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INTRODUCTION/ENONCE DU PROBLEME

L’hypertension artérielle (HTA) est une maladie cardiovasculaire chronique
caractérisée par une élévation de la pression artérielle (PA) au dessus de la
normale. C’est une pathologie grave, appelée par certains épidémiologistes (les
Nord américains) « le tueur silencieux » [47].

Cette maladie altére rapidement et de facon considérable la qualité de vie du
malade. Elle diminue par la méme occasion I'espérance de vie si aucune
thérapeutique efficace n’est entreprise a temps [93].

La gravité de I'HTA réside dans ses complications, cérébrales, cardiaques et
rénales. Dans la majorité des cas (environ 95%) on ne retrouve aucune étiologie
et I'nypertension est dite essentielle [10].

Maladie tres rare avant 25ans (1 a 2%), elle affecte 8% des femmes et 13% des
hommes vers 45-50 ans. Apres 65 ans, pres d’un tiers de la population mondiale
est hypertendue, avec une prédominance chez les femmes [11].

Longtemps considérée comme l'apanage des pays développés, cette maladie
apparait aujourd’hui et dans la plupart des pays en de développement,
notamment, en Afrigue comme un véritable probleme de santé publique [35,
72]. Un patient sur quatre souffre de 'HTA parmi les populations africaines [5].
En Afrique tropicale, le nombre d’hypertendus dans la population générale est
de l'ordre de 10% atteignant parfois 16% ou 17% dans certains pays [13, 35]. Le
taux de prévalence est de 11% au Togo, 13% au Bénin et en Cote d’lvoire et
23% au Burkina Faso (Ouagadougou) [13, 35, 54].

Le traitement de I'HTA est certainement une des avancées thérapeutiques
majeures des deux dernieres décennies. Cependant, aucune molécule n’a pu
empécher jusque la le traitement a vie de 'HTA [55]. Elle reste donc un

probleme majeur de santé publique.
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Une fois la maladie déclarée, la prise en charge par les médicaments modernes
colte extrémement cher a I'individu et a la sociéteé.

En Coéte d’lvoire, le colt évalué de la surveillance et du traitement de tous les
malades hypertendus représenterait 20% du budget de I'Etat; transféré au
malade lui-méme ce colt serait de 50% environ du produit national brut par
habitant [35].

Des études ont montré au Togo que le codt du traitement initial par habitant en
consultation externe varie de 30 000 a 90 O00OF CFA tandis que le codt
d’hospitalisation varie de 40 000 a 74 000F CFA [25].

Au Burkina Faso, on notait en 1986 que le colt mensuel du traitement de I'HTA
pouvait représenter 95% du salaire d’'un cadre moyen [79].

Dans une étude portant sur I'analyse des ordonnances médicales des patients
suivis en ambulatoire au service de cardiologie du CHU-YO en ZEl0éba

[14] a montré que sur 459 antihypertenseurs prescrits, 19.8% étaient en
dénomination commune internationale contre 80.2% en nom commercial.

Face a cette situation, les populations dans leur majorité font recours a la
médecine traditionnelle.

D’aprés les estimations de I'Organisation Mondiale de Santé (OMS), 80% des
populations rurales vivant dans les pays en développement sont tributaires de la
meédecine traditionnelle pour leurs besoins en soins de santé.

Certains pays de la région africaine produisent localement sur une échelle pilote
diverses préparations a base de plantes pour traiter de nombreuses pathologies
dont 'HTA [67]. L'accés a des thérapeutiques traditionnelles slres et efficaces
est donc déterminant pour le développement des soins de santé.

Au Burkina Faso, la politique sanitaire n'a pas omis la médecine traditionnelle

et apporte un appui a la validation scientifique des remédes traditionnels.
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Ainsi, Sermé en 2001 [80], a étudié l'activité antihypertensive de I'extrait
aqueux des feuilles d@dontenema strictuifcanthaceae).

Belemnabaen 2007 [9], a étudié les propriétés antihypertensives de I'extrait
agueux des tiges feuillées d&apinanthus dodoneifolius(DC) Danser
(Loranthaceae) et des écorces du troncSdeerocarya birea(A. Richst)
(Anacardiaceae) étnogeissus leiocarpy®C) Gill et Perr (Combretaceae).
Cependant si les plantes médicinales occupent une place importante dans le
traitement de I'HTA, il n’en demeure pas moins qu’elles sont souvent a l'origine
des accidents dus a 'automédication et a la méconnaissance des posologies.
Notre étude a porté slsannea microcarpgdAnacardiaceae) qui est une plante
Soudano Sahélienne répandue du Sénégal au Nigeria [2]. Elle est utilisée dans
une mixture par les tradipraticiens pour traiter 'HTA.

L’étude a consisté a évaluer in vitro I'effet vasodilatateur de I'extrait aqueux des
ecorces de troncs de cette plante.

Les résultats attendus étaient la mise en évidence de supports pharmacologiques
qui interferent sur les facteurs de variation de la pression artérielle. lls
contribueront au pré requis nécessaires aux études clinigues d'un éventuelle

phytomédicament.
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I. RAPPELS PHYSIOPATHOLOGIQUES

Notre objectif n'est pas de faire un point exhaustif sur la maladie hypertensive,
vu I'ampleur des données disponibles a ce jour et les objectifs de notre étude.
Les rappels se limiteront volontairement a quelques aspects de la maladie,

permettant une meilleure compréhension de notre étude

[.1. PRESSION ARTERIELLE (PA)

[.1.1. Notion de PA

La pression artérielle est la résultante de l'activité cardiaque et de la circulation
sanguine. Elle est déterminée par le débit cardiaque, le volume sanguin, et les
résistances périphériques totales [11, 33]. On peut donc écrire :

PAM = DC x RPT

OuPAM = pression artérielle moyenne

DC = débit cardiaque

RPT = résistances périphérigues totales

Ces trois facteurs de la PA sont eux-mémes sous le contréle d’'un mécanisme de
régulation dont les plus étudiés sont le systeme nerveux autonome dit végétatif

et les facteurs hormonaux.

[.1.2. Mesure de la pression artérielle

[.1.2.1. Matériel et méthodologie [1, 30,78]

La mesure de la PA se fait a I'aide d’un tensiométre comprenant :

Une poche de compression incluse dans un brassard inextensible, un systéme de
gonflage, un manometre (a mercure ou anéroide) permettant la lecture de la
pression régnant dans le brassard et un systeme de dégonflage contrélable.
Classiqguement la mesure de la PA utilise deux méthodes :

» La méthode directe: le principe consiste en 'introduction d’un capteur de
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pression a lintérieur d'une artére pour mesurer la pression intra artérielle
directement. Bien gu’elle constitue la méthode de référence son utilisation ne

peut pas étre envisagée en pratique courante.

» La méthode indirecte: elle utilise le principe du brassard occlusif de
RIVAROCCI qui est une technigue pour détecter le signal correspondant a la
pression artérielle. Ainsi elle ne mesure que la contre pression et non la pression
artérielle elle-méme. Cette méthode se fonde sur plusieurs techniques :

» La technique auscultatoire : proposée par KOROTKOFF en 1905, est décrite
en cing phases. La réalisation pratique de la mesure doit respecter la séquence
suivante :

- Repérer le pouls brachial maximal.

- Placer le brassard de telle sorte que son bord inférieur soit au-dessus de ce
point, le stéthoscope étant appliqué sur le pouls sans toucher le brassard.

- Gonfler le brassard tout en palpant le pouls radial afin de repérer la pression
artérielle (disparition du pouls) et gonfler 20mmHg au-dessus de la valeur
estimée de pression artérielle systolique.

- Puis dégonfler lentement.

- L’apparition des bruits au stéthoscope détermine la pression artérielle
systolique (dite phase | de KOROTKOFF), la disparition des bruits détermine la
pression artérielle diastolique (phase V de KOROTKOFF). Dans certains cas
(hypertonie, enfant, femme enceinte) cette phase peut étre absente et la pression
artérielle diastolique est déterminée par la phase IV caractérisée par une
diminution et un assourdissement des bruits.

La phase Il est caractérisée par une augmentation des bruits en intensité et en
durée et la phase lll est caractérisée par des bruits forts mais brefs.

La technique auscultatoire reste la méthode internationale utilisée en clinique
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pour la prise de la pression artérielle.

* La technique microphonique: il s’agit d'un dérivé de la méthode
auscultatoire. Le principe est basé sur la détection des bruits de KOROTKOFF a
I'aide d’un microphone placé en regard de I'artere qui est ausculté.

e L'oscillométrie automatisée : son principe est basé sur la détection
automatique de petites oscillations transmises au brassard par 'ondée sanguine.
Elle a 'avantage du fonctionnement automatique et du stockage des résultats en
mémoire. Elle trouve tout son intérét dans la mesure continue de la pression
artérielle (mesure ambulatoire ou en soins intensifs, mesure chez le nouveau né
et le nourrisson).

» L'effet Doppler: cette technique utilise une sonde capteuse d'ultrasons
placée en regard de l'artére. Elle donne une bonne estimation de la pression
artérielle systolique.

e La technique palpatoire : c’est une technique imprécise et qui ne permet

gu'une appréciation de la pression artérielle systolique.

[.1.2.2. Conditions habituelles de mesure de PA [1, 17, 54]

La mesure de la pression artérielle doit respecter de nombreuses regles qui
demeurent fondamentales, puisque le diagnostic de I'HTA repose exclusivement
sur les chiffres mesurés. Ces régles concernent le patient et 'équipement.

- Le patient doit étre assis depuis au moins cing minutes sur une chaise a dossier
et, ne pas prendre des excitants (alcool, tabac, caféine) dans les heures précédent
la mesure (1-2 heures); le bras ou est effectué la mesure reposant sur un

accoudoir ou sur une table a hauteur du coeur.
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- Le matériel ; on utilisera préférentiellement un sphygmomanometre a mercure.

Le brassard doit étre adapté a la taille du bras : la poche gonflable doit couvrir
au moins les 2/3 de la circonférence du bras. Il est donc indispensable de
disposer de grand brassard pour obeses ; si le périmetre brachial est de plus de

33cm son utilisation est systématique.

[.1.3. Systeme de régulation de la pression artérielle [8, 19, 33, 44,70]

La pression artérielle est soumise a une régulation dont la finalité est le maintien
dans les différents territoires de I'organisme d’un débit adapté aux besoins.
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 l'organisme.

Plusieurs facteurs interviennent dans la régulation de la pression artérielle.

[.1.3.1. Régulation nerveuse

> Les barorécepteurs

lls comportent sur le plan anatomique des récepteurs de pression situés
essentiellement dans le sinus carotidien et dans l'arc aortique des voies
nerveuses afférentes et des voies nerveuses efférentes.

Toute élévation de la pression entraine une stimulation plus vive des
barorécepteurs avec augmentation des impulsions délivrées aux centres nerveux
vasomoteurs et cardiagues. En réponse a ce stimulus, ces derniers entrainent un
ralentissement du rythme cardiaque et un relachement du tonus vasculaire
entrainant ainsi un retour de la pression a la valeur normale. Une baisse de

pression artérielle entraine des phénomenes inverses.

