
12,0¢1,9 94416 1,7#0,3 0,902 6,0¢0,4 27,1+1,6 452+1,1 18,7+1,0 172+0,6 38,3+0,7 104+0,7 36,5+1,5* 537,8453,3 7,9+0,3 0,4+0,1 40,8428
600

7,9+1,7 7,1+0,7 1,65#¢0,2 0,7#¢0,1 5,9+0,3 25,5+0,7 43,609 17,9#+10 17,0+0,6 38,8+0,5 9,9+0,2 29,6%1,0 452,8+62,7 8,0+0,2 0,4+0,0 38,9+1,9

Les valeurs sont des moyennes + E.S.M ; n=5 souris/groupe/sexe * P<0,05 ; ** P<0.01 différence significative par rapport au groupe
Contréle. GR= globules blancs, Lym= lymphocytes, Mon= monocytes, Gra=granulocytes, GR =globules rouges, Ht= hématocrite,
Vgm= volume globulaire moyen, Irgr=indice de répartition des globules rouges, Tmgrh= teneur moyenne d'un globule rouge en
hémoglobine, Cgrh= concentration des globules rouges en hémoglobine, Hgb=hémoglobine, Dslrgr=déviation standard de l'indice de
répartition des globules rouges, Plt= volume plaquettaire moyen, Pct=procalcitonine, Irp= indice de répartition des plaquettes.
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111.1.6.2.3 Effets sur quelques paramétres biochimiques hépatiques et rénaux
Le tableau XXV montre que le taux de protéines a augmenté (P<0,05) dans le
foie des souris traitées pendant 5 semaines a I'extrait au chlorure de méthyléne de T.
superba a toutes les doses et a la dose 150 mg/kg dans les reins. Le taux de
glutathion (GSH) a significativement augmenté (P<0,05) dans le foie des souris
traitées a la dose 600 mg/kg. L’évaluation du taux de transaminases dans le foie des
souris traitées avec l'extrait au chlorure de méthylene de T. superba en dose
quotidienne unique pendant 5 semaines a montré une diminution significative de
I'activité de 'ALAT de 5,46% a la dose de 150 mg/kg et du taux d’ASAT de 5,94% a
la dose 600 mg/kg par rapport aux souris contréles. L’administration de I'extrait de
plante aux souris pendant 5 semaines n’a pas entrainé de modification notable du
taux de bilirubine hépatique ou du taux de créatinine rénal.
Tableau XXV. Effets du traitement subchronique (5 semaines) sur quelques

parametres biochimiques tissulaires des souris

Traitement Prot GSH (mg_lg _ Créat (m_gldL)
(mg/kg) (mg/mL) org.)x10 ALAT (U/L) ASAT (U/L) Bil (mg/mL) x10
Foie
Controle 47,115,4 6,7+0,8 153,6+1,8 247, 1+4,4 0,8+0,2 -
150 98,1+14,1* 6,1+£0,4 145,2+3,3* 238,4+4,0 1,110,2 -
300 106,6+9,5* 6,2+0,6 151,6%1,7 240,4+3,6 1,240,1 -
600 98,5+18,6* 11,2+1,9* 147,0£1,3 232,4+2,8* 1,3+0,1 -
Reins
Contréle 54,9£13,8 13,3%1,5 - - - 1,8+0,4
150 118,4+11,5* 19,1+2,7 - - - 2,8+0,3
300 83,66,8 17,5+1,8 - - - 2,4+0,4
600 73,144,8 17,4+2,5 - - - 5,0+1,8

Les valeurs sont des moyennes +ESM ; n=10 souris/groupe, * P<0,05 par
rapport au groupe Controle.

Prot= protéines ; GSH= glutathion réduit ; ALAT= alanine aminotransférase ;
ASAT=aspartate aminotransférase ; Bil=bilirubine ; Créat=créatinine.
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11.1.6.2.4 Effets sur le profil lipidique, la glycémie et le taux de protéines
sériques

Les taux de triglycérides, de cholestérol total et de protéines sériques
des souris traitées pendant 5 semaines a I'extrait au chlorure de méthyléne de T.
superba n’ont pas été modifiés significativement par rapport aux animaux controles.
L’extrait de plante en 5 semaines d’administration aux souris a entrainé une
augmentation significative du taux de cholestérol HDL (P<0,01) de 15,35 % a la dose
de 300 mg/kg et de 14,07 % a la dose de 600 mg/kg. L’extrait de plante a entrainé
une diminution significative du taux de cholestérol LDL de 44,83 % (P<0,05) a la
dose de 300 mg/kg et de 54,00 % (P<0,01) a la dose de 600 mg/kg. T. superba a la
dose de 150 mg/kg a induit une diminution significative (P<0,05) du taux de glucose
sérique de 54,70 % par rapport aux souris contréles (tableau XXVI).
Tableau XXVI. Effets de T. superba sur le profil lipidique, la glycémie et le taux de

protéines sériques des souris apres 5 semaines

Traitement Chol HDL chol LDL chol Glucose Prot
(mg/kg) TG (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/mL)

Contréle 248,2+40,2 155,7+9,4 54,7+1,2 60,0+5,1 96,7+6,3 19548,5

150 239,1+ 38,2 142,3+11,1  56,8+2,1 45,1+6,9 43,8+1,2* 182+8,9
300 268,1+23,4 138,8+7,8  63,1£1,3**  33,1+7,4* 102,8+4,3 198+11,5
600 241,3+16,3 129,4456  62,4+0,8**  27,6%6,4** 1066,6+2,2 187+7,9

Les valeurs sont des moyennes + E.S.M; n=10, * P<0,05; ** P<0,01
différence significative par rapport au Contréle.

TG= Triglycérides ; Chol= cholestérol total ; HDL chol=HDL cholestérol ; LDL
chol= LDL cholestérol Prot= protéines.

111.1.6.2.5 Histologie du foie, des reins et du cceur

L’examen histologique des organes de souris traitées pendant 5 semaines a
I'extrait au chlorure de méthyléne de T. superba révéle que, le foie des souris ayant
recu I'extrait a la dose de 150 et 600 mg/kg présentent des cellules inflammatoires
(figure 48 B et D) et des congestions vasculaires a la dose de 300 mg/kg (figure 48
D) par rapport aux souris contrdles. Il a été observé au niveau des reins des souris
traitées a I'extrait a la dose 600 mg/kg des cellules inflammatoires et des congestions
vasculaires (figure 48 H). Les coeurs des souris traitées a I'extrait de plante pendant
la méme durée expérimentale présentent une architecture comparable a celle des

souris témoins (figure 48 |, J, K, L)
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Figure 48 Coupes histologiques du foie (A, B, C, D) des reins (E,F,G,H) et du cceur

(I,J,K,L) des souris contrbles ( A,E,l), et traitées a I'extrait au chlorure de méthyléne
aux doses de 150 (B,F,J), 300 (C,G,K) et 600 mg/kg (D,H,L).

Coloration a I'Hématoxyline-Eosine, x400).if : inflammation ; cv: congestion
vasculaire. AH : artére hépatique ; VH : veine hépatique ; G : glomérule ; TCP : tube
contourné proximal ; TCD : tube contourné distal ; Fmc : fibre musculaire cardiaque.

Deux semaines aprés l'arrét de I'administration de I'extrait une amélioration de
'architecture générale des différents organes (Figure 49 M a U), signe d’'un effet

réversible des anomalies produites par I'extrait.
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Figure 49. Coupes histologiques du foie (A, B, C) des reins (D,E,F) et du cceur (G,
H,I) des souris contréles ( A,D,G), et deux semaines apres arrét de I'administration
de I'extrait au chlorure de méthyléne aux doses de 300 mg/kg (B,E,H) et 600 mg/kg
(C,F.D).

Coloration a 'Hématoxyline-Eosine, x400. AH : artére hépatique ; VH : veine
hépatique ; G : glomérule ; TCP : tube contourné proximal ; TCD : tube contourné
distal ; Fmc : fibre musculaire cardiaque.
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lll.2 DISCUSSION

Effets de I’extrait aqueux dans des modeéles d’HTA secondaires : modéle d’HTA

induite par le glucose et par I’éthanol

Les effets hypotensifs et antihypertenseurs de I'extrait aqueux des écorces du
tronc de T. superba ont été évalués chez des rats normotendus et rendus
experimentalement hypertendus par le glucose. Le métabolisme anormal du glucose
(en particulier le stade précoce du métabolisme anormal du glucose) s’accompagne
souvent d'hypertension, et cette association est aussi bien documentée que le
syndrome de résistance a l'insuline (Ferrannini et al.,, 1987). Chez les patients a
hypertension modérée, I'hypertension associée a lintolérance au glucose est
etroitement liée a une dysfonction endothéliale. (Tomiyama et al., 2000). Les études
expéerimentales ont démontré que le glucose et le fructose contribue a I'augmentation
de la pression artérielle (Hwang et al., 1987; El Midaoui et De Champlain, 2002) par
plusieurs mécanismes tels que la dyslipidémie (Reaven et Ho, 1991) la rétention
sodique, I'augmentation de la volémie (Baum, 1987), la stimulation du systéme
nerveux sympathique (Bunag et al., 1983), la dysfonction endothéliale (Tomiyama et
al., 2000) ou l'augmentation du stress oxydatif (Cai et Harisson, 2000). Dans notre
étude, I"administration de la solution a 10% de glucose pendant 3 semaines dans
I'eau de boisson chez les rats normotendus a induit une augmentation significative
de la pression artérielle systolique et diastolique, comme précédemment décrit par El
Midaoui et De Champlain, (2002). Nos résultats démontrent que linjection i.v de
I'extrait aqueux de T. superba aux RNT et rendus expérimentalement hypertendus
par le D-glucose conduit a une diminution immédiate de la pression artérielle suivie
d'une deuxieme phase de réduction de la pression artérielle qui persiste au moins
une heure. Cette phase ultérieure de réduction de la PA est observée a la dose de
15 mg/kg chez les RNT et a toutes les doses étudiées chez les RHG (15, 20 et 40
mg / kg). Dans cette étude, il a été démontré chez les RNT que le prétraitement des
animaux a l'atropine, un antagoniste des récepteurs muscariniques n’affecte pas
significativement les effets hypotenseurs de l'extrait de plante. Les effets de T.
superba n’ont pas été significativement modifiés aprés prétraitement des RNT au
propranolol, un antagoniste des récepteurs . Ces résultats suggérent que, les effets
hypotenseurs de l'extrait aqueux de T. superba ne seraient pas médiés par les

récepteurs muscariniques ou B2 adrénergiques. Les effets de I'extrait aqueux de T.
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superba ont été également évalués en présence de la yohimbine, un antagoniste des
récepteurs alpha-2 adrénergiques et de la réserpine. La réserpine entraine la
déplétion des catécholamines et par conséquent la réduction de leur libération
(Mandela, 2010). Les résultats montrent que ces antagonistes réduisent a la fois la
baisse immédiate et tardive de la PA induites par I'extrait. A la dose utilisée dans
cette étude (0,1 mg/kg), la yohimbine est capable de bloquer le récepteur pre-
synaptique alpha-2 adrénergique. L'effet de la yohimbine a été étudié a une petite
dose car de fortes doses de yohimbine augmentent le tonus sympathique et
diminuent le tonus vagal (Andréjak, 1983). La diminution de I'effet hypotenseur de
I'extrait aqueux de T. superba par la yohimbine ou la réserpine suggere que cet
extrait est capable d'activer les récepteurs alpha-2, et d’inhiber la libération de
norépinéphrine par les terminaisons nerveuses périphériques sympathiques. En
outre, les résultats obtenus apres prétraitement a la réserpine, qui a la capacité de
diminuer la libération des catécholamines par le nerf sympathique (Mandela et al.,
2010) suggére qu’une inhibition de I'activité du systéme nerveux orthosympathique
pourrait étre 'un des mécanismes contribuant a la réduction de la pression artérielle
par cet extrait de plante. Néanmoins, un effet vasodilatateur direct ne peut étre exclu
puisque une étude préceédente a démontré que l'extrait au méthanol a une activité
vasorelaxante (Dimo et al., 2006). Ainsi, la baisse durable de la PA observée aussi
bien chez les RNT et RHG pourrait bien s’expliquer par une diminution des
résistances vasculaires périphériques.

