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RESUME

L’hypertension artérielle (HTA) est reconnue comme premier facteur de risque de survenue de
plusieurs maladies cardiovasculaires. La prise en charge de I’'HTA est trés délicate du fait de plusieurs
comorbidités qui I’accompagnent. Les médicaments utilisés dans le controle de ’HTA sont de moins en
moins tolérés par les patients. De plus, I’inaccessibilité de ces médicaments et leur efficacité mitigée sont
des motivations qui poussent les populations a se tourner vers de nouvelles alternatives thérapeutiques
telles que la phytothérapie dans la prise en charge de I’'HTA. Vernonia guineensis est une plante
traditionnellement utilisée dans 1’Ouest du Cameroun pour le traitement de plusieurs maladies parmi
lesquelles I’hypertension artérielle. La présente étude avait pour but d’évaluer les effets de 1’extrait hydro-
éthanolique des racines de Vernonia guineensis (EHVG) sur I’hypertension induite par la NS-Nitro-L-
arginine-méthyl ester (L-NAME). Pour ce faire, trente-quatre rats males de souche Wistar ont été
randomisés et répartis en cinq lots et traités quotidiennement pendant vingt-un jours de la maniére suivante
: un lot témoin normal recevant la solution saline (5 mL/kg,ip et 10 mL/kg,p.0); un lot négatif recevant en
plus de la solution saline (10 mL/kg,p.0), une dose intrapéritonéale de L-NAME (25 mg/kg,ip) ; un lot
témoin positif traité simultanément au captopril (20 mg/kg,p.0) et a la L-NAME. Les deux autres lots
recevaient quotidiennement par voie orale, 1’extrait hydro-éthanolique de racines aux dose de 125 mg/kg
et de 250 mg/kg respectivement en plus de la L-NAME (25 mg/kg,ip.). Au dix-huitéme jour du traitement,
les animaux ont été placés dans les cages métaboliques pour une durée d’acclimatation de 72 heures et les
urines des 24 derniéres heures ont été recueillies pour les analyses biochimiques. Le vingt-deuxiéme jour,
la pression artérielle et la fréquence cardiaque des rats ont été enregistrées par la méthode invasive directe.
Les animaux ont par la suite été sacrifiés, le sang ainsi que les organes tels que le cceur, ’aorte le foie et
les reins ont été prélevés. Le sang recueilli a servi pour les analyses biochimiques. Les organes prélevés
ont été utilisés pour 1’analyse histologique et le dosage des marqueurs du stress oxydant. L.’administration
de I’extrait de Vernonia guineensis aux différentes doses a prévenu de fagon significative 1’augmentation
de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle systolique, diastolique et moyenne en comparaison au
groupe L-NAME. L’EHVG a prévenu la dyslipidémie et I’augmentation des taux sériques des marqueurs
de la fonction hépatique observée dans le groupe traité a la L-NAME uniquement. L’extrait de Vernonia
guineensis a empéché aussi bien la baisse du débit de filtration glomérulaire que celle de la natriurése et de
la diurése. L’administration de I’extrait de V guineensis a empéché I’installation du stress oxydant et des
altérations histologiques observés chez les rats traités uniquement a la L-NAME. Ces résultats montrent
que I’extrait hydro-éthanolique des racines de Vernonia guineensis posséde des effets antihypertenseurs
sur ’hypertension induite par la L-NAME. Ces effets seraient liés a leurs propriétés antioxydante,
hypolipidémiante et néphroprotectrice. Ceci justifierait donc utilisation des racines de Vernonia guneensis

en médecine traditionnelle dans le traitement de 1’hypertension artérielle.

Mots clés : Vernonia guineensis, Hypertension, L-NAME, Dysfonction endothéliale, Stress oxydant




ABSTRACT

Arterial hypertension (AH) is recognized as the leading risk factor for the onset of several
cardiovascular diseases. The management of hypertension is very delicate, due to the many comorbidities
that accompany it. The drugs used to control hypertension are less and less tolerated by patients. What's
more, the inaccessibility of these drugs and their mixed efficacy are motivating people to turn to new
therapeutic alternatives such as phytotherapy in the management of hypertension. Vernonia guineensis is
a plant traditionally used in West Cameroon for the treatment of several diseases, including arterial
hypertension. The aim of the present study was to evaluate the effects of the hydroethanolic extract of
Vernonia guineensis roots (EHVG) on hypertension induced by NY-Nitro-L-arginine-methyl ester (L-
NAME). Thirty-four male Wistar rats were randomized into five batches and treated daily for twenty-one
days as follows: a normal control batch received saline (5 mL/kg,ip and 10 mL/kg,p.0); a negative control
batch received, in addition to saline (10 mL/kg,p.0), an intraperitoneal dose of L-NAME (25 mg/kg,ip); a
positive control batch was treated simultaneously with captopril (20 mg/kg,p.0) and L-NAME. The other
two batches received daily oral hydroethanolic root extract at doses of 125 mg/kg and 250 mg/kg
respectively, in addition to L-NAME (25 mg/kg,ip.). On the eighteenth day of treatment, the animals were
placed in the metabolic cages for a 72-hour acclimatization period, and urine from the previous 24 hours
was collected for biochemical analysis. On the twenty-second day, the rats' blood pressure and heart rate
were recorded using the direct invasive method. The animals were then sacrificed, and blood and organs
such as the heart, aorta, liver and kidneys were removed. The blood collected was used for biochemical
analysis. The harvested organs were used for histological analysis and the determination of oxidative stress
markers. Administration of Vernonia guineensis extract at different doses significantly prevented increases
in heart rate and systolic, diastolic and mean arterial pressure compared with the L-NAME group. EHVG
prevented dyslipidemia and the increase in serum levels of liver function markers observed in the L-NAME
group only. Vernonia guineensis extract prevented a fall in glomerular filtration rate, natriuresis and
diuresis. Administration of V. guineensis extract prevented the onset of oxidative stress and histological
changes observed in rats treated with L-NAME alone. These results show that the hydroethanolic extract
of Vernonia guineensis roots has antihypertensive effects on L-NAME-induced hypertension. These effects
are linked to their antioxidant, lipid-lowering and nephroprotective properties. This would justify the use

of Vernonia guneensis roots in traditional medicine for the treatment of arterial hypertension.

Key words: Vernonia guineensis, Hypertension, L-NAME, Endothelial dysfunction, Oxidative stress
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INTRODUCTION



L’ hypertension artérielle (HTA) est définie comme une ¢lévation permanente de la pression
artérielle systolique/diastolique supérieure ou égale a 140/90mmHg (OMS, 2021). Selon I’OMS,
environ 1,3 milliard de personnes adultes dans le monde souffre d’hypertension artérielle et ce chiffre
d’apres les prévisions devrait passer a 1,5 milliard d’ici 2025 (Elnaem et al., 2022) si rien n’est fait.
La prévalence de I’hypertension artérielle est sans cesse grandissante en Afrique et plus
particulierement dans les pays d’Afrique sub-saharienne ou elle affecte 46 % des personnes adultes
(Keith et al., 2020). Au Cameroun, une étude menée par Defo et al., 2019 a montré que prés de 30,9
% de la population souffrait d’hypertension artérielle. Les causes de ’'HTA peuvent étre connues et
bien définies : on parle d’hypertension artérielle secondaire, représentant 10% des cas d’HTA. Elles
peuvent également €tre mal connues et le développement de la maladie se fait le plus souvent de
manicre asymptomatique : c’est le cas de I’HTA dite « essentielle » que 1’on retrouve chez 90% des
sujets hypertendus (Borel., 1999). Cette derniére est a 1’origine de la survenue de 60% des accidents
vasculaires cérébraux, 47 % des ischémies cardiaques, et également des complications rénales (Jordan
et al., 2018 ; Wajngarten et Silva, 2019). L’HTA est responsable de la mort d’environ neuf millions
de personnes dans le monde chaque année (Elnaem et al., 2022). La grande majorité des patients
souffrants d’hypertension artérielle essentielle présentent une dysfonction endothéliale impliquant une
baisse de la biodisponibilit¢ du monoxyde d’azote (NO). Le NO joue un rdle important dans le
maintien du tonus vasculaire et de ’homéostasie du systéme cardiovasculaire (Bernatova, 2014).
L’inhibition de sa synthese est a I’origine d’un déséquilibre entre la production des facteurs
vasodilatateurs et vasoconstricteurs en faveur des derniers, ce qui est responsable d’une élévation de
la pression artérielle. Ainsi, I’inhibition de la synthése du NO par un analogue de la L-arginine comme
la NYNitro-L-arginine méthyl-ester (L-NAME) constitue un modéle expérimental d’étude de
I’hypertension artérielle et d’évaluation des effets antihypertenseurs de nouvelles molécules (Leong et
al., 2015). A ce jour, plusieurs classes de médicaments sont utilisés dans la prise en charge de ’'HTA
au premier rang desquelles les inhibiteurs de I’enzyme de conversion de 1’angiotensine, ensuite les
antagonistes des récepteurs de I’angiotensine II, les antagonistes calciques, les diurétiques et enfin les
bétabloquants (Kichou et al., 2019). Les patients souffrant d’HTA sont soumis a la prise de ces
médicaments tout au long de leur vie, ce qui est a I’origine de plusieurs effets secondaires tels que
I’hyperkaliémie, ’apparition des cedémes périphériques et le risque d’hypotension artérielle (Jordan et
al., 2018). Deés lors, il devient important de se tourner vers des molécules alternatives largement
tolérées par les populations, plus accessibles et plus efficaces dans le contrdle et la prise en charge de
I’hypertension artérielle et de ses complications. Face a ce défi, I’OMS conscient du fait que 80 % des
populations sont tributaires de la médecine traditionnelle et de la phytothérapie en particulier pour leur

besoin de santé primaire, prescrit 1’adoption de nouvelles stratégies thérapeutiques dont la recherche




sur les plantes médicinales, afin de promouvoir leur utilisation (OMS, 2013). La flore africaine regorge
de plusieurs plantes utilisées traditionnellement dans le traitement des maladies cardiovasculaires.
Plusieurs extraits de ces plantes a I’exemple de Bidens pilosa (Bilanda et al., 2017), Fagara tessmannii
(Fouda et al., 2020) et Vitex cienkowski (Metchi et al., 2021) ont montré des effets antihypertenseurs
dans le modele d’inhibition de la synthése du monoxyde d’azote. Vernonia guineensis communément
appelée « Ginseng » est une plante de la famille des Asteraceae largement répandue dans 1’Ouest du
Cameroun. Les plantes du genre Vernonia (Vernonia amygdalina et Vernonia adoensis) se sont
révélées étre des sources importantes de phytostérols, flavonoides, polyphénols et de glycosides
cardiaque (Asaolu et al., 2010 ; Thangiah et Obey, 2013). De méme, une étude phytochimique a
révélée dans D’extrait hydro-éthanolique des racines de Vernomia guineensis la présence des
flavonoides, des polyphénols et des tanins (Nana et al., 2023); des phytostérols (jB-sitostérols,
stigmastérol, B-sitostérol 3-O-B-D-glucoside et stigmastérol 3-O-B-D-glucoside), des triterpenoides et
d’anthraquinones (Donfack et al., 2012 ; Wouamba et al., 2019). Ces composés sont connus pour leurs
effets bénéfiques sur le systéme cardiovasculaire, en améliorant la biodisponibilité du monoxyde
d’azote (Witkowska et al., 2022). Au vu de ce qui précede, il se pose la question de savoir si Vernonia
guineensis pourrait avoir des propriétés bénéfiques contre des maladies cardiovasculaires impliquant
une baisse de la biodisponibilit¢ du NO comme I’hypertension artérielle ? De cette question de
recherche découle I’hypothese selon laquelle I’extrait hydro-éthanolique des racines posséderaient des
effets antihypertenseurs sur I’hypertension induite par la L-NAME.
L’objectif de ce travail était d’étudier les effets de I’extrait hydro-éthanolique des racines de
Vernonia guineensis sur I’hypertension artérielle induite par la L-NAME chez le rat.
11 était plus spécifiquement question d’évaluer les effets de cet extrait sur :
» les paramétres hémodynamiques (pression artérielle, fréquence cardiaque) chez le rat
hypertendus ;
» quelques parametres biochimiques (profile lipidique, stress oxydant, marqueurs de la fonction
hépatique et rénale) ;

» la microarchitecture du cceur, de 1’aorte, des reins et du foie des rats hypertendus.
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I.1- Organisation du systéme cardiovasculaire

Le systéme cardiovasculaire est principalement constitué du cceur, des vaisseaux sanguins et
du sang. Sa fonction principale est d’approvisionner les cellules en nutriments et d’éliminer les déchets
issus du métabolisme cellulaire (Guyton et Hall, 2006). Le systéme cardiovasculaire est également
couplé a un systéme de conduction participant activement a la bonne marche de 1’organisme. Il s’agit

du systeme lymphatique comportant un réseau vasculaire lymphatique important et de la lymphe
(Marieb, 1999).

Dans le systéme cardiovasculaire, le cceur se trouve au centre. Les vaisseaux sanguins (artéres,

artérioles, veinules et veines) servent de conduits au passage du sang (Marieb, 1999).

1.1.1- Le cceur

Le cceur est un organe musculaire creux dont la taille est a peu pres celle d’un poing fermé. Il
est situé dans la cavité thoracique plus précisément dans le médiastin antérieur. Il est divisé en deux
parties (droite et gauche) constituées chacune de deux cavités (oreillettes et ventricules) dans laquelle
le sang circule (Figure 1). La paroi du cceur comprend trois couches tissulaires de 1’extérieur vers
I’intérieur : I’épicarde, le myocarde et I’endocarde. Le coeur est spécialisé dans la propulsion du sang

a travers les vaisseaux sanguins, qui servent de conduit au passage du sang (Marieb, 1999).
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Figure 1: Coupe longitudinale du cceur : vue antérieure interne (Guyton et Hall, 2006).
I.1.2-Les vaisseaux sanguins

Les vaisseaux sanguins forment un systéme clos (Figure 2) de conduit qui transportent le sang

loin du cceur, ’acheminent jusqu’aux tissus de 1’organisme (artéres) puis le retournent au cceur




(veines). Le réseau vasculaire comporte les artéres, les artérioles, les capillaires, les veinules et les

veines (Guyton et Hall, 20006).

» Les artéres
Les arteres sortent du ceoeur et transportent le sang oxygéné vers les tissus. Ils sont constitués
de 3 couches que sont de I’intérieur vers la périphérie I’intima (couche interne) : elle constitue
1”épithélium des vaisseaux (endothélium) et ses cellules reposent sur une membrane. La média (couche
moyenne) : elle confére aux vaisseaux deux propriétés importantes a savoir la contractilité¢ et
I’¢lasticité. Cette couche a la particularité d’étre innervée par les fibres du systéme sympathique. Et
I’adventice (couche externe) : elle est Constituée de tissus fibreux et de fibres de collagenes qui

recouvrent et protégent les vaisseaux. (Guyton et Hall, 20006).

