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RESUME

Le but de notre présente étude était de tester I'effet du macéré aqueux lyophilisé des
feuilles de Guiera senegalensis J.F. Gmel (Combretaceae) sur la musculature lisse
vasculaire (aorte isolé de lapin).

L’étude phytochimique a réveélé la présence de tanins, de flavonoides, de glycosides
stéroidiques et terpéniques, de saponosides, d’anthocyanes, d’alcaloides et de
dérivés coumariniques.

L’étude pharmacologique de I'extrait aqueux a montré in vitro un effet vasorelaxant
sur I'anneau d’aorte précontracté par la phényléphrine (1 uM) en présence et en
absence d’endothélium (IC5,=0,083mg/mL.et 2,368 mg/mL, respectivement).
L’activité vasorelaxante induite par I'extrait était atténuée en absence d’endothélium
(IC50=2,368 mg/mL). Le prétraitement de I'anneau d’aorte en présence d’endothélium
avec le N"-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 3.10* M) d’une part et d’autre part
en présence dindométhacine a aussi atténué leffet vasorelaxant de [Iextrait
(IC50=0,192 mg/mL et 0,272 mg/mL, respectivement).

Ces résultats obtenus suggeéerent que I'extrait aqueux induit une relaxation de
'anneau d’aorte a travers un meécanisme endothélium-dépendant impliquant la
libération du NO et de la prostacycline par les cellules endothéliales et aussi a
travers un mécanisme endothélium-indépendant probablement par inhibition de la
mobilisation du calcium intracellulaire.

Par ailleurs I'extrait aqueux a inhibé les contractions provoquées par I'acétylcholine
et le chlorure de baryum sur le duodénum isolé de rat. L’effet inhibiteur de I'extrait sur
les contractions du duodénum induites par I'acétylcholine et le chlorure de baryum
comparé a ceux de l'atropine et de la papavérine, substances connues pour leur
activité spasmolytique neurotrope et musculotrope respectivement permet de faire
une approche explicative du mécanisme d’action spasmolytique de I'extrait.

L’extrait serait doué d’effet spasmolytique.

Des études complémentaires in vivo et in vitro devront étre menées afin de mieux
expliquer le mécanisme d’action antihypertensive de la plante.

Mots-clés : Guiera senegalensis, aorte de lapin, activité vasorelaxante, L-NAME,
indométhacine, duodénum de rat, activité spasmolytique.
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INTRODUCTION-ENONCE DU PROBLEME

Les maladies cardiovasculaires se classent comme la premiére cause de mortalité
dans le monde avec 17 millions de déces par an [46].

Parmi les maladies cardiovasculaires, I'hypertension artérielle (HTA) représente le
principal facteur de risque cardiovasculaire et est la cause de 5% a 12% de toutes
les hospitalisations de I'adulte en Afrique [9].

En effet, sa prévalence varie entre 5-20% dans la plupart des pays d’Afrique
subsaharienne [55].

Le Burkina Faso, a l'instar des pays en voie de développement qui ont longtemps
souffert des maladies infectieuses, doit aujourd’hui faire face a I'émergence de ces
maladies cardiovasculaires ; elles représentent 15% des hospitalisations dans les
services de médecine des centres hospitaliers nationaux au Burkina Faso ; 'HTA
représente 30 a 50% de la pathologie cardiovasculaire des personnes hospitalisées
et constitue un probléme de santé publique [59].

Tougma en 2002 [71], au Burkina Faso a noté un taux de mortalité de 20,80%.
Niakara et coll. en 2007 [58], ont noté une prévalence de 'HTA de 40,2 % dans la
ville de Ouagadougou (Burkina Faso).

Ces données statistiques font apparaitre clairement que I'HTA est en Afrique un
probleme grave de santé publique.

Mokhobo en 1982 [53], a déja attiré I'attention des cliniciens sur la forte prévalence,
la gravité et la fréquence des complications qui caractérisent 'HTA du sujet noir.
Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), une fois la maladie déclarée, le
colt de la prise en charge est onéreux pour les pays en développement; il peut

représenter jusqu’a 60% de toutes les dépenses de soins de santé.
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Le codt de la surveillance et du traitement de tous les malades hypertendus en Cote
d’Ivoire représenterait 20% du budget de I'Etat [8

Au Togo, le colt du traitement initial par patient en consultation externe varie de 30
000 a 90 000 F CFA tandis que le colt d’hospitalisation varie de 40 000 a 74 000 F
CFA [21].

Au Burkina Faso, le colt mensuel du traitement de I'HTA peut représenter 95% du
salaire mensuel d’un cadre moyen [68].

Dans une étude portant sur I'analyse des ordonnances médicales des patients suivis
en ambulatoire au service de cardiologie du CHU-YO en 2006 au Burkina Faso,
Bicaba [10] a montré que sur 459 antihypertenseurs prescrits, 19,8% étaient en
dénomination commune internationale contre 80,2% en nom commercial.

Face a un tel probléme, de nombreux patients se tournent vers la médecine
traditionnelle. Selon 'OMS en 2002 [61], plus de 80% des populations africaines ont
recours a la médecine et pharmacopée traditionnelle.

Ainsi, plusieurs espeéeces sont utilisées dans le traitement de diverses pathologies
dont I'HTA.

En effet, au Cameroun, Kamanyi et coll. en 1995 [39], ont pu mettre en évidence
I'activité antihypertensive de Musanga Cecropioides (CECROPIACEAE) chez des
animaux normotendus et hypertendus.

Sermé en 2001 [69], a étudié I'activité antihypertensive de I'extrait aqueux des
feuilles de Odontenema strictum (ACANTHACEAE).

C’est ainsi que parmi les plantes médicinales utilisées dans le traitement de I'HTA
par les tradipraticiens de santé au Burkina Faso, figure Guiera senegalensis J.F.
Gmel (COMBRETACEAE). Les propriétés, antitussive [67], anti-inflammatoire, anti-

diarrhéique [28] et antipaludique de cette plante ont été déja investiguées.
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Nacoulma/Ouédraogo en 1996 [57], avait déja montré au niveau du plateau central
(mossi) que les tiges feuillées, les tendres feuilles de cette plante sont utilisées
contre I'HTA. Cependant, il n’existe pas de données pharmacologiques
expérimentales sur les propriétés antihypertensives de Guiera senegalensis.

Nous nous proposons de contribuer a I'étude des propriétés antihypertensives de la
plante en évaluant in vitro I'effet de I'extrait aqueux des feuilles de cette plante sur la
musculature lisse vasculaire (aorte isolée de lapin). Ces données vont contribuer a
constituer le dossier de demande d’autorisation de mise sur le marché afin de
garantir 'usage rationnel de la plante dans le traitement de I'hypertension artérielle.
Les résultats attendus contribueront aux pré-requis nécessaires aux études cliniques
du phytomédicament et a la rétro-information en direction des utilisateurs

tradithérapeutes.
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|- GENERALITES SUR L’'HYPERTENSION ARTERIELLE (HTA)

I-1- Définition et classification

Le terme d’'HTA désigne une élévation non transitoire de la pression sanguine

(artérielle) [34]. Cette définition repose sur deux traits essentiels : I'élévation de la

tension et sa persistance.

Par convention, la définition adoptée dans la plupart des pays est celle de 'OMS

[17].

Selon les criteres de 'OMS :

- on admet qu'un adulte est normotendu lorsque la pression artérielle systolique
(PAS) est inférieure a 140 mmHg et la pression artérielle diastolique (PAD) est
inférieure a 90 mmHg.

- un adulte est hypertendu lorsque la PAS est supérieure a 160 mmHg et ou la
PAD est supérieure a 95 mmH.

Le 4 février 1999, 'OMS et I'ISH (International Society of Hypertension) ont présenté

a Londres le nouveau baréme officiel, résumé dans le tableau I.
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Tableau I: Nouvelle classification de I'HTA: OMS/ISH 1999 (Chalmers et coll., 1999
Kjeldsen et coll., 2001) [17, 42]

Catégorie PAS (mmHgQ) PAD (mmHgQ)
PA optimale <120 et <80

PA normale <130 et <85

PA normale- haute 130-139 ou 85-89

HTA grade 1 (Iégére) 140-159 ou 90-99

sous groupe HTA limite 140-149 ou 90-94

HTA grade 2 (modérée) 160-179 ou 100-109

HTA grade 3 (séveére) =180 ou =110

HTA systolique isolée 2140 et <90

sous groupe limite 140-149 et <90

PAS : Pression artérielle systolique ; PAD : Pression artérielle diastolique.

I-2- Physiopathologie de I'HTA

I-2-1- Définition de la pression artérielle (PA)

La pression artérielle est la pression exercée par le sang sur les parois des artéres
périphériques et qui oscille au cours de la révolution cardiaque entre une valeur
maximale correspondant a l'arrivée de I'ondée systolique et une valeur minimale
correspondant a la diastole [40]. Elle s’exprime en millimetre de mercure (mmHgQ).
Ainsi, une pression artérielle de 100 mmHg signifie que la force exercée par le sang
sur la paroi vasculaire est suffisante pour élever une colonne de mercure de 100 mm.
Selon la loi de Poiseuille, la pression artérielle moyenne est égale au produit du débit

cardiaque par les résistances artérielles systémiques.
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Le débit cardiaque correspond au volume de sang pompé par le coeur par unité de
temps. Il est déterminé par deux facteurs: la fréequence cardiaque et le volume
d’éjection systolique.

Ainsi :

PA=DC X RPT= (VES X FC) X RPT

PA : Pression artérielle

DC : Débit cardiaque

RPT : Résistances périphériques totales

VES : Volume d’éjection systolique

FC : Fréquence cardiaque

L’augmentation de la pression artérielle peut résulter soit d'une :

- augmentation du débit cardiaque avec résistances normales ;

- augmentation des résistances périphériques avec débit normal ;

- augmentation des deux facteurs a la fois.

[-2-2- Mécanisme de contrdle de la PA

La pression artérielle est soumise a un contréle de régulation dont la finalité est le
maintien dans les différents territoires de I'organisme d’un débit adapté aux besoins
[16, 35, 5].

Toute variation de la pression artérielle génere un mécanisme de régulation dont
I'objectif est de rétablir la pression artérielle dans les différents compartiments de
I'organisme.

Plusieurs facteurs interviennent dans la régulation de la pression artérielle.
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|-2-2-1- La régulation nerveuse

> Les systemes sympathique et parasympathique

La régulation nerveuse passe par le systéeme nerveux autonome composé des
systémes sympathique et parasympathigue. Ces systemes liberent des
neuromédiateurs essentiellement la noradrénaline (systeme sympathique) et
I'acétylcholine (systeme parasympathique) qui agissent sur leurs récepteurs
spécifiques.

L’'adrénaline exerce une action sur le cceur et les vaisseaux. La réponse des organes
a la stimulation des nerfs sympathiques dépend du récepteur adrénergique existant
au sein de l'organe.

La stimulation des récepteurs a; prédominants au niveau des cellules musculaires
lisses des vaisseaux, provoque au niveau des artéres une vasoconstriction et une
élévation de la pression artérielle.

Les récepteurs B; qui se trouvent particulierement au niveau du cceur, lorsqu’ils sont
activés par la noradrénaline ou I'adrénaline, entrainent une élévation de la pression
artérielle par cardiostimulation : effets bathmotrope, dronotrope, inotrope et
chronotrope positifs.

L'acétylcholine exerce ses effets en stimulant les récepteurs muscariniques et
nicotiniques.

