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Introduction

Un grand nombre d'études ont montré que I'hypertension est associée a un
dysfonctionnement des cellules endothéliales. La dysfonction endothéliale étant une altération
phénotypique de I'endothélium caractérisee par un état pro-thrombotique, pro-inflammatoire et
pro-vasoconstricteur. L hypertension artérielle est associée a une réduction de 0,62 % de la
fonction endothéliale quantifiée par la vasodilatation médiée par le flux (Gonzalez and Selwyn,

2003).

L’HTA est définie de manicre consensuelle comme une pression artérielle (PA) > 140 /90 mm
Hg mesurée en consultation et persistant dans le temps. La prévalence de ce facteur de risque
des maladies cardiovasculaires a augmenté, en particulier dans les pays a revenu faible et
intermédiaire (PRFI) dont le Bénin, ou en moyenne environ un adulte sur trois est hypertendu
(Mills et al., 2020; Sarki et al., 2015). En effet, des études menées en 2008 dans les 12
départements du Bénin sur 6853 personnes agées de 25 a 64 ans ont montré que la prévalence
de I'HTA était de 27,9 % (Houinato et al., 2012). D'autres études ont été réalisées plutard en
2015 sur 1777 personnes agées de plus de 25 ans dans la population de Tanve, une zone rurale
située a 150 km au nord de Cotonou et sur 717 personnes agées de 18 a 64 ans dans la région
Atlantique du Bénin. Ces études ont montré une prévalence de I'HTA de 32,9 % dans la
population de Tanve et de 33,9 % dans la région atlantique (Desormais et al., 2019 ; Houssou

et al., 2020).

L’HTA est une pathologie considérée comme muette au Bénin, car de nombreux patients
¢loignés des centres de soins ne bénéficient pas d’un diagnostic précoce. Souvent cette
pathologie est révélée lors d’accidents cardiovasculaires tels que 1’insuffisance cardiaque,
I’infarctus du myocarde et I’accident vasculaire cérébral (AVC) ou d’accidents rénaux tel que

I’insuffisance rénale, avec parfois des issues fatales.
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Les plantes médicinales jouent toujours un réle important dans les soins de santé primaires de
nombreux pays d'Afrique subsaharienne pour diverses raisons liées au manque de services de

santé et aux besoins de conservation des normes culturelles et croyances traditionnelles.

Le Bénin dispose d’une flore assez riche et diversifi¢e a laquelle s’ajoute une pharmacopée et
une médecine traditionnelle aux pratiques seculaires. Plusieurs plantes sont considérées comme
ayant des propriétés antihypertensives et les populations locales les utilisent tres souvent du
fait de leurs accessibilités et de leurs couts moins onéreux comparativement a la thérapeutique
moderne difficilement accessible aux populations et caractérisée par la cherté des
médicaments. Une enquéte ethnobotanique menée au Bénin dans les régions du Zou et de la
Colline en février 2015 a permis de recenser douze plantes traditionnellement utilisées dans le
traitement de I’hypertension artérielle par la population mais dont on ne disposait que de peu
d’informations de nature chimique et/ou biologique apres consultation des diverses banques de
données. L'analyse phytochimique et le screening biologique de ces plantes ont permis

d'identifier les deux plus actives : Carissa edulis et Diodia scandens.

Pour notre étude, nous nous sommes intéressés a ces deux plantes médicinales auxquelles nous
avons ajouté Cleome gynandra qui, de plus en plus, est également utilisé dans certaines régions
du Bénin. C. edulis est un arbuste épineux vivace de la famille des Apocynaceae, répandu en
Afrique, en Australie, au Vietnam, au Yémen et en Inde. D. scandens de la famille des
Rubiaceae est une herbe vivace a feuilles persistantes qui ont un arrangement alternatif. C.
gynandra est une plante de la famille des Capparaceae qui pousse dans la plupart des pays

tropicaux.

La premiére partie du présent manuscrit est consacrée a 1’état de 1’art qui est subdivisé en trois

chapitres et dans lequel nous faisons une présentation de I’endothélium vasculaire suivi de la
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dysfonction endothéliale associée a I’hypertension et enfin une bibliographie des trois plantes

béninoises a usage antipaludique sélectionnées pour cette étude.

La deuxiéme partie de notre these concerne 1’expérimentation, avec une présentation des
techniques d’extraction du matériel végétal et des différentes méthodes d’analyse utilisées au

cours de ce travail.

La troisiéme partie présente sous forme d’article les résultats obtenus qui seront suivis d’une

discussion et d’une conclusion générales.
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Chapitre 1 : Endothélium vasculaire
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1. Anatomie générale des vaisseaux sanguins

Les vaisseaux sanguins naturels sont classés en trois catégories, a savoir les artéres, les
veines et les capillaires. Le sang oxygéné est transporté du cceur vers les tissus de I'organisme
grace aux arteres, tandis que le sang pauvre en oxygene et riche en gaz carbonique, effectue
son voyage de retour, des organes vers le ceeur grace aux veines. Artériole est le nom de I’artére
de petit diametre et venule est le nom de la veine de petit diameétre. Les capillaires relient les
arteres et les artérioles avec les veines et les vénules, et ils transférent également les gaz et les
nutriments du sang vers les tissus et vice versa (Awad et al., 2018).

Les vaisseaux sanguins sont généralement composes de trois couches concentriques : la couche
interne, la couche intermédiaire et la couche externe. La couche interne ou intima se compose
de cellules endothéliales squameuses tapissant la surface intérieure du vaisseau et de la
membrane élastique interne. La couche moyenne ou média abrite les cellules musculaires
lisses et la membrane élastique externe. La couche externe ou adventicia se compose de cellules
tissulaires adipeuses périvasculaires, de fibroblastes, de fibres de collagene et de terminaisons
nerveuses ; elle relie le vaisseau sanguin au tissu conjonctif environnant (Eble and Niland,

2009; Medvedev et al., 2006) (Figure 1).

L’¢épaisseur et la structure de chaque couche différent selon la taille et I’emplacement des
vaisseaux sanguins. Les grandes arteres contiennent un plus grand nombre de fibres élastiques
tandis que les arteres musculaires contiennent un plus grand nombre de cellules musculaires
lisses. Les capillaires ne contiennent que la couche endothéliale et une membrane basale avec

le tissu conjonctif (Pais et al., 2010).
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Figure 1: Structure des vaisseaux sanguins (McKinley et al., 2016).

2. Role de I’endothélium dans la régulation du tonus vasculaire

En 1980, Furchgott et Zawadzki ont démontré le phénomene de relaxation artérielle
dépendante de I’endothélium. L’acétylcholine induit la relaxation dans les anneaux d’artéres
en libérant le facteur relaxant dérivé de 1I’endothélium (EDRF) qui stimule la guanylyl cyclase
soluble responsable de la conversion de GTP en GMP cyclique. Plus tard, ’EDRF a été
identifié comme étant le monoxyde d’azote (NO) (Arnal et al., 1999). Le NO diffuse de
I’endothélium vers le muscle lisse sous-jacent ou il active la guanylyl cyclase soluble ; ce qui
entraine une augmentation du GMP cyclique intracellulaire et la relaxation du vaisseau sanguin
(Gryglewski et al., 1986; Rubanyi and Vanhoutte, 1986a).

L'affirmation "Vous avez I'4ge de votre endothélium™ est attribuée au Dr Rudolf Altschul,
ancien chef du département d'anatomie et de biologie cellulaire de [l'université de

Saskatchewan, au Canada, mais elle a été reprise par de nombreuses autres personnes et reflete
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les importantes contributions de I'endothélium a la physiologie et a la physiopathologie
cardiovasculaires (Altschul, 1954).

L’endothélium joue un role majeur dans la régulation du tonus vasculaire en impliquant
plusieurs mécanismes. De plus, différents médiateurs régulant le tonus vasculaire sont dérivés
de I’endothélium (Klein, 2013; Schalkwijk and Stehouwer, 2005). Les cellules endothéliales
détectent les stimuli mécaniques, tels que les variations de pression et les forces de cisaillement,
et les stimuli hormonaux, tels que les substances vasoactives. Elles libérent des agents qui
régulent la fonction vasomotrice, déclenchent des processus inflammatoires, interviennent dans
la mitogenése, 1’angiogenése, la perméabilité vasculaire, 1’équilibre des fluides et elles
participent activement et de maniére réactive a 1’hémostase. (Sacerdoti et al., 2015).
L’endothélium intervient dans la régulation du flux sanguin et de I’homéostasie en libérant des
molécules bioactives: les vasoconstricteurs (I’angiotensine 1l, les especes réactives de
I’oxygene, I’endothéline, les prostanoides vasoconstricteurs) et les vasodilatateurs (NO,
prostacycline, facteurs hyperpolarisant dérivés de 1’endothélium) en réponse a divers
neurotransmetteurs, hormones, composés vasoactifs et stimuli mécaniques (Sandoo et al.,
2010). L’altération de la régulation endothéliale de I’homéostasie vasculaire entraine une
dysfonction endothéliale qui contribue au développement des maladies cardio-vasculaires
(MCVs) pouvant entrainer des complications cardiovasculaires majeures comme le syndrome
coronaire aigu, ’accident vasculaire cérébral, ou les artérites périphériques (Lerman and

Zeiher, 2005).

2.1.  Facteurs relaxants dérivés de I’endothélium (EDRF)
2.1.1. Le monoxyde d’azote (NO)

Le NO est un puissant facteur vasodilatateur genéré par 1I’endothélium et diminuant le
tonus du muscle lisse vasculaire sous-jacent. C’est une molécule labile dont la synthese est

catalysée par ’enzyme NO synthase endotheliale (eNOS) a partir de L-arginine. La eNOS a
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besoin de plusicurs cofacteurs pour 1’oxydation inhabituelle de cinq électrons d’un azote du
groupe guanidine de L-arginine. Trois isoformes de la NOS ont éte identifiés : NOS endothélial
(eNOS), NOS neuronal (nNOS), et une forme inductible (iNOS) qui peut étre exprimée dans
le muscle lisse vasculaire aprés exposition a 1’endotoxine et aux cytokines pro-inflammatoires
(Tableau 1). Les analogues de la L-arginine se sont avérés utiles en tant qu’outils
pharmacologiques pour inhiber les actions de la NOS et réduire la synthése du NO (Arnal et
al., 1999; Joyner and Dietz, 1997; Moncada et al., 1989).

La eNOS inactive est liée a la cavéoline et se trouve dans de petites invaginations de la
membrane cellulaire appelées caveolae (Bucci et al., 2000; Michel and Feron, 1997). Lorsque
les niveaux intracellulaires de Ca?* augmentent, la eNOS se détache de la cavéoline et est active
(Bucci et al., 2000). Les inducteurs de la formation de NO tels que la bradykinine (BK),
I’acétylcholine (ACh), 1’adénosine triphosphate (ATP), 1’adénosine diphosphate (ADP), la
substance P et la thrombine peuvent stimuler la séparation de la eNOS et de la cavéoline en
libérant le Ca* du réticulum endoplasmique (Moncada and Higgs, 2006). Une fois que les
réserves intracellulaires Ca?* sont épuisées, un signal (jusqu’a présent non identifié) est envoyé
aux récepteurs membranaires pour ouvrir les canaux Ca®* permettant au Ca®* extracellulaire
d’entrer dans la cellule (Putney Jr, 1986 ; Schilling et al., 1992 ; Schilling and Elliott, 1992).
Ce processus est connu sous le nom de « store-operated Ca?* entry ». Le Ca?* s’attache a la
calmoduline protéique dans le cytoplasme de la cellule et la calmoduline se lie ensuite de
maniere réversible a la eNOS, ce qui permet aux électrons dérivés du NADPH d'étre transférés
sur le groupe héme de la NO synthase (Abu-Soud and Stuehr, 1993; Fleming and Busse, 1999).
La eNOS convertit ensuite la L-arginine en NO (Palmer et al., 1988a). Il est important de
souligner que ce mécanisme de production du NO dépend des niveaux de Ca?* intracellulaire
dans le réticulum endoplasmique ainsi que du Ca?* qui diffuse dans la cellule & partir des

réserves extracellulaires. Une réduction du Ca®* entraine la dissociation du complexe calcium-
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calmoduline de la eNOS, qui se lie a son tour a la cavéoline et devient inactivée (Sandoo et al.,

2010).

Le NO diffuse librement dans le muscle lisse sous-jacent ou il active la guanylyl cyclase soluble

(sGC). L'enzyme maintenant activée augmente le taux de conversion de la guanosine

triphosphate (GTP) en GMPc qui interagit a son tour avec la PKG. La PKG diminue le Ca?

cytosolique libre en inhibant la libération de l'inositol triphosphate (IP3) du réticulum

sarcoplasmique et son influx depuis les espaces extracellulaires via 1’activation du canal

BKca2*(Furchgott and Vanhoutte, 1989) La PKG facilite également I'absorption du Ca* dans

le réticulum sarcoplasmique (RS) par la phosphorylation du phospholamban (une protéine de

la membrane du RS) qui active a son tour la calcium-ATPase du RS (Gao, 2010). Cette

déplétion du Ca?* cytosolique dans le RS diminue I'activité de la kinase de la chaine Iégére de

myosine dépendante du calcium (MLCK), ce qui entraine l'interruption du processus

contractile et la relaxation du muscle lisse vasculaire (Zhao et al., 2015) (Figure 2)

Tableau 1 : Les isoformes de NOS (Huang, 2009)

Regulation
Output

Function
Biological processes

Phenotype of knockout mice

Calcium-CaM

Modarate (nM to M)
Signaling
Learning/memory
Neurotransmission
Autonomic functions

Normal central nervous systam
development

Pyloric stenosis

Resistance to stroke

Transcription

High [M]

Taxin
Inflammation
Immune defense

Susceplibility to infections
Resistance to seplic hypolension

Type 1 NOS Type 2 NOS Type 3 NOS
Common name nNOS iNOS aNOS
Cell type MNeurons Macrophages Endothelium
Chromosome 12 17 7
Expression pattern Constitutive Inducible Constitutive
Intracellular location Soluble, sarcolamma Soluble Cavenlae {membrane-associated)
Localization N-terminal PDZ domain NiA N-terminal myristoylation

Calcium-CaM
Phosphorylation

Low (pM to nM)
Signaling

Vasodilation

Call proliferation
Leukocyte adhasion
Thrombosis

Absence of EDRF
Hypertension

Increased vascular response Lo injury
Increased atherosclerosis
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Figure 2: Production du monoxyde d’azote par la NO synthase endothéliale
endothéliale (eNOS) et ses actions dans la cellule musculaire lisse vasculaire (Sandoo
et al.,, 2010). ACh= acétylcholine ; BK= bradykinine ; ATP= adénosine triphosphate ; ADP=
adénosine diphosphate ; SP= substance P ; SOCa?'= Canal calcique de réserve ; ER=
réticulum endoplasmic ; NO= monoxyde d’azote ; sGC= Guanylyl cyclase soluble ; cGMP=
guanosine-3’, 5-monophosphate cyclic ; MLCK= kinase de la chaine Iégére de la myosine.

La régulation complexe de la eNOS se produit a plusieurs niveaux. Les niveaux de I’ARNm-
eNOS sont contrdlés aux phases transcriptionnelles et post-transcriptionnelles, et les
mécanismes épigénétiques semblent moduler I’expression tissulaire spécifique de la eNOS
(Dudzinski and Michel, 2007). En effet, les cellules endothéliales expriment constitutivement
la eNOS et comme pour d’autres protéines constitutivement exprimées, le promoteur de la
eNOS n’a pas la boite TATA typique. Mais il a d’autres séquences multiples cis-régulation de
I’ADN comme la protéine SP-1, la protéine GATA, la protéine activatrice-1, la protéine
activatrice-2, le facteur nucléaire-1, les éléments de réponse au stress et les éléments de
régulation du stérol (Chatterjee and Catravas, 2008). Les niveaux de transcriptions de la eNOS
sont modifiés par le stress (Davis et al., 2001; Woodman et al., 2005), I’exercice (Sessa et al.,

1994; Yang et al., 2002) et I’hypoxie (Le Cras et al., 1996). La transcription de la eNOS chez
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I’humain est contrélée par deux domaines de régulation : les domaines de régulation positifs |
et Il (PRD I, PRD II). Ces domaines lient différents types de facteurs qui régulent la
transcription de la eNOS par interaction des complexes cis et trans (Searles, 2006). Les
domaines de régulation contiennent également les nucléotides differemment méthylés qui
restreignent la transcription de la eNOS en grande partie dans les cellules endothéliales
vasculaires (Chan et al., 2004). Le contrble post-transcriptionnel de I’ARNm de la eNOS est
médié par des ¢léments d’ARN a action cis situés dans des régions non traduites 5'- et 3'-
ARNm (5-UTR et 3’-UTR). Il dépend d'une combinaison des structures primaires et
secondaires de ces éléments d’ARN et de leur reconnaissance par des protéines de liaison a

I’ARN a action trans.

L’activit¢ enzymatique de la eNOS et sa localisation subcellulaire sont intimement
commandées par des modifications post-translationnelles comprenant I’acylation des acides
gras, la disponibilité du substrat et du cofacteur, le degré de phosphorylation, la s-nitrosylation,
I’acétylation et les interactions protéine-protéine (Qian and Fulton, 2013). Les multiples stimuli
extracellulaires affectant la fonction de la eNOS coordonnent leurs efforts grace a ces
modifications clés pour contréler dynamiquement I’activité de la eNOS et la biodisponibilité

du NO dans la paroi du vaisseau sanguin (Dudzinski and Michel, 2007) (Figure 3).
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Figure 3: Régulation de la eNOS (Huang, 2009). La eNOS peut étre affectée a plusieurs
niveaux, y compris (i) TARNm eNOS ou I'expression protéique; (ii) la disponibilité de L-
arginine, son substrat, qui pourrait étre concurrencé par 'ADMA, iii) la disponibilité de ses
cofacteurs, dont le BH4, pour lequel GTP cyclohydrolase catalyse I'étape limitant sa
formation ; iv) les interactions protéine-protéine, par exemple avec la cavéoline (inhibiteur;
rouge) ou hsp90 (stimulant; vert); v) les modifications post-translationnelles, telles que la
phosphorylation de la S1177 par Akt et d’autres kinases (stimulantes; vertes); et (vi) la réaction
du NO avec I'anion superoxyde pour donner I'anion peroxynitrite. ADMA, diméthyl arginine
asymeétrique ; BH4, tétrahydrobioptérine ; eNOS, oxide nitrique synthase endothéliale ; GTP,
guanosine 5'-triphosphate ; hsp90, protéine de choc thermique 90 ; NO, monoxyde d’azote ;
07, anion superoxyde ; OONO-, anion peroxynitrite; PKG, protéine kinase G ; SOD,
superoxyde dismutase.

2.1.2. L’hyperpolarisation dérivée de I’endothélium (EDH)

L'EDH induit une vasorelaxation qui résiste aux inhibiteurs L-nitroarginine méthyl ester
(LNAME) et indométacine (inhibiteurs de I'eNOS et des cyclooxygénases, respectivement)
(Takaki et al., 2008). L'EDH n'est pas un agent unique, mais plutét un groupe de facteurs
diffusibles (ions K+, H202, H2S, CO, ROS, différents peptides et dérivés de la voie COX, LOX
et cytochrome p-450) influencant [l'action de différents canaux K+ provoquant
I'nyperpolarisation des SMCs (El Assar De La Fuente et al., 2012). La nature chimique et la

puissance de 'EDH déependent de la localisation et de la taille des différentes artéres. En effet,

la contribution de I'EDH a la régulation du tonus vasculaire augmente lorsque le diametre de

Theése de Doctorat
Université de Strasbourg/Université d’Abomey-Calavi



I'artére diminue (Leung and Vanhoutte, 2017). L'EDH fonctionne principalement par deux
voies, la voie diffusible et celle médiée par le contact.

Le mécanisme diffusible est caractérisé par la diffusion de différents agents (ions K+, acides
époxy eicosatriénoiques (EET), peptide natriurétique de type C, H20> et H,S) des CEs vers les
SMC adjacents, ce qui entraine l'activation du canal BKca?* et rend les SMC hyperpolarisés
(Goto et al., 2018).

Le mécanisme médié par le contact implique quant a lui I'activation des canaux SKca?" et 1Kca?*
en réponse a l'augmentation du Ca?* intracellulaire dans les CE et le transfert direct de
I'nyperpolarisation des CE aux SMC via les jonctions gap myoendothéliales (MEGJs) (Félétou
and Vanhoutte, 2009; Goto et al., 2018). En effet, I'activation des canaux SKca?* et 1Kca?* dans
les cellules endothéliales entraine une hyperpolarisation des CE en augmentant les ions K* dans
I'espace extracellulaire entre I'endothélium et les SMCs, activant ainsi les canaux K* a
redressement vers l'intérieur (Kir) et la Na*/K*-ATPase, ce qui rend les SMCs hyperpolarisées

(Garland et al., 2011) (Figure 4).

(a) (b) (c)
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Adrenergic

Myondothelial
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Cx40
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Microdomain:
K., channel
Na‘,K*-ATPase
IP, receptor
TRPV4 channel

Figure 4 L’hyperpolarisation dépendante de I’endothélium stimule la dilatation locale
(Garland and Dora, 2017). Les agonistes libérés de maniére autocrine ou paracrine activent
les récepteurs des cellules endothéliales (EC) pour stimuler 'EDH (a, b). Dans les exemples
d’ACh, ATP et ADP, chacun lie son récepteur couplé aux protéines G associé a la formation
d’IP3 pour la libération de Ca?", et I'afflux de Ca?*. Les canaux KCa sont activés ; en particulier,
les canaux IKCa alignés dans le microdomaine myoendothélial [dessiné en jaune dans le
panneau (c)]. Le passage du courant via les jonctions gap myoendothéliales (MEGJs) ou la
diffusion d'un facteur tel que le K* peut hyperpolariser les cellules musculaires lisses (SMCs),
fermer les canaux Ca?* voltage-dépendants et relacher les cellules. Certains agonistes se lient
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aux récepteurs des SMCs pour stimuler I'hyperpolarisation ; par exemple, les catécholamines
stimulent les b-adrénocepteurs qui se couplent via la PKA aux canaux Karp.
L'hyperpolarisation dépendante des EC et des SMCs peut conduire & une dilatation médiée,
dans les artéres et artérioles ou les jonctions gap homo- et hétérocellulaires sont patentes et
ou I'endothélium peut servir de conduit pour le passage du courant (b). Dans tous les cas, le
K* libéré par les cellules peut agir sur les canaux Kir et stimuler le Na*, K*-ATPase, chacun
d'eux stimulant une hyperpolarisation supplémentaire. EC, cellules endothéliales ; SMC,
Cellule musculaire lisse ; Karp, Canal potassique sensible a I'ATP ; Kca, Calcium-activated
potassium channel ; Kig, inwardly rectifying potassium channel.

2.1.3. La prostaglandine (PGI>)

En 1976, alors qu’ils recherchaient I’enzyme qui génére un prostanoide instable le
thromboxane Az (TXA:) a partir d’acide arachidonique (AA), Moncada et al. ont découvert la
prostaglandine I> (PGI2) et I'ont rebaptisé prostacycline (Moncada et al., 1976). La
prostacycline fait donc partie de la famille des médiateurs lipidiques de la prostaglandine
dérivée de I’acide arachidonique, « la cascade d’acide arachidonique », dont il y a maintenant
environ 90 membres (Vane and Botting, 1995). Il est le principal produit de la cyclooxygénase
(COX) qui catalyse le métabolisme de 1’acide arachidonique dans 1’endothélium vasculaire
(Cheng et al., 2002a). C’est un puissant inhibiteur de 1’activation des plaquettes par tous les
agonistes reconnus et un vasodilatateur.

La premiere étape de la synthése de la prostacycline consiste a libérer I’acide arachidonique.
L’acide arachidonique n’est normalement pas libre dans les cellules mais acétylé dans les
membranes phospholipidiques. La voie la mieux étudiée pour la libération de 1’acide
arachidonique implique la phospholipase A2 (PLA2) (Figure 5). Il existe de multiples formes
de phospholipase Az ; mais les formes cytosoliques (CPLA>) et, dans certaines circonstances,
les PLA: indépendant du calcium (iPLA?) conduisent a la libération de I’acide arachidonique
dans les cellules endothéliales (Mitchell et al., 2015). L’acide arachidonique peut également
étre libéré par une deuxieme voie. Aprés que la phospholipase C clive un groupe d’inositol

triphosphate, donnant le diacylglycérol (DAG), il peut alors étre hydrolysé par les lipases en

monoacylglycérol et ensuite libérer I’acide arachidonique et le glycérol (Mitchell et al., 2015).
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La deuxieme étape dans la formation de prostacycline est le métabolisme de 1’acide
arachidonique par la COX en deux étapes. Premierement, 1’acide arachidonique est converti en
PGG; par une réaction d’oxygénase, puis dans la deuxi¢me étape, en PGH2 par une réaction de
peroxydase. La troisieme et derniere étape de la synthese de la prostacycline est le métabolisme

de PGH: par la prostaglandine synthase (PGIS) (Chlopicki and Gryglewski, 2004).

/ A*A

Phospholipase A,

Prostacyclin synthase Thromboxane synthase
l PGE, synthase/isomerase l,
Prostacyclin (PGl,) Thromboxane (TXA)
v
Cide Prostaglandin E, (PGE,)

Figure 5: Synthése de la prostacycline (Mitchell et al., 2015). La prostacycline (PGl,) est
synthétisée a partir de I'acide arachidonique (AA) par les actions concertées des enzymes
cyclo-oxygénase (COX) et prostacycline synthase. AA est libéré des phospholipides
plasmatiques par des enzymes phospholipases ou il est métabolisé en prostaglandine (PG)H-
par les COX. PGH; est ensuite métabolisé par la prostacycline synthase en PGl;, par la PGE:
synthases/isomérases en PGE; ou par le thromboxane synthase en thromboxane (TXA>).

La prostacycline est une hormone cardioprotectrice centrale. Ses principaux effets sont
I’inhibition de 1’activation des plaquettes réduisant ainsi le risque de thrombose, la
vasodilatation, la réduction du remodelage vasculaire des cellules musculaires lisses,
I’absorption du cholestérol par stimulation de la cholestérol ester hydrolase (I'enzyme qui
convertit 1’ester de cholesterol en cholestérol libre pour le mobiliser hors des cellules) , la
gastroprotection, et I’athéroprotection par I’inhibition de 1’adhérence des cellules tumorales

(Nakayama, 2006). L’activité vasodilatatrice de la prostacycline est médiée par le récepteur
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couplé a la protéine G de surface cellulaire specifique aux tissus, le récepteur IP (Coleman,
1994; Hirata and Narumiya, 2011; Woodward et al., 2011). Dans le compartiment
extracellulaire, la prostacycline se lie au récepteur IP et I’active; le récepteur de la
prostacycline se couple principalement a la protéine Goas hétérotrimérique, ce qui conduit a
I'activation de I'adénylyl cyclase, a I'accumulation du second messager AMPCc et a I'activation
de son principal effecteur intracellulaire, la protéine kinase dépendante de 'AMPc (PKA),
provoquant ainsi une relaxation du muscle (Coleman, 1994; Kukovetz et al., 1979; Pluchart et

al., 2017).

2.2. Les facteurs contractants dérivés de I’endothélium (EDCF)

L'endothélium peut moduler le tonus du muscle lisse vasculaire sous-jacent par la
synthese et la libération de puissants vasorelaxants (facteurs relaxants dérivés de I’endothélium
; EDRF) et de facteurs vasoconstricteurs (facteurs contractants dérivés de 1’endothélium ;
EDCF). Sous divers stimuli physiques et chimiques tels que la noradrénaline, la thrombine,
I'nypoxie, I'étirement mécanique et les hormones circulantes (De Mey and Vanhoutte, 1983,
1982; Rubanyi and VVanhoutte, 1986b), les cellules endothéliales peuvent produire des facteurs
contractants tels que : le thromboxane Az (TXAz), la prostacycline (PGI2), les espéces réactives
de I’oxygene, I’Endothéline-1 (ET1) et I’ Angiotensine IT (Ang I1) (Lscher et al., 1992; Puddu

et al., 2000; Vanhoutte et al., 2005) (Figure 6).
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Figure 6 : Facteurs contractants dérivés de I'endothélium (Vanhoutte et al., 2005). Dans
certaines conditions, les cellules endothéliales, lorsqu'elles sont activées par des médiateurs
neurohumoraux, soumises a un étirement soudain ou exposées a l'ionophore Ca?* A23187,
liberent une ou plusieurs facteurs vasoconstricteurs, appelés facteurs contractants dérivés de
I'endothélium (EDCF), qui diffusent vers le muscle lisse vasculaire sous-jacent et initient sa
contraction. AA = acid arachidonique, ACh = acétylcholine, ADP = adénosine diphosphate,
ET = endothéline, 5-HT = b5-hydroxytryptamine, M= récepteur muscarinique, P=
purinocepteur.

2.2.1. Les espéces réactives de ’oxygene (ROS) et le stress oxydatif

Dans des conditions physiologiques normales, les espéces réactives de I'oxygene (ROS)
sont les sous-produits du métabolisme en condition aérobie et sont des molécules de
signalisation importantes dans les processus biologiques pour le fonctionnement normal des
cellules. Les ROS incluent I’anion superoxyde (O2™), le peroxyde d’hydrogéne (H20>) et le
radical hydroxyle (OH") (Schieber and Chandel, 2014). Les principaux effets des ROS
comprennent la régulation de la croissance et de la différenciation cellulaire, la modulation de
la production et de la dégradation de la matrice extracellulaire, I'inactivation du NO et la

stimulation de nombreuses kinases sensibles aux stress oxydant (Paravicini and Touyz, 2006).

Les ROS sont produits par tous les types de cellules vasculaires, y compris les cellules
endothéliales, musculaires lisses et elles peuvent étre formés par de nombreuses enzymes. Les

ROS intracellulaires proviennent de plusieurs sources, y compris la chaine mitochondriale de
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transport d'électrons, les cytochrome P-450 oxygénases, la xanthine oxydase (XO), les
lipoxygénases, les cyclooxygénases, la NOS non couplée et la NADPH oxydase (Paravicini

and Touyz, 2006; Zinkevich and Gutterman, 2011) (Figure 7).

Le terme « stress oxydatif » est définit comme étant un déséquilibre entre des niveaux de ROS
chroniquement élevés et des antioxydants. Déséquilibre qui est associé a des maladies
cardiovasculaires. Les ROS agissent directement comme EDCF ou potentialisent indirectement
les réponses médiées par I’lEDCF en réduisant la biodisponibilité du NO et en activant la COX
dans les cellules musculaires lisses vasculaires (Wong and Vanhoutte, 2010). Les anions
superoxydes peuvent indirectement amplifier les réponses médiées par EDCF en réduisant la
biodisponibilité du NO (Macarthur et al., 2008). En effet, ils réagissent chimiquement avec le
NO, entrainant la formation de peroxynitrites oxydants puissants qui présentent un large
éventail d'effets dommageables pour les tissus, notamment la peroxydation des lipides,
I'inactivation des enzymes et des canaux ioniques par I'oxydation et la nitration des protéines,

et I'inhibition de la respiration mitochondriale. (Félétou et al., 2012).
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Figure 7 : Formation de radicaux libres dérivés de I'oxygéne pertinents pour les
réponses dépendantes de I'endothélium (Wong and Vanhoutte, 2010). Les anions
superoxyde (O?) peuvent étre générés a partir de I'oxygéne moléculaire par l'action de
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diverses enzymes. O% peut réagir avec NO pour former du peroxynitrites (ONOO"). Il peut
également étre converti en peroxyde d'hydrogéne (H20,) par la superoxyde dismutase (SOD).
H.0O- peut étre transformé en radicaux hydroxyles par des ions ferreux ou converti en H,O par
la catalase et le glutathion. Tiron élimine I'O2™ a l'intérieur des cellules. DETCA inhibe la SOD.
La déféroxamine est un chélateur du fer qui élimine les radicaux hydroxyles. L-NAME inhibe
NO synthase. MNTMPYP est un mimétique superoxyde dismutase/catalase. DETCA = acide
diéthyldithiocarbamique ; GSH = glutathion ; GSSG = disulfure de glutathion ; L-NAME = N“-
nitro-L-arginine méthyl ester ; MNTMPYP = Mn (lll)tétrakis(1-méthyl-4-pyridyl) porphyrine ; NO
= monoxyde d’azote ; tiron = Acide 4,5-dihydroxy-1,3-benzéne disulfonique.

2.2.2. L’Angiotensine II (Ang II)

Le systeme rénine-angiotensine (RAS) inclut I’angiotensinogéne synthétisé par le foie
qui est converti en Angiotensine | par la rénine, une protéase principalement produite a partir
des cellules juxta-glomérulaires du rein. L'enzyme de conversion de I'Ang | (ACE), une
dipeptidyl carboxypeptidase principalement produite par les cellules endothéliales au niveau
du poumon, hydrolyse I'Ang | en Ang Il (Arumugam et al., 2016). L'angiotensine Il est une
hormone pléiotrope qui influence la fonction de nombreux types de cellules et régule de
nombreux systemes ; c’est la principale hormone effectrice du systéme rénine-angiotensine.
Dans le systeme cardiovasculaire, c'est un vasoconstricteur puissant qui augmente la résistance
vasculaire périphérique et éléve la pression artérielle (Nguyen Dinh Cat and Touyz, 2011).
L'angiotensine 1l agit principalement en activant deux récepteurs différents : ATiR et AT2R.
Le récepteur sensible au losartan a été appelé récepteur AT{R (récepteur de I'angiotensine 11 de
type 1). C’est un GPCR hétérotrimérique (récepteur couplé a la protéine G) car il généere de
I’IP3 et du diacylglycérol, entrainant respectivement une élévation intracellulaire du Ca?* et
une activation de la protéine kinase C tandis que le récepteur insensible au losartan a été appelé
récepteur AT2R ; son couplage aux protéines G reste incertain (Eguchi Satoru et al., 2018). Le
récepteur AT<R est responsable de la plupart des effets connus de I'Ang |1, qui comprennent la
vasoconstriction, la croissance cellulaire, la génération du stress oxydatif et de I'inflammation,
I'nypertrophie vasculaire et cardiaque et la stimulation de la sécrétion d'aldostérone entre autres
(Iwai and Horiuchi, 2009) (Figure 8). L'action vasoconstrictrice de I'AT{R est médiée par

l'activation des canaux Ca®* voltage dépendant, de la phospholipase C (PLC), de la
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phospholipase D (PLD) et de la phospholipase Az (PLA2). De plus, le récepteur AT1R active
la cascade de kinases régulées par le signal extracellulaire (ERK), le facteur de croissance
dérivé des plaquettes (PGRF), le facteur de croissance épidermique (EGRF), la voie du
récepteur de l'insuline, les tyrosines kinases et la voie MAPK liée a la famille des protéines
Src, latyrosine kinase 2 riche en proline, la kinase d'adhésion focale et les Janus kinases (JAK).
Une production accrue de ROS est également associée a I'AT1R via I'activation de la NADPH
oxydase (Touyz and Schiffrin, 2000)

Le récepteur AT2R quant a lui est fortement exprimé dans le feetus en développement, mais
son expression est tres faible dans le systeme cardiovasculaire du sujet adulte (Lemarié and

Schiffrin, 2010).
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Figure 8: Le rble de la stimulation des récepteurs AT:R dans I'hypertension et
I’altération d’organes cibles (Iwai and Horiuchi, 2009). NO = nitric oxide; CKD = chronic
kidney disease.