Evaluation in vitro de I'effet vasodilatateur de I'extrait aqueux des écorces de troncs de L. microcarpa



10

These de doctorat en Pharmacie Généralités

»Les nerfs afférents
lls conduisent les signaux enregistrés par les barorécepteurs vers les centres
nerveux. lls interviennent de facon permanente pour régler le niveau de la

pression artérielle.

» Les nerfs efférents

lls partent des centres nerveux vers les organes effecteurs (coeur, vaisseaux)
gu’ils excitent directement ou indirectement par I'intermédiaire des médiateurs
chimigues et se composent de deux systemes :

Les systemes sympathique et parasympathique

Ces systemes libérent des neuromédiateurs essentiellement la noradrénaline
(systeme sympathique) et l'acétylcholine (systeme parasympathique) qui
agissent sur leurs récepteurs spécifiques.

L’adrénaline exerce une action sur le coeur 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; prédominants au niveau des cellules
musculaires lisses des vaisseaux, provoque au niveau des arteres une
vasoconstriction et une élévation de la pression artérielle.

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

L’acétylcholine (Ach) exerce ses effets en stimulant les récepteurs
muscariniques et nicotiniques.

Ainsi, le systeme sympathique, par ses actions vasoconstrictrives et

tachycardisantes, va donner lieu a une augmentation de la pression artérielle qui
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est compensée dans les conditions physiologiques par une action
bradycardisante du systéme parasympathique. A I'équilibre, il est obtenu une

normotension ou pression artérielle normale.

[.1.3.2. Régulation hormonale
Elle intervient pour stabiliser la pression artérielle en mettant en jeu une action
indirecte via le systeme rénine angiotensine aldostérone (SRAA), la

vasopressine et le systeme kallicréine-kinine.

» Le systeme rénine angiotensine aldostérone (SRAA)

Il contrble la capacité du lit artériolaire par I'angiotensine et le volume
circulatoire par I'aldostérone.

La rénine est une enzyme protéolytique produite par les appareils juxta-
glomérulaires rénaux. Elle agit sur un substrat plasmatique, I'angiotensinogéne,
pour en libérer 'angiotensine | qui a son tour est transformée en angiotensine |l
grace a l'enzyme de conversion. L’angiotensine Il est un puissant
vasoconstricteur artériolaire qui potentialise I'activité du systeme sympathique
périphérique et la libération d’adrénaline médullosurrénalienne. L’angiotensine
Il joue un réle important dans I'homéostasie hydro sodée en contrélant la
production d’aldostérone sécrétée par la corticosurrénale.

L’aldostérone, hormone corticosurrénalienne, permet la réabsorption du sodium
au niveau du tube distal du néphron et la sécrétion d’ions potassi)net(K

d hydrogéne (H).
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»La vasopressine ou hormone antidiurétique (ADH)
Elle permet la réabsorption facultative d’eau libre dans le canal collecteur rénal

et renforce I'effet constricteur des catécholamines et de I'angiotensine Il.

» Le systeme kallicréine-kinine (SKK)

Elle a une constitution proche du SRAA. Il comporte des enzymes (kallicréine),
des substrats plasmatiques (kininogene) et des peptides (kinine) exercant une
action vasomotrice. Les kinines sont des substances vasodilatatrices obtenues
par clivage du kininogene par la kallicréine. La bradykinine, formée par le SKK,
est un peptide d’origine rénale qui entraine une excrétion de sel et d’eau. Elle
augmente la sécrétion de prostaglandines vasodilatatrices (prostacycline) et de

I’endothélium derived relaxing factor (EDRF).
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Rénine > «— Kallicréine
A v v PA
Angiotensine | (inactive) [ Bradykinine|—{ " |
Feed-back
Négatif | *Enzyme de conversion—>

| Angiotensine Il (active) |

1?—' Aldostérone

Rétention hydrosodée

v

Volémie? | Fragment inactif |

Figure 1: Régulation de la pression artérielle par le systeme Rénine —
Angiotensine- Aldostérone et le systeme Kallicréine-Bradykinine

[.1.3.3. Régulation a long terme

Le rein est l'organe clé de cette régulation grace a son rdle dans le tonus
vasomoteur et le contréle de la balance hydrosodée [75].

Toute élévation de pression entraine une augmentation du sodium excrété ; d’ou
une réduction du volume circulant et le rétablissement d’'une pression artérielle
plus basse [77].

Cette régulation a une capacité de correction a long terme des perturbations de la

Pression artérielle.
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Inversement, s’il existe une altération du rétrocontréle pression natriurese, une

HTA apparait sans jamais étre compenseée par les autres facteurs de régulations.

[.1.3.4. Régulation 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 le compartiment extracellulaire elle
avoisine 1 a 2 mM [15, 58] et 10 & 15 mM pour le réticulum sarcoplasmique [21,
87].

Malgré ce gradient de concentration et un potentiel de membrane favorable (-
80mV), l'entrée du calcium dans la cellule est tres faible car les canaux
calcigues voltages dépendants (CCVDs) sont fermés et que la diffusion passive
a travers la bicouche lipidique est négligeable [43, 66]. Ce gradient’testa
maintenu par différents mécanismes de transgogufe 2).

L'entrée de C& est constamment compensée par un phénoméne de
sequestration par le réticulum sarcoplasmique et par des processus d’extrusion
transmembranaires dont les processus sont représentés par 83 2mses de

la membrane plasmique et & un moindre degré I'échangélC&a
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Figure 2 : Schéma représentatif de ’'homéostasie du calcium dans les CMLV.

A I'état basal, le calcium est pompé de maniére active dans le réticulum par les
SERCAs (réticulum sarcoendoplasmique dépendant du calcium) 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 [I'élévation du calcium
intracellulaire

La CMLV se contracte quand la concentration dé* Gatoplasmique est

supérieur a 1 pM. A contrario, quand la concentration intracellulaire est

inférieur a cette valeur, la cellule est plutot dans un état relaché.
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Il faut donc une hausse de*Caytoplasmique pour que la cellule se contracte.
L’augmentation de Gapeut étre due & une modification du potentiel de
membrane (initiation électronique) qui va provoquer l'ouverture des canaux
voltage dépendants et permettre I'entrée dti” @atracellulaire. La hausse de
C&* peut également résulter de la liaison d’un agoniste & un récepteur spécifique
(initiation pharmacomécanique), ce qui augmente le taux dé @a la

libération du calcium des réservoirs intracellulaiFegyre 3).

Initiation Initiation
éléctromécanique pharmacomécanique

.

Ouverture canaux calciques Activation R-1P3
voltage dépendants

T !

Hausse de Ca®* ——» dépolarisation «—— Hausse de Ca**
Ouverture R-ryanodine

' 2
Hausse de Ca™

v

CONTRACTION

Figure 3 : Mode d'initiation de la contraction de la @M et mécanismes impliqués.
Les deux modes d'initiation, électromécanique ou pharmacomécanique, sont

étroitement imbriqués.

» Relaxation de la cellule musculaire lisse vasculaire (CMLV)

- Meécanisme de la baisse de calcium
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La baisse du 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 dépendant du
calcium : les SERCAs (réticulum sarcoendoplasmique dépendant du calcium).
L’expulsion du calcium a l'extérieur de la cellule se fait par les mémes
mécanismes que ceux qui se trouvent impliqués dans le contrdle du taux basal
de calcium dans la CMLV. Ce mécanisme est représenté dans la figure 2.

En effet, a I'état basal, les entrées de calcium dans les CMLV par les canaux
calcigues voltage dépendants (CCVDs) sont faibles. Le calcium est pompé
activement dans le réticulum par les SERCAs tandis que différentes pompes ou
échangeurs assurent le pompage vers l'extérieur. La diffusion a travers la

bicouche phospholipidigue est quasi nulle.

- Meécanisme de la relaxation

La MLCP (Myosin Light Chain Phosphatase) est trés active dans les cellules
musculaires lisses (CML). Des 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
provoguer immédiatement une relaxation. La CML a la particularité de rester
pendant un certain temps dans un état contracté apres un stimulus, méme apres
I'arrét de celui-ci. Cette particularité est encore une fois liée aux roéles
fonctionnels des tissus musculaires lisses adaptés a des contractions musculaires

prolongées.
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[.1.3.5. L’endothélium, modulateur du tonus musculaire lisse vasculaire

Le réle de I'endothélium dans le contréle du tonus vasculaire a été décrit pour la
premiere fois paFurchgott et Zawadzki en 1980 [39]. Ces auteurs ont montré
gue la relaxation des cellules musculaires lisses artérielles en réponse a
I’ acétylcholine était dépendante de I'intégrité anatomique de cet endothélium.

lls baptisérent le principe a l'origine de cette relaxation intercellulaire : EDRF
(Endothélium-Derived Relaxing Factor).

Par la suite, le groupe ddoncada et celui dignaro identifiaient 'lEDRF
comme le NO (oxyde nitrique), radical libre gazeux jouant le r6le de médiateur-
relais pour de nombreuses substances relaxantes du muscle lisse vasculaire
comme la bradykinine, I'’histamine, la sérotonine, I'acétylcholine et I'ATP.

De nombreux dérivés 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 [64] du GMP cycligue 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 diameétre des vaisseaux [72]. Parallelement a
I'action directe de I'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 'adhésion
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(comme I'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.

» 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 premiére molécule mise en évidence dans les cellules de mammiferes.
Néanmoins, il reste a préciser le rdle physiologique et physiopathologique du
NO provenant des cellules endothéliales dans le contréle local de la perfusion du
tissu. Le NO endothélial a les propriéetés chimiques, physiologiques et
pharmacologiques d'un meédiateur 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 Ilui 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 liberent
d'autres facteurs de relaxation tels que la prostacycline et le facteur
hyperpolarisant endothélial (EDHMigure 4).
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) [5&]
phénomeéne a été mis en évidence au niveau des veinesngl9]a été aussi

observé au niveau des arteres coronaires et des arteres cérébrales [91].
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Contrairement a la relaxation dépendante de I'endothélium, la contraction
dépendante de [I'endothélium apparait effective dans des conditions
pahologiques (hypoxie, athérosclérose ou hypertension spontanée).
L’action complémentaire de 'EDRF et de ces facteurs de contraction pourrait

donc assurer un contréle actif local du tonus vasculaire [40].

Figure 4. Schéma représentatif du processus de libération des facteurs relaxants

par les cellules endothéliales et de leur action sur les cellules musculaires lisses
[16].
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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 I'HTA dépend de l'intrication d’'une prédisposition génétique et

sous l'influence de facteurs environnementaux [77].

[.2. HYPERTENSION ARTERIELLE

[.2.1. Définition et classification

L’HTA est caractérisée par une élévation pathologique de la pression artérielle.
Selon I'Organisation Mondiale de Santé (OMS) et I'International Society of
Hypertension (ISH), il y a HTA, lorsque la pression artérielle systolique (PAS)
est supérieure ou égale a 140mmHg et/ou la pression artérielle diastolique
(PAD) est supérieure ou égale 90mmH [18, 20, 26].