Les effets de cet extrait ont été évalués sur 'HTA induite par le D-glucose en
traitement préventif, aprés administration par voie oral pendant 3 semaines. Les
résultats de cette étude ont montré que I'administration de I'extrait aqueux de T.
superba (50 et 100 mg/kg) a empéché I'élévation de la pression artérielle des rats
soumis a un régime riche en glucose, de fagcon dose-dépendante et avec une
efficacité comparable a celle induite par la nifédipine, un inhibiteur des canaux
calciques. Les mécanismes impliqués dans cet effet bénéfique pourraient impliquer
I'inhibition de l'activité orthosympathique comme suggéré par les résultats de I'étude
intraveineuse. Toutefois, d'autres mécanismes pourraient également y participer,
notamment une diminution du stress oxydant. En effet, il est bien établi que la
consommation excessive de sucre est associée a I'augmentation de la production
des formes réactives de I'oxygéne dans les tissus (EI Midaoui et De Champlain,
2002). En outre, chez les patients hypertendus, la baisse des défenses

antioxydantes est bien documentée (Rodrigo et al., 2007). Nos résultats ont montré

119



dans ce modéle d’HTA que plusieurs biomarqueurs du stress oxydatif sont altérés
chez les rats soumis au glucose. Le glutathion réduit (GSH) est l'antioxydant
endogeéne le plus abondant dans les cellules eucaryotes qui interagit avec des
especes oxygenees activees, empéchant ainsi I'oxydation des substrats organiques
(protéines, ADN, acides gras). Il est utilisé comme substrat de la glutathion
peroxydase (GPx). Le GSH est également un piégeur de radicaux superoxydes et il
protége les groupes thiol des protéines contre I'oxydation (Stein et al., 1989). Nos
résultats ont montré une diminution des taux de GSH dans le coeur, les reins, le foie
et l'aorte des rats hypertendus. La détermination de l'activité spécifique de la
superoxyde dismutase (SOD), enzyme qui catalyse la dismutation de [I'anion
superoxyde (O2") en eau et peroxyde d'hydrogéne (Faraci et Didion, 2004) révele une
baisse d'activité de la SOD dans le coeur et les reins des rats hypertendus au D-
glucose et au contraire un accroissement de l'activité dans I'aorte. En réponse au
stress oxydatif, la SOD est régulée de deux maniéres différentes. En cas de stress
oxydatif modéré on observe une surexpression de la SOD (exercice physique par
exemple). Si le stress oxydatif persiste la SOD est détruite et son expression
diminue. Paradoxalement, une concentration excessive de la SOD peut étre
dangereuse parce que, dans ce cas, elle est la base d'une surproduction de
peroxyde d'hydrogéne (effet paradoxal d'antioxydants) (Levesque, 2006).
L'augmentation de l'activité de la SOD a déja été rapportée dans l'aorte de rats dans
le méme modéle de I'hypertension (ElI Midaoui et De Champlain, 2002) et serait
secondaire a l'augmentation de la production d’'O2 -, (ElI Midaoui et De Champlain,
2002). Nos résultats suggérent que dans ce modele, le coeur et les reins seraient
plus touchés par le stress oxydatif.

Le malondialdéhyde (MDA) est utilisé comme indice de la peroxydation
lipidique résultant de la réaction des espéces oxygénées actives avec les acides
gras membranaires (Nayeemunisa et Kumuda, 2003). Dans notre étude, il a été
observé chez les RHG une augmentation significative des taux de MDA dans le
coeur, les reins, le foie et l'aorte. En traitement préventif, I'extrait aqueux de T.
superba a sensiblement empéché la chute de GSH et I'augmentation des niveaux de
MDA. Le traitement a réduit 'activité¢ de la SOD aortique, mais n'a pas affecté
significativement le taux de SOD dans le cceur, le foie et le rein. Cette différence
d’effet serait due au fait que, comme précédemment signalé le glucose n’a pas agit
dans le méme sens au niveau de l'aorte que dans les organes précités. Les

polyphénols présents dans l'extrait aqueux de T. superba (Momo et al., 2009),
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pourraient également expliquer l'activité antioxydante de cet extrait de plante. Ces
résultats globaux permettent de vérifier les propriétés antioxydantes de T. superba
comme facteur contribuant a ses effets bénéfiques sur I'hypertension. Puisque
gu’aucune différence n'a été observée entre la nifédipine et I'extrait de plante pour ce
qui concerne la réduction de la pression artérielle et des biomarqueurs du stress
oxydatif, les effets bénéfiques de T. superba pourrait étre liés a la réduction de la
pression artérielle. Toutefois, I'extrait peut également exercer ses effets bénéfiques
grace a une ameélioration de la sensibilité a l'insuline comme suggéré par l'effet
antidiabétique de T. superba dans chez des rats rendus diabétiques par la
streptozotocine (Kamtchouing et al., 2005). Enfin, des données récentes indiquent
que la nifédipine exerce des effets antioxydants et diminue I'accumulation de produits
de glycation avancée (Yamagishi, 2010).

La consommation excessive d’alcool est un facteur qui contribue a I'élévation
de la PA et est une cause importante d’HTA secondaire (Luther, 1985). Dans cette
étude, il a été montré que I'administration chronique de l'alcool éthylique 35° a la
dose de 3 g/kg/ jour pendant 8 semaines entraine une augmentation significative de
la pression artérielle systolique (PAS) et de la pression artérielle diastolique (PAD)
respectivement de 43% et de 46%. Dans notre étude, 'augmentation de pression
artérielle induite par I'alcool est en accord avec les travaux de Leonardo et al. (2006).
Pour ces auteurs, l'installation de I'hypertension suite a une consommation chronique
d’éthanol serait due a une augmentation de la sécrétion d’hormones et
neurotransmetteurs stimulant le systéme nerveux sympathique, de meécanismes
myogeniques impliquant l'altération des propriétés contractiles du muscle lisse
vasculaire et I'altération de I'activité des barorécepteurs des rats. Dans notre étude, il
a été observé une augmentation significative de la pression artérielle diastolique des
rats traités a I'alcool par rapport aux animaux ayant regus de I'eau distillée. D’aprés
Salvador et Amar (1995), I'élévation de la PAD est due a l'augmentation de la
résistance vasculaire au niveau des petites artéres et artérioles, et a la distensibilité
soutenue de l'aorte et des gros troncs artériels. L’administration concomitante de
I'alcool et de I'extrait aqueux de T. superba (200 mg/kg) a permis de maintenir la
valeur de la pression artérielle moyenne (PAM) autour de la normale (120,37 + 1,81
mm Hg). Nos résultats montrent que I'extrait est capable d’inhiber la hausse de la
PAS, de la PAD et de la PAM induite par l'alcool. Cette réduction de la pression
provoquée par l'extrait aqueux de T. superba serait due a I'action vasodilatatrice de

cet extrait, comme démontré in vitro sur aortes isolées. Chez les rats traités
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concomitamment avec I'alcool et I'extrait, la fréquence cardiague moyenne a diminué
de fagon significative (P< 0,001) par rapport aux rats traités exclusivement a 'alcool.
L’extrait aqueux de T. superba pourrait avoir une action directe sur le muscle
cardiaque provoquant un effet chronotrope négatif, contribuant également a I'activité
antihypertensive de T. superba

Cette étude a montré que la consommation chronique de I'alcool conduit a
divers désordres métaboliques impliquant une perturbation des enzymes hépatiques,
du profil lipidique et une perturbation de la balance prooxydants/antioxydant dans
divers tissus comme initialement signalé par Kasdallah-Grissa (2006).
L’administration chronique de I'éthanol aux rats est source d’hépatotoxicité, marquée
entre autres par une élévation du taux sérique des transaminases (Yun et al., 2007).
Nos résultats ont montré que la consommation chronique de Il'alcool éthylique
entraine effectivement un dysfonctionnement de I'activité hépatique se traduisant par
une élévation du taux des transaminases (ALAT et ASAT), en accord avec les
résultats de Yun et al. (2007) sur le méme modéle. L’administration concomitante de
I'alcool et de I'extrait a permis de réduire significativement (P< 0,001) le taux de
transaminases seériques par rapport aux animaux traités exclusivement a I'alcool
éthylique, suggérant que l'extrait aqueux de T. superba protegerait le foie de la
toxicité due a I'éthanol. L’administration chronique de I'alcool éthylique a induit dans
cette étude une diminution significative du taux de créatinine sérique, suggérant ainsi
que lalcool dans cette étude n’a pas affecté la filtration glomérulaire car la
créatininnémie aurait alors augmenté. L’alcool éthylique n’a pas causé de variation
significative du taux de bilirubine sérique suggérant une absence de la dégradation
des globules rouges et/ou de glycation de I'hémoglobine. Le traitement des rats
normotendus avec l'alcool éthylique pendant 8 semaines a entrainé une élévation
significative du taux de triglycérides et de cholestérol sérique. Selon You et Grabb
(2004), I'éthanol détériore I'oxydation des graisses, stimule la lipogenése et contribue
au développement des graisses hépatiques. La dyslipidémie observée peut
s’expliquer par une réduction de la sensibilité a l'insuline avec changement de la
tolérance au glucose (Panza et al, 1990). L’extrait aqueux de T. superba a protégé
les animaux contre I'hypercholestérolémie et non I'hypertriglycéridémie induite par
I'alcool. A ce stade de notre étude, nous ne pouvons dire dans ce modele d’HTA si
notre extrait diminue le HDL ou le LDL cholestérol. Nos résultats montrent au moins
que l'extrait aqueux de T. superba pourrait contenir des substances capables de

protéger les animaux contre I'hypercholestérolémie causée par I'alcool éthylique. Un

122



effet bénéfique de T. superba sur le profil lipidigue a néanmoins été clairement
démontré dans cette étude lors de I'évaluation de la toxicité subchronique de I'extrait
au chlorure de méthylene avec une augmentation du taux sérique de HDL
cholestérol et une diminution de la concentration de LDL chez les souris saines. Ces
observations viennent montrer I'impact bénéfique de cette plante sur la variation du
taux de cholestérol sérique. Dans les perspectives de ce travail, il serait intéressant
d’étudier I'effet de T. superba sur un modéle de souris athérosclérotiques (apo E -/-)
ou chez le rat avec un syndrome meétabolique.

L’alcool éthylique dans cette étude a induit une augmentation significative de
I'activité de la superoxyde dismutase (SOD) et de la catalase dans l'aorte, le coeur,
le foie et les reins par rapport aux rats normotendus. L’augmentation de I'activité de
la SOD serait indicatrice de 'augmentation de la production de I'anion superoxyde
(O2) et donc du stress oxydatif. Il est connu que 'augmentation de la production de
I'anion superoxyde est impliquée dans la pathogenése de I'HTA (Juan et al., 1998).
Le taux de glutathion réduit a diminué significativement dans l'aorte des rats
hypertendus, diminution corrigée le traitement avec l'extrait. L’alcool éthylique a
induit une augmentation significative de la peroxydation lipidique matérialisée dans
cette étude par une augmentation du taux de MDA dans tous les organes, en accord
avec les résultats des études réalisées sur ce modéle (Panchenko et al., 1987 ;
Ribiére et al., 1992 ; Albano et al., 1999). L’extrait aqueux de T. superba a exercé un
effet bénéfique sur les parameétres tissulaires du stress oxydatif ; a savoir une
réduction du taux de SOD, de catalase et de MDA et une augmentation du taux de
glutathion réduit. Ces résultats suggérent que I'extrait de T. superba serait capable
d’empécher la peroxydation lipidique induite par I'éthanol chez le rat. Chez les
animaux soumis au régime alcoolisé, le taux de monoxyde d’azote (nitrites) est
diminué dans le rein des rats en traitement préventif et dans I'aorte des rats en
traitement curatif par rapport aux rats normotendus. Par ailleurs, il a été rapporté que
la synthése excessive de NO au niveau aortique et la génération des espéces
réactives d’'oxygéne subséquente aprés ingestion chronique d’éthanol peuvent
contribuer a une dysfonction endothéliale (Zima et al., 2001). La baisse du taux rénal
de NO chez les animaux rendus hypertendus par consommation chronique d’alcool
éthylique dans cette étude est conforme avec les résultats de Powers et al. (1996). |l
a été également rapporté que la dysfonction endothéliale due a I'éthanol peut
modifier les capacités relaxantes de I'endothélium en réduisant la libération de
monoxyde d’azote (Panza et al., 1990 ; De Cort, 2004). Dans I'HTA, la dysfonction
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endothéliale est observée lorsque I'expression du NO synthase d’origine endothéliale
(eNOS) et la production de lanion superoxyde (0O2-) sont simultanément
augmentées, menant ainsi a la formation du peroxynitrite (Boulimie et al., 1997).
L’extrait aqueux de T. superba a ramené le taux de NO autour de la valeur normale
au niveau aortique et a provoqué une augmentation significative de NO au niveau
rénal par rapport aux rats prenant uniquement de I'alcool. Ces résultats suggérent
que l'extrait aurait un réle protecteur contre la dysfonction endothéliale induite par
I'éthanol.