2.2.3 Thromboxane A: et Prostaglandine
Le thromboxane Az (TXA?) et la prostacycline (PGI.) sont des métabolites de I'acide

arachidonique. Le thromboxane A> (TXA2) appartient a la famille des lipides appelés
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eicosanoides, qui sont genérés par lI'action séquentielle de trois enzymes : la phospholipase Az,
la COX-1/COX-2 et la TXA2 Synthase (TXAS) (Rucker and Dhamoon, 2021). Le TXA: a été
décrit a I'origine comme étant libéré par les plaquettes et est maintenant connu pour étre libéré
par une variété d'autres cellules, y compris les macrophages, les neutrophiles et les cellules
endothéliales, tandis que la prostacycline (PGIz) est le principal produit du métabolisme
catalysé par la cyclooxygenase (COX) a partir de I'acide arachidonique dans I'endothélium
vasculaire (Cheng et al., 2002b). L'acide arachidonique (AA) est converti en prostaglandine G2
(PGGy2) puis en prostaglandine intermédiaire instable H, (PGH) par la cyclooxygénase-1
(COX-1) ; rapidement, la PGH> instable est isomérisée en TXA: par la TXA2 synthase (TXAS)
dans les plaquettes (Li et al., 2019). Cependant, la PGH> peut également étre isomérisée en
prostacycline (PGI2) et prostaglandine E2 (PGE?) respectivement par les prostaglandines | et E

synthases (PGIS, PGES) (Wong, 2019) (Figure 9).

Membrane phospholipids
f Phospholipase A2 (PLA;)

Arachidonic acid { AA)
I-I Dioxygenase
Prostaglandin G2 (PGG,) Cyclooxygenase
| Peroxidase
Prostaglandin H2 (PGH,)

[ Tissue-specific synthase
[ I ]

Platelets Endothelium Smooth muscle
L I[hm?.]l.b;::]ia;e = L Prostacyclin (PGI) Prostaglandin F2a (PGF2,)

Prostaglandin E2 (PGE,)

Figure 9: La voie de l'acide arachidonique et le réle de la cyclooxygénase dans la
synthése des prostaglandines (Wong, 2019).
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Bien que la PGI. entraine généralement une vasodilatation par activation de la voie du
récepteur IP/adénylate cyclase (AC)/AMPc, les réponses des PGl sont altérées dans certaines
conditions, notamment I'nypertension et le diabete (Matsumoto et al., 2015). En effet, dans les
artéres des sujet hypertendus, principalement PGl,, TxA2 et PGH> médient les réponses EDCF
(en rouge). En plus de ces prostanoides, PGE. et PGF,, peuvent également se comporter
comme EDCF dans les arteres des sujets diabétiques (en bleu) (Figure 10). PGD2 un autre
EDCF a des effets moins significatifs par rapport aux autres prostanoides. La COX génére des
ROS. Les ROS sont considérés comme des EDCF eux-mémes ainsi que comme des
amplificateurs/modulateurs des réponses EDCF, car les ROS activent davantage les COX
endothéliales et des muscles lisses et augmentent la production d'isoprostanes via I'AA, ce qui
entraine l'activation des récepteurs des prostanoides. L'activiteé COX est régulée et renforcée

par plusieurs amplificateurs/inducteurs dans I'hypertension et le diabéte.
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Figure 10 : Principales voies de signalisation médiées par EDCF (Matsumoto et al., 2015).

Les endothélines sont une famille de peptides, qui comprend I'endothéline-1 (ET-1),

un peptide sécrété principalement par les cellules endothéliales vasculaires,

I'endothéline-2 (ET-2) et I'endothéline-3 (ET-3), chacune contenant 21 acides aminés. ET-1 est

I'isoforme

prédominante exprimée dans le systeme vasculaire et le vasoconstricteur le plus puissant

Theése de Doctorat

Université de Strasbourg/Université d’Abomey-Calavi



actuellement connu (Agapitov and Haynes, 2002). Les ET interagissent avec deux récepteurs
distincts couplés aux protéines G, I'ETa et I'ETg, qui ont été identifiés deux ans apres la
découverte des peptides endogenes en 1988 (Maguire and Davenport, 2015; Yanagisawa et al.,
1988). Les récepteurs ETA sont situes principalement dans les cellules musculaires lisses
vasculaires (VSMC), ou ils sont responsables d'une puissante contraction vasculaire, d'une
prolifération cellulaire et d'un effet pro-inflammatoire (Kowalczyk et al., 2015). Les
récepteurs ETB comprennent deux sous-types : ETB1, qui est exprimé sur les cellules
endothéliales et évoque une vasodilatation médiée par NO, et ETB2, également présent dans
les VSMC, qui provoque une contraction (Hynynen and Khalil, 2006; Yanagisawa et al., 1988).
On sait que I'ET-1 stimule la production de ROS, principalement des anions superoxydes (Oz
), et conduit par conséquent au développement d'un stress oxydant. Certaines études ont montré
que le stress oxydant causé par I'ET-1 est associé a I'augmentation de la peroxydation lipidique
et a la réduction des groupes intracellulaires de GSH (glutathion) et SH (Kowalczyk et al.,
2015). L'ET-1 contribue au développement de processus inflammatoires dans la paroi
vasculaire. L'ET-1 est aussi associé a une réponse inflammatoire impliquant I'activation de
facteurs de transcription tels que NF-kB et l'expression de cytokines pro-inflammatoires, y

compris TNF-a, IL-1 et IL-6 (Yeager et al., 2012) (Figure 11).
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Figure 11: Modele de la voie de signalisation ET-1 dans le systéme vasculaire rénal
(Maguire and Davenport, 2015). La principale source de production d'ET-1 est I'endothélium
vasculaire, bien gu'il soit également produit par d'autres types de cellules dans le rein, y
compris les cellules épithéliales. ET-1 est synthétisé dans les vésicules sécrétoires de la voie
constitutive. Prépro-ET-1 est transformé en proET-1 par I'action d'une furine convertase. La
proET-1 est ensuite transformée en peptide mature et biologiguement actif ET-1,
principalement par l'action de I'ECE-1, bien gu'une seconde enzyme apparentée, I'ECE-2,
puisse également jouer un réle, en particulier dans des conditions de pH acides. ET-1 est
également libéré par les corps de Weibel-Palade en réponse a des stimuli externes. L'ET-1
libéré provoque la contraction du muscle lisse sous-jacent, principalement via I'ETA. Le
complexe ligand-récepteur subit ensuite une internalisation a I'endosome avant le recyclage
du récepteur a la surface cellulaire.
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Chapitre 2 : Dysfonction endothéliale et
hypertension artérielle
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1. Maladies cardiovasculaires et hypertension artérielle

Les maladies cardiovasculaires (MCV) sont lI'une des principales causes de déces dans
le monde. On estime que 55 millions de déces sont survenus dans le monde en 2017, dont 17,7
millions dues aux maladies cardiovasculaires (Yusuf et al., 2020). L'hypertension artérielle est
la principale cause de maladies cardiovasculaires et de déces prématurés (Mills et al., 2020).
Elle est la cause de 50 % des décés dus aux accidents vasculaires cérébraux et 45 % des déces
dus aux maladies cardiaques (WHO, 2013). Elle est diagnostiquée lorsque la pression artérielle
systolique d'une personne au cabinet ou a la clinique est > 140 mm Hg et / ou que sa pression
artérielle diastolique est > 90 mm Hg apres un examen répété (Unger et al., 2020). En raison
de l'utilisation répandue des antihypertenseurs, la pression artérielle moyenne globale est restée
constante ou a légérement diminuée au cours des quatre derniéres décennies. En revanche, la
prévalence de I'hypertension a augmentée, en particulier dans les pays a revenu faible et
intermédiaire (PRFI) ; en moyenne, environ 1 adulte sur 3 dans ces pays est hypertendu (Mills
et al., 2020; Sarki et al., 2015). Les conséquences de I’HTA sur la composante vasculaire sont
différentes selon que I’on s’intéresse aux petites arteres de resistances ou aux artéres de
conduction. Les artéres de résistances subissent trois types de phénomenes a savoir un
remodelage concentrique dit eutrophique, définit comme étant une réorganisation de la méme
quantité de tissus autour d‘un diamétre plus petit ; une raréfaction du lit artériolaire et capillaire,
c‘est-a-dire une densité diminuée par unité pondérale de tissu perfusé et une atteinte précoce
de la fonction endothéliale, avec diminution de la biodisponibilité du monoxyde d‘azote (NO)
(Boutouyrie and Laurent, 2004; Struijker-Boudier et al., 2007). Au niveau des arteres de
conductance on observe une hypertrophie excentrique une augmentation de rigidité et une perte
de compliance. Tout cela entraine une augmentation des résistances periphériques, une
altération des capacités de vasodilatation et une ischémie tissulaire dans des cas critiques

(Struijker-Boudier et al., 2007). De plus, les recherches ont souleve la possibilité que les
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changements liés a l'inflammation dans la microcirculation puissent étre des événements
précoces, voire primaires, non seulement dans le développement des lésions du cceur en tant
qu’organe mais aussi dans le développement de I'HTA elle-méme (Arroyo et al., 2021;

Suematsu et al., 2002; Intengan and Schiffrin, 2001).
2. Hypertension artérielle au Bénin

Situé en Afrique de I'Ouest sur le golfe de Guinée entre 6 et 12 degrés nord, le Bénin
couvre une superficie de 114763 km?. C’est un pays a revenu intermédiaire inférieur, qui n'a
pas été épargné par I’augmentation de la prévalence de I’HTA. En effet, des études réalisées
de juillet a aot 2008 dans les 12 départements du Bénin sur 6853 personnes, agees de 25 a
64 ans ont montré que la prévalence de I’HTA était de 27,9 % (Houinato et al., 2012). D’autres
études ont été réalisées en 2015 sur 1777 personnes de plus de 25 ans dans la population de
Tanve, un milieu rural a 150 km au nord de Cotonou et sur 717 personnes agées de 18 a 64 ans
dans la région atlantique du Bénin. Ces études ont montré une prévalence de 1’hypertension
artérielle qui atteint 32,9 %, dans la population de Tanve et 33,9 % dans la région atlantique
(Desormais et al., 2019; Houssou et al., 2020). Des études ont été aussi réalisées dans le marché
de Dantokpa, le plus grand marché du Bénin, situé dans le département du littoral. 255 femmes
ont été inscrites a I'étude, dont 1'4ge moyen était de 41,6 £ 12,13 ans avec des extrémes de 18
et 84 ans. Les résultats ont montré que 114 femmes (34 %) souffraient dHTA (Mama Cisse et

al., 2020).
3. Modé¢le d’hypertension

Le modele animal idéal pour la recherche sur I'hypertension devrait avoir une anatomie,
une circulation hémodynamique et une physiologie cardiovasculaire de type humain et
développer les caractéristiques et les complications de la maladie humaine. Inévitablement,
aucune espéce ne peut répondre de maniére cohérente a tous ces criteres et d'autres contraintes

dictent souvent le choix des modeéles animaux pour des applications de recherche (Lerman et
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al., 2005). Les modeles animaux d'hypertension peuvent étre classés en fonction de I'étiologie,
selon qu’il s’agisse de 1’hypertension primaire ou secondaire. (Leong et al., 2015) (Error! R
eference source not found.). L hypertension primaire plus fréquent est due a une dérégulation
des systemes qui régulent normalement la pression artérielle tandis que 1’hypertension

secondaire plus rare survient a la suite d’une maladie, une anomalie ou une pathologie

particuliére.
SECONDARY ESSENTIAL HYPERTENSION
HYPERTENSION |
Pharmacological Environmental ;
Physical models g Genetic models
models models
* 2 kidneys-1 clip * Deoxycorticosterone ¢ Flashing lights * Inbred
(2K-1C) acetate (DOCA) * Loud noises * Consomic
* 2 kidneys-2 clips * Angiotensin I * Oscillating cages * Congenic
(2K-2C) * N-nitro-L-arginine * Extreme * Gene knockout
* 1kidney-1 clip methyl ester (L-NAME) temperatures

(1K-1C)
*  Microembolization
* Cellophane wrap

Figure 12 : Différents types de modéles animaux pour I'hypertension primaire ou
essentielle et secondaire (Lin et al., 2016).

La souche SHR (Rats spontanément hypertendus) est la souche génétique du rat hypertendu.
SHR est un animal de choix pour I’étude des antihypertenseurs et la recherche médicale sur
I'nypertension expérimentale car il simule étroitement I'hypertension essentielle (Leong et al.,
2015). Les mécanismes génétiques de I'hypertension chez SHR ont été attribués a des
altérations neurales et vasculaires. Les variations individuelles du fond génétique du SHR
peuvent influencer I'évolution de I'hypertension et son effet sur les organes (Pinto et al., 1998),
mais au moins 3 genes majeurs sont impliqués dans le développement précoce de

I'nypertension : 3 QTL (loci de trait quantitatif) identifiés sur les chromosomes 1, 3 et 4 , tandis
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qu'un QTL supplémentaire identifié sur le chromosome 10 contribue au développement et

maintien de I'hypertension au cours du vieillissement chez SHR (Yamori, 1999).

Différentes méthodes expérimentales sont utilisées pour induire 1’hypertension artérielle. Les
minéralocorticoides ou leurs dérivés synthétiques, y compris le DOCA (Acétate de
désoxycorticostérone), sont utilisés avec le chlorure de sodium chez les rats nephrectomisés
unilatéraux pour induire une hypertension (Selye et al., 1943). La sécrétion de la rénine est
freinée et la réabsorption de fluide est augmentée, produisant ainsi un modele d’hypertension

faible en rénine (Williams Stephen K. and Ogedegbe Gbenga, 2012).

L'hypertension induite par I'Angiotensine Il est I'un des modéles pharmacologiques
d'hypertension les plus largement utilisés chez le rat. Le systeme rénine-angiotensine (RAS)
joue un réle fondamental dans I'noméostasie normale du sodium et de I'eau (Crowley et al.,
2006). En conséquence, I'un des modeéles précliniques d'hypertension les plus largement
utilisés, en particulier chez les rongeurs, est la perfusion sous-cutanée a long terme d'Ang 1.
L'utilitt de ce modele provient en partie de la ressemblance avec certaines formes
d'hypertension humaine. Le RAS est largement activé dans I'hypertension artérielle essentielle
chez ’'Homme, et le niveau d'élévation de la pression artérielle atteint avec des doses
couramment utilisées d'Ang Il chez la souris est comparable a celui observé dans I'hypertension
non contrdlée de stade 2. Aprés 4 semaines de perfusion d'Ang Il a long terme chez des souches
de rongeurs sensibles, les dommages aux organes cibles sont assez similaires a ceux observés
chez les patients humains présentant des élévations prolongées de la pression artérielle, y
compris une hypertrophie cardiaque, un remodelage vasculaire et une maladie rénale chronique
(Crowley et al., 2011, 2008, 2006; Guzik et al., 2007). Le modele de perfusion Ang Il a été
utilisé dans les premieres études qui caractérisaient les fonctions du RAS chez le chien (Cowley
a. W. etal., 1971; Olsen et al., 1985). Mais a éte adapté pour une perfusion sous-cutanee a long

terme chez les rongeurs. Chez les rongeurs, les rats développent des lésions des organes cibles

Theése de Doctorat
Université de Strasbourg/Université d’Abomey-Calavi



en réponse a I'Ang Il plus facilement que les souris et peuvent étre plus facilement mis en
ceuvre chirurgicalement avec des dispositifs de surveillance de la pression artérielle. D'autre
part, les souris se reproduisent plus rapidement, présentent un début rapide d'hypertension et
se prétent au ciblage génétique méme au sein de lignées cellulaires sélectionnées (Lerman et

al., 2019).

4. Dysfonction endothéliale

L’endothélium est un constituant important des vaisseaux sanguins qui joue un role
essentiel dans I'noméostasie cardiovasculaire en régulant la fluidité sanguine et la fibrinolyse,
le tonus vasculaire, I'angiogenése, I'adhésion monocyte / leucocyte et I'agrégation plaquettaire.
En raison de ses jonctions cellule a cellule spécialisées étroites, I'endothélium forme une
barriere qui limite sélectivement le mouvement des macromolécules (Rahimi, 2017). Un
équilibre critique entre les facteurs de relaxation et de contraction dérivés de I'endothélium
maintient I'noméostasie vasculaire. Lorsque cet équilibre est perturbé, il prédispose le systéme
vasculaire a la vasoconstriction, a l'adhérence des leucocytes, a l'activation plaquettaire, a la
mitogenése, au stress oxydant, a la thrombose, a I'inflammation vasculaire et aux maladies
cardiovasculaires : ¢’est la dysfonction endothéliale (Grover-Paez and Zavalza-Gémez, 2009;
Sun et al., 2016). Le terme dysfonctionnement des cellules endothéliales a été utilisé pour la
premiére fois pour décrire une adhésivité excessive de I'endothélium aux plaquettes (Gimbrone,
1980). Une compréhension plus large de la dysfonction endothéliale a permis de la caractériser
par une vasodilatation et une vasoconstriction déséquilibrée, une augmentation des espéces
réactives de l'oxygene (ROS) et des facteurs pro-inflammatoires, ainsi qu'un déficit de la

biodisponibilité du NO (Sun et al., 2020).
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Figure 13 : Athérogenese due a une dysfonction endothéliale (Grover-Paez and Zavalza-
Gbémez, 2009). ATiR, Récepteur de l'angiotensine |; eNOS, oxyde nitrigue endothéliale
synthase ; EPC, cellules progénitrices endothéliales ; ICAM-1, molécule d'adhésion
intercellulaire-1; IL-6, interleukine 6 ; IL-8, interleukine 8 ; MCP, protéine chimio attractive des
monocytes ; MMP, métalloprotéinase matricielle; NADPH, nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate ; PAI-1, inhibiteur de l'activateur du plasminogéne-1; ROS, espéces réactives de
'oxygene; SMC, cellule musculaire lisse; VCAM-1, protéine d'adhésion cellulaire vasculaire
1; VSM, cellule musculaire lisse vasculaire.

5. Dysfonction endothéliale et hypertension arteérielle

Un grand nombre d'études ont montré que I'hypertension artérielle est associée a un
dysfonctionnement endothélial (Higashi and Yoshizumi, 2004; Scolaro et al., 2018). La
dysfonction endothéliale est une altération phénotypique de I'endothélium caracterisée par des
états pro-thrombotiques, pro-inflammatoires et pro-vasoconstricteurs (Gokce et al., 2001).

L’hypertension artérielle est associée a une réduction de 0,62 % de la fonction endothéliale
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quantifiée par la vasodilatation médiée par le flux (FMD) (Gonzalez and Selwyn, 2003). En
effet, la dysfonction endothéliale a été largement explorée en évaluant la réponse aux stimuli
dépendants de I'endothélium, a la fois pharmacologiques et mécaniques. Une réponse altérée a
l'acétylcholine, a la méthacholine, a la bradykinine et a la substance P corrélée a
I'épaississement de 1’intima des artéres carotides, a été documentée dans le systéme vasculaire
de l'avant-bras de patients hypertendus essentiels par rapport aux témoins normotendus
(Ghiadoni et al., 1998; Taddei et al., 1998). De plus, cette dysfonction endothéliale ne se limite
pas qu’ a la microcirculation musculaire périphérique, car elle a également été mise en évidence
dans la microcirculation cutanée et sous-cutanée, dans la macro- et la microcirculation
coronaire et dans la circulation rénale (Taddei et al., 1998). En plus de la résistance
périphérique observée, la réponse vasculaire aux stimuli dépendants de I'endothélium tels que
I'exercice physique, le test de pression a froid et la dilatation médiée par le flux en réponse a la
papaverine est altérée dans les arteres épicardiques coronaires non sténosées des patients
souffrant d'hypertension essentielle (Taddei et al., 2001b).

Plusieurs études ont prouve que laeNOS est importante dans la régulation des fonctions
vasculaires. En particulier, les souris dépourvues du gene eNOS présentent une augmentation
de la pression artérielle et une perte de vasorelaxation dépendante de I'endothélium (Grover-
Paez and Zavalza-Gomez, 2009). En effet, le stress oxydatif dans la paroi vasculaire et
I'nypertrophie vasculaire contribuent a réduire la biodisponibilité du NO et, par conséquent, a
réduire la vasodilatation médiée par I'endothélium (Grover-Paez and Zavalza-Gomez, 2009).
Un déséquilibre entre le NO et les ROS, appelé « stress oxydatif », est un facteur clé du
dysfonctionnement endothélial induit par [I’hypertension. L’hypertension active la
nicotinamide-adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase, la xantine oxydase, la
cyclooxygénase et le transport d'électrons mitochondriaux et désactive le systeme antioxydant,

y compris la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx) et la catalase,
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entrainant une augmentation de la production de ROS et une diminution de sa dégradation
(Higashi et al., 2012) (Figure 14).

Les investigations ont indique une plus grande incidence d'événements
cardiovasculaires chez les patients hypertendus avec un dysfonctionnement endothélial sévere
par rapport aux patients hypertendus avec un dysfonctionnement endothélial moins severe, et
par conséquent, il est suggéré comme marqueur d'événements cardiovasculaires futurs chez les

patients hypertendus (Calhoun et al., 2008).
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Figure 14: Mécanismes putatifs par lesquels I'hypertension altére la fonction
endothéliale (Higashi et al., 2012). BH4, tétrahydrobioptérine ; eNOS, oxyde nitrique
endothéliale synthase ; EPC, cellules progénitrices endothéliales ; NADPH, nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate ; NO, monoxyde d’azote ; ROS, especes réactives de
l'oxygéne ; SOD superoxyde dismutase.

6. Vieillissement et hypertension artérielle

La pression artérielle, en particulier la pression artérielle systolique, augmente avec

I'age, bien que la composante diastolique de la pression artérielle commence a se stabiliser
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autour de I’age de 50 ans et diminue lentement par la suite (Stanley et al., 2001). Ces
changements temporels de la pression artérielle augmentent la pression différentielle et sont
associes a une augmentation spectaculaire de la prévalence de 1’hypertension systolique. Les
résultats d’une étude de cohorte prospective communautaire portant sur 1 298 participants agés
de 55 a 65 ans et ne souffrant pas d'hypertension au départ, ont montré que plus de 90% des
adultes normotendus de la quarantaine développent une hypertension au cours de leur vie
(Vasan et al., 2002). L'aorte et les branches principales agissent comme des tubes distensibles
qui favorisent la conversion de la sortie pulsatile du cceur en un flux constant dans la circulation
périphérique. Avec le vieillissement, il y a une perte progressive des propriétés viscoélastiques
des vaisseaux de conductance, une augmentation de la maladie artérielle athérosclérose et une
hypertrophie et une sclérose des arteres et artérioles (Laurent et al., 2007). Ces modifications
vasculaires conduisent a une perte de la fonction d'amortissement des vaisseaux et a un
raidissement de la vascularisation artérielle dans son ensemble, ce qui favorise le retour précoce
des ondes réfléchies de la circulation artérielle périphérique. La réflexion de I'onde précoce
amplifie I'onde de pression systolique générée a chaque battement cardiaque, entrainant une
augmentation de la pression systolique et une baisse de la pression diastolique (Logan, 2011).
Le vieillissement est également associé a une augmentation de la résistance totale (et rénale
vasculaire) et de l'indice de masse ventriculaire gauche, ainsi qu'a une diminution du débit
cardiaque, de la frequence cardiaque, du volume systolique, du volume intravasculaire, du débit
sanguin rénal et de l'activité rénine plasmatique (Messerli et al., 1983). Il y a une diminution
progressive de la capacité des reins a excréter efficacement les charges de sel, ce qui entraine
une augmentation de la pression artérielle (Mimran et al., 1992). Le vieillissement induit une
augmentation de la graisse viscérale et de la leptine circulante, qui est associée a une
augmentation significative de la pression artérielle (Intapad et al., 2013). De plus le

vieillissement est associé a un dysfonctionnement endothélial (Egashira et al., 1993; Taddei et
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al., 1995), qui est cause par une altération progressive de la voie du NO et un stress oxydatif
accru. Ces modifications subcliniques de la structure et de la fonction vasculaires dépendant
de I'dge contribuent fortement au développement de I'hypertension. Récemment, cette
physiopathologie a été reconnue comme le « vieillissement vasculaire précoce » (Fukutomi
and Kario, 2010). Chez les jeunes individus qui ont une aorte dilatable, I'onde de pression
artérielle se déplace a une vitesse lente et revient du site de réflexion périphérique dans la
diastole du cycle cardiaque. D'autre part, dans la grande artére raidie des personnes ageées,
I'onde de pression artérielle descend plus rapidement et revient plus tot au cceur en fin de
systole, augmentant la pression de pointe systolique aortique et entrainant une diminution de
la pression diastolique. Ces modifications de la forme de 1’onde artérielle sont le mécanisme
physiopathologique de 1’« hypertension systolique isolée », fréquemment observée chez les

personnes agées hypertendues (Figure 15).
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Figure 15 : Changement lié a I'dge du systeme artériel et de la forme d'onde chez le
sujet agé. (Fukutomi and Kario, 2010). VSMC : cellule musculaire lisse vasculaire.

L'hypertension est intrinsequement associée a un vieillissement vasculaire accéléré et,

par conséquent, il met en lumiere le remodelage vasculaire survenant avec I'dge (Lakatta,
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2007). Le vieillissement vasculaire précoce, terme introduit dans le contexte du développement
prématuré de la rigidité vasculaire et du remodelage par Nilsson et al, (Guimaraes Cunha et al.,
2017; Nilson et al., 2009; Nilsson et al., 2008) est une caractéristique clé de I'hypertension
(Zhongjie, 2015). Plusieurs mécanismes possibles par lesquels le vieillissement altere la

fonction endothéliale entrainant ainsi I’hypertension sont représentés dans la Figure 16.
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Figure 16 : Un diagramme du lien mécanistique du vieillissement, de laraideur artérielle
et de I'hypertension (Zhongjie, 2015). Ald, aldostérone ; IL-6, interleukine 6 ; MCP-1,
protéine-1 chimio attractive des monocytes ; MMP, métalloprotéinase matricielle ; SNS,
systeme nerveux sympathique ; et TNF-a, facteur de nécrose tissulaire-a.

7. Inflammation endothéliale et hypertension

L'importance de I'immunité et l'inflammation dans I'hypertension et les maladies
vasculaires a été apprécié depuis des décennies. Dans les années 1960, Okuda et al ont montré
que I'immunosuppression atténue I'hypertension chez les rats souffrant d'infarctus rénal partiel
(Okuda and Grollman, 1967). Mais les progres de ces recherches ont été ralentis par manque
d’outils expérimentaux et a cause de résultats contradictoires. Récemment, avec I'avenement
de méthodes expérimentales plus robustes, des progrés significatifs ont été réalisés pour
élucider les mécanismes reliant I'inflammation et I'immunité a I'hypertension. Au cours des
derniéres années, plusieurs études de cohorte ont prouvées que I'inflammation systémique est

associée a un risque accru d'événements cardiovasculaires aigus (Bautista, 2003). Les taux
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plasmatiques de molécules inflammatoires circulantes, telles que la protéine C-réactive (CRP)
et I'interleukine-6 (IL-6), se sont avérés prédictifs de futures maladies cardiovasculaires (MCV)
(Pauletto and Rattazzi, 2006). Plus récemment, la reconnaissance de l'abondance et de
I'infiltration des cellules immunitaires dans les lésions vasculaires pulmonaires et les vaisseaux
remodelés a été reconnue (Figure 17) : les cellules immunitaires innées telles que les
macrophages et les monocytes sont détectées chez les patients atteints d'hypertension

pulmonaire idiopathique (iPAH) (Savai et al., 2012).

Figure 17 : Infiltration de cellules inflammatoires et immunitaires dans la paroi et
I'espace périvasculaire des arteres pulmonaires dans le cas de I’hypertension
pulmonaire (Kuebler et al., 2018). Une coupe schématique montre une artere pulmonaire
avec ses différentes couches (intima, média et adventice) et I'accumulation caractéristique
des cellules inflammatoires et immunitaires, a savoir les macrophages, les cellules
dendritiques, les cellules T, les cellules B, mastocytes et plasmocytes, ainsi que linfiltration
de fibroblastes et de myofibroblastes et la production d'(auto-) anticorps au cours de
'hypertension pulmonaire.

L'inflammation contribue au remodelage vasculaire en favorisant la croissance cellulaire et la

prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires (VSMC). Cela est confirmé par
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I'expression accrue dans la paroi vasculaire de molécules d'adhésion et de ligands,
I'extravasation de leucocytes, I'augmentation du stress oxydatif, la production de cytokines,
I'activation des cellules immunitaires et des voies de signalisation pro-inflammatoires (Savoia
et al., 2011). Une plus grande expression des molécules d'adhésion (VCAM-1, ICAM-1) sur la
membrane des cellules endothéliales, I'accumulation de monocytes/macrophages, de cellules
dendritiques, de cellules tueuses naturelles et de lymphocytes B et T participent a la réponse
inflammatoire dans la paroi vasculaire (Wung et al., 1996). Des niveaux élevés de médiateurs
inflammatoires (IL-6, ICAM-1 et CRP) peuvent étre des facteurs de risque indépendants pour
le développement de I'nypertension (Blake et al., 2003; Preston et al., 2002).

7.1. Les cellules Th17

Les cellules Th17 sont un sous-ensemble récemment décrit de cellules T caractérisées
par l'expression du facteur de transcription li¢ a I'acide rétinoique (ROR) vyt et par la production
d'interleukine 17 (IL-17). Les cellules Th17 sont pro-inflammatoires et exacerbent les Iésions
tissulaires dans des conditions d'inflammation chronique et d'auto-immunité (Louten et al.,
2009). Cela semble également étre le cas dans la pathologie hypertensive. Par exemple, les
conséquences de la perfusion d'angiotensine Il (Ang Il) chez la souris : I'hypertension, le
dysfonctionnement vasculaire, I'inflammation vasculaire, le stress oxydatif, le raidissement de
I'aorte et le dépdt de collagene sont atténués chez les souris dépourvues d’ IL-17 (Louten et al.,
2009; Wu et al., 2014). De plus, I'administration d'lIL-17 recombinante a des souris diminue la
relaxation vasculaire dépendante du NO via la signalisation Rho-kinase et provoque une
hypertension (Nguyen et al., 2013).

7.2. Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (CD) sont des cellules professionnelles de présentation
d'antigéne (APC) dérivées de la moelle osseuse qui jouent un role clé en tant que modulateurs

de la réponse inflammatoire. Quatre sous-ensembles de CD ont été caractérisés : les CD
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classiques (cCD), les CD plasmacytoides (pCD), les CD inflammatoires dérivées de monocytes
(Mo-CD) et les cellules de Langerhans (Christ et al., 2013; Satpathy et al., 2012). Dans
I'nypertension expérimentale, de nouvelles recherches intéressantes ont montrée que la
production de I’anion superoxyde induite par I'Ang Il dans les cellules dendritiques est associée
a I'accumulation de produits de peroxydation lipidiqgue médiée par les radicaux libres, appelés
isocétals, dans ces cellules. Les isocetals se lient rapidement aux lysines protéiques dans les
CD, formant des protéines qui sont reconnues comme non-soi. A leur tour, les CD présentent
ces protéines modifiées aux lymphocytes T, déclenchant I'activation des cellules T et

I’hypertension (Kirabo et al., 2014) (Figure 18).
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Figure 18 : Activation des lymphocytes T par des protéines modifiées par les isocétales
(McMaster et al., 2015). L'hypertension induit la production d'espéces réactives de I'oxygéne
(ROS) dans les cellules dendritiques (CD), conduisant a I'oxydation de l'acide arachidonique
et a la formation de gamma cétoaldéhydes ou isocétals. Les isocétals se lient rapidement aux
lysines protéiques dans les CD, formant des protéines qui sont reconnues comme non-soi.
Ces peptides altérés sont présentés aux cellules T, conduisant a la prolifération des cellules
T. La formation d'isocétals favorise également la production par les CD de cytokines, y
compris IL-1B, IL-6 et IL-23, qui polarisent les cellules T pour produire des cytokines
spécifiques. IFN, interféron ; IL, interleukine ; MHC, complexe majeur d'histocompatibilité ; et
TCR, récepteur des cellules T
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7. 3 Les cytokines

Une attention récente s'est concentrée sur I'exploration des voies et les médiateurs
inflammatoires que les cellules immunitaires utilisent pour conduire a 1’hypertension artérielle
et aux lésions des organes terminaux. Lorsque les cellules immunitaires sont activées et/ou sont
recrutées vers un organe cible, elles produisent des cytokines qui déterminent la réponse
inflammatoire locale. Les chimiokines, types spéciaux de cytokines chimio attractants, dirigent
la migration directe des cellules immunitaires dans les tissus. Certaines des cytokines et
chimiokines inflammatoires qui ont été étudiés pour leur implication dans I'hypertension sont
TNF-a, IL-17, MCP-1, and IL-6 (De Miguel et al., 2015). Les contributions du TNF-a au
développement de [I'hypertension artérielle ont été démontrées par des approches
pharmacologiques ou genétiques dans des modeles animaux d'hypertension induite par I'Ang
Il comme évalué par Ramseyer et Garvin (Ramseyer and Garvin, 2013) (Figure 18). Le TNFa
inhibe également le promoteur eNOS et provoque la déstabilisation de I'ARNm eNOS,
réduisant finalement les niveaux de protéine eNOS et la capacité de I'endothélium a produire
du NO (Neumann et al., 2004). De plus, l'angiotensine Il augmente la production de
lymphocytes T de TNFa, et le blocage du TNFa prévient I'hypertension et 1'augmentation de

la production vasculaire d'O>" causée par lI'angiotensine Il (Guzik et al., 2007).
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Figure 19: Cellules immunitaires innées et adaptatives qui jouent un rbéle dans
I'hypertension (Barrows et al., 2019). Les cellules immunitaires innées telles que les
monocytes, les macrophages et les CD inhibent ou favorisent I'hypertension en produisant
diverses cytokines et ROS. Les cellules immunitaires adaptatives comme les cellules B, les
cellules T CD41 (cellules Treg, Th17 et Thl) et les cellules T CD81 produisent également des
cytokines qui inhibent ou induisent I'hypertension. Ang Il, angiotensine Il ; BP, pression
artérielle, CNS, systeme nerveux central ; DAMP, modeéles moléculaires associés aux
dommages ; CD, cellules dendritiques ; IFN, interféron ; IL, interleukine ; ROS, espeéces
oxygénées réactives ; TCR-MHC, Récepteur des cellules T-complexe majeur
d'histocompatibilité ; TNF, facteur de nécrose tumorale.

