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Nous soussignés, membres du jury de soutenance de la Thése de Doctorat/Ph.D en
Biologie des Organismes Animaux, Option: Physiologie Animale, de Monsieur
FOUDA BEKONO Yannick, matricule 07Q314, soutenance autorisée par la correspondance
N° 220262/UYI/VREPDTIC/DAAC/DEPE/SPD/CB-AP du Recteur de |’Université de
Yaoundé I en date du 17 janvier 2022 sur le sujet intitulé : « Effets d’un extrait aqueux de
Fagara tessmannii Engl. (Rutaceae) sur quelques altérations cardiovasculaires chez le
rat », attestons que les corrections exigées au candidat lors de cette évaluation, qui a eu lieu le
jeudi 27 janvier 2022 dans la salle S01/02 du Bloc pédagogique de la Faculté des sciences,
ont réellement été effectuées et que le présent document peut étre déposé sous sa forme actuelle.

En foi de quoi, la présente attestation lui est délivrée pour servir et valoir ce que de droit.

Faita Yaoundé, le ..................5n o R

L’Examinateur
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| 1 - DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (37) |

N° | NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
1 | BIGOGA DAIGA Jude Professeur En poste
2 | FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste
3 | FOKOU Elie Professeur En poste
4 | KANSCI Germain Professeur En poste
5 | MBACHAM FON Wilfried Professeur En poste
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12 | BELINGA née NDOYE FOE F. M. C. Maitre de Conférences | Chef DAF/FS
13 | BOUDJEKO Thaddée Maitre de Conférences | En poste
14 | DJUIDJE NGOUNOUE Marceline Maitre de Conférences | En poste
15 | EFFA ONOMO Pierre Maitre de Conférences | En poste
16 | EWANE Cécile Annie Maitre de Conférences | En poste
) . - ) Inspecteur de
17 | MOFOR née TEUGWA Clotilde Maitre de Conférences SerE)/ice MINESUP
18 | NANA Louise épouse WAKAM Maitre de Conférences | En poste
19 | NGONDI Judith Laure Maitre de Conférences | En poste




20 | NGUEFACK Julienne Maitre de Conférences | En poste
21 | NJAYOU Frédéric Nico Maitre de Conférences | En poste
22 | TCHANA KOUATCHOUA Angéle Maitre de Conférences | En poste
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31 | MANANGA Marlyse Joséphine Chargée de Cours En poste
32 | MBONG ANGIE M. Mary Anne Chargée de Cours En poste
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33 | FOUPOUAPOUOGNIGNI Yacouba Assistant En poste
34 | KOUOH ELOMBO Ferdinand Assistant En poste
35 | MBOUCHE FANMOE Marceline Joélle | Assistante En poste
36 | OWONA AYISSI Vincent Brice Assistant En poste
37 | WILFRIED ANGIE Abia Assistante En poste

[ 2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (51)

1 | AJEAGAH Gideon AGHAINDUM Professeur DAARS/FS
2 | BILONG BILONG Charles-Félix Professeur Chef de Département
3 | DIMO Théophile Professeur En Poste
4 | DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste
5 | DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Professeur En Poste
6 | ESSOMBA née NTSAMA MBALA Professeur Vice Doyen/FMSB/UYI
7 | FOMENA Abraham Professeur En Poste
8 | KAMTCHOUING Pierre Professeur En poste
9 | KEKEUNOU Sévilor Professeur En poste
10 | NJAMEN Dieudonné Professeur En poste
11 | NJIOKOU Flobert Professeur En Poste
12 | NOLA Moise Professeur En poste
13 | TAN Paul VERNYUY Professeur En poste
Inspecteur de service
14 | TCHUEM TCHUENTE Louis Albert Professeur Coord.Progr./MINSANTE
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18 ﬁggﬁP%%UHEENG Hermine épse Maitre de Conférences | En Poste
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22 | NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de Conféerences | En poste
23 | TOMBI Jeannette Maitre de Conférences | En poste
24 | ALENE Désirée Chantal Chargée de Cours En poste
25 | ATSAMO Albert Donatien Chargé de Cours En poste
26 | DONFACK Mireille Chargée de Cours En poste
27 | ETEME ENAMA Serge Chargé de Cours En poste
28 | GOUNOUE KAMKUMO Raceline Chargée de Cours En poste
29 | KANDEDA KAVAYE Antoine Chargé de Cours En poste
30 | MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste
31 | MBENOUN MASSE Paul Serge Chargé de Cours En poste
32 | MOUNGANG Luciane Marlyse Chargée de Cours En poste
33 | MVEYO NDANKEU Yves Patrick Chargé de Cours En poste
34 | NGOUATEU KENFACK Omer Bébé Chargé de Cours En poste
35 | NGUEMBOK Chargé de Cours En poste
36 | NJUA Clarisse Yafi Chargée de Cours Chef Div. UBA
37 | NOAH EWOTI Olive Vivien Chargée de Cours En poste
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50 | YOUNOUSSA LAME Assistant En poste
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1 | AMBANG Zachée Professeur Chef Division/UY I
2 | BELL Joseph Martin Professeur En poste