Les études réalisées sur I'hypertension artérielle induite par le glucose et
I'alcool montrent que T. superba possede des effets bénéfiques sur I'hypertension

artérielle secondaire.

Effets vasodilatateurs des différents extraits de T. superba sur le modele
d’anneaux aortiques isolés de rat

Dans cette étude ont été évalués les effets vasorelaxants de différents extraits
de T. superba sur les anneaux d’aorte de rats normotendus précontractés au KCI ou
a la PE ainsi que les mécanismes impliqués dans les effets relaxants in vitro de
I'extrait le plus actif. Les résultats ont démontré que tous les extraits (aqueux, au
méthanol, au chlorure de méthyléne et au chlorure de méthyléne-méthanol) de T.
superba exercent une activité vasorelaxante sur les anneaux d’aortes thoraciques de
rat. Cependant, I'importance de l'activité vasorelaxante des extraits étaient fonction
du solvant d’extraction. Ainsi, les extraits au chlorure de méthyléne et au chlorure de
méthyléne-méthanol ont des effets plus marqués que les extraits au méthanol et
aqueux. L’évaluation de 'Emax des extraits a montré que sur les anneaux d’aorte
contractés a la PE les Emax ont été de 99+4%, 95+3%, 88+3% et 79+2%
respectivement pour les extraits au chlorure de méthyléne, au chlorure de
méthyléne-méthanol, au méthanol et aqueux et respectivement de 96+3%, 54+3%,
44+7% et 30£3% sur les anneaux précontractés au KCI. La CEsp de I'extrait au
chlorure de méthylene était de 0,1 mg/mL (aprés la contraction induite par la PE ou
le KCI). Les résultats de cette étude ont clairement montré que [lactivité
vasorelaxante des extraits aqueux, au méthanol et au chlorure de méthyléne n’était
pas affectée par le retrait de I'endothélium vasculaire tant sur les anneaux
précontractés a la PE qu’au KCI. L'extrait au mélange chlorure de méthyléne-
méthanol a induit une activité relaxante qui était réduite par la destruction de

I'endothélium a certaines doses. Ces résultats suggérent que les extraits au chlorure
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de méthylene et au chlorure de méthyléne-méthanol de T. superba auraient
respectivement des effets vasorelaxants endothélium-indépendant et endothélium-
dépendant. La fraction F3 isolée de I'extrait au chlorure de méthyléne a induit une
activité vasorelaxante été la plus active, avec une Emax de 96+2% et de 99+1%
respectivement sur anneaux intacts contractés a la PE ou au KCI. Aussi, les
perspectives de ce travail viseront a déterminer les composés purs présents dans F3
qui jouent un réle dans lactivité vasodilatatrice de I'extrait MC. Les données
obtenues avec I'extrait au méthanol sont en accord avec une étude précédente qui a
révélé qu’une dose unique de cet extrait posséde un effet vasodilatateur indépendant
de I'endothélium (Dimo et al., 2006). En revanche, l'effet de I'extrait au chlorure de
méthyléne-méthanol est réduit par la destruction de I'endothélium, indiquant que cet
extrait interfére avec la production de facteurs qui jouent un réle important dans la
vasodilatation endothélium-dépendante (Wu et al., 1993). Nos résultats montrent
egalement que le L-NAME réduit de fagon significative I'effet relaxant de I'extrait au
chlorure de méthyléne-méthanol, ce qui suggere que l'effet de cet extrait est médié
au moins en partie par une augmentation de I'activité de la NO synthase endothéliale
(eNOS). Il reste a déterminer si cet effet est di a un impact sur les récepteurs
endothéliaux par différents agonistes tels que l'adénosine, l'acétylcholine, la
bradykinine et la disponibilité de la sérotonine ou par une amélioration du substrat ou
de la disponibilité du co-facteur pour le NOS. L’effet de I'extrait au chlorure de
meéthylene-méthanol est plus important sur les anneaux contractés a la PE que ceux
contractés au KCI. L'utilisation du KCI comme agent contractant inhibe la contribution
de I'EDHF, puisque les effets de 'EDHF sont principalement dépendants de
I'activation des canaux potassiques (Lukska et al., 2009). En conséquence, la
contribution de la vasodilatation NOS- et cyclooxygénase-dépendante devient
dominante aprés I'épreuve au KCI (McGuire et al., 2001). Ainsi, le fait que I'extrait au
chlorure de méthyléne-méthanol induise un effet moins puissant lorsque le KCI est
utilisé comme agent contractant suggére fortement que ses effets vasodilatateurs
sont partiellement médiés par I'amélioration de la libération de 'EDHF. Ces effets de
I'extrait au chlorure de méthyléne-méthanol sur la fonction endothéliale sont
particulierement intéressants, car I'hypertension artérielle est associée a une
dysfonction endothéliale qui contribue a la fois au développement et a la persistance
de I'hypertension artérielle, ainsi qu’au développement des complications de la
maladie (Higashi et Chayama, 2002). Dans I'ensemble, ces données suggérent que,

au-dela de son effet sur la diminution de la pression artérielle, T. superba pourrait
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aussi avoir des effets bénéfiques sur l'atteinte des organes cibles induite par
I'hypertension. Cette étude montre que I'extrait au chlorure de méthylene est le plus
puissant des quatre extraits et, agirait directement sur les CMLV. L’activité
vasorelaxante de I'extrait au chlorure de méthylene est évidente aprés contraction a
la PE ou au KCI. La phényléphrine est un agoniste alpha-adrénergique qui induit des
contractions des cellules musculaires lisses par l'influx de calcium par le biais des
récepteurs-canaux calciques et par la libération de calcium du réticulum
sarcoplasmique (McFadzean et Gibson, 2002). L’activation des récepteurs alpha
conduit a la production de diacylglycérol et de I'inositol-triphosphate (IP3) ; ce dernier
messager provoquant la libération du calcium du réticulum sarcoplasmique aprés
activation des récepteurs IP3 (Thorneloe et Nelson, 2005). En revanche, la
contraction provoquée par le KCI résulte principalement de l'influx de calcium
extracellulaire induite par la dépolarisation de la membrane cellulaire et I'ouverture
des canaux calciques voltage-dépendants (Nelson et Quayle, 1995). C’est ainsi qu’il
a été suggeéré a la suite de nos observations que la vasorelaxation indépendante de
'endothélium de l'extrait au chlorure de méthyléne serait liée a son effet sur
'hnoméostasie calcique. Pour vérifier si I'extrait au chlorure de méthyléne modifie
I'influx calcique, des expériences ont été menées sur des anneaux précontractés au
KClI ou a la PE dans une solution sans calcium, et le calcium a été ajouté par la suite.
Les données montrent que I'extrait réduit les contractions induites par le calcium
aprés précontraction au KCI ou a la PE, ce qui indique que, le blocage des canaux
calciques récepteurs et voltage-dépendants serait impliqué dans les effets
vasodilatateurs de cet extrait. En outre, les résultats montrent que [I'extrait au
chlorure de méthylene diminue la contraction induite par la PE en présence de
vérapamil, un inhibiteur des canaux calciques voltage-dépendant, et dans une
moindre mesure de canaux calciques récepteurs-dépendants (Striggow et
Bohnensack, 1993 ; Shin et al., 2005), ce qui démontre que I'extrait au chlorure de
méthyléne inhiberait aussi la libération de calcium des réserves intracellulaires IP3-
sensibles du réticulum sarcoplasmique dans les anneaux aortiques. En conclusion,
cette partie de notre travail montre que quelle que soit la méthode d’extraction
utilisée, T. superba contient des composés vasodilatateurs qui pourraient étre

impliqués dans les effets antihypertenseurs de la plante.
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Effet de I’extrait au chlorure de méthyléne sur le modéle d’HTA génétique (rat
SHR)

Compte tenu des effets vasodilatateurs trés importants de I'extrait au MC par
rapport aux autres extraits, il nous a paru nécessaire d’étudier in vivo, 'impact d’un
tel extrait chez les rats hypertendus. Nous avons choisi de travailler dans cette étude
sur le modele du rat SHR, modeéle prédictif de 'HTA essentielle chez 'lHomme, et
caractérisé par le développement d’'une HTA plus sévére que celle développée dans
les modéles d’HTA induite par le glucose ou par I'éthanol. Chez les RSH et WKY
anesthésiés, l'administration intraveineuse en dose cumulative de [I'extrait au
chlorure de méthyléne de T. superba a induit une diminution immeédiate et dose
dépendante de la pression artérielle systolique et diastolique. Il est connu que
I'installation de 'HTA chez le rat spontanément hypertendu résulte en partie d’une
augmentation de la concentration intracellulaire du calcium dans le muscle lisse
vasculaire (Hsu et al.,, 1987 ; Kundu et Rao, 2008). En traitement subchronique,
'extrait a exercé des effets antihypertenseurs a partir de la 2°®Me semaine de
traitement et, a la fin du traitement, la réduction de PA a atteint -23% par rapport aux
SHR non traités, réduction importante qui témoigne d'une grande efficacité de
I'extrait MC. L’existence d’un délai pour obtenir I'effet antihypertenseur suggére que
'effet ne met probablement pas en jeu un effet vasodilatateur direct da a une
modification rapide du métabolisme calcique dans les CMLV mais induirait plutét des
modifications physiopathologiques plus complexes, incluant une amélioration de la
fonction endothéliale par exemple. Ceci est confirmé par nos études sur vaisseaux
isolés rapportant une amélioration de la réponse a I'acétylcholine, alors que in vitro
cet extrait avait un effet endothélium-indépendant. Afin d'évaluer si un effet
diurétique pourrait contribuer a la baisse de pression artérielle, nous avons collecté
les urines a l'issue du traitement. Nos résultats ont montré que I'extrait ne modifiait
pas la diurése, ni chez les SHR ni chez les WKY. Ces données devront néanmoins
étre complétées par le dosage de I'élimination urinaire du Na*, du K* et du Chlore.