8. Espeéces réactives de I’oxygene (ROS) et hypertension

Les ROS sont des dérivés réactifs du métabolisme de I'O2 que I'on trouve partout dans le
corps, y compris dans le systeme cardiovasculaire. Tout en maintenant I'intégrité cardiaque et
vasculaire dans des conditions saines, les ROS jouent un réle physiopathologique crucial dans
plusieurs conditions cliniques, y compris I'hypertension. Au cours de I'hypertension, la
génération des ROS dépasse les capacités tampons des mécanismes antioxydants protecteurs
conduisant a un état de stress oxydatif (Landmesser and Harrison, 2001). Le stress oxydatif
est une cause importante de dysfonctionnement endothélial, principalement par réduction de la
biodisponibilité du NO (Barrows et al., 2019). Le O réagit avec le NO pour augmenter la

production du peroxynitrite I'ONOO™ toxique qui, a son tour, favorise les altérations des
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facteurs de transcription, des kinases, de la synthése des protéines et des genes sensibles a
I'oxydoréduction (Beckman and Koppenol, 1996; Touyz et al., 2003; Touyz and Schiffrin,
2004). Le peroxynitrite peut aussi augmenter le stress oxydatif en inhibant I'activité
endothéliale de la eNOS par oxydation de la tétrahydrobioptérine (BH4), un cofacteur de
I'eNOS. Cela conduit au découplage de la eNOS avec la formation d’anions superoxyde au lieu
de NO (Barrows et al., 2019; VVasquez-Vivar et al., 1998). Ces changements dans la physiologie
vasculaire induisent des altérations fonctionnelles, augmentent la contractilité vasculaire, la
croissance et l'apoptose des cellules musculaires lisses, la migration des monocytes, la
peroxydation lipidique, l'inflammation et le dép6t accru de protéines de la matrice
extracellulaire (, tous des processus majeurs profondément impliqués dans la pathogenése et la
progression des dommages vasculaires (Masi et al., 2019). Les principales sources de ROS en
ce qui concerne les maladies cardiovasculaires et 1’hypertension sont la xanthine oxydase, la
NO synthase endothéliale découplée (eNOS), la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
(NADPH) oxydase, les cyclooxygénases (COX) et la respiration mitochondriale (Paravicini
and Touyz, 2006). En effet, les COX métabolisent I'acide arachidonique a partir de
phospholipides liés a la membrane en une variété finale de prostaglandines bioactives et de
thromboxane (TX)A2, collectivement appelées prostanoides (Cipollone et al., 2004). Deux
isoenzymes COX distinctes, COX-1 et COX-2, ont été decrites. Alors que la COX-1 est
exprimée de maniére constitutive pour produire des prostanoides physiologiquement
pertinents, la COX-2 est considérée comme une isoforme inductible, qui peut étre rapidement
régulée a la hausse par un certain nombre de stimuli. Dans les petites artéres de résistance
isolées de patients hypertendus essentiels, on a récemment trouvé une surexpression et une
augmentation de I'activité de COX-2, jouant un réle majeur dans la réduction de la disponibilité

du NO (Masi et al., 2019). Lors de I'incubation avec un inhibiteur sélectif de la COX-2, I'excés
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intravasculaire O.~ a été fortement réduit, démontrant ainsi que la COX-2 est une source

majeure de ROS dans I'hypertension (Virdis et al., 2013) (Figure 20).
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Figure 20 : Représentation schématique des mécanismes par lesquels les especes
réactives de l'oxygene entrainent une altération de la biodisponibilité de NO et un
dysfonctionnement vasculaire (Schulz et al., 2011). Dans des conditions normales, le NO
est synthétisé par la eNOS a partir de son précurseur L-arginine et stimule la guanylyl cyclase
soluble (sGC), augmentant ainsi les niveaux de guanosine monophosphate cyclique
conduisant a une baisse transitoire du calcium cellulaire et une vasorelaxation (fleches vertes,
c6té gauche de la figure). Cette voie peut cependant étre inhibée sur plusieurs sites. Les
changements associés a I'hypertension, tels que l'augmentation des taux d'angiotensine I,
stimuleront la production d’anions superoxyde dans les cellules endothéliales et musculaires
lisses principalement via l'activation de la NADPH oxydase vasculaire (Nox), de la chaine
respiratoire mitochondriale et de la xanthine oxydase (fleches rouges). Les anions
superoxydes peuvent directement inactiver le NO via la formation de peroxynitrite (ONOO-)
et inhiber l'activité de la sGC. Le peroxynitrite a son tour peut également inhiber la sGC
directement et dissocier eNOS en oxydant le cofacteur eNOS en BH,. Ce concept, cependant,
signifie également que le découplage de eNOS nécessiterait toujours un « événement
d'amorcage » tel que I'anion superoxyde produit par les NADPH oxydases, les mitochondries
ou la xanthine oxydase.Les antioxydants ou les systémes enzymatiques de dégradation des
anions superoxydes tels que les différentes isoformes de la superoxyde dismutase ou de la
glutathion peroxydase comme illustré sur le c6té droit peuvent prévenir ou méme ralentir les
dommages oxydatifs du systéme vasculaire.
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9. Les nouveaux traitements antihypertenseurs

En thérapeutique, une variété de médicaments antihypertenseurs sont utilisés seuls et
en combinaison pour diminuer la pression artérielle. L'arsenal des traitements
antihypertenseurs comprend les diurétiques, les inhibiteurs calciques, les B-bloquants et les
inhibiteurs du systéme rénine-angiotensine- aldostérone (RAAS) qui agissent a différents
niveaux de la cascade du RAAS (Paulis et al., 2012). Mais au cours des dernieres années, le
développement des médicaments antihypertenseurs s'est fait dans I'un ou l'autre des domaines
suivants : il s'agit notamment des voies alternatives du systeme rénine-angiotensine aldostérone
(RAAS), les mécanismes centraux du RAAS, les nouveaux antagonistes des récepteurs
minéralocorticoides, les inhibiteurs de la rénine, les inhibiteurs de la synthese de l'aldostérone,
le blocage des neurotransmetteurs sympathiques, et la réduction gastro-intestinale du sodium
(Stewart et al., 2019).

9.1. Les médicaments ciblant le systeme rénine angiotensine aldostérone
(RAAS)

9.1.1. Les inhibiteurs de I'aldostérone synthase et les antagonistes des récepteurs
minéralocorticoides

L'aldostérone est un minéralocorticoide qui régule I'noméostasie des €électrolytes et du
volume chez les sujets normaux et, lorsqu'il est élevé, peut contribuer au développement de
I'nypertension et de diverses pathologies associées, y compris I'hypertrophie myocardique et la
fibrose et l'insuffisance cardiaque (Story, 2008). Le principal effecteur de I'action de
I'aldosterone est le récepteur minéralocorticoide (MR), un facteur de transcription nucléaire qui
s'exprime a des niveaux élevés dans le canal collecteur cortical du rein (Figure 21). Les MR
activés stimulent I'expression des canaux sodiques, entrainant une augmentation de la
réabsorption du sodium et de I'eau dans le rein et une perte de potassium, conduisant a une

forme d'hypertension a volume accru (Oparil and Schmieder, 2015). Les MR ont été des cibles
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thérapeutiques dans le traitement de I'hypertension depuis plus d'un demi-siécle: le premier
antagoniste des MR (MRA), la spironolactone, est apparu au début des années 1960 (Cranston
and Juel-Jensen, 1962). Cependant, la prise de conscience des effets indésirables de certains
antagonistes des récepteurs minéralocorticoides a conduit au développement d'une nouvelle

classe d'agents anti-aldostérone, les inhibiteurs sélectifs de lI'aldostérone synthase.
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Figure 21: Mécanisme d'action des agents anti-aldostérone (Oparil and Schmieder,
2015). Les inhibiteurs d'aldostérone synthase (ASI), tels que LCI699, inhibent 'étape de
limitation de la vitesse de production d'aldostérone. Les antagonistes des récepteurs des
minéralocorticoides (MRA), tels que la finérénone, entrent en compétition pour les sites de
liaison de l'aldostérone et diminuent efficacement la pression artérielle et la transcription
génigue médiée par l'aldostérone. Les deux approches se sont révélées utiles dans le
traitement de I'hypertension et des maladies vasculaires médiées par l'aldostérone. Synthese

d'aldostérone, vert ; synthése de cortisol, rouge ; médicaments anti-aldostérone, bleus.
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9.1.2 Activateurs de I'axe enzyme de conversion de I'angiotensine2 / angiotensine
(1-7) / récepteur MAS

Le systéme classique rénine-angiotensine (RAS) a été largement étudié pendant des
décennies et a donné lieu a de nombreuses thérapies efficaces contre I'hypertension et ses
complications. Plus récemment, des composants du RAS qui jouent des réles de contre-
régulation ont été identifiés, caractérisés et proposes comme cibles thérapeutiques pour
I'nypertension et d'autres formes de maladies cardiovasculaires (Ferreira et al., 2012;

Jankowski et al., 2007) (Figure 22).
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Figure 22 : Médicaments ciblant les systémes classiques et contre-régulateurs du
systéme rénine-angiotensine (RAS) (Oparil and Schmieder, 2015). L'activation de la voie
RAS classique augmente la pression artérielle (PA) et les Iésions des organes cibles, et cette
voie est la cible de nombreux antihypertenseurs actuellement disponibles, y compris les
inhibiteurs de l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ACE) et les antagonistes des
récepteurs de l'angiotensine (ARA). De nouvelles approches de l'inhibition du RAS, y compris
des vaccins ciblant I'angiotensine Il (Ang Il) et le récepteur de I'angiotensine Il de type 1 (AT1),
sont en cours d'évaluation dans des essais précliniques et cliniques. En revanche, I'activation
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de la voie RAS contre-régulatrice décrite plus récemment diminue la pression artérielle et les
Iésions des organes cibles, et les médicaments qui activent cette voie commencent a étre
développés comme agents antihypertenseurs. Il s'agit notamment des activateurs ACE, des
analogues de I'Ang (1-7), des agonistes du récepteur AT, des activateurs peptidiques et non
peptidiques du récepteur Mas et de I'alamandine couplée avec la cyclodextrine.

9.2. Les inhibiteurs de I’absorption du sodium

Avec la reconnaissance de I'importance du sodium alimentaire dans la pathogenese de
I'nypertension, une nouvelle voie recemment explorée est I'inhibition de I'absorption du sodium
alimentaire. L'antiporteur sodium/hydrogene 3 (NHE3) est un transporteur exprimé sur la
bordure en brosse des cellules épithéliales intestinales et est responsable du transport
intracellulaire de I’hydrogeéne et extracellulaire du sodium. Des études realisées sur les
inhibiteurs du NHES3 tels que le Ténapanor ont montré une baisse de la pression artérielle avec
une augmentation prévisible de I'excrétion sodique dans les selles et une diminution de

I'excrétion sodique urinaire sans effets indésirables majeurs (Rosenbaum et al., 2018).

9.3. Les inhibiteurs de la dopamine-béta-hydroxylase

Le systeme nerveux sympathique joue un role clé dans la vasoréactivité, et les
récepteurs adrénergiques périphériques sont depuis longtemps la cible du traitement
pharmacologique antihypertenseur avec des médicaments tels que les béta-bloquants. La
noradrénaline, I'une des principales catécholamines vasoactives de ce systeme, est générée a
partir du précurseur dopamine par la dopamine-béta hydroxylase (DBH). Traditionnellement,
on évite de cibler la biosynthése de la noradrénaline et de la dopamine en raison du réle
multiforme que ces neurotransmetteurs jouent dans le systéeme nerveux central et du risque
d'effets indésirables graves. Récemment, cependant, des inhibiteurs de la DBH sélectifs au
niveau périphérique ont été mis au point ; ils diminuent la production périphérique de
noradrénaline sans avoir d'impact significatif sur leur contrepartie centrale (Stewart et al.,

2019). Etamicastat a été le premier inhibiteur de la DBH sélectif au niveau périphérique mis
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au point et il a été démontre gu'il diminuait le rapport noradrénaline/dopamine dans les tissus

périphériques des rats sans traverser la barriere hémato-encéphalique (Igreja et al., 2015).

9.3. Les inhibiteurs de ’aminopeptidase A

En plus de I'effet periphérique sur le systeme vasculaire et le tissu rénal, des peptides
vasoactifs tels que I'Ang |1 et leurs récepteurs ont été localisés dans le systeme nerveux central
(SNC). L'angiotensine 111 (Ang 111) est convertie de I'Ang Il par I'enzyme aminopeptidase A
(APA) et joue un rdle important dans la régulation centrale de la pression artérielle. La
perfusion intracérébrale d'Ang |11 entraine une réduction durable de la pression artérielle et une
réponse plus importante qu'une perfusion comparable d'’Ang Il. L'Ang Il et I'Ang 111 agissent
tous deux par l'intermédiaire du récepteur AT1 qui Se trouve dans le cerveau, mais l'affiniteé de
I'AT1 pour I'Ang 111 dans le SNC est supérieure a celle de I'Ang Il. Le RB150 est un inhibiteur
de I'APA disponible par voie orale qui traverse la barriere hémato-encéphalique ou il est
converti en son composé actif EC33. Administré par voie intraveineuse a des rats, le RB150 a
entrainé une diminution de l'activité de I'Ang Il et une réduction soutenue de la pression

artérielle sur 24 heures (Fournie-Zaluski et al., 2004).
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Figure 23: La voie du systéme rénine-angiotensine (RAS) cérébral (Oparil and
Schmieder, 2015). L'activation du RAS cérébral en réponse au stress oxydatif et a
l'inflammation augmente le débit du systéme nerveux sympathique et la libération de I'arginine
vasopressine (AVP) et inhibe le baroréflexe, augmentant ainsi la PA. L'angiotensine (Ang) Il
qui est générée a partir de I'Ang Il par I'aminopeptidase A (APA), est le peptide presseur
prédominant dans le cerveau dans les modeles animaux, et I'APA est une cible thérapeutique
pour le traitement de I'hypertension. Il a été démontré que l'inhibiteur de I'APA, le RB150 (QGC
001), traverse la barriere hémato-encéphalique et abaisse la pression artérielle dans des
modéles animaux ; des études exploratoires sont en cours chez I'homme. Rouge, RAS
classique ; bleu clair, voie SRA cérébrale ; bleu, médicaments ; les fleches en pointillé
indiquent la diaphonie entre les systémes. APN : aminopeptidase N ; AT1, angiotensine de
type 1 ; ATR, récepteur de I'angiotensine ; et ROS, espéces réactives de I'oxygene.

9.3. Effet couplé des inhibiteurs de la néphrilysine et antagonistes des
récepteurs de I’angiotensine

La néprilysine est une endopeptidase neutre et son inhibition augmente la
biodisponibilité des peptides natriurétiques, de la bradykinine et de la substance P, ce qui
entraine des effets natriurétiques, vasodilatateurs et antiprolifératifs. De concert, ces effets sont

susceptibles de produire une puissante reponse de decharge ventriculaire et antihypertensive

Theése de Doctorat
Université de Strasbourg/Université d’Abomey-Calavi



(Bavishi et al., 2015). Le LCZ696 est un médicament associant le sacubitril, un inhibiteur de
la néprilysine, et le valsartan, un antagoniste des récepteurs de I'angiotensine. Le résultat est
une réduction de la dégradation des peptides vasodilatateurs avec une atténuation simultanée
de I'effet vasoconstricteur. Supasyndh et al. ont réalisé une étude sur des patients asiatiques
traités par LCZ696 pendant 52 semaines et les résultats obtenus ont montré une diminution de
la pression artérielle systolique de 24,7 mmHg (Supasyndh et al., 2017). Kario et al. ont étudié
le LCZ696 dans une petite cohorte de patients souffrant d’hypertension sévére et ont constate
des réductions de la pression artérielle systolique allant jusqu'a 35 mmHg apres 8 semaines de

traitement (Kario et al., 2016)
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Chapitre 3 : Plantes et traitement de I’hypertension
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Utilisation et réle des plantes dans le monde et la médecine traditionnelle

Depuis I'Antiquité, a la recherche de secours pour leur maladie, les gens ont cherché
des traitements dans la nature. Les débuts de I’utilisation des plantes médicinales ont été
instinctifs, comme ¢’est le cas pour les animaux (Beyene et al., 2016). Etant donné qu'a I'époque
on ne disposait pas d'informations suffisantes, ni sur les raisons des maladies, ni sur quelle
plante et comment elle pouvait étre utilisée comme remede, tout était basé sur I'expérience. Les
plantes ont fourni a I'nomme tous ses besoins en termes d'abris, de vétements, de nourriture,
d'arbmes et de parfums, et surtout, de remedes. Les plantes ont formé la base de systémes
sophistiqués de médecine traditionnelle (MT) qui existent depuis des milliers d'années et
continuent de fournir a I'humanité de nouvelles structures candidat médicament (Beyene et al.,
2016; Gurib-Fakim, 2006; Petrovska, 2012). Les plantes médicinales jouent un réle important
dans les soins de santé primaires dans de nombreux pays d'Afrique subsaharienne pour diverses
raisons, notamment le manque de services de santé, les normes culturelles et les croyances
traditionnelles (Abdullahi, 2011; Kipkore et al., 2014). De nombreux patients dans ces pays
associent la médecine traditionnelle (MT) a la médecine conventionnelle, en particulier ceux
qui souffrent de maladies chroniques (Kigen et al., 2013). L'utilisation de la MT est dans la
plupart des cas largement répandue et non seulement limitée aux zones rurales ou aux milieux
a faible revenu, mais aussi dans les milieux urbains et aisés (Kigen et al., 2019; Kipkore et al.,
2014). De plus, depuis le début du 21e siecle, les scientifiques impliqués dans le développement
de médicaments favorisent un retour a la nature comme source de pistes pharmaceutiques

potentielles (Gechev et al., 2014).
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1. Carissa edulis et traitement de I’hypertension
1.2. Carissa edulis : taxonomie et morphologie

Le genre Carissa L. appartenant a la famille des Apocynaceae contient environ 30
especes sous forme d'arbustes a feuilles persistantes, de petits arbres. Ils sont largement
distribués dans les régions tropicales et subtropicales d'Afrique, d'Asie et d'Australie (Patel,
2015; Ping-tao et al., 1996). La plupart des plantes de Carissa sont utilisées en médecine
traditionnelle pour diverses affections, telles que maux de téte, douleurs thoraciques,

rhumatismes, cedéme, gonorrhée, syphilis, rage (Kaunda and Zhang, 2017).

Carissa edulis (Forssk) Vahl (syn. Carissa spinarum L.) est un arbuste épineux vivace répandu

en Afrique, en Australie, au Vietnam, au Yémen et en Inde. (Zhang et al., 2010).
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Tableau 2 : Taxonomie et morphologie de Carissa edulis (Ansari and Patil, 2018)

Taxonomical hierarchy Morphology

Regne : Plantae - Plante : Arbuste épineux, aux branches
fourchues,
- Taille:2-3m,

Sous régne :  Viridaeplantae

Bois : Tres dur,

Ecorce : Brun clair a verte,

Phylum : Tracheophyta

Epines : 3,2 cm de long, & la base
brune a verdatres et vers la pointe de
couleur brun foncé,

Classe : Magnoliopsida

Sous classe :  Asteridae

- Feuilles : oblongues, 4,5 cm de long,
2,5 cm de large, coriaces, nervation,

Ordre : Gentianales . i .
pennées réticulées ; marge, entiére ;
pétiole de 3 mm de long ; feuilles

. exsudant un latex blanc, lorsqu'elles

Famille : Apocynaceae . .
sont arrachées de la tige,

Genre : Carissa o Lo
- Fleurs : a tige courte, légérement
parfumées, bisexuées, completes et de

. : couleur blanche,

Espece : Edulis.

- Fruit : baie ovoide, de 5-12 mm de
longueur, 6 mm de diametre, verte
lorsqu'elle n'est pas mdre et noire
brillante lorsqu'elle est completement
mare.
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Figure 25 : C. edulis, fruits a différents stades de développement (Lim, 2012b).

1.3. Pertinence ethnopharmacologique et utilisation dans le traitement de

I’hypertension artérielle

C. edulis est une plante utilisée dans de nombreux pays du monde. La plante porte des
fruits comestibles sucrés, tandis que sa racine et sa feuille piquantes sont utilisées localement
a diverses fins médicinales. Parmi celles-ci, le traitement des symptémes du VIH / SIDA, de la

tuberculose, des douleurs thoraciques, des rhumatismes, des maux de téte, de la gonorrhée, de
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la syphilis, de la rage, comme diurétique, morsure de serpent, paludisme, épilepsie (Kebamo,
2015). Il a également été rapporté qu’elle est utilisée pour traiter la fievre, la hernie, la
drépanocytose, l'ulcére, l'infestation par les vers, la douleur, I'inflammation (Fanta Yadang et
al., 2019) et I'hypertension (Olou et al., 2018).

Dans la préparation des remédes traditionnels contre 1’hypertension artérielle au Bénin, les
feuilles de C. edulis sont trés utilisés (Tokoudagba et al., 2018; Osseni et al., 2016) mais les
racines le sont également(Olou et al., 2018). Les utilisations diversifiées, largement reconnues
et l'efficacité avérée des préparations de C. edulis en médecine traditionnelle (Kaunda and
Zhang, 2017) ont conduit les chercheurs a s'intéresser aux propriétés pharmacologiques de cette

plante.

1.4. Etudes pharmacologiques

Des études ont montré que des extraits de C. edulis peuvent contenir des principes
biologiquement actifs avec un potentiel diurétique (Nedi et al., 2004), analgésique (Ibrahim et
al., 2007), antimicrobien (Ibrahim et al., 2005), antidiabétique (El-Fiky et al., 1996), propriétés
sédatives, anticonvulsivantes et anxiolytiques (Yau, 2007; Ya’u et al., 2010, 2008), activité
antiplasmodiale, antivirale et hypoglycémique (Alodeani, 2016).
1.4.1. Capacité antioxydante

Le stress oxydatif est un contributeur majeur a de nombreuses maladies
cardiovasculaires dont I’hypertension artérielle (Landmesser and Harrison, 2001). Les especes
réactives (radicalaires ou non : anion superoxyde 0O°, HO®, peroxynitrites ONOO~
hypochlorite CIO™ impliquées dans le stress oxydant sont typiquement produites par des
enzymes telles que la NADPH oxydase, la NO synthase découplée, la xanthine oxydase et la
myélopéroxydase (Leverve, 2009; Pincemail, 2001; Santilli et al., 2015), activées par des
agents pro-inflammatoires tels que les cytokines, les prostaglandines et les LDL oxydées. Pour

réduire I'exces d'espéces réactives de I'oxygéne (ROS) et supprimer les dommages oxydatifs,
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un apport antioxydant est nécessaire. Les antioxydants sont naturellement riches en composés
réducteurs (donneurs d’électrons). Au sein de 1’organisme, ils sont capables d’exercer un
pouvoir antioxydant (Dangles, 2020) (Figure 26). Plusieurs tests antioxydants sont utilisés pour
déterminer le pouvoir antioxydant d’un extrait ou d’une fraction (TEAC, DPPH, FRAP). Les
études ont montré que I'extrait aqueux des feuilles de C. edulis a un pourcentage d'activité de
piégeage des radicaux DPPH compris entre 58,63 % et 94,67 %, (Fanta Yadang et al., 2019).
De plus, I'activité antioxydante de I'extrait de fruits mdrs a aussi montré un potentiel trés élevé
pour piéger les radicaux DPPH et une activité antioxydante a été observée au premier stade de
la maturation des fruits tandis que la teneur totale en flavonoides augmente avec la progression

de la maturation (Makumbele et al., 2019; Nazareth et al., 2021).
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Figure 26 : Diagramme schématique des différentes stratégies d'extraction /
production et mécanisme de piégeage des radicaux libres des composés phénoliques
(Dey et al., 2016).

1.4.2. Inhibition de la COX-2

La COX-2, une enzyme puissante induite par les cytokines, les mitogénes ou les
endotoxines, peut déclencher une inflammation et favoriser la synthese des prostaglandines,
qui exercent des effets pro-inflammatoires dans de nombreux processus pathophysiologiques
(Patrignani et al., 2005; Sethi et al., 2019). Au cours des processus inflammatoires 1’expression
de la COX-2 est favorisée et régulée par des stimuli inflammatoires, notamment le

lipopolysaccharide (LPS), I'lL-1, I'lL-6, le TNF, I'l[FNy et I'AA (Sethi et al., 2019).
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Liu et al. ont recemment étudi¢ 1’effet de I'écorce de racine de C. edulis sur I’inhibition de la
COX-2. L’indométacine a été utilisé comme contrdle positif. L’extrait brut et quatre fractions
ont montré des activités d'inhibition de la COX-2 a des degrés divers. Les fractions acétate
d’éthyle (EA) et dichlorométhane (DCM) possédaient les valeurs Clsg les plus basses : le DCM

(0,5+ 0,0 pg/ml) et I'EA (0,2 £ 0,0 png/ml) (Liu et al., 2021) (Figure 27).

5=

COX-2 inhibition ICs, (ug/mL)

Figure 27 : Activités d'inhibition de COX-2 par des fractions ;CE, extrait brut PE, extrait
d'éther de pétrole DCM, extrait au dichlorométhane EA, extrait d'acétate d'éthyle et n-
BuOH, extrait butanolic de C. edulis (Liu et al., 2021) L'indométacine (INM) a été utilisée
comme contrdle positif. Les données sont exprimées en moyenne + SD (n = 3). Les moyennes
étiquetées par des lettres différentes (a — e) sont significativement différentes a un niveau de
p <0,05 (n = 3) one-way ANOVA.

1.4.3. Cicatrisation des plaies et potentiel antimicrobien

L'effet de I'extrait méthanolique des racines de C. edulis obtenu par macération a froid
a été évalué par (Sanwal and Chaudhary, 2011) sur un modele de brilure chez la souris. Les
résultats de leurs études ont montré que l'extrait de racine de Carissa edulis a une activité de

cicatrisation significative, comme en témoigne le taux de contraction et d'épithétisation de la
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plaie. De plus, les expressions de I'hydroxyproline et les parametres histologiques étaient
également en corrélation avec le modéle de guérison observe. L'extrait méthanolique a
également montré une activité antimicrobienne significative contre Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus sp. et Aspergillus niger. (Sanwal and
Chaudhary, 2011). L'activité antimicrobienne des extraits aqueux des feuilles et des fruits a
aussi été étudiee en utilisant Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
et Bacillus subtilis. Les résultats ont montré que I'extrait de feuilles était plus actif que I'extrait
de fruits et les organismes a Gram positif étaient plus sensibles que les organismes a Gram
négatif. La concentration inhibitrice minimale pour E. coli et B. subtilis était de 4,0 % w /v
pour I'extrait aqueux de fruits tandis que celle des feuilles était de 3,0 % w / v pour les mémes
organismes. Un pourcentage de destruction de 99,52 % a été obtenu pour B. subtilis et 91,36
% pour E. coli avec I'extrait de feuilles par rapport a celui de I'extrait de fruits ou un pourcentage
de destruction de 93,6 % a été obtenu pour B. subtilis et 56,4 % pour E. coli a 120 min (Ibrahim
etal., 2010).
1.4.4. Activité antivirale

Tolo et al. ont étudié l'activité antivirale de C. edulis. Ces travaux ont montré que
I'extrait aqueux d'écorce de racine de C. edulis contient des agents potentiels ayant une activité
contre le virus Herpés simplex (HSV). L'extrait a été évalué pour I'activité anti-HSV in vitro et
in vivo. Les résultats ont montré que les souches sauvages et résistantes de HSV étaient
sensibles a I'extrait. Les souches résistantes étaient encore plus sensibles a I'extrait que les
souches sauvages. Le test de réduction du rendement du virus qui simule un environnement
d'infection in vivo réalisé sur un modéle murin utilisant des souris infectées par voie cutanée
avec des souches de HSV de type sauvage ou résistantes a démontré que I'extrait a la dose orale

de 250 mg/kg, a retardé de maniere significative I'apparition des infections de HSV de plus de
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50 %. Le test de reduction du rendement du virus a egalement confirmé les observations du
test d'inhibition de la plaque sur I'activité anti-HSV (Tolo et al., 2006).
1.4.5. Activité antidiabétique

L'administration orale d'extrait de feuilles de C. edulis (2 g/kg de poids corporel) a des
rats diabétiques a la streptozotocine (STZ) a abaissé la glycémie qui est passée aprés 3h de
traitement de 212.70 + 17.96 mg/dl a 161.82 + 9.79 mg/dl. On a découvert que C. edulis
présentait une activité hypoglycémique chez des rats diabétiques a la streptozotocine (STZ)
(El-Fiky et al., 1996).
1.4.6. Activité anti nociceptive

Mworia et al ont montré dans leur étude que I'extrait d'acétone des feuilles de C. edulis
avait un effet antinociceptif significatif en réduisant le temps de léchage de patte au formol sur
des souris albinos chez qui la douleur a été induite expérimentalement en utilisant du formol et
de l'acide acétique, par rapport au médicament de référence, le diclofénac sodique. Les souris
ont regu par injection intrapéritonéale des doses de 50 et 100 mg/kg de I’extrait et trente minutes
plus tard, ils ont recu des injections de 0,01 ml de formol a 2,5% dans la région sous-plantaire
de la patte arriere gauche et de 0,4 ml d'acide acétique a 5% dans 1’autre région. (Mworia et al.,
2015).
1.4.7. Activité anticancéreuse

Il a également été constaté que I'extrait aqueux de la tige de C. edulis et sa fraction n-
butanolique ont un potentiel anticancéreux. Les deux ont inhibé la prolifération cellulaire des
lignées cellulaires cancéreuses humaines HL-60. Les cellules traitées avec une fraction de n-
butanol ont présenté une inhibition maximale de la croissance ayant une valeur de
concentration inhibitrice (Clso) de 34,58 £ 0,91 pg/ml. Cela fournit des informations précieuses

sur la nature pro-apoptotique de C. edulis (Sehar et al., 2011).
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1.4.8. Activité hépato protectrice

L'extrait éthanolique des feuilles de C. edulis a un effet contre I'hépatotoxicité induite
par le diméthoate chez les cobayes males ; ce qui peut étre bénéfique pour surmonter la toxicité
et les effets secondaires associés aux troubles hépatiques dus a une intoxication aux pesticides
(Al-Awthan and Salem Baha, 2019).
Des études similaires ont été menées par Hegde et Joshi. Ils ont sélectionné des racines de C.
edulis et évalué I’effet hépato protecteur potentiel. L’effet des extraits éthanoliques de racines
de C. edulis sur I'népatotoxicité induite le chloroforme (CCl4) et par le paracétamol ont été
évalués. Les résultats ont montré une élévation significative des taux d'enzymes impliqués dans
les atteintes hépatiques au niveau du groupe témoin, comme la teneur en SGOT, SGPT et SALP
des animaux intoxiqués par CCI4/PCM. Les animaux preétraités avec 1’extrait (100, 200 et 400
mg / kg) ont montré une hépato protection significative en diminuant les enzymes marqueurs
sériques de maniere dose-dépendante (Hegde and Joshi, 2010).
1.4.9. Activité myorelaxante

Les extraits aqueux d'écorce de racine de C. edulis possedent un effet myorelaxant
significatif sur le jéjunum de lapin isolé. Cette activité semble étre médié par la stimulation de
la libération du NO par la NO synthase mais pas par la voie de la guanylyl cyclase soluble
dépendante de I'oxyde nitrique. (Lincone et al., 2019).
1.4.10. Propriétés phyto et physico-chimiques des fruits

Les fruits de C. edulis sont charnus, ovoides, de 6 a 11 mm de diametre, de baies rouges
a noires violacées et a deux a quatre graines. Ils ont des propriétés phénoliques, antioxydantes
et physico-chimiques qui sont affectées par les étapes de maturation. Une variabilité
significative a été observée pour les propriétés antioxydantes, phénoliques et physicochimiques
(couleur, solubilité totale du solide et pH) entre les trois stades de maturation des fruits de C.

edulis. Bien que les baies mares de C. edulis soient généralement plus comestibles au stade
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final de la maturation, une plus grande activité antioxydante a été observée au premier stade de
la maturation tandis que la teneur totale en flavonoides augmentait avec la progression de la
maturation (Makumbele et al., 2019).
1.5. Criblage phytochimique et molécules isoléees
1.5.1. Criblage phytochimique

Les études réalisées sur les feuilles de C. edulis ont révélées la présence de saponines,
flavonoides, tanins, anthraquinones, glycosides cardiaques (Ya’u et al., 2013), mais aussi des
composés phénoliques, des alcaloides, des stérols et des terpénoides (H Jorum and M Piero,
2016). Une concentration élevée de contenu phénolique total a été observée dans les extraits
aqueux et méthanoliques des feuilles comparativement a I'extrait hydroéthanolique, mais pas
de maniere significative. Les flavonoides étaient plus élevés dans les extraits
hydroéthanoliques et méthanoliques. Des tanins ont également été trouvés en grande quantité
dans les deux extraits (Fanta Yadang et al., 2019). L’ extrait méthanolique était aussi riche en
phytostérols, protéines, phénols, saponines, stéroides ; et I’extrait aqueux contenait des
protéines, phénols, tanins et saponines. L’extrait d'éther de pétrole a été testé positif pour les
terpénoides et les stéroides ; I’extrait de chloroforme contenait des terpénoides et des
phytostérols et I’extrait d'acétate d'éthyle a été testé positif pour les flavonoides, les protéines
et les stéroides (Janardhan et al., 2015).
Le criblage phytochimique réalisé sur les écorces de racine de C. edulis a révélé la présence
d’alcaloides, de stérols, de résine (Abdu et al., 2008), de flavonoides, de glycosides, de
saponines, de stéroides, de tanins et de terpénoides (Leonard et al., 2016). Dans des conditions
de congélation et de séchage a 1’air, des niveaux plus élevés de composés phénoliques totaux
que d’alcaloides totaux ont été observés (Nantongo et al., 2018). Alors que plus d'alcaloides
ont été trouves dans les feuilles par rapport a I'écorce, il n'y avait aucune différence d'abondance

de phénols (Nantongo et al., 2018).
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Les fruits secs de C. edulis contenaient du diterpéne, des terpénoides, des glucides, des acides
aminés et des résines dans l'extrait d'éther de pétrole tandis que I'extrait d'acétate d'éthyle
contenait des flavonoides, des glycosides, des composés phénoliques, du phytostérol, du
diterpene, des terpénoides, de I'anthocyanine, des glucides, des acides aminés et des réesines
(Fowsiya and Madhumitha, 2017). Les extraits d'eau et d'éthanol ont montré la présence de
alcaloides, flavonoides, coumarine, du diterpene, des terpénoides, des glucides, des acides

aminés et des résines (Fowsiya and Madhumitha, 2017).