> Les veines
Les veines sont composées essentiellement des mémes couches que les artéres (Figure 2), mais
I’épaisseur relative de ces couches varie extrémement. La tunique interne tout comme la tunique
moyenne est mince alors que la tunique externe est beaucoup plus épaisse en comparaison aux couches
des artéres (Guyton et Hall, 2006).
» Les capillaires
Les capillaires sont les plus petits vaisseaux sanguins et le si¢ge des échanges de

nutrimets et de gaz entre le sang et les tissus (Marieb, 1999).
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Figure 2: Structure de la paroi vasculaire (Tortora et Grabowski, 1994)




I.1.3- Le sang

Le sang est un tissu conjonctif circulant composé de plasma, dans lequel baignent les cellules
(globules rouges, globules blancs et plaquettes). Le sang est le moyen de transport du corps utilisé pour
transporter des €éléments (nutriments et gaz respiratoires) d’un endroit a un autre au moyen des

vaisseaux sanguins (Guyton et Hall, 2006).
I.1.4- Circulation sanguine

La circulation sanguine est composée d’une circulation systémique et d’une circulation
pulmonaire (Figure 3). La circulation pulmonaire, issue du cceur droit, permet les échanges
respiratoires avec les poumons. Le sang (pauvre en oxygene et riche en gaz carbonique) quitte le coeur
par l'artére pulmonaire, passe dans les réseaux des capillaires pulmonaires, ou il y a des échanges de
gaz avec l'air contenu dans les alvéoles pulmonaires puis retourne au cceur gauche par les veines

pulmonaires.

La circulation systémique, issue du cceur gauche, permet les échanges avec tous les autres
organes. Le sang (riche en oxygene et pauvre en gaz carbonique) quitte le cceur par l'artére aorte, il est
conduit dans les capillaires de tous les organes du corps, puis retourne au cceur droit par les veines

caves (Sherwood, 2006).
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Figure 3: Organisation schématique de 1'appareil circulatoire (Sherwood, 2006)

Au cour de son passage a travers les vaisseaux sanguins (artéres), le sang exerce une force

(pression) sur les parois artérielle. Cette pression est appelée pression artérielle.




I.1.5- Notion de pression artérielle

La pression artérielle (PA) est la force par unité de surface que le sang exerce sur la paroi des
arteres (Marrieb, 1999). Elle atteint son point le plus ¢levé dans ’aorte et les grosses artéres
systémiques lors de la systole (contraction ventriculaire) et chute a son point le plus bas lors de la
diastole (relaxation ventriculaire) (Therrien, 2005). Deux facteurs fondamentaux déterminent la PA

selon I’équation ci-dessous : le débit cardiaque (DC) et la résistance périphérique (RVP).
PA =DC x RVP (Marieb, 1999).
e Le débit cardiaque

Le débit cardiaque est la quantité de sang propulsée par le ventricule gauche en une minute (5,5L
en moyenne). Il équivaut au volume systolique (VS), qui est la quantité de sang expulsée par la
contraction du ventricule gauche a chaque systole (70-80 mL), multipli¢ par la fréquence cardiaque

(FC), c’est-a-dire le nombre de battements cardiaques par minutes.
DC (mL/min) = VS (mL/battement) x FC (battements/min) (Marieb, 1999).
e La résistance périphérique

La résistance périphérique est la force que les vaisseaux sanguins systémiques opposent a
I’écoulement du sang. Les plus petits vaisseaux tels que les artérioles sont ceux qui offrent le plus de
résistance. En changeant de diametre, ils jouent un réle important dans la régulation de la résistance

périphérique, de la pression artérielle et du débit sanguin tissulaire (Therrien, 2005).

La pression artérielle au repos est I’'une des grandeurs hémodynamiques les plus stables : elle varie
rarement de plus de £10 mmHg autour de la valeur moyenne. Elle est donc étroitement régulée par des

mécanismes efficaces qui interférent entre et en déterminent sa valeur définitive

I.1.5- Régulation de la pression artérielle

La régulation de la pression artérielle se fait en deux phases : a court terme et a long terme.

I.1.5.1- Régulation a court terme
La régulation a court terme de la pression artérielle est contrélée par le systéme nerveux

autonome (Therrien, 2005). Les changements de pression artérielle sont détectés par les barorécepteurs

1.1.5.1.1- Mécanisme nerveux
Le systéme nerveux central joue un role important dans le contrdle de la pression artérielle. En
régulant ’activité du systeéme nerveux autonome et la relache d’hormones dans le sang, le systeme

nerveux central modifie rapidement la pression artérielle ainsi que la fréquence cardiaque maintenant




I’homéostasie cardiovasculaire. Le centre réflexe de son contrdle est situé dans le noyau réticulaire
rostral ventro-latéral (RVL) de la medulla oblongata, parfois appelé centre de controle vasomoteur et

est associé aux barorécepteurs et aux chimiorécepteurs (Therrien, 2005).

» Barorécepteurs

Les barorécepteurs carotidiens et aortiques agissent aux variations de la PA pour stimuler ou
inhiber la décharge sympathique ou parasympathique. Lorsque la pression artérielle baisse, les
barorécepteurs s’étirent moins et émettent leurs influx nerveux plus lentement vers le RVL. Ce dernier
réagit en diminuant la stimulation parasympathique du cceur et en augmentant la stimulation
sympathique conduisant a 1’¢lévation de la fréquence cardiaque et donc de la pression artérielle

(Therrien, 2005).
» Chimiorécepteurs

Les chimiorécepteurs surveillent la composition chimique du sang et peuvent également
modifier ’homéostasie cardiovasculaire. Ils sont situés pres des barorécepteurs du sinus carotidien et
de I’arc aortique. Ils ont pour fonction de détecter les variations de la concentration sanguine d’O», de
COzetd’ions H+. Ainsi, ’hypoxie (baisse du taux d’Oz), I’acidose (augmentation de la concentration
d’ions H+) ou I’hypercapnie (exces de CO2) stimulent les chimiorécepteurs pour qu’ils transmettent
des influx au RVL. Ce dernier réagit en augmentant la stimulation sympathique du cceur et augmentant
ainsi la PA (Therrien, 2005).
1.1.5.1.2- Mécanismes hormonaux

Certains facteurs hormonaux contribuent également a la régulation de la pression artérielle et
du débit sanguin en modifiant le débit cardiaque, la résistance périphérique ou le volume sanguin total

(Therrien, 2005).
- Adrénaline et noradrénaline

L’adrénaline et la noradrénaline sont deux hormones de la médullosurrénale qui accroissent le

débit cardiaque en augmentant la fréquence et la force des contractions cardiaques (Therrien, 2005).
- Hormone antidiurétique

L’hormone antidiurétique est produite par 1’hypothalamus et libérée par la neurohypophyse.
Nommeée également vasopressine, I’hormone antidiurétique favorise la rétention d’eau (anti diurése),

I’augmentation du volume circulant contribuant ainsi a I’élévation de la PAS (Therrien, 2005).




- Peptide natriurétique auriculaire

Le peptide natriurétique auriculaire est libéré par des cellules dans les oreillettes du cceur, le
peptide natriurétique auriculaire abaisse la pression artérielle en causant une vasodilatation et en

favorisant I’excrétion de sodium et d’eau dans I'urine, ce qui réduit le volume sanguin (Therrien,
2005).

1.1.5.2- Régulation a long terme

Le systeme rénine-angiotensine-aldostérone est 1’un des systémes majeurs de régulation de la
pression artérielle. Si la pression artérielle baisse, la pression dans 1’artére afférente du glomérule, en
réponse, va diminuer. Cette diminution est détectée par le systéme juxta-glomérulaire, ce qui entraine
une sécrétion de rénine. La rénine va transformer 1’angiotensinogéne produite par le foie en
angiotensine I (figure 4). C’est ensuite I’enzyme de conversion produite par les poumons qui va
transformer I’angiotensine I (molécule inactive) en angiotensine II (molécule active) et qui d’autre part
inactive les bradykinines (systéme vasodilatateur). L’angiotensine II va agir au niveau rénal, qui va
permettre d’augmenter la rétention hydrosodée et d’élever la PA, ce qui, par feedback négatif, va alors

diminuer la sécrétion de rénine (Disarbois, 2021).
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Figure 4: Role du systéme rénine-angiotensine-aldostérone dans la régulation de la pression
artérielle (Disarbois, 2021).

Un disfonctionnement des mécanismes de régulation de la pression artérielle peut entrainer une
¢lévation anormale des valeurs tensionnelles, et conduire a la survenue de I’hypertension artérielle.




I.2- Hypertension artérielle
1.2.1- Définition et prévalence
L’ hypertension artérielle (HTA) est définie par élévation permanente de la pression artérielle

systolique (PAS) supérieure a 140 mmHg et de la pression artérielle diastolique (PAD) supérieure a

90 mmHg (OMS, 2021).

L’ hypertension artérielle est une maladie largement répandue dans le monde. Selon I’OMS,
elle touche a peu prés 1,3 milliard de la population mondiale adulte. Ce chiffre d’aprés les prévisions
devrait passer a 1,5 milliard d’ici 2025 si rien n’est fait (Elnaem ef al., 2022). L’HTA, généralement
associée aux complications cardiovasculaires comme [I’insuffisance cardiaque, les accidents
vasculaires cérébraux et les maladies rénales, serait responsable chaque année de la mort de plus de 9
millions de personnes a travers le monde (Keith et al., 2020). Elle est trés présente en Afrique
notamment dans les pays d’Afrique sub-saharienne ou elle touchait environ 46 % des personnes
adultes. Au Cameroun, elle est beaucoup plus importante en milieu urbain avec pres de 30,9 % de la

population adulte touchée (Defo et al., 2019).

1.2.2- Etiologie de I’hypertension artérielle
On distingue selon 1’étiologie deux types d’hypertension artérielle : I’hypertension artérielle

essentielle et I’hypertension artérielle secondaire (Borel, 1999).

1.2.2.1- Hypertension artérielle primaire ou essentielle

L’hypertension artérielle dite « essentielle » se développe la plupart du temps de manicre
asymptomatique et représente 90 % des cas d’hypertension (Goita et al., 2020). Bien que les causes
soient mal connues, certaines ¢tudes suggerent que I’HTA dite essentielle est caractérisée par une
dysfonction endothéliale marquée par une réduction de la biodisponibilit¢ du monoxyde d’azote (NO)

avec pour conséquence 1’augmentation chronique de la pression artérielle (Leong et al., 2015).

1.2.2.2- Hypertension artérielle secondaire

L’hypertension artérielle dite « secondaire » correspond a moins de 10 % des cas
d’hypertension. Les causes d'HTA secondaire sont multiples, regroupant des pathologies
endocriniennes, rénales, vasculaires, respiratoires, tumorales, médicamenteuses ou toxiques

(Disarbois, 2021).

Bien que I’hypertension artérielle soit d’origine peu connue, plusieurs facteurs augmentent le

risque de développervune hypertension artérielle.




1.2.3- Facteurs de risques
1.2.3.1- Facteurs de risques non modifiables
La pression artérielle ainsi que la prévalence de I’HTA augmentent en fonction de certains

facteurs non contr6lables comme :

»  D’age : il se caractérise par un durcissement des parois artérielles en raison du remplacement
progressif des fibres €lastiques par des fibres de collagéne pendant le vieillissement;

»  lesexe: ’HTA est plus fréquente chez I’homme que chez la femme non ménopausée en
raison de la présence chez cette derniére d’un bagage oestrogénique qui la protége des maladies
cardiovasculaires. Toutefois cette tendance tend a s’équilibrer aprés la ménopause avec la chute du
taux d’cestrogenes chez la femme ;

»  les antécédents familiaux : une histoire familiale d’hypertension artérielle ou de maladie

cardiovasculaire prédispose a un risque de développer une hypertension artérielle (Disarbois, 2021).

1.2.3.1- Facteurs de risques modifiables

e La consommation d’alcool : une consommation chronique d’alcool favorise la prise de poids et
active le systéme nerveux sympathique. L’alcool diminue I’efficacité de la plupart des traitements
antihypertenseurs ;

e Le tabagisme : a long terme, le tabac conduit a une détérioration des arteres, d’autant plus rapide s’il
est associé a un autre risque cardio-vasculaire ;

e Le régime alimentaire : éviter I’exces de sel dans 1’alimentation ;

e La sédentarité : Pour réguler et faire baisser la tension artérielle, il est recommandé de pratiquer

réguliérement une activité physique d’intensité faible a modérée et de longue durée (Disarbois, 2021).

1.2.4- Complications de I’hypertension artérielle
L’HTA est un des principaux facteurs de risque de mortalité ou de morbidité cardiovasculaire. Les
conséquences de ’HTA non contrdlée a moyen/long terme sont multiples et graves (Jordan ef al., 2018).
Elle serait responsable de plusieurs atteintes notamment : les atteintes cardiaques, les atteintes des gros
vaisseaux, les atteintes cérébro-vasculaires et les atteintes rénales (Jordan ef al., 2018 ; Wajngarten et

Silva, 2019).

e Complications cardiaques : L'hypertension artérielle est responsable de la survenue de 40 % des cas
d’hypertrophie ventriculaire gauche et 47 % des cas d’ischémies cardiaques (Jordan ef al., 2018).
e Complications cérébro-vasculaires : L’HTA est la premiere cause d’accidents vasculaires cérébraux

: 60% des accidents vasculaires cérébraux sont attribuables a 'HTA. Les hypertendus ont un risque de

@



faire un accident vasculaire cérébral 3 a 4 fois supérieure aux sujets normotendus (Wajngarten et Silva,
2019).

o Complications rénales : L'¢lévation de la PA est un facteur de risque indépendant de développer une
insuffisance rénale chronique. La diminution de la PA ralentit la progression de la maladie rénale
chronique et les événements cardiovasculaires qui I'accompagnent (Wajngarten et Silva, 2019).

Plusieurs modéles expérimentaux ont été mis sur pieds pour étudier la physiopathologie de

I’hypertension artérielle.

I.3-Modgéles expérimentaux de I’hypertension artérielle
1.3.1-Modéles génétiques de I’hypertension artérielle

Ces modeles ont pour but d’étudier I’influence des facteurs génétiques sur la pression artérielle. On
peut citer le modele du rat spontanément hypertendu (SHR), le modele du rat Dahl sensible au sel et le

modele des rats hypertendus de Milan (Leong et al., 2015)

1.3.2- Modzéles chirurgicaux d’hypertension

Le modele de Goldblatt consiste en une néphrotomie unilatérale ou bilatérale avec constriction
partielle de 1’'un ou des deux artéres rénales chez le rat. Ceci stimule la production de la rénine par les
cellules juxtaglomérulaires entrainant la formation de 1’angiotensine II et I’augmentation de la pression
artérielle. Ce modele est caractérisé par une augmentation importante du volume plasmatique et de la

pression artérielle (Leong et al., 2015).

1.3.3- Modéles pharmacologiques d’hypertension

e Modéle L-NAME : I’administration chronique d’un inhibiteur de la synthése de monoxyde d’azote
(NO), le NY-nitro-L-arginine méthyl ester (L-NAME), induit une augmentation de la pression
artérielle chez le rat (Leong et al., 2015).

e Modéle LNMA : D’inhibition de la synthése du NO avec le N°-monomethyl-L-arginine (LNMA),
induit une forte augmentation de la pression artérielle (Michel et Arrnal, 1993)

o Modéle DOCA : Il s’agit de ’'HTA induite par 1’acétate de désoxycorticostérone (DOCA). L’HTA
induite par le DOCA est dépendant du sel. Le DOCA est implanté en sous-cutané, et I’eau de boisson est
remplacé par du NaCl a 1%. Il y a augmentation de la réabsorption hydrosodée et donc, de la volémie ;
et augmentation de la sécrétion de la vasopressine entrainant une élévation de la rétention de 1’eau et la

vasoconstriction (Michel et Arrnal, 1993 ; Leong ef al., 2015)

1.3.4-Modéles nutritionnelles d’hypertension
Une dicte riche en fructose induit I’hypertension artérielle. L’administration de fructose 60%
provoque une €lévation significative de la pression artérielle chez les rats sprague Dawley a partir de la

3eme semaine (Leong et al., 2015).
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L.4- Physiopathologie de L’HTA: role de Dinhibition de la synthése du NO par la

NC-Nitro-L-arginine méthyl-ester

Le monoxyde d’azote joue un role essentiel dans le maintien du tonus vasodilatateur et de 1’intégrité
de I’endothélium. Ce composé est synthétis¢ par les NO-synthases (NOS). Le NO agit en stimulant une
guanylate cyclase soluble des cellules musculaires lisses de la paroi vasculaire, et son effet est donc relayé
par l'augmentation de la concentration intracellulaire de GMP cyclique entrainant une cascade de
phosphorylation des protéines impliquées dans le recaptage et l'extrusion du calcium, induisant la
relaxation de la cellule musculaire lisse. (Michel et Arrnal, 1993). La voie de régulation NO-GMP cyclique
pourrait étre perturbée dans certains types d'hypertension artérielle. Expérimentalement, il est établit
qu’une inhibition chronique de la NOS par la L-NAME conduit a une déficience en monoxyde d’azote
(NO) a I’origine d’une hypertension artérielle associ¢e a une dysfonction endothéliale, une dyslipidémie,

un stress oxydatant, et des altérations de la fonction cardiaque et rénale (Pechanova et al., 2020).