Ainsi, le systeme sympathique, par ses actions vasoconstrictives et tachycardisantes,
va donner lieu a une augmentation de la PA qui est compensée dans les conditions
physiologiques par une action bradycardisante et/ou vasodilatatrice du systéme

parasympathique. A I'équilibre, il est obtenu une normotension ou PA normale.
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|-2-2-2- La reégulation directe vasculaire: Motricité de la cellule
musculaire lisse vasculaire (CMLV)

» Homeéostasie du calcium intracellulaire : état basal

Dans les cellules musculaires lisses (CML), la concentration cytoplasmique en Ca®*
est d’environ 0,1 pM alors que pour le compartiment extracellulaire elle avoisine 1 a
2 mM [11, 52] et 10 a 15 mM pour le réticulum sarcoplasmique [18, 72]. Ce gradient
de Ca?* est maintenu par différents mécanismes de transport (Figure 1).

L'entrée de Ca?" est constamment compensée par un phénoméne de séquestration
par le réticulum sarcoplasmique et par des processus d’extrusion transmembranaires
assurés par les Ca** ATPases de la membrane plasmique et & un moindre degré

I'échangeur Na*/Ca?".

Ca*" extracellulaire : ImM

noyat\

at
ADIT- I

7“_'—___r"'-v~>—_7; 77777 B Ca™ hihre ()

diffusion / [ T
(" l"

3 Na Ca™ he

K 2 Na 3

Figure 1: Schéma représentatif de 'homéostasie du calcium dans les CMLV. [18, 72]

Evaluation in vitro de I’effet de I’extrait aqueux des feuilles de Guiera senegalensis 10



Thése de doctorat Généralités

A I'état basal, le calcium est pompé de maniére active dans le réticulum par les SERCAs et a
I'extérieur de la cellule par différentes pompes ou échangeurs. La diffusion a travers la

bicouche phospholipidique est quasi nulle.

» Contraction de la CMLV : mécanisme de |'élévation du calcium

intracellulaire

La CMLV se contracte quand la concentration de Ca®" cytoplasmique est supérieure
a 1 uM. A contrario, quand la concentration intracellulaire est inférieure a cette
valeur, la cellule est plutét dans un état relaché. Il faut donc une hausse de Ca**
cytoplasmique pour que la cellule se contracte. L’'augmentation de Ca** peut étre due
a une modification du potentiel de membrane (initiation électromécanique) qui va
provoquer I'ouverture des canaux calciques voltage dépendants et permettre I'entrée
du Ca®" extracellulaire. La hausse de Ca** peut également résulter de la liaison d’un
agoniste a un récepteur spécifique (initiation pharmacomécanique), ce qui augmente

le taux de Ca®" par la libération du calcium des réservoirs intracellulaires (Figure 2).
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Figure 2 : Mode d’initiation de la contraction de la CMLV et mécanismes impliqués. [18,
72]

Les deux modes d'initiation, électromécanique ou pharmacomécanique, sont étroitement

imbriqués.

» Relaxation de la cellule musculaire lisse vasculaire (CMLV)

- Mécanisme de la baisse de calcium

La baisse de calcium a lieu, soit par expulsion du calcium intracellulaire a I'extérieur
de la cellule, soit par recaptage du calcium intracellulaire dans le réticulum
sarcoendoplasmique principalement via des ATPases dépendantes du calcium : les
SERCAs (Réticulum sarcoendoplasmique dépendant du calcium). L’expulsion du
calcium a I'extérieur de la cellule se fait par les mémes mécanismes que ceux qui se
trouvent impliqués dans le contréle du taux basal de calcium dans la CMLV. Ce
mécanisme est représenté dans la figure 1.

En effet, a I'état basal, les entrées de calcium dans les CMLV par les canaux

calciques voltage dépendants (CCVDs) sont faibles. Le calcium est pompé
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activement dans le réticulum par les SERCAs tandis que differentes pompes ou
echangeurs assurent le pompage vers 'extérieur. La diffusion a travers la bicouche

phospholipidique est quasi nulle.

- Mécanisme de la relaxation

La MLCP (Myosin Light Chain Phosphatase) est tres active dans les cellules
musculaires lisses (CML). Dés que la phosphorylation par la MLCK (Myosin Light
Chain Kinase) diminue, la MLCP va déphosphoryler la myosine.

Cette baisse de l'activation de la MLCK est consécutive a la diminution du calcium
intracellulaire.

Au niveau des CML, la baisse du taux de calcium intracellulaire ne va pas provoquer
immédiatement une relaxation. La CML a la particularité de rester pendant un certain
temps dans un état contracté apres un stimulus, méme aprés l'arrét de celui-ci. Cette
particularité est encore une fois liée aux roles fonctionnels des tissus musculaires

lisses adaptés a des contractions musculaires prolongées.

[-2-2-3- L’endothélium, modulateur du tonus musculaire lisse

vasculaire

Le role de I'endothélium dans le contréle du tonus vasculaire a été décrit pour la
premiére fois par Furchgott et Zawadzki en 1980 [31]. Ces auteurs ont montré que
la relaxation des cellules musculaires lisses artérielles en réponse a l'acétylcholine
était dépendante de l'intégrité anatomique de cet endothélium.

lls baptisérent le principe a l'origine de cette relaxation intercellulaire : EDRF

(Endothélium-Derived Relaxing Factor).
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Par la suite, le groupe de Moncada et celui d’Ignaro identifiaient 'TEDRF comme le
NO (oxyde nitrique), radical libre gazeux jouant le réle de médiateur-relais pour de
nombreuses substances relaxantes du muscle lisse vasculaire comme la
bradykinine, I'’histamine, la sérotonine, I'acétylcholine et 'ATP.

De nombreux dérives nitrés sont utilisés en clinique pour faire décroitre les
résistances vasculaires et la pression artérielle. Ces dérivés (nitriso, nitrites ou
nitrates) activent la guanylate-cyclase soluble et provoquent donc une augmentation

[56] du GMP cyclique dans de nombreux tissus, dont le muscle lisse vasculaire.

> L’intérét physiologique d'une sécrétion de facteur relaxant

endothélial

L'importance physiologique d’'une vasodilatation dépendante de I'endothélium n’est
pas encore parfaitement cernée, mais les cellules endothéliales pourraient protéger
les lits vasculaires d’'un spasme trop important.

Cependant, les propriétés vasodilatatrices de [I'endothélium augmentent
parallelement a la diminution de diametre des vaisseaux [62]. Parallelement a I'action
directe de 'EDRF sur le muscle lisse, il existe sans doute des interactions cellulaires
entre plaquettes et cellules endothéliales.

En effet, les substances stockées dans les plaquettes et libérées durant I'adhésion
(comme 'ATP ou la sérotonine) ou des agents formés durant I'agrégation (comme la
thrombine) peuvent stimuler les cellules endothéliales et la libération d’'EDRF. Lors
d’'une lésion de I'endothélium, certaines de ces substances peuvent induire un

vasospasme.
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> Les implications biologiques de cette régulation locale du tonus

vasculaire

La présence et la formation de I'oxyde nitrique (NO), dérivé de I'endothélium est la
premiere molécule mise en évidence dans les cellules de mammiféres. Le NO
endothélial a les propriétés chimiques, physiologiques et pharmacologiques d’un
médiateur local (autacoide), dont la demi-vie tres restreinte lui permet d’agir au coup
par coup, assurant ainsi une régulation locale de la perfusion du tissu.

Le caractere lipophile du NO lui permettrait également d’assurer une communication
intercellulaire efficace entre cellules endothéliales elles-mémes d’une part, et d’autre
part, entre les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses vasculaires.
Par ailleurs, les cellules endothéliales libérent d’autres facteurs de relaxation tels que
la prostacycline et le facteur hyperpolarisant endothélial (EDHF) (Figure 3).

Dans certaines conditions, les cellules endothéliales peuvent aussi provoquer une
contraction du muscle lisse vasculaire en libérant des substances constrictrices
(endothéline, thromboxane A2, prostaglandine H2) [48]. Ce phénomene a été mis en
évidence au niveau des veines [25], mais a été aussi observé au niveau des arteres
coronaires et des artéres cérébrales [73].

Contrairement a la relaxation dépendante de [I'endothélium, la contraction
dépendante de I'endothélium apparait effective dans des conditions pathologiques
(hypoxie, athérosclérose ou hypertension spontanée).

L’'action complémentaire de 'EDRF et de ces facteurs de contraction pourrait donc

assurer un controle actif local du tonus vasculaire [30].
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Figure 3: Schéma représentatif du processus de libération des facteurs relaxants par
les cellules endothéliales et de leur action sur les cellules musculaires lisses [14].

Le rein, le systeme nerveux autonome et les vaisseaux contribuent a réguler la PA.
Tous ces systemes s'’intriquent, certains étant stimulés, d’autres inhibés.
L’'apparition de 'HTA dépend de lintrication d’une prédisposition génétique et sous

l'influence de facteurs environnementaux [65].

[-3- Epidémiologie de I'HTA
Chez plus de 95% des patients ayant une hypertension, aucune cause précise ne
peut étre identifiée. Le diagnostic porté est alors celui d’hypertension primitive ou

essentielle.
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Cependant, on peut identifier :

- des facteurs prédisposants: I'hérédité familiale et les facteurs génétiques ;

- des facteurs favorisants et aggravants : cadre de vie (urbanisation, industrie),
I'age avance, I'apport sodé ;

Par ailleurs, chez la plus petite minorité (5%) de patients pour lesquels on peut

repérer une cause précise, on porte alors un diagnostic d’hypertension secondaire.

La classification des causes possibles d’hypertension secondaire est indiquée dans

le tableau II.
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Tableau Il: Classification des causes possibles d’hypertension secondaire.

Causes Exemples

Contraceptifs hormonaux
HTA iatrogéne AINS

Erytropoiétine

Glomérulonéphrite aigue
HTA associée a des troubles rénaux Néphropathie diabétique
HTA rénovasculaire

Rétention sodée primitive

Acromégalie

Hypothyroidie
HTA associée a des troubles endocriniens

Hyperthyroidie

Hypercalcémie

AINS : Anti-inflammatoire non stéroidiens

I-4- Aspects cliniques
[-4-1- Circonstances de découverte de 'HTA

» Découverte fortuite

Tres souvent, 'HTA est totalement latente. Son diagnostic repose sur une mesure

fortuite de la pression artérielle lors d’'une maladie intercurrente ou sur un contrdle
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systématique (Consultation, grossesse, médecine scolaire, médecine du travail...).
C’est tout I'intérét d’'une mesure au moins annuelle de la pression artérielle chez tous

les individus.
» Symptémes révélateurs

lls sont évocateurs du diagnostic mais pas spécifigues. Ces manifestations
fonctionnelles qui sont des signes d’alerte sont a l'origine de la consultation médicale
[22].

Il s’agit :

- des céphalées occipitales matinales ;

- de pollakiurie nocturne ;

- de vertiges ;

- des bourdonnements d’oreilles (Acouphéne) ;

- de phosphéne (Impression de mouches volantes devant les yeux) ;

|-4-2- Complications de I'HTA
La persistance de I'HTA tient a l'atteinte des organes cibles ; un certains nombre

d’organes nobles peuvent étre atteints a priori, le coeur, le cerveau, le rein mais aussi

I'ceil.

I-5- Prise en charge de 'HTA

[-5-1- But du traitement

Le traitement a pour but d’obtenir :
- la réduction maximale tolérée de la tension artérielle ;
- un traitement non seulement de 'HTA, mais aussi de tous les facteurs de risques

réversibles (tabagisme, dyslipidémie, diabéte) et des pathologies associées.
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Ainsi, le traitement vise a réduire la mortalité et la morbidité liées a 'HTA par la prise
en charge du risque cardiaque global [51].

Le traitement est définitif, c'est-a-dire a vie ; il est donc important que le médecin
établisse une bonne communication avec le patient et tienne compte de sa situation

psychosociale et de ses préférences.