Tableau | : Classification de 'HTA en fonction des chiffres tensionnels
(OMS 1999) [20, 48]

Catégorie PAS (mmHQ) PAD (mmHg)

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 (sévere) >180 ou >110

HTA systolique isolée >140 et <90

Sous groupe limite 140-149 et <90
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Tout en reconnaissant I'existence de la maladie hypertensive certains auteurs
estiment que les limites ci-dessus citées sont arbitraires du fait de la grande
variabilité de la pression artérielle. Dans [I'évaluation de [I'hypertension
artérielle, il faut tenir compte de I'age et du sexe. En effet, la pression artérielle
normale augmente progressivement avec I'age (plus élevée chez I'adulte que
chez lI'enfant) et le sexe (habituellement plus basse chez la femme que chez
I’'hnomme du méme age, tout au moins jusqu’a 45 ans).

Certains facteurs physiologiques tels que I'effort, la grossesse peuvent modifier
également la pression artérielle. Tous ces faits expliquent la difficulté de tracer

une frontiere précise entre pression artérielle normale et hypertension artérielle.

[.2.2. Mécanismes a l'origine de I'hypertension artérielle [81]

[.2.2.1. La rétention hydrosodée

L’augmentation du capital sodé de I'organisme entraine une rétention hydrique,
une augmentation de la volémie et partant du débit cardiaque. Dans I'organisme,
cette augmentation du capital sodé est provoquée par les hypersécrétions de
certaines hormones minéralo-corticoides et de I'aldostérone en particulier. C’est
le cas des glomérulonéphrites aigués, du syndrome de CUSHING et celui de
CONN.

[.2.2.2. La vasoconstriction

Elle entraine une augmentation des résistances périphériques totales. Le niveau
d’action des barorécepteurs s’en trouve ainsi modifie. L'augmentation de la
sécrétion des vasopresseurs endogenes (angiotensine et catécholamines) peut en
étre la cause.

Ceux-ci sont sécrétés dans deux circonstances :

» stimulation du systeme rénine angiotensinavec sécrétion de rénine par
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les cellules de [l'appareil juxta glomérulaire qui induit la formation
d’angiotensine a partir de précurseurs hépatiques sous l'influence de I'enzyme
de conversion. C’est le mécanisme en cause dans la sténose des branches ou des
arteres rénales (HTA rénovasculaire), dans les atrophies rénales et dans les

pyélonéphrites infectieuses ;

» stimulation de la sécrétion des catécholamingsar les médullosurrénales
entrainant une vasoconstriction par la stimulation des récepteurs alpha
vasculaires (cas du phéochromocytome). L'influence de la sénescence et de

I'artériosclérose n’est pas négligeable.

[.2.2.3. Association des mécanismes

En réalité, les mécanismes précédemment évoqués sont liés dans I'organisme ;
les catécholamines, notamment I'adrénaline, par leur action sur les récepteurs
béta cardiagues sont susceptibles d’entrainer une augmentation du débit
cardiaque et de la rénine entrainant une augmentation des sécrétions
d’aldostérone et inversement, la sécrétion d’aldostérone inhibant celle de la
rénine. Le sodium apparait alors comme un élément essentiel dans la
physiopathologie de 'HTA. Par la rétention hydrosodée, il augmente la volémie
(et donc le deébit cardiaque) et la réactivité de la paroi artériolaire aux

stimulations des substances vasoconstrictrices.

[.2.3. Epidémiologie de I'hypertension artérielle

1.2.3.1. Fréquence

L'HTA est relativement rare dans les deux sexes jusqu’'a 25 ans (1 a 2%). Sa
frequence augmente régulierement pour atteindre 13% chez I'homme, 8% chez

la femme vers 45 a 50 ans.
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Au-dela de la cinquantaine, I'HTA est plus fréquente chez la femme. Aprés 65
ans, prés d'un tiers de la population a une pression artérielle supérieure ou égale
a 160/95mmHg [11, 33, 37].

[.2.3.2. Aspects étiologiques [37]

Chez plus de 95% des patients ayant une hypertension, aucune cause précise ne
peut étre identifiée. Le diagnostic porté est alors celui d’une hypertension
primitive ou essentielle.

Cependant, on peut identifier :

- des facteurs prédisposant : 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, on porte un diagnostic d’hypertension secondaire.

La classification des causes possibles d’hypertension secondaire est indiquée
dans lgableau II.
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Tableau Il : Classification des causes possibles d’hypertension secondaire

Causes Exemples

Contraceptifs hormonaux
HTA iatrogéne AINS
Erythropoiétine

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

Rétention sodée primitive

Acromégalie
HTA associée a des troubles endocriniens Hypothyroidie

Hyperthyroidie

Hypercalcémie

[.2.3.3. Facteurs liés a la survenue de 'HTA

» Facteurs génétiques

L’HTA est plus fréquente chez les sujets faisant partie de familles d’hypertendus
gue ceux appartenant a des familles de normotendus.

L’'importance et la nature des facteurs génétiques a l'origine de I'élévation
tensionnelle sont controversées. Pour PLATT, la transmission de I'HTA serait
assurée par un seul géne autosomal et de pénétrance variable.

Pour PICKERING, elle serait polygénique et graduée, mais le réle du milieu

environnant resterait prédominant. Les travaux expérimentaux de DAHL
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Démontrent l'interaction des facteurs héréditaires et de I'environnement. Il est
probable que chez I'hnomme un certain environnement est nécessaire a

I'expression génique de 'HTA [33].

» L’origine ethnique

Les études en population révelent systématiquement des tensions plus élevées
dans les communautés noires que dans les autres groupes ethniques [92].
L’origine ethnique peut intervenir dans la relation qui unit I'age et la tension
artérielle, comme lindique la tendance progressive liée a age a savoir des
tensions artérielles qui augmentent chez les ameéricains noirs d’origine africaine
comparée a ce qui se passe chez les sujets blancs.

On a également montré que les américains noirs d’origine africaine ont des
chiffres tensionnels plus élevés que les africains noirs, ce qui évogque une

exacerbation par I'environnement et une prédisposition ethnique.

» Facteurs nutritionnels

Les études menées pdavataru et coll. en 2004 [89], montrent qu'une
alimentation riche en chlorure de sodium (NaCl) augmente la pression artérielle
systolique, signe d’'HTA. En effet, une ration de NaCl trés élevée (supérieure a
149 par jour) entraine une augmentation de tension décelable ; par contre, un
apport trés faible (inférieur a 1g par jour) fait baisser la tension artérielle.

35% a 50% des patients présentant une HTA essentielle ont une anomalie de
transport membranaire du sodium responsable d’'une accumulation anormale de
calcium intracellulaire en particulier dans la fibore musculaire lisse vasculaire
[26]. Celle-ci devient plus réactive a la vasoconstriction induite par divers

agents.
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»Consommation excessive d'alcool

La consommation d’alcool est le troisieme facteur de risque d’'HTA dans les
pays occidentaux apres I'age et le surpoids [38].

Elle semble statistiguement liée a une augmentation de la fréquence d’HTA et

de 'hypertrophie ventriculaire gauche.

» Environnement et mode de vie

Certaines populations sont indemnes d’hypertension artérielle (populations
primitives), mais ces populations peuvent devenir hypertendues quand elles
migrent vers les pays industrialisés.

Un régime hypercalorigue, riche en sel, la consommation d’alcool, la surcharge
pondérale sont les premiers facteurs responsables [11].

Les « stress » de la vie modernes jouent egalement un réle non négligeable.
C’est ainsi que I'HTA est 4 a 5 fois plus fréquente chez les contrdleurs du trafic
aerien que chez les autres employés des aéroports [33].

La correction de ces erreurs diététiques, la perte de poids et la disparition du

stress suffisent souvent a normaliser la tension.

1.2.4. Aspects cliniques

[.2.4.1. Circonstances de découverte de 'HTA

» Découverte fortuite

Trés 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 systématique (consultation, grossesse, médecine scolaire, médecine
du travail...).

C’est tout l'intérét d'une mesure annuelle de la pression artérielle chez tous les

individus.
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» Symptomes 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 [26].

Il s’agit :

- des céphalées occipitales matinales ;

- de pollakiurie nocturne ;

- de vertiges ;

- des bourdonnements d’oreilles (Acouphene) ;

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

- d’épistaxis.

[.2.4.2. Les complications de I'hypertension artérielle [11, 34, 68, 80, 83]

Plus souvent 'HTA est bien supportée, mais son évolution est imprévisible et
peut a tout moment donner lieu a une complication. Un certain nombre
d’organes nobles peuvent étre touchés, a priori le cceur, le cerveau, le rein, mais

aussi l'eell.

1.2.4.2.1. Les complications cardiaques

» Hypertrophie Ventriculaire Gauche (HVG)

Elle a pour conséquences :

- un plus grand risque d’ischémie myocardique ;

- des troubles du rythme : ventriculaires ; dans la genese desquels interviennent
a la fois I'HVG et I'ischémie myocardique ; auriculaires a type de fibrillation

auriculaire ou de flutter auriculaire en raison de la dilatation de I'oreillette
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gauche, elle-méme liée a l'augmentation de pression de remplissage
ventriculaire gauche.

- une insuffisance cardiaque.

La régression de I'HVG est possible avec la plupart des traitements
antihypertenseurs mis a part les vasodilatateurs purs, mais elle n'est pas

forcément paralléle a la baisse de la pression.

» Insuffisance cardiaque congestive

C’est une complication directe et fréequente de I'HTA. Son risque de survenue
augmente avec I'age et avec l'existence de signes d’HVG avec anomalies de la
repolarisation.

Le traitement antihypertenseur est tres efficace dans la prévention de cette

complication.

» Insuffisance coronaire

Elle peut étre due a I'hnypertrophie myocardique ou étre en rapport avec des
|ésions athéroscléroses coronaires. Le risque de survenue d’une insuffisance
coronaire est fortement lié a l'association d’autres facteurs de risques, en

particulier une hypercholestérolémie, un tabagisme et un diabete.

1.2.4.2.2. Les complications neurologiques

Il s’agit d’Accidents Vasculaires Cérébraux (AVC) soit hémorragiques, soit le
plus souvent ischémiques. Le risque d’AVC croit avec la gravité de 'HTA. La
mortalité immédiate des accidents hémorragiques est trés grande, de l'ordre de
80%. Les accidents ischémiques laissent de lourdes séquelles fonctionnelles.

Le traitement antihypertenseur a diminué l'incidence de ces complications

neurologiques d’environs 40 a 50%.
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1.2.4.2.3. Les complications vasculaires

L'HTA entraine des modifications structurales et fonctionnelles des parois
artérielles. L’augmentation de synthése du collagéne dans le média artériel et
'augmentation de la sensibilité aux agents vasoconstricteurs, telle 'angiotensine

et les catécholamines, participent a I'aggravation de I'HTA.