1.4.1- L-NAME et dysfonction endothéliale

L’endothélium vasculaire peut étre considéré comme le plus important « organe » endocrine du
corps humain. Les cellules endothéliales vasculaires produisent de nombreux facteurs vasoactifs qui jouent
un rdle crucial dans la régulation du tonus vasculaire (Therrien, 2005). L’inhibition NO par la L-NAME
conduit un déséquilibre entre la production des facteurs vasoconstricteurs et vasodilatateurs (figure 5) en

faveur des facteurs vasoconstricteurs due a une biodisponibilité réduite du NO (Leong et al., 2015)

Vasoconstricteurs Vasodilatateurs

Angll, ET-1, TXAz, O NO, PGl;, EDHF
| ]

Figure S: Equilibre entre facteurs vasoactifs de I’endothélium (Therrien, 2005)

Ang I1: Angiotensine II; ET-1: Endothéline; TXA:z: Thromboxane A, ; O% : anion superoxyde
L4.2- L NO: Monoxyde d’azote; PGI2 : Prostaglandine, EDHF : Endothelium-derived hyperplarizing factor

Le stress oxydatif est un terme définissant les états de niveau élevés d’espéces réactives de
I’oxygeéne (EROs). Normalement les EROs contrdlent plusieurs processus physiologiques comme la
défense de I’hdte, la biosynthése des hormones et la signalisation cellulaire (Elnakish et al., 2013).
Cependant, le stress oxydatif a été¢ impliqué dans diverses pathologies dont 1’hypertension artérielle
essentielle ou lorsqu’il n’en est pas a la cause, joue un rdle permissif dans son maintien et son

développement (Selemidis et al., 2007). En effet, le NO régule directement 1’activité du NADPH oxydase
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et module ainsi le stress oxydant. Dans ce modéle, ’inhibition du NO par la L-NAME conduit a une
augmentation 1’activité de la NADPH oxydase responsable de la formation de I’anion superoxyde (O?),
précurseurs de plusieurs EROs (Selemidis et al., 2007). Ceci a pour conséquence une dysfonction
endothéliale, et une altération structurelle et fonctionnelle des organes comme le cceur et les reins

(Selemidis et al., 2007 ; Kukongviriyapan et al., 2015).

1.4.3-L-NAME et fonction cardiaque

L’administration de L-NAME induit une vasoconstriction coronaire a 1’origine d’une nécrose
é¢tendue du myocarde (infarctus du myocarde) localisée préférentiellement dans la région sous
endocardique du ventricule gauche (El-Mosallamy et al, 2012). L’activation du systéme rénine-
angiotensine —aldostérone (SRAA) dans ce model entraine une hypertrophie marquée par une augmentation
de la masse cardiaque (Simko et al., 2018). La fixation de 1’angiotensine II sur son récepteur affecte
¢galement la transcription de génes et I’activation de protéines, conduisant a la croissance et la prolifération
des cardiomyocytes, a la production du transforming growth facteur  (TGF-B), de la fibronectine et du,
collagéne de type 1. Ces molécules sont impliquées dans 1’expansion de la matrice extracellulaire a

I’origine d’une fibrose et d’une de I’hypertrophie cardiaque (Maneesai et al., 2016 ; Simko et al., 2018).

1.4.4- L-NAME et fonction rénale

Les reins sont un des premiers organes a étre affectés par la baisse de la biodisponibilité du
monoxyde d’azote (Paredes et al, 2018). Le NO intervient dans la régulation aussi bien de
I’hémodynamique rénale que de la pression artérielle. Chez les rats hypertendus a la L-NAME, on observe
une altération de la fonction rénale marquée par une diminution du débit de filtration glomérulaire, une
réduction de la diurése et de 1’excrétion urinaire de sodium. On note également une augmentation de
I’activité du SRAA avec pour conséquence une élévation de pression artérielle (Singh ez al., 2016 ; Abdel-

Rahman et al., 2017)

1.4.5- L-NAME et dyslipidémie

La dyslipidémie est connue pour étre étroitement associée a une baisse de la biodisponibilité¢ du
NO chez I’hypertendu (Wakabayashi et Daimon, 2019). Le NO joue un role important dans le métabolisme
lipidique. En condition physiologique, le NO permet I’activation du sterol regulatory element binding
protein (SREBP)-2, un facteur de transcription du métabolisme du cholestérol et de I’expression des

récepteurs LDLs (Noda et al., 2015).

Ces modeles expérimentaux sont utilisés dans la découverte de nouveaux médicaments pour une

meilleur prise en charge de 1’hypertension et ses complications.
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L.5- Prise en charge de ’hypertension artérielle

La prise en charge de I’hypertension artérielle repose principalement sur des traitements

pharmacologiques et des traitements non pharmacologiques.

L.5.1-Traitement non pharmacologique : mesures hygiéno-diététiques

En premiére intention, lorsque I’HTA est suspectée ou diagnostiquée chez un patient, la mise en
place des mesures hygiéno-diététiques ayant montré leur bénéfice dans le control de la pression artérielle
est recommandée (Steichen ez Plouin, 2013). Ces mesures sont entre autres : limitation de consommation
de sel, d’alcool et de tabac ; une réduction du poids en cas de surcharge pondérale ; la pratique réguliére
d’une activité physique et d’u régime alimentaire riche en 1égumes, fruits et pauvre en graisse saturée

(Blacher et al., 2013).

Ces mesures sont généralement associées a la prise de différentes classes de médicaments

pharmacologiques.

I.5.2- Traitement pharmacologique
Cinq classes d’antihypertenseurs recommandées en premiere intention dans ’HTA essentielle au
premier rang desquelles les inhibiteurs de 1’enzyme de conversion ensuite, les antagonistes des récepteurs

de I’angiotensine II, les antagonistes calciques, les diurétiques et enfin les bétabloquants (Kichou et al.,

2019).

e Les inhibiteurs de ’enzyme de conversion : Les inhibiteurs de ’enzyme de conversion inhibent
I’enzyme de conversion et donc diminuent les concentrations d’angiotensine II. La vasoconstriction
diminue, de méme que la sécrétion d’aldostérone et donc la rétention hydrosodée diminue (Steichen et
Plouin, 2013).

e Les antagonistes de I’angiotensine II : Les antagonistes du récepteur de 1’angiotensine II agissent en
bloquant le récepteur a I’angiotensine II et ont des effets quasi similaires a ceux des IEC (Blacher et
al., 2013).

e Les inhibiteurs calciques : Les inhibiteurs calciques bloquent I’entrée de calcium dans les cellules
musculaires lisses de la paroi vasculaire et dans les cellules myocardiques. Ce blocage entraine une
diminution du « signal calcique » et donc une diminution de toutes les réponses cellulaires qui y sont
liées.

e Les bétabloquants : ils agissent en bloquant les effets de 1’adrénaline et de la noradrénaline, deux
hormones qui augmentent la fréquence cardiaque et la pression artérielle. Les béta-bloquant sont
particulierement utiles chez les personnes hypertendues qui présentent une fréquence cardiaque élevée

au repos.

E



e Les diurétiques thiazidiques : Les diurétiques thiazidiques agissent dans le tube contourné distal
en inhibant le transporteur Na/Cl. On va avoir une augmentation de sodium et de chlore dans I’urine
(actions natriurétique et chlorurétique) et donc I’effet diurétique recherché pour traiter I’hypertension

artérielle (Kichou et al., 2019).

Les objectifs tensionnels sont généralement de faire baisser la PA a des valeurs inférieures a
140/90mmHg. Ainsi, Le choix de la stratégie médicamenteuse sera fonction des situations cliniques
particulieres telles que 1’efficacit¢ du médicament, la tolérance du patient au médicament et les
comorbidités associé¢es a ’'HTA. On peut débuter par 1’utilisation d’un seul médicament (monothérapie)
puis par une association de deux (bithérapie) voir trois (trithérapie) classes d’antihypertenseurs si I’objectif

tensionnel du traitement n’est pas atteint (Kichou et al., 2019).

La prise de ces médicaments est généralement associée a des effets secondaires néfastes. C’est ’'une
des raisons pour lesquelles certaines populations se tournent de plus en plus vers d’autres alternatives

thérapeutiques telle que : la phytothérapie.

1.6- Phytothérapie et hypertension artérielle

Dans le monde en général et particulierement en Afrique, la phytothérapie est largement utilisée
pour la prise en charge des problémes de santé. Ainsi plusieurs plantes sont utilisées pour la pris  en
charge des maladies cardiovasculaires comme 1’hypertension artérielle. Au Cameroun, diverses plantes se
sont avérées actives dans la prise en charge de ’hypertension artérielle a I’exemple de Bidens pilosa
(Bilanda et al., 2017), Fagara tessmannii (Fouda et al., 2020) et Vitex cienkowski (Metchi et al., 2021).
Vernonia guineensis communément appelée « Ginseng » qui fait I’objet de cette étude est une plante de la
famille des Asteraceae largement répandue dans 1’Ouest du Cameroun ou elle est utilisée traditionnellement

pour la prise en charge des maladies cardiovasculaires comme 1’hypertension artérielle.

L.7- Plantes : Vernonia guineensis

» Classification botanique (APG IV, 2016)

e Régne : Plantae

e Embranchement : Tracheophyta

e C(lasse : Magnoliopsida

e Ordre : Magnoliales

e Famille : Annonnaceae

e Genre : Vernonia

e Espéce : Vernonia guineensis benth. (Burkil)

» Description botanique

Vernonia guineensis est une plante géophyte. Elle est constituée d’un appareil végétatif souterrain

(racines) et d’un appareil végétatif aérien (tiges et feuilles) (Duviard, 1969). Ce dernier est fait d'une ou

E



plusieurs tiges ramifiées et dressées, atteignant une hauteur qui dépasse rarement 1 métre. Les tiges et les
rameaux sont couverts d'une abondante pilosité grise qui forme un feutrage a la surface de ces organes. Les
feuilles sont ovalaires, de formes assez variables, mais toujours denticulées. Leur face supérieure est
luisante et lisse ; leur face inférieure est couverte d'un épais feutrage pileux, comme les tiges La partie
souterraine, composée par les racines plus ou moins tubérisées (d'autant plus nombreuses que la plante est
agée) et une courte tige souterraine, assure par la présence de nombreux bourgeons, le maintien et le
développement ultérieur de chaque pied considéré (Duviard, 1969).
» Utilisation empirique

Les racines de Vernonia guineensis sont utilisées par les populations en médecine traditionnelle
pour leurs activités antihelminthiques et antimicrobiennes, mais également pour leur propriétés
aphrodisiaques et anti-plasmodiales, comme antidote pour poison et pour le traitement de la jaunisse et des
maladies vénériennes (Donfack et al., 2012 ; Ditchou et al., 2019). Des enquétes ethnobotaniques ont
révélé que certain es populations d’ Afrique centrale (Cameroun) utilisent les feuilles et racines de Vernonia

guineensis pour le traitement des maladies cardiovasculaires telles que les palpitations cardiaques, le

diabéte et I’hypertension artérielle (Yapi et al., 2016 ; Tankeu et al.,2021).

> Phytochimie et études phytopharmacologiques des racines de Vernonia guineensis

Les investigations chimiques sur I’extrait hydro-éthanolique des racines de Vernonia guineensis
ont décelés la présence de plusieurs métabolites secondaires tels que les flavonoides et polyphénols (Nana

et al., 2023).

Des études phytochimiques menées par Wouamba et al. en 2019 ont permis I’isolation d’une
nouvelle céramide (vernoguinamide) avec 15 autres composés parmi lesquels 3 dérivés d’acides gras, 3
triterpernoides, 3 anthraquinones 6 stéroides (vernoguinoside A, vernoguinoside B, j-sitostérol 3-O-p-D-
glucoside et stigmastérol 3-O-B-D-glucoside, stigmastérol et B-sitostérol). Une étude bio-guidée par
’activité antibactérienne de I’extrait du chlorure méthanol des racines de V. guineensis a montré que des
composés comme : vernoguinoside A, stigmastérol 3-O-B-D-glucoside ont des activités antibactérienne et
antifongiques contre certaines (Salmonella typhi, Shigella flexineri, Candida albicans, Candida

parapsilosis) (Donfack et al., 2012).

Une étude pharmacologique a montré des propriétés anti-inflammatoires de 1’extrait hydro-

¢thanolique de Vernonia guineensis (Nana et al., 2023).
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CHAPITRE |1 : MATERIEL ET METHODES



I1.1- Matériel
I1.1.1- Matériel animal

Les rats males de souches Wistar agés entre 12-14 semaines et pesant en moyenne entre 180 et
220g ont été utilisés pour cette étude. Ces rats ont €té¢ obtenus a 1’animalerie du Département de
Biologie et de Physiologie Animales de I’Université de Yaoundé . Ils y ont été¢ logés dans des cages
en plastique a température ambiante, exposés a une aération suffisante et sous un cycle lumineux
naturel. Les animaux ont été €levés avec un libre acces a I’eau de robinet comme eau de boisson et une
alimentation constituée de 22 kg de mais, 5 kg de son de blé, 9 kg de poisson, 1 kg de poudre d’os, 6
kg d’arachide et 7 kg de palmiste et 2 sachets de 15 g d’Olivitasol (complexe vitaminé).

I1.1.2- Matériel végétal

Le matériel végétal (Figure 6) était constitué de racines de Vernonia guineensis, récoltées en
avril 2022 dans la localité¢ de Bangangté, région Ouest au Cameroun. La plante a été initialement
identifiée par le Professeur ZAPFACK du Département de Biologie et de Physiologie Végétales. Les

racines ont été identifiées a 1’herbier national en comparaison avec 1’échantillon N° 11133SRF/Cam.

Figure 6: Photographies de la plante entiére (A) et des racines (B) de Vernonia guineensis (prise par
Tsafack en Avril 2022)

I1.2- Méthodes
I1.2.1- Préparation de I’extrait hydro-éthanolique de Vernonia guineensis

La Préparation de I’extrait hydro-éthanolique de Vernonia guineensis s’est faite suivant le
procédé utilisé par Wouamba et al. en 2019 illustré en annexe 1. Les racines de Vernonia guineensis
ont été lavées, découpées et séchées a ’air libre puis réduit en poudre. 1,1 kg poudre de racines ont été

macérée a température ambiante dans un solvant hydro-éthanolique dans des proportions 70% éthanol
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et 30% eau pendant 48h puis filtrés a I’aide du papier Whatman N°3. Les solvants utilisés ont par la
suite ét¢ évaporés sous vide (70°C) dans un évaporateur rotatif sous vide (HEIDOLPH). La pate de
couleur marrone obtenue, a été séchée a 40°C dans une étuve ventilée et a permis d’obtenir 66,29 g

d’extrait brut de racines, soit un rendement d’extraction de 6,02 %.