I-5-2- Bilan biologique

L'évaluation diagnostique, en plus de la mesure de la pression artérielle, repose sur
des examens complémentaires. Les examens de laboratoire permettent de mettre en
evidence la présence de facteurs de risque, d’objectiver la présence d'une HTA
secondaire et également d’apprécier la présence d’atteinte des organes cibles.

En 1999, 'OMS et I'ISH recommandaient le bilan standard suivant devant une HTA
[17].

- lonogramme sanguin (potassium, sodium) ;

- Glycémie;

- Créatininémie ;

- Cholestérolémie (Cholestérol total et HDL-cholesterol) ;

- Triglycéridémie a jeun ;

- Numération formule sanguine (NFS) ;

- Bandelette urinaire : protéinurie, glycosurie, hématurie ;

- Urée sanguine.

L’électrocardiogramme (ECG) et le fond d’ceil (si 'HTA est sévére) sont les examens

para cliniques effectués.
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I-5-3- Mesures hygiéno-diététiques (MHD)

Les mesures hygiéno-diététiques, destinées a modifier le mode de vie (traitements
non pharmacologiques) sont utilisées pour quatre raisons complémentaires ; ces
raisons sont [60] :

- abaisser la tension artérielle au niveau individuel ;

- réduire le recours aux antihypertenseurs ;

- réduire les facteurs de risque associés, au niveau individuel.

Ainsi, les mesures liées au mode de vie qui contribuent & abaisser la tension
artérielle sont :

- la réduction pondérale ;

- laréduction de la consommation d’'alcool ;

- l'augmentation de I'activité physique ;

- laréduction du sel dans I'alimentation ;

- l'arrét du tabagisme ;

- l'augmentation de la consommation des fruits et légumes.

[-5-4- Traitement médicamenteux

Devant une HTA demblée sévére ou en cas d'échec des mesures hygiéno-
diététiques, il faut instaurer un traitement médicamenteux.

Une large gamme de médicaments est actuellement disponible mais il n’existe pas
de traitement standard pour tous les hypertendus.

Ces médicaments regroupent plusieurs classes chimiques réparties le plus souvent

selon leur mécanisme d’action antihypertensive.
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|-5-4-1- Les diurétiques
lls agissent en augmentant I'excrétion rénale de sodium et deau et peuvent

secondairement abaisser la résistance périphérique totale.

Il existe trois grandes familles de diurétiques :

> Les diurétiques thiazidiques et apparentés : I'Hydrochlorothiazide (ESIDREX®).
> Les diurétiques de I'anse de Henlé : Furosémide (LASILIX®).
> Les diurétiques épargnants de potassium : Spironolactone (ALDACTONE®).

> Les pseudoantialdostérones : Amiloride (MODAMIDE®).

0

O NV COOH

P S.

HoN NH
N) 0
H
ci N AN
73
0 0 ¢

Hydrochlorothiazide Furosémide Spironolactone

I-5-4-2- Les B-bloquants adrénergiques

lIs exercent leur action antihypertensive en réduisant le tonus sympathique par action
directe sur les récepteurs B;-adrénergiques (antagonisme compétitif des
catécholamines). L’action immédiate des B-bloguants est de diminuer la fréquence
cardiaque, donc le débit cardiaque.

L’action au long cours ajoute une diminution des résistances périphériques, donc une
baisse de la pression artérielle.

Selon le site et le mécanisme d’action, les B-bloquants peuvent étre classeés en :
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> B-bloquants cardio-sélectifs (Acébutolol : SECTRAL®, Aténolol :
TENORMINE®) ;

> B-non cardiosélectifs. Parmi les non cardiosélectifs, il ya :

- B-bloguants non différenciés : BiB,-bloguants : Propranolol (AVLOCARDYL®)

- B-bloguants a; lytiques : Labétalol (TRANDATE®)

- Bs-bloquants B, stimulants : Celiprolol (CELECTOL®)

Exemple de structure : le propranolol

CHs
H

0

[-5-4-3- Les vasodilatateurs

» Vasodilatateurs directs

lls dilatent les vaisseaux sanguins par action directe sur les fibres musculaires lisses
de la paroi des artéres sans passer par l'intermédiaire des récepteurs. On distingue
trois grandes familles de vasodilatateurs directs :

- Les dérivés nitrés : Dinitrate d’isosorbide ;

- Les activateurs des canaux potassiques : Minoxidil

- les hydralazines : Dihydralazine (NEPRESSOL®).
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Exemple de structure : le minoxidil

» Les vasodilatateurs indirects

lls comprennent :

- Les inhibiteurs de I'enzyme de conversion (IEC) : le Captopril (LOPRIL®).

- Les antagonistes des récepteurs de [l'angiotensine Il (ARA Il): Losartan
(COOZAR®)

- Les alphal bloquants adrénergiques : la prazosine (MINIPRESS®).

Exemples de structure :

o COOH

e

H \CHa

Captopril Losartan

I-5-4-4- Antihypertenseurs inhibiteurs calciques

lIs bloquent les canaux calciques lents voltage dépendants des muscles lisses.

L'inhibition de Il'entrée du calcium dans la fibre lisse vasculaire empéche sa
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contraction, détermine une vasodilatation et une diminution de la résistance
vasculaire périphérique, une chute de la pression artérielle.

Trois classes majeures d’inhibiteurs calciques existent :

> Les dihydropiridines : Nifédipine (ADALATE®) ;

» Les benzothiazépines : Diltiazem ;

» Les phénylalkylamines : (Vérapamil).

Exemple de structure : la nifédipine

H
HisC. _N._ _CHj;
HsCO OCHj

O 0]
NO,

I-5-4-5- Traitement par des extraits de plantes médicinales

Spergularia purpura Pers (Caryophyllaceae) : les activités, antihypertensive et
diurétique ont été mises en évidence par Jouad et coll., (2001) [38] sur un rat
hypertendu. Celles-ci seraient dues aux flavonoides présents dans les extraits.
Sclerocarya birrea, (A. Rich.) (Anacardiaceae), ou prunier du sahel, espéce
végétale poussant au Burkina Faso est une plante dont les extraits d’écorces de
tronc sont utilisés dans le traitement de I'HTA [57].

Leucas martinicensis (Lamiaceae) tout comme le Chrysantellum americanum
(Asteracea) sont des plantes riches en flavonols ; les parties aériennes sont utilisées

dans le traitement de 'HTA et méme du diabéte de type 1 [57].
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II- GENERALITES SUR GUIERA SENEGALENSIS

(COMBRETACEAE)
lI-1- Classification [24]
- Embranchement :

- Classe:

- Sous-classe :

- Ordre :

- Famille :

- Genre:

- Espece:

Nom local [28]

- Francais

- Wolof

- Bambara

- Mooré

lI-2- Caractéristiques botaniques

Angiospermes
Dicotylédones
Rosidae

Myrtales
Combretaceae
Guiera

Guiera senegalensis

Guiera du Sénégal
Nguer, Guier
Kudémbe

Wilinwiga

Généralités

J.F. GMEL

Guiera senegalensis (G. senegalensis) est un arbuste pouvant atteindre 3 m de haut,

mais se présente souvent sous forme de buisson ne dépassant pas 1,5 m de hauteur

[28].

L'espéce est reconnaissable par son feuillage grisatre et ses rameaux adultes

rougeatres ou grisatres. Les jeunes rameaux sont tomenteux et parsemés de points

glanduleux noirs.

Les feuilles sont opposées ou sub-opposées avec un limbe ovale, elliptique ou ovo

elliptique, fortement pubescent sur les deux faces mais surtout sur la face inférieure
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qui porte par ailleurs des points glanduleux noirs. La base peut étre en coin, arrondie
ou cordée et le sommet est en pointe courte. Il mesure généralement 2 a 4,5 cm de
long sur 1,5 & 3 cm de large.

La feuillaison est largement étalée sur toute I'année. Elle a lieu en général avec
I'arrivée de la saison pluvieuse a partir du mois de mai, avec un optimum en juillet.
Les inflorescences en capitules axillaires sphériques de 8 a 10 mm sont portées par
des pédoncules de 3,5 cm de long. Toutes les fleurs sont d’abord renfermées dans
une sorte d’involucre verdatre a 4 pieces.

Les fleurs sont tres fines, jaunatres, agglomeérées en capitules sphériques [7]. De
taille comprise entre 5 et 7 mm de diametre, elles portent également les points
glanduleux noirs.

La floraison a lieu en saison pluvieuse en juillet, avec un optimum en aodt.

Les infrutescences se présentent en forme étoilée ou de pattes d’araignée avec des
fruits fortement velus, linéaires aux extrémités effilées et un petit renflement dans la
zone médiane.

Les fruits tres tomenteux, portent assez longtemps les restes du stigmate; ils
renferment en outre 5 stries correspondant aux formes rudimentaires des ailes. lls
mesurent en moyenne 3 a 4 cm de long.

La fructification débute souvent a partir de fin aolt avec un optimum en octobre et la

fin en novembre.
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Figure 4 : Photo de Guiera. senegalensis J.F. Gmel (COMBRETACEAE).
A : Guiera. senegalensis ; B : Galles présentes sur Guiera. senegalensis

Guiera

senegalensis

a : rameau feuillée
b : détails de la face
inférieure du limbe
c : infrutescence

Figure 5: Rameau feuillé de Guiera. senegalensis.
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lI-3- Répartition géographique Habitat

G. senegalensis est une espéce qui colonise de préférence les sols sablonneux
sahéliens mais peut se retrouver sur presque tous les types de sols des savanes ou
jachéres. Il envahit les terrains défrichés sablonneux a tendance stérile [7].

Au Burkina Faso, G. senegalensis se rencontre des steppes sahéliennes aux

savanes soudaniennes dans des conditions écologiques variables.

lI-4- Quelques Données phytochimiques

La plante entiere contient une diversité de principes chimiques (saponosides,
triterpenes, stérols, tanins galliques et cathéchiques, anthocyanes) qui pourraient
justifier leur usage considérable en tradithérapie.

Nacoulma/Ouédraogo (1996) [57], a montré que les tiges feuillées contiendraient
des tanins, des traces d’alcaloides, des catéchines des saponosides stéroidiques,
des flavonoides.

Comme alcaloides indoliques, il est cité 'harmane et la tétrahydroharmane présents
dans les feuilles de G. senegalensis [3].

Les principaux flavonoides isolés des feuilles de G. senegalensis sont : la myricitrine,
myricétin-3-rhamnoside, myricétin-3-O-B-D  glucopyranoside, myricétin-3-O-3-D
galactopyranoside, myricétin-3-O-B-D (6”-O-galloyl)-lucopyranoside, myricétin-3-O-a-
L-arabinopyranoside, la  quercétine, la  quercitrine,  quercétin-3-O-a-L-
arabinopyranoside, la vitexine, la rutine, la catéchine, thiliroside, et la rhamnétine [29,
50] (Figure 6).

Les flavonoides tels que La quercétine, le kaempférol, la quercitrine, I'apigénine,
I'épigallocathéchine gallate, la rutine et la rhamnétine ont été mis en évidence dans

les galles de G. senegalensis [44].
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Les tanins rencontrés dans les feuilles, les galles, les écorces et dans les racines de
G. senegalensis sont principalement des dérivés de l'acide gallique. Il s’agit de
I'acide gallique lui-méme et des acides : 3-O-, 5-O-, 1,3-di-O-, 3,4-di-O-, 3,5-di-O-,
4,5-di-O-, 1,3,4-tri-O-, 3,4,5-tri-O- et 1,3,4,5-tétra-O-galloylquinique ainsi que

I'épicatéchine et I'épigallocatéchine 3-O-gallate [49, 12, 13) (Figure 7).