3 | DJOCGOUE Pierre Francois Professeur En poste

4 | MBOLO Marie Professeur En poste

5 | MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste

6 | YOUMBI Emmanuel Professeur Chef de Département
7 | ZAPFACK Louis Professeur En poste




8 | ANGONI Hyacinthe Maitre de Conférences | En poste

9 | BIYE Elvire Hortense Maitre de Conférences | En poste

10 | MALA Armand William Maitre de Conférences | En poste

11 | MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de Conférences | CT/ MINESUP

12 | NDONGO BEKOLO Maitre de Conféerences | CE / MINRESI

13 | NGODO MELINGUI Jean Baptiste Maitre de Conférences | En poste

14 | NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. Maitre de Conférences | En poste

15 | TONFACK Libert Brice Maitre de Conférences | En poste
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4 | GHOGOMU Paul MINGO Professeur | N Charge de Miss.

5 | NANSEU Njiki Charles Péguy Professeur En poste

6 | NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI

7 | NDIKONTAR Maurice KOR Professeur | - ce-Doyen Univ.
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8 | NENWA Justin Professeur En poste

9 | NGAMENI Emmanuel Professeur DOYEN FS UDs

10 | NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB

11 | ACAYANKA Elie Maitre de Conférences | En poste

12 | EMADACK Alphonse Maitre de Conféerences | En poste




13 | KAMGANG YOUBI Georges Maitre de Conférences | En poste
14 | KEMMEGNE MBOUGUEM Jean C. Maitre de Conférences | En poste
15 | KONG SAKEO Maitre de Conférences | En poste
16 | NDI NSAMI Julius Maitre de Conférences | En poste
17 | NJIOMOU C. épse DJANGANG Maitre de Conférences | En poste
18 | NJOYA Dayirou Maitre de Conférences | En poste
19 | TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Maitre de Conférences | En poste
20 | BELIBI BELIBI Placide Désiré Chargé de Cours CS/ ENS Bertoua
21 | CHEUMANI YONA Arnaud M. Chargé de Cours En poste
22 | KENNE DEDZO GUSTAVE Chargé de Cours En poste
23 | KOUOTOU DAOUDA Chargé de Cours En poste
24 | MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste
25 | MBEY Jean Aime Chargé de Cours En poste
26 | NCHIMI NONO KATIA Chargé de Cours En poste
27 | NEBAH Née NDOSIRI Bridget NDOYE | Chargée de Cours CT/ MINPROFF
28 | NYAMEN Linda Dyorisse Chargée de Cours En poste
29 | PABOUDAM GBAMBIE A. Chargée de Cours En poste
30 | NJANKWA NJABONG N. Eric Assistant En poste
31 | PATOUOSSA ISSOFA Assistant En poste
32 | SIEWE Jean Mermoz Assistant En Poste
5 - DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (40)
1 | DONGO Etienne Professeur | Vice-Doyen/FSE/UYI
2 | GHOGOMU TIH Robert Ralph Professeur | Dir. IBAF/UDA
3 | NGOUELA Silvere Augustin Professeur | Chef de Département UDS
4 | NYASSE Barthélemy Professeur | En poste
5 | PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur Dlrecteur/,MINESUP/
Chef de Département
6 | WANDJI Jean Professeur | En poste
7 | Alex de Théodore ATCHADE Maitre de Conférences | ¥ \c&-Doven/
DPSAA
8 | AMBASSA Pantaléon Maitre de Conférences | En poste
9 | EYONG Kenneth OBEN Maitre de Conférences | En poste
10 | FOLEFOC Gabriel NGOSONG Maitre de Conférences | En poste
11 | FOTSO WABO Ghislain Maitre de Conférences | En poste
12 | KEUMEDJIO Félix Maitre de Conférences | En poste
13 | KENMOGNE Marguerite Maitre de Conférences | En poste
14 | KOUAM Jacques Maitre de Conférences | En poste
15 | MBAZOA née DJAMA Céline Maitre de Conférences | En poste
16 | MKOUNGA Pierre Maitre de Conférences | En poste
17 | MVOT AKAK CARINE Maitre de Conférences | En poste
o - , Sous/Direct.
18 | NGO MBING Joséphine Maitre de Conférences MINERESI