I1.2.2- Préparation des solutions d’extrait de Vernonia guineensis
Le choix de I’extraction hydro-éthanolique et des doses (125 et 250 mg/kg) utilisées a été fait
sur la base des travaux récemment menés par Nana ef al. en 2023 sur les propriétés anti-inflammatoire

de I’extrait hydro-éthanolique des racines de Vernonia guineensis.

Les solutions d’extrait administrées aux rats ont été préparées par solubilisation de 125 et 250
mg d’extrait hydro-éthanolique des racines de Vernonia guineensis dans 10 mL de solution saline, de

fagon a obtenir des solutions de concentration de 12,5 et 25 mg/mL.

Connaissant la dose D (mg/kg) a administrer, le poids P (kg) de I’animal et les concentrations
C (mg/mL) de solution a administrer aux rats, le volume V (mL) de I’extrait & administrer a été calculé

par la formule suivante :

Dose (mg/kg) % Poids (kg)
Concentration (mg/mL)

Volume (mL) =

I1.2.3- Préparation des différentes solutions

Les protocoles de préparations des différentes solutions sont présentés en annexe 2.
I1.2.4-Protocole expérimental

Dans le but d’évaluer les effets de 1’extrait hydro-éthanolique de Vernonia guineensis sur
I’hypertension induite par la L-NAME chez des rats males, 34 rats ont été utilisés. L’hypertension a
¢été induite (Annexe 3) par administration par voie intrapéritonéale d’une dose journali¢re de 25 mg/kg
de L-NAME durant 3 semaines (Fouda et al., 2020). Ces rats ont ¢t¢ randomisés selon leur poids et

répartis en 5 lots traités quotidiennement de la maniére suivante :

e un lot contréle normal ou groupe TNor (n=6) constitué¢ des rats recevant la solution saline (NaCl
0,9%) a 10 mL/kg par voie orale et 5 mL/kg par voie intrapéritonéale (T Nor.) ;

e un lot contrdle négatif ou groupe L-NAME (n=8) constitué¢ des rats recevant la solution saline
(NaCl 0,9%) a 10mL/kg par voie orale et 25 mg/kg de L-NAME (L-NAME) par voie

intrapéritonéale;
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¢ un lot controle positif ou groupe CAPTO (n=6) constitué des rats recevant du Captopril (inhibiteur
de I’enzyme de conversion) a la dose de 20 mg/kg par voie orale et 25 mg/kg de L-NAME par voie
intrapéritonéale;

e un lot test 1 (n=7) constitué des rats traités a I’extrait de racines de Vernonia guineenis a la dose
de 125 mg/kg ( EHVG 125) et 25 mg/kg de L-NAME par voie intrapéritonéale;

e un lottest2 (=7) constitué des rats traités a 1’extrait de racines de Vernonia guineenis a la dose de

250 mg/kg ( EHVG 250) et 25 mg/kg de L-NAME par voie intrapéritonéale;

Durant le traitement, le poids corporel des animaux a été mesuré tous les deux jours. Au dix-
huitieme jour de traitement, les animaux ont ét¢ mis dans les cages métaboliques pour une durée

d’acclimatation de 72 heures et les urines des derniéres 24 heures ont été recueillies.

I1.2.5- Collecte des urines

Trois jours avant la fin de la période expérimentale, les animaux ont été placés dans les cages
métaboliques (Figure 7) pendant 72 h. Les urines des derniers 24 h ont été prélevées et centrifugées a
3500 tr/min pendant 25 min 4 4°C a ’aide d’une centrifugeuse de marque GR412. Le surnageant a été
recueilli dans des tubes Ependorf puis conservés a -20°C pour le dosage des paramétres tels que la

créatinurie et la concentration des ions sodium (Na") et potassium (K*).

Cage a animale

Biberon d’eau

Boite d’aliment

Pot a urine

Figure 7: Dispositif des cages métaboliques (photo prise par Tsafack en aout 2022)

I1.2.6- Evaluation de la variation pondérale des animaux et de la masse relative des organes

» Evaluation de la variation pondérale des animaux

Le poids des rats a été pris a intervalle de deux jours. La variation pondérale (VP) en pourcentage

de masse initiale a été calculée suivant la formule :
(mi — m)x100
m

Pourcentage de gain pondéral =

mi = masse au jour i (g) ; m = masse initiale (g)
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> KEvaluation de la masse relation des organes

Le poids relatif (Pr en %) des organes a été déterminé par la formule suivante :

Pr = (m/m,) x 100

Avec m la masse de I’organe (g) et m, la masse de 1’animal (g).

I1.2.7- Enregistrement des parameétres hémodynamiques
La pression artérielle et la fréquence cardiaque ont été évaluées dans cette étude par la méthode
invasive directe. Elle consiste a introduire dans la carotide d’un rat anesthésié, un cathéter connecté a

un systeme de transduction et d’enregistrement de pression (Fouda et al ; 2020).
» Préparation des animaux

Au terme du traitement (21°™ jour) et aprés un jeine non hydrique de 12 heures, les animaux des
différents groupes ont ét¢ anesthésiés par injection intra-péritonéale de 1’uréthane 15 % a la dose de
1,5 g/kg. Ces animaux ont été fixés en décubitus dorsal sur une plaque de liege. Une incision médiane
et longitudinale de la région du cou a été pratiquée, les muscles sterno-mastoidiens et la trachée ont
été écartés. La trachée a été écartée pour faciliter la respiration spontanée. La carotide gauche a été

délicatement dégagée.
> Enregistrement de la pression artérielle, de la fréquence cardiaque

Apres identification de la carotide, elle a ét¢ mise a nu et une injection de Mac Even hépariné (10

%) a été effectuée dans la veine fémorale afin d’éviter la coagulation du sang. Par la suite, une ligature
a été effectuée du coté céphalique et un clamp vasculaire a été placé le plus bas possible vers le cceur,
proche d’un fil d’attente. Une incision a été réalisée entre la premiére ligature et le second fil d’attente.
L’embout libre du cathéter, relié au transducteur lui-méme relié a I’enregistreur hémodynamique
(Biopac Student Lab) de type MP 35, a été introduit dans la carotide en direction du cceur et maintenu
en place par la deuxieme ligature. Le dome du transducteur était rempli de liquide physiologique
(solution de Mac Even hépariné 1 %), de méme que la canule fixée a la carotide du rat. Aprés ouverture
du robinet reliant la carotide au transducteur, le clamp a été enlevé, les variations de la pression
artérielle et de la fréquence cardiaque €taient transmises a I’enregistreur, connecté a un ordinateur afin
de visualiser les différents tracés enregistrés (Figure 8). La pression artérielle ainsi que la fréquence
cardiaque ont par la suite été enregistrées simultanément pendant une période de stabilisation de 30
minutes. La pression artérielle moyenne (PAM) est la moyenne de la pression au cours d’un cycle
cardiaque. Elle a été calculée en utilisant la formule suivante :

PAM (mmHg) = 2PAD+ PAS) /3, avec PAS = pression artérielle systolique (mmHg) et

PAD = pression artérielle diastolique (mmHg) (Pelletier, 1998).
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Figure 8:Dispositif d’enregistrement de la pression artérielle et de la fréquence cardiaque (photo
prise par Tsafack en 2022 au laboratoire 168/UYI) A = Ecran ; B = Enregistreur biopac ;
C= Animal anesthésié ; D= Transducteur de signal

I1.2.7- Sacrifice des animaux et préparation des échantillons

Apres enregistrement des parametres hémodynamiques, les rats ont été déconnectés du systeme
d’enregistrement. Les animaux ont ét¢ sacrifiés par section de la carotide et le sang a aussitot été
recueilli dans des tubes secs. Le sang récolté a été centrifugé a 3000 trs/min pendant 15 minutes a 4°C
a I’aide d’une centrifugeuse du modéle GR412. Le surnageant (sérum) a été collecté dans des tubes
eppendorfs (préalablement étiquetés) et conservé a -20 °C au congélateur, pour le dosage ultérieur de
quelques parametres sériques (transaminases, lactate déshydrogénase, bilirubine, créatinémie,
protéines totales et les marqueurs biochimiques du profile lipidique). Les animaux ont ensuite été
disséqués et les organes tels que le foie, les reins, le cceur, I’aorte ont été prélevés, rincés dans du NaCl
0,9 %, essorés puis pesés. Des portions de 0,4 g pour les reins, le foie et le coeur, et 0,2 g pour 1’aorte
ont été broyées séparément dans un mortier en céramique, et homogénéisées a 20% dans une solution
tampon de Tris-HCI pour les reins et le foie, et dans une solution tampon de Mc Even pour le 1’aorte
et le coeur. Les homogénats obtenus ont été centrifugés a 3000 tours par minute pendant 25 minutes a
4 °C a I’aide d’une centrifugeuse de marque GR412. Les surnageants obtenus ont été collectés dans
des tubes Eppendorfs et conservé a -20 °C au congélateur, pour le dosage de quelques parametres du
statut oxydant. Des échantillons d’organes (rein, foie, cceur et aorte) de 3 animaux de chaque lot ont

¢t¢ immédiatement fixés dans du formol 10 % tamponné pour les coupes histologiques.




I1.2.8- Evaluation des effets de I’extrait hydro-éthanolique de Vernonia guineensis sur quelques
parameétres biochimiques sériques

a) Dosage des transaminases

e Principe

L’Alanine Aminotransférase (ALAT) et I’ Aspartate Aminotransférase (ASAT) catalysent le
transfert du groupement aminé respectivement de 1’alanine sur I’a-cétoglutarate pour former le
pyruvate et le glutamate, et de 1’Aspartate vers 1’a- cétoglutarate pour former 1’Oxaloacétate et le
glutamate. Le pyruvate et I’oxaloacétate réagissent avec le NADH respectivement en présence de la
LDH (Lactate Déshydrogénase) et de la MDH (Malate Déshydrogénase) pour former respectivement

le lactate et le malate.

L-Aspartate + a-cétoglutarate < ASAT - Oxaloacétate + glutamate

L-Alanine + a-cétoglutarate ALAT - Pyruvate + glutamate

e Mode opératoire

Le dosage des transaminases a été réalisé a I’aide du kit LABKIT et les tubes ont été remplis et

traités comme ’indique le tableau I.

Tableau I : Protocole de dosage des transaminases

Echantillon (nL) 100
Réactif de travail (pL) 1000

Le contenu de chaque tube a été homogénéisé et incubé dans un bain-marie pendant 1 min a 37 °C. Les
absorbances des échantillons ont ensuite été lues contre 1’eau distillée a 0, 1, 2 et 3 min avec un

spectrophotomeétre de marque URIT 810 a 340 nm.

L’activité de ’ALAT et de I’ASAT a été déterminée par la formule suivante :
Act. ALAT ou ASAT = AA x 1750

Act. ALAT ou ASAT=Activité¢ de ’ALAT ou de ’ASAT (UI/L) ; 1750 = Coefficient donné par le kit ; AA =
Variation de I’absorbance ; AA= [(Ai-Ao) + (A2-A1) + (As-Ay)] /3.

b) Dosage de la lactate déshydrogénase

e Principe

La lactate déshydrogénase (LDH) catalyse la réduction du Pyruvate par le NADH, selon la

réaction suivante :

Pyruvate + NADH + H* - LDH - L-lactate + NAD"
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Le taux de diminution de la concentration de NADPH, mesuré par photométrie, est

proportionnel a la concentration catalytique de LDH présente dans I’échantillon.

e Mode opératoire

Le dosage de la LDH a été réalisé selon le protocole du kit de la compagnie LABKIT.
Les différents tubes ont été remplis et traités d’apres le tableau ci-dessous

Tableau II : Protocole de dosage de Lactate déshydrogénase.

Echantillon (pL) 50
Réactif de travail (pL) 3.0

Le contenu de chaque tube a ét¢ homogénéisé et incubé dans un bain-marie pendant 1 min a 37 °C.
Les absorbances des échantillons ont ensuite été lues contre 1’eau distillée a 0, 1, 2 et 3 min avec un

spectrophotometre de marque URIT 810 a 340 nm.

LDH (U/L) = (AA/min x 9690)
¢) Dosage du cholestérol total
e Principe

Le cholestérol est présent dans le sérum sous forme d’ester de cholestérol et de cholestérol libre.
L’ester de cholestérol est hydrolysé par le cholestérol oxydase pour former le peroxyde d’hydrogene
qui réagit avec le phénol et le 4-aminoantipyrine formant ainsi la quinonéimine. L’intensité de la

coloration est directement proportionnelle au taux de cholestérol présent dans 1’échantillon.

Cholestérol ester + H,0 Cholestérol estérase > Cholestérol + Acide gras

Cholestérol + Os Cholestérol oxydase . 4-Cholestérol + Hx0,

2H>0; + Phénol + 4-aminophenazone Peroxydase , Quinonéimine + 4H>0

» Mode opératoire

Le protocole de dosage a été fourni par le kit LABKIT. Les tubes ont été remplis et traités tel que
présenté dans le tableau III.

Tableau III : Protocole de dosage du cholestérol total

Blanc Standard Echantillon
Eau distillée (nL) 10 -
Standard (uL) - 10 -
Echantillon (pL) - 10
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Réactif de travail (uL) 1000 1000 1000

Aprés agitation, le mélange a été incubé a température ambiante pendant 10 minutes. Les absorbances
des échantillons et du standard ont été lues contre le blanc au spectrophotomeétre a 500 nm

Chol-T] = Concentration de cholestérol total (mg/dL) ;
X C Abs = Absorbance ;
C = Concentration du standard (200 mg/dL).

(Chol — T] = Abs echantillon — Abs Blanc
° " Abs Standard — Abs Blanc

d) Dosage des triglycérides
e Principe
Sous I’action des lipases, les triglycérides (TG) sont hydrolysés en glycérol et acides gras. Le

glycérol sera ensuite transformé en peroxyde d’hydrogéne sous I’action successive de la glycérol

kinase et de la glycérol-3-phosphate oxydase.

Cholestérol ester + H,O Lipoprotéine lipase

» Glycérol + Acide gras

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

Glycérol-3-phosphate + O Glycérol-3-oxidase | Dihydroacétone Phosphate +H>O»

e Mode opératoire

Le protocole suivi pour le dosage est celui proposé par le kit LABKIT. Les tubes ont été préparés

suivante tableau IV.

Tableau IV : Protocole de dosage des triglycérides

Blanc Standard Echantillon
Eau distillée (nL) 10 - -
Standard (uL) - 10 -
Echantillon (nL) - 10
Réactif de travail (uL) 1000 1000 1000

Les tubes ont été homogénéisés et incubés a température ambiante pendant 10 minutes puis les
densités optiques ont été lues contre le blanc a 546 nm.

La concentration en triglycéride a été déterminée par la formule ci-dessous.