L'extrait aqueux de la tige de C. edulis a montré la présence des composes suivant : alcaloides,
terpénoides, phénols, anthraquinones et saponines (Njau et al., 2017). Les extraits de
dichlorométhane et d’éther de pétrole ont montré une forte présence de la plupart des composés
phytochimiques, sauf les saponines. L'extrait d'acétate d'éthyle a montré une faible présence de
composés phytochimiques testés, sauf les phénols et saponines qui étaient abondants. L’extrait

de méthanol a montré une absence d'alcaloides et de saponines (Njau et al., 2017).

1.5.2. Molécules isolées
1.5.2.1. Les flavonoides

Les flavonoides ne sont pas des nutriments essentiels pour les humains. Cependant,
étant donné que les étres humains consomment de la nourriture pour survivre, tout effet
biologique provenant de composants alimentaires s'accumulera au cours de la vie. Des études
in vitro et sur des modéles animaux ont d'abord suggéré, et maintenant des essais cliniques
(185 études sur les flavonoides sont en cours, dont 41 sont axées sur les maladies

cardiovasculaires ; voir https://clinicaltrials.gov/) commencent a prouver, les premiéeres

associations épidémiologiques entre les aliments riches en flavonoides et la baisse des risques
de maladie (Fusi et al., 2020). Les flavonoides peuvent prévenir ou méme traiter les maladies
cardiovasculaires (Ciumarnean et al., 2020; Perez-Vizcaino and Duarte, 2010). D’un point de

vue du mécanisme, les flavonoides induisent leurs effets antihypertenseurs en augmentant la
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biodisponibilit¢ du NO, en réduisant le stress oxydatif des cellules endothéliales ou en
modulant l'activité des canaux ioniques vasculaires (Maaliki et al., 2019) (Figure 28). Les
flavonoides sont des composeés polyphénoliques naturels appartenant a six sous-groupes
principaux : les flavanones, les flavan-3-ols (flavanols), les flavonols, les flavones, les
anthocyanes et les isoflavones (Clark et al., 2015). La diversité structurelle entre les sous-
groupes de flavonoides produit une myriade de différentes propriétés bénefiques telles que des
activités antioxydantes, anti hypertensives, anti-inflammatoires et/ou antithrombotiques

(During and Larondelle, 2013; Perez-Vizcaino and Duarte, 2010).
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Figure 28 : Effet des flavonoides sur I'hypertension et les mécanismes sous-jacents
(Maaliki et al., 2019). Au niveau de l'endothélium, les flavonoides exercent leurs effets
vasorelaxants principalement en augmentant les niveaux du NO via de multiples mécanismes.
Certains flavonoides augmentent la biodisponibilité du NO en réduisant le stress oxydatif, soit
en diminuant la production des ROS, soit en augmentant la capacité antioxydante.
Alternativement, d'autres flavonoides augmentent l'activation de eNOS via la cascade
PI3K/Akt/eNOS ou par des niveaux croissants de [Ca?'] .. L'augmentation endothéliale de
[Ca?'] i conduit également a I'activation des canaux K* activés par Ca?* (principalement des
canaux K* activés par Ca?* a petite conductance (SKcaz+). et des canaux K* activés par Ca?*
a conductance intermédiaire (IKca2+). L'activation de ces canaux produit un courant sortant de
K*, ce qui conduit a une hyperpolarisation des cellules endothéliales. Cette hyperpolarisation
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est ensuite véhiculée vers les VSMC via des jonctions myoendothéliales (MEJ), inhibant ainsi
l'influx de Ca?* dans les VSMC, et conduisant finalement a une vasorelaxation.

Les flavonoides peuvent également affecter les VSMC directement et plutot indépendamment
de leurs effets sur les cellules endothéliales, comme cela a été établi dans les vaisseaux
dénudés en endothélium. Les flavonoides peuvent induire une vasorelaxation par I'activation
des canaux BKcaz+ Ou l'inhibition des canaux Ca?" Les canaux BKca+ agissent comme des
inhibiteurs de I'afflux de [Ca?1] i, et limitent ainsi la constriction, tandis que les canaux Ca?*
provoquent une contraction et précipitent ainsi une vasoconstriction.

Les flavonoides sont une classe importante de substances naturelles, a structure
polyphénolique, caractérisées par une structure générale constituée de deux cycles benzéniques
(deux cycles phényle et un cycle hétérocyclique). Les trois composants conduisent a la
formation de la structure de base des flavonoides, c'est-a-dire du noyau flavan (Ciumarnean et
al., 2020). Les flavonoides présents dans C. edulis se présentent principalement sous la forme
de leurs dérivés glycosylés. Les groupements sucre les plus courants comprennent le 3-D-
glucose et I'a-L-rhamnose et les glycosides sont généralement des —O- glycosides dans lesquels
le groupement sucre se lie généralement au groupe hydroxyle de I'aglycone en C-3. Les
aglycones (les formes dépourvues de fragments de sucre) sont moins fréquents. L'extrait
d'acétate d'éthyle des feuilles de C. edulis a révélé la présence de quatre glucosides de flavonol
connus, dont le kaempférol 3-O- p-D-glucopyranoside, la quercétine 3-O- pB-D-
glucopyranoside, la rhamnétine 3-O- B-D-glucopyranoside et l'isorhamnetine 3-O- B-D-
glucopyranoside. De I’extrait butanolique, I’isorhamnetin-3-O-B-D-glucopyranoside (2 "— 1"
") - L-rhamnopyranoside, 1- {1- [2- (2 hydroxypropoxy) propoxy] propan-2-yloxy} propan-2-
ol et le (+) butyl-O-a-L-rhamnoside ont été isolés (Al-Youssef and Hassan, 2017). Les
flavonoides identifiés dans les fruits de C. edulis comprenaient la rutine, la catéchine, le dimére
de procyanidine, le procyanidintrimer, la quercétine-3-O-glucosyl-xyloside, la quercétine-3-O-
robinobioside, la quercétine-3-O-glucoside et la quercétine-3-OH-3-méthylglutaryl-glucoside

(Makumbele et al., 2019).
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1.5.2.2. Les composes phénoliques

Les études ont montré que les racines de C. edulis contiennent la 2-
hydroxyacétophénone (Bentley et Brackett, 1984), les phénoliques solubles et les pro
anthocyanidines insolubles (Reed, 1986). Les acides phénoliques identifiés dans les fruits de
C. edulis étaient I'acide quinique, le protocatechuoyl-hexose, I'acide néochlorogénique, I'acide
chlorogeénique, I'acide cryptochlorogénique et I'acide dicaféoylquinique (Makumbele et al.,
2019).

1.5.2.3. Les composés volatils

L'huile des racines de C. edulis du Bénin a été analysée par GC/MS et six composants
ont été identifiés. Le constituant principal était le 2-acétylphénol (92,7 %) avec des quantités
moindres de limonene (1,2 %), y-eudesmol (1,2 %), a-pinéne (0,3 %), sabinene (0,3 %) et
myrcene (0,8 %) (Moudachirou et al., 1998).
1.5.2.4. Les sesquiterpenes

Les sesquiterpénes sont connus pour posséder une activité antimicrobienne,
antipaludique, anticancéreuse et anti-inflammatoire (Al-Youssef and Hassan, 2014a). Neuf
sesquiterpenes de type eudesmane et deux sesquiterpénes de type germacrane ont été isolés a
partir de l'extrait méthanoliqgue des racines de C. edulis. lls comprennent carissone,
cryptomeridiol, B-eudesmol, 6a-carissanol, 6B-carissanol, 2a-carissano, 4-Epi-aubergénone,
déshydrocarissone et germacrénol (Achenbach et al.,, 1985, 1983). Un sesquiterpéne
germacrane appelé carénone a été isolé de 1’extrait d'éther de pétrole de la tige de C. edulis a
(Jagadeeshwar Rao et al., 2005).
1.5.2.5. Les lignanes

A partir des tiges de C. edulis, 8 lignanes nommés (-) - nortrachelogenin, (-) -
secoisolaricirestinol, (-) - carissanol, (-) - carinol, (-) olivil, (+) - cycloolivil, (+) - 8-
hydroxypinorésinol, (+) pinorésinol ont été isolés (Wangteeraprasert et al., 2012) et le (+) -

lariciresinol a été isole a partir de la racine (Achenbach et al., 1983). La (-) nortrachelogénine
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a montré une activité antiplasmodique (Kebenei et al., 2011) et la (+) - nortrachelogenine,
I'énantiomére de la (-) - nortrachelogenine, s'est averée posseder une activité antitumorale
(Peuhu et al., 2013). Les propriétés anti-inflammatoires de la nortrachelogénine ont également
été révélées (Laavola et al., 2017). La nortrachelogénine a supprimé I'activation alternative des
macrophages induite par IL-4 et IL-13 (Pemmari et al., 2018).
1.5.2.6. Les carissaedulosides

Dix glycosides non décrits auparavant, les carissaedulosides A-J (1-10) faisant
référence a six phénylpropanoides apiosylés (1-6), un hybride coumarine-sécoiridoide (7) et
trois lignanes de furofurane (8-10) ont été isolés des écorces de racines de C. edulis (Kaunda

et al., 2020) (Figure 29).
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Figure 29 : Structures de nouveaux composés, 1-10, isolés de C. edulis (Kaunda et al.,
2020)

1.6. Etudes de toxicité
L'extrait aqueux des feuilles de C. edulis n'a pas d'effet toxique a la dose de 2000 mg/kg
sur des rats Wistar 1’ayant recu quotidiennement (Osseni et al., 2016). L'écorce des racines de

C. edulis n'a pas présenté d'effets Iétaux aprés I'administration orale de I'extrait éthanolique
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standardisé a des doses de 1 600, 2 900 et 5 000 mg/kg a des rats Wistar. Aucun changement
de comportement n'a été observé chez ces rats. (Ya’u et al., 2013).

De méme un traitement subaigu (28 jours) de rats Wistar avec I'extrait éthanolique d'écorce des
racines de C. edulis n'a pas affecté I'nématopoiese et la leucopoiése chez le rat. Les doses
d’extrait administrées par voie orale n’étaient pas toxiques et n’interféraient pas avec la
production de globules rouges circulants, de globules blancs et de plaquettes (Ya’u etal., 2013).
L'extrait hydroalcoolique de racines de C. edulis n’induit pas d’effet toxique lorsqu'il est
administré a 500 mg et 1000 mg/kg a des rats Wistar pendant 28 jours (Dossou-Yovo et al.,
2020). L'ingestion orale subaigué de 28 jours de I'extrait aqueux des feuilles de C. edulis montre
une architecture normale de la structure histologique. Aucun changement néfaste de la
morphologie des foies et des reins n'a été observe dans le groupe traité par rapport au groupe

témoin (Osseni et al., 2016).

L'évaluation de la toxicité subchronique de C. edulis a été réalisée par Osseni et al. Cette étude
n'a montré aucun deces des rats Wistar apres 90 jours de traitement a 7,87 ; 31,25 et 125 mg/kg
de I’extrait. Mais une utilisation prolongée de C. edulis pourrait altérer certaines fonctions de
I'organisme, en particulier les fonctions hépatiques, rénale et hématopoiétique. En effet, des
changements ont été observés parmi les parametres de la fonction rénale, notamment une
augmentation des taux de créatinine et d'urée. De plus, I'analyse hématologique a montré une
augmentation du nombre d'érythrocytes, des taux d'hémoglobine et d’hématocrite
(polyérythrocythémie) associés a une augmentation du taux de volume globulaire moyen
(VGM macrocytose). L'analyse du poids relatif des organes a montré une réduction
significative du poids du foie et des reins traités avec I'extrait dans tous les groupes par rapport
au contréle. L'analyse biochimique des rats traités et témoins a montré qu'il y avait des
différences significatives dans les taux de transaminases en particulier au milieu du traitement

(jour 45) mais les valeurs étaient physiologiqguement normalisées a la fin de I'étude. Et I'analyse
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hématologique a révélé une augmentation du nombre d'érythrocytes, d'’hémoglobine,
d’hématocrite (polyérythrocytémie) associée a une augmentation du taux de MGV
(macrocytose) (Osseni et al., 2017). Les études de la toxicité orale a 90 jours de I'extrait
hydroalcoolique de racine de C. edulis ont montré qu'a 500 et 1000 mg/kg, I'extrait de racine
hydroalcoolique de C. edulis était relativement sans danger pour des rats Wistar (Dossou-Yovo

etal., 2021).

2. Diodia scandens et traitement de I’hypertension

2.1. Diodia scandens taxonomie et morphologie

Diodia scandens Sw (Rubiaceae) est une plante herbacée vivace a feuilles persistantes
vert foncé luxuriantes ayant une disposition alternée et dont le pétiole est présent. Ses feuilles
sont composées, de forme ovale a lancéolée, ayant une nervation réticulée, une marge entiere,
un apex aigu, une base cunéiforme, une surface glabre, et une texture ombragée. Diodia
scandens Sw a une tige anguleuse, une inflorescence groupée et des fleurs blanches ; ¢’est une
plante insipide et inodore (Akpuaka et al., 2018a). Sa capacité de survie en saison séche est
remarquable. Ses caractéristiques botaniques ont été bien décrites par Hutchinson et Dalziel

(Hutchinson et al., 1963).
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Figure 30: Diodia scandens, feuilles http://www.ethnopharmacologia.org

2.2. Diodia scandens pertinence ethnopharmacologique

En médecine traditionnelle, les feuilles de la plante sont couramment utilisées pour
traiter de nombreuses maladies, notamment la morsure de serpent, les troubles inflammatoires
rhumatismaux, les maux d'oreille et les maladies vénériennes (Dalziel, 1937). On prétend
également qu'il posséde une puissante activité antiulcéreuse (Akah et al., 1993).

La valeur médicinale de la plante comprend son utilisation comme antidote, analgésique,
traitement des infections fongiques cutanées et sous-cutanées. Les différentes parties des
plantes : laséve, lafeuille, latige et laracine, sont utilisées a diverses fins médicales. La feuille
est utilisée pour traiter l'arthrite, les rhumatismes, les infections parasitaires cutanées et sous-
cutanées, la diarrhée, et la dysenterie. La tige et les racines sont utilisées pour I'hydropisie, les
gonflements, I'cedéme et la goutte et comme stimulants de la lactation; tandis que la séve est
utilisée pour traiter les otites, la paralysie, I'épilepsie, les convulsions, les spasmes et les
troubles pulmonaires (Essiett et al., 2010). La plante entiére de D. scandens Swis est utilisée

pour traiter les fibromes et les troubles utérins (Okafor, 2013).
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2.3. Etudes pharmacologiques de Diodia scandens
2.3.1. Propriété antivenimeuse

La propriété antivenimeuse de la plante a été rapportée par Mittal et al. et Onuaguluchi
et Okeke (Mittal et al., 1981; Onuaguluchi and Okeke, 1989). Onuaguluchi et Okeke (1989)
ont montré que la fraction hydrosoluble d'un extrait & I'éthanol de D. scandens, avait une activité
anti-thromboplastine définie contre la thromboplastine cérébrale et I'activité thromboplastine
d'Echis carinatus, le serpent de la famille des Viperidae. Il a également été montré que bien que
I'extrait a 1,5 mg/kg protege partiellement les souris des effets létaux du venin d'Echis
carinatus, il n'y avait pas d'effet délétére sur les souris, méme a 2 g/kg (Onuaguluchi and
Nwafor, 1999).

2.3.2. Propriétés anti-inflammatoire et actions analgésiques de I'extrait de Diodia
scandens

L'extrait d’éther de pétrole de D. scandens a montré un effet anti-inflammatoire marqué
chez le rat, provoquant une inhibition dose dépendante et soutenue de I'augmentation de la
circonférence de la patte de rat provoquée par I'injection sous-plantaire d'un agent phlogistique.
De plus, I'extrait a augmenté le seuil de stimulation de la douleur chez la souris. L'extrait a
significativement protégé les rats des ulcéres induits par I'aspirine, l'indométacine et la
réserpine (Akah et al., 1993).

2.3.3. Laxatif et agent ocytocique.

L’effet de 1’extrait a I'éthanol de D. scandens sur I'utérus de cobaye a été étudié et il a
été découvert qu'il induisait une augmentation de la force de contraction et du tonus a une dose
de 1,6 x 10 mg/ml. D. scandens agit via des récepteurs muscariniques. 1l a également induit
une vasodilatation concentration dépendante (10-80 mg/kg) des membres postérieurs du rat et
abaisse la tension artérielle chez le chat anesthesié (Onuaguluchi and Nwafor, 1999; Patel et

al., 2011).
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2.3.4. Diodia scandens dans le traitement de I’hypertension

Diodia scandens est utilisé dans la médecine traditionnelle pour le traitement de
I’hypertension artérielle (Asiedu-Larbi et al., 2020). Les feuilles séchees de la plante ont éeté
utiliseées en clinique pour la prise en charge de I'nypertension. Une étude rétrospective visant a
évaluer I'efficacité de la plante en tant qu'anti-hypertenseur a été réalisée. Pour les patients
hypertendus se présentant a la clinique, deux cent soixante-cing (265) patients ayant recu un
diagnostic d'hypertension entre janvier 2015 et décembre 2015 ont été inclus. Les résultats de
I'étude rétrospective ont indiqué une baisse a la fois de la pression artérielle systolique et la
pression artérielle diastolique, avec une pression systoliqgue moyenne de 163,9 mmHg a partir
d'une valeur initiale de 174 mmHg et une pression diastolique moyenne de 96,1 mmHg a partir
d'une ligne de base de 99,5 mmHg. Il a été conclu que Diodia scandens pourrait étre efficace
dans la gestion de I'nypertension (Boakye-Yiadom et al., 2017) .

Des études ethnopharmacologiques réalisées au Bénin en 2006 dans les principales
villes de cing départements du Bénin choisies pour leur poids démographique et leurs zones
géographiques diversifiées ont permis de recenser une série de trente plantes médicinales
utilisées pour leurs propriétés antihypertensives mais qui n’avaient pas encore fait 1’objet
d’objectivation scientifique. Parmi ces plantes figurait D. scandens. Une nouvelle enquéte
ethnobotanique menée au Bénin dans les régions du Zou et de la Colline en février 2015 a
permis de recenser douze plantes traditionnellement utilisées dans le traitement de

I’hypertension artérielle, parmi lesquelles D. scandens (Tokoudagba et al., 2018, 2009).

2.4. Criblage phytochimique

Une macération a froid d'extraits de solvants au n-hexane et a l'acétate d'éthyle de
Diodia scandens pendant 48 heures a donné des solides huileux brunatres qui ont été soumis a
une analyse phytochimique. La chromatographie sur colonne des extraits bruts en utilisant du

n-hexane-acétate d'éthyle a donne différents résultats. Ceux-ci ont été soumis a une analyse
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spectroscopique. Les résultats de I'analyse phytochimique de I'extrait de n-hexane brut ont
montré la présence de stéroides, de glycosides, d'alcaloides et de saponines. L'extrait d'acétate
d'éthyle brut a montré la présence de stéroides et de saponine. La présence de ces composés
justifiait l'utilisation de cette plante pour traiter I'arthrite et d'autres maladies (Akpuaka et al.,
2018a).
2.5. Etude de toxicité

L'étude de toxicité aigué de I’extrait aqueux de D. scandens a estimé que la dose létale
médiane (LD 50) était supérieure a 5 000 mg/kg. Les activités enzymatiques AST, ALP, ALT,
LDH-1 ainsi que les concentrations de bilirubine, de créatinine et d'urée mesurées pour I'étude
de la toxicité chronique n'ont pas indiqué de différence significative entre le groupe contréle et
le groupe traité. L'analyse de 1’urine et I'examen histopathologique du cceur, des reins, des
poumons, de la rate et du foie n’ont révélé aucune lésion de ces organes aprés 6 mois
d'exposition. Les poids corporels, les poids des organes humides des rats ainsi que leurs profils
hématologiques n'ont pas été affectés par I’extrait a la fin de la période de traitement. Ainsi,
aucune toxicité a la fois aigué et chronique n'a été associé a D. scandens chez les rats males et

femelles (Asiedu-Larbi et al., 2020).

3. Cleome gynandra et traitement de I’hypertension

3.1. Cleome gynandra taxonomie et morphologie

Cleome gynandra L., synonyme Gynandropsis gynandra (L.) appelée la plante araignée
est une plante a feuilles appartenant a la famille des Capparaceae et originaire de I'Afrique
subsaharienne et Asie (Wu et al., 2018). C’est une plante herbacée, érigée et annuelle qui atteint
une hauteur variant de 0,5 m a 1,5 m a maturité, selon I'environnement de croissance. 1l a de
nombreuses branches. Dans les sols modérément humides, la plante peut pousser tout au long
de I'année, tandis que la floraison et la fructification se produisent simultanément (Shilla et al.,

2019). C. gynandra L. a une longue racine pivotante avec des poils racinaires et peu de racines

Theése de Doctorat
Université de Strasbourg/Université d’Abomey-Calavi



secondaires. Une observation préliminaire menée a Arusha, en Tanzanie au World Vegetable
Center, Afrique orientale et australe (WorldVeg-ESA) en 2013, a révélé que la racine pivotante
de certaines plantes de C. gynandra mesurait 60 cm de long (Shilla et al., 2019).

La tige de C. gynandra est collante avec des poils glandulaires, marque avec des lignes
paralleles longitudinales. La pigmentation de la tige varie du vert au rose et au violet.
Cependant, sur la base de nos observations a WorldVeg-ESA, quatre types de pigmentation ont
été notés : (1) tige pourpre et pétiole de feuille pourpre, (2) tige verte et pétiole de feuille verte,
(3) tige pourpre et pétiole de feuille verte, et (4) tige verte et pétiole de feuille pourpre, dont la

tige pourpre et le pétiole de feuille verte sont plus courants (Figure 31).

Figure 31: Variation de couleur de la tige et du pétiole de C. gynandra (Shilla et al.,
2019) ; A - tige et pétiole violets, B - tige et pétiole verts, C - tige violette et pétiole vert, D -
tige verte et pétiole violet.

Les feuilles sont alternes, composées palmées avec trois a sept, mais généralement cing folioles
et une longue tige de feuille. La tige des feuilles mesure de 20 a 50 mm de long avec des poils

glandulaires. Leur forme varie d'obovale a elliptique tandis que la couleur des feuilles va du
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vert au vert foncé. La taille des feuilles varie généralement de 2 a 10 cm de longueur et 2 a 4
cm de largeur. La plante a un racéme axillaire et terminal, déterminé inflorescence (fleurs a
courtes tiges florales appelées pédicelles le long de son axe), avec de nombreuses fleurs issues
de la petite bractée trifoliée, ressemblant aux feuilles mais plus petit et sessile (Shilla et al.,

2019). Les fruits sont des capsules linéaires et cylindriques (Assongba et al., 2021).

3.2. Cleome gynandra : pertinence ethnopharmacologique

C. gynandra joue un role important dans la sécurité alimentaire et nutritionnelle des
communautés locales. Les feuilles tendres sont généralement consommées cuites en tant que
legume tandis que les racines, les tiges et les feuilles entiéres sont utilisées a des fins
médicinales (Ndenga et al., 2011; Onyango et al., 2013). La plante est utilisé depuis plusieurs
années en meédecine traditionnelle comme agent anthelminthique et antimicrobien (Ajaiyeoba,
2000). Selon I’OMS (2011), dans le traitement des ascites, des tumeurs, des ulceres, des
douleurs, des maux d'oreille, de I'élargissement de la rate, des fievres biliaires, des névralgies,
des maux de téte, des raideurs de la nugue et comme rubéfiant (Ghogare et al., 2009). Les
feuilles de C. gynandra sont aussi utilisées dans les cas de malnutrition, courants dans de
nombreux pays d’Afrique. Au Bénin, le suc de ses feuilles fraiches est utilisée dans le
traitement des icteres et hyperthermies (Akoegninou et al., 2006; Dansi et al., 2012). C.
gynandra posséde également d'importantes propriétés ethnopharmacologiques telles que la
répulsion des tiques et l'atténuation de la fievre (Kwarteng et al., 2018). Le statut de
développement modeste de ce légume est disproportionné étant donné I'importance de sa
culture en tant que source de nourriture dans les régions (Kwarteng et al., 2018; Onyango et

al., 2013; Zorde et al., 2020).

Theése de Doctorat
Université de Strasbourg/Université d’Abomey-Calavi



3.3. Etudes pharmacologiques de Cleome gynandra
3.3.1. Activité anticancéreuse

L'activite anticancéreuse de I'extrait méthanolique de C. gynandra a été évaluée contre
la lignée cellulaire Ehrlich Ascites Carcinoma (EAC), chez des souris albinos suisses aux doses
de 200 et 400 mg/kg de poids corporel par voie intrapéritonéale. L’extrait a montré une
diminution concentration dépendante significative du volume de la tumeur, du nombre de
cellules viables, du poids de la tumeur et a augmenté la durée de vie des souris porteuses de
tumeurs EAC. Le profil hématologique tel que le nombre de globules rouges, d'hémoglobine,
de globules blancs et de lymphocytes est revenu a un niveau normal chez les souris traitées par
I'extrait au méthanol de C. gynandra (Bala et al., 2010).
3.3.2. Propriété antiarthritique et antioxydante

Une étude visant a étudier le potentiel antiinflammatoire de I'extrait éthanolique des
feuilles de C. gynandra a été effectué pendant 30 jours sur l'arthrite induit chez des rats
expérimentaux. L’extrait a été administré aux rats a une dose de 150 mg/kg de poids corporel.
Les résultats ont montré que I'extrait de feuille de C. gynandra posséde une activité
antiarthritique significative, comme en témoigne la diminution du volume de la patte des rats.
Cette activité est probablement médiée par 1’effet inhibiteur de 1’extrait sur la formation de
peroxyde lipidique et son activité efficace de piégeage des radicaux libres (Narendhirakannan
etal., 2005). L’extrait éthanolique de C. gynandra a aussi été testé pour le piégeage des radicaux
2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) et l'inhibition du NO via l'induction des cellules
macrophages RAW 264.7. L'extrait de C. gynandra s’est avéré avoir les meilleures activités
antioxydantes et anti-inflammatoires (Chandradevan et al., 2020).
3.3.3. Activite anti-nociceptive

L’activité anti-nociceptive de C. gynandra a éeté étudiée en utilisant le test de la plaque

chauffante et le test de contorsions induites par l'acide acetique chez des souris a une dose de
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100 mg kg-1, par voie intrapéritonéale. Les extraits éthanolique et aqueux ont montré une
puissante activité anti nociceptive. Cette activité a été bloguée par la naloxone (1 mg/kg) dans
le test de la plaque chauffante, ce qui suggere I'implication des récepteurs opioides dans I'action
(Ghogare et al., 2009).
3.3.4. Activité antifongique et antimicrobienne

Alele et Imanirampa ont étudié I'activité antifongigue de C. gynandra
traditionnellement utilisé par la population locale en Ouganda contre Tinea capitis. Des tests
ont été effectués sur les isolats cliniques de trois souches fongiques communes a l'origine de la
teigne du cuir chevelure (tinea capitis). L’extrait éthanolique et 1’extrait aqueux (0,5 ; 0,25 ;
0,125 ; 0,0625 ; 0,0313 ; 0,0156 ; 0,00781 et 0,00391 mg/ml) ont présenté des réponses
antifongiques intéressantes (Imanirampa and Alele, 2016; Singh et al., 2018). Des études ont
également montré I'effet antimicrobien de C. gynandra contre une variété de souches
microbiennes, qui ont souvent été testées a l'aide d'un test de micro dilution, un systéeme
largement accepté comme un test antimicrobien efficace (Van Vuuren and Holl, 2017).
3.3.5. Cleome gynandra dans le traitement de I’hypertension

Les études de Runnie et al. ont montré que C. gynandra est riche en polyphénols et
posseéde des propriétés vasorelaxantes intéressantes. L'effet vasculaire étudié sur les
préparations d’anneau aortique était principalement dépendant de I'endothélium et médié par
le NO. La capacité a réduire le tonus vasculaire est pertinente pour la réduction du risque de
maladies cardiovasculaires (Runnie et al., 2004).
3.4. Criblage phytochimique

Les métabolites végétaux secondaires les plus intéressants de C. gynandra sont les
glucosinolates et les flavonoides comme I'ont demontré Neugart et al. (Neugart et al., 2017).
Des concentrations élevées de minéraux dans le tissu foliaire de C. gynandra ont éte observées

en particulier pour le potassium, le calcium, le magnésium, le phosphore, le fer, le manganése
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et le zinc. Le 3-hydroxypropyl glucosinolate aliphatique était le principal glucosinolate detecté
dans tous les tissus avec les concentrations les plus élevées dans les organes reproducteurs. Les
glycosides de quercétine, de kaempférol et d'isorhamnetine étaient les principaux flavonoides.
Les glycosides d'isorhamnetine ont été détectés a I'état de traces dans les feuilles et les
inflorescences, tandis que les glycosides de quercétine et de kaempferol étaient dominants dans
les feuilles et les inflorescences, respectivement (Omondi et al., 2017). Les alcaloides, les
stéroides, les glycosides cardiaques, les saponines, les phénols et les tanins et les
anthraquinones ont aussi €té trouvées dans différents extraits de la plante (Sango et al., 2016).
3.5. Etude de toxicité

L'étude de toxicité aigué a été menée pour des extraits hydroalcooliques,
méthanoliques, d'acétate d'éthyle et d'hexane de C. gynandra conformément aux lignes
directrices 420 de I'OCDE (Organisation de coopération et de développement économiques)
(OCDE, 2001). Les résultats ont montré que les extraits jusqu'a 2000 mg/kg ne produisaient

aucun signe de toxicité ou de mortalité (Rao et al., 2013).
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OBJECTIF DE L’ETUDE
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L’objectif principal de notre étude est d’étudier le potentiel des extraits de C. edulis, D.
scandens et C. gynandra a moduler le tonus vasculaire et clarifier le role de I’endothélium ainsi
que les mécanismes sous-jacents a 1’aide d’une approche ex vivo, de déterminer si I’extrait le
plus actif permet d’améliorer la fonction endothéliale in vivo dans un modele de vieillissement

vasculaire, et de caractériser les molécules d’origine végétale dans 1’extrait actif.

Plus précisément, les objectifs spécifiques sont :

1. Etudier ’activité vasorelaxante des extraits des trois plantes sur des arteres coronaires
de porcs ;

2. Clarifier le role de I’endothélium et les mécanismes sous-jacents ;

3. Fractionner I’extrait le plus actif et étudier sa composition chimique ;

4. FEtudier effet de I’extrait actif sur le tonus vasculaire d’anneaux d’aortes de rats sains
et de rats traités par une dose hypertensive d’Ang II ;

5. Etudier in vivo l'effet de la consommation de D’extrait sur le dysfonctionnement

endothélial lié au vieillissement ;

6. Déterminer I’effet de D’extrait sur le stress oxydatif et I'activation du systéeme

angiotensine vasculaire lié au vieillissement.
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MATERIEL ET METHODES
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1. Extraction et identification des métabolites secondaires

1.1. Récolte et séchage des plantes

Les différentes plantes ont été collectées dans leur état naturel. Les feuilles de Carissa
edulis, Diodia scandens et Cleome gynandra ont été collectées a Togbin et a Godomey (sud du
Bénin) en septembre 2017. La détermination botanique des espéces a €té réalisée par Mr
Hounnankpon YEDOMONHAN, Professeur de botanique a I'Université d’Abomey-Calavi,
Bénin. Des échantillons justificatifs ont été déposes a I'Herbier National de I'Université
d'Abomey-Calavi du Bénin. Les échantillons récoltés ont ensuite été séchés a temperature
ambiante et broyés.
1.2. Extraction par macération

La macération est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en
contact prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs. C’est une extraction qui
se fait a température ambiante. C’est une technique assez courante. Elle ne doit pas étre
confondue avec I’infusion ou la décoction. Nous avons effectué I’extraction de nos trois plantes
de cette manicre. Le solvant utilisé est composé de 30 % d’eau distillée et de 70 % d’éthanol
absolu. Pour chaque plante le broyat est macéré dans le solvant hydro-éthanolique avec un ratio
masse/volume de solvant (1/10). La durée de macération a été de 72 h et la vitesse d’agitation
est de 600 rpm. Une fois la macération terminée, le mélange a été filtré sur du papier Wattman
et concentrée avec un évaporateur rotatif dont le bain thermostaté a été chauffé a 60°C.
L’extrait obtenu apres élimination du solvant constitue la matiere premiere pour les

fractionnements.

1.3. Fractionnent par succession de séparation liquide-liquide
L'extraction liquide-liquide est une opération de transfert de masse dans laquelle un
mélange d'un soluté et d'un liquide porteur est mis en contact avec un second non miscible ou

partiellement miscible (solvant) afin de réaliser le transfert des solutés vers le solvant.
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L’extraction est optimisée lorsque 1’on procéde en plusieurs extractions avec des fraction du
volume du solvant qu’en une seule fois. Cette technique est maintenant trés bien établie dans
la communauté scientifique et se présente largement comme un processus de séparation
sélective. Nous I’avons utilisé pour fractionner successivement notre extrait le plus actif suivant
un gradient de polarité croissante avec quatre solvants : le cyclohexane, le dichlorométhane,
I’acétate d’éthyle et le butanol. L’extrait (10g) est dissout dans de I’eau (100 ml) et une
séparation liquide-liquide est effectuée avec le méme volume (100 ml) de chaque solvant pour

trois fois successives par solvant. (Error! Reference source not found.).

Extrait hydro-
éthanolique

Extrait au Marc 1
cyclohexane

E_xtralt au ’ Marc 2
dichlorométhane
|
[ |
Extrait a I’acétate Marc 3
d’éthyle
|
[ |
Extrait au butanol Marc 4

Résidu aqueux

Figure 33 : Fractionnement de |'extrait hydro-éthanolique

1.4. Détermination des composés polyphénoliques
La procédure décrite par Alamgeer et al. (2018) a été suivie pour déterminer le contenu

polyphénolique avec le réactif Folin-Ciocalteu. Le réactif de Folin-Ciocaleu contient un
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mélange d’acide phosphotungstique et phosphosmolybdique qui vont réagir avec les phénols
pour former un complexe bleu visible a 730 nm. Dans chaque puits d’une plaque de 96 puits,
30 ul d’extrait ou de fraction dilué approprié ont été déposés, auxquels 10 pl de réactif Folin-
Ciocalteu et 30 pl de Na2CO0s3 (20 %) ont été ajoutés. Ensuite, le volume total du mélange a été
complété a 200 pl avec de I'eau distillée. L'acide gallique a été utilisé comme standard. Apres
avoir maintenu les échantillons a température ambiante pendant 30 min I'absorbance a été lue
a 730 nm en utilisant un lecteur IEMS Lab System, spectrophotométre MF. La courbe
d'étalonnage a été construite en utilisant une solution standard d'acide gallique (0 a 100 mg/ml).