19 | NGONO BIKOBO Dominique Serge Maitre de Conferences | C.E/ MINESUP
20 | NOTE LOUGBOT Olivier Placide Maitre de Conférences | C.S/ MINESUP
21 | NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maitre de Conférences | En poste
22 | TABOPDA KUATE Turibio Maitre de Conférences | En poste
23 | TAGATSING FOTSING Maurice Maitre de Conférences | En poste
24 | TCHOUANKEU Jean-Claude Maitre de Conférences | Doyen /FS/ UYI
25 | TIH née NGO BILONG E. Anastasie Maitre de Conférences | En poste
26 | YANKEP Emmanuel Maitre de Conférences | En poste
27 | ZONDEGOUMBA Ernestine Maitre de Conférences | En poste
28 | KAMTO Eutrophe Le Doux Chargé de Cours En poste
29 | NGNINTEDO Dominique Chargé de Cours En poste
30 | NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste
31 | OUAHOUO WACHE Blandine M. Chargée de Cours En poste
32 | SIELINOU TEDJON Valérie Chargé de Cours En poste
33 | MESSI Angéligue Nicolas Assistant En poste
34 | MUNVERA MFIFEN Aristide Assistant En poste
35 | NONO NONO Eric Carly Assistant En poste
36 | OUETE NANTCHOUANG Judith Laure | Assistante En poste
37 | TCHAMGOUE Joseph Assistant En poste
38 | TSAFFACK Maurice Assistant En poste
39 | TSAMO TONTSA Armelle Assistante En poste
40 | TSEMEUGNE Joseph Assistant En poste
6 - DEPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (25)
1 | ATSA ETOUNDI Roger Professeur | Chef Div.MINESUP
Chef Dpt ENS/Chef
2 | FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur IGA MINESUP
3 | NDOUNDAM Réné | Maitre de Conférences | En poste
4 | ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours En poste
5 | AMINOU Halidou Chargé de Cours Cth de
Département

6 | DJAM Xaviera YOUH - KIMBI Chargé de Cours En Poste
7 | DOMGA KOMGUEM Rodrigue Chargé de Cours En poste
8 | EBELE Serge Alain Chargé de Cours En poste
9 | KOUOKAM KOUOKAME. A. Chargé de Cours En poste
10 | MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste
11 | MONTHE DJIADEU Valery M. Chargé de Cours En poste
12 | MOTO MPONG Serge Alain Chargé de Cours En poste
13 . , Directeur adjoint