Abs echantillon — Abs Blanc TG]= Concentration de triglycérides (mg/dL) ;

[TG] = Abs Standard — Abs Blanc xc Abs = Absorbance ;
C = Concentration du standard (200 mg/dL).

e) Dosage du HDL-cholestérol

E



e Principe

En présence d’ions Mg?*, les LDL, les VLDL et les chylomicrons précipitent quantitativement
par addition d’acide phosphotungstique et le HDL-cholestérol est dosé dans le surnageant selon le

méme principe que le cholestérol total.
e Mode opératoire

Le dosage du HDL-Cholestérol s’est déroulé en deux étapes : une phase de précipitation et une
phase de dosage. Pour la précipitation, 100 pL. de sérum ont été additionnés a 1000 pL de précipitant
du kit LABKIT. L’ensemble a été laissé¢ au repos pendant 10 minutes a température ambiante puis
centrifugé pendant 20 minutes a 4000 tours/minutes. Le surnagent obtenu apres centrifugation a été
ensuite prélevé. Pour le dosage, les différents tubes ont été complétés et traités suivant le tableau V.

Tableau V : Protocole de dosage du HDL-Cholestérol

» Précipitation des VLDL et LDL-Cholestérol

Echantillon
Echantillon (pL) 1000
Précipitant dilué (nL) 100

Le mélange a été agité et laissé a température ambiante pendant 10 minutes. Aprés incubation, les
¢chantillons ont été centrifugés a 4000 tours/min pendant 20 min & 37 °C. Le surnageant (échantillon) a été

pipeté pour le dosage du HDL-Cholestérol.

» Quantification du HDL-Cholestérol

Blanc Standard Echantillon
Eau distillée (nL) 10 - -
Standard (nL) - 10 -
Echantillon (pL) - - 10
Réactif de travail (pL) 1000 1000 1000

Aprés agitation, le mélange a été incubé a 37 °C dans un bain-marie pendant 5 minutes. Les absorbances

des échantillons et du standard ont été lues contre le blanc réactif au spectrophotométre a la longueur d’onde
500 nm.

La concentration de HDL-Cholestérol a été déterminée suivant la formule :
Abs echantillon — Abs Blanc
Abs Standard — Abs Blanc

[HDL-Chol] = Concentration de HDL-Cholestérol (mg/dL) ; Abs = Absorbance ; Con = Concentration du
standard (50 mg/dL).

[HDL — Chol] =
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Les indices athérogenes et les concentrations de LDL-chol et de VLDL-chol et ont été calculés
suivant la méthode de Ikewuchi ez al., 2012.

f) Dosage de la bilirubine

e Principe :

La bilirubine est convertie en azobilirubine coloré par ’acide sulfanilique diazoté et est
photométriquement mesurée. L’intensité de la coloration formée est proportionnelle a la concentration
en bilirubine présente dans I’échantillon. L’absorbance de 1’azobilirubine ainsi produite est lue au

spectrophotométre a 546 nm.
e Mode opératoire

Le dosage de la bilirubine a été réalisé selon le protocole du kit de 1a compagnie LABKIT. Les différents
tubes ont été remplis et traités d’apres le tableau V1.

Tableau VI: Protocole de dosage de la bilirubine.

Blanc Bilirubine Totale Blanc Bilirubine. Directe
R 1 (D) (mL) - - 1,5 1,5
R 2 (T) (mL) 1,5 1,5 - -
R 1 (mL) - 50 - 50
Echantillon/Standard 100 100 100 100

Le mélange a été agité a I’aide du vortex puis incubé pendant 5 minutes a température ambiante. L.’absorbance
des tubes échantillons a été lue contre le blanc échantillon a 546 nm.

La concentration de la bilirubine totale dans les échantillons a été déterminée par la formule suivante :
[Bilirubine| = [Abs Echantillon — Abs blanc] X F
[Bilirubine] = Concentration de bilirubine (mg/dL) ; F = Facteur fourni par le kit : 9 mg/dL ; Abs = absorbance.
g) Dosage de la créatinine

e Principe

La créatinine réagit en milieu alcalin avec le picrate pour donner un composé coloré dont

I’intensité est proportionnelle a la concentration en créatinine dans 1’échantillon.
e Mode opératoire

Le dosage de la créatinine a été réalisé selon le protocole du kit de la compagnie LABKIT. Les
différents tubes ont été remplis et traités d’apres le tableau VI

Tableau VII : Protocole de dosage de la créatinine.

Blanc Standard Echantillon

Eau distillée (nL) 100 - -
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Standard (uL) 100 -

Echantillon (pL) - - 100

Réactif de travail (uL) 1000 1000 1000

Le mélange a été agité et incubé a 37 °C dans un bain-marie pendant 30 secondes. Les absorbances des
échantillons et du standard ont ensuite été lues a 510 nm contre le blanc eau distillée, immédiatement apres

incubation (Ao) et 120 secondes apres la premicre lecture (Ai2o).

La concentration de créatinine dans chaque échantillon a été calculée comme suit :

PIA échantillon — Abs Blanc c [Créatinine]= Concentration de créatinine (mg/dL) ;
@A Standard — Abs Blanc Abs = Absorbance ;

[Créatinine] =

C = Concentration du standard (2 mg/dL) ;
AA. = Variation de I’absorbance ; AA = A120-A0.
Le débit de filtration glomérulaire (DFG) a été calculé a partir de la formule de Cockcroft :
DFG = (U*V)/ (P*1440)
U : taux de créatinine urinaire, V : volume urinaire et P : taux de créatinine plasmatique
h) Dosage des protéines totales
e Principe
En milieu basique, le tartrate de sodium et de potassium forme avec les ions cuivriques un
complexe soluble. L’addition d’une protéine déplace le cuivre lié au tartrate pour former un complexe
cuivro-protéique de couleur violette. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de
protéines présente dans la solution (Gornall et al., 1949).
e Mode opératoire
Le dosage des protéines totales a été réalisé suivant la méthode de Biuret. Le protocole de dosage

est présenté en annexe 4.

La courbe d’étalonnage a été obtenue en faisant correspondre I’absorbance des tubes étalons a la
quantité de protéines. La quantité de protéines contenue dans chaque échantillon a été déterminée a partir
de la droite d’équation y = 0,2708x (annexe 5).

I1.2.9- Evaluation des effets de I’extrait hydro-éthanolique de Vernonia guineensis sur quelques
parameétres biochimiques urinaires

a) Dosage des ions sodium

e Principe

Le sodium est précipité avec le complexe magnesium-uranyl acetate. L’ion uranyl obtenu
forme un complexe jaune-marron avec I’acide thioglycolique. La différence le blanc (sans précipitation

du sodium) et I’échantillon analysé est proportionnelle a la concentration de sodium.
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e Mode opératoire

Le dosage du sodium a été réalisé selon le protocole du kit de la compagnie LABKIT. Les

différents tubes ont été remplis et traités d’apres le tableau VIII.

Tableau VIII: Protocole de dosage des ions sodium

e Précipitation du sodium

Blanc Standard Echantillon
Standard (pL) 20 -
Echantillon (pL) - 20
Précipitant (uL) 1000 1000

e Dosage du sodium
Blanc Standard Echantillon

Précipitant (uL) 20 - -
Surnargeant (uL) - 20 -
Réactif de travail (uL) 1000 1000 1000

Les tubes ont ét¢ mélangés et incubés a température ambiante pendant 30 minutes. Les
absorbances ont été lues au spectrophotometre de marque URIT-810 contre le blanc a 410

nm.
La concentration en sodium a été calculée par la formule suivante :
Abs Blanc — Abs echantillon [}\’Ia+] = mmolll= mEqL de sodium dans
[Na +] = XcC I’échantillon ;

Abs Blanc — Abs standard ]
C= concentration du standard 150 (150 mmol/L)

b) Dosage des ions potassium
» Principe
L’ion potassium réagit en milieu alcalin avec le sodium-tetraphenylboron pour produire une

suspension turbidité de potassium tetraphenylboron. La turbidité obtenue est proportionnelle a la

concentration de 1’ion potassium.

> Mode opératoire
Le dosage du potassium a été réalisé selon le protocole du kit de la compagnie LABKIT. Les

différents tubes ont été remplis et traités d’apres le tableau X

Tableau IX: Protocole de dosage du potassium

Echantillon (pL) 50
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Précipitant (uL) 500

Les tubes ont été agités puis centrifugés pendant 10 minutes a 4000 tr/min, le surnageant a été

pipeté pour le dosage.

Standard Echantillon
Surnageant (uL) 100 -
Standard (pL) - 100
Réactif de travail (uL) 1000 1000

Les tubes ont été mélangés et incubés a température ambiante pendant 5 minutes. Les
absorbances ont été lues au spectrophotometre de marque URIT-810 contre le blanc a 578 nm

La concentration en sodium a été calculée par la formule suivante :

_ Abs echantillon [K] = Concentration du potassium (mmol/L) ;
K] = Abs standard Xc Abs = Absorbance ;
C = Concentration du standard (5 mmol/L).

I1.2.10- Evaluation des effets de ’extrait hydro-éthanolique de Vernonia guineensis sur quelques

parametres biochimiques tissulaires du statut oxydant

a) Dosage du Malondialdéhyde

e Principe

Le malondialdéhyde (MDA) formé au cours de la peroxydation lipidique réagit avec 1’acide
thiobarbiturique en milieu acide et chaud, pour donner un complexe rose qui présente un maximum d’absorption
a 530 nm (Wilbur et al., 1949). L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de MDA présent

dans le milieu.
e Mode opératoire

Dans les tubes a essais, ont ét¢ introduits 1 mL d’homogénat et dans le tube témoin, 1 mL de
tampon Tris- HCI (50 mM, pH 7,4). Dans chaque tube, a été ajouté 1mL d’acide trichloroacétique (TCA)
20 % et 2 mL d’acide thiobarbiturique (TBA) 0,67 %.

Les tubes ont ét¢ bouchés a 1’aide de billes de verre et incubés pendant 10 minutes a 90°C au bain
marie. Ils ont été ensuite refroidis a I’eau de robinet et centrifugés a 3000 tours/min pendant 15 minutes a
25°C. Le surnageant a été décanté et la DO a été lue a 530 nm contre le blanc.

Apres lecture de la DO, la concentration en malondialdéhyde est déterminée par la formule suivante :
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[MDA] = Concentration de Malon dialdéhyde en mmol/g d’organe
ADO ADO = DO échantillon — DO blanc
€xLxm L = Trajet optique (1cm)
¢ = Coefficient d’extinction molaire (15600 mol-1. cm-1
m= Masse de 1’organe (g)

[MDA] =

b) Dosage du Glutathion réduit

e Principe

L’acide dinitro-2,2’-dithio-5,5’-dibenzoique (DTNB) réagit avec les groupements thiols (-SH) du

glutathion et forme un complexe de coloration jaune dont I’absorption est maximale a 412 nm (Ellman, 1959).

e Mode opératoire
Dans les tubes a essai ont été introduits 100 pL. du surnageant d’homogénat d’organe (tubes tests) et
100 pL de tampon Tris-HCI (tube témoin). Ensuite ont été ajoutés 1500 uL de réactif d’Ellman. Le mélange a
¢été incubé pendant 60 minutes a température ambiante. L’absorbance été lue au spectrophotometre (URIT-180)
a 412 nm, contre le blanc. Le taux de glutathion réduit (GSH) dans chaque échantillon a été déterminée par la

formule suivante :

[GSH] = Concentration de GSH (mol/g de tissu) ;
ADO ADO = DO essai - DO blanc;
L = Trajet optique (1 cm) ;
¢ = Coefficient d’extinction molaire (13600 mol-1. cm-1) ;
m = Masse de 1’organe (g).

[GSH] =

€ xLxm

¢) Dosage des Nitrites
e Principe

En présence de 1’amino-4-benzénesulfonamide (sulfanilamide) et le dichlorure de N-(naphtyl-1) -
diamino-1,2-éthane (N-1-naphtyléthylénediamine) en milieu acide, les nitrites subissent une réaction de
diazotation. Le produit est proportionnel a la quantité de nitrites présente dans 1’échantillon (Fermor et al.,

2001).
e Mode opératoire
Le dosage des nitrites a été réalisé suivant le protocole présenté en annexe 2.

La courbe d’étalonnage a été obtenue en faisant correspondre 1’absorbance des tubes étalons a la

concentration de NaNO; (annexe 3).

a) Dosage Catalases
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e Principe

Le peroxyde d’hydrogéne est rompu en présence de la catalase. Le résidu se lie au dichromate de
potassium pour former un précipité bleu vert d’acide perchlorique instable qui va étre décomposé par la chaleur
et former un complexe vert (Sinha, 1972).

e Mode opératoire
Pour doser la catalase, 12,5 uL d’homogénat et 187,5 uLL de tampon phosphate (0,1M, pH 7,5) ont
été introduits dans les tubes tests. Le chronométre a été ensuite décleché apres ajout de 50 uLL de peroxyde
d’hydrogene (50 mM). Apres une minute, la réaction a été arrétée par ajout de 500 pL de solution de
dichromate/acide acétique glacial. Les tubes ont été portés a 100°C dans un bain marie pendant 10 minutes
et apres refroidissement, 1’absorbance des échantillons a été¢ lue & 570 nm contre le blanc a ’aide d’un

spectrophotometre Urit-810.

e Réalisation de la courbe d’étalonnage
Le protocole utilisé pour la réalisation de la courbe d’étalonnage est décrit dans le tableau de 1’annexe 4.
La courbe d’étalonnage a ¢été tracée en faisant correspondre 1’absorbance des tubes étalons aux

concentrations de H>O; (annexe 5).

L’activité spécifique de la catalase a été déterminée a partir de la formule suivante :

Act CAT = Activité de la catalase (mM de H,O»/min/g de tissu
ADO ADO = DO échantillon — DO blanc

Act CAT = axtxm a = Pente de la courbe d’étalonnage (0,0029)
t = Durée de la réaction (1 minute)
m= Masse de ’organe (g)

I1.2.11-Analyse histologique

L’analyse histologique est la technique de préparation des tissus et/ou organes en vue de leur
observation au microscope. Elle comprend différentes étapes dont la fixation, la recoupe ou «trimming,
la déshydratation, I’inclusion, la coupe, la coloration, le montage et I’observation.

+»» Fixation

L’objectif de la fixation est de maintenir les cellules et les constituants tissulaires dans un état aussi
proche que possible de celui du vivant. Apres le sacrifice des animaux, le foie, les reins le ceeur et ’aorte
ont été prélevés et conservés immédiatement dans du formol 10 % tamponné.

+ Recoupe

Une fois les organes fixés, ils ont été « trimmés ». A cette étape, il a été question de couper 1’organe

de maniére a lui donner une épaisseur inférieure a celle des cassettes de déshydratation. Les tissus coupés
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ont été déposés dans des cassettes étiquetées et ont été plongés pour une durée de 1 heure, dans un premier

bain d’alcool 70°, premiére étape du processus de déshydratation.
+ Déshydratation

La déshydratation, s’est déroulée en trois étapes successives. La déshydratation proprement dite,

I’éclaircissement et I’imprégnation.
+ Déshydratation proprement dite

Cette étape a eu pour but de débarrasser les échantillons de toute trace d’eau avant leur inclusion
dans de la paraffine. Elle a consisté a laisser les tissus dans des bains d’alcool de concentrations croissantes

respectives de 70 % (1 h), 95 % (1 h), 95 % (1 h 30), 100 % (1 h), 100 % (1 h 30), 100 % (2 h).
% Eclaircissement

L’éclaircissement a consisté a remplacer la solution de déshydratation qui est 1’alcool par un solvant
miscible dans le milieu d’inclusion. Les casettes ont séjourné dans deux bains de xyléne consécutifs. Un

premier bain de deux heures et un deuxiéme bain "over night".
+» Imprégnation

Cette étape a consisté a introduire les organes dans un bain de paraffine en fusion pendant 4 h 30 min

dans la station d’enrobage de marque Microm Heidelberg.
% Inclusion

L’inclusion est le procédée qui fournit un support externe aux tissus, ce qui permet la réalisation de
fines coupes au microtome. Les tissus ont été placés selon une orientation précise (en diagonale) dans des
moules en inox qui ont par la suite été remplis de paraffine en fusion. L’ensemble a été mis a solidifier sur

une plaque réfrigérée pour en obtenir des blocs.