1.2.4.2.4. Hypertension artérielle gravidique

La pression artérielle diminue normalement durant le premier trimestre de la
grossesse. Aussi une PA supérieure a 140/90 mmHg doit étre considérée comme
pathologique. Le risque évolutif est a la fois foetal et maternel :

- le syndrome toxémique ou pré éclampsie (encéphalopathie hypertensive),
associe une HTA, une protéinurie et une prise de poids excessive avec cedemes.
L’élévation de l'uricémie est prédictive.

- ’'hématome rétro placentaire avec mort foetal in utero.

- HTA est parfois isolée sans signe de toxémie.

Le traitement antihypertenseur, le repos et l'utilisation d’aspirine a la dose de
150mg, a partir du “4mois en cas d’'HTA ont rendu ces HTA gravidiques

beaucoup moins redoutables.

1.2.4.2.5. Hypertension artérielle maligne

Elle est devenue trés rare actuellement, depuis l'apparition de traitement
antihypertenseurs efficaces. Elle associe des chiffres tensionnels tres élevés avec
une diastolique supérieure a 120 ou 130mmHg et des manifestations aigues au
niveau cérébral, oculaire et rénale avec :

- une rétinopathie grave avec baisse de I'acuité visuelle, hémorragies et cedémes

papillaires au fond d'ceil ;
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- une encéphalopathie hypertensive avec céphalées, nausées, vomissements,
troubles de la conscience et crises convulsives liees a I'oedéme cérébral ;

- une atteinte de la fonction rénale (néphro angiosclérose maligne) évoluant vers
I'insuffisance rénale chronique ;

- une insuffisance cardiaque aigué.

Les traitements actuels permettent de traiter efficacement et surtout de prévenir

ces HTA malignes.

[.3. PRISE EN CHARGE DE L'HTA [41, 42, 56]

[.3.1. But du traitement

Le but du traitement est de :

- Procurer a I'hypertendu une qualité de vie dite normale ;
- Prévenir les complications sur les organes cibles ;

- Réduire la mortalité des hypertendus ;

- Eviter la progression vers une HTA plus séveére.

1.3.2. Bilan biologique

En 1999, 'TOMS et I'|SH recommandaient le bilan biologique standard suivant
devant une HTA [20, 48].

- lonogramme sanguin (potassium, sodium).

- Glycémie.

- Créatininémie.

- Cholestérolémie (cholestérol total et HDL-cholestérol).

- Triglycéridémie.

- Numération formule sanguine (NFS).

- Urée sanguine.
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1.3.3. Mesures concernant le mode vie [9]

Les mesures relatives au mode de vie peuvent réduire le risque global des
maladies cardiovasculaires en abaissant la tension artérielle. Elles seront
appliqguées avant d’envisager un traitement médicamenteux, surtout chez les
hypertendus Iéger, et feront partie intégrante d’un programme de prise en charge
globale chez tous les hypertendus.

Les mesures liées au mode de vie qui contribuent a abaisser la tension artérielle
sont :

- La réduction pondérale ;

- La réduction de la consommation d’alcool ;

- L’augmentation de l'activité physique ;

- La réduction du sel dans l'alimentation.

Les mesures liees au mode de vie pour le traitement des facteurs de risque
associés sont :

- L’'arrét du tabagisme ;

- La réduction de I'apport lipidique ;

- La lutte contre le diabéete.

1.3.4. Traitement médicamenteux [4, 24, 27]

Au cours des trois dernieres décennies, la thérapeutique de I'hypertension a
progressé considérablement, grace d’'une part a la mise au point de nombreux
médicaments a la fois actifs et beaucoup mieux tolérés que ce qui existait

auparavant ; et d’autre part a des études thérapeutiques méthodologiquement
satisfaisantes (a défaut d’étre parfaites), permettant de connaitre de mieux en

mieux l'efficacité de ces traitements [30]
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Selon leurs propriétés pharmacologiques les médicaments antihypertenseurs

peuvent étre classés comme suit :

1.3.4.1. Les diurétiques

Les diurétiques sont des médicaments capables d’augmenter la diurese en
provoguant une élimination rénale accrue des électrolyte§ MNa K*, Cd,

Mg?*, H") et de I'eau provenant du liquide extracellulaire. lls sont indiqués dans
la phase initiale du traitement de 'HTA [27].

Il existe trois grandes familles de diurétiques :

» les diurétiques thiazidiqgues et apparentés: Hydrochlorothiazide
(ESIDREX®), IndapamideRLUDEX®) ;

> les diurétiques de I'anse de Henlé : Furosémide (LASf)IX

> les diurétigues hyperkalémiants :  SpironolactonALDACTONE ©),
Amiloride (MODAMIDE ©).

Exemples de structures :

CO0OH
V4 AV HVQ
HyM" “HH o
cl N H:?E\”‘a
H o 0 g
Hydrochlorothiazide Furosémide
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1.3.4.2. Les Bétabloquants adrénergiques

lls constituent la deuxieme grande classe thérapeutique utilisée dans I'HTA.
L’effet antihypertensif est essentiellement lié au blocage des récepteurs béta
adrénergiques a la fois cardio-vasculaires et du systéme rénine angiotensine
aldostérone [48].

Les bétabloguants peuvent étre classés comme suit :

> les bétabloquants cardio-sélectifs : AténolENORMINE ©), Acébutolol
(SECTRAL®) ;

> les bétabloquants non cardio-sélectifs : Proprancdd!LOCARDYL ©),
Pindolol (VISKEN®).

Exemple de structure :

jig
H
I OH

Propranolol
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1.3.4.3. Les adrénolytiques ou sympatholytiques

[.3.4.3.1. Les adrénolytiques centraux

Ce sont des médicaments capables d’inhiber le tonus sympathique par action
directe sur les récepteurs alpfw) présynaptiqueu imidazolésg(l,) au niveau

des centres vasomoteurs bulbaires ou indirectement au niveau périphérique par
réduction de la libération des catécholamines.

On distingue deux groupes de médicaments :

> Le groupe de I'alpha méthyl dopAL(DOMET ®) qui stimule les récepteurs

0, centraux.

> Le groupe de la clonidinefCATAPRESSAN®) qui active les récepteurs |
et/ouas,.

Exemple de structure

H

HO

Alpha méthyle dopa
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1.3.4.3.2. Les adrénolytiques périphériques
Ganglioplégiques : RéserpinEBENSIONORME ©)

[.3.4.4. Les vasodilatateurs

Les vasodilatateurs sont des médicaments qui provoquent la dilatation ou la
relaxation de la musculature lisse par la production in situ des facteurs

vasorelaxants (vasodilatateurs directs) ou en antagonisant I'action de molécules

endogenes (vasodilatateurs indirects).

» Les vasodilatateurs directs comprennent :
- Nitroprussiate de sodiurN{TRIDE ®)
- Ciclétanine (TENSTATEN)

» Pami les vasodilatateurs indirects on distingue :

- les activateurs des canaux potassiqués:(Klinoxidil (LONOTEN®) ;

- les antagonistes des canaux calciques : NiféedifiBALATE ©), Nicardipine
(LOXEN®) ;

- les inhibiteurs de I'enzyme de conversion : Captopu@RRIL ®), Enalapril
(RENITEC ®).

Exemples de structures :
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H
Hs [ ZH4
Hoy O DCH 4 0 CO0H
|
] i !
[ [P
H=5 , )
H ©CH,
Nifédipine Captopril
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Il. GENERALITES SUR LANNEA MICROCARPA (ANACARDIACEAE)
[I.1. Classification [45, 90]

- Embranchement : Spermaphytes

- Sous-embranchement : Angiospermes
- Classe : Dicotylédones

- Ordre : Sapindales

- Famille : Anacardiaceae

- Genre : Lannea

- Espeéce : Lannea microcarpa
Nom local

- Francais : Raisinier africain
- Bambara : Pegun yiri

- Mooreé : Sabga

[1.2. Répartition géographique et caractéristiques botaniques [2, 65]

Lannea microcarpa appartient a la famille des Anacardiaceae.

Il s’agit d’'une espece Soudano sahélienne répandue du Sénégal au Nigeria
pouvant atteindre 6 a 8m de hauteur.

C’est un arbre a fat cylindrique, couronne hémisphérique, au feuillage dense,
ecorce gris blanc, lisse, au parfum doux, a tranche rouge.

Les feuilles sont cadugues, composées de folioles (défeuillaison en début de
saison seche).

Fleurs en petites grappes vertes jaunatres, dioiques, peu apparentes, en début de
saison pluvieuse, en épis élancés a I'époque de la défeuillaison.

Fruits ellipsoides, drupes pourpres noirs pale en grappes, mdrs pendant la saison

des pluies. Multiplication par les graines.
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Photo W. H. Zagué

Figure 5 Photo de Lannea microcarpa (Anacardiaceae)
(Gonsé/Burkina Faso ; 2008)
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Figure 6 Photo tronc de Lannea microcarpa (Anacardiaceae)
(Gonsé/Burkina Faso ; 2008)
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[1.3. Usages traditionnels [65]

L’espece est bien connue des populations pour ses propriétés médicinales.

» Usage interne

- Les feuilles sont utilisées dans le traitement des diarrhées sanguinolentes, des
courbatures fébriles, des gastro-entérites, des coliques néphrétiques.

Elles sont aussi utilisees comme astringent, antibactérien, stimulant, diurétique.

- Les écorces sont recommandées dans le traitement des diarrhées
dysentériformes, stérilité des femmes, dysménorrhée, hémorroides,
blennorragie, troubles ovariens, ocedémes des jambes, épilepsie, coliques
paralysie, vomissements, vertiges.

Elles sont aussi utilisées comme astringent, diurétigue, antibactérien,
reconstituant.

- Racines : toux, ballonnement abdominal, expectorant, vomitif.

» Usage externe

- Les feuilles sont utilisées dans le traitement des courbatures fébriles, bralures
(poudre de feuilles carbonisées).

- Les écorces sont recommandées dans le traitement des hémorroides, gale,
dermatoses, plaies.

- Racines : gingivites, affections des muqueuses buccales, conjonctivites, otites.
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lll. GROUPES CHIMIQUES D’ORIGINE VEGETALE A PROPRIETES
ANTIHYPERTENSIVES

De nombreuses molécules actives issues des extraits végétaux peuvent posséder
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 composeés sont représentées comme suit :

[11.1. Les tanins

[11.1.1. Les tanins hydrolysables
COOR

HO OH

R =H Acide gallique

Noyau de base deanins galliques

HO @)

OH

Noyau de base desins ellagiques
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[11.1.2. Les tanins condensés

Catéchol(noyau de base des tanins condenseés)

[11.2. Les alcaloides indoliques

Hay 0O

OCGH.,

O OCH

CH 4

OCH,
Réserpine
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I11.3.Les flavonoides

Quercétghénine du rutoside)

II'l.4. Les saponosides

COOH
CHLOH
HO ‘cooH

Sénégénine Ruscogénine
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|. OBJECTIFS DE L’ETUDE

I.1. Objectif général
Evaluer in vitrol'effet vasodilatateur de I'extrait aqueux des écorces de troncs

deLannea microcarpdAnacardiaceae).

