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I- INTRODUCTION

L’hypertension artérielle est un facteur de risque pour les maladies cardiovasculaires. Elle est
devenue un probléme de santé publique mondiale (WHO/IHS, 2003). Elle affecte 26 % de la
population adulte dans le monde entier, ce taux est prévu a augmenter a 29 % en 2025 sur une
population de 1,56 milliards de personnes (APEMA R. et coll., 2011). Selon ’approche
STEPS de I’OMS, I’HTA est la septieme cause de mortalité hospitaliecre en 2004 a
Madagascar et sa prévalence est de 35,8 % (MINSAN, 2005).

L’HTA est une élévation permanente de la pression artérielle (POSTEL-VINAY N. et
BOBRIE G. 2012), avec une valeur de la pression artérielle systolique (PAS) > 140 mm Hg et
une pression artérielle diastolique (PAD) > 90 mm Hg (BENTOUNES A. et SAFAR M.,
2011). Elle depend du débit cardiaque, de la volémie et de la résistance vasculaire
périphérique (VAUBOURDOLLE M., 2007). L’augmentation de 1’un de ces facteurs conduit
a’HTA. Les molécules qui agissent sur ces composants sont capables de maintenir la PA a la
normale (PAGE C.P. et coll., 1997).

Les antihypertenseurs sont des médicaments qui rameénent a la normale la pression artérielle
¢levée. Ils sont classés selon leurs mécanismes d’action: diurétiques, vasodilatateurs,

antihypertenseur central ou cardiaque (COHEN Y. et JACQUOT C., 2008).

En plus du traitement de I’hypertension par la médecine ‘’moderne’’, la médecine alternative
est aussi utilisée pour traiter ce genre de maladie. Dans cette catégorie, les plantes médicinales
occupent une place importante pour la population Malagasy, aussi bien en milieu urbain qu’en
milieu rural (MINSAN, 2012).

Beaucoup des gens ont encore recours a des remedes traditionnels pour traiter I’hypertension,
du fait du codt élevé des medicaments (ADOMOU A.C. et coll., 2012). En médecine
traditionnelle, plusieurs plantes sont utilisées pour la traiter : Cajanus indicus (Amberivatry,
Ambatry) (RABESA Z.A. et coll., 1986), Passiflora incarnata (Garanadrelina), Viscum sp.
(Ramitambina), Noronhia sp. (Andriatsilaitsy), Catharanthus roseus (Felatanamamba,
trongatse), Catharanthus lanceus (Vonenina), Rauvolfia media (Antalihazo, Mafaikopaka)
(BOITEAU P., 1986), Cassia alata (Katirepengla) (RAKOTOBE E.A. et coll., 1993).

D’apres les résultats de nos enquétes, menees auprés de la population d’Antsirabe, une tisane

obtenue par décoction de la partie aérienne de la plante codée CTH est utilisée pour traiter les



maux de téte, le vertige. Ces signes nous ont incités a émettre 1’hypothése que cette plante

pourrait avoir une propriété antihypertensive.

Afin d’étudier ’effet de 1’extrait EHA-CTH, nous avons utilisé des modéles in vivo chez le rat

et in vitro sur aorte isolée.
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II-MATERIELS ET METHODES
A.ETUDE PHYTOCHIMIQUE

1. Extraction

Les feuilles de la plante EHA-CTH ont été récoltées a Antsirabe le mois d’aott 2013. Apres
séchage a I’ombre a la température ambiante, les feuilles ont été broyées. Cing cent grammes
de la poudre ainsi obtenue ont été macérés a froid dans un mélange éthanol/eau (60 : 40)
pendant 7 jours. Le macérat a éte filtré sur du papier Wattman, et le filtrat a été évaporé a sec
sous vide & 80 °C a ’aide d’un évaporateur rotatif (EVAPOTEC®) (figure 1).

L’extrait ainsi obtenu a ¢été pesé pour calculer le rendement de I’extraction

(TIRICHINE H.S., 2010).

oids de I’ extrait obtenu
P x 100

045) =
Rendement (/0) poids de la poudre végétale

Figure 1. Evaporateur rotatif EVAPOTEC® utilisé pour la préparation de I'extrait EHA-CTH

2. Criblage phytochimique

L’extrait hydroalcoolique a été analysé d’une maniére qualitative pour mettre en évidence les
différentes familles chimiques qu’il contient selon la méthode décrite par FONG H.H.S. et ses
collaborateurs (1977). L’analyse est basée sur des réactions de coloration et de précipitation

spécifique (tableau ).