OLLE OLLE Daniel Claude Delort Chargé de Cours Enset. Ebolowa
14 | TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste
15 | TINDO Gilbert Chargé de Cours En poste
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16 | TSOPZE Norbert Chargé de Cours En poste
17 | WAKU KOUAMOU Jules Chargé de Cours En poste
18 | BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste
19 | EKODECK Stéphane Gaél Raymond Assistant En poste
20 | HAMZA Adamou Assistant En poste
21 | IOMEKONG AZANZI Fidel Assistant En poste
22 | MAKEMBE. S. Oswald Assistant En poste
23 | MESSI NGUELE Thomas Assistant En poste
24 | MEYEMDOU Nadége Sylvianne Assistante En poste
25 | NKONDOCK. MI. BAHANACK.N. Assistant En poste

7 - DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (35)

1 | AYISSI Raoult Domingo Professeur Chef de Département
2 | EMVUDU WONO Yves S. Professeur Inspecteur MINESUP
3 | KIANPI Maurice Maitre de Conférences | En poste

4 | MBANG Joseph Maitre de Conférences | En poste

5 | MBEHOU Mohamed Maitre de Conférences | En poste

6 | MBELE BIDIMA Martin Ledoux Maitre de Conférences | En poste

7 | NKUIMI JUGNIA Célestin Maitre de Conférences | En poste

Chef service des
8 | NOUNDJEU Pierre Maitre de Conférences | programmes &
Diplémes/FS/UYI

9 | TCHAPNDA NJABO Sophonie B. | Maitre de Conférences [R)\l/\rlztr:]tg:r/All\/IS

10 | TCHOUNDJA Edgar Landry Maitre de Conférences | En poste

11 | BOGSO ANTOINE MARIE Chargé de Cours En poste

. . Chef Cellule

12 | AGHOUKENG JIOFACK Jean Gérard Chargé de Cours MINPLAMAT
13 | CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste

14 | DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste

15 | DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours En poste

16 | FOMEKONG Christophe Chargé de Cours En poste

17 | KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste

18 | MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste

19 | MENGUE MENGUE David Joe Chargé de Cours En poste

20 | NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste

21 | NIMPA PEFOUKEU Romain Chargée de Cours En poste

22 | POLA DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En poste

23 | TAKAM SOH Patrice Chargé de Cours En poste

24 | TCHANGANG Roger Duclos Chargé de Cours En poste

25 | TETSADJIO TCHILEPECK M. E. Chargé de Cours En poste

26 | TIAYA TSAGUE N. Anne-Marie Chargée de Cours En poste
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27 | BITYE MVONDO Esther Claudine Assistante En poste
28 | FOKAM Jean Marcel Assistant En poste
29 | LOUMNGAM KAMGA Victor Assistant En poste
30 | MBATAKOU Salomon Joseph Assistant En poste
31 | MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste
32 | MEFENZA NOUNTU Thiery Assistant En poste
33 | OGADOA AMASSAYOGA Assistant En poste
34 | TCHEUTIA Daniel Duviol Assistant En poste
35 | TENKEU JEUFACK Yannick Léa Assistant En poste

8 - DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (21)