OH
OH
H
HO
OH
| " '
“utinose
rhamnose 3
H
Myricitine Butine
OH OH
HG OH
HO
OH ]
OH O OH
Kaempfirol
Quercétine

Figure 6 : Structures de quelques flavonoides de Guiera. senegalensis
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Epigallocatechine 3-o-gallate

Acide ellagique

Figure 7 : Structures des composés de base des tanins de Guiera. senegalensis

lI-5- Données ethnopharmacologiques

lI-5-1- Usages traditionnels

L'espéce est bien connue des populations pour ses nombreuses propriétés
médicinales.

Les tiges feuillées, les tendres feuilles sont utilisées au Burkina Faso contre I'HTA
[57].

Les rameaux feuillés, les écorces et les racines sont recommandés dans le
traitement des coliques et des diarrhées dysentériformes. On Ilui reconnait
principalement des propriétés béchiques et fébrifuges d’ou sa prescription pour la

toux, les états dyspnéiques, le paludisme, les pneumopathies, les bronchopathies.
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Les feuilles séchées au soleil ou au feu sont surtout utilisées pour leurs propriétés
fébrifuges, diurétigues et anti-diarrhéiques. Elles sont aussi utilisées en médecine
traditionnelle pour traiter les infections respiratoires, le rhumatisme et comme agent
antimalarial.

En usage interne, les galles de G. senegalensis sont utilisées pour leurs propriétés,
diurétique, dépuratif, fébrifuge, antispasmodique, antiseptique, antifongique,
antivirale. Ces galles sont utilisées dans le traitement de l'oligurie, de l'anurie, des
acces pernicieux, du hoquet, des accés palustres, des coliques spasmodiques, des
eruptions prurigineuses, de la hernie inguinale, du muguet, des démangeaisons, de
la varicelle, de la variole, et de la rougeole [57].

En usage externe, les galles sont utilisées pour leurs propriétés, antiseptique,
antibactérienne, antivirale et antihelminthique ; elles sont utilisées dans le traitement
des éruptions prurigineuses, des démangeaisons, de la varicelle, de la variole et de

la rougeole [57].

lI-5-2- Eléments de pharmacologie

Des études antérieures ont montré que l'extrait méthanolique des feuilles de G.
senegalensis induit une inhibition significative de la croissance de Haemophilus
influenzae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumonia, Streptococcus
pyogenes et Moraxella catarhallis qui sont des souches responsables d’affections
respiratoires avec des concentrations minimales inhibitrices (CMI) comprises entre
1,9 et 31,2 pg/mL [66].

L'extrait chloroformique des racines et les alcaloides isolés harmane et
tetrahydroharmane ont montré une activité antimalariale, associée a une faible
cytotoxicité [3].
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Les propriétés sédatives de G. senegalensis ainsi que le pouvoir antiviral et I'activité
antioxydant in vitro d’extraits de galles de G. senegalensis ont été prouveés [44].

Les macérés ont des propriétés antibactériennes vis-a-vis de Bacillus subitilis,
Escherichia coli, Corynebacterium, Pseudomonas aeruginosa [6].

Les extraits aqueux des différentes parties de G. senegalensis ont été étudiés pour
leur toxicité aigue chez la souris [26]. lls ont tous conclus a l'innocuité des extraits
aqueux de la plante par voie orale [64, 26].

Abubakar et coll. en 2000 [1] ont estimé la DLsy de I'extrait méthanolique des

feuilles de G. senegalensis par voie intra péritonéale a 1,3g/Kg.

Ill- GROUPES CHIMIQUES D'ORIGINE VEGETALE A PROPRIETES
ANTIHYPERTENSIVES

De nombreuses molécules actives issues des extraits végétaux peuvent posseder
des propriétés biologiques multiples. Parmi celles qui sont hydrosolubles et
possédant une activité hypotensive on y distingue des tanins, des alcaloides
indoliques, des flavonoides et des saponosides.

Les structures chimiques de ces composés sont représentées comme suit :
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[1I-1- Les tanins

llI-1-1- Les tanins hydrolysables

COOR
HO OH R=H = Acide gallique
OH : :
Noyau de base des tanins galliques
OH
HO O
@) OH

OH

Noyau de base des tanins ellagiques

[1I-1-2- Les tanins condensés

Cathécol (noyau de base des tanins condensés)
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Généralités

llI-2 - Les alcaloides indoliques

Hy O

OCH,

O OCH 4

CH 4
OCH 5

Réserpine

[11-3- Les flavonoides

OH
OH

HO 2

OH
OH O

Quercétol (génine du rutoside)
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llI-4- Les saponosides

COOH O

HO HOH,C
CH,OH

HO cooH HO

Sénégénine Ruscogénine
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|- OBJECTIFS DE L'ETUDE

I-1-Objectif général
Contribuer a I'étude des propriétés antihypertensives de G. senegalensis J.F. Gmel

(COMBRETACEAE).

I-2- Objectifs spécifiques

» Préparer un extrait aqueux lyophylisé des feuilles de G. senegalensis.

» Caractériser dans I'extrait aqueux, les principaux groupes chimiques.

> Tester in vitro, I'effet de I'extrait sur I'activité du muscle lisse vasculaire (aorte

isolée de lapin) et intestinale (duodénum isolé de rat).
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[I- MATERIEL ET METHODES

[I-1- Cadre de I'’étude

Notre étude a été réalisée a I'lnstitut de Recherche en Science de la Santé (IRSS) a
Ouagadougou. Nos travaux ont été réalisés plus précisément dans les laboratoires
de phytochimie et de pharmacologie du Département de Médecine-Pharmacopée
Traditionnelles et Pharmacie (MEPHATRA/PH).

Le laboratoire de phytohimie pour les études phytochimiques.

Le laboratoire de pharmacologie pour les études pharmacologiques.

Les autres activités de recherche dans ce département sont menées dans les unités
suivantes :

- le laboratoire de biologie (Toxicologie-Microbiologie-Biochimie) ;

- le laboratoire de galénique et technologie pharmaceutique ;

- l'unité d’extraction semi-industrielle de produits végétaux ;

- l'unité de production de médicaments et phytomédicaments dénommée U-

PHARMA.

II-2- Matériel de I’étude

lI-2-1- Matériel végétal

Il est constitué par les feuilles de G. senegalensis J. F Gmel. de la famille des
Combretaceae. Ces feuilles ont été récoltées en juillet 2006 a Roumtinga, localité
située au nord-est a 17 Km de Ouagadougou. Un échantillon de la plante a été
identifié au laboratoire d’Ecologie de 'UFR/SVT de I'Université de Ouagadougou.
Elles ont été séchées dans une salle a la température ambiante (30-35°C) a I'abri du

soleil.
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Elles ont ensuite été broyées finement a I'aide d’'un broyeur. La poudre obtenue a été

conserveée a la température ambiante jusqu’au moment de I'extraction.

lI-2-2- Matériel biologique
Le Lapin
Des lapins méales et femelles, normotendus, pesant entre 700 et 1500 g et provenant

d’élevage domestique ont été utilisés pour I'étude pharmacologique. lls sont nourris

ad libitum au tourteau de blé (29% de protéines) et a I'eau courante.

Le Rat Wistar

Des rats adultes normotendus males et femelles de souches WISTAR agés de 3-4
mois et pesant entre 150 et 300 g ont été également utilisés pour ['étude
pharmacologique. lls ont été fournis par I'animalerie de I'lRSS ou ils sont nourris ad
libitum au tourteau de blé (29% de protéines) et a I'eau courante. lls sont élevés sous
climatisation (23-25°C) et 60% d’humidité.

lls subissent un rythme d’éclairage nocturne et d’obscurité diurne pour respecter leur

cycle biologique.

lI-2-3- Matériel de I'’étude phytochimique

lI-2-3-1- Matériel de I’étude

- Balance type sartorius modeéle 1702 001 Max 202 g, d4=0,1mg.

- Etuve de marque Memmert Type UL30 F-Nr. 840 452 (30-220°C).

- Verrerie (Becher, pipettes graduées, tube a essai ...).

- Centrifugeuse ALC 4225 Max capacity 30.15MlI.
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- Rotavapor type Bichi RE 11 Rotavapor muni d’'un Blchi 436 Water Bath.

- Plaque de gel de silice gel sur TLC sur plaque de verre 5x10 cm

- Cuve pour la chromatographie sur couche mince (CCM)

- Plaque chauffante type HCso, température (0-400°C).

- Capillaires de 10 pl.

- Détecteur Lampe Ultra Violet (CAMAG CAT.No 29010 SER.N0.890664).

- Lyophylisateur Marque CHRIST® TYPE ALPHA 1-2 (BIOBLOCK SCIENTIFIC)
muni d’'une pompe (Marque ROTARY VANE VACUUM PUMP Type RZ2 série

21525419).

lI-2-3-2- Solvants et réactifs nécessaires al’étude phytochimique

Eluant pour analyse CCM

Quatre systémes de solvants ont été utilisés :

- Systéme S1: butanol-2/ eau distillée/ acide acétique glacial (10/5/5 viviv) ;
- Systéme S2: Benzene/acétate d’éthyle/acide formique (8/2/1 viviv) ;

- Systéme S3: Chloroforme/méthanol (9/1 v/v) ;

- Systéme S4 : Chloroforme/acétone (8/2 viv).

Réactifs nécessaires a lI’étude phytochimique

- Solution d’anhydride acétique.

- Réactif de Dragendorff.

- Réactif de Mayer.

- Réactif de Shibatat.

- Solution d’'ammoniaque (NH,OH) 25%.

- Solution d’acide sulfurique (H,SO,4) concentré.
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- Solution de méthanol 95%.

- Solution d’acide chlorhydrique (HCI) concentré.

- Solution témoin de stérol (stigmastérol).

- Solution témoin d’acide tannique.

- Solution éthanolique de KOH 5 % (v/v).

- Solution éthanolique d’acide 3,5-dinitrobenzoique 1% (V/v).

- Solution de trichlorure ferrique (FeCl3) 1% dans I'eau distillée (v/v).

- Quercétine.

- Reéactif de NEU (Diphénylborinate 1% dans du méthanol+polyéthylene glycol

4000 a 5% dans du méthanol).

lI-2-4- Matériel de I'’étude pharmacologique
lI-2-4-1- Equipements de laboratoire

Appareillage pour I’étude in vitro sur 'aorte isolée de lapin

- Dispositif d’étude d’organes isolés muni de quatre (04) cuves a organe isolé de
20mL £ 10% ; et de capteurs isométriques (Type Emka Technologies).

- Amplificateur (Type Emka Technologies).

- Ordinateur enregistreur muni d’'un systeme d’exploitation Microsoft Windows XP
Professionnel et d’'un programme de mesure (Programme d’acquisition uVessels ,

Wagner, 1999).

Appareillage pour I’étude in vitro sur I'intestin isolé de rat
- Capteur isotonique (Type Harvard).

- Amplificateur (Type Harvard).

- Enregistreur a double canal (Type Harvard Student Oscillograph).
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- Cuve thermostatée a organe isolé de 10 mL (Soufflerie, IRSS).
- Pompe a air pour I'oxygénation de I'organe.

- Bain marie circulant (B. Braun, Allemagne).

Autres

- Planchette de bois pour le sacrifice.

- Micropipettes de 100 et 1000pL.

- Trousse de dissection.

- Charges de 1 et 2g.

- Bain marie de marque Haake ; température (-20 a 100°C).

lI-2-4-2- Réactifs et substances pharmacologiques
Réactifs

- Héparine choay" (Laboratoire Safoni) 2500 Ul/5 mL
- Thiopental sodique (Biochemie GmbH, Vienna-Austria) 40%.
- Solution de Krebs (composition voire annexe).