Tableau I. Les différents tests utilises pour le criblage phytochimique
(FONG H.H.S.etcoll., 1977).
FAMILLES TESTS REACTIFS REACTIONS
CHIMIQUES POSITIVES
ALCALOIDES -WAGNER Précipité
-MAYER
-DRAGENDORFF
FLAVONOIDES ET | WIL STATER HCI Coloration rouge :
LEUCOANTHOCYANES | BATH SMITH concentré+tournures de fflavones
magnésium Coloration rouge a
pourpre : flavonols
Hcl concentré : Coloration rouge violacé :
-a chaud flavanones et flavonols
Coloration rouge violace :
leucoanthocyanes
-a froid Coloration rouge :
anthocyanes
TANINS ET -Gélatine a 1% Apparition de précipité :
POLYPHENOLS polyphénols
-Gélatine salée Apparition du précipité :
tanins
Coloration bleu vert :
Tanins condensés
-FeCl, 10% dans du [Coloration noire bleuéatre
méthanol Tanins hydrolysables
QUINONES NH,OH Coloration rouge violacé
COUMARINES NaOH Fluorescence a UV
STEROIDES ET | LIEBERMANN Anhydre acétique + [Coloration rouge pourpre
TERPENOIDES BUCHARD H,SO, concentré triterpénoides
Coloration violette ou bleu
vert : stéroides
SALKOWSKI H,SO, concentré Anneau de  séparation

rouge : stérols insaturés

BADJET-KEDDE

Acide picrique

Coloration rouge :
stéroides lactoniques

KELLERKILLIANI

FECIQ_ 10%
acétique glacial

+ acide

Anneau de  séparation
rouge pourpre : désoxy-2-
sucre

SAPONINES HCI + agitation Mousse persistante :
saponines
POLYSACCHARIDES + 3V d’EtOH Précipité




B. ETUDES BIOLOGIQUES

1. Animaux d’expérimentation

Des rats méles de souche WISTAR pesant entre 250 et 270 g, &gés de 6 & 7 semaines ont été
utilisés pour évaluer 'effet de 1’extrait sur la pression artérielle. Ils ont été élevés a
I’animalerie de LPGPC a la température ambiante, avec un cycle de 12h de lumiere et 12h

d’obscurité. 1ls ont été nourris avec de la provende LFL 14/20 et ont eu acces libre a I’cau.
2. Etude de I’effet de TEHA-CTH sur la pression artérielle

L’hypertension artérielle a été provoquée chez les rats avec un régime hypersodé constitué de
8 g de NaCl dans 100 g de provende pendant 4 semaines et ont eu libre acces a I’eau. Au bout
de 4 semaines, le régime a été arrété (SIMCHON S et coll., 1989).

L’EHA-CTH a été évalué chez les rats en I’administrant par voie orale une fois par jour, a la

méme heure.

Les rats ont été répartis en trois lots de trois rats : un lot témoin, 2 lots traités avec 1’extrait.
L’extrait a été dissout dans de 1’eau distillée. Le lot témoin a recu 10 ml/kg d’eau distillée ; les
2 autres lots ont recu I’extrait a la dose de 200 ou 400 mg/kg. Les doses ont été administrées
dans un volume de 10 ml/kg (MAGHRANI M. et coll., 2005), tous les matins a la méme
heure pendant 21 jours. Leur pression artérielle a été mesurée 1h aprés I’administration de
I’extrait (ZHAO W. et coll., 2013).

La pression artérielle des rats a ¢t¢ mesurée au niveau de sa queue a 1’aide d’un
sphygmomanometre avec un embout gonflable (LEHOUX S., 1996). Pour réduire les
variations spontanées de la pression artérielle, les rats ont été placés dans un endroit calme

dans une cage de contention (figure 2).



Cage de contention

Embout gonflable

Robinet
Poire

Manomeétre

Figure 2. Dispositif expérimental de mesure de la pression artérielle caudale chez les rats.

3. Etude de I’effet de PEHA-CTH sur la diurése

L’effet de I’extrait a été évalué chez les rats, rendus hypertendus expérimentalement, en
mesurant leur diurese. Les rats ont été répartis en 3 lots de 3 rats : le lot t¢émoin a regu de I’ecau
distillée, et les 2 autres lots ont été traités respectivement avec 1’extrait administré par voie
orale, aux doses de 200 ou 400 mg/kg dans un volume de 10 ml/kg (AZIZANN et coll.,
2012), tous les matins a la méme heure pendant 21 jours. Puis ils ont été placés
individuellement dans une cage a métabolisme pour récolter leurs urines (ZEGGWAGH N.A.
et coll., 2007).