1 | ESSIA NGANG Jean Justin Professeur Chef de Département
2 | NYEGUE Maximilienne Ascension Professeur VICE-DOYEN / DSSE
3 | NWAGA Dieudonné M. Professeur En poste
4 | ASSAM ASSAM Jean Paul Maitre de Conférences | En poste
5 | BOYOMO ONANA Maitre de Conférences | En poste
6 KOUITC.H.EU MABEKU Epse KOUAM Maitre de Conférences | En poste
Laure Brigitte
7 | RIWOM Sara Honorine Maitre de Conférences | En poste
8 | SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maitre de Conférences | En poste
9 | BODA Maurice Chargé de Cours En poste
10 | BOUGNOM Blaise Pascal Chargé de Cours En poste
11 | ESSONO OBOUGOU Germain G. Chargé de Cours En poste
12 | NJIKI BIKOI Jacky Chargée de Cours En poste
13 | TCHIKOUA Roger Chargé de Cours En poste
14 | ESSONO Damien Marie Assistant En poste
15 | LAMYE Glory MOH Assistant En poste
16 | MEYIN A EBONG Solange Assistante En poste
17 | MONI NDEDI Esther Del Florence Assistante En poste
18 | NKOUDOU ZE Nardis Assistant En poste
19 | SAKE NGANE Carole Stéphanie Assistante En poste
20 | TAMATCHO KWEYANG Blandine P. Assistante En poste
21 | TOBOLBAI Richard Assistant En poste
9 - DEPARTEMENT DE PYSIQUE(PHY) (44)
1 | BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste
2 | DJUIDJE KENMOE épouse ALOYEM | Professeur En poste
3 | EKOBENA FOUDA Henri Paul Professeur Vice-Recteur. UN
4 | ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste
5 | KOFANE Timoléon Crépin Professeur En poste
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6 | NANA ENGO Serge Guy Professeur En poste
7 | NANA NBENDJO Blaise Professeur En poste
8 | NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Chef de Département
9 | NJANDJOCK NOUCK Philippe Professeur En poste
10 | NOUAYOU Robert Professeur En poste
11 | PEMHA Elkana Professeur En poste
12 | TABOD Charles TABOD Professeur Doyen FS Univ/Bda
13 | TCHAWOUA Clément Professeur En poste
14 | WOAFQO Paul Professeur En poste
15 | ZEKENG Serge Sylvain Professeur En poste
16 | BIYA MOTTO Frédéric Maitre de Conférences I[\)Afl/(ﬁ]YDRO
17 | BODO Bertrand Maitre de Conférences | En poste
18 | ENYEGUE A NYAM épse BELINGA Maitre de Conférences | En poste
19 | EYEBE FOUDA Jean sire Maitre de Conférences | En poste
20 | FEWO Serge lbraid Maitre de Conférences | En poste
21 | HONA Jacques Maitre de Conférences | En poste
22 | MBANE BIOUELE Ceésar Maitre de Conférences | En poste
23 | MBINACK Clément Maitre de Conférences | En poste
24 | NDOP Joseph Maitre de Conférences | En poste
- . Chef de centre
25 | SAIDOU Maitre de Conférences IRGM/MINRESI
26 | SIEWE SIEWE Martin Maitre de Conférences | En poste
27 | SIMO Elie Maitre de Conférences | En poste
28 | VONDOU Derbetini Appolinaire Maitre de Conférences | En poste
29 | WAKATA née BEYA Annie Maitre de Conférences Bi(rle cteur/ENS/
30 | ABDOURAHIMI Chargé de Cours En poste
31 | CHAMANI Roméo Chargé de Cours En poste
32 | EDONGUE HERVAIS Chargé de Cours En poste
. . Chef Cell.
33 | FOUEDJIO David Chargé de Cours MINADER
34 | MBONO SAMBA Yves Christian U. Charge de Cours En poste
35 | MELI'I Joelle Larissa Chargée de Cours En poste
36 | MVOGO ALAIN Charge de Cours En poste
37 | OBOUNOU Marecel Chargé de Cours DA/Univ Inte_r
Etat/Sangmelima
38 | WOULACHE Rosalie Laure Chargée de Cours En poste
39 | AYISSI EYEBE Guy Francois Valérie Assistant En poste
40 | DJIOTANG TCHOTCHOU Lucie A. Assistante En poste
41 | LAMARA Maurice Assistant En poste
42 | OTTOU ABE Martin Thierry Assistant En poste
43 | TEYOU NGOUPOQU Ariel Assistant En poste
44 | WANDJI NYAMSI William Assistant En poste




10 - DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (ST) (42)