- Solution de Tyrode (composition voire annexe).

Substances pharmacologiques

- L-Phényléphrine chlorhydrate (Sigma P-6126 ; Lot 20K 1572).

- N"-nitro-L-arginine-methyl-ester (L-NAME) (Sigma N-5751; Lot 51K1351).
- Indométhacine (Fluka Biochemika).

- Acétylcholine (Sigma A-2661; Lot 35H07845).

- Chlorure de baryum (Sigma Chemical co ; Lot 41K3456 B-0750) .

- Papavérine (Sigma Chemical co ; Lot 91K1114 P-3510) .
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- Atropine sulfate (E. Merk, Darmstadt ; Lot 727 K3401975).

lI-3- Méthodes de I'étude
[I-3-1- Etude phytochimique
lI-3-1-1- Préparation du macéré aqueux des feuilles de G.

Senegalensis

La drogue végétale séche (100 g) a été introduite dans de I'eau distillée (500mL). Le
mélange a été laissé en macération pendant 24 heures (h) a la température
ambiante. Le mélange a été ensuite filtré et le filtrat obtenu a été centrifugé a 2000
tours /minutes (min) pendant 5 min. Le surnageant a été récupére.

Une partie du surnageant a été concentrée sous pression réduite au rotavapor et
conservée dans un flacon brun au congélateur pour les tests pharmacologiques ;

I'autre partie du surnageant a été utilisée pour I'étude phytochimique.

[I-3-1-2- Détermination du taux d’humidité résiduelle (THR) de la
drogue végétale et du rendement d’extraction

» Taux d’humidité résiduelle de la drogue végétale

Une prise d'essai (P,) d'un gramme de poudre végétale a été placée a I'étuve
pendant 1 h 30 min a 110°C. Aprés refroidissement, de nouvelles pesées ont été
faites jusqu’a poids constant (P). Le taux d’humidité résiduelle est calculé selon la
formule :

THR = (P, —P / P,) x 100

P, : Poids initial de la poudre végétale

P : Poids final de la poudre végétale
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» Rendement d’extraction

Une prise d'essai de 1 mL du macéré aqueux a été mise dans une capsule en
porcelaine et évaporée a sec a I'étuve a 110°C pendant 2 h.

Le résidu pesé a poids constant a permis d’évaluer la teneur en eau de I'extrait.

lI-3-1-3- Screening phytochimique

Le screening phytochimique des extraits a pour but de déterminer les différents
groupes chimiques présents dans ces extraits. Ce screening peut étre réalisé par des
réactions de caractérisation en milieu liquide ou sur chromatographie en couche

mince. Nous avons choisi de faire le screening en utilisant les deux méthodes.

» Caractérisation en milieu liquide

Elles ont été réalisées selon la méthode classique de Ciulei (1982) [20] adaptée et
validée au laboratoire de phytochimie du département MEPHATRA/PH de I'IRSS. I
s’agit des tests de caractérisation qui sont basés sur des réactions colorées visibles
a la lumiere du jour ou a I'UV. lls vont permettre la mise en évidence des groupes
chimiques d’intérét pharmacologique et ayant une action sur la pression artérielle.

Les groupes chimiques recherchés sont : les tanins, les alcaloides, les saponosides,
les dérivés coumariniques, les stérols et triterpenes, les flavonosides, les émodols et

les anthocyanes.

e Recherche des tanins
Dans un tube a essai, 1 mL de I'extrait aqueux a été dilué avec 1 mL d’eau distillée

auquel on a ajouté 2 a 3 gouttes de FeClz 1%.
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L’'apparition d’'une coloration bleu noir témoigne de la présence des tanins galliques

ou d'une coloration vert fonceé celle des tanins catéchiques.

e Recherche des saponosides

Une prise d’'essai de 2 mL de I'extrait aqueux a été diluée au demi avec de l'eau
distillée (1/1 v/v) dans un tube a essai (1,6 cm de diametre) ; le mélange obtenu a été
agité pendant 15 min en continu.

L'apparition d’'une colonne de mousse d'au moins 1 cm de haut persistant au

minimum 15 min témoigne de la présence de saponosides.

e Recherche des alcaloides

Les tests de Dragendorff et de Mayer ont été utilisés :

Dans une capsule en porcelaine, 2 mL de I'extrait aqueux a été évaporé. Le résidu
obtenu a été dissout dans 1 mL d’'une solution d’acide chlorhydrique 10% au bain
marie a chaud.

La solution acide transférée dans une ampoule a décanter a été rendue basique par
'ammoniaque 25% jusqu’a pH 8-9 puis épuisée par extraction avec des petites
fractions de CH,CI, (2x5 mL). La phase organique obtenue a été évaporée a sec et
le résidu obtenu a été repris dans 1 mL de HCI a 2%.

La solution acide contenant les alcaloides a été répartie dans trois tubes a essai :
Tube 1 : Témoin

Tube 2 : Tube dans lequel on ajoute 2 a 3 gouttes du réactif de Mayer

Tube 3 : Tube dans lequel on ajoute 2 a 3 gouttes du réactif de Dragendorff
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L'apparition d’'un précipité jaune blanchatre ou d'une opalescence dans le tube 2
témoigne de la présence des alcaloides sels et I'apparition d’'un précipité rouge

orangé dans le tube 3 témoigne de la présence des alcaloides dans I'extrait.

NB : Pour la caractérisation chimique des composés moyennement polaires et la

CCM, un hydrolysat du macéré aqueux a été réalisé.

Une solution d’acide chlorhydrique (HCI) 10% (10 mL) a été additionnée a 25 mL du
maceéré et chauffée a reflux pendant 30 min. Apres refroidissement, le mélange a été
extrait par 2 x 5 mL de dichlorométhane (CH,Cl,).

La phase organique résultante a été ensuite séchée sur sulfate de sodium anhydre
et filtrée sur du coton hydrophile. Le filtrat recueilli, contenant les génines libres a été
concentré sous pression réduite au rotavapor et conservé dans un flacon brun a

I'abri de la lumiére.

e Recherche des flavonosides

La réaction de Shibata ou Test a la cyanidine a été utilisée :

Une prise d’essai de 5 mL de I'hydrolysat a été évaporée a sec dans un tube a essai.
Le résidu obtenu a été dissout dans 1 a 2 mL d’'une solution de méthanol a 50%. Le
mélange obtenu a été légerement chauffé dans un bain-marie chaud. Apres
refroidissement, des fragments de tournure de magnésium ont été ajoutés a la
solution et 3-4 gouttes d’HCI concentré y sont ajoutées. L'apparition d’'une coloration

rouge (flavones) ou orange (flavanones) indique la présence des flavonosides.

e Recherche des stérols et triterpenes

La réaction de Liebermann-Burchard a été utilisée :
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Une prise d’essai de 2 mL de I'hydrolysat a été évaporée a sec dans un tube a
hémolyse placé dans un bain-marie chaud. Le résidu obtenu a été dissout dans 0,5
mL d’anhydride acétique auquel on a ajouté 0,5 mL du solvant d’extraction (CH,Cl,).
Le mélange a été transféré dans un tube a essai.

On a ensuite fait couler lentement au fond du tube, 1 mL d’acide sulfurique (H2SO,)
concentre.

L'apparition d’'un anneau rouge brun ou violet au contact des deux solutions
témoigne de la présence des glycosides stéroidiques et triterpéniques. Le liquide

supérieur devient bleu verdatre ou violet en cas de présence de stérols et triterpénes.

e Recherche des anthocyanes

Une prise d’essai de 2 mL de la phase aqueuse de I'hydrolysat a été introduite dans
un tube a essai auquel on a ajouté une ou deux pastilles de soude. L’apparition

d’une coloration verte ou bleue témoigne de la présence des anthocyanes.

e Recherche des dérivés coumariniques

Une prise d’essai de 2 mL de I'hydrolysat a été évaporée a sec. Le résidu obtenu a
eté dissout dans 2 mL d’eau distillée chaude et la solution obtenue a été repartie
dans 2 tubes a essai :

Tube 1 : tube témoin + eau distillée (0,5 mL)

Tube 2 : tube dans lequel on ajoute 0,5 mL d’ammoniaque a 2 %.

L'apparition d'une fluorescence verte ou bleue dans la solution alcaline apres
observation sous UV (254nm et 366nm) témoigne de la présence des dérives

coumariniques.
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e Recherche des émodols

La réaction de Bornstrager a été utilisée :
Dans un tube a essai contenant 1 mL de [I'hydrolysat, on a ajouté 1 mL
d’ammoniaque 25 %. Apres agitation, l'apparition d'une coloration rouge du

surnageant atteste la présence des émodols.

» Caractérisation par chromatographie sur couche mince (CCM)

La CCM a consisté a confirmer la présence effective des groupes chimiques (tanins,
flavonosides, alcaloides, stérols et triterpénes et saponosides) mis en évidence par
les tests de caractérisation en milieu liquide. A cet effet nous avons utilisé une phase
stationnaire qui est un support constitué par du gel de silice sur TLC sur plaque de
verre 5x10 cm, lot 507188 et un éluant composé par un systeme de solvants
appropries.

Les solvants de migration et les réactifs de révélation en fonction des groupes

chimiques sont présentés dans le tableau lll.
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Tableau Il : Solvants de migration et réactifs de révélation en fonction des groupes

chimiques
Groupes Solvants de migration Réactifs de révélation
chimiques
FeCl; 2% dans du méthanol
Tanins 2-butanol/eau/acide acétique glacial
80%
(10/5/5 viviv)
Flavonoides Benzéne/acétate d'éthyle/acide Réactif de Neu
formique (8/2/1 viviv) (Diphénylborinate 1% dans

du méthanol + PEG 4000

5% dans du méthanol)

Saponosides  2-butanol/eau/acide acétique glacial H>SO4 3% dans du

(10/5/5 viviv) méthanol

Alcaloides Chloroforme/méthanol (9/1 viv) Dragendorff + H,SO4 10%

dans du méthanol

Stérols et Chloroforme/acétone (8/2 viv) H,S0O,4 3% dans du

triterpénes méthanol

PEG : Polyéthylene glycol
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lI-3-2- Etude pharmacologique

lI-3-2-1- Etude in vitro sur 'aorte isolée de lapin

Le principe est celui décrit par Colot en 1972 [23] ; il consiste a mesurer I'activité sur
le spasme provoqué par une drogue ou une substance contracturante.

Il consiste a provoquer avec un agoniste (phényléphrine, chlorure de baryum ...) une
contraction durable et soutenue de l'organe isolé qui se maintient tant qu’il y a une
concentration adéquate de cette substance dans la cuve et de déterminer la gamme
de concentrations de I'extrait qui provoque un relachement partiel ou total de la

contraction induite par I'agoniste : c’est I'effet spasmolytique.

» Description de la méthode

e Préparation de I’animal et prélevement de l'aorte

Le lapin méle ou femelle pesant entre 700 et 1500 g est anesthésié par du thiopental
sodigue (40%). Une fois endormi, il est placé en décubitus dorsal sur une planchette
de bois et une thoracotomie permet la mise a nu de l'aorte. Celle-ci a été prélevée le
plus prés possible du cceur, et plongée immédiatement dans une solution de Krebs
ou une dissection plus fine est réalisée.