4. Etude de Pactivité de PEHA-CTH sur aorte isolé.

Pour évaluer ’effet de I’extrait sur les vaisseaux, 1’aorte isolée des rats a été contractée avec

de la phényléphrine.

Des rats méles de souche Wistar agés de 12 semaines et pesant entre 250 et 270 g ont été
utilisés. Apres euthanasie, leur cage thoracique a été ouverte, puis ’aorte thoracique a été
prélevée et placée dans une boite de Pétri contenant une solution de Tyrode barbotée avec de
I’air. L’aorte a été ensuite débarrassée des tissus adipeux et conjonctifs, et coupée en anneaux
de 3mm (KANE M. O. et coll., 2009). Ensuite, I’anneau a été fixé dans une cuve a organe
isolé de 3 ml contenant du Tyrode a la température de 37 °C. Puis elle a été reliée a un capteur
isométrique (Harvard) sous une tension de 500 mg. Le bain a été aéré avec de I’air et sa

température a été maintenue a 37 °C. (figure 3).



La solution de Tyrode contient en mM: NaCl=58,3; KCI=4; CaCl,2H,0=2;
MgClI,6H,0=1,05. NaH,PO4H,0=0,42; NaHCO3=10; glucose=5,6; eau distillée : 1litre
(FERREIRA-FILHO E .S. et coll. 2013).

La préparation a été laissée s’équilibrer pendant 45 minutes (DAMIANI C. et coll., 2003).
Durant cette période, le bain a été change toutes les 15 minutes. Apres cette période, I’aorte a
été contractée avec de la phényléphrine & la concentration finale de 10° M
(RODRIGUEZ-RODRIGUEZR. et coll., 2004). Au plateau de la contraction, I’extrait a été
ajouté dans le bain d’une maniére cumulative pour obtenir des concentrations finales allant de
2,5a20 mg/ml.

La contraction obtenue avec la phényléphrine a été considérée comme I’Epqax (100 %). La

variation du relachement de 1’aorte isolée a été reportée sur une échelle semi-logarithmique.

enregistreur

Capteur
isométrique

Bain thermostaté

Cuve a organe

Figure 3. Dispositif expérimental pour les études in vitro d'aorte isolée de rat, sous une
tension de 500 mg, dans une solution de Tyrode, a la température de 37°C, aérée.



5. Expression des résultats
Les valeurs obtenues ont été exprimées sous forme de moyenne + e.s.m. des valeurs obtenues
avec n tests. Les moyennes ont été comparées entre elles en utilisant le test ** t** de Student.

Une valeur de p<0,05 a été considérée comme significative.
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I11- RESULTATS

A. Rendement de P’extraction

Aprés une extraction, les 500 g de poudre de la plante donnent 68 g d’extrait sec Soit un

rendement de 13,6 %.
B. Criblage phytochimique

Le criblage phytochimique de I’EHA-CTH met en évidence une forte teneur en flavanones et
leucoanthocyanes; une teneur moyenne en tanins catéchiques, saponines, anthocyanes,
polysaccharides, désoxy-2-sucre et en polyphénols et enfin une faible teneur en flavones,

flavonols, stéroides lactoniques, stérols, triterpenoides, alcaloides et coumarines (tableau I1).

Tableau I1. Familles chimiques présentes dans EHA-CTH aprés extraction dans un mélange
EtOH-H20 (60: 40).

FAMILLES CHIMIQUES TENEUR
Flavanones +++
Leucoanthocyanes +++
Tanins catéchiques ++
Saponines ++
Anthocyanes ++
Polysaccharides ++
Desoxy-2-sucre ++
Polyphénols ++
Alcaloides +
Coumarines +
Flavones -
Flavonols -
Steroides lactoniques : glycosides cardiotoniques -
Stérols -
Triterpenoides —

+++ : forte teneur ; ++ : teneur moyenne ; + : faible teneur ; —: absence




C. Effet de EHA-CTH sur la pression artérielle

Apres le régime hypersodé de 4 semaines, les rats sont devenus hypertendus avec une
pression artérielle moyenne de 221,78 £ 1,28 mm Hg.

Durant la période de 1I’étude de 21 jours, la pression artérielle des rats témoins non traités reste

constante.