[.2. Objectifs spécifiques

[.2.1. Préparer un extrait aqueux et des fractions lyophilisés des écorces de
troncs ddLannea microcarpgAnacardiaceae).

[.2.2. Caractériser dans l'extrait aqueux et les differentes fractions, les
principaux groupes chimiques.

[.2.3. Déterminer la dose létale 50% @glLde I'extrait aqueux lyophilisé sur des
souris.

[.2.4. Tester in vitro, I'effet de I'extrait aqueux et des fractions sur 'activité du

muscle lisse vasculaire (aorte isolé de rat WISTAR).
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II. MATERIELS ET METHODES D’ETUDE

I1.L1. MATERIELS D’ETUDE

[1.1.1. Cadre d’étude

Notre étude a été menée de Février 2007 a Mai 2009 a I'Institut de Recherche en
Sciences de Santé (IRSS) a Ouagadougou. L'IRSS est une structure spécialisée
du Centre National de Recherche Scientifique et Technologique (CNRST) qui
est chargée de coordonner les programmes nationaux de recherche en matiere de
santé au Burkina Faso.

L’'IRSS a pour missions :

- de mener des recherches qui puissent apporter des solutions aux problémes
prioritaires de santé ;

- de coordonner la recherche dans le secteur de santé au Burkina Faso ;

- de valoriser et diffuser les résultats de la recherche.

L’institut est structuré en deux départements :

- le Département Biomédical et de Santé Publiqgue (BIOMED/SP) chargé de
développer la recherche dans le domaine de la bio clinique, de la nutrition, de
I'épidémiologie, des politiques et systemes de santé ;

- le Deépartement Médecine, Pharmacopée Traditionnelle et Pharmacie
(MEPHATRA/PH) chargé du développement de la recherche en médecine et
pharmacopée traditionnelles et en pharmacie.

Nos travaux ont eu lieu dans les Laboratoires de Pharmacologie, de Toxicologie
et de Chimie du département MEPHATRA/PH.

[1.1.2. Matériel végétal
Il est constitué par les écorces fraiches de troncd aimea microcarpa
(Anacardiaceae) récoltées dans la journée en Février 2007 a Gonse village situé

a20km de la ville de Ouagadougou (Burkina Faso).
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Ces écorces ont été séchées dans une salle a la température ambiante, a I'abri du
soleil et sont ensuite broyées finement au moyen d’un broyeur.
La poudre obtenue a été conservée a la température ambiante jusqu’au moment

de lI'extraction.

[1.1.3. Matériel biologique

Nous avons utilisé deux supports biologiques.

[1.1.3.1. La souris

Ce sont des souris méales agées de 3 mois de souche NMRI, pesant entre 20 et
40g. Elles sont fournies par I'animalerie de I'IRSS ou elles sont nourries au
tourteau de blé et a I'eau courante. Elles sont élevées a une température
ambiante de 23 a 25°C et 60% d’humidité.

Elles ont servi a I'étude toxicologique du décocté.

11.L1.3.2. Le rat

Il s’agit de rats adultes normo tendus males ou femelles de souche WISTAR
agés de 3 a 4 mois, pesant entre 150 et 300g. lls ont été utilisés pour I'étude
pharmacologique.

lls proviennent aussi de I'animalerie de I'lRSS ou ils sont nourris et élevés dans

les mémes conditions que les souris.

[1.1.4. Matériel d’étude phytochimique

[1.1.4.1 Matériel de I'étude

- Balance type sartorius modele 1702 001 Max 202d).timg.

- Etuve de marque Memmert type UL30F-Nr. 840 452 (30-220°c).

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

Evaluation in vitro de I'effet vasodilatateur de I'extrait aqueux des écorces de troncs de L. microcarpa



48

These de doctorat en Pharmacie Méthodologie

- Centrifugeuse ALC 4225 Max capacity 30.15Ml.

- Rotavapor type Blchi RE 11 Rotavapor muni d’un Blichi 436 Water Bath.

- Plaque chauffante type Hg&température (0-400°C).

- Détecteur de lampe Ultra Violet (CAMAG CA. No 29010 SER. N0.890664).
- Lyophilisateur Marque CHRISTR type ALPHA 1-2 (BIOBLOCK
SCIENTIFIC) muni d’'une pompe (Marque ROTARY VANE VACUUM PUMP
type RZ2 série 21525419).

11.1.4.2. Réactifs nécessaires a I'étude phytochimique
- Réactif de Dragendorff (composition voir annexe).

- Réactif de Mayer (composition voir annexe).

- Réactif de Shibatat (composition voir annexe).

- Solution d’anhydride acétique.

- Solution d’ammoniaque (NJOH) concentré.

- Solution d’acide sulfurique (#$0Oy) concentré.

- Solution de méthanol 95%.

- Solution d’acide chlorhydrique (HCI) concentré.

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

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

- Solution de tri chlorure ferrique (FefLll% dans I'eau distillée (v/v).

[1.1.5. Matériel d’étude pharmacologique

[1.1.5.1. Equipements de laboratoire

Appareillage pour I'étude in vitro sur l'aorte isolée de rat.

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

- Amplificateur (type Emka Technologies).
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- Ordinateur enregistreur muni d’'un systeme d’exploitation Microsoft Windows
XP Professionnel et d'un programme de mesure (Programme d’acquisition

uVessels, Wagner, 1999).

Autres

- Planchette de bois pour la dissection.

- Micropipettes de 100 et 100D0.

- Trousse de dissection.

- Charge de 1 et 2g.

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

[1.1.5.2. Réactifs et substances pharmacologiques
» Réactifs
- Uréthane

- Solution de Krebs (composition voir annexe).

» Substances pharmacologiques
- L-Phényléphrine chlorhydrate (Sigma P-6126; Lot 20k 1572).
- Acetylcholine (Sigma A-2661; Lot 35H07845).

[1.2. Méthodes d’étude

[1.2.1.Etude phytochimique

[1.2.1.1. Préparation du décocté aqueux

La poudre végétale (1009) est portée a ébullition sous agitation mécanique dans
1000mL d’eau distillée pendant 30 minutes. Aprés refroidissement, I'extrait est
filtré avec un filtre en nylon ensuite sur du coton hydrophile et enfin centrifuger

a 2000tours/minute pendant 5min.
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Une partie du filtrat obtenu est ensuite lyophilisée et conservée au laboratoire a
I'abri de la lumiere et de l'humidité pour les tests pharmacologiques et

toxicologiques. L'autre partie est réservée a I'étude phytochimique.

[1.2.1.2. Détermination du taux d’humidité résiduelle (THR) de la drogue
végeétale et du rendement d’extraction (décocté)

» 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 1h 30 min & 110°C. Cette prise d’essai est refroidie dans un dessiccateur
pendant 15min et on la pése a nouveau jusqu’a poids constant (P).

Le taux d’humidité résiduelle est calculé selon la formule :

THR = (Py-P/P,) x 100

Py: Poids initial de la poudre végétale

P : Poids final de la poudre végétale

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

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

[1.2.1.3. Méthode d’extraction

[1.2.1.3.1. Extraction par le dichlorométhane (CHCI,)

Une prise d'essai de 100mL de décocté aqueux est extraite par 150mL
(50mLx3) de dichlorométhane dans une ampoule a décanter.

Les phases organiques sont réunies ensuite séchées sur du sulfate anhydre de
sodium puis filtrées sur du papier Wattman et enfin concentrées de moitié sous

pression réduite au rotavapor.
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[1.2.1.3.2. Extraction par d’acétate d’éthyle (GHgO5)

Le marc issu de l'extraction par le dichlorométhane est extrait par 150mL
(50mLx3) d’acétate d’éthyle dans une ampoule a décanter.

Les phases organiques sont réunies ensuite séchées sur du sulfate anhydre de
sodium puis filtrées sur du papier Wattman et enfin concentrées de moitié sous

pression réduite au rotavapor.

[1.2.1.3.3. Phase aqueuse résiduelle

Elle a été conservée dans un flacon en vue de faire le screening phytochimique.

NB: Il faut cependant noter qu'une hydrolyse acide des extraits au
dichlorométhane et a l'acétate d’éthyle a été réalisée dans le but de détruire les
chaines osidiques. Ces extraits ont également été lyophilisés et le lyophilisat a

servi a I'étude pharmacologique en plus du lyophilisat de I'extrait agueux total.

[1.2.1.4. 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 phytochimique en utilisant les méthodes
de caractérisation en milieu liquide.

Elles ont été réalisées selon la méthode classiq@utiel (1982) [22] adaptée

et validée au laboratoire de phytochimie du département MEPHATRA/PH de
I'IRSS

Il s’agit des tests de caractérisation qui sont basées sur des réactions colorées

visibles a la lumiére du jour ou a 'UV. lls vont permettre la mise en évidence
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desgroupes chimiques d’intérét pharmacologique et ayant une action sur la
pression artérielle.

Les réactions de caractérisation se sont portées sur :

- L’extrait organique dichlorométhylenique sensé contenir les groupes
chimigues ayant une affinité pour le solvant (aglycones flavonoidiques, les
coumarines, les stérols et tri terpenes, les alcaloides bases, les émodols).

- L’extrait organique a l'acétate d’éthyle sensé contenir les génines hétérosides
(les flavonosides, les anthracénosides, les dérivés coumariniques, les glycosides
stéroides et triterpéniques).

- La phase aqueuse résiduelle sensée contenir les composés polyphenoliques,

les saponosides, les composés réducteurs, les anthocyanes.

» Recherche des aglycones flavoniques

La réaction de Shibata ou test a la cyanidine a éteé utilisée :

Cing (5) mL de l'extrait au C}Cl, concentré ont été évaporés a sec dans un
tube a essai et le résidu a été dissous dans 2mL d’éthanol 50%.

La solution obtenue a été légerement chauffée dans un bain marie chaud.

Des fragments de tournure de magnésium ont été ajoutés a la solution et 3-4
gouttes de HCI concentré y sont ajoutées.

L’apparition d’'une coloration rouge ou orange indique la présence d’aglycones

flavoniques dans l'extrait.

* Recherche des coumarines

Deux (2) mL de I'extrait au C}€I, concentré ont été évaporés a sec et le résidu
aété dissous dans 2mL d’eau distillée chaude.

Apres refroidissement 0.5mL d’ammoniague 10% ont été ajoutés suivis d’'une

observation sous une lampe ultraviolet a la longueur d’'onde de 254nm et 366nm
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* Recherche des stérols et tri terpenes

La réaction de Liebermann-Burchard a été utilisée :

Une prise d’essai de 5mL de l'extrait au dichlorométhane concentré a été

évaporée a sec dans un tube a hémolyse placé dans un bain marie chaud.

Le résidu a été dissous dans 0.5mL d'anhydride acétigue et 0.5mL de

dichlorométhane. La solution a été transférée dans un tube a essai et 1mL
d’acide sulfuriqgue (KBQ;) concentré a été ajouté au liquide.

La réaction est positive lorsqu’un anneau rouge brun ou violet brun se forme

séparant les deux liquides.