% Coupe
La coupe des blocs de paraffine contenant les tissus a été réalisée a I’aide d’un microtome de marque
Reichert-Jung 2030. L’épaisseur des rubans aprés coupe était de 7 um. Une fois coupées, les sections de
rubans ont été mises a déplisser dans un bain-marie contenant de I’eau gélatinée a environ 45°C. Elles ont
¢été récupérées sur des lames de verre étiquetées et séchées a 1’étuve a 45°C, pendant 24 heures avant

coloration.

% Coloration
La coloration a pour but de mettre en évidence les différents éléments tissulaires et de les différencier
entre eux afin de permettre I’étude de leur structure, de leur morphologie et des éventuelles modifications

pathologiques. Avan t I’étape de la coloration, les coupes ont d’abord été déparaffinées. Le protocole de
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déparaffinage est consigné dans le tableau X. Immédiatement aprés 1’étape de déparaffinage, les lames

portant les coupes de tissus ont été colorées a I’hématoxyline et a I’éosine. Les étapes de cette coloration

sont résumeées dans le tableau XI.

Tableau X:Batterie de déparaffinage

Ordre
1
2

3
4

Solution
Xylene
Xylene
Xylene
Ethanol 100°

Temps de séjour

10 minutes
10 minutes

10 minutes

3 minutes

Ordre

5
6
7

Solution

Ethanol 100°
Ethanol 100°

Temps de séjour
3 minutes

3 minutes

Eau distillée 10 minutes

Tableau XI: Etapes de la coloration a I’hématoxyline et a 1’éosine

Ordre | Solution Temps de séjour Ordre | Solution Temps de séjour

1 Hématoxyline | 10 minutes 7 Ethanol 100% 1 minute
de Mayer

2 Ringage a I’eau | 10 minutes 8 Ethanol 100% 1 minute
courante

3 Carbonate de | 15 secondes 9 Xyléne 5 minutes
sodium 0,5 %

4 Ringage a I’eau = 5 minutes 10 Xyléne 5 minutes
distillée

5 Eosine a | 5 minutes 11 Xylene 5 minutes
’alcool 0,5 %

6 Ethanol 100% | 1 minute 12 Montage sous résine

L)

% Montage

L’étape de montage entre lame et lamelle a directement suivi la coloration. Pour ce faire, quelques

gouttes de résine synthétique de marque Eukit ont été¢ déposées sur la lame portant la coupe colorée avant

apposition d’une lamelle. Les coupes de tissus sur les lames ont ainsi été protégées et conservées. Les lames

colorées a I’hématoxyline et a 1’éosine puis montées ont été¢ observées a différents grossissement, a I’aide

d’un microscope optique de marque Scientico STM-50 muni d’une caméra digitale de marque Celestron

44421 connectée a un ordinateur pour la prise des microphotographies.

I1.2.12- Analyse statistique des résultats

Les analyses statistiques des moyennes obtenues ont été réalisées a 1’aide du logiciel Graphpad Prism

8.0.1. Les résultats ont été exprimés sous forme de moyenne + erreur standard sur la moyenne (ESM) et

les différentes valeurs ont été comparées a I’aide du test d’analyse des variances "one-way ANOVA", suivi

du post-test de comparaison multiple de Tukey. Les différences étaient considérées comme significatives

a partir de p <0,05.
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CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCLSSION



I11.1- Résultats
II1.1.1- Effets de ’extrait de Vernonia guineensis sur la variation du poids corporel

Les effets de Vernonia guineensis sur la variation du poids corporel et les masses relatives des
organes pendant 3 semaines de traitement simultané avec la L-NAME et le captopril ou I’extrait
d’EHVG sont présentés sur la figure 9. Il en ressort qu’il y a eu une croissance progressive du poids
corporels des animaux des différents groupes pendant la durée du traitement. On note toutefois que
cette croissance a été significativement moindre (p < 0,001) dans le groupe L-NAME par rapport au
témoin normal. Ainsi le pourcentage de gain pondéral était de 1,56 % pour le groupe L-NAME contre
21,46 % pour le témoin normal. En comparaison au groupe L-NAME, I’administration simultanée du
captopril et de la dose de 250 mg/kg de EHVG a permis une évolution significative du poids corporel
respectivement de 9,64 % et de 9,84 %. La dose de 125 mg/kg de EHVG a également permis une

évolution pondérale supérieure a celle du groupe L-NAME quoique non significative.

-o— NT

-2 [-NAME
—— Cpt+ L-NAME
-+ EHVG 125 mg/kg+ L-NAME
—— EHVG 250 mg/kg+ L-NAME

30

20

o0

10

<S™/®

Variation du poids corporel (%)

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21
Jours

Figure 9: Effets de I’extrait hydro-éthanolique de Vernonia guineensis sur la variation de poids
corporel

Chaque courbe représente la moyenne + ESM, n=6. Bp <0,01 ; ¥p <0,001 : différence significative comparée
au témoin normal, *p<0,01, “p <0,001 : différence significative par rapport au groupe L-NAME ; NT = groupe témoin
normal, L-N AME= N®-Nitro-L-arginine méthyl-ester CPT = animaux recevant 20 mg/kg (p.o) de Captopril, EHVG 125
et EHVG 250 = animaux recevant 1’extrait hydro-éthanolique des racines de V. guineensis aux doses de 125 et de 250
mg/Kg.

I11.1.2- Effets de I’extrait de Vernonia guineensis sur la pression artérielle et la fréquence cardiaque

La figure 10 montre les effets de 1’extrait hydro-éthanolique des racines de Vernonia guineensis
sur la pression artérielle systolique (PAS), diastolique (PAD), moyenne (PAM) et la fréquence
cardiaque apres 21 jours de traitement. Il en ressort une augmentation significative de la pression

artérielle systolique (PAS), de la pression artérielle diastolique (PAD), et de la pression artérielle

@



moyenne (PAM) de 65,17 %, 50,35 % 55,93 % respectivement, ainsi qu’une augmentation de la
fréquence cardiaque (FC) de 10,98 % chez les animaux du groupe L- NAME traités uniquement avec
la L-NAME par rapport au témoin normal qui recevait uniquement de la solution saline. Ces différentes
augmentations de la pression artérielle et de la fréquence cardiaque ont été significativement prévenu
de maniére dose dépendante par 1’administration de 1’extrait hydro-éthanolique des racines de
Vernonia guineensis (EHVG 125 et 250 mg/kg). Les pourcentages de baisses respectifs étaient de
(30.08 % et 41.30 %) pour la PAS (6.08 % et 17.60 %) pour la PAD ; (7.62 % et 17.01 %) pour la
PAM et (5.55 % et 10. 65 %) la fréquence cardiaque. Aucune différence significative n’a été observée
entre les animaux des groupes recevant 1’extrait de V. guineensis et ceux du groupe témoin normal

recevant uniquement la solution saline.
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Figure 10: Effets de I’extrait de Vernonia guineensis sur la pression artérielle et la fréquence cardiaque

Chaque bande représente la moyenne + ESM, n = 6. fp < 0,01 ; ¥p < 0,001= différence significative comparée au
témoin normal ; #p<0,05, ®p< 0,01, “p <0,001 = différence significative par rapport au groupe L-NAME. NT = groupe
témoin normal, L-NAME= No-Nitro-L-arginine méthyl-ester, CPT = animaux recevant 20 mg/kg (p.o) de Captopril,
EHVG 125 et EHVG 250 = animaux recevant ’extrait hydro-éthanolique des racines de V. guineensis aux doses de 125
et de 250 mg/Kg. PAS= pression artérielle systolique, PAD= pression artérielle diastolique, PAM= pression artérielle
moyenne, FC=fréquence cardiaque.

I11.1.3- Effets de ’extrait de Vernonia guineensis sur les marqueurs de la fonction rénale
Comme présenté dans le tableau XII, la L-NAME a entrainé chez les animaux du témoin

négatif, traités uniquement a la L- NAME, une augmentation de la créatinémie significative de 78,62

% (p <0,001) et une baisse du débit de filtration glomérulaire de 69,82 % (p <0,001), comparativement

au groupe témoin normal qui recevait uniquement la solution saline. L’administration du captopril (20
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mg/kg) ou de I’extrait de V. guineensis a significativement prévenu I’augmentation de la créatinémie
de 25,57 % pour le captopril, de 34,11% et de 22,47 % pour EHVG aux doses de 125 mg/kg et de 250
mg/kg respectivement par rapport au groupe traité uniquement a la L-NAME. La diminution du débit
de filtration glomérulaire a été¢ empéché de manicre significative, avec une réduction de 3,46 fois pour
le captopril et de 3,08 et 3,19 fois respectivement pour les doses de 125 mg/kg et de 250 mg/kg de

I’extrait de racines.

Le traitement avec la L-NAME uniquement a entrainé une réduction significative de
I’excrétion urinaire du sodium (p < 0,01) et du volume d’excrétion urinaire (p < 0,001) respectivement
de 38,91 % et de 42,86 % en comparaison au témoin normal traité a la solution saline. La baisse de
la natriurése et la diurése ont été prévenues chez les rats recevant concomitamment la L-NAME et du
captopril ou de I’extrait de V. guineensis. La baisse de la natriurése a été prévenue significativement
de de 64,40 % pour le captopril (p < 0,01), et de 53,92 % pour la dose de 250 mg/kg de EHVG (p <
0,05). On note également une amélioration quoique non significative de la natriurése de 27,17 % pour

la dose de 125 mg/kg de I’extrait.

Tableau XII : Effets de I’extrait de Vernonia guineensis sur les marqueurs de la fonction rénale

Groupes NT L-NAME CPT EHVG 125 EHVG 250

Parameétres + L-NAME

Créatinémie (umol/L) 67,99 +3,79  12144+543  9038+4,78" 80,01 +5,06C 89,7 + 47,40

Créatinurie (umol/L) 30,09 £2,55 28,90+ 1,87 53,72+2,80°C  31,73+342 4493 +481°

DFG (mL/min)*10° 432 +0,35 1,30 + 0,07 4,46 +0,71¢ 4,11 +0,34° 4,38 + 0,54

Vol urinaire (mL) 14,00 £ 0,32 8,00+ 0,717 10,66 1,49  1533+1,74> 12,33 +0,48°
[Na*] (mEq/L) 160,92+9,26 98,30 + 1,53F 161,61 +£9,52° 125,01 £13,05 151,31 £ 15,36
[K*] (mEq/L) 2,54 + 0,04 4,21 0,207 3,76 £0,23 2,91 + 0,28 3,28 + 0,10

Chaque valeur représente la moyenne + ESM, n=6. Pp <0,01, "p < 0,001= différence significative comparée au
témoin normal ; ap<0,05, bp< 0,01, Cp <0,001 = différence significative par rapport au groupe L-NAME. NT = groupe
témoin normal, L-NAME= Nw-Nitro-L-arginine méthyl-ester CPT = animaux recevant 20 mg/kg (p.o) de Captopril,
EHVG 125 et EHVG 250 = animaux recevant I’extrait hydro-éthanolique des racines de V. guineensis aux doses de 125
mg/kg et de 250 mg/kg... Vol urinaire= volume urinaire en 24H, DFG= débit de filtration glomérulaire.

I11.1.4- Effets de I’extrait de Vernonia guineensis sur les quelques marqueurs de la fonction
hépatique

Le tableau XIII est un apergu des effets de 1’extrait des racines de V. guineensis sur quelques
marqueurs de la fonction hépatique. Il en ressort une augmentation significative des activités de
I’ALAT (p < 0,001) et de ’ASAT (p < 0,01), ainsi que des taux sérique de LDH (p < 0,01), de
bilirubine (p < 0,001) et de protéines totales (p < 0,05) chez les rats d groupe L-NAME traités a la L-
NAME uniquement, par rapport aux rats du groupe témoin normal traités a la solution saline. La dose

de 125 mg/kg de I’extrait a prévenu significativement (p < 0,05) ’augmentation des niveaux sériques
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de ’ASAT et de la LDH respectivement de 19,16 % et de 24,40 % par rapport au groupe L-NAME.
L’¢lévation de I’ALAT, de la bilirubine et des protéines totales a été empéchée significativement par
la dose 250 mg/kg de EHVG. Les pourcentages de baisses par rapport au groupe L-NAME respectifs
étaient de 30,92 %, 34,98 % et de 13,35 %.

Tableau XIII : Effets de ’extrait de Vernonia. guineensis sur les marqueurs de la fonction hépatique

Groupes NT L-NAME CPT EHVG 125 EHVG 250
Parameétres + L-NAME
ASAT (U/L) 130,43 £ 6,01 171,75 £ 2,018 156,33 + 9,30 138,83 + 6,877 159,58 £ 6,37
ALAT (U/L) 8,24 + 0,49 14,53 £ 0,747 8,94 £ 0,25° 11,34 £ 0,76 10,03 + 0,80°
LDH (U/L) 17194+ 161,7 2094,2 + 124,1P 902,6 + 99,4° 1575,7+ 69,2  1761,0+ 1252
Bilirubine (mg/dL) 0,102 £ 0,01 0,155 +0,027 0,149 £ 0,01 0,115+0,01? 0,101 £0,01°
Protéines totales 0,71 £0,03 0,78 £ 0,02 0,69 + 0,03° 0,74 + 0,05 0,68 + 0,02°
(mg/dL)

Chaque valeur représente la moyenne £ ESM, n = 6. ap < 0,05, Bp < 0,01, "p < 0,001= différence significative comparée
au témoin normal ; ap<0,05, bp< 0,01, Cp <0,001 = différence significative par rapport au groupe L-NAME ; NT = groupe
témoin normal, , L-NAME= No-Nitro-L-arginine méthyl-ester CPT = animaux recevant 20 mg/kg (p.o) de Captopril,
EHVG 125 et EHVG 250 = animaux recevant I’extrait hydro-éthanolique des racines de V. guineensis aux doses de 125
et de 250 mg/Kg.. ASAT= aspartate aminotransférase, ALAT= alanine aminotransférase ; LDH= lactate déshydrogénase
I11.1.5- Effets de I’extrait de Vernonia guineensis sur quelques les paramétres du profile lipidique

L’administration de la L-NAME a induit en comparaison au groupe témoin normal une
dyslipidémie (Tableau XIV) marquée par une augmentation significative (p < 0,001) du cholestérol
total, des triglycérides et du VLDL-cholestérol respectivement de 28,07 %, 19,69 % et de 19,69 %.
Une, double ¢élévation du LDL-cholestérol (p < 0,001), et une baisse non significative (P>0,05) HDL-
cholestérol ont également été observé dans le groupe traité a la L-NAME uniquement. L’¢lévation des
triglycérides et du VLDL-cholestérol a été prévenu de 22,54 % a la dose de 125 mg/kg et de 25,32 %
a la dose 250 mg/kg de I’extrait de Vernonia guineensis, en comparaison au groupe L-NAME.
L’augmentation du cholestérol total et du LDL-cholestérol a ét¢ empéché par la plus petite dose de cet

extrait avec des pourcentages de baisse respectifs de 15,84 % et de 31,68% pour le cholestérol total et

le LDL-cholestérol.