Par contre, aprés 7 jours de traitements journaliers avec 1’extrait EHA-CTH, celle des lots
traités avec I’extrait a la dose de 200 ou 400 mg/kg diminue par rapport au lot témoin
(p<0,05). Elle est respectivement égale a 177 + 2,31 mm Hg et 181 mm Hg (N.S)

Aprés 21 jours de traitements la pression artérielle des animaux traités avec 1’extrait a la dose
de 200 ou 400 mg/kg est égale a 113,67 £+ 5,46 mm Hg et100, 67 + 0,33 mm Hg (figure 4).

250

200

150

100

50

PRESSION ARTERIELLE (mmHg)

1 7 14 21
TEMPS DE MESURE (JOUR)

Figure 4. Variation de la pression artérielle systolique des rats rendus hypertendus par un
régime hypersodé et traités avec I'extrait EHA-CTH aux doses de 200 ( = ) et 400 () mg/kg
par voie orale pendant 21 jours et celle des rats hypertendus témoins sans traitement, ayant
regu de I’eau distillée (M ) (m+ e.s.m.; n=3; p<0,05).
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D. Effet ’EHA-CTH sur la diurese.

L’activité diurétique de I’extrait a été évaluée chez les rats rendus hypertendus. Les résultats
montrent que la diurése des rats traités avec 1’extrait EHA-CTH aux doses de 200 et 400
mg/kg ne change pas la diurése par rapport a celle des animaux du lot témoin (p>0,05)
(tableau 111).

Tableau I11. Effet de I'extrait EHA-CTH 200 et 400 mg/kg par voie orale pendant 21 jours,
sur la diurése des rats rendus hypertendus apres un régime alimentaire enrichi avec du NaCl
(m £ e.s.m; n=3; p<0,05).

Lots EHA-CTH (mg/kg) Volume urine émise (ml)
Témoin 0 15,24 £ 0, 65
Lot1 200 15,17 £ 0, 48 (N.S)
Lot 2 400 14,72 £0, 76 (N.S)

E. Effet de ’extrait EHA-CTH vis-a-vis de la phényléphrine

L’effet de I’extrait EHA-CTH vis-a-vis de la phényléphrine a été évalué sur I’aorte isolée de

rat contractée avec de la phényléphrine & la concentration dans le bain de 10 ° M.

L’addition de I’extrait EHA-CTH aux concentrations croissantes allant de 2,5 a 20 mg/ml
dans le bain diminue cette contraction (Figure 5). La concentration provoquant 50 % de

relachement est égale a 3 mg/ml.
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Figure 5. Relachement de l'aorte isolée de rat contractée avec 10° M de phényléphrine en
présence de [Dextrait EHA-CTH inject¢ d’une maniére cumulative dans le bain

(mz e.s.m.; n=4).
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IV- DISCUSSIONS

Cette étude avait pour objectif d’étudier 1’activité de 1’extrait de la plante EHA-CTH in vivo
chez des rats rendus hypertendus par un régime hypersodé et par une étude in vitro sur aorte

isolée de rat.

Ce regime a rendu les rats hypertendus ce qui est similaire aux résultats que BATTARBEE

H.D. et ses collaborateurs ont obtenu avec la méme expérience (1983).

Par ailleurs, ce régime hypersodé augmente la concentration extracellulaire en sodium qui

augmente la rigidité des cellules endothéliales des vaisseaux sanguins (FELS J. et coll., 2010).

Au cours de nos études, I’administration de 1’extrait EHA-CTH pendant 21 jours par voie
orale chez ces rats rendus hypertendus expérimentalement a abaissé cette hypertension.
Cependant, cette diminution est identique aux deux doses administrées. Une explication
pourrait étre avancée que la dose de I’extrait que nous avions utilisée agisse a une dose faible
et qu’aux doses utilisées dans cette étude, I’effet maximal est déja atteint, en saturant tous les
récepteurs (THOMPSON E. B., 1991 ; DENNY A. et coll., 2014).

Comme les diurétiques sont indiqués dans la prise en charge de I’hypertension artérielle,
I’effet de I’extrait sur la diurése a été étudié. En effet, les diurétiques diminuent la pression
artérielle surtout en début de traitement (FREIS E.D. et coll., 1958). Or nos résultats montrent
que I’extrait ne posséde aucun effet diurétique. Ce qui suggere qu’aucune molécule contenue

dans cet extrait ne posséde une activité diurétique.