Nos résultats obtenus sur vaisseaux isolés confirment I'existence d’une
dysfonction endothéliale chez les rats SHR, comme l'atteste la différence de réaction
a ’ACh observée entre SHR et WKY en accord avec de nombreuses études (Su et
Miao, 2005 ; Zoccali, 2007 ; Hernandez-Abreu et al., 2009). Le traitement par I'extrait
a significativement amélioré la vasodilatation ACh-dépendante chez les rats SHR
mais pas chez les rats WKY qui ne présentent pas de dysfonction endothéliale. Afin

de préciser les mécanismes mis en jeu, les anneaux ont été incubés avec le L-
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NAME, inhibiteur de NOS synthase. Chez les rats SHR, les résultats qui montrent un
effet plus important du L-NAME chez les SHR traités que chez les non traités
traduisent 'amélioration de la production de NO induite par le traitement. Afin de
déterminer I'impact sur le stress oxydant vasculaire, les anneaux ont également été
incubés avec le tempol, composé SOD-mimétique qui dismute les anions
superoxydes en peroxyde d’hydrogéne. En effet, de nombreuses études ont montré
que les rats SHR présentaient une surproduction vasculaire d’anion superoxydes.
Ces derniers sont produits majoritairement par le NADPH oxydase et la chaine de
respiration mitochondriale (Griendling et al., 2000 ; Ragheb et al., 2003). Chez les
rats WKY, le tempol n’a pas modifié la vasorelaxation a I’ACh, témoignant de
I'absence de stress oxydant pathologique. En revanche, le tempol a significativement
augmenté la réponse vasodilatatrice de 'ACh chez les rats SHR, témoignant ainsi de
'effet délétére des anions superoxydes sur la fonction endothéliale. De fagon
surprenante, nos résultats obtenus chez les rats SHR traités par I'extrait montrent
que le tempol n'améliore pas mais au contraire réduit I'effet vasodilatateur de I'ACh.
Ce résultat suggére que le traitement a modifié la balance redox intravasculaire vers
une production d’anions superoxydes bénéfiques et non délétére a la vasodilatation.
En effet, il est désormais établi que les ROS sont dimportants médiateurs
physiologiques de la signalisation intracellulaire (Droge, 2002). Outre les effets
bénéfiques sur la fonction endothéliale, le traitement par I'extrait a également exercé
des effets au niveau du muscle lisse vasculaire. En accord avec les données de la
littérature (Nyborg et Bevan, 1988 ; Villalobos et al., 1999 ; Ortega Mateo et al.,
2001 ; Kalea et al., 2010), nos résultats montrent que les rats SHR présentent une
réponse excessive a la PE, réponse diminuée par le traitement par I'extrait. Ces
résultats sont en accord avec nos données obtenues in vitro qui rapportent un effet
inhibiteur de I'extrait MC sur les flux calciques intra- et extracellulaires induit par la
PE. De plus, nos expériences conduites avec le nitroprussiate de sodium, un
donneur de NO qui active directement la guanylate cyclase du muscle lisse
vasculaire indique que le traitement par I'extrait améliore la sensibilité du muscle
lisse au NO. Des expériences complémentaires seront nécessaires pour évaluer si
cet effet provient d’'une augmentation d’expression/activité de la guanylate cyclase
ou de phénomeénes en aval de la production de GMPc. L’ensemble de ces résultats
indique que l'extrait a exercé des effets vasculaires bénéfiques, a la fois

endothélium-dépendants et endothélium-indépendants.
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Pour mieux comprendre I'impact de I'extrait sur le stress oxydant, nous avons
mesuré la teneur en 8-iso PGF2a urinaire. Les F2 isoprostanes sont une famille
d’eicosanoides produit par oxydation de l'acide arachidonique. Leur dosage dans
I'urine et en particulier celui de la 8-iso-PGF2a, est considéré comme un reflet de la
peroxydation lipidique systémique (Morrow et al., 1994 ;Yoshida et al., 2009). Nos
résultats ont montré que les rats SHR présentaient des taux trés élevés de 8-iso-
PGF2 comparativement aux rats WKY, en accord avec des données de la littérature
rapportant une peroxydation lipidique excessive chez les rats SHR (Yen et al., 2010).
Le traitement par 'extrait a normalisé le taux de 8-iso-PGF2aq, indiquant le puissant
effet antioxydant du traitement. Ces données sont en accord avec nos résultats
obtenus dans le modéle glucose et éthanol qui montraient une réduction du taux de
MDA tissulaire par I'extrait aqueux de T. superba. Il sera désormais intéressant
d’identifier les principes actifs responsables des effets de la plante pour identifier le
ou les composés responsables de cet effet antioxydant puissant.

Afin d’évaluer I'éventuelle toxicité du traitement par I'extrait MC, plusieurs
parameétres ont été mesurés: poids des rats, poids relatif des organes, prise
alimentaire et prise d’eau de boisson. Nos résultats ont montré qu’aucun de ces
parameétres n’était modifié par I'extrait, ni chez le SHR ni chez les WKY. Nous avons
ensuite recherché [limpact potentiel du traitement sur le métabolisme des
xénobiotiques par les cytochromes P450 (CYP). En effet, il est désormais bien établi
que le traitement par les plantes peut conduire a des inductions ou des inhibitions
des CYP et étre ainsi a l'origine d’interactions médicamenteuses graves (Brazier et
Levine, 2003 ; Kelly et al., 2005 ; Pekthong et al., 2009). De nombreux agents
thérapeutiques sont lipophiles et nécessitent une transformation métabolique avant
d’étre éliminés par l'organisme, grace a leur transformation en métabolites
hydrosolubles. Parmi les enzymes du métabolisme des xénobiotiques, la famille des
CYP possede une place importante. Dans notre étude, nous avons évalué l'activité
du CYP 3A dans les microsomes hépatiques des rats SHR et WKY traités ou non par
I'extrait. Nos résultats montrent que I'activité du CYP 3A n’est pas différente entre les
WKY et les SHR non traités, en accord avec les résultats de Ghosh et al (1995). De
facon importante, le traitement n’a pas modifié I'activité du CYP 3A, ni chez les WKY
ni chez les SHR. Ces données sont rassurantes vis-a-vis du potentiel d’interactions
médicamenteuses de T. superba avec les médicaments fortement métabolisés par le
CYP 3A, soit plus de 50% des meédicaments de médecine occidentale actuels
(Michaud et al., 2006).
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En conclusion, cette partie de notre travail montre que I'extrait au MC de T.
superba posséde un effet antihypertenseur sur le modéle d’HTA essentielle des rats
SHR et ne provoquerait pas d’interaction médicamenteuse. En comparaison avec
I'extrait aqueux, I'extrait MC de T. superba est plus efficace, car son administration
intraveineuse provoque une hypotension dés la dose de 5 mg/kg, tandis que I'effet
de lI'extrait aqueux se manifeste a partir de la dose de 10 mg/kg. Quoique cette voie
d’administration ne soit pas celle couramment utilisée chez le patient hypertendu,
I'extrait MC se réveélerait plus bénéfique dans la prise en charge clinique chez des
patients en état de choc dans la mesure ou les composés actifs contenus dans cet
extrait pourraient étre administrés en perfusion intraveineuse aprés des études plus

poussees.

Etude toxicologique des extraits aqueux et au chlorure de méthyléne de T.
superba

Au cours des deux derniéres décennies, de nombreuses publications ont
décrit la grande importance que les produits naturels ont dans le développement de
nouveaux produits pharmaceutiques ou produits phytopharmaceutiques (Gilani et
Rahman, 2005; Patwardhan, 2005). Cependant, de nombreux travaux ont été publiés
signalant de potentiels effets toxiques de ces produits (Pak et al., 2004 ; Marcus et
Snodgrass, 2005). Nos travaux ainsi que les travaux d’autres équipes de recherche
qui ont été menées sur T. superba indiquent que cette plante posséde des propriétés
pharmacologiques qui justifient son développement comme nouveau composé de
phytothérapie. De ce fait il est nécessaire de caractériser son effet sur les systémes
biologiques, y compris ses effets toxicologiques. Dans la derniere partie de ce travail,
nous nous sommes intéressés a I'étude toxicologique de l'extrait aqueux de T.
superba, extrait utilisé en médecine traditionnelle, et a celui de I'extrait au chlorure de
méthyléne, extrait le plus efficace au niveau cardiovasculaire démontré in vitro et in
vivo. L’étude de la toxicité aigué de I'extrait aqueux révele que la DLso est supérieure
a 5000 mg/kg. Selon Delongeas et al. (1983), tout produit dont la DLs est supérieure
a 5 g/kg est considéré comme non toxique. Ainsi, la marge de sécurité de I'extrait
aqueux de T. superba est importante, compte tenu des doses utilisées en médecine
traditionnelle qui sont largement inférieures a cette marge (100-200 mg/kg). L’extrait
au chlorure de méthyléne a fait 'objet d’'une étude de toxicité aigué avec une dose
maximale de 2000 mg/kg, compte tenu de sa limite de solubilité. Les preuves

expérimentales dans cette étude permettent de localiser la DLsy de I'extrait au
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chlorure de méthylene comme supérieure a 2000 mg/kg de poids corporel, ce qui
correspond a la classe «Non classée » c’est-a dire non toxique (Monteagudo, 2006).
L’observation macroscopique des poumons des souris femelles ayant regu cet extrait
indique l'existence de plaques rouges, qui semblent expliquer 'augmentation du
poids relatif des poumons chez ces souris aux doses de 1000 et de 2000 mg/kg.
Cette augmentation pourrait étre liée a des oedemes pulmonaires, car les oedémes
peuvent induire 'augmentation de la masse d’un organe (Costa-Silva, 2008). L’étude
de la toxicité subchronique de I'extrait au chlorure de méthylene montre qu’il posséde
un effet bénéfique sur le profil lipidique se traduisant par une augmentation du
cholestérol HDL et une diminution du cholestérol LDL aux doses de 300 et de 600
mg/kg. Ces données complétent les données obtenues sur le modéle d’HTA induite
par I'éthanol. Ces effets sur le profil lipidique constitueraient ainsi un effet
appréciable de [I'administration subchronique, sur le risque athérogéne.
L’augmentation du taux de protéines hépatiques observeé en traitement subchronique
aux doses de 150 et de 600 mg/kg pourrait s’expliquer par les foyers inflammatoires
observés sur les coupes histologiques. L'administration subchronique de l'extrait n’a
pas entrainé de modification significative du taux de bilirubine et de créatinine, ce qui
suggére entre autre que l'extrait ne modifie pas le métabolisme hépatique ni au
moins en partie la fonction rénale. Il est intéressant de noter que les anomalies
histologiques observées chez les souris traitées pendant 5 semaines ont été en

majeure partie réversibles 2 semaines aprés arrét du traitement.
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CONCLUSION



Conclusion et perspectives

L'ensemble de ce travail a apporté de nombreux arguments
pharmacologiques en faveur de l'utilisation de Terminalia superba comme traitement

alternatif de I'hypertension artérielle (HTA).

Une partie de ce travail s’est consacrée a I'étude de I'extrait aqueux (AQU) de
T. superba, afin de mimer au mieux les conditions d’utilisation de la plante en
médecine traditionnelle. Nos résultats ont permis d’attester de l'efficacité anti-
hypertensive de cet extrait, aussi bien en conditions préventives que curatives, sur 2
modeles mimant des HTA fréquentes dans la population africaine ; ’HTA secondaire
a l'excés de glucose et 'HTA secondaire a I'excés d’alcool. Nos travaux ont
également montré les bénéfices de I'extrait aqueux sur le stress oxydant et sur les
parametres lipidiques. Nos études conduites in vitro sur vaisseaux isolés ont permis
de mettre en évidence un effet vasodilatateur direct de I'extrait, et endothélium-
indépendant. Dans les deux études conduites in vivo avec |'extrait aqueux nous
n’avons pas étudié I'impact sur la dysfonction endothéliale, facteur prédictif du risque
cardiovasculaire en cas d’'HTA. Ce point devra étre étudié dans des études futures.
Cependant, il est connu que la baisse de pression artérielle elle-méme et la réduction
du stress oxydatif permettent d’améliorer la fonction endothéliale. Enfin, I'étude de la
toxicité aigue de cet extrait est trés rassurante avec une absence de mortalité jusqu’a
la dose de 5g/kg. Cependant, il conviendra de compléter ces travaux par des études
de toxicité plus poussées, et notamment a long terme, réalisées en accord avec les

lignes directrices établies par ’TOMS.

Une autre partie du travail a été consacrée a I'étude d’autres extraits de T.
superba, dans le but de définir quel solvant permettait d’obtenir la meilleure activité
et d’optimiser ainsi l'utilisation médicinale de T. superba. L’extrait chlorométhylénique
s’est révélé le plus actif. Nos travaux ont démontré son efficacité anti-hypertensive
en cas d’HTA essentielle (modéle SHR), son impact bénéfique sur le stress oxydant
et sur la dysfonction endothéliale. Dans la mesure ou des études préliminaires, non
présentées dans ce manuscrit, ont rapporté un effet dépresseur cardiaque in vitro sur
cceur isolé perfusé, l'étude plus compléte des effets cardiaques de cet extrait
permettra peut-étre d’élargir les indications thérapeutiques de T. superba.

Cependant, il est important de noter que cet extrait chlorométhylénique, plus actif, est
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aussi probablement plus toxique, puisque des effets pulmonaires ont été remarqués
pour la dose de 2 g/kg.

Néanmoins, si cet extrait ne peut étre directement utilisable chez 'lhomme,
nous pouvons le considérer comme une source potentielle de principe(s) actif(s)
vasoactif(s), d’origine naturelle, valorisables chez 'homme. Le fractionnement de cet
extrait a déja permis d’identifier une fraction plus active, sur laquelle une étude
phytochimique pourra étre menée afin d’isoler et d’identifier les composés purs

responsables de I'activité.