L’index du risque coronarien (CRI) et le coefficient athérogeénes (CA) ont significativement (p <
0,001) augmenté¢ de 18,53 % et de 24,13 % respectivement dans le groupe L-NAME comparé au
groupe témoin normal. Le captopril et I’extrait de V. guineensis ont significativement prévenu
I’¢lévation de ces indices par rapport au groupe L-NAME. L’index athérogénique (IA) n’a par contre

significativement pas varié¢ avec I’administration du captopril, ou de 1’extrait groupe L-NAME.
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Tableau XIV : Effets de Vernonia guineensis sur quelques les parametres du profile lipidique

Groupes NT L-NAME CPT EHVG 125 EHVG 250
Parameétres + L-NAME

Chol Total (mg/dL) 62,30+ 2,11 79,79 £ 0,657 74,39 + 1,43 67,15+ 1,01°  71,52+0,94°
Triglycérides (mg/dL) 116,98 + 1,6 140,02 + 3,97 118,75+ 1,7°  108,45+£4,0° 104,56+ 2,5°
HDL-Chol (mg/dL) 27,43 +0,28 27,52+ 1,68 30,32+ 0,66 28,82 +1,12 26,27 + 0,60
LDL-Chol (mg/dL) 11,39 +£2,97 24,35 +0,93” 20,32+ 1,70 16,64 = 1,89 24,33+ 0,95
VLDL-Chol (mg/dL) 23,40 £ 0,31 28,00 + 0,78 23,75+ 034°  21,69+0,81° 20,91+ 0,49°
CRI 4,31+0,19 5,110,157 3,92 +0,09¢ 3,77 £ 0,09¢ 3,99+£0,11¢

CA 3,31+0,19 4,11 +0,15" 2,92 £0,09° 2,77 £0,09¢ 2,99 +0,11°

1A 0,63 + 0,02 0,71 £0,01 0,59 + 0,01 0,58 +£0,01 0,60 + 0,01

Chaque valeur représente la moyenne = ESM, n = 6. ***p < 0,001= différence significative comparée au témoin
normal ; bp< 0,01, Cp <0,001 = différence significative par rapport au groupe L-NAME ; NT = groupe témoin normal, L-
NAME-= N®-Nitro-L-arginine méthyl-ester CPT = animaux recevant 20 mg/kg (p.o) de Captopril, EHVG 125 et EHVG
250 = animaux recevant I’extrait hydro-éthanolique des racines de V. guineensis aux doses de 125 mg/kg et de 250 mg/kg.
HDL-Chol : HDL-cholestérol, LDL-Chol : LDL-cholestérol, VLDL-chol : VLDL-cholestérol, CRI= Index du risque
coronarien CA= coefficient athérogéne ; IA= index athérogéne

I11.1.6- Effets de I’extrait de Vernonia guineensis sur quelques marqueurs tissulaires du statut
oxydant
La figure 11 montre les effets de I’extrait hydro-éthanolique des racines de Vernonia guineensis

(EHVG) sur quelques marqueurs du stress oxydant dans 1’aorte, le cceur, les reins et le foie. Il en ressort
que le taux de nitrites a significativement (p < 0,001) été réduit de 47,83 %, 37,11 %, 39,13 % et de
48,63 % respectivement dans 1’aorte le ceeur, les reins et le foie, des rats du groupe L-NAME traités a
la L-NAME uniquement par rapport au du groupe témoin normal. L’administration concomitante de
la L-NAME et du captopril, ou de I’extrait de Vernonia guineensis a significativement prévenu cette
baisse. Les doses 125 et 250 mg/kg de ’extrait hydro-éthanolique des racines de Vernonia guineensis
ont limités cette réduction aussi bien dans d 1’aorte, le cceur et le foie (p < 0,001) que dans les reins (p
<0,01). II a été observe une diminution significative (p < 0,001) des taux de glutathion dans I’aorte
de 22,11 %, dans le coeur de 28,24 %, dans les reins de 34,73 %, et dans le foie de 45,67 %.
L’administration de EHVG aux différentes doses a empéché de manicre significative (p < 0,05) cette
réduction dans le cceur. Comparativement au groupe traité a la L-NAME uniquement, le traitement
concomitant EHVG 125 et EHVG 250 ont respectivement limité cette réduction de 82,95 % et de
50,53 % dans les reins (p < 0,001), mais également de 66,58 % dans ’aorte (p < 0,001) pour la dose
de 250 mg/kg de EHVG.

L’activité de la catalase a baissé de fagon significative (p <0,001) de 13,43 %, 20,37 % et de 22,53

% respectivement dans 1’aorte, le coeur et les reins des animaux du groupe L-NAME par rapport a ceux
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du groupe normal. En comparaison au groupe L-NAME, les doses de 125 mg/kg et de 250 mg/kg ont
prévenu respectivement la réduction de I’activité de la catalase de 16,20 % et de 19,66 % dans 1’aorte
(p <0,001), de 27,06 % et de 26,71 % dans le cceur (p < 0,001). La dose de 125 mg/kg de EHVG a
¢galement prévenue la baisse de 1’activité de la catalase dans les reins (p < 0,05) et le foie (p < 0,001)

respectivement de 27,93 % et de 68,15 %.

Dans le groupe témoin négatif qui recevait uniquement la L-NAME, les taux de MDA ont
significativement (p < 0,001) augmentés dans le I’aorte, le cceur et le foie respectivement de 41,72 %,
59,68 % et de 59,55 %, et également dans les reins (p < 0,05) de 46,11 % en comparaison au groupe
témoin normal qui recevait uniquement de la solution saline. L’administration de EHVG aux doses de
125 mg/kg et de 250 mg/kg a empéché 1’¢élévation des taux tissulaires de MDA respectivement de
11,66 % et de 30,60 % dans le cceur (p < 0,001), de 24,81 % et de 33,64 % dans le foie (p < 0,001),
mais également de 63,07 % dans ’aorte a la dose de 250mg/kg de EHVG par rapport au groupe L-
NAME. De méme, il a été observé une diminution significative (p < 0,05) des taux dans les reins de

MDA de 35,15 % et de 30,41 % respectivement pour EHVG 125 et EHVG 250.
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Figure 11:Effets de I’extrait hydro-éthanolique de Vernonia guineensis sur quelques marqueurs du statut
oxydant

Chaque valeur représente la moyenne = ESM, n=6. % < 0,05, Pp < 0,01, *p < 0,001= différence significative comparée
au témoin normal ; *p<0,05, °p< 0,01, p <0,001 = différence significative par rapport au groupe L-NAME. NT = groupe témoin
normal, L-NAME= N®-Nitro-L-arginine methyl-ester Cpt = animaux recevant 20 mg/kg (p.o) de Captopril, EHVG 150 et EHVG
300 = animaux recevant I’extrait hydro-éthanolique des racines de V. guineensis aux doses de 150 et de 300 mg/Kg. NO : Monoxyde

@




I11.1.7- Effets de ’extrait de Vernonia guineensis sur I’histologie du foie, des reins, du cceur et de
I’aorte
L’analyse histologique (Figure 12) a montré chez le témoin normal, une structuration normale

des parenchymes hépatique, rénal, et aortique. Comparativement aux normaux, les animaux du groupe
L-NAME ont présenté plusieurs altérations histopathologiques hépatiques (Infiltrations leucocytaires),
rénales (Infiltrations leucocytaires, sécrétion ¢€osinophile, dilatation tubulaire et expansion
mésangiale), cardiaques (Infiltrations leucocytaires) et aortiques (Epaississement de la média). Ces
différentes altérations histopathologiques ont été¢ prévenue par I’administration de 1’extrait hydro-

éthanolique des racines de Vernonia guineensis.
Foie ) ____Rein ~__Coeur

Aorte

Figure 12: Photographies du foie, du rein, du cceur (ventricule gauche) et de 1’aorte (X250) ;
Coloration a I’hématoxyline-€osine

A = Témoin normal ; B = Témoin négatif ; C = Témoin positif ; D, E = Lots recevant I’extrait aux doses respectives de
125 et de 250 mg/kg; Foie; Vp=Veine porte hépatique; He = Hépatocyte; Cs= Capillaire sinusoide ;
Cb = Canalicule biliaire ; Ile = Infiltration leucocytaire ; Rein ; Gl = Glomérule ; Eu = Espace urinaire ; Ted = Tubule
contourné distal ; Tecp = Tubule contourné proximal; Ile = Infiltration leucocytaire; Ceeur ; No = Noyau;
Cm = Cardiomyocyte ; DMF = Dégénérescence myofibrillaire ; Aorte ; Lu = Lumicre ; In = Intima ; Me = Média ;
Ad = Adventice ; EMe = Epaississement de la média.
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I11.2- Discussion

L’ hypertension artérielle essentielle est une pathologie complexe associée a plusieurs désordres
cardiovasculaires. L’induction de I’hypertension par la L-NAME est généralement utilisée comme
modele expérimental dans la découverte de nouveaux médicaments contre I’hypertension et ses
complications (Leong ef al., 2015). C’est ainsi que la présente étude a ¢t¢ menée dans le but d’étudier
les effets de 1’extrait hydro-éthanolique des racines de Vernonia guineensis (EHVG) sur I’hypertension

artérielle induite par la L-NAME chez le rat male de souche Wistar.

Dans cette étude, I’administration intrapéritonéale de L-NAME (25 mg/kg) pendant 21 jours a
induit chez les animaux traités uniquement a la L-NAME, une augmentation significative de la
pression artérielle et de la fréquence cardiaque. La solution de L-NAME a également provoquée
I’installation d’un stress oxydatif, ainsi que des altérations au niveau des organes comme les reins avec
une hausse significative de la créatinémie, une réduction significative du débit de filtration

glomérulaire (DFG) et de la natriurése.

L’augmentation de la pression artérielle aprés administration de L-NAME est consécutive a
une baisse de la biodisponibilité NO entrainant une réduction de I’activité de la voie NO-GMPc
(Michel et Arrnal, 1993 ; Adadope et al., 2020). Il s’en suit un déséquilibre entre la production des
facteurs vasoconstricteurs et vasodilatateurs en faveur des facteurs vasoconstricteurs (Leong et al.,
2015). La cascade d’événements résultant de ce déséquilibre aboutit a une augmentation des
résistances vasculaires périphériques, une activation du systéme rénine-angiotensine-aldostérone
(SRAA) et du systeme nerveux sympathique, conduisant a une €lévation de la pression artérielle
(Pechanova et al., 2020). L’administration aussi bien du Captopril (20 mg/kg) que de I’extrait hydro-
éthanolique de racines (EHVG) aux doses de 125 mg/kg et de 250 mg/kg a significativement prévenue
I’augmentation de la pression artérielle observée dans le groupe traité a la L-NAME uniquement. Des
¢tudes phytochimiques réalisées sur I’extrait hydro-éthanolique de Vernonia guineensis, ont révélé la
présence de plusieurs composés phytostérols dont les B-sitostérols, stigmastérol, B-sitostérol-3-O--D-
glucoside et stigmastérol-3-O-B-D-glucoside (Donfack et al., 2012 ; Wouamba et al., 2019). Ces
composés sont connus pour leur capacit¢ a améliorer la fonction vasculaire, en augmentant la
biodisponibilit¢é du monoxyde d’azote qui est un puissant vasodilatateur (Sykes et al., 2016). Et leur
présence dans I’extrait de V. guineensis aurait contribuée a prévenir I’élévation de la pression artérielle

et donc la survenue de I’hypertension artérielle.

Le maintien de I’équilibre électrolytique est un facteur déterminant dans la régulation de la
pression artérielle. Une perturbation de cet équilibre par I’administration de L-NAME chez les rats

normotendus conduit a une réduction de la diurése et de 1’excrétion urinaire de sodium (natriurese)
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(Singh et al., 2016 ; Paredes et al., 2018). Des résultats similaires ont ét¢ obtenus dans cet étude.
L’inhibition de la synthése du NO par la L-NAME conduit a une production accrue d’aldostérone,
I’expression des pompes Na'/K'-ATPase et de I’échangeur Na'/H" entrainant une augmentation de la
réabsorption du sodium et une diminution du volume d’excrétion urinaire. Ceci concoure a une
augmentation de la volémie avec pour conséquence une ¢lévation de la pression artérielle et de la
fréquence cardiaque (Kim et al., 2006 ; Maneesai et al., 2016). L’administration de 1’extrait hydro-
¢thanolique de Vernonia guineensis a prévenu la réduction de la diurése et de 1’excrétion urinaire de
sodium observé chez les animaux hypertendus. Ces résultats nous amenent a penser que les effets
antihypertenseurs des racines de Vernonia guineensis seraient également médi¢ par des propriétés

diurétiques ou natriurétiques.

. Le NO est une molécule de signalisation dans les neurones du noyau dorso-médian de
I’hypothalamus qui stimule I’appétit et donc la prise alimentaire chez de nombreuses especes (Han et
al., 2013). Les récentes études ont montré que I’inhibition du NO par la L-NAME entrainerait une
diminution de I’appétit et de I’apport alimentaire, a I’origine d’une perte du poids corporel (McGavin
et al., 2019). Ceci pourrait expliquer la réduction pondérale observée chez les animaux hypertendus
de cette étude. Le traitement des animaux avec EHVG aux différentes doses a empéché cette perte

pondérale.

L’augmentation de la pression artérielle entraine des modifications microvasculaires a I’origine
des dommages tissulaires au niveau des organes tels que le foie et les reins. Le débit de filtration
glomérulaire (DFG) est le moyen optimal d’évaluer la fonction rénale. Dans cette étude, il a été observé
dans le groupe traité uniquement a la L-NAME, une réduction significative du débit de filtration
glomérulaire, couplée une augmentation significative de la créatinémie. Ces résultats sont en accord
avec ceux de Singh et al., 2016 et de Ndjenda ef al., 2021 qui ont montré que I’inhibition du NO par
la L-NAME induit des modifications microvasculaires qui conduisent a des 1ésions cellulaires et une
perturbation de la perfusion rénale. De méme, ces 1ésions cellulaires conduisent a la libération
d’enzymes mitochondriales hépatique. Comparativement aux animaux du groupe normotendu, il a été
observé chez les animaux du groupe traité a la L-NAME une augmentation des niveaux sériques des
marqueurs biochimiques de la fonction hépatique comme les transaminases (ALAT et ASAT), la
lactate déshydrogénase (LDH), la bilirubine et les protéines totales. Ces résultats sont similaires a ceux
obtenus par Bilanda ez al., 2017 et par Metchi ez al., 2021 sur ce modele, qui ont montré que I’inhibition
de la synthése du NO est associée a une nécrose cellulaire au niveau hépatique. Ces différentes
modifications biochimiques sont corroborées par 1’analyse de la microarchitecture de ces organes

(reins et foie) qui a montré des altérations matérialisées par des infiltrations leucocytaires au niveau
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des reins et du foie et une expansion mésangiale au niveau des reins. L’administration de 1’extrait
hydro-éthanolique de V. guineensis aurait empécher la survenue de ces altérations par sa capacité a

prévenir la diminution des taux de NO dans le foie et dans les reins.