* Recherche des alcaloides bases

Les tests de Dragendorf et Mayer ont été utilisés :

Une prise d'essai de 4mL de l'extrait au dichlorométhane concentré a été
évaporée a sec dans un tube a hémolyse. Le résidu a été dissous dans 2mL
d’acide chlorhydrique 2%. La solution a été filtrée sur du coton et le filtrat est
utilisé pour faire réagir les réactifs de Dragendorf et de Mayer.

- Le développement d’'un précipité rouge orange en présence du réactif de
Dragendorf justifie la présence de composés aminés dans l'extrait.

- L’apparition d’'un précipité jaune blanchatre ou opalescence en présence du

réactif de Mayer témoigne de la présence des alcaloides bases dans I'extrait.

* Recherche des émodols

La réaction de Bromstrager a été utilisée :

Dans un tube a essai contenant 1mL de I'extrait au dichlorométhane, on a ajouté
1mL d’ammoniaque 25%. La solution a été agitée et laissée reposer 5minutes.

L’apparition d’'une coloration rouge témoigne de la présence des émodols.
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» Recherche des flavonosides
La recherche des flavonosides a été réalisée par la réaction de Shibata sur
I'extrait a I'acétate d’éthyle.

* Recherche des anthracénosides
La réaction de Bromstrager a été realisée sur I'extrait a l'acétate d'éthyle.
L’apparition d'une coloration rouge signe la présence de dérivés

d’anthraquinones libres ou oxydés.

» Recherche des dérivés coumariniques

Une prise d’essai de 2mL de I'extrait a I'acétate d’éthyle a été évaporée a sec et
le résidu a été dissous dans 2mL d’eau distillée chaude. Aprés refroidissement,
0.5mL d’ammoniaque 10% ont été ajoutés suivi d'une observation sous une

lampe ultraviolet a la longueur d’onde de 254nm et 366nm.

* Recherche des glycosides stéroidiques et triterpéniques
La réaction de Liebermann-Burchard a été réalisée a partir de I'extrait a I'acétate
d’éthyle.

e Recherche des anthocyanes
La phase aqueuse résiduelle a été utilisée :
Un a deux pastilles de soude a été ajouté a 1mL de I'extrait et I'apparition d’une

coloration bleue indique la présence des anthocyanes dans l'extrait.

» Recherche des composés poly phénoliques

Une prise d’essai de 1mL de la phase aqueuse résiduelle est diluée dans 1mL
d’eau distillée et additionnée de 3 gouttes d’'une solution diluée de tri chlorure
de fer (FeQ@) :
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- L’apparition d’'une coloration bleu foncé indique la présence de tanins
galliques.

- La présence de tanins catéchiques est indiquée par l'apparition d'une
coloration vert fonce.

- L’apparition d’une coloration hybride indique la présence de tanins galliques et

catéchiques.

* Recherche des saponosides

Une prise d'essai de 2mL de la phase aqueuse résiduelle a été diluée de moitié
avec de I'eau distillée dans un tube a essai et agitée pendant 15minutes.
L’apparition d’'une mousse d’au moins 1cm de haut et persistant pendant

30minutes indique la présence de saponosides dans I'extrait.

» Recherche des composeés réducteurs

La réaction a la liqueur de Fehling a été utilisée :

Deux (2) mL de la phase aqueuse résiduelle a été dilué dans 2mL d’eau distillée
et portée a ébullition pendant 30minutes en présence de 2mL de liqueur de
Fehling (A+B).

La présence de composés réducteurs est matérialisée par la formation d'un

précipité rouge brique.

[1.2.2. Etude de la toxicité générale aigué de I'extrait aqueux

L’'étude a été faite a partir de la méthode initiale de TREVAN (1927) et ses
différentes améliorations successives: MILLER et TAINTER (1944),
LICHTFIELD et WILCOXON (1949), PRIEUR et coll. (1983), DESCOTES
(1985) [26, 45, 49, 57, 67] ; en utilisant le programme informatique de Tallarida
et Murray (1987).
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La détermination de la dose létale 50% {f)la été réalisée avec le lyophilisat

del'extrait agueux total.

[1.2.2.1. Principe

Il consiste a administrer a des lots de souris ou de rats une substance a des doses
croissantes et a observer le pourcentage de morts obtenu pour chaque dose
pendant 72 heures.

On cherche la dose ayant provoqué 50% de morggfDLlqui est celle qui
correspond a la dose capable de tuer, dans des conditions déterminées, la moitié
des animaux mis en expérimentation dans une méme espece animale [70].

Le comportement des animaux aux cours de I'expérimentation est note.

[1.2.2.2. Description de la méthode

Des souris males de souche NMRI de poids compris entre 20 et 40g ont été
mises a jeun pendant 16 heures.

Sept (7) lots de six (6) souris dont un lot témoin ont recu des doses croissantes
de I'extrait agueux. Le lot ttmoin a recu le solvant de dilution de I'extrait.

Le volume a administrer chez la souris est de 0.4mL (volume maximal requis
par voie intrapéritonéale) [60].

Les animaux une fois traités sont observés pendant les 2 heures qui suivent
'administration de I'extrait a lissue desquelles ils sont alimentés. lls sont
ensuite observés pendant 24 heures, 48 heures puis 72 heures au cours
desquelles les symptdomes d’intoxication des animaux (établissement du
toxidrome) sont notés. Les souris mortes dans chaque lot sont dénombrées pour

la détermination de la B}
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[1.2.2.3. Préparation et administration de I'extrait

L’extrait lyophilisé a été dissous dans de I'eau distillée.

Une solution mére a été préparée en fonction du lot qui recoit la concentration la
plus élevée. On procede a des dilutions successives pour obtenir les solutions
des autres lots.

Pour la recherche de la B les lots qui ont servi a la détermination ont recu
chacun les doses respectives de 100, 150, 200, 250, 300, 500mg/kg de poids
corporel. Le lot témoin a recu le solvant de dilution de I'extrait.

L’extrait a été administré aux animaux par voie intrapéritonéale (ip).

NB : Si la solution mere est telle que le volume a administrer est supérieur a

0.4mL, il faut augmenter la concentration.

[1.2.2.4. Evaluation de la DLs

Pour déterminer la DJ, on réalise d’abord un test préliminaire. Il permet
d’avoir une idée de la gamme de concentrations a utiliser. A cet effet, quatre lots
de trois souris dont un lot témoin sont constitués. Le lot témoin recoit le solvant
de dilution de I'extrait.

Les trois autres lots recoivent des doses croissantes de I'extrait.

La gamme de concentration a utiliser se trouve entre la plus petite concentration
n'ayant entrainé aucun mort et la plus grande concentration ayant entrainé la
mort de tous les animaux du lot. Entre ces deux concentrations extrémes, on

réalise une gamme de cing doses croissantes a administrer.
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[1.2.3. Etude pharmacologique

Etude in vitro sur 'aorte isolée de rat

> Principe

Le principe est celui décrit par Colot en 1972 [28]; il consiste a mesurer
I'activité sur le spasme provoqué par une drogue ou une substance
contracturante.

Il consiste a provoquer avec un antagoniste (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 déeterminer la gamme de concentration de I'extrait qui provoque un
relachement partiel ou total de la contraction induite par I'agoniste : c’est |'effet

spasmolytique.

» Préparation de I'animal et prélévement de l'aorte

Des rats méles ou femelles de souche WISTAR de poids compris entre 150 et
300g provenant de [l'animalerie de [I'IRSS ont été utilisés pour
I'expérimentation.

Le rat est anesthésié par de l'uréthane (80%). Une fois endormi, il est placé en
décubitus dorsal sur une planche de dissection et une thoracotomie permet la
mise a nu de l'aorte. Un fragment de l'aorte est prélevé avec soin le plus prés
possible du cceur, et plongé immédiatement dans une solution de Krebs.

Sur le fragment débarrassé de ses adhérences tissulaires, quatre (4) anneaux de
5mm maximum de long sont prélevés. Lorsque l'expérience le requiert,
I'endothélium est détruit mécaniguement par un frottement doux a travers
I'anneau grace a des pinces adaptées a cet effet.

Apres cela, les anneaux d’aorte sont montés chacun entre un crochet triangulaire
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et une potence reliée a un capteur isométrique. Le montage ainsi réalisé est placé
dans une cuve a organe isolé de 20mL + 10%, contenant la solution
physiologique (Krebs) thermostatée a 37°C et oxygénée.

Le capteur est relié a un amplificateur, lequel est relié a un systeme

d’enregistrement des données captées.

» Reéalisation du test

Les anneaux d’aorte ainsi placés dans les différentes cuves a organe isolé sont
laissés en stabilisation pendant 60min ; avec un rincage toutes les 15min. Les
organes sont soumis a une tension de base de 1.1 a 1.2g progressivement durant
la période de stabilisation.

Au terme de la période d'équilibration, la solution de Krebs est ajustée a 20mL
dans les cuves a organe isolé et les anneaux d’aorte sont précontractés avec une
solution de phényléphrine (Ph@M en présence d’endothélium et OM en
absence d’endothélium).

Quand la contraction maximale (plateau) est obtenue, la présence ou I'absence
d’endothélium est confirmée par addition d’'une solution d’acétylcholine (Ach
10uM). 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 30min
au cours desquelles deux ringcages de 15min d’intervalles sont réalisés.
L’expérience est répétée pour s'assurer de la reproductibilité du résultat obtenu.
Pour évaluer 'effet de I'extrait sur la contraction de 'anneau d’aorte induite par

la Phe, des concentrations croissantes cumulées de |'extrait aqueux ont été
ajoutées a la phase tonique de la contraction a l'aide de micropipettes ; le
volume total de drogue ajoutée n’excede pas 10% du volume total de la cuve,
soit 2mL.

Le dispositif expérimental est représenté pdiglare 7.
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Photo L. Belemnaba

Figure 7 : Photo représentant le dispositif expérimental pour les études sur
organes isolés (MEPHATRA/PH/IRSS/Burkina Faso)

1 : Unité centrale et logiciel d’acquisition uVesse?s: Module 3 : Moniteur
4 : Amplificateur 5 : Capteurs isométrique8 : Réservoir de solution de survie

7 : Bain marie8 : cuves a organes isolés.

[1.2.4. Expression et analyse des résultats

[1.2.4.1. Expression des résultats de I'étude in vitro (aorte isolée de rat)

Le pourcentage de la relaxation dd a un évenement (ajout d'acétylcholine ou
d’extrait) est calculé selon la formule suivante :

Pr = (H1-H2)/H1x100

Pr = pourcentage de relaxation de la contraction
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H1 = hauteur du pic atteint suite a un premier évenement

H2 = hauteur du pic atteint suite a un second événement

[1.2.4.2. Méthode d’analyse des résultats

[1.2.4.2.1. Données phytochimiques

[1.2.4.2.1.1. Screening phytochimique

L’interprétation des résultats phytochimiques est faite en se référant aux
résultats attendus des réactions de caractérisation des principaux groupes

chimiques.

11.2.4.2.1.2. Rendement d’extraction et taux d’humidité résiduel

» Taux d’humidité résiduel (THR)

THR = (Po— P) / R x 100

Po = poids initial du matériel végétal

P = poids final du matériel végétal aprés chauffage £A@0I'étuve (jusqu’'a

poids constant).