Les échantillons ont été préparés en triple et exprimés en mg/ml d'équivalents d'acide gallique.

1.5. Identification des métabolites

1.5.1. Analyse par Chromatographie Liquide couplée a la spectrométrie de masse a
haute résolution (LC-HRMYS)

La spectrométrie de masse a haute résolution (HRMS) et les mesures de masse précises
ont récemment gagné en popularité en raison de leur grande capacité a fournir des informations
plus complétes concernant la masse moléculaire exacte, la composition élémentaire et la
structure moléculaire détaillée d'un composé donné. En effet, le HRMS, atteint une résolution
de masse élevée et donc une grande précision de mesure de masse ; ce qui améliore la
possibilité de déterminer sans ambiguité la composition élémentaire des constituants connus et
nouveaux avec un niveau de précision élevé, généralement inférieur a 5 ppm. Cela permet a
I'analyste de faire également la distinction entre les analytes cibles et les autres composés
isobares co-élués (Lucci et al., 2017). Parmi les multiples avantages du HRMS par rapport a
la spectrométrie de masse en tandem a résolution de masse unitaire classique, on peut trouver:
(i) la différenciation des composeés isobares (differents composés de méme masse nominale
mais de composition élémentaire différente); (ii) la simplification des procédures de

préparation des échantillons, conduisant ainsi a des méthodologies plus rapides nécessitant
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moins de manipulation des echantillons; (iii) les informations recueillies par une seule injection
qui peuvent étre utilisées a des fins de quantification et de dépistage, y compris des analyses
ciblées, suspectes et non ciblées; (iv) collecte de spectres a balayage complet qui peuvent étre
stockés et utilisés dans une analyse rétrospective a un stade ultérieur, permettant ainsi la
formulation d'hypothéses a posteriori impliquant I'€lucidation structurelle de composés
inconnus ou suspects (Lucci et al., 2017). Ces derniéres années, les scientifiques tirent parti des
méthodes LC-HRMS utilisant des analyseurs de temps de vol (TOF) ou Orbitrap pour la
caractérisation, la détermination et I'identification des composés métabolites.

La fraction active a été analysée en utilisant la chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse a haute résolution, sur un systeme UltiMate 3000 (Thermo) couplé a
un spectrométre a temps de vol quadripolaire Impact Il (Bruker) (Q-TOF). La séparation
chromatographique a été réalisée sur une colonne Acquity UPLC ® BEH C18 (2,1x100 mm,
1,7 um, Waters) équipée d'une pré-colonne Acquity UPLC ® BEH C18 (2,1 x5 mm, 1,7 um,
Waters) en utilisant un gradient de solvants A (eau, 0,1 % d'acide formique) et B (MeOH, 0,1
% d'acide formique). La chromatographie a été réalisée a 35°C avec un flux de 0,3 ml.min-1,
commengcant avec 5 % B pendant 2 minutes, atteignant 100 % B a 10 minutes, maintenant 100
% pendant 3 minutes et revenant a la condition initiale de 5 % B en 2 minutes, pour une durée
totale de fonctionnement de 15 minutes. L'extrait a été maintenu a 4°C, 5 pl ont été injectés en
mode boucle compléte avec une étape de lavage apres injection d'échantillon avec 150 pl de
solution de lavage (H20/MeOH, 90/10, v/v). Le spectromeétre a été équipé d'une source
d'ionisation par électrospray (ESI) et a fonctionné en mode ion positif sur une plage de masse
de 20 a 1000 Da avec une fréquence spectrale de 2 Hz en mode de fragmentation AutoMS /
MS. La tension en source a été réglée a 500 V, la tension capillaire a 2500 V, le nébuliseur a 2
bars, le gaz sec a 8 L.min-1 et la température séche a 200°C. Le temps de transfert a été fixé a

20-70 ps et I'énergie de collision MS/MS a 80-120 % avec un minutage de 50-50 % pour les
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deux parameétres. Le temps de cycle MS/MS a été fixe a 3 sec, le seuil absolu a 816 cts et
I'exclusion active a été utilisée avec un seuil d'exclusion a 3 spectres, la libération apres 1 min
et I'ion précurseur a été reconsidéré si le rapport intensité courante/intensité précédente était
supérieur a 5. Un segment d'étalonnage a été inclus au début des essais permettant I'injection
d'une solution d'étalonnage de 0,05 a 0,25 min. La solution d'étalonnage utilisée était un
mélange frais de 50 ml d'isopropanol/eau (50/50, v/v), 500 ul de NaOH 1 M, 75 pL d'acide
acetique et 25 pl d'acide formique. Le spectrometre a été étalonné sur la forme [M + H] + d'ions
de référence (57 masses de m/z 22,9892 am/z 990,9196;) en mode étalonnage haute précision
(HPC) avec un écart-type inférieur a 1 ppm avant les injections pour chaque mode de polarite,
et un réétalonnage de chaque donnée brute a été effectué apres l'injection a lI'aide du segment

d'étalonnage.

1.5.2. Identification des metabolites

Les données brutes ont été traitées dans le logiciel MetaboScape 4.0 (Bruker) : les
caractéristiques moléculaires ont été considérées et regroupées dans des buckets contenant un
ou plusieurs adduits et isotopes des ions détectés avec leur temps de rétention et les
informations MS/MS lorsqu'elles étaient disponibles. Les parametres utilisés pour la création
du jeu de données sont un seuil d'intensité minimum de 10 000, une longueur de pic minimum
de 3 spectres, un rapport signal sur bruit (S/N) de 3. Les ions [M+H]*, [M+Na]* et [M+K]* ont
été autorisés comme ions possibles. Les échantillons répliqués ont été regroupes et seuls les
buckets trouvés dans 80% des échantillons d'un groupe ont été extraits des données brutes. La
liste des buckets obtenue a été annotée a l'aide de SmartFormula pour générer une formule
brute basée sur la masse exacte des ions primaires et le modéle isotopique. La variation
maximale autorisée de la masse (Am/z) a été fixée a 3 ppm, et la valeur maximale mSigma
(évaluation du bon ajustement des profils isotopiques) a été fixée a 30. Pour mettre un nom sur

les formules obtenues, une liste d'analytes a été dérivé de la base de données KNApSACcK (
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http://www.knapsackfamily.com/KNApSAcK/ ). Les parametres utilisés pour I'annotation

avec les listes d'analytes sont les mémes que pour lI'annotation SmartFormula. Les annotations

obtenues avec KNApSAcK sont du niveau 3 sur 1’échelle de Schymanksi.

2. Matériel et méthode des tests biologiques
2.1. Etude ex vivo

2.1.1. Matériel

Pour les tests biologiques, nous avons utilisé les arteres coronaires circonflexes gauches
de cceurs de porcs et ’aorte thoracique de jeunes rats. Les cceurs de porcs ont été collectés a
I'abattoir local (Copvial, Holtzheim) / France. Des rats males Wistar &gées de 12 semaines ont
été obtenus aupres de Janvier-labs (Le Genest-Saint-Isle, France) et ont été gardés dans une
animalerie a température contrdlée (22°C), cycle lumiere / obscurité de 12 h. lls ont eu libre
acces a de la nourriture et de I'eau standard.
2.1.2. Réactivité vasculaire

Les artéres coronaires circonflexes gauches et l'aorte thoracique ont été excisées,
nettoyées du tissu conjonctif lache et rincées avec du PBS sans calcium pour éliminer le sang
restant. Des anneaux (3 a 4 mm de long) ont ensuite €té mis en suspension dans des cuves a
organes isolés contenant une solution oxygénée de bicarbonate de Krebs (95 % Oz, 5 % COy)
(composition en mM : NaCl 119, KCI 4.7, KH2PO4 1.18, MgSO; 1.18, CaCl2 1.25, NaHCO3
25 and D-glucose 11, pH 7.4, 37°C) pour la détermination des changements de tension
isométrique (tension basale 5 g pour I’artére coronaire et 2 g pour 1’aorte de rat). Aprés la
période d'équilibrage, les anneaux ont été exposés a une solution de bicarbonate de Krebs a
forte teneur en K* (80 mM) jusqu'a ce que des réponses contractiles reproductibles soient
obtenues. Pour évaluer I’intégrité de 1’endothélium, les anneaux d’artéres coronaires porcines,
ont été précontractés avec U46619 (un agoniste des récepteurs de la thromboxane A;) avant

induction d'une relaxation a la bradykinine (0,3 puM). Pour I'évaluation des propriétés
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vasorelaxantes des extraits, les anneaux ont été contractés (environ 80 % de la contraction
maximale) avec U46619 (un agoniste du récepteur du thromboxane A2) pour I’artére coronaire
et la phényléphrine pour ’aorte de rat avant construction d'une courbe concentration-relaxation
par extrait. Pour étudier l'inhibition des réponses contractiles, les anneaux avec endothélium
ont été exposés a I’extrait pendant 30 min avant construction d'une courbe concentration-
contraction au KCI, U46619, CaCl; en présence de 40 mM KCI ou a la sérotonine.

Pour caractériser les différentes voies médiées par la relaxation, les anneaux ont été incubés
pendant 30 min avec des agents pharmacologiques avant la construction des courbes
concentration-réponse. Le réle de la relaxation médiée par le NO a été étudié dans des anneaux
incubés avec de la N®-nitro-L-arginine (L-NA, 300 pM, un inhibiteur de la NOS). Pour étudier
le role des prostanoides dérivés des cyclooxygénases, les anneaux ont été incubés avec de
I'indométacine (10 uM). Pour étudier le role de la relaxation médiée par I'EDH, les anneaux
ont été incubés avec TRAM-34 plus UCL-1684 (1 uM chacun, inhibiteurs de IKca?" et SKca?*,

respectivement).

2.1.3. Accumulation d'absorption des flavonoides ex vivo

Le segment des artéres coronaires de porc et d'aorte thoracique de rat ont été excisés et
soigneusement nettoyeés des tissus conjonctifs. Des anneaux de 3-4 mm chacun ont été lavés
dans une solution de Krebs et placés dans des plaques a 24 puits contenant du milieu de culture
MCDB131 (Gibco, ThermoFisher Scientific, llIkirch, France) supplémenté en fungizone (250
ug/ml), pénicilline (100 Ul/ml), streptomycine (100 UI/ml), L-glutamine (2 mM), toutes de
Lonza Levallois-Perret, France. Les arteres coronaires et les anneaux de l'aorte thoracique ont
¢été incubés avec différentes concentrations de I’extrait pendant 3 min a 37°C avec 5% de COx.
IIs ont ensuite été lavés deux fois avec du PBS avant une autre incubation avec du PBS
contenant 0,4 % de 2-aminoéthyl diphényle borate pendant 5 min a 37°C. Par la suite, les

anneaux ont été lavés avec du PBS froid, congelés dans I'azote liquide dans des histomolds

Theése de Doctorat
Université de Strasbourg/Université d’Abomey-Calavi



contenant du milieu pour congelation de tissues (FSC 22, Leica Biosystemes, Nanterre,
France), avant d'étre cryosectionnés a 14 um et montés sur des lames adhésives Superfrost plus
(ThermoFisher) avec du milieu Dako (milieu de montage fluorescent, Dako, Agilent
Technologies France, Les Ulis, France). Les lames ont ensuite été séchées pendant 20 min a
température ambiante et analysées le jour méme a l'aide d'un microscope confocal a balayage
laser (Leica TSC SPE). L'analyse quantitative de la fluorescence a été réalisée a l'aide du

logiciel Image J (version 1.6 pour Windows, NIH).
2.2. Etude in vivo

2.2.1. Déclaration éthique

Cette étude a été réalisée conformément au guide sur les soins et l'utilisation des
animaux en laboratoire, publié par l'institut américain de la santé (Bethesda, MD, USA ;
numéro de publication du NIH 85-23, révisé en 1996). Le protocole utilisé a été autorisé par le
Ministére de I’Enseignement Supérieur, de la Recherche et de 1'Innovation et par le Comité
Régional d'Ethique en Matiére d'Expérimentation Animale de Strasbourg. Toutes les
expériences ont été réalisées dans une animalerie enregistrée au sein de la Faculté de pharmacie
(numéro d'autorisation # 7626-2016111715542930).
2.2.2. Traitement in vivo des rats

Des rats males Wistar de 12 semaines obtenus auprés de Janvier-labs (Le Genest-Saint-
Isle, France) ont été conservés dans une animalerie a température contrélée (22°C), cycle
lumiére / obscurité de 12 h. lls ont eu acces librement & de la nourriture et de I'eau standard
jusqu’a ce qu’ils aient 40 semaines. Ils ont ensuite été répartis en trois groupes. Les rats agés
ont recu de I'eau ou de I'extrait brute de Carissa edulis (90 mg/kg/jour) dans de I'eau potable
pendant deux semaines, tandis que les jeunes rats (12 semaines), utilisés comme témoins, n'ont

recu que de I'eau. Aprés traitement, les rats ont été pesés et euthanasiés par une injection intra-
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péritoneale d'un mélange de kétamine / xylazine (120/10 mg/kg) avant le prélevement des

organes.

2.2.3. Etudes de la réactivité vasculaire

L'artere mesentérique principale et l'aorte thoracique ont été nettoyées du tissu
conjonctif et découpées en anneaux (2-3 mm) avant suspension dans des bains d'organes
contenant une solution oxygénée de bicarbonate de Krebs (95 % Oz, 5 % COz) (composition
en mM : NaCl 119, KCI1 4.7, KH2PO4 1.18, MgS04 1.18, CaCl 1.25, NaHCO3 25 et D-glucose
11, pH 7.4, 37°C). La tension au repos a été fixée a 1 g pour les artéres mesentériques
principales et a 2 g pour l'aorte thoracique avant la détermination des changements de tension
isométrique. Apres la période d'équilibrage, les anneaux ont été exposes a une solution de
bicarbonate de Krebs contenant une concentration élevée de potassium (80 mM) jusqu'a ce que
des réponses contractiles reproductibles aient été obtenues. Pour Vvérifier la présence et la
fonctionnalité de I'endothélium, les anneaux ont été contractés avec de la phényléphrine (PE, 1
puM) avant l'induction d'une relaxation a I’acétylcholine (ACh, 1 uM). Pour la détermination
des réponses contractiles, les anneaux ont été soumis a des courbes de concentration-
contraction en réponse a la PE. Pour évaluer les relaxations dépendantes de I'endothélium, les
anneaux ont été contractés avec la PE (1 uM) avant la construction de courbes concentration-
relaxation en réponse a I’ACh.
Pour caractériser les différentes voies médiées par la relaxation, les anneaux ont été incubés
pendant 30 min avec des agents pharmacologiques avant la construction des courbes
concentration-réponse. Le role de la relaxation médiée par I'EDH a été étudié dans des anneaux
incubés avec a la fois de I'indométacine (10 uM, un inhibiteur non sélectif de la COX) et du
TRAM-34 plus UCL-1684 (1 uM chacun, inhibiteurs de I'lKca?* et du SKca?*, respectivement).
Pour étudier la relaxation médiée par le NO, les anneaux ont été incubés avec de lI'indométacine

et de la N©-nitro-L-arginine (L-NA, 300 uM, un inhibiteur de I'eNOS) pour inhiber la formation
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de prostanoides vasoactifs et de NO, respectivement. Pour étudier le réle des prostanoides
dérivés des cyclooxygenases, les anneaux ont été incubés avec de I'indométacine (10 uM). Pour
évaluer la fonction du muscle lisse vasculaire, les anneaux ont été incubés avec de
I'indométacine, de la L-NA et du TRAM-34 plus UCL-1684, puis contractés avec du PE (1
uM) avant la construction d’une courbe concentration-relaxation soit au nitroprussiate de
sodium (SNP, un donneur de NO) ou a la levcromakalim (Lev, un ouvreur des canaux

potassiques sensibles a I'ATP).

2.2.4. Stimulation et modulation de I'absorption des flavonoides ex vivo

Les anneaux de l'aorte thoracique ont été lavés avec une solution de Krebs et placés
dans des plaques a 24 puits contenant du milieu de culture MCDB131 (Gibco, ThermoFisher
Scientific, Illkirch, France) supplémenté en fungizone (250 pg/ml), pénicilline (100 Ul/ml),
streptomycine (100 Ul/ml), L-glutamine (2 mM). Les anneaux sont ensuite incubés avec
I’extrait actif (60 ug/ml) pendant 3 min a 37°C avec 5 % de CO2. Pour évaluer I'implication
des co-transporteurs sodiques du glucose (SGLT)1 et 2 dans I'absorption des polyphénols, les
anneaux ont été incubés avec un inhibiteur mixte des SGLT1et 2 Sotagliflozine (0,1 uM) ou
un inhibiteur sélectif du SGLT2 (Empagliflozine, 0,1 uM) pendant 5 min a 37°C avant I'ajout
de I’extrait actif. Les anneaux ont ensuite été lavés deux fois avec du PBS avant une autre
incubation avec du PBS contenant 0,4 % de 2-aminoéthyl diphényle borate pendant 5 min a
37°C. Ensuite, les anneaux ont été lavés avec du PBS froid, surgelés avec de l'azote liquide
dans des histomolds contenant du milieu pour congelation de tissue (FSC 22, Leica Biosystems,
Nanterre, France), avant d'étre cryosectionnés a 14 pm et montés sur des lames adhésives
Superfrost plus (ThermoFisher) avec du milieu Dako (milieu de montage fluorescent, Dako,
Agilent Technologies France, Les Ulis, France). Les lames ont ensuite été séchées pendant 20

min a température ambiante et analysées le méme jour a l'aide d'un microscope confocal a
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balayage laser (Leica TSC SPE). L'analyse quantitative de la fluorescence a été realisee a l'aide

du logiciel Image J (version 1.6 pour Windows, NIH).

2.2.5. Etudes d'immunofluorescence

Les anneaux des arteres mésentériques principales et secondaires ont été incorporés
dans des histomolds (FSC 22, Leica Biosystems, Nanterre, France) et ont été congelés
instantanément dans de I'azote liquide. Les anneaux ont été cryosectionnés a 14 um et stockés
a -40°C jusqu'a leur utilisation. Les sections ont été décongelées avec du tampon phosphate
salin (PBS) et fixées pendant 30 min avec 4 % (w/v) de paraformaldéhyde (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) puis incubées avec du tampon de
blocage/perméabilisation (PBS contenant 1 % de sérum bovin) albumine (BSA) (w/v) et 0,5 %
Triton X-100 (w/v) pendant 30 min a température ambiante. Aprés élimination du tampon,
toutes les coupes, a I'exception des contréles négatifs, ont été incubées pendant 1 h a 4°C avec
différents anticorps primaires : un anticorps primaire anti eNOS (1/100, Cat.610297, BD
Transduction Laboratories, Le Pont de Claix, France), la nitrotyrosine (1/500, Cat.05-233,
EMD Millipore, Billerica MA, USA), I’ACE (1/200, Cat.250450, Abbiotec, San Diego, USA)
et ’AT(R (1/200, Cat. Ab124505, Abcam, Paris, France). Toutes les sections ont été lavées 3
fois avec du PBS avant I'incubation avec un anticorps secondaire fluorescent anti-lapin ou anti-
souris (1/400, Alexa fluor 633 conjugué, Invitrogen) pendant 1 h a température ambiante dans
I'obscurité. Aprés 3 lavages avec du PBS, les coupes ont été incubées avec 1 mg/ml de
diamidino-4',6-phénylindol-2 dichlorhydrate (DAPI, Thermo Fisher) pendant 5 min a
température ambiante, afin de contre-colorer les noyaux. Les lames ont été lavées 3 fois avec
du PBS puis montées sous une lamelle couvre-objet en utilisant un milieu de montage
fluorescent (Dako, Agilent Technologies France, Les Ulis, France) avant d’étre séchées
pendant 20 min a température ambiante. Les lames ont ensuite été analysées avec un

microscope confocal a balayage laser (Leica SP2 UV DM IRBE ; Leica, Heidelberg,
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Allemagne) avec une lentille de grossissement 20X. Le niveau de fluorescence a été quantifié

en utilisant le logiciel Image J (version 1.6 pour Windows, NIH).

2.2.6. Détermination du niveau de stress oxydatif

Le niveau de ROS dans les artéres mésentériques principales et secondaires et dans les
mitochondries a été déterminé en utilisant la sonde fluorescente sensible redox
dihydroéthidium (DHE, Invitrogen, ThermoFischer) et la sonde MitoSox (MitoSoxTM,
Invitrogen, Thermofischer), respectivement. Les cryosections des artéres mésenteriques
principales et secondaires (25 um) ont été décongelées avec du PBS et incubées avec le DHE
(2,5 uM) ou le MitoSox (2,5 pM) pendant 30 min a 37°C dans 'obscurité. Aprés deux lavages
au PBS, les coupes ont été montées sous une lamelle en utilisant un milieu de montage
fluorescent (Dako, Agilent Technologies France, Les Ulis, France) et séchées pendant 20 min
a température ambiante. Les images ont été acquises a l'aide d'un microscope confocal a
balayage laser (Leica SP2 UV DM IRBE ; Leica, Heidelberg, Allemagne) avec une lentille de
grossissement 20X. L'analyse quantitative a été réalisée a l'aide du logiciel Image J (version

1.6 pour Windows, NIH).

2.2.7. Analyse statistique

Les données sont exprimées en tant que moyenne * erreur standard (S.E.M.) de n expériences
différentes en utilisant GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). La variance
statistique entre les différents groupes a été déterminée en appliquant le test Anova a deux facteurs
(Two-way Anova) pour les résultats de réactivité vasculaire et le test Anova a un facteur (One-way
Anova) pour les résultats de microscopie confocale quantitative. La valeur ICso correspond a la
concentration du produit inhibant 50 % de la réponse. Les valeurs moyennes sont comparées a l'aide
d'une analyse de variance suivie du test post-hoc de Bonferroni (comparaison de paires sélectionnées).

La différence a été significative pour une valeur P < 0,05.
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RESULTATS ET DISCUSSION
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Résumé article 1
L'hypertension est une maladie cardiovasculaire majeure qui touche la plupart des pays,
y compris ceux d'Afrique ou la médecine traditionnelle est trés exploitée. Carissa edulis,
Diodia scandens et Cleome gynandra sont traditionnellement utilisées au Bénin pour traiter

I’hypertension artérielle.

Cette étude a examine l'activité vasoactive des trois plantes et les mécanismes sous-jacents en

utilisant des anneaux d'artere coronaire porcine et l'aorte thoracique de rat.

Des extraits aqueux-ethanoliques des feuilles de Carissa edulis, Diodia scandens et Cleome
gynandra ont été préparés par macération et fractionnés successivement en utilisant différents
solvants. L'effet des extraits et des fractions a été évalué sur I'artére coronaire porcine et l'aorte
thoracique de rats avec et sans endothélium en utilisant des chambres a organes isolés.
Différents réactifs pharmacologiques ont été utilisés pour caractériser les mécanismes sous-
jacents. L'absorption des polyphénols a été quantifiée dans les anneaux d’artére coronaire de

porc et d’aorte thoracique de rat en utilisant le réactif Neu.

Résultats : L'extrait brut aqueux-éthanolique de Carissa edulis (CECE) a induit de fortes
relaxations qui étaient exclusivement endothélium-dépendantes et plus prononcées que celles
de Diodia scandens et Cleome gynandra. La fraction n-butanolique de Carissa edulis (CEBF)
était plus active que les fractions cyclohexane, dichlorométhane et acétate d'éthyle. La
relaxation induite par CECE et CEBF a été fortement inhibée par la NC-nitro-L-arginine un
inhibiteur de la NOS mais n'a pas été affectée par le Tram 34 + UCL 12684 (inhibiteurs d’TKca
et SKca respectivement) et par l'indométacine un inhibiteur des cyclooxygénases. Ainsi,
I'activité vasorelaxante de CECE et CEBF implique principalement la formation endothéliale
du NO. La relaxation endothélium dépendante induite par CEBF est maintenue pendant au

moins 60 minutes, alors que celle induite par la bradykinine est revenue au niveau de la pré-
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contraction en 5 minutes. Ceci indique que la fraction induit une relaxation stable et soutenue
qui pourrait étre plus appropriée pour contréler le tonus vasculaire. CEBF a également inhibé
de maniere concentration-dépendante, les contractions induites par les agents contracturants
KCI, CaClz, U46619 et 5-HT dans les anneaux avec endothélium, indiquant que I'effet
inhibiteur de CEBF est efficace contre plusieurs voies de transduction du signal conduisant a
I'activation des protéines contractiles. L'analyse de CEBF par chromatographie liquide couplée
a la spectrométrie de masse a haute résolution (LC-HRMS) a indiqué la présence de
polyphénols, de terpénes et d'alcaloides, des familles de molécules capables de réguler le tonus
vasculaire. Le traitement aigu d'anneaux d'artére coronaire porcine et d'aorte thoracique de rat
avec le CEBF a montré une accumulation dose-dépendante de polyphénols laquelle est plus
prononcée dans I'endothélium que dans le muscle lisse vasculaire. Ainsi, les polyphénols de

CEBF sont capables de cibler préférentiellement les cellules endothéliales.

De cette étude il en ressort que la fraction butanolique de I'extrait hydro-éthanolique des feuilles
de Carissa edulis induit des relaxations prononcées dépendantes de I'endothélium et inhibe les
réponses contractiles principalement en stimulant la formation endothéliale de NO. De plus,
les polyphénols de CEBF s‘accumulent préférentiellement dans les cellules endothéliales de la
paroi artérielle. La régulation du tonus vasculaire par Carissa edulis pourrait contribuer a

expliquer son action antihypertensive.
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Abstract:

Background: Hypertension is a major cardiovascular disease that affects most countries
including those of Africa, which are known to rely often on traditional medicine. Carissa
edulis, Diodia scandens and Cleome gynandra are traditionally used in Benin for the treatment

of hypertension.

Aim: This study investigated the vasoactive activity of the plants and underlying mechanisms

using porcine coronary artery rings and rat thoracic aorta.

Study design: Agueous-ethanolic extracts of aerial parts of Carissa edulis, Diodia scandens
and Cleome gynandra were prepared by maceration process and successively fractionated
using different solvents. The effect of the extracts and fractions were assessed on porcine
coronary artery and thoracic aorta of rats with and without endothelium using organ chambers.
Different pharmacological reagents were used to characterize the underlying mechanisms. The
polyphenol uptake was quantified in porcine coronary artery and rat thoracic aorta rings using

the neu reagent.

Results: The aqueous-ethanolic crude extract of Carissa edulis (CECE) induced potent
relaxations that were exclusively endothelium-dependent and more pronounced than those to
Diodia scandens and Cleome gynandra. The n-butanolic fraction of Carissa edulis (CEBF)
was more active than the cyclohexane, dichloromethane, and ethyl acetate fractions. The
relaxation induced by CECE and CEBF were strongly inhibited by N®-nitro-L-arginine, and
not affected by Tram 34 + UCL 12684 and by indomethacin. The CEBF-induced endothelium-
dependent relaxation was sustained for at least 60 min whereas that of bradykinin returned to
the pre-contractile level within 5 min. CEBF inhibited, in a concentration-dependent manner,
contractions to KCI, CaClz, U46619 and 5-HT in rings with endothelium. Analysis of the

butanol fraction (CEBF) by LC-HRMS indicated the presence of polyphenols, terpenes and
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alkaloids. Acute treatment of porcine coronary artery and rat thoracic aorta rings with CEBF
showed a dose-dependent accumulation of polyphenols that is more pronounced in the

endothelium than the vascular smooth muscle.

Conclusion: The butanol fraction of the aqueous ethanol extract of Carissa edulis leaves
induced pronounced endothelium-dependent relaxations and inhibited contractile responses
mostly by stimulating the endothelial formation of NO. They further indicate that CEBF

polyphenols preferentially accumulate in endothelial cells in the arterial wall.

Introduction

Cardiovascular diseases are the most prevalent diseases worldwide (Mendis et al., 2007).
Hypertension is a major risk factor identified initially in Western industrialized countries
(Maione et al., 2013a). However, the prevalence of hypertension and cardiovascular diseases
is strongly increasing in developing countries and, in particular, in sub-Saharan Africa
(Tokoudagba et al., 2010a). Modern therapeutics are not easily accessible to African and
Beninese populations, due to the difficult economic environment characterized by high drug
prices. Pharmacopoeia and traditional medicine become a significant alternative in terms of
health coverage, especially when life-long medication is required (Houngbeme et al., 2014;
Sen and Chakraborty, 2017; Yuan et al., 2016). Carissa edulis, Diodia scandens and Cleome
gynandra are three plants traditionally used in Benin for the treatment of hypertension. Carissa
edulis is a perennial thorny shrub of the family of Apocynaceae widespread in Africa,
Australia, Vietnam, Yemen and India (Al-Youssef and Hassan, 2014b). Diodia scandens
(Rubiaceae) is an evergreen perennial herb, which has an alternate leaf arrangement, (Akpuaka
etal., 2018b). Cleome gynandra is a plant of the family of Capparidaceae which grows in most
tropical countries. The leaves and seeds of the plant have long been used as indigenous

medicine for treatment of headaches and stomach aches (Narendhirakannan et al., 2007). The
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aim of the present study is to investigate the potential of the leaves extracts of the three selected
plants to affect vascular tone and clarify the role of the endothelium and the underlying

mechanisms.

1. Materials and Methods

1.1 Plant material and extraction
The leaves of Carissa edulis, Diodia scandens and Cleome gynandra were collected from
Togbin, Godomey, Benin in September 2017 and were identified by Pr Hounnankpon
Yedomonhan, Professor of Botany at University of Abomey-Calavi, Benin. The voucher
specimens have been deposited in the National Herbarium of University of Abomey-Calavi,
Benin. The samples were dried, grounded into powder (100 g) and macerated at room
temperature with ethanol/water (6:4, v/v) (3% 300 ml, 72 h each). The filtered extracts were
combined and evaporated under reduced pressure to obtain a dry extract (yield 25%). The
aqueous ethanolic extract that showed the best vascular relaxation was successively fractioned

with four solvents: cyclohexane, dichloromethane, ethyl acetate and butanol.

Carissa edulis extract (10 g) was mixed with water (100 ml) and partitioned with the same
volume of cyclohexane (100 ml) for 24 h three successive times. The decantation and
evaporation provided 66 mg of the Carissa edulis cyclohexane fraction (CECF). The remaining
aqueous layer was further extracted with dichloromethane, ethyl acetate and butanol (100 ml
each) for 24 h three successive times. The decantation and evaporation provided 16 mg of the
Carissa edulis dichloromethane fraction (CEDF), 0.43 g of the Carissa edulis ethyl acetate
fraction (CEEF) and 1.04 g of the Carissa edulis butanolic fraction (CEBF). All extracts were

stored at 4 °C before being used.
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1.2. Chemicals and drugs

All pharmacological reagents were from Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Chemie SARL, St
Quentin Fallavier, France). De-ionised water was filtered through a Direct-Q UV (Millipore)
station, isopropanol and methanol were purchased from Fisher Chemicals (Optima ® LC/MS
grade). NaOH was obtained from Agilent Technologies, acetic acid, formic acid, cyclohexane,
dichloromethane, ethyl acetate and butanol from Sigma Aldrich. All chemicals were of

analytical grade.

1.3. LC-HRMS analysis

Carissa edulis butanolic fraction (CEBF) was analyzed using liquid chromatography coupled
to high resolution mass spectrometry on an UltiMate 3000 system (Thermo) coupled to an
Impact 1l (Bruker) quadrupole time-of-flight (Q-TOF) spectrometer. Chromatographic
separation was performed on an Acquity UPLC ® BEH C18 column (2.1x100 mm, 1.7 pum,
Waters) equipped with and Acquity UPLC ® BEH C18 pre-column (2.1 X 5 mm, 1.7 pum,
Waters) using a gradient of solvents A (Water, 0.1% formic acid) and B (MeOH, 0.1% formic
acid). Chromatography was carried out at 35 °C with a flux of 0.3 mL.min"%, starting with 5%
B for 2 min, reaching 100% B at 10 min, holding 100% for 3 min and coming back to the initial
condition of 5% B in 2 min, for a total run time of 15 min. Extract was kept at 4 °C, 5 pL were
injected in full loop mode with a washing step after sample injection with 150 pL of wash
solution (H.O/MeOH, 90/10, v/v). The spectrometer was equipped with an electrospray
ionization (ESI) source and operated in positive ion mode on a mass range from 20 to 1000 Da
with a spectra rate of 2 Hz in AutoMS/MS fragmentation mode. The end plate offset was set at
500 V, capillary voltage at 2500 V, nebulizer at 2 Bar, dry gas at 8 L.min" and dry temperature
at 200 °C. The transfer time was set at 20-70 ps and MS/MS collision energy at 80-120% with
a timing of 50-50% for both parameters. The MS/MS cycle time was set to 3 sec, absolute

threshold to 816 cts and active exclusion was used with an exclusion threshold at 3 spectra,
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release after 1 min and precursor ion was reconsidered if the ratio current intensity/previous
intensity was higher than 5. A calibration segment was included at the beginning of the runs
allowing the injection of a calibration solution from 0.05 to 0.25 min. The calibration solution
used was a fresh mix of 50 mL isopropanol/water (50/50, v/v), 500 uL NaOH 1 M, 75 pL
acetic acid and 25 pL formic acid. The spectrometer was calibrated on the [M+H] + form of
reference ions (57 masses from m/z 22.9892 to m/z 990.9196;) in high precision calibration
(HPC) mode with a standard deviation below 1 ppm before the injections for each polarity
mode, and re-calibration of each raw data was performed after injection using the calibration

segment.

1.4. Metabolite identification

Raw data were processed in MetaboScape 4.0 software (Bruker): molecular features were
considered and grouped into buckets containing one or several adducts and isotopes from the
detected ions with their retention time and MS/MS information when available. The parameters
used for bucketing are a minimum intensity threshold of 10 000, a minimum peak length of 3
spectra, a signal-to-noise ratio (S/N) of 3 and a correlation coefficient threshold set at 0.8. The
[M+H] +, [M+Na] + and [M+K] + ions were authorized as possible ions. Replicate samples
were grouped and only the buckets found in 80% of the samples of one group were extracted
from the raw data. The obtained list of buckets was annotated using SmartFormula to generate
raw formula based on the exact mass of the primary ions and the isotopic pattern. The
maximum allowed variation on the mass (Am/z) was set to 3 ppm, and the maximum mSigma
value (assessing the good fitting of isotopic patterns) was set to 30. To put a name on the
obtained formulae, an analyte list was derived from KNApSAcK database
(http://www.knapsackfamily.com/KNApSAcKY/). The parameters used for the annotation with

the analyte lists are the same as for SmartFormula annotation.