Le morceau d’aorte est alors découpé de facon a obtenir des anneaux de 4 & 5 mm
environ de long. Lorsque [I'expérience le requiert, I'endothélium est enlevé
mécaniquement par un frottement doux a travers l'anneau grace a des pinces
adaptées a cet effet. Les anneaux d’aorte sont montés entre un crochet triangulaire
et une potence reliée a un capteur isométrique. Le montage ainsi réalisé est placé
dans une cuve a organe isolé de 20 mL + 10%, contenant la solution physiologique
thermostatée a 37 °C et oxygénée. Le capteur est relié a un amplificateur, lequel est

relié a un systeme d’enregistrement des données captées.
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e Protocole expérimental

Les anneaux d’aorte sont soumis a une tension préalable ajustée progressivement a
1,1-1,2 g et mis en équilibre pendant 60 min au cours desquelles un rincage avec la
solution de krebs est réalisé toutes les 15 min.

Au terme de la période d’équilibration, la solution de Krebs est ajustée a 20 mL dans
les cuves a organe isolé et les anneaux d’aorte sont précontractés avec une solution
de phényléphrine (Phe, 1 uM). Quand la contraction maximale (plateau) est obtenue,
la présence ou l'absence d’endothélium est confirmée par addition d'une solution
d’acétylcholine (ACh, 10 uM). Une relaxation d’au moins 50% témoigne de la
présence d’endothélium. Les anneaux d’aorte sont ensuite laissés au repos pendant
une période de 30 min au cours desquelles deux rincages de 15 min d’intervalles
sont realisés. L’'expérience est répétée pour s’'assurer de la reproductibilité du
résultat obtenu. Pour évaluer 'effet de I'extrait sur la contraction de I'anneau d’aorte
induite par la Phe, (1 puM), des concentrations croissantes cumulées de I'extrait
aqueux (10™-10 mg/m) ont été ajoutées & la phase tonique de la contraction & l'aide
de micropipettes ; le volume total de drogue ajoutée n’excede pas 10% du volume

total de la cuve, soit 2 mL.

» Exploration du meécanisme d’action : le systeme de relaxation
endothélium-dépendant (EDRF)

L’investigation du systeme de relaxation endothélium-dépendant est réalisée en trois
étapes. Dans chaque étape, on vérifie d'abord lintégrité ou l'absence de

I'endothélium.
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L’endothélium est supposé intact lorsque I'acéthylcholine (ACh, 10 puM), induit un
relachement au moins égal a 50% de l'aorte précontractée a la phényléphrine ; il est

absent lorsque ce relachement est inférieur ou égal a 5%.

e Premiere étape : Aorte + endothélium

Trente (30) min environ apres la vérification de l'intégrité de I'endothélium, des doses
croissantes de l'extrait aqueux ont été ajoutées en mode cumulatif sur l'aorte

préalablement contractée par la Phe (1 uM)

e Deuxieme étape : Aorte sans endothélium

Trente (30) min environ aprés confirmation de I'absence de I'endothélium, l'aorte est
précontractée par la Phe (1 uM). Des doses croissantes de I'extrait aqueux ont été

ensuite ajoutées en mode cumulatif sur 'organe préalablement contracté.

e Troisieme étape : Traitements pharmacologiques spécifiques

Trente (30) min environ apres la vérification de l'intégrité de I'endothélium, I'aorte est
préincubée pendant 30 min soit avec le N"-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME,
3.10* M), un inhibiteur de la NO-synthase, ou soit avec I'indométhacine (2.10° M),
qui bloque la voie de synthese des prostaglandines 12 (Prostacycline).

Apres préincubation des anneaux d'aorte avec les différents inhibiteurs, des
concentrations croissantes de l'extrait agueux ont été ensuite ajoutées en mode
cumulatif sur ces anneaux préalablement contractés par la Phe (3.107 M en
présence de L-NAME et 0.75 uM en présence d’'indométhacine).

Le dispositif expérimental utilisé pour I'étude sur l'aorte isolée de lapin est représenté

par la figure 8.
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Figure 8: Photo représentant le dispositif expérimental pour les études sur organes

isolés (MEPHATRA/PH/IRSS/Burkina Faso).

1: Bain marie 2: Cuves a organe isolé 3: Amplificateur 4: Moniteur 5: Module
d’acquisition uVessels 6 : Unité centrale et logiciel d’acquisition uVessels

7 : Réservoirs de solution de survie 8 : Capteurs isométriques.

[1-3-2-2- Etude in vitro d’interaction sur le muscle lisse intestinal
(duodénum isolé de rat)

Le principe est celui décrit par Magnus. |l consiste a mesurer 'activité spasmolytique
sur le spasme provoqué par un agent contracturant (acétylcholine ou le chlorure de

baryum) au niveau de duodénum isolé de rat.
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> Protocole expérimental

Les rats males ou femelles sont anesthésiés par du thiopental sodique (40%). Apres
ouverture de I'abdomen, le duodénum a été prélevé et plongé immeédiatement dans
la solution de survie (solution de tyrode) ou une dissection plus fine est réalisée. Le
morceau de duodénum est alors découpé de facon a obtenir un lambeau de 2cm de
long et monté dans une cuve a organe isolé reliée a un transducteur isotonique.

Une période de 60 min de stabilisation a été observée au cours de laquelle la
solution de survie est renouvelée toutes les 15 min.

La sensibilité et la reproductibilité ont été vérifiees en stimulant I'organe avec du KClI
20 Mm jusqu’a obtenir une réponse contractile reproductible.

Le contracturant de référence (1,333 pg/mL d’acétylcholine ou 4.10% mg/mL de
chlorure de baryum) est administré dans la cuve a organe isolé. Une fois le plateau
de contraction obtenu, on fait un ringage trois fois par la solution de tyrode.

L'essai est répéte trois fois.

L'effet de I'extrait aqueux est testé par administration des concentrations croissantes
en mode cumulatif de celui-ci dans la cuve, une fois le plateau de contraction
obtenue.

La hauteur du nouveau plateau obtenu en présence de I'extrait aqueux est appréciée
par rapport au plateau du contracturant seul.

L'effet de I'extrait aqueux sur la contraction induite par I'acétylcholine ou le chlorure
de baryum est comparé a ceux produits par les substances connues pour leur action

spasmolytique en I'occurrence l'atropine et la papavérine.
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Le dispositif expérimental est représenté par la figure ci-dessous.

Valérie Ouédraogo

Figure 9: Photo représentant le dispositif expérimental pour les études sur le

duodénum isolé (MEPHATRA/PH/IRSS/Burkina Faso).

1: L'enregistreur a double canal 2 : Réservoir de solution de survie

3 : Serpentin 4 : Capteur isotonique 5 : Cuve a organe isolé 6 : Bulleur: 7 : Bain marie.

[I-3-3- Expression et analyse des résultats
[I-3-3-1-Expression des résultats

> Etude sur l'aorte isolée

Le pourcentage de relaxation (Pr) est calculé selon la formule suivante :
Pr= (H; — H2/H;) X100

Pr= Pourcentage de relaxation de la contraction

H,= Hauteur du pic atteint suite a un premier événement

H,= Hauteur du pic atteint suite a un second événement.
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» Etude sur le duodénum isolé

Le pourcentage d’inhibition (P;) de la contraction induite par I'agoniste est calculé
selon la formule suivante :

Pi=(X1 — Xz /X1)x 100

X1= Hauteurs des pics dues au contracturant seul.

X,= Hauteurs des pics dues au contracturant en présence de I'extrait.

lI-3-3-2- Méthode d’analyse des résultats

L’interprétation des résultats phytochimiques est faite en se référant aux résultats
attendus des réactions de caractérisation des principaux groupes chimiques et des
témoins des différents spots des chromatogrammes.

Les résultats de I'étude pharmacologique sont exprimés sous forme de moyenne +
Erreur Standard Moyenne (E.S.M.). Les différentes figures ont été tracées a l'aide du
logiciel GraphPad Software Prism version 2.01. L'analyse statistique des données
est réalisable au moyen du test de Kruskal-Wallis. Les séries sont considérées
comme significatives lorsque la probabilité d’erreur (p) est inférieure au risque

consenti : 0,05 (p<0,05).
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lll- RESULTATS
lll-1- Résultats de I’étude phytochimique
l1I-1-1- Taux d’humidité résiduelle (THR) et rendement d’extraction

de ladrogue végétale

L'étude nous a permis d'obtenir un taux d’humidité résiduelle de 5,97% avec un

rendement d’extraction de la drogue de 11,8%.

llI-1-2- Groupes chimiques caractérisés dans |'extrait agueux des
feuilles de G. senegalensis

» Résultats de la caractérisation en milieu liquide

Les résultats des tests de caractérisation en milieu liquide sont consignés dans le

tableau suivant.
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Tableau IV : Groupes chimiques caractérisés dans I’extrait et dans I'hydrolysat
aqueux des feuilles de Guiera. senegalensis (Combretaceae)

Extrait Groupes chimiques Présents (+) ou Non-
décélés (-)
Macéré aqueux Tanins +
Alcaloides +
Saponosides +
Hydrolysat aqueux Emodols -
Coumarines +
Stérols et triterpénes +

Flavonosides -

Anthocyanes +

> Résultats de la caractérisation par chromatographie sur couche
mince (CCM)

Les résultats de I'analyse chromatographique sont représentés a travers la figure

suivante :
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A B C

T1 H M T2 H T3 M

T4 H M T5 H M

Figure 10: Chromatogramme des principaux groupes chimiques révélés alalumiére du jour ou al’'UV.

A : Tanins ; B : Stérols et triterpénes ;C : Alcaloides. D : Saponosides ; E : Flavonoides
T1 : Acide tannique ; H : Hydrolysat aqueux ; M : Macéré aqueux ; T2 : Stigmastérol ;

T3 : Totum de Datura stramonium ; T4 : Saponine ; T5 : Quercétine.
Solvants de migration en fonction de la nature des groupes chimiques :
Tanins : 2-butanol/eau/acide acétique glacial (10/5/5 viviv) ;

Stérols et triterpenes : Chloroforme/acétone (8/2 v/v) ;

Alcaloides : Chloroforme/méthanol (9/1 v/v) ;

Saponosides : 2-butanol/eau/acide acétique glacial (10/5/5 viviv) ;

Flavonoides : Benzene/acétate d’éthyle/acide formique (8/2/1 viviv).
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Les références frontales (Rf) des différents spots révélés a la lumiere du jour ou a

I'UV sont consignées dans les tableaux V, VI, VII, VIII et IX.

Tableau V : Références frontales (Rf) et couleurs des spots des tanins

Rf des spots révélés Couleurs des spots
Témoin (acide gallique) 0,86 Bleue-noire
Macéré aqueux 0,85 Noire

0,71 Noire

Tableau VI : Références frontales (Rf) et couleurs des spots des stérols et triterpénes

Rf des spots révélés Couleurs des spots

0,90 Brune

0,75 Brune

0,70 Bleue
Témoin

0,64 Brune
(stigmastérol)

0,55 Brune

0,48 Bleue

0,91 Brune
Hydrolysat 0,50 Bleue

0,16 Brune

Evaluation in vitro de I’effet de I’extrait aqueux des feuilles de Guiera senegalensis 70



Thése de doctorat Résultats

Tableau VII: Références frontales et couleurs des spots des alcaloides

Rf des spots révélés Couleurs des spots

0,83 Orange

0,71 Orange
Témoin (totum de Datura

0,39 Orange
Stramonium)

0,31 Orange

0,15 Orange

0,08 Orange

0,84 Orange

0,69 Orange
Macéré aqueux

0,30 Orange

0,16 Orange

0,40 Orange
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Tableau VIII : Références frontales et couleurs des spots des saponosides

Rf des spots révélés Couleurs des spots

Témoin (Saponine) 0,89 Brune

0,83 Violette
Hydrolysat 0,93 Brune

0,84 Grise
Macéré aqueux 0,93 Brune

0,75 Brune

0,65 Brune

0,48 Brune
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Tableau IX : Références frontales et couleurs des spots des flavonoides
Rf des spots révelés Couleurs des spots
al'uv
Témoin (Quercétine) 0,38 Orange
0,80 Rouge-bleue
0,68 Bleue
0,53 Jaune verdatre
0,49 Orange
Hydrolysat 0,45 Verte
0,41 Bleue
0,36 Orange
0,31 Verte
0,25 Jaune-orange
0,13 Orange
0,90 Rouge
0,60 Orange
Macéré aqueux
0,45 Orange
0,33 Orange
0,05 Orange
73
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llI-2- Résultats de I’étude pharmacologique

llI-2-1- Etude in vitro d’interaction sur le muscle lisse vasculaire
(Aorte isolée de lapin)

l1I-2-1-1- Effet de I’extrait sur I'aorte isolée de lapin précontractée a
la pheényléphrine (Phe, 1uM) en présence et en absence

d’endothélium

Les concentrations croissantes cumulées de I'extrait ont induit une relaxation des
anneaux d’aorte précontractés a la phényléphrine (1 uM) en présence et en absence
d’endothélium (Figure 11).