Recommandations

Terminalia superba est une plante dont les propriétés vasorelaxantes et
antihypertensives justifierait 'usage en médecine traditionnelle. Cependant, I'extrait
aqueux utilisé usuellement en médecine traditionnelle s’est révélé moins efficace que
les extraits obtenus avec des solvants d’extraction moins polaires. Ceci suggére que
les composés peu polaires ou apolaires de T. superba auraient de meilleures
activités sur la pression artérielle. Nous recommandons a cet effet I'usage d'un
extrait alcoolique a partir du vin de palme, et des mesures réguliéres de la pression
artérielle et de la fréquence cardiaque au cours du traitement afin d’éviter des

risques d’hypotension liés a la prise de I'extrait.
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Aim of the study: The stem bark of Terminalia superba (Combretaceae) (TS) is used in traditional Cameroo-
nian medicine as antihypertensive remedy. In the present study, we investigated the vasorelaxant
properties of different extracts of TS and their underlying mechanisms.

Materials and methods: Activities of aqueous (AQU), methanolic (MET), methylene chloride (MC), and
methylene chloride-methanol (MCM) extracts of TS were evaluated on isolated rat aortic rings precon-

I;eywprdls_: ba extract tracted with phenylephrine (PE) or high KCI.

Rirtmma 1@ SUperna extracts Results: All extracts induced a vasodilating effect both on KCI- and PE-induced contractions. The effects of
Aorta MC and MCM extracts were greater than those of AQU or MET extracts (P<0.05). MC had an endothelium-
Vasodilation independent effect and reduced Ca**-induced contraction following PE or KCI challenge (P<0.05). After
Calcium incubation with verapamil, MC induced a relaxation in rings precontracted by PE (P<0.001). By contrast,
Nitric oxide the effect of MCM was endothelium-dependent and decreased by the nitric oxide synthase inhibitor

Nw-nitro-L-arginine methyl ester (P<0.05).

Conclusions: These data demonstrate that the MC extract exhibits vasorelaxant effects that are partly due
to inhibition of extracellular Ca** influx and/or inhibition of intracellular Ca** release in vascular smooth
muscle cells. By contrast, the effect of the MCM extract was found to be endothelium- and nitric oxide

dependent.

© 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Cardiovascular diseases are the principal cause of death in
all developed countries accounting for 50% of all deaths and are
also emerging as a prominent public health problem in devel-
oping countries, ranking third with nearly 16% of all deaths
(Chockalingam, 2008). Arterial hypertension is the most common
cardiovascular disease as well as an independent but modifiable
risk factor for cardiovascular and cerebrovascular diseases (Law et
al., 2009). Lowering blood pressure reduces the risk for developing
arterial coronary disease, heart failure, cerebral vascular disease
and renal damage (Law et al., 2009). Moreover, hypertension repre-
sents a major public health problem because of its high prevalence,
its underdiagnosis, the poor compliance of patients and the high
percentage of patients that do not reach the blood pressure targets
(Inkster etal., 2005). The problem of hypertension is of great impor-

* Corresponding author. Tel.: +33 3 81 66 56 68; fax: +33 3 81 66 56 91.
E-mail address: cdemouge@univ-fcomte.fr (C. Demougeot).

0378-8741/$ - see front matter © 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jep.2009.10.036

tance in black Africa because of its high prevalence in urban areas,
its frequent underdiagnosis, and the severity of its complications
(Addo et al., 2007). There were approximately 80 million patients
with hypertension in sub-Saharan Africa in 2000 and projections
based on current epidemiologic data suggest that this figure will
rise to 150 million by 2025 (Fourcade et al., 2007).

Prevention or treatment of hypertension can be achieved by
means of pharmacological, non-pharmacological therapies such
as body weight reduction, alcohol intake reduction, moderation
of dietary sodium, increasing physical activity and by means of
medicinal plants. In Africa, the use of phytomedicine has been
extensively used for centuries to prevent and treat various dis-
eases including cardiovascular diseases. In the south of Cameroon,
numerous species of Terminalia are used in traditional medicine for
the treatment of gastroenteritis, female infertility, abdominal pain,
or bronchial infections (Adjanohoun et al., 1996) and some species
also exhibited anti-diabetic (Raghavan and Kumari, 2006) and car-
dioprotective activities (Singh et al., 2008). In some parts of the
center province of Cameroon, the decoction of Terminalia superba
is considered as a useful remedy against hypertension. The genus
Terminalia belongs to the family of Combretaceae and more than
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a half of the species appears throughout the dense humid forests,
semi-deciduous forests and in easily flooded and secondary forests
(Burkill, 1985). Phytochemical investigations of various species of
Terminalia revealed the presence of many classes of chemical con-
stituents such as tannins, flavonoids, and pentacyclic triterpenoids
(Eloff et al., 2008). Recent studies conducted on Terminalia superba
led to the identification of ellagic and gallic acid derivatives, phy-
tosterols, lignans and triterpenoids compounds (Wansi et al., 2007;
Tabopda et al., 2008; Tabopda et al., 2009).

In the present study, in order to provide pharmacological basis
for the traditional use of Terminalia superba as antihypertensive
therapy and to discover novel vasodilators from natural resources,
we investigated the direct vasoactive effects of different extracts
from the stem bark of Terminalia superba. For this purpose, the
effects of aqueous, methanolic, methylene chloride and methylene
chloride-methanol extracts of Terminalia superba were determined
on their ability to vasodilate isolated rat aortas. Moreover, we inves-
tigated the potential mechanisms underlying the effects of the most
potent extracts.

2. Materials and methods
2.1. Preparation of the plant extracts

Fresh pieces of Terminalia superba stem bark were harvested
in Djoum (South Cameroon) on May 2005 and authenticated at
the National Herbarium Yaounde by comparison with herbarium
voucher specimen No. 19652/HNC earlier collected by Leeuwen-
berg. The sample was dried in the shade and ground into powder.
The dried stem bark powder (120 ¢g) was boiled in distilled water
(3L) for 20 min, cooled and filtered according to the traditional
method preparation.

The filtrate was evaporated in an oven at 50 °C. This produced
a yield of 27.82 g (23.18%) of the aqueous extract (AQU). Three
kilograms of Terminalia superba brown powder stem bark were
macerated in 6 L methanol for 2 days, then filtered and evaporated
in Rotavapor, giving 317.3 g of methanolic extract (MET), repre-
senting a return of 10.57%. In the same way, 3.250kg and 500 g
were respectively soaked in methylene chloride/methanol (7L, 1:1,
v/v) (MCM) and methylene chloride (MC) (1.5L) giving 326.2 g and
11.2 g, with extractions yield of 10.03% and 2.24%, respectively.

2.2. Animals

The study was conducted on male Wistar rats weighting
250-350¢g (Janvier, Le Genest Saint Isle, France). Animals were kept
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under a 12-12 hlight:dark cycle and allowed free access to food and
water. The investigation conforms to the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animal published by the US National Institutes
of Health (NIH publication No. 85-23, revised 1996).

2.3. Vascular reactivity

After anaesthesia with pentobarbital (60 mg/kg, ip), the thoracic
aorta was excised, cleaned of connective tissue, and cut into rings
of approximately 2 mm in length. Rings were suspended in organ
baths containing Krebs solution (NaCl 118 mM, KCI 4.65 mM, CaCl,
2.5mM, KH,;PO4 1.18 mM, NaHCO3; 24.9mM, MgSO4 1.18 mM,
glucose 12mM, pH 7.4), maintained at 37°C and continuously
aerated with 95% 0,, 5% CO,, for isometric tension recording, as
previously described (Demougeot et al., 2005). After a 90-min-
equilibration period under a resting tension of 2 g, the presence
of functional endothelium was verified by the ability of acetyl-
choline (ACh, 10-6 mol/L) to induce more than 80% relaxation in
rings preconstricted with phenylephrine (PE) 10~6 mol/L. In some
rings, endothelium was mechanically removed. The completeness
of endothelial denudation was confirmed by a >90% obliteration
of the vasorelaxant response to the endothelial-dependent agonist
ACh (106 mol/L).

2.4. Experimental protocols

2.4.1. Effects of the extracts on aortic contraction induced by PE
and KCl

The aim of this protocol was to investigate and to compare
the vasodilating effects of the four extracts of Terminalia superba.
The contraction of aortic rings was achieved by PE (10-¢ mol/L) or
KCl (6 x 102 mol/L). When the contraction reached a plateau, the
extracts were added cumulatively (103 to 1 mg/mL) to rings with
intact endothelium as well as to endothelium-denuded rings. The
relaxation effect was calculated as the percentage of the contraction
in response to PE or KCl. For each extract, the effect of the solvent
alone was evaluated in the same conditions.

2.4.2. Determination of the role of calcium-channels in the
vasorelaxant effect

To assess the role of the extracellular calcium (Ca*™) influx
in the extract-induced relaxation, endothelium-denuded rings
were washed 4-5 times with a Ca**-free Krebs solution (con-
taining 5x 10> mol/L of ethylene glycol-bis [B-aminoethyl
ether]-N,N,N’,N'-tetraacetic acid (EGTA)) before PE (10~ mol/L) or
KCl (6 x 10-2 mol/L) was applied to induce a stable contraction.
Then, Ca** (CaCl,) was added cumulatively (10~> to 3 x 10~3 mol/L)
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Fig. 1. Concentration-dependent effects of Terminalia superba extracts on phenylephrine (PE) 10~ mol/L (A) and KCl 6 x 10-2 mol/L (B) precontracted aortic rings with
endothelium. The experiment investigated the effects of an aqueous (AQU), methanolic (MET), methylene chloride (MC) and methylene chloride-methanol (MCM) extract

of the stem bark of Terminalia superba. Values are means + S.E.M. (n=8-10 rings).
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to obtain a concentration-response curve. In some rings, the ECsq
of the extract was applied for 30 min before the addition of PE or
KCl.

To determine the role of the intracellular Ca** release
in the extract-induced relaxation, endothelium-denuded rings
were incubated with the L-type voltage-dependent Ca** channel
inhibitor, verapamil (10~6 mol/L) for 30 min. Then, PE 10-% mol/L
was added to the bath to induce a steady contraction. Subsequently,
the ECsg of the extract was added.

2.4.3. Determination of the role of nitric oxide in the vasorelaxant
effects

To investigate the role of nitric oxide (NO) in the endothelium-
dependent effects of the extracts, rings with intact endothelium
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were incubated with the non-selective NO synthase inhibitor, Ny-
nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 10~%mol/L) for 30 min
prior to the exposure to PE (10~ mol/L) or KCl (6 x 10~2 mol/L).
Then, the extract was added cumulatively as described above.

2.5. Data and statistical analysis

Values are given as means +S.E.M. The ECsy values (defined
as the concentration of extract that induced 50% of the maximal
relaxation) and Epnax values (values of maximal relaxation) were
determined by fitting the original dose-response curves deter-
mined by fitting the original dose-response curves using Sigma
Plot Software (Systat Software Inc., San Jose, USA). Dose-response
relationships were analysed using two-way ANOVA followed by
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Fig. 2. Vasodilating effects of Terminalia superba extracts on aortic rings with (E*) or without (E~) endothelium contracted with phenylephrine (PE) 10~ mol/L (A-D) or KCl
6 x 1072 mol/L (E-H). The experiment investigated the effects of methylene chloride (MC) (A and E), methanolic (MET) (B and F), aqueous (AQU) (C and G), and methylene
chloride-methanol (MCM) (D and H) extract of the stem bark of Terminalia superba on rings with (E*) or without (E~) endothelium. Values are means + S.E.M. (n=8-11 rings).

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. E*.
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Fig. 3. Effect of methylene chloride extract of Terminalia superba on calcium-induced vasoconstriction. Endothelium-denuded rings were incubated in a Ca**-free Krebs
solution and contracted with PE 10-6 mol/L (A) or KCI 6 x 10~2 mol/L (B) before addition of cumulative concentration of Ca** (10~° to 3.10~> mol/L). In some rings, before
addition of PE or KCl, rings were incubated for 30 min with methylene chloride (MC) extract at 0.1 mg/mL. Values are means £ S.E.M. (n=8-12 rings). *P<0.05, ***P<0.001

vs. control.

Student’s t test. Comparison between two values was assessed by
unpaired Student’s t test. P<0.05 was considered statistically sig-
nificant.