Theése de Doctorat
Université de Strasbourg/Université d’Abomey-Calavi



1.5. Total polyphenols
The total phenolic content of Carissa edulis total extract and its fractions was quantified using

the Folin—Ciocalteu reagent according to Alamgeer et al. (Alamgeer et al., 2018).

1.6. Vascular reactivity studies

Vascular reactivity studies were performed using left circumflex coronary arteries of pig hearts
and the thoracic aorta of young rats. Pig hearts were collected from the local slaughterhouse
(Copvial, Holtzheim) and vascular reactivity was assessed as previously (Alamgeer et al.,
2016). Briefly, left circumflex coronary arteries and thoracic aorta were excised, cleaned of
loose connective tissue, and flushed with PBS without calcium to remove remaining blood.
Rings (3-4 mm in length) were then suspended in organ baths containing oxygenated (95% O3,
5% CO>) Krebs bicarbonate solution (composition in mM: NaCl 119, KCI 4.7, KH2PO4 1.18,
MgS0;4 1.18, CaCl 1.25, NaHCOs 25 and D-glucose 11, pH 7.4, 37 °C) for the determination
of changes in isometric tension (basal tension 5 g). The endothelial function was checked with
bradykinin (0.3 pM). For the assessment of the vasorelaxant properties of the extracts, rings
were contracted (about 80% of the maximal contraction) with U46619 (a thromboxane Az
receptor agonist) before construction of a concentration-relaxation curve to an extract. For
assessment of the inhibition of contractile responses, rings with endothelium were exposed to
CEBF (1, 3 and 10 ug) for 30 min before construction of a concentration-contraction curve
either to KCI, U46619, CaCl: in the presence of 40 mM KCI or serotonin. To characterize the
different pathways mediating relaxation, rings were incubated for 30 min with a
pharmacological agent before the construction of concentration-response curve. The role of
NO-mediated relaxation was studied in rings incubated with NC-nitro-L-arginine (L-NA, 300
MM, an eNOS inhibitor). To study the role of cyclooxygenase-derived prostanoids, rings were

incubated with indomethacin (10 pM). To study endothelium-dependent hyperpolarization
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(EDH)-mediated relaxation, rings were incubated with TRAM-34 plus UCL 1684 (1 uM each,

inhibitors of IKca and SKca, respectively).

Vascular reactivity studies were also performed using thoracic aorta. They were cleaned of
connective tissue and cut into rings (2-3 mm in length). Rings were suspended in organ baths
containing oxygenated Krebs bicarbonate solution for the assessment of changes in isometric
tension under an optimal resting tension of 2 g. After the equilibration period, the rings were
exposed to high K*-containing Krebs bicarbonate solution (80 mM) until reproducible
contractile responses were obtained. To assess the endothelial function, the rings were
contracted with phenylephrine (PE, 1 uM) before the induction of a relaxation to acetylcholine

(ACh, 1 uM) or a concentration-relaxation curve to CEBF.

1.7. Ex vivo polyphenols uptake experiment

Segment of left circumflex coronary arteries of pig hearts and thoracic aorta of rats were excise
and careful clean of connective tissues. Rings of 3-4 mm of each were washed in Krebs solution
and placed in 24 wells plates containing MCDB131 culture medium (Gibco, ThermoFisher
Scientific, Illkirch, France) supplemented with fungizone (250 pg/ml), penicillin (100 Ul/ml),
streptomycin (100 Ul/ml), L-glutamine (2 mM, all from Lonza Levallois-Perret, France).
Coronary arteries and thoracic aorta rings were incubated with CEBF (30, 60, 80 and 100
ug/ml) for 3 min at 37 °C with 5% CO>. They were then washed twice with PBS before further
incubation with PBS containing 0.4% of 2-aminoethyl diphenyl borate for 5 min at 37 °C to
determine the uptake of polyphenols according to Jin et al., 2013 with some modifications.
Subsequently, rings were washed with cold PBS, snap-frozen with liquid nitrogen in
histomolds containing frozen section media (FSC 22, Leica Biosystems, Nanterre, France,
before being cryosectioned at 14 um and mounted on Superfrost plus slides (ThermoFisher)
with Dako medium (fluorescence editing medium, Dako, Agilent Technologies France, Les

Ulis, France) and dried for 20 min at room temperature. Slides were then analyzed on the same
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day using a confocal laser scanning microscope (Leica TSC SPE). Quantitative analysis of

fluorescence was performed using Image J software (version 1.6 for Windows, NIH).

Statistical analysis

Data are expressed as mean = standard error mean (S.E.M.) of n different experiments using
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Statistical variance
between different groups was determined by applying Two-way Anova test for vascular
reactivity results and One-way Anova test for quantitative confocal microscopy results. The
ICso value corresponds to the concentration of the product inhibiting 50% of the response.
Mean values are compared using analysis of variance followed by the Bonferroni post-hoc test

(comparison of selected pairs). The difference was significant for a P value P < 0.05.

2. Results
2.1. Total polyphenolic contents
The content of phenolic compounds amounted to 856.66 + 23.33; 106.66 + 18.55;

196.66 + 14.53; 580.00 + 5.77 and 793.33 + 17.63 mg of gallic acid equivalent (GAE) per
gram, respectively for Carissa edulis total extract, CECF, CEDF, CEEF and CEBF.
Characterization of Carissa edulis preparations and identification of CEBF-containing
metabolites
Analysis of CEBF by LC-HRMS revealed the presence of several compounds including
polyphenols, terpenes, and alkaloids (Table 1). Each compound is indicated by the name, the
molecular formula, the measured m/z (masse/charge) ratio and mSigma. Identification of the
name of each compound corresponds to the level 4, and their molecular formula to the level 3

(Schymanski et al., 2014).
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2.2.Vasorelaxant effect on porcine coronary artery rings
The aqueous ethanolic crude extract of Carissa edulis, Diodia scandens and Cleome gynandra
caused greater concentration-dependent relaxations in endothelium intact compared to
endothelium denuded porcine coronary artery rings (Figures 1A-C). In addition, the crude
extract of Carissa edulis induced greater endothelium-dependent relaxations than that of
Diodia scandens and Cleome gynandra (Figures 1A-C). Maximal relaxation was observed in
response to 100 pg/ml of Carissa edulis crude extract (Figure 1A). All subsequent experiments
were performed with Carissa edulis, the most active plant, to characterize the underlying

mechanism.

The total extract of Carissa edulis was successively fractioned with solvents with increasing
polarity including cyclohexane, dichloromethane, ethyl acetate and butanol, and their
vasorelaxant activity was assessed. The butanolic fraction showed a greater relaxing activity
than the crude extract while the ethyl acetate, dichloromethane and cyclohexane extracts were

significantly less active (Figure 2A).

Compared to bradykinin, the butanolic extract of Carissa edulis induced endothelium-
dependent relaxations that persisted at least over 60 min whereas those to bradykinin returned

gradually to the pre-contractile level after 5 min (Figure 2B).

Relaxation to Carissa edulis crude extract and its butanolic fraction were minimally affected
by the presence of indomethacin (an inhibitor of cyclooxygenases), and by TRAM 34 plus
UCL 1684 (inhibitors of EDH-mediated relaxation, Figures 2C & D). In contrast, N®-nitro-L-
arginine, a competitive NO synthase inhibitor markedly reduced relaxations to the crude extract

and its butanolic fraction indicating the predominant involvement of NO (Figures 2C & D).
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2.3. CEBF inhibits KCI, CaCl2, U46619 and serotonin-induced contractile

responses: Role of the endothelial formation of NO

CEBF significantly inhibited contractile responses of coronary artery rings with
endothelium to different vasocontractile agonists including KCI, CaCl; in the presence of 40
mM of KCI, U46619 and serotonin in a concentration-dependent manner (Figure 3). At a
concentration of 10 pg/ml, CEBF significantly shifted to the right and reduced maximal
contractile responses to KCI and CaCl, whereas those to U46619 and serotonin were markedly
reduced (Figure 3). In the presence of NC-nitro-L-arginine, contractile responses to serotonin
were significantly increased and the inhibitory effect of CEBF at 10 pug/ml was not observed

indicating that NO synthase-derived NO blunted the contractile response.

2.4. Vasorelaxant effect on rat thoracic aorta
Similar to coronary artery rings, CEBF induced pronounced relaxations of pre-contracted aortic

rings with endothelium compared to those without endothelium of young adult rats (Figure 4).

2.5. Preferential accumulation of Carissa edulis polyphenols in the endothelium of
porcine coronary artery and rat aorta
Exposure of porcine coronary artery rings and rat aorta rings to CEBF have showed a
concentration-dependent accumulation of polyphenols as assessed using Neu reagent that was
more pronounced in the endothelium than the vascular smooth muscle (Figures 5A & B).
Moreover, the intensity of the endothelial accumulation of polyphenols was greater in the rat
thoracic aorta (636.4 + 61.11 AU) than in the porcine coronary artery rings (348.9 + 40.5 AU)

at 100 pg/ml (Figure 5).

Discussion
The present findings indicate that the aqueous ethanolic extract of Carissa edulis leaves

induced greater relaxations of coronary artery rings with endothelium than those of Diodia
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scandens and Cleome gynandra. In contrast to rings with endothelium, all three extracts caused
only small relaxations in rings without endothelium indicating that the vasorelaxant effect is
predominantly mediated by the endothelium. Furthermore, the n-butanolic fraction of Carissa
edulis (CEBF) was more potent to induce endothelium-dependent relaxations than the crude
extract and the cyclohexane, dichloromethane, and ethyl acetate fractions. The Carissa edulis
crude extract- and the CEBF-induced relaxations in coronary artery rings with endothelium
were markedly reduced by L-NA, an inhibitor of NO synthase, and minimally affected by
inhibition of EDH-mediated relaxation using the combination of TRAM-34 plus UCL 1684.
Thus, the vasorelaxant activity of Carissa edulis crude extract and CEBF involves

predominantly the endothelial formation of NO.

The formation of NO by endothelial cells is mediated by endothelial NO synthase (eNOS) from
L-arginine in response to a variety of stimulators including mechanical forces and humoral
factors. The endothelium-derived NO plays a pivotal role in the regulation of vascular
homeostasis including the control of vascular tone, inhibition of platelet adhesion and
aggregation, and also of monocyte adhesion triggered by a variety of proatherogenic factors
(Boo and Jo, 2003a). Besides physiological activators, the endothelial formation of NO can
also be induced by numerous natural products as observed in the present study with the
polyphenol-rich Carissa edulis crude extract. The present observations are in line with previous
studies showing endothelium-dependent relaxations of a polyphenol-rich red wine extract
(Ndiaye et al., 2005a), and also of a Dicksonia sellowiana extract that are mediated by NO and
also to some extent by EDH (Rattmann et al., 2012). Of interest, the Carissa edulis-induced
endothelium-dependent relaxation is a sustained event in contrast to that induced by the
physiological agonist bradykinin, and, hence, might be more appropriate for a persistent control
of vascular tone. Polyphenols have also been shown to cause endothelium-dependent

relaxations in rat aortic rings (Diebolt et al., 2001), porcine coronary artery rings (Ndiaye et
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al., 2005a), and human internal mammary artery rings (Zgheel et al., 2019). Besides blood
vessels, natural products might also be of interest to regulate the tone of the respiratory
cartilaginous tube since a hexan extract of Achillea millefollium caused relaxation of rat
tracheal rings by a non-competitive antagonism of muscarinic receptors, calcium channel
blockade and release of NO (Arias-Duran et al., 2020). In addition to regulation of vascular
tone, Carissa edulis has been shown to have antioxidant and anti-inflammatory properties (Al-
Youssef and Hassan, 2012; Fanta Yadang et al., 2019). Liu et al. studied the effect of Carissa
edulis root bark on cyclooxygenase-2 (COX-2) activity and observed that the crude extract and

four fractions inhibited COX-2 to varying degrees (Liu et al., 2021).

Polyphenols have been shown to increase the catalytic activity eNOS to promote the formation
of NO, and also to up-regulate the expression of eNOS in endothelial cells (Schini-Kerth et al.,
2010b). Different pathways have been involved in the endothelial formation of NO in response
to polyphenols including the redox-sensitive activation of Src/phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase/Akt pathway, the calcium/calmodulin complex pathway, the activation
of estrogen receptors and the 5' adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK)
and sirtuin 1/ Krlppel-like Factor 2 (Sirtl/KLF2) pathways (Anter et al., 2004; Oak et al.,

2018).

Contractile responses of blood vessels to KCI are mediated predominantly by membrane
depolarization and the subsequent influx of calcium through voltage-operated calcium channels
(Kuriyama et al., 1998). In case of G-protein coupled membrane receptor-mediated contractile
responses, the activator calcium signal involves both extracellular Ca?* influx through receptor-
operated calcium channels and voltage-dependent calcium channels, and also the release of
Ca?* from intracellular Ca* stores (Broekaert and Godfraind, 1979). CEBF inhibited in a
concentration-dependent manner the contractile response in rings with endothelium induced

either by KCI, CaCl,, U46619 or serotonin indicating that the inhibitory effect of CEBF is
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effective against several signal transduction pathways leading to the Ca?*-dependent activation
of contractile proteins. A similar effect has also been observed previously in coronary artery
rings in response to the butanolic fraction of a Berberis orthobotrys root extract (Alamgeer et
al., 2016). CEBF inhibited very effectively contractile responses to U46619 and also to
serotonin. The inhibitory effect of CEBF on contractile responses to serotonin required the
presence of a functional endothelium and was prevented by an inhibitor of eNOS, implying a
major role of the endothelial formation of NO. A previous study has also shown that the omega-
3 polyunsaturated fatty acid formulation EPA:DHA 6:1 strongly inhibited serotonin-induced
contractions in porcine coronary artery rings mostly through an increased endothelial formation

of NO (Zgheel et al., 2019).

Although several polyphenol-rich products have been shown to stimulate the endothelial
formation of NO, little is known regarding their interaction with endothelial cells. Jin et al.
showed that the delphinidin-3-glucoside enters endothelial cells via a transport mechanism
involving the sodium-dependent glucose transporterl in a temperature and time-dependent
manner (Jin et al., 2013). Therefore, the accumulation of Carissa edulis polyphenol in the
arterial wall was assessed using the Neu reagent. The findings indicated that Carissa edulis
polyphenols accumulate in the porcine coronary artery and the rat aorta wall and that this effect

occurs preferentially in the endothelium.

Analysis of the Carissa edulis crude extract and its butanolic fraction has indicated that both
are rich in polyphenols. Several polyphenols have been shown previously to be active
compounds that have anti-inflammatory, anticarcinogenic and free radical-scavenging
properties (Lin and Lin, 1997). Analysis of CEBF by LC-HRMS revealed the presence of
several compounds including polyphenols, terpenes, and alkaloids. Polyphenol compounds
present in CEBF are flavonoids, phenolic acids, coumarin and anthraquinone. The flavonoids

present in the ethyl acetate extract of Carissa edulis have been shown to be mainly in the form
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of glycosylated derivatives (Al-Youssef and Hassan, 2017). A previous study suggested that
polyphenols are major compounds involved in the vasoprotective effect of natural products
followed by terpenes and alkaloids (Maione et al., 2013a). Sun et al. reported that the
polyphenols luteolin and quercetin from the buds of Coreopsis tinctoria caused relaxation of
rat aortic rings (Sun et al., 2013a). Flavonoids of Elsholtzia splendens relaxed aortic rings
regardless of the presence or absence of the endothelium (Wang et al., 2014a). Paredes et al.,
evaluated the antihypertensive effect of several flavonoid extracts (lemon, grapefruit + bitter
orange, and cocoain) in a rat model of arterial hypertension. The findings indicated that the
grapefruit + bitter orange flavonoid extract reduced the elevated blood pressure levels
subsequent to the chronic administration of L-NAME (Paredes et al., 2018a). Cardoso Lima et
al. showed that both oxygenated terpenes and non-oxygenated terpenes promoted relaxation of
rat superior mesenteric artery rings with endothelium (Cardoso Lima et al., 2012a). The
alkaloids quindolinone and cryptolepine salt, two indoquinoline alkaloids isolated and
identified from aerial parts of Sida rhombifolia, showed vasorelaxant activity in rodent isolated

mesenteric artery rings with endothelium (Chaves et al., 2017).

In conclusion, the present findings indicate that a Carissa edulis leave extract is a potent
vasorelaxing natural product and inhibitor of contractile responses mostly by stimulating the
endothelial formation of NO. The vasorelaxing activity is mostly observed with the butanolic
extract of Carissa edulis that is rich in polyphenols, terpenes and alkaloids. Moreover, the
Carissa edulis polyphenols accumulate in the arterial wall preferentially in the endothelium.
The vasorelaxing activity of Carissa edulis can contribute to explain its traditional use for the

treatment of hypertension.
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Figure legends

Figure 1. The crude extract of Carissa edulis (A) induced greater endothelium-dependent
relaxations than that of Diodia scandens (B) and Cleome gynandra (C) in porcine coronary
artery rings. Results are shown as means = S.E.M. of 4-6 experiments. *P < 0.05 vs respective

control with endothelium.

Figure 2. (A) The butanolic fraction of Carissa edulis (CEBF) is more active than the crude
extract and the other types of fractions. (B) CEBF induced endothelium-dependent relaxations
that lasted for at least 60 min whereas those to bradykinin (BK) were transient and returned to
the pre-contractile level after 5 min. Both the crude extract- (C) and the butanolic fraction- (D)
induced relaxations involved predominantly NO in porcine coronary arteries with endothelium.

Results are shown as means + S.E.M. of 4-5 experiments. *P < 0.05 vs the respective control.

Figure 3. The butanolic fraction of Carissa edulis inhibits contractile responses to KCI (A),
CaClz (B), U46619 (C), and serotonin (D) in porcine coronary artery rings with endothelium.
Role of endothelium-derived NO was assessed using NC-Nitro-L-arginine (300 puM) (E).

Results are shown as means + S.E.M. of 4-6 experiments. *P < 0.05 as compared to control.

Figure 4. The butanolic extract of Carissa edulis induced relaxations of rat aortic rings with
but not without endothelium. Results are shown as means = S.E.M. of 4-5 experiments. *P <

0.05 vs control with endothelium.

Figure 5. Exposure of (A) porcine coronary artery rings with endothelium and (B) rat aortic
rings with endothelium to the butanolic fraction of Carissa edulis caused the accumulation of
polyphenols predominantly in the endothelium and in a concentration-dependent manner.
Rings were exposed to the butanolic fraction for 3 min before being exposed to the Neu reagent
for 5 min to assess the uptake of polyphenols using confocal microscopy. Results are shown as

means = S.E.M. of 4 experiments. * P < 0.05 vs control
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Figure 3
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Figure 4
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Table 1: Chemical compounds analysis

Name Molecular Exact Mass Measured lon Am/z mSigma
formula (g/mol) m/z (ppm)
Ethyl beta-D-glucopyranoside | CgH1606 208.094688 247.05802 | [M+K]* 0.346 | 3.8
Germanaism D Ca7H30016 610.15338491 611.16146 | [M+H]* 1.456 | 9.0
Genistein 7-0-(2"-p- C30H26012 578.142426296 | 579.15025 | [M+H]* 0.894 | 5.0
coumaroylglucoside)
alpha-Ketoglutaric acid CsHeOs 146.021523 129.01819 | [M-H20+H]* | -0.344 | 6.0
Cinchonanin lla C39H32015 740.17412 741.18305 | [M+H]* 2.184 | 8.0
Randioside C16H20010 372,10564683 373.11326 [M+H]* 0.825 16.5
trans-2-Hexenyl acetate CsH1402 142.09938 143.10667 | [M+H]* 0.184 |43
Plumiepoxide C21H26013 486.13734092 487.17514 [M+H]* 1.246 10.5
5,7,4'-Trihydroxyisoflavone 7- | Cs3H40020 756.21129372 757.22015 [M+H]* 2.088 9.0
O-beta-D-glucopyranoside-4'-
O-[(beta-D-gucopyranosyl)-(1-
>2)-beta-D-glucopyranoside]
Tectorigenin 7-O- CsH32016 624.169035 625.17731 [M+H]* 1.300 5.6
gentiobioside
Patuletin 7-[6"-(2- Ca7H30014 578.523 579.17190 [M+H]* 1.684 18.2
methylbutyryl)-glucoside]
Catechin 3-O-rutinoside Ca7H34015 598.18977 599.19802 | [M+H]* 1.746 | 19.7
6-C-Glucosylquercetin Ca1H20 464.095490 465.10325 | [M+H]* 0.852 11.0
Cimicifugic acid E C21H20010 432.105647
Foliasalacioside B2 C24H40011 504.25706212 505.26442 | [M+H]* 0.041 | 7.6
7-Hydroxy-10- CoH1604 188.104859 203.09166 | [M+H]* 1.333 | 9.2
deoxyeucommiol
Oligandriortholactone C23H3009 450.188983 451.19693 | [M+H]* 1.637 | 15.4
Ethyl plakortide Z C16H3004 286.21440945 269.21128 | [M-H20+H]* | 0.598 | 6.4
alpha-Ketopantoate C7/H1,03 144.078644241 | 145.08589 | [M+H]* -0.199 | 5.7
5-Hydroxycoumarin CoHs03 162.031694 163.03902 | [M+H]* 0.062 | 3.7
Coumarin CoHs02 146.036779 147.04399 | [M+H]* -0.451 | 5.4
Cordytropolone CoHsO4 180.042259 181.04965 | [M+H]* 0.649 | 7.5
2-Furoic acid CsHaO3 112.016044 113.02331 | [M+H]* -0.297 | 3.6
2-Oxobutyric acid C4Hs03 102.031694 103.03915 | [M+H]* 1.775 | 6.4
2-Acetolactate CsHsO4 132.042259 133.04952 | [M+H]* -0.054 | 7.9
Citramalic acid CsHsOs 148.037173 149.04435 | [M+H]* -0.650 | 6.7
Isocitric acid CeHsO7 192.027003 193.03451 | [M+H]* 1.120 | 5.1
3-Hydroxybenzoic acid CsHe03 138.031694 139.03886 | [M+H]* -0.784 | 5.2
Cyanomaclurin CisH1206 288.063388 289.07099 | [M+H]* 1.119 14.6
n-Butyl-beta-D- C10H2006 236.125988 237.13373 | [M+H]* 1.975 | 10.5
fructopyranoside
Lucidin 3-O-primeveroside C6H28014 564.147906 565.15595 | [M+H]* 1.344 139
Conduritol A CeH1004 146.057909 147.06517 | [M+H]* -0.130 | 7.0
Cnidioside A C17H2009 368.110732 369.11847 | [M+H]* 1.280 | 1.1
Pyruvic acid C3H403 88.016044 89.02343 [M+H]* 1.403 1.2
Tagitinin A C19H2507 368.183503 369.19109 | [M+H]* 0.849 | 20.7
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L-Dehydroascorbate CeHsOs 173.008613 157.01342 | [M-H20+H]* | 1.559 | 10.2
2-Ketoisovalerate CsHsO3 116.047344 117.05463 | [M+H]* 0.075 | 4.8
Nodosin Ca27H30015 594.15847025 595.16653 | [M+H]* 1362 | 2.1
Itaconic acid CsHsO4 130.026609 131.02662 | [M+H]* 0.122 | 11.3
Penitricin D C4H40; 84.021129 85.02836 [M+H]* -0.432 | 7.54
Suberic acid CsH1404 174.089209 175.09663 | [M+H]* 0.987 | 7.94
2,3-Dihydro-3,5-dihydroxy-6- CeHsO4 144.042252 145.04945 | [M+H]* -0.583 | -
methyl-4H-pyran-4-one

Clandonensine C12H2007 276.120903 277.12828 | [M+H]* 0.379 | 145
3beta-Hydroxy-5alpha-pregn- | C21Hs20; 316.24023 299.23712 | [M-H20+H]* | 0.788 | 14.5
16-en-20-one

Alatol C17H1806 318.110338 319.17538 | [M+H]* 0.790 | 17.2
Jioglutin C C11H1806 246.110338 233.10232 [M+H]* 1.466 10.6
Phosphate H30,4P 97.97689557 98.98438 [M+H]* 2.114 | -
4-(4'-Hydroxy-3'- CsHgO3 152.047344 231.09944 [M+H]* 1.174 13.0
methylbutoxy)benzaldehyde

3R-(3R- CsH140s 190.084122 173.08072 [M-H20+H]* | -0.680 | 2.2
hydroxybutyryloxy)butyric

acid

2-Senecioyl-4-vinylphenol C13H1407 202.09938 203.10640 | [M+H]* -1.241 | 10.0
Jioglutolide CoH1404 186.089209 187.09618 | [M+H]* -1.658 | 8.3
Hydroxypyruvic acid C3H404 104.010959 105.01836 | [M+H]* 1.164 | 4.8
Fucoserratene CsHiz 108.0939 109.10115 [M+H]* -0.229 | 2.0
Ononitol C7H1406 194.07904 195.08658 [M+H]* 1.370 9.5
Foliasalacioside B2 C24H40011 504.56800 505.26442 | [M+H]* 0.041 7.6
Botrytinone C7H1004 158.057909 159.06514 | [M+H]* -0.419 | 6.5
Dearabinosyl CigH3007 370.199154 371.20678 | [M+H]* 0.944 | 21.8
pneumonanthoside

(+)-Cyclophellitol C7H1,05 176.068473 177.07603 | [M+H]* 1.591 | 20.7
Laurentiquinone C CisH205 350.136553 452.11836 | [M+H]* 0.588 | 2.8
L-(-)-Malic acid C4HeOs 134.021523 135.02871 | [M+H]* -0.652 | 7.3
Dracunculifoside B C22H2:,012 478.111126 479.11868 [M+H]* 0.370 4.8
Annularin C C10H1404 198.089209 215.09173 | [M+H]* 1.527 | 10.0
Integristerone A Ca7H4404 496.303618 497.31151 | [M+H]* 1.059 | 10.5
Calocedimer A C30H1602 438.34978071 439.35710 | [M+H]* 0.120 | 4.0
Sarmentol A Ci13H2603 230.1881947 231.19586 | [M+H]* 1.472 | 9.2
Cyclonervilasterol CagHa60 410.35486609 411.36226 | [M+H]* 0.315 | 16.3
Yardenone A C3oH4506 504.345089 505.35252 | [M+H]* 0.301 | 3.5
Dendronesterone B CasH440 396.339216 397.34686 | [M+H]* 0.925 29.9
10-Hydroxyaloin B C21H2,010 434.,121307 435.12896 | [M+H]* 1.211 | 29.1
3-Methyl-2-butenoic acid CsHsO2 100.052429494 | 101.05977 | [M+H]* 0.765 | 5.9
(-)-Amurensisin C22H16010 440.074347 441.08202 | [M+H]* 0954 | 7.3
Oligandrumin B C17H2407 340.15220312 341.15969 | [M+H]* 0.615 18.2
Hyperxanthone F Ci6H1207 316.05830274 317.05864 | [M+H]* 1.077 | 1.8
Globostelletin C30H4404 468.32396 469.33148 | [M+H]* 0.851 | 7.8
Podolactone B Ci19H2200 394.126382 395.13438 | [M+H]* 1.825 | 23.0
2-Hydroxycampholonic acid Ci0H1604 200.104859 201.11232 | [M+H]* 0.921 |84
Succinic anhydride C4H403 100.016044 101.02340 | [M+H]* 0.772 5.2
Suranone Ca24H3503 374.28209508 375.28937 | [M+H]* -0.017 | 24.5
Lepidimoide C12H18010 322.089997 345.07977 | [M+H]* 1.792 | 18.2
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Moniliformin C4H,03 98.000394 99.00773 [M+H]* 0.592 | 3.6
Didemnimide A Ci15H10N402 278.080376 279.08697 | [M+H]* 2.642 |14.1
5-Hydroxy-1- C14H1004 242.057909 243.06549 | [M+H]* 1.262 | 12.0
methoxyxanthone

Leptoclinidamine B C16H19NsOs 361.138619 362.14561 | [M+H]* -0.788 | 20.7
L-Galactono-1,4-lactone CeH1006 178.047738 179.05519 | [M+H]* 0.672 | 8.6
(-)-(1R)-8-Hydroxy-4-p- C10H1602 168.11503 169.12227 | [M+H]* -0.035 | 6.1
menthen-3-one

Zinolol Ci14H2:NOg 331.126717 332.13428 | [M+H]* 0.878 | 16.5
Tuberostemospironine Ci3H1sNO4 253.131408 254.13877 | [M+H]* 0.371 3.9
N-Methylpyrrolidine CsHiaN 85.089149 86.09647 [M+H]* 0.486 | 3.0
2-Oxo-N-acetyldopamine C10H11NO4 209.068808 210.07646 | [M+H]* 1.773 | 6.3
L-Tryptophan C11H12N20, 204.089878 205.09742 [M+H]* 1.277 3.5
6-Hydroxykynurenic acid C10H7NOg4 205.037508 206.04507 | [M+H]* 1.592 3.9
Kaempferide 3-rhamnoside-7- | Cs;H3601s 708.190164 709.19821 | [M+H]* 1.106 24.9
(6"-succinylglucoside)

YUA 001 Ci13H19NO; 221 222.14917 [M+H]* 1.426 9.0
2R-Hydroxymethyl-3S- CsH11NO; 117.078979 118.08615 [M+H]* -0.882 | 2.0
hydroxypyrrolidine

Spinamycin Ca3H72N2014 842.514005 287.13976 [M+H]* 2.588 12.3
Betalamic acid CoH9NOs 211.048072 212.05570 [M+H]* 1.489 8.8
Pyroglutamic acid CsH/NO3 129.042593 130.04988 | [M+H]* 0.077 | 5.0
Lutessine C19H21NO¢ 359.376 360.14477 [M+H]* 1.545 194
Guvacoline C7H11NO; 141.078979 142.08624 [M+H]* -0.088 | 3.5
Salinosporamide H C15H21NO4 279.147058 280.15456 | [M+H]* 0.205 8.3
2-Pyrrolidone CsH/NO 85.052764 86.06028 [M+H]+ 2.752 -
L-Pipecolic acid CeH11NO; 129.078979 130.08613 | [M+H]* -1.018 | 2.7
L-Tyrosine CoH11NO3 181.073893 182.08144 | [M+H]* 0.987 | 6.3
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Résumé article 2
La dysfonction endothéliale liée a I'age, caractérisée par une altération des relaxations
dépendantes de I'endothélium et une augmentation du stress oxydatif vasculaire, est un
événement clé favorisant I'augmentation du tonus vasculaire et de la pression artérielle, ainsi
que le développement de maladies cardiovasculaires. L'objectif de I'étude est d'examiner si
Carissa edulis, peut ameliorer la dysfonction endothéliale liee a I'age et, si oui, de déterminer

les mécanismes sous-jacents.

Les branches principale et secondaire de I'artére mésentérique et de I'aorte thoracique de rats
d'dage moyen (40 semaines) qui avaient recu quotidiennement 90 mg/kg d'extrait brut de
Carissa edulis (CECE) dans I'eau potable pendant deux semaines ont été étudiées et comparées
a celles de rats d'age moyen et de jeunes rats (12 semaines) témoins. La réactivité vasculaire a
été évaluée a l'aide de chambres a organes isolés, I'absorption de polyphénols dans les segments
d’aorte thoracique de rat a I'aide du réactif Neu et de la fraction butanolique de Carissa edulis
(CEBF, la fraction la plus active), le stress oxydatif a l'aide des sondes rédox-sensibles
dihydroéthidium et MitoSox, et le niveau d'expression des protéines cibles par

immunofluorescence dans les branches principale et secondaire de I'artere mésentérique.

Les résultats de cette etude ont montré que le vieillissement était associé & une dysfonction
endothéliale caractérisee par une reéduction de la relaxation a I'acétylcholine et une
augmentation de la réponse contractile a la phényléphrine dans les anneaux d'artere
mésentérique principale et d’aorte thoracique. En revanche, les relaxations au nitroprussiate de
sodium (donneur de NO) et au levcromakalim (un activateur des canaux Karp) étaient
similaires chez les rats jeunes et d'dge moyen. La dysfonction endothéliale était egalement
associée a une augmentation de la formation vasculaire et mitochondriale d'espéces réactives
de l'oxygeéne (ROS), et a une augmentation du niveau d'expression de la NO synthase

endothéliale (eNOS), de la nitrotyrosine, et du systéme angiotensine local (ACE et AT{R) dans
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les branches principale et secondaire de l'artere mésentérique. Le traitement par CECE a
amélioré la relaxation médiée par le NO. Il a aussi normalisé la réponse contractile a la
phenyléphrine, la formation vasculaire et mitochondriale de ROS et les niveaux d'expression
de eNOS, nitrotyrosine, ACE et AT1R. L'exposition de sections aortiques de jeunes rats a la
CEBF a entrainé une accumulation préférentielle de polyphénols dans I'endothélium. Cette
accumulation est réduite par la sotagliflozine, un double inhibiteur des co-transporteurs
sodium-glucose (SGLT) 1 et 2, et par I'empagliflozine, un inhibiteur sélectif du SGLT2. Une
accumulation de polyphénols a été observée dans toute la paroi artérielle de I'aorte de rats d'age

moyen apres une consommation de CECE pendant deux semaines.

En conclusion, la prise de CECE a amélioré la dysfonction endothéliale liée a I'age chez les
rats d'dage moyen en améliorant les relaxations dépendantes de I'endothélium, en normalisant
les réponses contractiles et en réduisant le stress oxydatif et le systeme angiotensine local.
L'effet bénéfiqgue impligue un meilleur équilibre endothélial eNOS/NO-ROS,
vraisemblablement apres I'accumulation de polyphénols dans les cellules endothéliales via
SGLT1 et SGLT2. De telles effets protecteurs vasculaires pourraient contribuer a expliquer
I’utilisation de Carissa edulis dans la médecine traditionnelle pour traiter les pathologies

vasculaires.
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Abstract
Background: Age-related endothelial dysfunction as characterized by impaired endothelium-
dependent relaxations and increased vascular oxidative stress is a key event promoting

enhanced vascular tone and blood pressure, and the development of cardiovascular diseases.

Aim: The aim of the study was to investigate whether Carissa edulis, a plant traditionally used
for the treatment of vascular disease such as hypertension in Benin, can improve age-related

endothelial dysfunction and, if so, to determine the underlying mechanisms.