La concentration de I'extrait qui inhibe 50% (ICso) de la contraction provoquée par la
phényléphrine (1 uM) est de 0,083 mg/mL en présence d’endothélium et de 2,368

mg/mL en absence d’endothélium.
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Présence d'endothélium IC5, = 0,083 mg/mL
+ Absence d'endothélium ICs, = 2,368 mg/mL

% d'inhibition
S

100-

Log[Concentration (mg/mL)]

Figure 11 : Effet d’'une cumulative de I'extrait sur la contraction de I'aorte induite par la
Phe (1 uM) en présence et en absence d’endothélium. (n=5).

[11-2-1-2- Etude de I'effet de L-NAME et de I'indométhacine

Le prétraitement des anneaux d'aorte avec le L-NAME un inhibiteur de la NO
synthase d’'une part et d’autre part avec l'indométhacine qui bloque la voie de
synthése de la prostaglandine 12 (prostacycline) a atténué l'effet vasorelaxant de
I'extrait avec des valeurs ICso de 0,192 mg/mL et de 0,272 mg/mL respectivement
(Figure 12).

L’analyse statistique réalisée au moyen du test de Kruskal-Wallis traduit une
différence statistiquement significative entre les trois valeurs de ICso (0,083 ; 0,192 ;
0,272 ; mg/mL) respectivement en présence d’endothélium, en présence
d’endothélium + L-NAME, et en présence d’endothélium + Indométhacine ; la

probabilité d’erreur (p=0,0019) est inférieure au risque consenti : 0,05 (p<0,05).
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Présence d'endothélium IC5y = 0,083 mg/mL
v + Endothélium + L-NAME IC5, = 0,192 mg/mL
Endothélium + Indométhacine IC5y = 0,272 mg/mL

% d'inhibition
S

75

1004

Log[Concentration (mg/mL)]
Figure 12 : Effet d’'une cumulative de I'extrait sur la contraction de 'aorte provoquée

par la Phe, en présence d’endothélium, en présence d’endothélium + L-NAME et en
présence d'endothélium + indométhacine. (n=5).

[1I-2-2- Etude in vitro d’interaction sur le muscle lisse intestinal

(duodénum isolé de rat)

lll-2-2-1- Effet d’'une cumulative de l'acétylcholine (ACh) sur le

duodénum isolé de rat

L’ajout de concentrations croissantes cumulées de I’ACh, dans la cuve a organe isolé
a produit une contraction concentration-dépendante du duodénum isolé de rat
(Figure 13). La courbe concentration-effet a permis de déterminer la concentration

submaximale (C submax) de 'ACh (Figure 14).
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ACh Cl1 C2C3 C4 C5 C6C7 C8 C9cC10

Figure 13 : Enregistrement de I'effet d’'une cumulative de I’ACh sur le duodénum isolé
de rat

Cl, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9 et C10 correspondent respectivement aux
concentrations 10°, 2.10°, 10°, 2.10°, 10*, 2.10*% 103, 2.10°3, 102 et 2.10% mg/mL de la
solution d’ACh dans la cuve a organe isolé.
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Figure 14 : Courbe concentration-effet d’'une cumulative de I'’ACh sur le duodénum
isolé de rat. (n=4)

l1I-2-2-2- Effet de I'extrait agueux et de I'atropine sur la contraction
du duodénum induite par la concentration submaximale de I’ACh
(1,333 pg/mL)

Pour évaluer l'effet de I'extrait sur la contraction induite par la concentration
submaximale (1,333 pg/mL) de I’ACh, des concentrations croissantes cumulées de
celui-ci (102 ;3.10%; 10" ; 3.10" ; 1 mg/mL), ont été ajoutées dans la cuve & organe
isolé a la phase tonigque de la contraction (Figure 15A). L'extrait a manifesté une
inhibition de la contraction du duodénum induite par I'ACh.

La représentation de la courbe concentration-effet a permis de déterminer I'lCso de
I'extrait (Figure 16A).

L'ajout des concentrations croissantes cumulées de I'atropine (107; 2.107; 10°;

2.10°: 10° mg/mL) ont inhibé la contraction du duodénum induite par I'’ACh (1,333
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mg/mL) (Figure 15B). La courbe concentration-effet représentée par la figure 16B a

permis de déterminer I'ICso de I'atropine.

F -

ACh €L Q2

ACh 1@ @3 (4 ¢S

G oG

Figure 15 : Enregistrement de I’effet d’une cumulative de I'extrait (A) et de I'atropine (B)

sur
la contraction du duodénum induite par I'’ACh (n=4). Vitesse de déroulement du
papier : 0,1

mm/s.

ACh correspond a I'administration de la concentration submaximale (1,333 pg/mL) de I'ACh
dans la cuve a organe isolé.

C1, C2, C3, C4 et C5 correspondent respectivement aux concentrations 10'2; 3.10'2; 10%;
3.10™" et 1 mg/mL de I'extrait dans la cuve & organe isolé (Figure 15A).

C1, C2, C3, C4 et Chcorrespondent respectivement aux concentrations 107; 2.107; 10‘6;
2.10°® et 10 mg/mL de I'atropine dans la cuve & organe (Figure 15B).
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Figure 16 : Courbe concentration-effet d’'une cumulative de I’extrait (A) et de I'atropine
(B) sur la contraction du duodénum induite par I'ACh. (n=4).

[11-2-2-3- Effet d’'une cumulative du BaCl, sur le duodénum isolé de

rat

L’'ajout de concentrations croissantes cumulées du BaCl, dans la cuve a induit une
contraction concentration-dépendante sur le duodénum isolé de rat (Figure 17). La

courbe concentration-effet (Figure 18) a permis de déterminer 'ECgo du BaCl,.
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BaCl, C1 C2 C3C4C5C6C7C8 C9C10C11C12C13

Figure 17 : Enregistrement de I'effet d’'une cumulative du BaCl, sur le duodénum isolé
de rat.

C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9, C10, C11, C12 et C13 correspondent respectivement
aux concentrations 5.10°; 10%; 1,5.10%; 2.10%; 2,5.10%; 3.10%; 3,5.10%; 4.10%; 4,5.107;
5.102;5,5.10%; 6.107; 6,5.10% mg/mL du BaCl, dans la cuve a organe isolé.
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Figure 18 : Courbe concentration-effet d’'une cumulative du BaCl, sur le duodénum
isolé de rat. n=4.

llI-2-2-4- Effet de I'extrait agueux et de la papavérine sur la

contraction du duodénum induite par le BaCl, (ECg)

Pour évaluer l'effet de I'extrait sur la contraction induite par le BaCl, (ECgo), des
concentrations croissantes cumulées de celui-ci (10?: 3.102: 10%: 3.10%; 1
mg/mL), ont été ajoutées a la phase tonique de contraction de I'organe induite par le
BaCl, dans la cuve a organe isolé (Figure 19A). L’extrait a induit une inhibition de la
contraction du duodénum provoquée par le BaCl,.

La représentation de la courbe concentration-effet (Figure 20A) a permis de
déterminer I'ICs de I'extrait.

L'ajout des concentrations croissantes cumulées de la papavérine (10°; 2.10°; 10°;
2.10°: 10*; 2.10*; 103; 2.10° mg/mL) ont inhibé la contraction du duodénum
induite par le BaCl, (ECgp) (Figure 19B). La courbe concentration-effet représentée
par la figure 20B) a permis de déterminer la ICso de La papavérine.
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Figure 19: Enregistrement de [I'effet d’'une cumulative de [I'extrait (A) et de la
papavérine (B) sur la contraction du duodénum induite par le BaCl2. (n=4).

Vitesse de déroulement du papier : 0,1 mm/s.

BacCl, correspond a I'administration de 'ECgo du BaCl, dans la cuve a organe isolé.

Cl, C2, C3, C4 et C5 correspondent respectivement aux concentrations croissantes
cumulées de I'extrait dans la cuve a organe isolé (Figure 19A).

C1, C2, C3, C4, C5, C6 et C7 correspondent respectivement aux concentrations 10°;
2.10°; 10°; 2.10°; 10*; 2.10*; 10 mg/mL de papavérine dans la cuve & organe isolé
(Figure 19B).

Evaluation in vitro de I’effet de I’extrait aqueux des feuilles de Guiera senegalensis 83



% d'inhibition

Thése de doctorat Résultats

0- A B BaCl, + Papavérine
. 0+ A 2
» BaCl, + Extrait
; ICs = 0,363 mg/mL \ IC5O:3,55xlO'4mg/mL
257
- 254
2
501 o
< 504
=
75' S
754
100+
100+
_2'.3 -ll.8 -1'.3 -Ol.8 -0'.3 0:2 60 55 50 -45 40 -35 -30

Log [Concentration (mg/mL)] Log [Concentration (mg/mL)]

Figure 20: Courbe concentration-effet d’'une cumulative de I'extrait (A) et de la
papavérine (B) sur la contraction induite par le BaCl,. (n=4).
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V- DISCUSSION

IV-1- Limites de I'étude

Notre étude a présenté les limites suivantes :

La toxicité aigue de I'extrait n’a pas été investiguée. Abubakar et coll en 2000 [1],
ont estimé la DLsy de I'extrait méthanolique des feuilles de G. senegalensis par voie
intra péritonéale a 1,3 g/Kg. Le lieu et la période de récolte pouvant constituer des
facteurs, il est nécessaire d’évaluer la DLsy dans notre contrée.

L'effet hypotensif et antihypertenseur de I'extrait in vivo sur la pression artérielle n’a
pas été également investiguée.

L'étude du totum ne permet pas de préciser le ou les groupes chimiques

responsables des activités que nous avons observées.

IV-2- L’étude phytochimique

Le THR de la drogue végétale est inférieur a 10 donc la poudre peut étre conservée
pendant longtemps.

Les réactions de caractérisation effectuées sur I'extrait et I'hydrolysat aqueux des
feuilles de G. senegalensis ont permis de mettre en évidence les groupes chimiques
suivants : des tanins, des saponosides, des alcaloides, des stérols et triterpenes, des
anthocyanes et des dérivés coumarinigues.

Les travaux antérieurs menés par d’autres auteurs ont permis de confirmer les
résultats obtenus. Koumaré et coll. en 1968 [43], ont mis en évidence la présence
des saponosides, des flavonoides et des tanins dans les feuilles de G. senegalensis
Nacoulma/Ouédraogo (1996) [57], a montré que les tiges feuillées contiendraient

des tanins, des traces d’alcaloides, des catéchines, des saponosides stéroidiques et
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des flavonoides. Cependant, nous avons noté I'absence des flavonoides dans les
feuilles de G. senegalensis par les tests généraux de caractérisations.