3. Results

3.1. Vasorelaxant effects of the different extracts of Terminalia
superba

Fig. 1 represents the effects of the four extracts of Termina-
lia superba on the contraction evoked by PE (10~6 mol/L) and KCI
(6 x 10~2 mol/L). All kinds of extracts induced a dose-dependent
vasodilation both in PE-constricted rings (Fig. 1A) and in KCl-
constricted rings (Fig. 1B). The effect of MC was significantly
higher than that of MCM, MET and AQU, both in PE and in KCI-
constricted rings. As compared to MET and AQU, MCM exhibited a
significantly higher relaxation in PE-constricted rings (Fig. 1A). In
KCl-constricted rings, the effect of MCM was greater than that of
AQU but not different from that of MET (Fig. 1B). Finally, the effects
of AQU and MET were similar in PE-constricted rings (Fig. 1A)
whereas the MET exhibited a greater vasodilating effect than AQU
in KCl-constricted rings (Fig. 1B). The solvents used (distilled water
and dimethyl sulfoxide) did not affect the vasodilatory responses
in the aortic rings (data not shown).

In order to precise the mechanisms involved in the vasodilating
effect of the different extracts, their effects were investigated on
endothelium-denuded preparations. As shown in Fig. 2, the effects
of MC (Fig. 2A and 2E), MET (Fig. 2B and 2F) and AQU (Fig. 2C and
2G) were not affected by endothelium removal both in PE and KCl-
constricted rings. By contrast, endothelium removal significantly
decreased the vasodilating effect of MCM in rings constricted with
both PE (Fig. 2D) and KCl (Fig. 2H).

3.2. Effect of MC on calcium-induced contractile response to PE
and KCl

To investigate further the mechanisms responsible for the
endothelium-independent effects of the most potent extract, i.e.
MC extract, we studied the role of extracellular Ca** influx in
endothelium-denuded rings. As shown in Fig. 3, the cumulative
addition of Ca** in a Ca**-free medium containing PE or KCl
induced a concentration-dependent contraction of aortic rings. Pre-
incubation of rings with MC at the ECsq (0.10 mg/mL) significantly
decreased the Ca**-induced contraction in both PE- (Fig. 3A) and
KCl-constricted rings (Fig. 3B).

Next, in order to determine whether the relaxation afforded
by MC is related to a decrease in intracellular Ca** release,

endothelium-denuded rings were incubated with the L-type Ca**
channel inhibitor verapamil prior to the application of PE. As shown
in Fig. 4, as compared to PE alone or to vehicle, the addition of MC
(0.10 mg/mL) at the plateau of PE-induced contraction significantly
decreased the constrictive effect of PE (P<0.001).

3.3. Role of nitric oxide in the relaxant effects of the methylene
chloride-methanol extract of Terminalia superba

To assess whether the endothelium-dependent effect of MCM
was mediated by the NO signalling pathway, endothelium-intact
aortic rings were incubated with the non-selective NOS inhibitor L-
NAME. As shown in Fig. 5, inhibition of NOS activity was associated
with a significant decrease in the vasodilating effect of MCM both
in PE-constricted (Fig. 5A) and in KCl-constricted rings (Fig. 5B)
(P<0.001).

4. Discussion

The present study was designed to investigate the vasorelax-
ant effect of different extracts of the stem bark of Terminalia
superba and to understand the mechanisms involved in the effects

of the most potent extracts. The results demonstrate that all kinds
of extracts of Terminalia superba evoke a vasodilating activity in
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Fig. 4. Effect of methylene chloride extract of Terminalia superba on intracellular
calciumrelease. Results are represented as the tension (% of baseline) resulting to the
exposure to phenylephrine (PE) 10-¢ mol/L (E~) in aortic rings pre-incubated with
verapamil (10-% mol/L) for 30 min. Subsequently to the application of PE, some rings
were exposed to the methylene chloride extract (0.1 mg/mL) (MC-E-) or vehicle
(Vehicle-E~). Values are means + S.E.M. (n=8-12 rings). ***P<0.001 vs. E~.
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aortic rings. Moreover, the methylene chloride and the methy-
lene chloride-methanol extracts exhibit the most potent activities,
which are endothelium-independent and endothelium-dependent,
respectively.

The decoction of stem bark of Terminalia superba is used in
Cameroonian folk medicine for its antihypertensive properties, but
the scientific bases of this traditional use are scarce. The present
results show that all extracts induce dose-dependent vasodilating
effects, thus indicating that whatever the method used for extrac-
tion, Terminalia superba contains compounds capable of inducing
vasorelaxation that could be involved in the antihypertensive
effects of the plant. Vascular tone and hence blood pressure are
determined by the contractile state of vascular smooth muscle cells
(VSMC) within the blood vessel wall, which is regulated by intra-
cellular calcium concentration. The endothelium regulates vascular
smooth muscle tone in conduit and resistance vessels by the secre-
tion of vasoactive substances, which include nitric oxide (NO),
prostacyclin and an endothelium-derived hyperpolarizing factor
(EDHF) (Luksha et al., 2009). In our study, endothelium removal
did not reduce the effects of AQU, MET and MC on vasodilation,
thus suggesting that these extracts act at the smooth muscle cells
level rather than at the endothelium level. Our data obtained
with MET are consistent with a previous study reporting that
the time-dependent vasodilating effect of a single dose of MET
is endothelium-independent (Dimo et al., 2006). By contrast, the
effect of MCM was blunted by endothelium removal indicating that
this extractinterferes with the endothelium-dependent production
of relaxing factors.

In large vessels including aortas, NO is thought to play a major
role in the endothelium-dependent vasodilation (Wu et al., 1993).
Our results showing that L-NAME blunted the relaxing effect of
MCM demonstrates that the MCM effect is - at least partly - medi-
ated by an increase in endothelial NO synthase (NOS) activity.
Whether this effect is due to an impact on endothelial receptors to
different agonists such as adenosine, acetylcholine, bradykinin, and
serotonin, or by an improvement of substrate or co-factor availabil-
ity for NOS remains to be determined. Of note, the relaxing effect
of MCM was greater in PE-constricted rings than in KCl-constricted
rings. The use of raising extracellular KCl to vasoconstrict rings
inhibits the EDHF contribution since the effects of EDHF are mainly
dependent on K* channels activation (Luksha et al., 2009). Conse-
quently, the contribution of NOS and cyclo-oxygenase dependent
vasodilation becomes dominant after KCI challenge (McGuire et
al., 2001). Thus, the fact that MCM induces a less potent effect
when KCl is used as the contractile agent strongly suggests that
its vasodilating effects are partly mediated by the improvement of
EDHF release. These effects of MCM on endothelial function are
particularly interesting because hypertension is associated with

endothelial dysfunction that contributes to both development and
persistence of high blood pressure as well to the development
of the complications of the disease (Higashi and Chayama, 2002).
Overall data suggest that, beyond its effect on blood pressure low-
ering, Terminalia superba might also have beneficial effects on
hypertension-induced target organ damage. Further experiments
will be needed to verify this hypothesis.

The present study reports that the MC extract is the most potent
of the four extracts and that contrary to MCM, its relaxing effects are
unaffected by the removal of the endothelium. These data suggest
that MC does not modulate the synthesis of endothelium-derived
relaxing factors but rather directly acts on the VSMC activity. The
relaxing activity of MC is evident after both PE- and KCl-induced
contraction. Phenylephrine is an alpha-adrenergic agonist that
induces smooth muscle cells contractions by Ca** influx through
receptor-operated Ca*™ channels (ROCCs) and by release of Ca**
from the sarcoplasmic reticulum (McFadzean and Gibson, 2002).
The activation of the alpha receptor leads to the production of dia-
cylglycerol and inositol tri-phosphate (IP3), this latter messenger
inducing the release of Ca** from sarcoplasmic reticulum after acti-
vation of IP3 receptors (Thorneloe and Nelson, 2005). By contrast,
the contraction elicited by KCl mainly results from the influx of
extracellular Ca** induced by depolarization of cell membrane and
subsequent opening of voltage-dependent Ca** channels (VDCCs)
(Nelson and Quayle, 1995). Therefore, we hypothesized that the
vasorelaxant endothelium-independent effect of MC is linked to its
effect on smooth muscle Ca*™ homeostasis. To assess whether MC
modified the extracellular Ca** influx, experiments were conducted
on rings contracted with PE or KCl in a Ca**-free Krebs solution in
which Ca** was added subsequently. The data showing that MC
reduced Ca**-induced contractions after both PE- or KCl-induced
contraction indicate that the blockade of both ROCCs and VDDCs is
involved in the vasodilating effects of this extract. Moreover, our
results showing that MC decreases the contraction induced by PE
in the presence of verapamil, a inhibitor of VDCCs and in a lesser
extent of ROCCs (Striggow and Bohnensack, 1993; Shin et al., 2005),
demonstrate that the MC extract also inhibits the intracellular Ca**
release from the IP3-sensitive stores of sarcoplasmic reticulum in
aortic rings.

5. Conclusions

This study demonstrates the vasodilating effects of methylene
chloride and methylene chloride-methanol extracts of the stem
bark of Terminalia superba. The data identifies an endothelium-
independent and Ca**-dependent effect of the methylene chloride
extract whereas the methylene chloride-methanol extract effect
was endothelium- and NO-dependent. The difference between the
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two extracts regarding the involvement of endothelium suggests
that the vasodilating activity is supported by chemically different
compounds. These data validate the empirical use of Terminalia
superba as antihypertensive therapy in Cameroon. Further phyto-
chemical and pharmacological experiments are from now required
to isolate and identify the active principle(s) and to determine the
effects of Terminalia superba on clinically relevant animal models
of hypertension.
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Aim of the study: The stem bark of Terminalia superba (Combretaceae) (TS) is used in traditional Cameroo-
nian medicine as antihypertensive remedy. The aim of this study was to investigate the hypotensive and
the antihypertensive effects of the aqueous extract of the stem bark of Terminalia superba.

Materials and methods: Hypertension was obtained in rats by oral administration of 10% p-glucose for 3
weeks. The acute effects of Terminalia superba were studied on blood pressure (BP) and heart rate (HR)
after intravenous administration in normotensive rats (NTR) and glucose hypertensive rats (GHR). The

I;:m%d;; superba antihypertensive effects were studied after oral administration of the extract (50 and 100 mg/kg/day)
p-Glucose or nifedipine (10 mg/kg/day) for 3 weeks. At the end of the experiment, BP and HR were measured and

Rat reduced glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA) and superoxide dismutase (SOD) activity levels were
Blood pressure measured in heart, aorta, liver and kidney.
Antihypertensive Results: Intravenous administration of the aqueous extract of Terminalia superba induced a significant
Antioxidant hypotensive response without any change in HR. The hypotensive effect of the extract was unaffected
by atropine or propranolol but decreased by reserpine (5 mg/kg) and yohimbine (0.1 mg/kg). In addition,
the oral administration of the extract significantly prevented the rise in BP in glucose-hypertensive rats.
Finally, the treatment with plant extract significantly blunted the decrease in GSH and the increase in
MDA levels associated with hypertension, and significantly prevents the increase in aortic SOD activity.
Conclusions: The present study demonstrates that the aqueous extract of the stem bark of Terminalia
superba exhibits hypotensive and anti-hypertensive properties that are, at least in part, related to a
withdrawal of sympathetic tone and to an improvement of the antioxidant status, respectively. Overall
data validate the use of Terminalia superba as antihypertensive therapy in traditional medicine.
© 2010 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction the developed world (Whitworth, 2003). Hypertension in 2000 was
972 million. Of these, 333 million were estimated in economically
developed countries and 639 million in economically developing

countries. By 2025, the number will increase by about 60% to a

Hypertension is an important public challenge health world-
wide because of its commonness and concomitant risks of

cardiovascular disease (Kearney, 2005). Also known as the “silent
killer”, hypertension is estimated to cause 4.5% of current global dis-
ease burden and is as prevalent in many developing countries, as in

Abbreviations: BP, Blood pressure; DBP, Diastolic blood pressure; GHR, Glucose
hypertensive rats; GSH, Reduced glutathione; HR, Heart rate; MDA, Malondialde-
hyde; NTR, Normotensive rats; SBP, Systolic blood pressure; SOD, Superoxyde
dismutase.
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total of 1.56 billion as the proportion of elderly people will increase.
Some reasons are the changes in population lifestyle, which include
a diet rich in sugar and high fat processed foods and seden-
tary behaviour. Since the proportion of hypertensive people will
increase dramatically worldwide, the prevention, detection, treat-
ment and control of this condition should be a top priority (Kearney,
2005). However, most people in developing countries have poor
access to modern health care which consist in the large number of
antihypertensive drugs and combinations. Furthermore, manage-
ment of hypertension without any side effect is still a challenge to
the medical system. Medicinal plants are used for treating patholo-
gies based on a folk tradition that has been perpetuated along sev-
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eral generations. Therefore, pharmacological validation of medici-
nal plants or ethno medical treatment method could greatly benefit.