. La dyslipidémie est connue pour son role majeur dans le développement de I’athérosclérose
qui est un facteur permissif dans 1’évolution de 1’hypertension artérielle. (Wakabayashi et Daimon,
2019). En effet, I’inhibition de la synthése du NO induit une augmentation significative des taux
sériques de cholestérol total, des triglycérides, du LDL-cholestérol, du VLDL-cholestérol et une
diminution du HDL-cholestérol. L’¢lévation des taux sériques de ces lipoprotéines conduit a une
rigidification des artéres et une athérosclérose, matérialisées au niveau histologique par un
épaississement du média aortique. Ceci contribue donc significativement a une ¢lévation de la pression
artérielle dans le modele L-NAME (Ntchapda et al., 2020 ; Tcheutchoua et al. 2022). L’extrait de V.
guineensis a prévenu |’installation d’une dyslipidémie. La présence des phytostérols dans I’extrait
pourrait étre responsables de I’amélioration du profile lipidique, et permettrait par conséquent une

réduction de I’athérosclérose et des complications liées a celle-ci.

L’un des événements majeurs associés a I’hypertension artérielle est 1’altération du statut
oxydant. Dans cette étude il a été observé dans le groupe L-NAME, une augmentation tissulaire des
taux de malondialdéhyde (MDA) et une diminution des taux tissulaires de glutathion réduit (GSH), de
monoxyde d’azote (NO) et de catalase (CAT). Ces résultats sont en droite ligne avec ceux de Ntchapda
et al., 2020 qui ont montré que I’inhibition de la synthése du NO la L-NAME conduit a une
augmentation D’activit¢ de la NADPH oxydase qui est responsable de la formation de [’anion
superoxyde (O%), précurseurs de plusieurs espéces réactives de 1’oxygéne. Ceci entraine un
déséquilibre entre les processus oxydatifs et antioxydants en faveur des processus oxydatifs. L ’extrait
des racines de V. guineensis, a prévenu 1’augmentation des taux de MDA dans les tissus comme le
ceeur et ’aorte et empéché la chute des taux tissulaires de GSH, de NO et de catalases telle qu’observée
dans le groupe L-NAME. Des travaux antérieurs ont montré le role protecteur des p-sitostérols et du
B-sitostérol-3-O-B-D-glucoside contre le stress oxydatif grace a leur capacité a activer les récepteurs
oestrogéniques (Shi et al., 2013 ; Affi et al., 2022). La présence de ces phytostérols dans 1’extrait de
V. guineensis suggere que cet extrait possederait des propriétés antioxydantes et pourrait de ce fait
protéger le systéme cardiovasculaire des altérations structurelles et fonctionnelles induites par la L-

NAME.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES



Au terme de ce travail dont I’objectif était d’évaluer les effets de 1’extrait hydro-
¢thanolique des racines de Vernonia guineensis sur I’hypertension induite par la L-NAME chez

le rat, il en ressort que :

v' L’administration concomitante de 1’extrait hydro-éthanolique des racines de
Vernonia guineensis et de la L-NAME a prévenue 1’augmentation de la fréquence cardiaque et de
la pression artérielle systolique, diastolique et moyenne induites par la L-NAME.

v’ Vernonia guineensis a prévenu la dyslipidémie et I’augmentation des taux sériques
des marqueurs de la fonction hépatique, et également 1’extrait de Vernonia guineensis a empéché
aussi bien la baisse du débit de filtration glomérulaire que celle de la natriurése et de la diurése.

v' L’installation du stress oxydant a été limitée par I’administration simultanée de
I’extrait de Vernonia guineensis et de la L-NAME, permettent ainsi de prévenir les organes comme
I’aorte, du cceur, des reins et du foie, des altérations structurelles et fonctionnelles induites par la
L-NAME.

L’ensemble de ces observations montrent que Vernonia guineensis aurait des propriétés
antioxydantes, hypolipidémiants, diurétiques et antihypertensives résultant probablement des
métabolites bioactifs, ce qui justifierait son utilisation en médecine traditionnelle pour la prise

en charge de I’hypertension artérielle.
Dans les travaux futurs, les aspects suivants feront I’objet d’études complémentaires

» Evaluer les effets curatifs de cet extrait sur ’hypertension artérielle induite par la L-NAME

» Evaluer les effets de cet extrait sur la vasomotricité

» Evaluer les effets de cet extrait sur d’autres modéles d’hypertension artérielle

» Faire des études phytochimiques approfondies afin d’isoler et de caractériser les principes actifs

responsables des effets anti-hypertenseurs de Vernonia guineensis
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Annexe 1 : Schéma des étapes de préparation de 1’extrait hydro-éthanolique des racines de Vernonia

guineensis

Racines fraiches de
Vernonia guineensis

Lavage

| e Découpage
e Séchage

1100 g de e Broyage
poudre
Macération 48h dans
un systeme Alcool-Eau

70-30 (v/v)

Filtration a 1’aide du papier
I Whatman N°3
’ Filtrat

Evaporation a 70°C par un
évaporateur rotatif.

Evaporation a I’étuve 40 °C

62,29 g d’extrait brut, un rendement
de 6,02 %

Annexe 2 : Préparations des différentes solutions
» Solution inductrice (L-NAME)

La solution de L-NAME ¢tait administrée a une dose de 25 mg/kg, pour un volume
d’administration de 0,5 mL pour 100g de poids corporel. La solution de L-NAME de concentration 5
mg/mL était préparée par solubilisation d’une quantité de 1,5 g de L-NAME dans une solution de 30
mL de NaCl 0,9 %.




» Solution de captopril

Le Captopril 25 mg/kg en comprimé produit par le Laboratoire Denk Pharma a été utilisé. Pour
I’administration d’une dose de 20 mg/kg aux rats, une solution de 2 mg/mL de Captopril a été obtenue
en dissolvant un comprimé de 25 mg de principe actif dans du NaCl 9% pour un volume final de 12,5

mL.
» Solution de NaCl 0,9%

Neufs grammes de cristaux de NaCl ont été dissout dans 1000 mL d’eau distillée pour obtenir

une solution de NaCl 0,9 %
» Solution d’uréthane 15 %

Pour préparer la solution d’uréthane 15 %, 15 g d’uréthane ont été introduits dans une fiole
jaugée de 100 mL contenant 50 mL d’eau distillée. Aprés agitation, I’eau distillée a été ensuite ajoutée

jusqu’au trait de jauge.
» Solution de Mac Even

Pour la préparation de la solution de Mc Even, 8,6 g de NaCl, 0,42 g de KCL, 0,109 g de NaH>POs4,
1 g de COs3NaH, 0,03 g de MgCl et 2 g de CsH1206 ont été dissouts dans 500 mL d’eau distillée
(solution A). Par ailleurs, 0,28 g de CaCl, ont été dissouts dans 50 mL d’eau distillée (solution B).
Apres dissolution totale, les solutions A et B ont été mélangées et le volume final porté & 1000 mL par

ajout d’eau distillée.

> Solution de Mac Even hépariné 1 %

La solution de Mac Even hépariné 1% a été obtenue en mélangeant 1mL d’héparine a 99 mL

de Mac Even.
> Solution de Mac Even hépariné 10 %
L’héparine choay (5000 UI/mL, Sanofi Aventis, Allemagne) a été diluée au 1/10 (v/v) avec le
Mac Even.
» Solution de formol 10 % tamponné

Pour cette solution, 6,5 g de phosphate disodique hydraté (Na,HPO4 ; H>O») et 4 g de phosphate
monosodique hydraté¢ (NaH>PO4 ; H>O») ont été ajoutés a 100 mL de formaldéhyde (HCHO) 37 %.

La solution obtenue a été¢ complétée a 1000 mL par ajout de 900 mL d’eau distillée

» Tampon tris-HCI 50 mM (pH 7,4)




Le tampon tris-HCI a été préparé en dissolvant 1,21 g de Tris base et 2,79 g de chlorure de
potassium dans 250 mL d’eau distillée. Le pH a été ajusté avec du HCI 11,8 N, pour un volume final

de 500 mL.
» Tampon phosphate (0,1 M ; pH 7,5)

Deux solutions ont été initialement préparées. 8,91 g de phosphate disodique hydraté (NoHPOs,
H>0) ont été dissouts dans 500 mL d’eau distillée et 6,5 g de phosphate monosodique hydraté
(NaH2PO4, H>0O) ont été dissouts dans 500 mL d’eau distillée. A 500 mL de la solution de phosphate
disodique hydraté ont été ajoutés 70 mL de la solution de phosphate monosodique hydraté, puis

goutte a goutte de la méme solution jusqu’a obtention d’un pH de 7.,5.
» Tampon phosphate (0,1 M ; pH 6,5)

Le tampon phosphate a été préparé en faisant dissoudre 8,9 g de phosphate disodique hydraté
(NaxHPOg4 ; H0) dans 500 mL d’eau distillée (solution A). 6,5 g de phosphate monosodique hydraté
(NaH2POy4 ; H20O) ont été dissouts dans 500 mL d’eau distillée (solution B). Le pH de la solution B a

¢été ajusté a 6,5 avec la solution A.

» Tampon carbonate (0,05 M, pH 10,2)

Le tampon carbonate a été préparé en faisant dissoudre 4,5 g de carbonate de sodium (Na>COs;
10 H2O) et 4,2 g de carbonate monosodique (NaHCO3) dans 500 mL d’eau distillée. Le pH de la
solution a été ramené a 10,2 avec de la soude (1N) et le volume complété a 1000 mL avec de ’eau
distillée.
> Solution de dichromate de potassium 5 % et acide acétique glacial

La solution de dichromate de potassium 5 % a été préparée par dissolution de 2,5 g de
dichromate de potassium dans 50 mL d’eau distillée. La solution de dichromate/acide acétique a été
obtenue en mélangeant 50 mL de solution de dichromate de potassium 5 % et 150 mL d’acide

acétique glacial pour obtenir volume final de 200 mL.

> Solution de peroxyde d’hydrogéne 50 mM

La solution de peroxyde d’hydrogéne a été obtenue en diluant 243 pL de peroxyde
d’hydrogene 35 % dans 50 mL d’eau distillée.

» Solution d’adrénaline 0,3 mM

La solution d’adrénaline a été obtenue en dissolvant 0,006 g (6 mg) d’adrénaline dans 100mL

d’eau distillée.




» Solution d’acide trichloro-acétique 20 %

Pour préparer la solution d’acide trichloro-acétique (TCA) 20 %, 20 g de TCA ont été introduits
dans un erlenmeyer de 100 mL contenant 50 mL d’eau distillée. Apres agitation, 1’eau distillée a été

ensuite ajoutée jusqu’au trait de jauge.
» Solution d’acide thiobarbiturique 0,67%

La solution d’acide thiobarbiturique (TBA) 0,67 % a été obtenue en dissolvant 0,67 g de TBA
dans 100 mL d’eau distillée.

> Solution de Sérum Albumine Bovin

La solution de Sérum Albumine Bovin (SAB) (3 mg/mL) a été préparée en dissolvant 150 mg de SAB
dans 50 mL d’eau distill¢e.

» Préparation du Réactif d’Ellman
Le réactif a été obtenu en faisant dissoudre 5 mg d’acide 2,2-dithio-5,5’- dinitrobenzoique
(DTNB) dans 250 mL du tampon phosphate 0,1 M ; pH 6,5.
» Réactif de Biuret

Le réactif de Biuret a été préparé en dissolvant 0,75 g de sulfate de cuivre (CuSO4, SH20) et 3
g de tartrate de sodium et de potassium dans 100 mL d’eau distillée (solution A). Ensuite, 15 g
d’hydroxyde de sodium ont été dissouts dans 100 mL d’eau distillée (solution B). Les solutions A et

B ainsi obtenues ont été mélangées et le volume final complété a 500 mL avec de 1’eau distillée




Annexe 3 : Schéma synoptique du protocole expérimental

Randomisation et répartition des animaux
Jour 0

1 Début du traitement l

Jour 1 K n=6 =8 n=6 n=7 —7 \

4 N N R
_ L-NAME: NaCl CAPTO: EHVG 125 EHVG 250
TNor : NaCl (0,9%, p.o) + Captopril mg/kg, p.o + A
(0,9%, p.oet L NAME (20mg/kg, po) L-NAME mg/kg, p.o +
ip) ) + L-NAME (25mg/kg, ip) L-NAME
(25mg/kg, ip) . (25mg/ke, i)
(25mg/ke, ip)

& VAN A\ J J
U iy

Jour 18

Du jour 18 au jour 21 dans les cages métaboliques pour le prélévement des urines

Jour 21

e Montage des animaux au Biopac lab MP35 pour la prise des parametres
Jour 22 hémodynamiques (pression artérielle et fréquence cardiaque)

e Sacrifice et prélevement du sang et des organes (foie, reins, cceur, aorte)

Annexe 4 : Protocole de dosage des protéines totales

Blanc Etalons Echantillons
Tubes 0 1 2 3 4 5 6 7 X1 eeeee Xin
SAB (nL) 0 50 100 | 150 | 200 | 250 |300 | 600 |- -
Eau distillée (nL) 600 550 | 500 | 450 | 400 350 |300 O 590 590
Réactif de Biuret (uL) 400 400 | 400 | 400 | 400 | 400 |400 |400 |400 400
Echantillons (nL) - - - - - - - - 10 10
Quantité de protéines (mg) | 0 0,16 | 0,3 0,46 | 0,6 0,78 | 0,0 1,8 - -

Le contenu de chaque tube a été homogénéisé et incubé pendant 10 minutes a température ambiante. L’absorbance a
¢été lue contre le blanc au spectrophotométre Urit-810 a 540 nm.
Absorbances obtenues 0 0,05 | 0,10 | 0,15 0,18 | 0,20 | 0,22 045 |? ?




Annexe 5 : Courbe d’étalonnage des protéines

0,60 -
0,50 - y =0,2708x
0.40 A R>=0,9
0,30 A
0,20 A
0,10 A
0,00 T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8 2
Quantité de protéines (mg)

Absorbances

Annexe 6 : protocole de dosage des nitrites

Blanc | Etalons Echantillons
Tubes 0 1 2 3 4 5 6 X1 eeeee Xin
Concentration de NaNO; (uM) 0 0,20 0,40 | 0,60 0,80 | 0,50 | 1,00 | - -
Volume de NaNO; (uL) - 100 100 100 100 | 100 100 | - -
Echantillons (uL) - - - - - - - 100 100
Eau distillée (uL) 500 400 400 | 400 400 | 400 | 400 | 400 | 400
Réactif de Griess (uL) 500 500 500 | 500 500 | 500 | 500 |500 | 500

Le contenu de chaque tube a été homogénéisé et incubé a 1’abri de la lumiére, pendant 10 minutes a température
ambiante. L.’absorbance a été lue contre le blanc au spectrophotométre a 546 nm.

Absorbances obtenues 0 050 1 1,50 2,00 | 2,50 | 4,50 |- -

Annexe 7 : Courbe d’étalonnage des nitrites

4,50 -
4,00 y =4,2268x
3,50 R2=0,9999
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

Absorbances

0,40 0,60 0,80 1,00 1,20
Concentration de Nitrite de sodium (uM)

0,00 0,20




Annexe 8 : protocole de réalisation de la courbe d’étalonnage de la catalase

Tubes 1 2 3 4 5
Volume de H,O; (50 mM) (nL) 0 20 40 80 160
Dichromate de potassium/acide acétique glacial (uL) 2000 | 2000 | 2000 2000 2000

Aprés formation du précipité bleu, les tubes ont été chauffés a 100°C pendant 10 minutes (apparition de la couleur

verte) et refroidis a température ambiante.

Eau distillée (uL) 1000 | 980 960 920 840
Concentration de H,O, (mM) 0 2 4 8 16
Absorbances obtenues 0 0,010 | 0,020 0,030 0,040

Annexe 9 : Courbe d’étalonnage de la catalase

0,050 -
y = 0,0025x

5 0,040 R>=0,9969

Q

£ 0,030

=

3 0.020

< 0,010
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Concentration de peroxyde d'hydrogéne (mM)