Study design: The main and secondary branch of the mesenteric artery, and the thoracic aorta
from middle-aged (40 weeks) rats that had received daily 90 mg/kg/day of Carissa edulis crude
extract (CECE) in the drinking water for two weeks were investigated and compared to those
of control middle-aged rats and control young (12-week-old) rats. Vascular reactivity was
assessed using organ chambers, uptake of polyphenols in rat thoracic aortic segments using
Neu reagent and the butanolic fraction of Carissa edulis (CEBF, the most active fraction),
oxidative stress using dihydroethidium and MitoSox, and the expression level of target proteins

by immunofluorescence staining in the main and secondary branch of the mesenteric artery.

Results: Ageing is associated with an endothelial dysfunction characterized by a reduced
relaxation to acetylcholine and an increased contractile response to phenylephrine in the main
mesenteric artery and aorta rings. In contrast, relaxations to sodium nitroprusside (NO donor)
and levcromakalim (an activator of Katp channels) were similar in the middle-aged and young
rats. Endothelial dysfunction was associated with an increased vascular and mitochondrial
formation of reactive oxygen species (ROS), and an increased expression level of endothelial
NO synthase (eNOS), nitrotyrosine, and of the local angiotensin system (ACE and AT1R) in
the main and secondary branch of the mesenteric artery. CECE treatment improved the NO-

mediated relaxation, normalized the contractile response to phenylephrine, and the vascular
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and mitochondrial formation of ROS and the expression level of eNOS, nitrotyrosine, ACE
and AT1R. Exposure of aortic sections of young rats to CEBF resulted in a preferential
accumulation of polyphenols in the endothelium, that is reduced by the dual sodium-glucose
co-transporter (SGLT) 1 and 2 inhibitor, sotagliflozin, and by the selective SGLT2 inhibitor,
empagliflozin. In the aorta of middle-aged rats following a 2-week intake of CECE, an
accumulation of polyphenols was observed throughout the arterial wall. Exposure of aortic
sections of CECE-treated middle-aged rats to CEBF resulted in an increased polyphenol signal

predominantly in the endothelium that was prevented by sotagliflozin and empagliflozin.

Conclusion: CECE intake improves age-related endothelial dysfunction in middle-aged rats
by restoring endothelium-dependent relaxations and by reducing oxidative stress and the local
angiotensin system. The beneficial effect involves an improved endothelial eNOS/NO-ROS
balance possibly after the accumulation of polyphenols in endothelial cells via SGLT1 and

SGLT2.

Keywords: CECE, Ageing, Endothelial dysfunction, Oxidative stress, Nitric oxide
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Introduction

Ageing is associated with an increased risk of cardiovascular disease (CVD). Indeed,
the risk rises sharply after the age of 40 with a 50% increased risk of having chronic CVD,
85% for hypertension and 20% for chronic heart failure (Benjamin et al., 2018; Lakatta, 2015).
Under physiological conditions, the endothelium plays an essential role in the control of
vascular homeostasis by regulating blood fluidity and fibrinolysis, vascular tone, angiogenesis,
monocyte / leukocyte adhesion and platelet aggregation mostly via the generation of
vasoprotective factors such as nitric oxide (NO) and endothelium-dependent hyperpolarization
(EDH). Ageing is associated with the development of an endothelial dysfunction that is
characterized by an unbalance between endothelium-derived relaxing factors and endothelium-
derived vasoconstrictor factors including prostanoids. Endothelial dysfunction predisposes the
vascular system to vasoconstriction, and pro-atherothrombotic and pro-inflammatory
responses promoting cardiovascular disease (Grover-Paez and Zavalza-Gémez, 2009; Sun et
al., 2016). Oxidative stress is a major cause of ageing-related endothelial dysfunction mainly
by reducing the bioavailability of NO subsequent to uncoupling of endothelial NO synthase
(eNOS) (Barrows et al., 2019) and by promoting arterial stiffness (Donato et al., 2018). Hence,
the age-related endothelial dysfunction appears as an important therapeutic goal in preventing

CVD in the elderly people (Seals et al., 2011).

Plants have formed the basis of sophisticated traditional medicine (TM) systems that have
existed for thousands of years and continue to provide humanity with new remedies (Beyene
et al., 2016; Gurib-Fakim, 2006; Petrovska, 2012). Medicinal plants still play an important role
in primary health care in many countries in sub-Saharan Africa. Eighty percent of the more
than 1 billion people in the 54 African countries, especially those living in rural areas, use TM

for their primary healthcare needs (Tilburt and Kaptchuk, 2008).
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Carissa edulis is one of plants traditionally used for the treatment of hypertension. Studies have
shown that this plant contains polyphenols like flavonoids, which can increase the
bioavailability of NO and reduce oxidative stress (Maaliki et al., 2019). Indeed, polyphenol-
rich products such as red wine extracts prevented the development of endothelial dysfunction
by normalizing the endothelial formation of NO and the excessive vascular formation of
superoxide anions and the expression of NADPH oxidase subunits in experimental models of
CV risk factors including hypertension and ageing (Sarr et al., 2006; Schini-Kerth et al.,

2010a).

Therefore, the aim of the present study was to investigate whether short-term oral intake of
CECE by middle-aged Wistar rats can improve endothelial dysfunction and, if so, to determine

the mechanisms involved.

1. Materials and Methods

1.1. Ethics statement

This study was done in accordance with the guide of animal care and use in laboratory,
published by US National Institute of Health (Bethesda, MD, USA; NIH publication number
85-23, revised 1996). The present protocol was authorized by the French Ministry of Higher
Education, Research, and Innovation and by the local Ethics Committee (Comité Régional
d'Ethique en Matiére d'Expérimentation Animale de Strasbourg). All experiments were
performed in a registered animal yard within Faculty of Pharmacy (Authorization number

#7626-2016111715542930).

1.2. Preparation of Carissa edulis extract
Leaves were dried and ground into powder. 100 g were macerated at room temperature
with ethanol-water (6:4, v/v) for 72 h. The filtered extracts were combined and evaporated

under reduced pressure to obtain a dry extract (yield 25%).
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1.3. Chemicals
All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (Sigma Aldrich Chimie S.A.R.L., St.-

Quentin-Fallavier, France).

1.4. In vivo treatment of rats

Male Wistar rats obtained from Janvier-labs, (Le Genest-Saint-Isle, France) were kept
in the animal facility with controlled temperature (22 °C), 12 h light/dark cycle. They were
given free access to standard food and water from the age of 12 to 40 weeks. They were then
assigned to three groups. Middle-aged rats received either water or Carissa edulis extract (90
mg/kg/day) in the drinking water for two weeks while young rats (12 weeks), used as control,
received water. After treatment, rats were weighed and euthanized by an intra-peritoneal

injection of a mixture of ketamine/xylazine (120/10 mg/kg) before collection of organs.

1.5. Vascular reactivity studies

Main mesenteric artery and thoracic aorta were cleaned of connective tissue and cut
into rings (2-3 mm) before suspension in organ baths containing oxygenated (95% Oz, 5% CO)
Krebs bicarbonate solution (composition in mM: NaCl 119, KCI 4.7, KH2PO4 1.18, MgSO4
1.18, CaCl» 1.25, NaHCOs 25 and D-glucose 11, pH 7.4, 37 °C). The resting tension was set
at 1 g for main mesenteric arteries and 2 g for thoracic aorta before determination of changes
in isometric tension. After the equilibration period, rings were exposed to Krebs bicarbonate
solution containing a high concentration of potassium (80 mM) until reproducible contractile
responses were obtained. To check the presence of a functional endothelium, rings were
contracted with phenylephrine (PE, 1 uM) before the induction of a relaxation to acetylcholine
(ACh, 1 pM). For the determination of contractile responses, rings were subjected to a
concentration-contraction curves in response to PE. To assess the endothelium-dependent
relaxations, rings were contracted with PE (1 uM) before the construction of concentration-

relaxation curves in response to ACh.
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To characterise the different pathways mediating relaxation, rings were incubated for
30 min with a pharmacological agent before the construction of a concentration-response curve.
The role of NO-mediated relaxations was studied in rings incubated with both indomethacin
(10 uM, a non-selective COX inhibitor) and TRAM-34 plus UCL-1684 (1 uM each, inhibitors
of IKca and SKc,, respectively). To study EDH-mediated relaxation, rings were incubated with
indomethacin and NC-nitro-L-arginine (L-NA, 300 pM, an eNOS inhibitor) to prevent the
release of vasoactive prostanoids and NO, respectively. To study the role of cyclooxygenase-
derived vasoactive prostanoids, rings were incubated with indomethacin (10 uM). To evaluate
the vascular smooth muscle function, rings were incubated with indomethacin, L-NA and
TRAM-34 plus UCL-1684, then contracted with PE (1 uM) before a concentration-relaxation
curve to either sodium nitroprusside (SNP, a NO donor) or levcromakalim (Lev, an ATP-

sensitive potassium channels opener) was constructed.

1.6. Ex vivo evaluation of the vascular uptake of Carissa edulis polyphenols

Rings of the thoracic aorta were washed with Krebs solution and placed in 24-well
plates containing MCDB131 culture medium (Gibco, ThermoFisher Scientific, Illkirch,
France) supplemented with fungizone (250 pg/ml), penicillin (100 1U/ml), streptomycin (100
IU/ml), L-glutamine (2 mM, all from Lonza Levallois-Perret, France). Thoracic aorta rings of
young rats and middle-aged rats following a 2-week intake of CECE were incubated with
CEBF (60 pg/ml) for 3 min at 37 °C and 5% CO.. To characterize mechanisms contributing to
the accumulation of polyphenols in endothelial cells, we studied the involvement of
Na*/glucose co-transporters (SGLT) 1 and 2 according to Jin et al.,, 2013 with some
modifications. Thoracic aorta rings were incubated with either a dual SGLT1/2 inhibitor
sotagliflozin (100 nM) or a selective SGLT 2 inhibitor (empagliflozin, 100 nM) for 5 min at
37 °C. They were then washed twice with PBS before incubation with PBS containing 0.4% of

2-aminoethyl diphenyl borate for 5 min at 37 °C. Subsequently, rings were washed with cold
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PBS, snap-frozen with liquid nitrogen in HistoMold containing frozen section media (FSC 22,
Leica Biosystems, Nanterre, France, before being cryosectioned at 14 um and mounted on
Superfrost plus slides (ThermoFisher) with Dako medium (fluorescence editing medium,
Dako, Agilent Technologies France, Les Ulis, France) and dried for 20 min at room
temperature. Slides were then analyzed on the same day using a confocal laser scanning
microscope (Leica TSC SPE). Quantitative analysis of fluorescence was performed using

Image J software (version 1.6 for Windows, NIH).

1.7. Immunofluorescence studies

Rings of main and secondary branch of the mesenteric artery were embedded in
HistoMolds containing frozen section media (FSC 22, Leica Biosystems, Nanterre, France)
and were snap-frozen in liquid nitrogen. Rings were cryosectioned at 14 um and stored at -40
°C until use. Sections were defrosted with phosphate buffer saline (PBS) and fixed during 30
min with 4% (w/v) paraformaldehyde (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) and
then incubated with blocking/permeabilizing buffer (PBS containing 1 % bovine serum
albumin (BSA) (w/v) and 0.5 % Triton X-100 (w/v)) for 30 min at room temperature. After
buffer removal, all sections, excluding negative controls, were incubated for 1 h at 4 °C with a
primary antibody against either eNOS (1/100, Cat. 610297, BD Transduction Laboratories, Le
Pont de Claix, France), nitrotyrosine (1/500, Cat. 05-233, EMD Millipore, Billerica MA, USA),
ACE (1/200, Cat.250450, Abbiotec, San Diego, USA) or AT1R (1/200, Cat. ab124505, Abcam,
Paris, France). All sections were washed 3 times with PBS prior to incubation with either anti-
rabbit or anti-mouse fluorescent secondary antibody (1/400, Alexa fluor 633 conjugates,
Invitrogen) for 1 h at room temperature in the dark. After washing 3 times with PBS, sections
were incubated with 1 mg/ml 4°,6-diamidino-2’-phenylindole dihydrochloride (DAPI, Thermo
Fisher) during 5 min at room temperature, in order to counterstain nuclei. Slides were washed

3 times with PBS and mounted under coverslip using fluorescence mounting medium (Dako,
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Agilent Technologies France, Les Ulis, France) and dried for 20 min at room temperature.
Slides were then analyzed with confocal laser-scanning microscope (Leica SP2 UV DM IRBE;
leica, Heidelberg, Germany) with a 20X magnification lens. The level of fluorescence was

quantified by using Image J software (version 1.49 for Windows, NIH).

1.8. Determination of the level of oxidative stress

The level of ROS in the main and the secondary branch of the mesenteric artery and in
the mitochondria were determined using the redox-sensitive fluorescent probe dihydroethidium
(DHE, Invitrogen, ThermoFischer) and MitoSox probe (MitoSox™, Invitrogen,
Thermofischer), respectively. Cryosections of thoracic aorta (25 um) were defrosted with PBS
and incubated with either DHE (2.5 uM) or MitoSox (2.5 uM) for 30 min at 37 °C in the dark.
After washing 2 times with PBS, the sections were mounted under a coverslip using
fluorescence mounting medium (Dako, Agilent Technologies France, Les Ulis, France) and
dried for 20 min at room temperature. Images were acquired using a confocal laser-scanning
microscope (Leica SP2 UV DM IRBE; leica, Heidelberg, Germany) with a 20X magnification
lens. Quantitative analysis was performed using Image J software (version 1.49 for Windows,

NIH).

1.9. Statistical analysis

Data are expressed as means * standard error mean (S.E.M) for n different experiments
and analyzed by Graphpad Prism (Version 7). Statistical variance between different groups was
determined by applying Two-way Anova test for vascular reactivity studies and One-way
Anova test for quantitative confocal microscopy results, followed by Bonferroni's Multiple
Comparison post hoc test. Group differences were considered statistically significant at P <

0.05.
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2. Results

2.1. CECE treatment improves the age-related endothelial dysfunction in the main

mesenteric artery and the thoracic aorta

Both in the mesenteric artery and the aortic rings with endothelium from middle-aged
rats, contractile responses to phenylephrine were increased and relaxations to acetylcholine
were blunted in comparison to rings from young rats (Figures 1 A, B, E, F). Treatment of
middle-aged rats with CECE normalized contractile responses to phenylephrine and relaxations
to acetylcholine similar to those of young rats (Figures 1 A, B, E, F). The concentration-
dependent relaxation curves to sodium nitroprusside and levcromakalim in the main mesenteric
artery and the thoracic aorta were similar in young and middle-aged rats, and they were also
not affected by treatment of middle-aged rats with CECE indicating normal vascular smooth
muscle function (Figures 1 C, D, G, H).
2.2. eNOS-derived NO mediates the improved phenylephrine-induced contractile

response and acetylcholine-induced relaxation of middle-aged rats treated by CECE

In the main mesenteric artery ring, the increased contractile response to phenylephrine
of middle-aged rats was affected neither by indomethacin not by the subsequent addition of L-
NA, and significantly reduced in the presence of indomethacin in combination of TRAM-34
plus UCL-1684; similar effects were observed in young rats (Figures 2 A,B). In contrast, in
mesenteric artery rings of middle-aged rats treated with CECE, the normalized phenylephrine-
induced contractile response was slightly but significantly increased by indomethacin,
markedly increased by the subsequent addition of L-NA whereas TRAM-34 plus UCL-1684
was without effect demonstrating the involvement of NO and, to some extent, of relaxing
prostanoids (Figure 2C).

In the thoracic aorta ring, neither indomethacin nor L-NA affected phenylephrine-

induced contractions in young rats (Figure 2D). However, the increased contractile response to
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phenylephrine in middle-aged rats was markedly reduced by indomethacin and not affected by
L-NA indicating an age-related increased formation of vasocontracting prostanoids (Figure 2
E). In contrast, the normalized contractile response by the CECE treatment was associated with
a pronounced enhancement of the contractile response by L-NA whereas indomethacin was
without effect (Figure 2 F). Thus, the CECE-induced normalization of the contractile response
in middle-aged rats is mediated by the eNOS-derived NO-mediated blunting of the contractile

response associated with the abolition of the prostanoid-mediated vasoconstrictor responses.

In mesenteric artery rings, acetylcholine-induced relaxations of young, middle-aged
rats and middle-aged rats treated with CECE were affected neither by indomethacin nor by the
subsequent addition of TRAM-34 plus UCL1684 (Figure 3). Similarly, indomethacin did not
affect relaxations to acetylcholine in aortic rings of all three groups (Figure 4). In contrast,
relaxations in the mesenteric artery rings and aortic rings were markedly reduced by L-NA

indicating a major role of NO (Figures 3, 4).

2.3. Accumulation of Carissa edulis polyphenols in the endothelium of the thoracic
aorta: Role of Na+/glucose co-transporters 1 and 2
Exposure of aortic rings of young rats to CEBF and subsequently to Neu reagent

allowing the detection of polyphenols, was associated with the appearance of a fluorescence
signal that was most pronounced in the endothelium compared to the low level of the vascular
smooth muscle (Figure 5A). The increased endothelial and vascular smooth muscle signals
were significantly reduced by sotagliflozin, a dual SGLT1 and 2 inhibitor, and by
empagliflozin, a selective SGLT2 inhibitor (Figure 5A). A higher level of fluorescence was
detected throughout the aortic wall of CECE-treated middle-aged rats compared to the weak
signal of young rats (Figure 5). Exposure of aortic rings of CECE-treated rats to CEBF further
enhanced the fluorescence signal particularly in the endothelium (Figure 5B). The CEBF-

induced increase of the fluorescence signal was prevented by sotagliflozin and empagliflozin
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(Figure 5B). Thus, these observations indicate that the in vivo treatment of middle-aged rats
with CECE caused an accumulation of polyphenols in the aorta predominantly in the
endothelium, and that this effect is enhanced further following the ex vivo exposure of aortic
rings to CEBF. They further indicate that this effect is sensitive to inhibition by SGLT1/2 and

2 inhibitors.

2.4. CECE treatment improves the eNOS-NO/ROS balance in the main and resistance
mesenteric arteries of middle-aged rats: Role of the local angiotensin system

Since ageing is characterized by an increased level of oxidative stress in the arterial
wall (Khodja et al., 2012), the formation of ROS was assessed in both the main and secondary
branch of the mesenteric artery using dihydroethidium, a redox-sensitive fluorescent probe,
and Mitosox, a redox-sensitive fluorescent probe that targets mitochondria. The main and
resistance mesenteric arteries of middle-aged rats had higher levels of DHE fluorescence signal
throughout the arterial wall, and of Mitosox fluorescence compared to those of young rats
(Figures 6, 7). The CECE treatment of middle-aged rats was associated with decreased levels
of DHE and Mitosox fluorescence signals that reached levels similar to those observed in

young rats (Figures 6, 7).

Moreover, the angiotensin system has been involved in the ageing-related endothelial
dysfunction and vascular oxidative stress (Shan et al., 2014). Therefore, the expression level
of the angiotensin Il type 1 receptor (AT1R) and angiotensin-converting enzyme (ACE) was
assessed by immunofluorescence in the main and resistance mesenteric arteries of young and
middle-aged rats. An increased expression level of both AT:R and ACE was observed in
sections of middle-aged rats compared to young rats (Figures 6, 7). The CECE treatment of

middle-aged rats was associated with significantly reduced expression levels of both AT:R and
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ACE in the main and resistance mesenteric arteries, and they reached similar levels as those

observed in young rats (Figures 6, 7).

Since ageing is associated with blunted NO-mediated relaxations, the expression level
of proteins involved in the NO pathway was assessed by immunofluorescence in the main and
the resistance mesenteric arteries. The expression level of eNOS observed predominantly in
the endothelium of the main and resistance mesenteric arteries of middle-aged rats was
significantly higher than those of young rats (Figures 6, 7), demonstrating most likely a
compensatory mechanism. Similarly, both main and resistance mesenteric arteries of middle-
aged rats had higher levels of nitrotyrosine throughout the arterial wall compared to those of
young rats (Figures 6, 7). The CECE treatment of middle-aged rats normalized the expression

level of eNOS and nitrotyrosine (Figures 6, 7).

Discussion

The major findings of the present study indicate that oral intake of a crude extract of
Carissa edulis by middle-aged rats for two weeks improved an established age-related
endothelial dysfunction and vascular and mitochondrial oxidative stress most likely subsequent
to the normalization of the local angiotensin system. They further indicate that Carissa edulis
polyphenols accumulate in the arterial wall predominantly in endothelial cells via Na*/glucose
co-transporterl and 2. The benefit of the CECE treatment has been observed at a relatively low
dose of CECE (90 mg/kg/day) in rats, which is equivalent to about 0.87 g/day of CECE in a 60

kg human (Reagan-Shaw et al., 2008).

Several studies have indicated that ageing is associated with an endothelial dysfunction
characterized by blunted endothelium-dependent relaxations, an early indicator of major
cardiovascular risk factors (Idris-Khodja and Schini-Kerth, 2012). In conductance arteries such

the aorta, endothelium-dependent relaxations to ACh involve mainly a NO component
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(Furchgott and Zawadzki, 1980; Palmer et al., 1988b) whereas in the coronary artery and
resistance arteries the relaxation involves a NO component and often also, to some extent, an
EDH component (Chen et al., 1988). Therefore, the present study has examined the effect of
CECE treatment on ageing-related endothelial dysfunction in the aorta, the main mesenteric
artery, and in resistance mesenteric arteries to determine whether ageing affects the NO and/or
EDH components, and markers of endothelial dysfunction. Vascular reactivity studies have
indicated that the ACh-induced NO-mediated relaxation as assessed in the main mesenteric
artery in the presence of indomethacin plus TRAM-34 plus UCL-1684, and in the thoracic
aorta in the presence of indomethacin are significantly reduced in middle-aged rats. The
findings indicate also that EDH-mediated relaxation as assessed in the presence of
indomethacin and NLA contributes minimally to ACh-induced relaxation in the mesenteric
artery of young and middle-aged rats. Thus, these findings indicate that ageing is associated
with a blunted NO component of the endothelium-dependent relaxation. These findings are
consistent with previous ones indicating that ageing-related endothelial dysfunction involves
blunted NO-mediated relaxations in the rat mesenteric artery (Dal-Ros et al., 2012a; Matz et
al., 2000) and the aorta (Lee et al., 2011), and a gradual alteration of the NO pathway in the
femoral artery of 22-week-old compared to 7-week-old mice (Puzserova et al., 2014). In
addition, the present study also showed that ageing is associated with an increased contractile
response in the mesenteric artery and aorta in middle-aged rats compared to young ones. Since
indomethacin normalized contractile response in the aorta but not the mesenteric artery of

middle-aged rats, it can be attributed to the formation of vasocontractile prostanoids.

Treatment of middle-aged rats with a low dose of CECE significantly improved NO-
mediated relaxations and contractile responses in the mesenteric artery and aorta. The
normalized contractile responses were markedly enhanced in the presence of an eNOS

inhibitor, indicating an increased basal release of NO. The findings are in accordance with
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previous ones indicating an improved endothelium-dependent relaxation in 51-week-old
middle-aged rats after intake of 100 mg/kg/day of red wine polyphenols in the drinking water
for 4 weeks (Dal-Ros et al., 2012a), and in 46-week-old middle-aged rats after intake of

750 mg/kg/day of Moringa oleifera seed powder for 4 weeks (Randriamboavonjy et al., 2019).

The CECE treatment-induced improvement of an established ageing-related NO-
mediated relaxation is most likely due to the ability to decrease the high level of vascular and
mitochondrial oxidative stress in the middle-aged rat. Indeed, high levels of oxidative stress
involving predominantly superoxide anions and hydrogen peroxide have been observed
throughout the arterial wall in several types of old arteries (Csiszar et al., 2002; Dal-Ros et al.,
2012a, 2011; Farooq et al., 2020; Idris-Khodja and Schini-Kerth, 2012; van der Loo et al.,
2000, present findings). Moreover, oxidative stress has been shown to contribute to ageing-
related endothelial dysfunction, in part, by reducing the bioavailability of NO and oxidizing
BH4 an essential cofactor of eNOS (Higashi et al., 2012; Schmidt and Alp, 2007). Indeed,
oxidized BH4 promotes uncoupling of eNOS, which will further increase the formation of ROS
(Kirkwood and Kowald, 2012). The increased expression level of eNOS in the mesenteric
artery and aorta of middle-aged rats is most likely part of a compensatory mechanism. An
improved NO and formation of ROS is also indicated by the reduced fluorescence level of
nitrotyrosine in the mesenteric artery and the aorta of CECE-treated middle-aged rats. A
previous study has also shown that Carissa edulis is rich in flavonoids with antioxidant
properties (Fanta Yadang et al., 2019). Angiotensin |1, the main effector hormone of the renin-
angiotensin system, is a potent vasoconstrictor that increases peripheral vascular resistance and
elevates blood pressure (Nguyen Dinh Cat and Touyz, 2011). The local vascular angiotensin
system often plays a crucial role in endothelial dysfunction and vascular oxidative stress mostly
due to the activation of NADPH oxidase mediated by ATiR (Whaley-Connell et al., 2011).

Previous studies have shown that an angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitor and an
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AT:R antagonist markedly improved age-related endothelial dysfunction, in part, by
decreasing the level of vascular oxidative stress (Goto et al., 2000a; Khodja et al., 2012). The
present findings support a role of the angiotensin system in ageing-related endothelial
dysfunction and oxidative stress since an increased expression of both ACE and ATiR was
observed in the main and resistance mesenteric arteries of middle-aged rats. These findings are
in line with a previous study indicating an activation of the angiotensin system of 12- and 24-
month old mice compared to 2-month-old. (Yoon et al., 2016). Of interest, oral intake of CECE
by middle-aged rats normalized the expression level of ACE and ATiR in the main and
resistance mesenteric arteries of middle-aged rats to a level similar to that observed in young
rats. A previous study has also shown that resveratrol exerted protective effects on old kidneys
by reducing oxidative stress, inflammation, and fibrosis through suppression of the formation
of Ang Il (Jang et al., 2018). In addition, the omega-3 polyunsaturated fatty acid formulation
EPA:DHA 6:1 reduced the local angiotensin/AT1R/NADPH oxidase pathway to improve the

endothelial function in the mesenteric artery of old rats (Farooq et al., 2020).

The present findings also provide evidence that CECE polyphenols can rapidly
accumulate preferentially in the endothelium of the thoracic aorta of young and middle-aged
rats. Moreover, the intake of CECE in the drinking water by middle-aged rat was associated
with an accumulation of polyphenols in the arterial wall. Since the uptake of polyphenols was
prevented by sotagliflozin, a dual SGLT1 and 2 inhibitor, and by empagliflozin, an SGLT2
inhibitor, it suggests a role of SGLT1 and 2. A previous study using a molecular docking
approach has shown that Hibiscus. sabdariffa (Hib) can interact with SGLT-1 (Kartinah et al.,
2019). Moreover, flavonoids such as the quercetin glucosides isoquercitrin and spiraeosid
competitively inhibited Na*-dependent mucosal uptake of the non-metabolisable glucose

analogue methyl-a-d-glucopyranoside via SGLT-1 (Ader et al., 2001).

Theése de Doctorat
Université de Strasbourg/Université d’Abomey-Calavi



Conclusion

Ageing is associated with the development of an endothelial dysfunction, which involves a
reduced NO-mediated endothelium-dependent relaxation, a reduced basal formation NO and
the induction of increased contractile responses. Moreover, the endothelial dysfunction is
related to increased vascular oxidative stress and activation of the local vascular angiotensin
system. Oral intake of Carissa edulis crude extract for two weeks by middle-aged rats
significantly restored the protective endothelial function by increasing the NO-mediated
relaxation and control of vascular tone, and by normalizing the local angiotensin system and

the subsequent development of oxidative stress.
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Figure legends

Figure 1: CECE improves the age-related endothelial dysfunction in the main mesenteric
artery and the thoracic aorta. The main mesenteric artery rings (A, B) and the thoracic aorta
rings (E, F) with endothelium suspended in organ chambers were subjected to a concentration-
contraction curve to phenylephrine or contracted with phenylephrine (PE, 1 uM) before the
addition of increasing concentrations of acetylcholine (ACh). To study the function of the
vascular smooth muscle, main mesenteric artery rings (C, D) and thoracic aorta rings (G, H)
with endothelium were contracted with PE (1 uM) before the construction of a concentration-
relaxation curve either to sodium nitroprusside (SNP, a NO donor) or levcromakalim (Lev, an
ATP-sensitive potassium channels opener) in the presence of L-NA and TRAM-34 plus UCL-
1684 and indomethacin to prevent the contribution of NO, EDH and vasoactive prostanoids,
respectively. Results are expressed in g of tension (A) or in % relaxations (A, B, C-H) as means
+ SEM of 5-7 rats per group. *P < 0.05 vs. control young rats, *P < 0.05 vs. control middle-

aged rats.

Figure 2: CECE normalizes contractile responses in the main mesenteric artery and the
thoracic aorta of middle-aged rats: Role of vasoactive prostanoids and NO. Mesenteric
artery rings (A-C) and aortic rings (D-F) were subjected to increasing concentrations of PE to
construct a concentration-contractile response curve under either control conditions, in the
presence of indomethacin (10 uM, cyclooxygenases inhibitor), or following the subsequent
addition of either L-NA (NOS inhibitor, 300 uM) or TRAM-34 plus UCL-1684 (inhibitors of
endothelium-dependent hyperpolarization, 1 uM each) for 30 min. Results are expressed in g

of tension as means = SEM of 5-7 rats per group. *P < 0.05 vs. respective control.
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Figure 3: CECE improves endothelium-dependent relaxations in the main mesenteric
artery of middle-aged rats: Role of vasoactive prostanoids, NO and EDH. Mesenteric
artery rings were contracted with phenylephrine (PE, 1 uM) before the addition of increasing
concentrations of acetylcholine (ACh) under either control conditions, in the presence of
indomethacin (10 uM, cyclooxygenases inhibitor), or following the subsequent addition of
either L-NA (NOS inhibitor, 300 pM) or TRAM-34 plus UCL-1684 (inhibitors of
endothelium-dependent hyperpolarization, 1 uM each) for 30 min. Results are expressed in %

relaxation as means £ SEM of 5-7 rats per group. *P < 0.05 vs. respective control.

Figure 4: CECE improves endothelium-dependent relaxations in the aorta of middle-
aged rats: Role of vasoactive prostanoids and NO. Aortic rings were contracted with
phenylephrine (PE, 1 uM) before the addition of increasing concentrations of acetylcholine
(ACh) under either control conditions or in the presence of indomethacin (10 uM,
cyclooxygenases inhibitor), and also following the subsequent addition of L-NA (NOS
inhibitor, 300 uM) for 30 min. Results are expressed in % relaxation as means + SEM of 5-7

rats per group. *P < 0.05 vs. respective control.

Figure 5: Accumulation of polyphenols of CEBF in the thoracic aorta of young rats: Role
of Na*/glucose co-transporters (SGLTs)1 and 2. (A) Aortic rings of young rats and (B)
CECE-treated rats were incubated in the absence or presence of a dual inhibitor of
sodium/glucose co-transporters (SGLT)1 and 2 (sotagliflozine, 100 nM) or a selective SGLT2
inhibitors (empagliflozin, 100 nM) before the addition of CEBF (60 pg/ml).Thereafter, rings
were exposed to 0.4% of 2-aminoethyl diphenyl borate (Neu reagent) for 5 min and the level
of fluorescence was determined using confocal microscopy. Results are shown as means +

S.E.M. of 4 experiments. *P < 0.01 vs control.
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Figure 6: CECE treatment improves the age-related increased vascular and
mitochondrial oxidative stress and the over-expression of the local angiotensin system in
the main mesenteric artery. (A-B) The level of ROS in the arterial wall and mitochondria of
the main mesenteric artery were determined by fluorescence histochemistry using the redox-
sensitive fluorescent probe dihydroethidium (DHE, 2.5 puM) and MitoSOX probe (2.5 uM),
respectively. (C-F) The expression level of target proteins (eNOS, nitrotyrosine and of the local
angiotensin system AT receptor (AT:1R) and angiotensin-converting enzyme (ACE)) were
determined in cryosections of the main mesenteric artery. Fluorescence signals were observed
using a confocal laser-scanning microscope. Results are expressed as means + SEM of 4 rats

per group. *P < 0.05 vs. young rats, P < 0.05 vs. middle-aged rats.

Figure 7: CECE treatment improves the age-related increased vascular and
mitochondrial oxidative stress and the over-expression of the local angiotensin system in
the secondary branch of the mesenteric artery. (A-B) The level of ROS in the arterial wall
and mitochondria of the main mesenteric artery were determined by fluorescence
histochemistry using dihydroethidium (DHE, 2.5 puM) and MitoSOX probe (2.5 uM),
respectively. (C-F) The expression level of target proteins (eNOS, nitrotyrosine and of the local
angiotensin system AT receptor (AT:1R) and angiotensin-converting enzyme (ACE)) were
determined in cryosections of the secondary branch of the mesenteric artery. Fluorescence
signals were observed using a confocal laser-scanning microscope. Results are expressed as

means + SEM of 4 rats per group. *P < 0.05 vs. young rats, “P < 0.05 vs. middle-aged rats.
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Figure 5
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Figure 7
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Discussion genérale
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Dysfonction endothéliale liée a I’Age et hypertension

Les maladies cardiovasculaires (MCV) constituent la principale cause de déces a I'échelle
mondiale. Environ 17,9 millions de personnes sont mortes de MCV en 2019, soit 32 % de tous
les déces mondiaux (WHO, 2020) contre 17,7 millions en 2017 (Yusuf et al., 2020).
L'hypertension et les complications associées, notamment les accidents vasculaires cérébraux
et les infarctus du myocarde, ont atteint des niveaux pandemiques (Mills et al., 2020).
Indépendamment du fait que les progres actuels dans le domaine de la médecine ont permis a
I'nomme de lutter contre plusieurs affections, les MCV sont toujours considérées comme une
cause mondiale de morbidité et de mortalité en particulier dans les pays en développement. En
effet, plus de trois quarts des déceés dus aux MCV ont lieu dans des pays a revenu faible et

intermédiaire (Mendis, 2017; WHO, 2020).

L'endothélium est une fine couche de cellules squameuses qui tapissent la surface intérieure de
tous les vaisseaux sanguins et les vaisseaux lymphatiques. C’est un constituant important des
vaisseaux sanguins qui joue un réle essentiel dans I'noméostasie cardiovasculaire en régulant
la fluidité sanguine et la fibrinolyse, le tonus vasculaire, I'angiogenése, I'adhésion monocyte /
leucocyte et I'agrégation plaquettaire. En raison de ses jonctions cellule a cellule spécialisées
et étroites, I'endothélium forme une barriére qui limite sélectivement le mouvement des
macromolécules (Rahimi, 2017). Un équilibre critique entre les facteurs de relaxation et de
contraction dérivés de I'endothélium maintient le tonus vasculaire. Lorsque cet équilibre est
perturbé, il prédispose le systeme vasculaire a la vasoconstriction, a I'adhérence des leucocytes,
a l'activation plaquettaire, a la mitogenése, au stress oxydant, a la thrombose, a 1’altération de
la coagulation, a l'inflammation vasculaire et aux maladies cardiovasculaires: c’est la
dysfonction endothéliale (Grover-Péaez and Zavalza-Gomez, 2009; Sun et al., 2016). Plusieurs
études précliniques et cliniques ont montré que I'hypertension est associée a un

dysfonctionnement endothélial (Higashi and Yoshizumi, 2004; Scolaro et al., 2018).
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L’hypertension artérielle est associée a une réduction de 0,62 % de la fonction endothéliale

quantifiée par la vasodilatation médiée par le flux (FMD) (Gonzalez and Selwyn, 2003).