The genus Terminalia belongs to family Combretaceae and
possesses tremendous medicinal value. It is used as astringent,
brain tonic, for cough, asthma, stomach pain, liver disorders, piles,
leprosy and fever (Adjanohoun et al., 1996). Phytochemical investi-
gations of various species of Terminalia have revealed the presence
of many classes of chemical constituents such as saponins, gly-
cosides, flavonoids and chalchones (Vankatesk et al., 2002). The
present report is focused on Terminalia superba (Engler & Diels),
a tree of about 30-50m high, found in the upper in the most
forests of West and Central Africa (Groulez and Wood, 1985).
The folk medical practice of some parts of the Centre Province of
Cameroon considers Terminalia superba as a useful remedy against
hypertension. It is also locally used in the treatment of various
ailments, including diabetes mellitus, gastroenteritis, female infer-
tility and abdominal pains (Adjanohoun et al., 1996). The stem bark
methanol/methylene chloride extract was previously reported to
have anti-diabetic activity (Kamtchouing et al., 2005). The aqueous
extract revealed hypoglycemic and hypolipidemic activity (Momo
et al., 2008). The methanol/methylene chloride extract possessed
a-glucosidase inhibitors constituents (Wansi et al., 2007). We
have recently demonstrated that the aqueous extract of Terminalia
superba induced endothelium-independent vasorelaxation of iso-
lated rat aorta (Tom et al., 2010). It is well documented that chronic
intake of high simple sugars such as fructose and glucose are known
to cause insulin resistance, hyperinsulinemia and moderate hyper-
tension associated to increased oxidative stress (Hwang et al., 1987;
El Midaoui and De Champlain, 2002). The present investigation
was undertaken to examine the hypotensive and antihypertensive
activities of the stem bark aqueous extract of Terminalia superba
in normal Wistar rats (NTR) and in glucose-induced hyperten-
sive rats (GHR). For that purpose, we analyzed the mechanisms
of the hypotensive effect of the crude aqueous extract of Termina-
lia superba in NTR, and the effect of subchronic administration of
the extract on blood pressure and on oxidative stress induced by
high-glucose feeding diet.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Three months old male albinos Wistar rats, weighting between
150 and 250 g were used. Animals were raised in the Animal House
of the Faculty of Science, University of Yaounde I in plastic cages,
under standard light (12-hour day/night natural cycle) and tem-
perature (25°C). Rats were fed with standard diet and water ad
libitum. Prior authorization for the used of laboratory animals was
obtained from the Cameroon National Ethical Committee (Ref n°
FW-IRB00001954).

Glucose-induced hypertension was induced from normotensive
Wistar rats which received 10% p-glucose in drinking water ad libi-
tum for 3 weeks as described by El Midaoui and De Champlain
(2002). Ordinary tap water was given to control normotensive ani-
mals throughout the whole experimental period. At the end of this
experimental period, only rats with systolic blood pressure level of
at least 140 mm Hg and/or diastolic blood pressure level of at least
90 mm Hg were considered hypertensive.

2.2. Plant material and extraction

Fresh pieces of Terminalia superba stem bark were harvested
in Djoum (South Cameroon) and authenticated at the National
Herbarium, Yaounde where voucher specimen N° 19652/HNC was
deposited. The sample was dried in the shade and ground. The

dried stem bark powder (120 g) was boiled in distilled water (3L)
for 20 min, cooled and filtered according to the traditional method
preparation. The filtrate was evaporated in an oven at 50 °C, giving
27.82 g (yield of 23.18%) of adried powder. The aqueous extract was
dissolved in a given volume of physiological solution Mc Even (NaCl
147 mM, KCl 5.6 mM, CaCl, 2.6 mM, NaH,PO4 0.66 mM, NaCOsH
11.6 mM, MgCl, 0.24 mM, glucose 11 mM) for intravenous subse-
quent use.

2.3. Effects of Terminalia superba on blood pressure and heart rat

2.3.1. Acute effect of Terminalia superba

The rats were anaesthetized using an intraperitoneal injection
of 15% urethane (1.5 g/kg). The trachea was exposed and cannu-
lated to facilitate spontaneous respiration. A polyethylene catheter
(PE 50) was inserted into the right femoral vein and a bolus injec-
tion of 10% heparin (0.1 mL/100g body weight) was immediately
administered. Another catheter was inserted into the left carotid
aorta and connected to a pressure transducer (Biopac Student Lab
MP 35) recording system for systolic blood pressure (SBP) and heart
rate (HR) measurement. The animals were allowed to stabilize for
at least 30 min before administration of any test substances (Dimo
et al,, 2003). The test substances were injected through a cannula
inserted into the femoral vein.

After equilibration for at least 30 min, the dose-response rela-
tionship of the Terminalia superba extract was determined on 5
normotensives (NTR, 10, 15 and 20 mg/kg) or 5 glucose-induced
hypertensive rats (GHR, 15, 20 and 40 mg/kg). The vehicle (Mc
Even) was also administered in a group of rats to ensure that the
observed effects were not due to the vehicle action. Cardiovas-
cular parameters (SBP and HR) were recorded for 1h after the
extract administration. In another group of normotensive animals,
the effect of Terminalia superba extract (15mg/kg) was exam-
ined after administration of the muscarinic receptor antagonist
atropine (1 mg/kg) or the B-adrenoceptor antagonist, propranolol
(100 pg/kg) or a selective ay-adrenoceptor antagonist, yohimbine
(0.1 mg/kg). Atropine and propranolol were injected intravenously,
5 min before administration of the plant extract. An inhibitor of the
vesicular momoamine transporter, reserpine (5 mg/kg) was given
to another group of 5 animals for 3 days, before the effect of Termi-
nalia superba extract (15 mg/kg) was examined.

2.3.2. Subchronic effects of Terminalia superba

In this study, we evaluated the effect of the aqueous extract of
stem bark of Terminalia superba on D-glucose induced hyperten-
sion. Normotensive rats were randomly divided into five groups of
five animals each. One group received tap water and served as nor-
motensive rats (NTR), one group received 10% D-glucose solution
in drinking water for 3 weeks (GHR), two groups received 10% D-
glucose in drinking water and the plant extract at 50 mg/kg/day and
100 mg/kg/day by gavage, and one group received 10% D-glucose
in drinking water and the calcium channel inhibitor nifedipine at
10 mg/kg of nifedipine by gavage.

At the end of the experiment, systolic arterial blood pressure
and heart rate were measured as described above.

2.3.3. Oxidative stress parameters

At the end of the subchronic administration of Terminalia
superba extract, heart, aorta, liver and kidney were dissected out
and homogenized in Mc Even solution for heart and aorta or in
Tris—-HCI 50 mM buffer solution for liver and kidney (20%, m/v).
Tissue levels of reduced glutathione (GSH), superoxide dismutase
activity (SOD) and the end product of lipid peroxidation, mal-
ondylaldehyde (MDA) were assayed using colorimetric method as
described by Jollow et al. (1974), Misra and Fridovich (1972) and
Wilbur et al. (1949) respectively.
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Fig. 1. Time-course of the change in systolic blood pressure (SBP) of anaesthetized
animals that received intraveinous injection of Terminalia superba aqueous extract
at different concentrations. Each point represents the mean+ S.E.M. of five rats.
*P<0.05, **P<0.01 vs. the initial value (at time 0).

2.4. Statistical analysis

Results are expressed as mean 4 S.E.M. One-way analysis of vari-
ance (ANOVA) followed by Dunnett’s test was used for statistical
evaluation. P values less than 0.05 were considered significant.

3. Results

3.1. Effect of acute injection of Terminalia superba on blood
pressure and heart rate

The intravenous administration of the vehicle had no effect on
blood pressure and heart rate (data not shown). The injection of
the extract of Terminalia superba in NTR or in GHR resulted in a
significant and rapid reduction of systolic blood pressure (SBP).
As shown in Fig. 1, Terminalia superba reduced the SBP in NTR by
11+£3%, 23 £4% and 18 2% at the doses of 10, 15 and 20 mg/kg,
respectively. The first and rapid hypotensive response was followed
by a transient increase of SBP, after that, SBP decrease progres-
sively, the reduction being significant until the end of observation
period at the dose of 15 mg/kg. Fig. 2 shows that in GHR, the plant
extract induced an immediate decrease in SBP of 28 £2%, 19 +£1%
and 14 + 3%, at the doses of 15, 20 and 40 mg/kg, respectively. The
late decrease in SBP was dose-related. Indeed, at the end of the
observation period (60 min), the fall in SBP was 23 + 6%, 26 + 6% and
39+ 1%, at the doses of 15, 20 and 40 mg/kg, respectively. The intra-
venous administration of the extract did not significantly modified
heart rate neither in NTR nor in GHR (data not shown).
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Fig. 2. Effects of the aqueous extract of Terminalia superba on the systolic blood
pressure (SBP) of glucose-loaded hypertensive rats. Each point represents the
mean + S.E.M. of five rats *P<0.05, **P<0.05, ***P<0.001 vs. the initial value (at time
0).
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Fig. 3. The maximal immediate changes (A) and later changes (60 min, after extract
injection) (B) in systolic blood pressure (SBP) in anaesthetized animals that received
intravenous injection of Terminalia superba aqueous extract (15 mg/kg). Some ani-
mals received an additional pretreatment of atropine (Atr, 1 mg/kg), propranolol
(Prop, 100 pg/kg), or yohimbine (Yoh, 0.1 mg/kg) 5 min prior to plant extract admin-
istration. Reserpine (Res, 5mg/kg) were administered 3 days before the plant
extract administration. Each point represents the mean + S.E.M. of five rats *P<0.05,
**P<0.01 vs. the value without antagonisms (Terminalia superba).

3.2. Mechanisms of the hypotensive effect of Terminalia superba

The effects of two antagonists, atropine and propranolol, on the
hypotensive action of the stem bark aqueous extract of Terminalia
superba (15 mg/kg) were investigated. As shown in Fig. 3, the pre-
treatment of anaesthetized NTR with atropine sulphate (1 mg/kg)
or propranolol (100 pg/kg) did not significantly affected the first
and late hypotensive effect of the plant extract. By contrast, pre-
treatment with reserpine or yohimbine significantly reduced the
immediate hypotensive effect of the extract in NTR. The imme-
diate reduction of blood pressure after reserpine or yohimbine
pre-treatment was respectively 6 +1% and 11 £2% vs. 23 +4% in
NTR without pre-treatment (P<0.01 and P<0.05, respectively).

The later reduction of blood pressure induced by Terminalia
superba (15 mg/kg) was also abolished by reserpine and yohimbine
pre-treatment (Fig. 3).

3.3. Antihypertensive effects of Terminalia superba

Table 1 shows that subchronic administration of p-glucose for
3 weeks resulted in a significant increase in SBP (+20%) and HR
(+10%) as compared to normotensive rats. The aqueous extract
of Terminalia superba at 50 and 100 mg/kg significantly blunted
the increase in SBP in GHR but also reduced the SBP level at a
value below to that of NTR. Comparable results were obtained with
nifedipine (10 mg/kg). Treatment with Terminalia superba signifi-
cantly blunted the increase in heart rate in GHR at the dose, as well
as nifedipine 10 mg/kg.

3.4. Effect of Terminalia superba on oxidative stress biomarkers

As shown in Fig. 4, MDA levels were significantly higher in heart,
liver, kidney and aorta tissues of D-glucose-treated rats as com-
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Table 1

Effects of the aqueous extract of Terminalia superba on the heart rate and blood pressure of glucose-fed rats.