»Rendement d’extraction (R)

R=P/(Rx THR) x 100

Po = poids initial du matériel végétal utilisé pour le décocté du lyophilisat
P = poids du lyophilisat obtenu

THR = taux d’humidité résiduel

11.2.4.2.2. Evaluation de la toxicité générale aigue
L’évaluation de la toxicité générale aigue est basée sur la détermination de la
valeur de la dose létale 50% (£)de la drogue.

La |étalité est exprimée en pourcentage de morts.
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Le logiciel PCS a permis le traitement des données et un tracé a été réalisé sur
papier LOG-PROBABILITE en pourcentage de mortalité en fonction des doses
de toxique utilisé.

La courbe représentative du pourcentage de morts en fonction de la
concentration est établie selon la méthode de MILLER et TRAINTER [62] et les
valeurs des DI, DLsy, DLgg sont identifiées et validées selon la méthode de
LICHTFIELD et WILCOXON [55].

La comparaison des rapports JgDLs, et DLsy/DL; ont servi de tests pour
valider la droite de toxicité : si les rapports sont égaux, I'expérimentation est
validée.

L’indice de sécurité (IS) est calculé selon la méthode de WEPIERRE [88].

Si IS < 5 mauvais indice (mauvaise maniabilité de I'extrait) ; si 5 < IS < 10
indice admise moyenne ou acceptable (maniabilit¢ moyenne) ; si IS > 10 bon
indice (bonne maniabilité de I'extrait).

La toxicité de la plante est évaluée a l'aide de I'échelle de HODGE et
STERNER [46] et celle de 'TOMS [69]. D’apres cette classification, les produits
peuvent étre classés en six groupes du point de vue de la toxicité en fonction de

leur DLsg chez le rat ou la souris.
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Tableau Il : Echelle de toxicité (d’apres HODGE H.C. et STERNER J.H.)

Classe de toxicité Digchezleratoula  Doses toxiques pour un
Souris Enfant
Extrémement toxique <1 mg/kg Environ 8mg ; il est

généralement suffisant
de godter le produit pour

provoquer une intoxication

Trés toxigue 1 a 50 mg/kg Une petite gorgéeudu 500
Moyennement toxique 50 a 500 mg/kg Une cuillerée a café
Faiblement toxique 500 a 5000 mg/kg cocotier

Pratiquement non
toxique 5000 a 15000 mg/kg Environ 180g

Relativement sans
danger > 15000 mg/kg > 180g

[1.2.4.2.3. Données expérimentales pharmacologiques

Les résultats de I'étude pharmacologique ont été exprimés en pourcentage de
relaxation de l'aorte pré contractée a la phényléphrine en fonction de la
concentration de l'extrait. Les différentes figures ont été tracées a l'aide du

logiciel GraphPad Software Prism version 2.01.

Evaluation in vitro de I'effet vasodilatateur de I'extrait aqueux des écorces de troncs de L. microcarpa



)

RESULTATS




65

These de doctorat en Pharmacie Résultats

lll. RESULTATS

[1l.1. Résultats de I'’étude phytochimique

[11.1.1. Taux d’humidité résiduelle (THR) et rendement d’extraction de la
drogue végétale

L’étude nous a permis d’obtenir un taux d’humidité résiduelle de 8.92% avec un

rendement d’extraction de la drogue 16.05%

[11.1.2. Groupes chimiques caractérisés dans I'extrait aqueux des écorces de
troncs de L. microcarpa
Les résultats des tests de caractérisation en milieu liquide sont consignés dans

les tableaux suivants :

Tableau IV : Groupes chimiques retrouvés dar&xtrait organique
dichlorométhylenique

Groupes chimiques Présents (+) ou Non décelés (-)

Aglycones flavoniques -
Emodols -
Stérols tri terpénes +
Alcaloides bases -

Coumarines -
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Tableau V : Groupes chimiques retrouvés déiegtrait a 'acétate d’éthyle

Groupe chimiques Présents (+) ou Non décelés (-)

Flavonosides -

Anthracénosides +
Glycosides stéroidiques et tri terpéniques +
Dérivés coumariniques +

Tableau VI : Groupes chimiques retrouvés danphase aqueuse résiduelle

Groupes chimiques Présents (+) ou Non décelés (-)

Poly phénoligques -

Saponosides +
Composés réducteurs +
Anthocyanes (Pigments) +

On note au regard de ces différents tableaux la présence d’une part de stérol tri
terpenes, d’'anthracénosides, de glycosides stéroidiques et tri terpéniques, de
dérivés coumariniqgues, des saponosides de composés réducteurs et des
anthocyanes et d’autre part I'absence d’aglycones flavoniques, d’émodols,

d’alcaloides bases, de coumarines, de flavonosides, et de poly phénols dans

I'extrait aqueux.
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[1l.2. Résultats de I'étude toxicologique
Toxicité géneérale aigué

Tableau VII : Evolution du % de mortalité en fonction de la dose 24 heures
apres administration de I'extrait aqueux total

Lots Doses Nombre Nombre % de Délai
(mg/kg) de Souris de morts morts (heures)
Lot | 100 6 0 0 24
Lot Il 150 6 2 33.33 24
Lot Il 200 6 3 50 24
Lot IV 250 6 4 66.66 24
LotV 300 6 5 83.33 24
Lot VI 500 6 6 100 24
Lot témoin 0 6 0 0 24
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Figure 8 : Courbe de la toxicité générale aigué de I'extrait aqueux des écorces
de troncs de L. microcarpa chez la souris NMRI

La détermination graphique de la létalité en 24h donne les valeurs suivantes :
DL, =78 mg/kg

DL g = 200 mg/kg

DLge = 510 mg/kg

IS = DLoo/DL ; = 6.50

DLgy/DLso = 2.5468

DLsy/DL; = 2.5468
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Les intervalles de confiance limite inférieur (ICL <) et supérieur ICL >) ont été
de:

ICL < =153.6876 mg/kg

ICL > =258.9601 mg/kg

On remarque que les rapports DL, et DLgyDLs, sont égaux avec une

valeur de 2.54 mg/kg. Ce résultat justifie donc la validité de I'expérimentation.

Toxidrome

Au cours des 72 heures d'observation qui ont suivi I'administration de la
drogue, des signes de toxicité caractérisés par une deétresse respiratoire suivie
d’'une somnolence précédant a la mort de I'animal ont été observés.

Nous avons remarqué que les animaux mourraient dans lintervalle de 2 a 24
heures aprés administration de I'extrait. Aucun mort n'a été enregistrée avant 2

heures ni aprés 24 heures. Il s’agit d’'une toxicité aigue immeédiate.

[11.3. Résultats de I'étude pharmacologique

Etude in vitro sur I'aorte isolée de rat WISTAR

L'effet de I'extrait aqueux total et des fractions a l'acétate d’éthyle et au
dichlorométhane a été évalué apres une contraction de l'aorte par la
phényléphrine (Phe, 1uM et 0.8uM) en présence d’endothélium et en absence
d’endothélium respectivement.

Les concentrations croissantes cumulées de l'extrait aqueux total et de la
fraction a l'acétate d’éthyle ont induit une relaxation des anneaux d’aorte pré
contractée a la phényléphrine en présence et en absence d’endothélium (figure 9
et 10).
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Présence d'endothélium ICgy = 1.450 mg/mL

+  Absence d'endothélium ICsq = 1.736 mg/mL
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Figure 9: Courbe concentration-effet d'une administration cumulative de
I'extrait aqueux total sur la contraction de l'aorte de rat WISTAR induite par la
phényléphrine en présence et en absence d’endothélium (n=5rats)

La concentration de I'extrait aqueux total qui inhibe 50%JCle la contraction
provoquée par la phényléphrine est de4d50 mg/mL en présence
d’endothélium efl..736 mg/mL en absence d’endothélium.

L’extrait total inhibe & 100% la contraction induite par la phényléphrine a la
concentration dd mg/mL en présence et en absence d’endothélium.

L’effet vasorelaxant est donc endothélium indépendant.
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Présence d'endothélium ICsy = 0.792 mg/mL
+ Absence d'endothélium ICsy = 0.965 mg/mL
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Figure 10 : Courbe concentration-effet d'une administration cumulative de la
fraction a 'acétate d’éthyle sur la contraction de I'aorte de rat WISTAR induite
par la phényléphrine en présence et en absence d’endothélium (n=5rats)

La concentration de la fraction a I'acétate d’éthyle qui inhibe 50%) (@& la
contraction provoquée par la phényléphrine esDd®2 mg/mL en présence
d’endothélium €0.965 mg/mL en absence d’endothélium.

Elle inhibe a 100% la contraction induite par la phényléphrine a la concentration

de3 mg/mL. L'effet vasorelaxant est endothélium indépendant.
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Figure 11 : Effet d’'une cumulative de la fraction au dichlorométhane sur la
contraction de l'aorte induite par la Phényléphrine en présence d’endothélium

(n=5rats)

La fraction au dichlorométhane n’a pas d’effet relaxant sur I'aorte pré contractée
a la phényléphrine. Elle induit par contre une potentialisation de I'effet

contracturant de la phényléphrine sur les anneaux d’aorte.
L’étude révele au regard dessgX[Tableau VIII) que I'écorce de tronc de

microcarpaest un puissant vasodilatateur, et que la fraction a I'acétate d’éthyle

aurait une meilleure activité que le totum.
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Tableau VIII : Inhibition de la contraction des vaisseaux par I'extrait agueux et
les fractions (Ghmg/mL).

Présence d’endothélium Absence d’endothélium
Extrait aqueux 1.450 1.736
Fraction au
dichlorométhane ND ND
Fraction a I'acétate
d’'éthyle 0.792 0.965

ND : Non Déterminée.
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V. Discussion

IV.1. Limites de I'étude

Il s’agit de résultats préliminaires. Les concentrations utilisées sont choisies sur
la base de la bibliographie.

Notre étude a présentée les limites suivantes :

La chromatographie sur couche mince de I'extrait n’a pas été investigueée.

L’effet hypotensif et antihypertenseur de I'extrait in vivo sur la pression

artérielle n’a pas été également investiguée.

IV.2. L'étude phytochimique

Le rendement d’extraction et le THR de la drogue végétale ont été de 8.92% et
16.05% respectivement.

Le THR de la poudre des écorces de tronck.dmicrocarpa(Anacardiaceae)

est inférieur a 10 rendant ainsi la conservation aisée.

Les résultats de l'analyse phytochimique obtenu par les réactions de
caractérisations en milieu liquide de l'extrait aqueux ont permis de mettre en
evidence les groupes chimiques suivants: les stérols triterpénes, les
anthracénosides, les glycosides stéroidiques et triterpéniques, les dérivés
coumariniques, les saponosides, les composés reducteurs, les anthocyanes.