Par contre, I’étude in vitro effectuée sur I’aorte isolée de rat a montré que ’extrait relache le
vaisseau contracté par la phényléphrine. Ceci indique que 1’extrait EHA-CTH agit au niveau

des vaisseaux chez les rats traités avec 1’extrait EHA-CTH.

Comme I’extrait EHA-CTH contient des flavonoides, des alcaloides, des saponines et des
tanins, on peut émettre I’hypothése que son activité diminuant la pression artérielle serait due
a un ou plusieurs composés de ces familles chimiques comme celle rapportée par BOPDA
0O.S.M. et ses collaborateurs (2014) sur le Kalanchoe pinnata. Par ailleurs, GUERERO M.F.
et ses collaborateurs (2002) ont démontré que les flavonoides contenus dans le Croton
schiedeanus exercent un effet vasorelaxant sur 1’aorte contractée a la phényléphrine. Or
I’extrait EHA-CTH en contient. On peut donc avancer que les flavonoides contenus dans son

extrait pourraient étre actives comme vasodilatateurs.
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Par ailleurs d’autres composés comme les alcaloides et les saponines ont été rapportés comme
étant des molécules vasorelaxantes comme c’est le cas des alcaloides du Solanum paludosum
(MONTEIRO F.S. et coll., 2012) et les saponines de Anogeissus leiocarpus
(OUEDRAOGO S. et coll., 2008).

Or I’extrait EHA-CTH contient ces familles chimiques. Par analogie, on peut avancer qu’un
ou plusieurs composés de ces familles soient responsables de son activité hypotensive.
Comme notre hypothése de départ a éte de déterminer a quel systéme 1’extrait EHA-CTH
agirait, nos résultats ont démontré qu’il agit au niveau vasculaire. Par contre, un isolement

bioguidé¢ de la molécule active est nécessaire pour en étudier les mécanismes d’action.
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CONCLUSION



V-CONCLUSION

Les résultats que nous avons obtenus montrent que 1I’extrait EHA-CTH agit sur I’hypertension
artérielle expérimentale chez les rats, en relachant les vaisseaux. Cette activité vasorelaxante
pourrait étre provoquée par I’une ou ’autre des familles chimiques contenues dans I’extrait a

savoir les flavonoides ou les alcaloides ou les saponines.
Par contre, il ne posséde pas une activite diurétique.

Pour déterminer les mécanismes d’action exacte au niveau des vaisseaux, une séparation et

purification de la molécule active serait a entreprendre.
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RESUME

Cette étude avait pour objectif d’étudier 1’activité antihypertensive de 1’extrait EHA-CTH
chez les rats rendus hypertendus par un régime hypersodé. Cette activité a été étudiée in vivo,
et in vitro sur aorte isolée de rat contractée avec la phényléphrine. Les résultats montrent que
I’extrait EHA-CTH diminue la pression artérielle systolique de 220, 75 + 1,53 mm Hg chez
les témoins a 161,58 + 1,11 mm Hg chez le lot traité par 400 mg/kg. In vitro, I’extrait reldche
le vaisseau contracté avec la phényléphrine avec une CEsp égale a 3 mg/ml. L’extrait ne
modifiec pas 1’élimination urinaire. Le criblage phytochimique a révélé la présence de
flavanones, leucoanthocyanes, tanins catéchiques, saponines, anthocyanes, polysaccharides,
désoxy-2-sucre, polyphénols, alcaloides et coumarines. L’extrait posséde une activité
antihypertensive par un effet vasodilatateur.

Mots-clés : antihypertenseur, pression artérielle, vasodilatateur, phényléphrine.

ABSTRACT

The anti-hypertensive activity of the extract EHA-CTH was studied in rats fed on hyper-
sodium diet to render them hypertensive. This activity was investigated in vivo and in vitro on
isolated rat aorta that has been contracted with phenylephrine. The extract EHA-CTH, at a
dose of 400 mg/kg, reduced the systolic blood pressure from 220. 75 £ 1.53 mm Hg (for the
control group) to 161.58 + 1.11 mm Hg (for the treated animals). The in vitro study showed
that the extract relaxed the vessels contracted with phenylephrine with a CEsp= 3 mg/ml. The
extract, however, had no effect on urine output. Phytochemical screening revealed the
presence of flavanones, leucoanthocyanins, catechol tannins, saponins, anthocyanin,
polysaccharides, 2-desoxy-sugar, polyphenols, alkaloids and coumarinin. These results
indicate the anti-hypertensive activity of the extract EHA-CTH via a vasodilator effect.

Keys words: anti-hypertensive, arterial pressure, vasodilator, phenylephrine.