NTR GHR GHR +extract 50 mg/kg/day GHR +extract 100 mg/kg/day GHR + nifedipine 10 mg/kg/day
SBP (mm Hg) 1234+ 0.2 148.5 + 2.7*** 107.4 £ Q.7***### 91.2 + 147+ 100.7 £ 1.6***###
DBP (mm Hg) 105.0 + 3.0 130.0 + 3.7*** 90.0 + 2.1*+### 85.8 + 3.8*** 89.0 + 1.3*+###
HR (beats/min) 365.8 + 5.7 402.1 £ 7.9* 393.0 + 4.5* 347.8 + 3.8%* 340.7 + 12.1###

Values are mean + S.E.M. (n =5 rats/group). Systolic blood pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP) and heart rate (HR). *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 different from
normotensive rats (NTR); #P<0.05; ##P<0.01; ###P<0.001 different from glucose hypertensive rats (GHR). Some rats received glucose (10%) and the aqueous extract of
Terminalia superba (100 mg/kg/day) or glucose (10%) and nifedipine (10 mg/kg/day) for 3 weeks.
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Fig.4. Effects of Terminalia superba extract on tissues malondialdehyde levels in dif-
ferent experimental rats. Each bar represents the mean + S.E.M. of five rats **P<0.01;
***P<0.001 vs. normotensive rats (NTR); ##P<0.01 ##P<0.001 vs. glucose hyper-
tensive rats (GHR). Some rats received glucose (10%) and the aqueous extract of
Terminalia superba (100 mg/kg/day) or glucose (10%) and nifedipine (10 mg/kg/day)
for 3 weeks.

pared to NTR. Treatment with Terminalia superba (100 mg/kg/day)
for 3 weeks significantly prevented the rise in tissue MDA levels.
The same effect was observed with nifedipine (10 mg/kg/day).

Fig. 5 shows that reduced glutathione (GSH) levels were signif-
icantly decreased in heart, kidney and aorta of GHR compared to
NTR. Likewise, the extract (100 mg/kg) like nifedipine significantly
prevented the decrease in GSH levels.

Glucose-fed animals exhibited a significant decrease in heart
and kidney SOD activity as compared to NTR (Fig. 6) whereas no
difference was observed in the liver. Conversely, glucose-induced
hypertension was associated with a dramatical increase in aortic
SOD activity, the values (U/mg proteins) rising from 65.00 + 6.22 in
NTR to 2222.80+417.21 in GHR. Treatment with the plant extract
prevented the increase in SOD activity in the aorta but had no
effects in the heart and kidneys from GHR. Nifedipine treatment
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Fig. 5. Effects of the aqueous extract of Terminalia superba on the reduced glu-
tathione concentration. Each bar represents the mean & S.E.M. of five rats *P<0.05;
**P<0.01; ***P<0.001 vs. normotensive rats (NTR); ##P<0.01; ##P<0.001 vs. glu-
cose hypertensive rats (GHR). Some rats received glucose (10%) and the aqueous
extract of Terminalia superba (100 mg/kg/day) or glucose (10%) and nifedipine
(10 mg/kg/day) for 3 weeks.
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Fig. 6. Effects of Terminalia superba extract on tissues superoxide dismutase activ-
ity in different experimental rats. Each bar represents the mean + S.E.M. of five rats
*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 vs. normotensive rats (NTR); ##P<0.01; ###P<0.001
vs. glucose hypertensive rats (GHR). Some rats received glucose (10%) and the aque-
ous extract of Terminalia superba (100 mg/kg/day) or glucose (10%) and nifedipine
(10 mg/kg/day) for 3 weeks.

also reduced the increase in aorta SOD activity and significantly
blunted the decrease in SOD activity in the heart whereas it had no
effect in the kidney.

4. Discussion

This study demonstrates for the first time that the aqueous
extract of the stem bark of Terminalia superba induces an acute
hypotensive effect and an antihypertensive effect in glucose-
induced hypertension. Moreover, the antihypertensive effect of the
extract is associated with antioxidant properties in hypertensive
rats.

High blood pressure is a major risk for stroke and for coronary
and renal diseases. Abnormal glucose metabolism (especially the
early stage of abnormal glucose metabolism) frequently accom-
panies hypertension, and this association is well documented
as the insulin resistance syndrome (Ferrannini et al., 1987). In
patients with borderline to moderate hypertension, hyperten-
sion associated with impaired glucose tolerance is closely related
to endothelial dysfunction (Tomiyama et al., 2000). Accordingly,
experimental studies demonstrated that glucose and fructose con-
tributes to the rise in blood pressure (Hwang et al., 1987; El Midaoui
and De Champlain, 2002) by several mechanisms such as dyslipi-
demia (Reaven and Ho, 1991), sodium retention and fluid volume
expansion (Baum, 1987), stimulation of the sympathetic nervous
system (Bunag et al., 1983), endothelial dysfunction (Tomiyama
et al., 2000) or increase in oxidative stress (Cai and Harisson,
2000). In the present study, we used the glucose-induced hyper-
tension model in rats to evaluate the antihypertensive effects of
the aqueous extract of Terminalia superba. With this experimen-
tal model, the administration of 10%-glucose solution in drinking
water induced a significant increase in systolic and diastolic blood
pressure. The hypertension induced procedure was as described by
El Midaoui and De Champlain (2002). These authors induced exper-
imental hypertension in normal rats with a diet of a 10% D-glucose
solution as drinking water after a period of 3 weeks. Interestingly,
this model that leads to a moderate hypertension as compared
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to genetic hypertension and the salt-induced hypertension model
is therefore clinically relevant for mimicking borderline to mod-
erate hypertension associated with impaired glucose tolerance in
humans (Tomiyama et al., 2000).

Our results demonstrated that the acute i.v. injection of the
aqueous extract of Terminalia superba led to an acute decrease in
blood pressure followed by a second decrease in blood pressure
that persists at least 1 h. This later phase of the hypotensive effect
is observed at the dose of 15mg/kg in NTR (15 mg/kg) and at all
doses studied in GHR (15, 20 and 40 mg/kg). To determine the
mechanisms involved in the acute effect of the extract, we pre-
treated rats with different drugs. Our data revealed that nor the
muscarinic receptor antagonist atropine neither the beta-blocker
propranolol influenced the effect of the plant extract. By contrast,
the alpha 2 receptor antagonist yohimbine as well as reserpine
decreased both the immediate and the late fall in blood pressure.
At the dose used in this study (low dose), yohimbine is able to
block the pre-synaptic alpha 2 receptor. The effect of yohimbine
at a small dose was found to be due to an increase in sympathetic
tone and to a decrease in vagal tone. Some data reported suggest
that yohimbine could impair central cardiovascular regulation by
acting on the baroreceptor reflex pathway. Indeed, intracisternal
administration of yohimbine at small doses reduced the tachy-
cardiac and pressor responses to carotid occlusion, reduced the
bradycardia produced by intravenous norepinephrine (Andréjak
et al., 1983). The fact that yohimbin decreased the hypotensive
effect suggests that the extract of Terminalia superba is able to
activate these receptors thereby inhibiting the release of nore-
pinephrine by peripheral sympathetic nerve endings. In addition,
results obtained after reserpine which has the ability to deplete
catecholamines from peripheral sympathetic nerve (Mandela etal.,
2010) argue for an inhibition of the orthosympathetic nervous sys-
tem by the plant extract as a contributing mechanism for blood
pressure reduction. Nevertheless, a direct vasodilator effect can-
not be excluded since we recently demonstrated that the aqueous
extract has an endothelium-independent relaxing activity on iso-
lated vessels (Tom et al., 2010).

Our study reports that subchronic oral treatment with the
extract prevented the rise in blood pressure of rats subjected to
high glucose diet. The effect was more important and significantly
different at the dose of 100 mg/kg than at 50 mg/kg and compa-
rable to that induced by the calcium-channel inhibitor nifedipine.
The mechanisms involved in this beneficial effect might involve
the inhibition of the orthosympathetic activity as suggested by
the results of the i.v. study. However, other mechanisms might
also partipate including the reduction of oxidative stress by the
plant extract. Indeed, it is well-established that high sugar con-
sumption is associated to increased tissue production of reactive
forms of oxygen (El Midaoui and De Champlain, 2002). Moreover,
in hypertensive patients, lower concentrations of antioxidants have
been documented (Rodrigo et al., 2007). Accordingly, our results
showed that several biomarkers of oxidative stress are impaired
in glucose-fed rats. Reduced glutathione (GSH) is the most abun-
dant antioxidant endogenously produced in eukaryotic cells that
interacts with activated oxygen species, thereby preventing the
oxidation of organic substrates (proteins, DNA, fatty acids). It is
used as a substrate of glutathione peroxidase (GPx). GSH is also a
superoxide radical scavenger and it protects thiol protein groups
required for maintaining the integrity of cell against oxidation
(Stein et al., 1989). These actions are responsible for the mainte-
nance of cellular redox state. Consistent with a decrease in the
antioxidant defences in glucose-induced hypertensive rats, our
data reported a decrease in GSH levels in heart, kidney, liver and
aorta. Likewise, we measured the specific activity of superoxide
dismutase (SOD), the enzyme that catalyzes the dismutation of the
0O, freeradical in water and hydrogen peroxide (Faraci and Didion,

2004). Our data revealed decreased SOD activity in heart and kid-
ney from hypertensive rats but conversely increased activity in the
aorta. In response to oxidative stress, SOD behaves in two differ-
ent ways. Initially, the body reacts during a moderate oxidative
stress by overexpression of SOD (e.g. exercise). If the stress per-
sists and produces a massive toxic of oxygen active species, SOD
will be destroyed and its concentration will drop. Paradoxically,
an excessive concentration of SOD may be dangerous because, in
this case, it is the basis of an overproduction of hydrogen perox-
ide (paradoxical effect of antioxidants) (Levesque, 2006). Notably,
the increased in SOD activity was previously reported in rats aorta
in the same model of hypertension (El Midaoui and De Champlain,
2002). We can hypothesize that the heart and the kidney were more
affected by the oxidative stress. However the excessive increase
of SOD activity in aorta of glucose hypertensive rats is danger-
ous and related to an overproduction of hydrogen peroxide. The
increase in aortic SOD activity is related to the dramatic increase in
0,°~ production that has been previously demonstrated in glucose-
fed rats (EI Midaoui and De Champlain, 2002). In addition, we
measured malondialdehyde (MDA) levels as indices of lipid per-
oxidation resulting from the reaction of activated oxygen species
with membrane fatty acids are divided into sub-product who is
MDA (Nayeemunisa and Kumuda, 2003). The data showed a signif-
icant increased in MDA levels in heart, kidneys, liver and aorta. Of
importance, the subchronic treatement with the aqueous extract of
Terminalia superba significantly prevented the fall in GSH and the
increase in MDA levels. The treatment reduced the aortic SOD activ-
ity but did not affected heart, liver and heart SOD activity. Overall
results argue for antioxidative properties of Terminalia superba
as contributing factors for its beneficial effects in hypertension.
Because no difference was observed between nifedipine and the
plant extract concerning the reduction of blood pressure and oxida-
tive stress biomarkers, the beneficial effects of Terminalia superba
might be related to the reduction of blood pressure alone. How-
ever, the extract might also exert its beneficial effects through an
improvement of insulin sensitivity as suggested by the anti-diabetic
effect of Terminalia superba in streptozotocin-induced diabetic rats
(Kamtchouing et al., 2005). Finally, because recent data indicated
that nifedipine exerts anti-oxidative effects and decreases the accu-
mulation of advanced glycation end products (Yamagishi, 2010), an
intrinsic antioxidant activity of the extract of Terminalia superba
is not excluded. Since Terminalia superba is rich in polyphenols
(Momo et al., 2009), this activity can be explained by the polyphe-
nols contain in this plant extract.

5. Conclusions

In conclusion, this study demonstrates the hypotensive as well
as the antihypertensive effects of a crude aqueous extract of the
stem bark of Terminalia superba. Our data validate the use of this
extract as traditional medicine against hypertension in Cameroon.
The effect on blood pressure is, at least in part, due to a modulation
of the orthosympathetic nervous system and to the improvement
of the antioxidant status. Further studies are from now needed to
identify the bioactive compounds responsible for the cardiovascu-
lar effects of Terminalia superba.
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