L'analyse par chromatographie sur couche mince (CCM) effectuée a permis de
confirmer la présence des groupes chimiques mis en évidence par les tests généraux
de caractérisation en milieu liquide ; il s’agit des saponosides, des tanins, des
alcaloides, des stérols et triterpénes dont 'activité hypotensive de certains de leurs
dérivées a été démontrée. Elle a également permis de mettre en évidence les
flavonoides qui ont été indétectables par les tests généraux de caractérisation.

Le spot noir observé au niveau de I'extrait aprés révélation par le chlorure ferrique
(FeCls) est probablement di au mélange des deux colorations, bleue et verte,
indiquant la présence possible des deux types de tanins, galliques et catéchiques.

Le chromatogramme des saponosides montre des spots de couleur brune indiquant
la présence des saponosides dans les feuilles de G. senegalensis qui est surtout
confirmée par I'indice de mousse.

L'effet antihypertenseur des saponines triterpéniques isolées de Zygophyllum
coccineum L. [63] chez le rat anesthésié a été mis en évidence par Gibbons S [32].
Les spots de couleur orange observés au niveau de I'hydrolysat et du macéré
aqueux identique a celui de la quercétine semblent confirmer la présence des
flavonoides dans les feuilles de G. senegalensis.

Des travaux antérieurs ont montré la présence de la quercétine, de la quercitrine, de
la rhamnétine et de la rutine dans les feuilles de G. senegalensis [29, 15, 50].

La quercétine a un effet vasodilatateur et un effet protecteur des vaisseaux sanguins
[36]. Un effet hypotensif avec la rutine et le Kaempférol 3-0 rutinoside chez le rat

anesthésié a été obtenu par Ahmad M. et coll. en 1993 [2].
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Les composés chimiques mis en évidence par le criblage phytochimique notamment
les flavonoides, les tanins, les stérols et triterpénes, les saponosides et les alcaloides
pourraient justifier l'utilisation traditionnelle de la plante dans le traitement de

diverses maladies dont 'HTA.

IV-3- L’étude pharmacologique

IV-3-1- L’étude in vitro de I'effet de I’extrait aqueux sur l'aorte isolée
de lapin

Dans notre étude, I'acétylcholine (ACh, 10 uM) a été utilisée pour vérifier la présence
ou I'absence de I'endothélium.

L'extrait (0,0001-10 mg/mL) a manifesté un effet vasorelaxant concentration-

dépendante sur les anneaux d’aorte précontractés a la phényléphrine (1 uM) aussi
bien en présence d’endothélium qu’en absence d’endothélium avec des valeurs ICsg
de 0,083 mg/mL et de 2,368 mg/mL respectivement.

Plus la ICs est petite, meilleure est I'affinité d’'un ligand pour son récepteur [45] ; ce
qui suggere que l'extrait serait plus efficace en présence d’endothélium qu’en
absence d’endothélium.

Ce résultat démontre que la relaxation induite par I'extrait sur les anneaux d’'aorte
précontractés a la Phényléphrine (1 uM) serait médiée en partie par un mécanisme
endothélium-dépendant.

Il est établi que la libération des facteurs relaxants dérivés de I'endothélium (EDRFs)
par les cellules endothéliales conduisent a la relaxation des cellules musculaires
lisses et jouent un réle important dans le maintient du tonus vasculaire [54].
L’implication de I'endothélium dans le mécanisme d’action de l'effet vasorelaxant de

I'extrait était investigué par l'utilisation d’un inhibiteur spécifique de la NO-synthase,
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la N"-nitro-L-arginine-methyl-ester (L-NAME, 3.10* M) et de I'indométhacine (2.10°®
M) qui bloque la voie de synthése de la prostaglandine |12 (prostacycline).

Le prétraitement de I'anneau d’aorte en présence d’endothélium avec le L-NAME
(3.10* M) a atténué I'effet vasorelaxant de I'extrait (IC50=0,192 mg/mL pour L-NAME
et 1C5,=0,083 mg/mL pour l'anneau d'aorte en présence d’endothélium seul).
L'indométhacine (2.10° M) a également perturbé I'effet vasorelaxant de I'extrait
(IC50=0,272 mg/mL).

Ces observations sur ce modéle suggerent I'implication probable du NO d’origine
endothéliale et de la prostacycline dans I'effet vasorelaxant de I'extrait.

De nombreuses études ont rapporté que les flavonoides (polyphénols) du vin rouge
étaient douées de propriétés relaxantes endothélium-dépendant sur les vaisseaux
isolés de plusieurs espéces par I'intermédiaire du monoxyde d’azote (NO) libéré par
I'endothélium [19, 4, 70].

Des études menées par Kim et coll.,, en 1999 [41], ont montré qu’'un glycoside
triterpénique isolé du Panax ginseng induisait une relaxation endothélium-dépendant
de I'anneau d’aorte isolé de lapin précontracté a la Phényléphrine via le NO.

La présence de ces composés dans l'extrait pourrait justifier cette propriété
vasorelaxante endothélium-dépendant.

Dans notre étude, la contraction des anneaux d'aorte a été induite par la
phényléphrine. Cette réponse contractile est dépendante de la libération du calcium
intracellulaire et de I'influx de I'ion calcium du milieu extracellulaire [33, 47, 27].

La relaxation induite par I'extrait en absence d’endothélium laisse suggérer gu’il a un
effet direct sur les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) aux fortes
concentrations. Cet effet vasorelaxant observé en absence d’endothélium peut étre

attribué a une inhibition de la mobilisation du calcium par la CMLV.
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L'extrait pourrait contenir des principes chimiques susceptibles d’inhiber la
mobilisation du calcium induisant ainsi la relaxation.
D’autres mécanismes peuvent conduire a l'activité vasorelaxante de I'extrait par

ouverture des canaux potassiques ou par blocage des canaux calciques voltage-

dépendants.

IV-3-2- L’étude in vitro d’'interaction sur le muscle lisse intestinal

(duodénum isolé de rat)

In vitro sur le duodénum isolé de rat, la contraction de cet organe a été induite par
I'acétylcholine (ACh, DSM) ou par la solution de BaCl, (ECgy). Ces deux agents
induisent la contraction du muscle lisse intestinal par la mobilisation de calcium du
réticulum sarcoplasmique ou du milieu extracellulaire.

L’ACh se fixe et active les récepteurs muscariniques (M3) localisés a la membrane
des cellules musculaires lisses. La transduction du signal est réalisée par une
stimulation de la petite protéine Gp puis de la phospholipase C qui hydrolyse le
phosphatidyl inositol en diacylglycérol (DAG) et en inositol-1,4,5-triphosphate (IP3).
L'IP3 provoque une mobilisation de calcium a partir du réticulum sarcoplasmique
induisant ainsi la contraction. L'’ACh a la concentration de 1,333 pug/mL a induit une
contraction du duodénum isolé de rat. Cette réponse contractile a été inhibée en
présence de concentrations croissantes cumulées de [l'extrait de maniére
concentration-dépendante. L'effet de I'extrait sur la contraction induite par 'ACh est
similaire a celui de I'atropine qui est un spasmolytique neurotrope.

Ce résultat suggére un antagonisme de I'extrait qui peut étre direct sur les récepteurs

muscariniques de I’ACh, ou fonctionnel par inhibition de la mobilisation du calcium.
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Le BaCl, induit une dépolarisation de la membrane cellulaire. L’activation des
canaux calciqgues voltage-dépendants (CCVDs) provoque un influx calcique
conduisant & la contraction musculaire. Le BaCl, & la concentration de 4.102 mg/mL
(ECsp) a induit une contraction du duodénum isolé de rat. Cette réponse contractile a
eté inhibée en présence de concentrations croissantes cumulées de I'extrait. Cet
effet inhibiteur de I'extrait de la plante sur la contraction induite par le BaCl, est
egalement concentration dépendante.

L'effet de I'extrait sur la contraction induite par le BaCl, est similaire a celui de la
papaverine qui est un spasmolytique musculotrope. La papavérine inhibe
directement I'influx du calcium en bloquant les canaux calciques voltage-dépendants
[37]. Ce résultat obtenu évoque une inhibition des canaux calciques voltages
dépendant par des principes chimiques présents dans I'extrait.

La papaverine augmente également le taux d’AMPc a travers linhibition de la

phosphodiestérase. L'extrait développe ainsi un effet spasmolytique musculotrope.
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CONCLUSION

A l'issu de notre étude, il ressort que le screening phytochimique de I'extrait aqueux
des feuilles de Guiera senegalensis a révélé la présence de tanins, de flavonoides,
de saponosides, de glycosides stéroidiques ou terpéniques, d’anthocyanes,
d’alcaloides et de dérivés coumariniques.

Certains de ces métabolites secondaires seraient responsables de [I'activité
vasorelaxante et spasmolytique observée dans notre étude.

In vitro, I'extrait a manifesté un effet vasorelaxant sur I'anneau d’aorte isolé de lapin
précontracté par la phényléphrine en présence et en absence d’endothélium
(IC50=0,083 mg/mL et 2,368 mg/mL, respectivement). L’investigation du systeme de
relaxation endothélium-dépendant avec le L-NAME (N"-nitro-L-arginine-methyl-ester)
un inhibiteur spécicifique de la NO synthase d'une part et d'autre part avec
I'indométhacine qui bloque la voie de synthése de la prostacycline a permis de faire
une approche explicative du mécanisme d’action vasorelaxante endothélium-
dépendant. L'effet vasorelaxant de I'extrait pourrait s’expliquer par un mécanisme
endothélium-dépendant via la libération des facteurs relaxants dérivés de
I'endothélium principalement le NO et la prostacycline et par un mécanisme
endothélium-indépendant probablement a travers une inhibition de la mobilisation du
calcium intracellulaire.

Par ailleurs, I'étude in vitro sur le duodénum isolé de rat a montré une inhibition des
contractions induites par I'acétylcholine et le chlorure de baryum. L’extrait serait doué
d’effet spasmolytique.

Les propriétés vasorelaxantes observées sur l'aorte pourraient expliquer l'utilisation

de cette plante dans le traitement de I'HTA.
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Des études complémentaires in vivo et in vitro doivent étre menées afin d’apporter
suffisamment des preuves scientifiques quant a l'efficacité thérapeutique attribuée a

cette plante dans le traitement de I'HTA.
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SUGGESTIONS

De cette étude, nous suggérons les études complémentaires suivantes :
Au plan pharmacologique, il serait nécessaire :
- De tester in vivo I'effet antihypertenseur de I'extrait aqueux de la plante sur des

animaux conscients et spontanément hypertendus a moyen et a long terme.

- De compléter I'étude in vitro sur l'aorte de rat afin de mieux expliquer le

mécanisme d’action vasorelaxante de la plante.

- Détudier la toxicité aigué et chronique du macéré aqueux des feuilles de la

plante.

- D’étudier les propriétés diurétiques de la plante.

Au plan chimique, il serait nécessaire :

- D’isoler le ou les principe (s) actif (s) responsables de l'activité anti-hypertensive

attribuée a cette plante.
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ANNEXES

1- Solution de tyrode (composition pour un litre)

NacCl 89
KCI 0,29
CaCl, 0,29
MgCl, 0,019
NaH,PO, (monophosphate de Na) 0,059
NaHCOg3; (bicarbonate de Na) 19
Glucose 19
Eau distillée gsp 1L

2- Solution de Krebs (composition pour un litre)

NaCl 6,99
KCI 0,359
CacCl, 0,289
MgSQO,4, 7H0 0,299
KH2PO4 0,169
Glucose 29
NaHCO; 2,19
CacCl, 0,289

H,O distillée gsp 1L
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