La prévalence de I'nypertension augmente considérablement avec I'dge. Le vieillissement peut
modifier la structure et la fonction des composants vasculaires, tels que 1'endothélium, 1’intima
et les cellules musculaires lisses, entrainant une augmentation du risque de développement de
maladies cardiovasculaires et cérébrovasculaires, liées a I'nypertension (Butt et al., 2010;
Folkow and Svanborg, 1993; Wei, 1992). Le vieillissement est associé a des altérations de la
structure vasculaire et de la fonction endothéliale a travers diverses voies, y compris le stress

oxydatif, la sénescence cellulaire et I'inflammation (El Assar et al., 2013).

Plantes et hypertension

Les plantes ont formé la base de la médecine traditionnelle. Ils existent depuis des milliers
d'années et continuent de fournir & I'hnumanité de nouveaux remedes contre diverses affections
(Beyene et al., 2016; Gurib-Fakim, 2006; Petrovska, 2012). Ces plantes médicinales utilisées
en médecine traditionnelle deviennent populaires en tant que sources thérapeutiques, en
particulier lorsqu'elles sont accompagnées de preuves scientifiques de leur pertinence clinique.
La phytothérapie est une tradition séculaire pratiquée dans le monde et qui implique I'utilisation
de plantes entiéres ou de parties de plantes (feuilles, fleurs, fruits, tiges, racines ou rhizomes)
pour maintenir le bien-étre général d'un individu (WHO, 2019). A I'échelle mondiale, 60 % des
populations développées et plus de 80 % des populations en voie de développement et sous-
développées du monde dépendent desormais de la phytothérapie pour leurs besoins de santé
(WHO, 2008). En Afrique, I'on estime que 60 a 90 % de I'ensemble de la population utilise la
phytomédecine dans la gestion des maladies, y compris I’hypertension (Balogun and Ashafa,
2019), en partie sur la base de sa disponibilité et de son aspect moins couteux par rapport aux

médicaments conventionnels (Nunes et al., 2015).
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En effet, plusieurs plantes utilisées en médecine traditionnelle ont montré leur efficacité dans
le traitement de certaines maladies, présentant parfois relativement peu d'effets secondaires
cliniques et étant souvent plus abordables que la thérapeutique moderne (Nair et al., 2013). De
nombreuses études se sont consacrées a la détermination des propriétés pharmacologiques des
composés phytochimiques dérivés des plantes dans la gestion de plusieurs maladies,
notamment I'hypertension (Al Disi et al., 2016; Chukwuma et al., 2019). Les données des essais
cliniques, y compris des essais contrélés randomisés ont établi que les régimes a base de plantes
constituent un moyen efficace de lutte contre I'hypertension artérielle, méme si les mécanismes
précis sont encore inconnus (Joshi et al., 2020). Lors d'un essai visant a évaluer les effets des
fruits et Iégumes (les fruits tels que les pommes, les abricots, les oranges, les péches, les poires,
les raisins secs et les fraises étaient majoritairement fournis et les 1égumes tels que les carottes,
les choux-fleurs, les aubergines, la laitue, les pommes de terre, les épinards, les tomates et les
courgettes étaient les plus consommeés) sur I'acidose métabolique chez 199 participants atteints
d'une insuffisance rénale chronique (IRC) de stade I ou 11, les chercheurs ont constaté que 2 a
4 tasses de fruits et légumes permettaient de réduire significativement la pression artérielle
systolique de 2,4 + 2,3 mmHg (P < 0,001) chez les personnes atteintes d'une IRC de stade 1 et
de 5,4 £ 4,6 mmHg (P < 0,001) chez les personnes atteintes d'une IRC de stade 2, apres 30
jours de traitement, par rapport aux témoins n'ayant recu aucune intervention (Goraya et al.,
2012). Les attributs d'un régime a base de plantes incluant les fruits, les légumes, les
légumineuses et les céréales completes qui peuvent abaisser la pression artérielle comprennent
une teneur en énergie plus faible entrainant souvent une perte de poids (Aucott et al., 2005;
Barnard et al., 2019), une teneur en sodium plus faible (Clarys et al., 2014; O’Shaughnessy and
Karet, 2004), une teneur en potassium accrue (Addison, 1928; Binia et al., 2015; Cappuccio
and MacGregor, 1991; Filippini et al., 2017), une réduction du stress oxydatif (Paur et al., 2011;

Zhang and Tsao, 2016), une biodisponibilité plus élevée du NO vasodilatateur (Ashworth and
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Bescos, 2017; DeMartino et al., 2019) et des effets bénéfiques sur le microbiome (Wang et al.,
2016; Yang et al., 2015). Les propriétés pharmacologiques et thérapeutiques d'un certain
nombre de plantes médicinales qui sont actuellement utilisées pour traiter I'nypertension par
les communautés africaines sont attribuées a la présence de constituants phytochimiques
bioactifs (Gurib-Fakim, 2006). Toutefois, les informations scientifiquement solides sur le sujet
sont rares et des recherches supplémentaires sur les composés bioactifs et I'action des plantes
médicinales ayant des propriétés antihypertensives doivent étre menées (Eddouks et al., 2002;
Liwa, 2015). La plupart des plantes médicinales utilisées pour traiter I'nypertension possedent
une activité inhibitrice de I’enzyme de conversion de I’angiotensine (ACE). Des études basées
sur un test in vitro développé par Elbl et Wagner (1991) pour étudier 1’activité de 'ACE ont
montré que ces plantes inhibent I'enzyme ACE de plus de 50 % (Duncan et al., 1999; Ramesar
et al., 2008). De plus, elles agissent en augmentant la biodisponibilité du NO, en réduisant le
stress oxydatif vasculaires ou en modulant I'activité des canaux ioniques vasculaires Ca®* K*
(Maaliki et al., 2019). Les extraits méthanoliques et aqueux de certaines plantes traditionnelles
comme Amaranthus hybridus, Amaranthus dubius, Justica flava, Asystasia gangetica et
Tulbaguia violacea, entre autres, présentent une activité inhibitrice significative de I'ACE

(Mackraj and Ramesar, 2007).

Une enquéte ethnobotanique menée au Bénin dans les régions du Zou et de la Colline en février
2015 a permis de recenser douze plantes traditionnellement utilisées dans le traitement de
I’hypertension artérielle par la population mais dont on ne disposait que de peu d’informations
de nature chimique et/ou biologique aprés consultation des diverses banques de données.
L'analyse phytochimique et le screening biologique de ces plantes ont permis d'identifier les
deux les plus actives : Carissa edulis et Diodia scandens. Pour notre étude, nous nous sommes
intéressés a ces deux plantes médicinales auxquelles nous avons ajouté Cleome gynandra qui,

de plus en plus, est également utilisé dans certaines régions du Bénin. Des extraits éthanol/eau
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(6:4, viv) de ces trois plantes ont été réalisés sur base de leur solubilité dans ce mélange de

solvant et dans 1’optique de rester dans les conditions traditionnelles d’utilisation.

Role de ’endothélium dans la relaxation médiée par Carissa edulis

Les premiéres expériences visaient & étudier le role de I'endothélium dans les relaxations
induites par C. edulis, D. scandens et C. gynandra sur des artéres coronaires porcines a l'aide
d'études de réactivité vasculaire. Sur ces artéres coronaires porcines, 1’élimination de
I’endothélium a entrainé une diminution presque compléte de la relaxation induite par les
plantes. L’ extrait total de C. edulis (CECE) a montré une activité vasorelaxante plus importante
comparativement aux deux autres plantes. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus par
Tokoudagba et al. sur Parkia Biglobosa une plante utilisée également pour la prise en charge
de I’hypertension artérielle (Tokoudagba et al., 2010b). Apres fractionnement successif de
I'extrait total de C. edulis avec du cyclohexane, du dichlorométhane, de I'acétate d'éthyle et du
butanol suivi de 1’étude de la réactivité vasculaire de chacune des fractions, CEBF a montré
une activité plus importante que l'extrait total tandis que les extraits d'acétate d'éthyle, de
dichlorométhane et de cyclohexane ont été significativement moins actifs. De plus, les résultats
indiquent pour CEBF une activité relaxante maximale et constante sur 60 min tandis que
I'activité relaxante de la bradykinine utilisée comme agoniste physiologique était transitoire
atteignant une valeur maximale aprés 5 min, et, par la suite, diminuait progressivement pour
revenir a la ligne de base. Cette activité soutenue et persistante de CEBF sur I’endothélium est
intéressante pour mieux contréler le tonus vasculaire et protéger la paroi artérielle.

Ensuite, nous avons caractérisé les mécanismes impliqués dans la relaxation dépendante de
I'endothélium en étudiant les différentes voies y compris celle du NO, de I'EDH et des
prostanoides. Les résultats ont montré que la relaxation dépendante de I'endothélium de CECE
et CEBF est abolie par la L-NA, un inhibiteur de la NOS, et n’est pas été affectée par

I’inhibition des cyclooxygénases ou de I’EDH ; ce qui indique I'implication exclusive du NO.
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Des fonctions vasculaires importantes telles que la relaxation des vaisseaux et I'inhibition de
I'agrégation plaquettaire sont regulées par le NO (Boo and Jo, 2003b). Ces résultats sont en
accord avec une étude sur les composés polyphénoliques du vin rouge (Ndiaye et al., 2005a),
et au moins en partie, avec une autre montrant le réle majeur du NO et dans une certaine mesure
celui de I'EDH dans la relaxation induite par Dicksonia sellowiana (Rattmann et al., 2012).
CEBF a également entrainé sur les anneaux avec endothélium, une inhibition concentration-
dépendante des réponses contractiles induites par le KCI, le CaCl,, le U46619 et la sérotonine
indiquant que l'effet inhibiteur de CEBF est efficace contre plusieurs voies de transduction du
signal conduisant & I'activation Ca?*-dépendante des protéines contractiles. Ces observations
sont en accord avec celles obtenues avec 1’extrait de racine de Berberis orthobotrys qui a inhibé
les réponses contractiles au KCI, CaCl, et au U46619 a des concentrations plus importantes
(10, 30 et 100 pg/ml) (Alamgeer et al., 2016). L'effet inhibiteur de CEBF sur les réponses
contractiles a la sérotonine est trés prononce et est prévenu par un inhibiteur de la NOS, ce qui
implique un r6le majeur de la formation endothéliale de NO. Une étude précédente a également
montré que la formulation d'acides gras polyinsaturés oméga-3 EPA:DHA 6:1 inhibe fortement
les contractions induites par la sérotonine dans les anneaux d’artére coronaire de porc,

principalement en stimulant une formation endothéliale accrue de NO (Zgheel et al., 2019).

Les polyphénols, les terpenes et les alcaloides de Carissa edulis pourraient étre

responsables de son activité vasorelaxante

Notre étude a montré une importante accumulation vasculaire dose-dépendante de polyphénols
dans I'endothélium et seulement une accumulation mineure dans le muscle lisse vasculaire,
dans les artéres coronaires porcines et l'aorte thoracique de rat. Il a été montré que les
polyphénols augmentent I'activité catalytique de la eNOS pour favoriser la formation du NO,
et qu'ils stimulent I'expression de la eNOS dans les cellules endothéliales, y compris les cellules

endothéliales humaines (Leikert et al., 2002; Schini-Kerth et al., 2010b). L’étude de la teneur
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totale en polyphénols a révélé que 1’extrait total de Carissa edulis et sa fraction butanolique
sont riches en polyphénols. Des études antérieures ont rapporté que les polyphénols constituent
les principes actifs majeurs d'un large éventail de plantes médicinales utilisées pour la
protection vasculaire (Andriambeloson et al., 1997). lls sont impliqués dans la relaxation
dépendante de I'endothélium des anneaux aortiques de rat (Diebolt et al., 2001) et des arteres
coronaires porcines (Ndiaye et al., 2005b). La présence de composés phénoliques est trés
répandue parmi les plantes et les produits végétaux. Les polyphénols d'origine végétale peuvent
induire une relaxation dépendante de I'endothélium suite a I'activation rédox-sensible de la
kinase Src entrainant 1’activation de la voie PI3-kinase/Akt de la eNOS (Anselm et al., 2009).
L'analyse de CEBF par LC-HRMS a révélé la présence de nombreux composés de la famille
des polyphénols, terpénes et alcaloides. Des études réalisées sur plusieurs plantes dont I’activité
antihypertensive/vasorelaxante a été validée ont indiqué la présence des molécules d’intérét
parmi lesquelles les polyphénols sont les constituants majeurs suivis des terpénes et des
alcaloides (Maione et al., 2013b). Leur effet antihypertenseur implique entre autres 1’inhibition
de I’ACE, I’inhibition des canaux calciques, I’activation de la eNOS et ’activation de
I’adénylyl cyclase (Maione et al., 2013b). Les polyphénols présents dans la fraction
butanolique de Carissa edulis sont les flavonoides, les acides phénoliques, la coumarine et
I'anthraquinone. Les flavonoides (sous-groupes : flavones, flavanones, isoflavones, flavan-3-
ols, anthocyanes et flavonols) sont le plus grand groupe de composés phénoligues trouvés dans
les plantes et se sont avérés étre les composeés actifs les plus courants dans la plupart des espéces
végétales a activité antihypertensive (Maaliki et al., 2019). Sun et al. ont montré que la lutéoline
et la quercétine des bourgeons de Coreopsis tinctoria ont une relaxation efficace sur des
anneaux d’aorte de rat précontractés a la phényléphrine (Sun et al., 2013b). Les flavonoides
totaux d'Elsholtzia splendens relachent l'aorte de rat indépendamment de la présence de

I’endothélium (Wang et al., 2014b). Paredes et al. ont évalué l'effet antihypertenseur de
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plusieurs extraits végétaux riches en flavonoides (citron, pamplemousse + orange amere, et
cacao) sur un modele de rat hypertendu suite a I'infusion chronique (6 semaines) de I'inhibiteur
de la synthese de NO, le L-NAME. Les résultats ont montré que les extraits riches en
flavonoides diminuent la pression artérielle induite par I’administration chronique de L-NAME
chez le rat. De plus, I’apigénine un flavonoide purifié induit également la relaxation de 1’aorte
avec une composante dépendante et une indépendante du NO, et augmente I'excrétion urinaire
de nitrite chez les rats (Paredes et al., 2018b). Le pouvoir vasorelaxant des terpenes a également
été étudié. Cardoso Lima et al., ont montré dans leur étude que les terpenes oxygénés et non
oxygénés induisaient une relaxation dépendante de 1’endothélium de l'artére mésentérique
supérieure du rat (Cardoso Lima et al., 2012b). lls agissent via des mécanismes qui impliquent
I'inhibition de I'influx de Ca?* dans le muscle lisse vasculaire, la réduction des espéces réactives
de I'oxygene (ROS) et la stimulation de la synthese de NO (Alves-Silva et al., 2016). Les effets
vasodilatateurs des alcaloides ont également été étudiés. Matsuo et al. ont étudié les effets de

quatre alcaloides indoliques (Villocarines A-D) isolés des feuilles d'Uncaria villosa sur des

anneaux d’aorte de rat. Les études ont montré que la Villocarine A entraine une activité
vasorelaxante sur 1’anneau aortique du rat. Cet effet vasorelaxant serait principalement di a
I'inhibition de l'influx de calcium associ€ a ’activation de récepteurs membranaires (ROC) et
de canaux calciques voltage-dépendants (VDC) et aussi en partie a la libération accrue du NO
par les cellules endothéliales et a I'ouverture de canaux K* voltage dépendant (Matsuo et al.,
2011). Wicha et al. ont également étudié les effets de la néférine sur des anneaux d’aortes
isolées de rat hypertendus suite a I'administration chronique (4 semaines) de L-NAME. lls ont
montré dans que cette molécule induit une activité vasorelaxante médiée par la voie

eNOS/NO/sGC (Wicha et al., 2020).

Effet de Carissa edulis sur la dysfonction endothéliale liée a I’age
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Le vieillissement est considéré comme étant un facteur de risque majeur de MCV tant chez
I'homme qu’au niveau expérimental. Plusieurs études cliniqgues ont montré que la
vasodilatation dépendante de [I'endothélium diminue progressivement avec l'age. Cette
observation a été faite de facon constante dans les artéres de conduction telles que les arteres
coronaires (Egashira et al., 1993), l'artére brachiale in vivo (Taddei et al., 1995) et l'artére
basilaire ex vivo (Hatake et al., 1990) mais aussi dans les vaisseaux de résistance (Lyons et al.,
1997; Singh et al., 2002) et se produit plus t6t chez les hommes que chez les femmes
(Celermajer et al., 1994). Des études précliniques ont montré que le vieillissement est associé
a une diminution de la vasorelaxation dépendante de I'endothélium en raison d'une production
accrue de facteurs de contraction dérivés de I'endothélium (EDCF), d'un stress oxydatif et/ou
d'une diminution de la production de facteurs vasodilatateurs, notamment le NO et 'EDH (El
Assar De La Fuente et al., 2012). La présente étude a impliqué des expériences sur des artéres
de conductance (aorte de rat) et de résistance (artere mésentérique principale de rat) pour la
caractérisation des mécanismes sous-jacents a la régulation du tonus vasculaire par I’extrait
total de Carissa edulis. L'étude s'est concentrée sur 1’effet d’une dose de 90 mg/kg/j de Carissa
edulis chez des rats d’age moyen ingérée dans I’eau de boisson pendant deux semaines. Cette
dose de 90 mg/kg/j chez le rat équivaut a 0,87 g/j de CECE pour un homme de 60 kg (Reagan-
Shaw et al., 2008) et se situe dans la fourchette des doses rapportées dans différentes études
cliniques, allant de allant de 0,18 a 10 g/jour (Appel et al., 1993; Bhatt et al., 2019; Delgado-
Lista et al., 2012; Enns et al., 2014; Jeansen et al., 2018; Miller et al., 2014). Les résultats
indiquent que chez les rats de 40 semaines, la dysfonction endothéliale liée a I'age est
caractérisée par une relaxation dépendante de l'endothélium a I’ACh considérablement
diminuée et une contraction vasculaire a la PE accrue. En effet, la dysfonction endothéliale est
due a un déséquilibre entre les facteurs relaxants (EDRFs) et les facteurs contracturants dérivés

de I’endothélium (EDCFs), a la suite d’une formation réduite et/ou une dégradation accrue des
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EDRFs et/ou a une surproduction des EDCFs (Khodja et al., 2012). Une telle dysfonction
endothéliale est également observée au cours du vieillissement physiologique, qui se
caractérise par une diminution progressive de la biodisponibilité du NO (Imaoka et al., 1999),
une réduction de la composante EDHF (Goto et al., 2000b), une formation accrue des EDCFs,
en particulier de ROS (Hamilton et al., 2001) ainsi qu’une formation accrue de prostanoides
dérivés de la cyclooxygénase (Vanhoutte and Tang, 2008). Le traitement avec CECE a
amélioré¢ de manicre significative la régulation du tonus vasculaire par le NO d’origine
endothéliale. En effet, une forte augmentation des réponses contractiles induites par la PE a été
observée en présence d'un inhibiteur de la NOS, indiquant une augmentation de la libération
basale de NO dans l'artere mésentérique principale et I'aorte thoracique. Nos résultats sont en
adéquation avec ceux de Dal-Ros et al. chez des rats d'dge moyen de 51 semaines ayant recu
100 mg/kg/j de polyphénols du vin rouge dans I'eau de boisson pendant 4 semaines (Dal-Ros
et al., 2012c) et ceux de Randriamboavonjy et al. chez des rats d'age moyen de 46 semaines
ayant regu 750 mg/kg/j de poudre de graines de Moringa oleifera pendant 4 semaines

(Randriamboavonjy et al., 2019).

Effet de Carissa edulis sur le stress oxydatif vasculaire lié a I'age

L’augmentation du stress oxydant vasculaire et les dommages associés ont été rapportés dans
le cadre du vieillissement et de divers facteurs de risque de maladies cardiovasculaires tels que
I’hypertension artérielle (Ungvari et al., 2008). Le stress oxydant lié au vieillissement est un
facteur majeur de la dysfonction endothéliale et pourrait étre due a la fois a une augmentation
de la formation des ROS et/ou a une diminution de I’inactivation de ces ROS par les
mécanismes de défenses antioxydantes cellulaires (El Assar et al., 2013). Ainsi, I’infusion de
vitamine C est associée a une augmentation du flux sanguin dans 1’avant-bras en réponse a
I’ACh chez des sujets agés et hypertendus (Taddei et al., 2001a). La sonde redox-sensible

dihydroéthidium (DHE) nous a permis de mesurer le niveau de formation des ROS dans des
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sections congelées de I’artére mésentérique principale et secondaire. Le DHE est oxydé par les
ROS intracellulaires pour générer de I’éthidium qui se lie ensuite a ' ADN du noyau et donne
une forte fluorescence rouge a des longueurs d'onde d'excitation comprises entre 500 et 530 et
d'émission comprises entre 590 et 620 nm (Owusu-Ansah et al., 2008). Les résultats obtenus
montrent une augmentation significative du marquage a 1’éthidium dans les sections
vasculaires de rats 4gés non traités par rapport aux rats jeunes, indiquant une augmentation du
stress oxydant vasculaire. L’utilisation de la sonde fluorescente MitoSOX permettant de
détecter la formation de ROS dans les mitochondries a donner des résultats similaires a ceux
obtenus avec la DHE (Zielonka and Kalyanaraman, 2010). La théorie du stress oxydant lors du
vieillissement part du principe que les espéces réactives de I'oxygene et de I'azote (ROS/RNS)
induisent des dommages oxydatifs, provoquant un dysfonctionnement cellulaire et un déclin
des fonctions physiologiques avec l'apparition de maladies dégénératives (Hano and
Tungmunnithum, 2020).Le stress oxydant vasculaire peut provenir de plusieurs sources
cellulaires dont la NADPH oxydase, la xanthine oxydase, la eNOS découplée, les COXs et la
chaine respiratoire mitochondriale (EI Assar et al., 2013). La production de ROS par la NADPH
oxydase est principalement sous forme d’anion superoxyde qui peut réduire la biodisponibilité
du NO en le transformant chimiquement en anion peroxynitrite (ONOO"). De plus, I’anion
peroxynitrite et I’anion superoxyde peuvent conduire a une formation supplémentaire de ROS
en « découplant » la eNOS via I’oxydation du BHa, un cofacteur essentiel de laeNOS, en BH:
(Forstermann, 2010; Yang et al., 2009). L’infusion de BH4 a des sujets hypertendus a conduit
a une amélioration de la fonction endothéliale (Vasquez-Vivar et al., 2003). La surexpression
de la eNOS dans les arteres mésentériques principale et secondaire des rats agés pourrait étre
due a un mécanisme de compensation de la réduction de la biodisponibilité du NO. Une
augmentation de I’expression de la eNOS a précédemment été décrite dans 1’aorte et 1’artere

mésentérique de rats agés (Briones et al., 2005; Cernadas et al., 1998; Farooq et al., 2020).
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L’angiotensine II joue un rdle important dans la régulation du systéme cardiovasculaire
principalement par [’activation de ses récepteurs de type 1 et 2 (ATiR et AT:R,
respectivement). L’augmentation du systéme angiotensine local a été associée a une
dysfonction endothéliale et une augmentation du stress oxydant vasculaire via une activation
de la NADPH oxydase induite par AT:R chez des rats hypertendus (Harrison et al., 2003; Niazi
etal., 2017; Rajagopalan et al., 1996). Le réle clé du systéme angiotensine est mis en évidence
par le fait que le traitement des rats 4gés soit par un inhibiteur de I’ACE ou par un antagoniste
du récepteur AT1R conduit a une amélioration de la dysfonction endothéliale due, au moins
partiellement, a une diminution du stress oxydant (Goto et al., 2000b; Kansui et al., 2002;
Mukai et al., 2002). De surcroit, les souris chez qui AT:R a été bloqué ont montré une
augmentation de leur durée de vie et une amélioration des dommages cardiaques, une
diminution de la formation des ROS et la normalisation de la fonction mitochondriale (Benigni
et al., 2009). Le vieillissement a aussi été associé a une augmentation de I'expression de
I'angiotensine Il et de I'ACE dans le poumon et ’aorte de rats normotendus (Challah et al.,
1997) et dans I’aorte de primates non-humains (Wang et al., 2003) alors qu'une augmentation
liée & I'age de I'expression de AT1R, de l'angiotensine Il et de I'ACE a été rapportée dans I’artére
mésentérique de la souris (Yoon et al., 2016). Conformément a ces études, les présents résultats
ont montré une augmentation significative des expressions de ATiR et de I’ACE dans les
sections d’artéres mésentériques principales et secondaires de rats 4gés non traités par rapport
aux rats jeunes, indiquant une activation du systeme angiotensine local au niveau des cellules
musculaires lisses de la paroi artérielle. Sur un modéle de rat hypertendu par infusion chronique
d’angiotensine II, la dysfonction endothéliale est associee & une augmentation du stress oxydant

vasculaire due, du moins en partie, a une surexpression de AT:R (Niazi et al., 2017).

L’activité de Carissa edulis implique les co-transporteurs Na-glucose (SGLTS)
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Les cotransporteurs sodium-glucose (SGLTs) sont une famille de transporteurs de glucose,
dont six isoformes ont été identifiees (SGLT1-SGLT6) (Chen et al., 2010). Parmi ces
isoformes, SGLT1 et SGLT2 jouent un réle essentiel dans la réabsorption rénale du glucose ;
SGLT?2 est responsable de la majorité de la réabsorption renale du glucose (prés de 90 %),
tandis que SGLT1 représente environ 10 % de la réabsorption (Chao and Henry, 2010).
L'inhibition des SGLTs entraine une diminution significative de la glycémie en empéchant la
réabsorption du glucose dans les reins. Par conséquent, les inhibiteurs des SGLTs ont été
proposés comme nouveau traitement pour les patients diabétiques de type 2. Notre étude a
montré une importante accumulation vasculaire dose-dépendante de polyphénols dans
I'endothélium de I'aorte thoracique de rat. En présence d'Empagliflozine inhibiteur SGLT2 et
de Sotagliflozine inhibiteur mixte SGLT1 et 2, nous avons observé une diminution de
I'accumulation des polyphénols suggérant une implication des co-transporteurs Na/glucose.
Kartinah et al. dans une étude in silico ont montré que 1’extrait méthanolique Hibiscus
sabdariffa (Hib) pouvait interagir avec SGLT1 (Kartinah et al., 2019). Des résultats similaires
ont également été obtenus par Ader et al. qui montrent que les glucosides flavonoides tels que
les glucosides de quercétine Q-3-Gluc et Q-4'-Gluc inhibent de maniére compétitive
I'absorption Na* dépendante du methyl-a-p-glucopyranoside via SGLT1 (Ader et al., 2001). Jin
et al. ont montré que la delphinidine-3-glucoside s’accumule dans les cellules endothéliales via

un mécanisme de transport impliquant SGLT1 (Jin et al., 2013).
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Conclusion et perspectives
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Conclusion et perspectives

Dans I’ensemble, notre étude a permis de prouver scientifiquement que 1’extrait des
feuilles de Carissa edulis, traditionnellement utilisé dans le traitement de I’hypertension
artérielle au Bénin a un effet vasorelaxant sur les anneaux d’artéres coronaires porcines et aorte
de rats. L activité de la plante est concentrée dans sa fraction butanolique dont la cinétique de
relaxation a révélé qu’elle a un effet soutenu sur une période de 60 min tandis que I’activité de
la bradykinine était transitoire atteignant une valeur maximale apres 5 min, et, par la suite,
diminuant vers la ligne de base. Un tel effet soutenu de la fraction réveéle sa stabilité et pourrait
étre d’un intérét majeur dans le contrdle prolongé du tonus vasculaire. La fraction butanolique
de Carissa edulis (CEBF) est riche en polyphénols : composés considérés comme principes
actifs d'un large éventail de plantes médicinales utilisées pour la protection vasculaire
(Andriambeloson et al., 1997). Ils sont impliqués dans la relaxation dépendante de
I'endothélium des anneaux aortiques de rat (Diebolt et al., 2001) et des arteres coronaires
porcines (Ndiaye et al., 2005b) en augmentant fortement la libération du NO, l'activité de la
eNOS et son expression dans les cellules endothéliales humaines (Leikert et al., 2002). CEBF
contient également des terpénes et des alcaloides : composés ayant aussi des propriétés
vasorelaxantes (Alves-Silva et al., 2016; Wicha et al., 2020) et qui pourraient également étre
associées a son activité. L’effet vasorelaxant de Carissa edulis est strictement endothélium
dépendant dii a I’accumulation des polyphénols préférentiellement au niveau de I’endothélium.
Il est médié par le NO endothélial et pourrait impliquer les co-transporteurs Na/Glucose
(SGLTs).

Les études in vivo ont indiqué que la dysfonction endothéliale liée au vieillissement
chez le rat était associée a une formation réduite du NO endothélial et & un niveau accru de
stress oxydatif dans toute la paroi artérielle, ce qui est en accord avec les études précédentes

(Farooq et al., 2020). Le traitement avec 90 mg/kg/jour d’extrait total de Carissa edulis pendant
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deux semaines a significativement amélioré la fonction endothéliale et restaurée la relaxation
médiée par le NO en réponse a I'ACh et a également augmenteé la formation basale du NO dans
l'artére mésentérique principale et 1’aorte thoracique de rats d'age moyen. La consommation de
I’extrait est aussi capable de réduire fortement le niveau d’expression de 1’enzyme de
conversion de I’angiotensine II (ACE) et de son récepteur de type 1 (AT1R) impliqués dans la
dysfonction endothéliale associée au vieillissement et & I’hypertension artérielle, et de réduire
significativement le stress oxydant.

La consommation de polyphénols a été associée a une faible incidence des maladies
cardiovasculaires (Tresserra-Rimbau et al., 2014) et un apport élevé en polyphénols a réduit la
mortalité des sujets présentant des facteurs de risque cardiovasculaire par rapport a ceux dont
I'apport en polyphénols était faible (Tresserra-Rimbau et al., 2014). En outre, les polyphénols
peuvent améliorer la fonction vasculaire lors de la dysfonction endothéliale associée au
vieillissement chez I’homme (Khurana et al., 2013; Santilli et al., 2015; Suganya et al., 2016).
Des essais cliniques récents meneés sur des patients souffrant d'une maladie coronarienne stable
et ayant consommé du Resvératrol pendant trois mois ont montré une amélioration de la
vasodilatation mediée par le flux (Magyar et al., 2012).

Des études complémentaires sont nécessaires pour déterminer la principale voie de
signalisation qui méne a I’activation de la NO synthase endothéliale (eNOS) par Carissa édulis
et en particulier le réle de la voie PI-3-kinase/Akt, d’élucider le role des co-transporteurs
Na/Glucose (SGLTs) dans 1’accumulation des polyphénols de Carissa édulis au niveau de
I’endothélium, d’identifier et d’isoler les métabolites cibles impliqués dans 1’activité de
Carissa edulis sur le systéme vasculaire. Enfin, il serait intéressant d’évaluer la capacité de
Carissa edulis a prévenir et/ou ralentir le remodelage cardiague associé aux maladies

cardiovasculaires.
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étude chimico-pharmacologique de Carissa edulis, une
espece médicinale de la pharmacopée béninoise

Résumé

Les maladies cardiovasculaires représentent la premiéere cause de mortalité dans le monde et
leur incidence est associée a plusieurs facteurs de risque majeurs dont I'hypertension (HTA).
Au Bénin, plusieurs plantes sont utilisées en médecine traditionnelle pour traiter I’'HTA. Trois
d’entre elles ont été sélectionnées pour notre étude : Carissa edulis, Diodia scandens et
Cleome gynandra. Ainsi, I'objectif principal de cette thése est d’étudier le potentiel des
extraits de ces plantes a moduler le tonus vasculaire et de déterminer les mécanismes sous-
jacents. Pour cela, nous avons procédé ex vivo et in vivo a des tests de réactivité vasculaire,
d’absorption des polyphénols et d'immunofluorescence de protéines cibles. Les résultats ont
montré que I'extrait de Carissa edulis a été le plus actif des trois plantes. Il posséde une
importante activité vasorelaxante strictement dépendante de I'endothélium et médiée par le
monoxyde d’azote (NO) et sa fraction butanolique (CEBF) a une activité encore plus
prononcée. Le traitement de rats d'dge moyen avec I'extrait total de Carissa edulis pendant
deux semaines a significativement amélioré la fonction endothéliale et restauré la relaxation
médiée par le NO dans |'artére mésentérique principale et I'aorte thoracique. Il a aussi
fortement réduit au niveau vasculaire le niveau d’expression d’ACE et AT1R impliqués dans la
dysfonction endothéliale associée au vieillissement et a I’hypertension artérielle, et le stress
oxydant. Une identification putative par métabolomique non ciblée des molécules de CEBF a
révélé la présence des polyphénols, terpenes et alcaloides.

Mots clés : Maladies cardiovasculaires, hypertension artérielle, endothélium.

Résumé en anglais

Cardiovascular diseases represent the first cause of mortality in the world and their incidence
is associated with several major risk factors including hypertension. In Benin, several plants
are used in traditional medicine to treat hypertension. Three of them were selected for our
study: Carissa edulis, Diodia scandens and Cleome gynandra. The objective of the thesis was
to study the potential of these plant extracts to modulate vascular tone and to determine the
underlying mechanisms. For this purpose, we did ex vivo and in vivo studies to study vascular
reactivity, polyphenol uptake and immunofluorescence tests of target proteins. The results
showed that Carissa edulis extract was the most active of the three plants. It induced
pronounced and strictly endothelium-dependent vasorelaxant mediated by nitric oxide (NO),
and its butanolic fraction (CEBF) was more active. Treatment of middle-aged rats with the
total extract of Carissa edulis for two weeks significantly improved the endothelial function
as indicated by restored NO-mediated relaxations in the main mesenteric artery and thoracic
aorta. It also strongly reduced the vascular expression level of ACE and AT1R involved in
endothelial dysfunction associated with aging and hypertension and reduced the level of
oxidative stress. Putative identification by nontargeted metabolomics of CEBF molecules
revealed the presence of polyphenols, terpenes, and alkaloids.

Keywords: Cardiovascular diseases, hypertension, endothelium
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