Les travaux antérieurs menés par d’autres auteurs ont permis de confirmer les
résultats obtenus. En effélacoulma/Ouédraogoen 1996 [65], a mis en
evidence la présence des saponosides stéroidiques, des triterpenes et des tanins
dans les écorces tlemicrocarpa(Anacardiaceae)

Lamien et coll. [52], ont mis en évidence la présence des triterpenes, des
flavonoides et de composés phénoliques dans I'extrait. Cependant, nous avons
noté I'absence des tanins et de flavonoides dans les écorces de trancs de

microcarpa(Anacardiaceae)
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Cela peut s’expliquer par les conditions édaphiques de la zone de récolte, la
période de récolte ainsi que le solvant d’extraction.

Certains auteurs ont mis en évidence l'effet antihypertenseur de certains
composeés chimiques retrouveé dans I'extrait aqueux d&crocarpa

En effet Takashi I., en 2005 a mis en évidence les activités hypotensives des
monoterpenes et triterpenes [82].

Des travaux menés par Tohru T. et coll. en 2004 ont montré qu’'une
administration per os de 28.35 mg/kg de poudre de blé contenant 7.4 mg/kg
d’anthocyanes a des rats spontanément hypertendus réduisait significativement
leur PAS par rapport a un groupe témoin lorsque cette administration est faite
chaque jour pendant cing (05) semaines [85].

L'effet antihypertenseur des saponines des feuilleddsanga cecropioides
chez le rat anesthésié a été mis en évidence par Kamanyi et coll. en 1995 [50].
Ces indications laissent entrevoir donc un pouvoir antihypertenseur de I'écorce

du tronc de la plante comme indiqué en tradithérapie au Burkina Faso.

IV.3. Etude toxicologique

Toxicité géneérale aigué

L’étude de la toxicité générale aigué de [I'extrait aqueux lyophilisé est
primordiale pour déterminer son innocuité pour son usage sans risque
d’intoxication.

La DLsp, de [I'extrait aqueux des écorces de troncs Ldemicrocarpa
(Anacardiacegepar voie intra péritonéale a eté20 mg/kg.

Selon I'échelle de Hodge et Sterner (1943) et celle de 'OMS (2002), une telle
drogue serait classé moyennement toxique [46, 69].

La régression de la courbe de lasph été validée par I'égalité des rapports
DLgo/DLsg et DLs/DL;. Ce rapport a été d&54
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L’indice de sécurité donné par le rapports)DL; a été6.50.Cet indice est > 5
indiquant ainsi une maniabilité moyenne de la drogue végétale. Considérant
I'indice de sécurité faible et la toxicité moyenne, une telle drogue est a utilisée
avec prudence.

Les intervalles de confiance limites inférieure et supérieure ont été
respectivement de53.6876 mg/kget258.9601 mg/kg

Dans les groupes traités, les animaux mourraient dans l'intervalle de 2h a 24h
apres administration de I'extrait; il s’agit d'une toxicité immédiate. Pendant
I'observation des 72h suivant I'administration de I'extrait, les signes de toxicité
se caractérisent par une détresse respiratoire suivie d'une somnolence puis mort
de I'animal.

La somnolence observée chez les souris pourrait étre due a l'action sédative des
composeés chimiques terpéniques contenue dans I'extrait.

En effet Anton R. (1979) avait déja montré que les composés terpéniques étaient
doués de propriétés sédatives [6]. Par ailleurs, Takashi en 2005 a prouvé que les
monoterpenes et les triterpénes possédent plusieurs  propriétés

pharmacologiques, parmi lesquelles celles hypotensives et sédatives [82].

IV.4. Etude in vitro sur I'aorte isolée de rat WISTAR

Dans cette étude, l'acétylcholine a été utilisée pour vérifier la présence de
I'endothélium.

Au niveau des vaisseaux précontractés a la phényléphrine, I'acétylcholine
provoque une vasodilatation artériolaire consécutive a la libération du

monoxyde d’azote (NO) et ceci en présence d’endothg¢BOin

Les concentrations cumulées de 'extrait aqueux total et de la fraction a I'acétate
d’éthyle ont engendré une inhibition de la contraction de I'aorte induite par la

phényléphrine en présence et en absence d’endothélium. La destruction de

Evaluation in vitro de I'effet vasodilatateur de I'extrait aqueux des écorces de troncs de L. microcarpa



78

These de doctorat en Pharmacie Discussion

I'endothélium n’annule pas I'effet vasodilatateur de I'extrait en étude.
L’endothélium est une structure fonctionnelle ; les travaux de Furchgott et de
Zawadzki [39], ont déterminé le réle fondamental de I'endothélium vasculaire
dans la régulation de la vasomotricité. Quelques substances vasodilatatrices sont
synthétisées et libérées par cette structure ; les plus connus sont 'oxyde nitrique
(NO% et la prostacycline (P@I et le facteur hyperpolarisant d’origine
endothéliale (EDHF). Les dysfonctionnements de I'endothélium peuvent induire
des pathologies cardiovasculaires telles que 'HTA.

Les extraits issus des écorces de tronc de L. microcarpa sont des vasodilatateurs
endothéliums indépendants. L’avantage de ce type de produit serait le caractére
indépendant de I'endothélium de son action vasodilatatrice. Il reste efficace
guelgue soit les causes et 'ampleur du dysfonctionnement endothéliale. [73]
L’extrait aqueux total et la fraction a l'acétate d'éthyle inhibent & 100% la
contraction de l'aorte induite par la phényléphrine. Ces deux drogues ont la
méme efficacité. Mais au regard desoCla fraction a I'acétate d’éthyle serait

plus puissante sur 'aorte comparativement a I'extrait aqueux total. En effet, plus
la Clso est petite meilleure est le produit pharmacologique. [53]. De plus, ces
résultats laissent apparaitre que les composés chimiques actifs seraient contenus
dans la fraction a I'acétate d’éthyle.

Plusieurs mécanismes peuvent étre impliqués dans la relaxation directe des
cellules musculaires lisses. Parmi ces mécanismes se retrouvent l'inhibition de
la mobilisation du calcium par la CMLV, l'inhibition des phosphodiestérases
des nucléotides cycliques. Le criblage phytochimique que nous avons réalisé a
identifié nombre de composés chimiques tels que les glycosides, les triterpenes
et les saponosides. De tels composés chimiques ont montré diverses propriétés

pharmacologiques [51].
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Il a été rapporté que les glycosides seraient inhibiteurs des phosphodiestérases
de nucléotides cycliques.
Si de telles réactions arrivent dans le muscle lisse vasculaire cela induit une

accumulation de GMPc et d’AMPc conduisant ainsi a une vasorelaxation [32].
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CONCLUSION

La présente étude a permis de mettre en évidence par des tests scientifiques
validés, les groupes chimiques et I'activité vasorelaxante de I'extrait aqueux des
ecorces de troncs de microcarpaplante utilisée dans une mixture en médecine
traditionnelle au Burkina Faso pour le traitement de I'’hypertension artérielle.

Le screening phytochimique de I'extrait agueux de la plante a révélé la présence
de stérols triterpéenes, d’anthracénosides, de glycosides stéroidiques et tri
terpéniques, de dérivés coumariniques, de saponosides, de composés réducteurs
et d’anthocyanes.

Le THR et le rendement d’extraction de la drogue végétale ont été de 8.92% et
16.05% respectivement.

L’extrait aqueux des écorces de troncs He microcarpa est classé
moyennement toxique avec une dpdde 200 mg/kg selon [I'échelle de toxicité

de Hodge H.C. et Sterner J.H. et celle de 'OMS.

In vitro, I'extrait a manifesté un effet vasorelaxant sur I'aorte isolée de rat pré
contractée a la phényléphrine en présence et en absence d’endothélgm (ClI
1.450 mg/mL et 1.736 mg/mL respectivement).

La présence des glycosides, des stérols triterpenes, des anthocyanes, des
saponosides dans I'extrait pourrait justifier son pouvoir vasorelaxant.

Les propriétés vasorelaxantes observées sur l'aorte suggerent [l'utilisation

possible de cette plante dans le traitement de I'hypertension artérielle.
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PERSPECTIVES

Les résultats de notre étude permettent d’envisager les perspectives suivantes :
Au plan chimique, il serait nécessaire :

D’isoler le ou les principe (s) actif (s) responsables de [Iactivité
antihypertensive attribuée a cette plante.

Au plan pharmacologique,il serait nécessaire :

- de tester in vivo l'effet antihypertenseur de I'extrait aqueux de la plante sur des
animaux normotendus et spontanément hypertendus a moyen et long terme,

- d’étendre I'étude sur les effets cardiaques (coeur in situ et/ou cceur isolé),

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

mécanisme d’action vasorelaxante de la plante.
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ANNEXES

1. Solution de Krebs (composition pour un litre)
NaCl 6.69
KCI 0.35¢g
CaCl 0.28¢g
MgSQ,, 7H,0O 0.299
KH,PO, 0.16g
Glucose 29
NaHCG; 2.1g
H,O distillée gsp 1L

REACTIF DE MAYER
1,35 g de chlorure de mercure + 60 mL d'eau distillée + 5 g d’iodure de

potassium dans 10mL d’eau distillée + Eau distillée gsp (1000 mL).

REACTIF DE SHIBATAT

Acide chlorhydrique + Quelques (2-3) grains de tournure de magnésium.

REACTIF DE DRAGENDORF

Etape 1 : Dissoudre 0,85 g de nitrate de bismuth basique dans 50 mL d'une
solution constituée de 40 mL d’eau et 10 mL d’acide acétique.

Etape 2 :Dissoudre 8 g de Kl dans 20 mL d’eau distillée.

Etape 3 :Mélanger les deux solutions et bien homogénéiser.
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RESUME

L’ extrait agueux lyophilisé deannea microcarpgAnacardiaceae) a fait I'objet
d’'une étude phytochimique, toxicologique et pharmacologique.

L’effet vasodilatateur de I'extrait aqueux lyophilisé des écorces de troncs de
cette plante a été étudié in vitro.

Le screening phytochimique a révelé la présence de stérols triterpenes,
d’anthracénosides, de glycosides stéroidiques et triterpénigues, de dérivés
coumariniques, de saponosides, de composeés réducteurs et d’anthocyanes.

La DLs, évaluée par voie ip a été de 200 mg/kg. Ce qui classe I'extrait aqueux
de cette plante parmi les produits moyennement toxiques selon I'échelle de
toxicité établie par Hodge et Sterner (1943) et celle de 'OMS (2002).

In vitro, I'étude pharmacologique de I'extrait aqueux a montré un effet
vasorelaxant sur I'anneau d’aorte précontracté par la phényléphrine (1uM et
0.8uM) en présence et en absence d’endothélium respectivement.

Les concentrations de l'extrait aqueux total qui inhibent 50%)(Cle la
contraction provoquée par la phényléphrine en présence et en absence
d’endothélium ont été de 1.450 mg/mL et 1.736 mg/mL respectivement. Celle
de la fraction a l'acétate d'éthyle a été de 0.792 mg/mL en présence
d’endothélium et 0.965 mg/mL en absence d’endothélium.

Par ailleurs, 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: Lannea microcarpa, aorte de rat WISTAR, effet antihypertenseur,

effet vasodilatateur.