1 | BITOM Dieudonné Professeur Doyen / FASA / UDs

2 | FOUATEU Rose épse YONGUE Professeur En poste

3 | NDAM NGOUPAYOU Jules-Remy Professeur En poste

4 | NDJIGUI Paul Désiré Professeur Chef de Département

5 | NGOS Ill Simon Professeur En poste

6 | NKOUMBOU Charles Professeur En poste

7 | NZENTI Jean-Paul Professeur En poste

8 | ABOSSOLO née ANGUE Monique  [Maitre de Conférences | Vice-Doyen / DRC

9 | BISSO Dieudonne Maitre de Conférences D|recteur/Pr01et,
Barrage Memveele

10 | EKOMANE Emile Maitre de Conférences | En poste

11 | GANNO Sylvestre Maitre de Conférences | En poste

12 | GHOGOMU Richard TANWI Maitre de Conférences | CD/Uma

13 | MOUNDI Amidou Maitre de Conférences | CT/ MINIMDT

14 | NGUEUTCHOUA Gabriel Maitre de Conférences | CEA/MINRESI

15 | NJILAH Isaac KONFOR Maitre de Conférences | En poste

16 | NYECK Bruno Maitre de Conférences | En poste
Chef service

17 | ONANA Vincent Laurent Maitre de Conférences | Maintenance & du
Matériel/UYII

. R . Chef.cell /

18 | TCHAKOUNTE J. épse NUMBEM Maitre de Conférences MINRESI

19 | TCHOUANKOUE Jean-Pierre Maitre de Conférences | En poste

20 | TEMDJIM Robert Maitre de Conférences | En poste

21 | YENE ATANGANA Joseph Q. Maitre de Conférences | Chef Div. /MINTP

22 | ZO0’0O ZAME Philémon Maitre de Conférences | DG/ART

23 | ANABA ONANA Achille Basile Chargé de Cours En poste

24 | BEKOA Etienne Chargé de Cours En poste

25 | ELISE SABABA Chargé de Cours En poste

26 | ESSONO Jean Charge de Cours En poste

27 | EYONG JOHN TAKEM Chargé de Cours En poste

. , Sec.

28 | FUH Calistus Gentry Chargeé de Cours D Etat/MINMIDT

29 | LAMILEN BILLA Daniel Charge de Cours En poste

30 | MBESSE CECILE OLIVE Chargée de Cours En poste

31 | MBIDA YEM Charge de Cours En poste

32 | METANG Victor Chargé de Cours En poste

33 | MINYEM Dieudonné-Lucien Chargé de Cours CD/Uma

34 | NGO BELNOUN Rose Noél Chargeée de Cours En poste

35 | NGO BIDJECK Louise Marie Chargée de Cours En poste

36 | NOMO NEGUE Emmanuel Charge de Cours En poste

37 | NTSAMA ATANGANA Jacqueline Chargé de Cours En poste

38 | TCHAPTCHET TCHATO De P. Charge de Cours En poste




39 | TEHNA Nathanaél Chargé de Cours En poste
40 | TEMGA Jean Pierre Charge de Cours En poste
41 | FEUMBA Roger Assistant En poste
42 | MBANGA NYOBE Jules Assistant En poste

Répartition chiffrée des Enseignants de la Faculté des Sciences de I’Université de Yaoundé I

NOMBRE D’ENSEIGNANTS

DEPARTEMENT Professeurs Maitres de Charges de Assistants Total
Conférences Cours

BCH 8 (01) 14 (10) 13 (05) 05 (02) 40 (18)
BPA 15 (01) 8 (06) 17 (05) 10 (03) 50 (15)
BPV 07 (01) 9 (01) 8 (06) 07 (01) 31(9)
Cl 10 (01) 09 (02) 10 (02) 03 (0) 32 (5)
CoO 6 (0) 21 (05) 05 (02) 08 (02) 40 (9)
IN 2 (0) 1(0) 14 (01) 08 (01) 25 (2)
MAT 2 (0) 8 (0) 15 (01) 09 (02) 34 (7)
MIB 3(0) 5(03) 06 (01) 06 (02) 20 (6)
PHY 15 (0) 14 (02) 09 (03) 08 (03) 46 (8)
ST 7(2) 15 (01) 18 (05) 02 (0) 42 (7)
Total 75 (5) 104 (30) 116 (31) 66 (16) 360 (86)
Soit un total de 360 (86) dont:

Professeurs 75 (5)

Maitres de Conférences 104 (30)

Chargés de Cours 115 (31)

Assistants 66 (16)
() = Nombre de Femmes 86
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« Perfection is not attainable, but if we chase perfection, we can catch excellence ».
Vince Lombardi
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SIGLES ET ACRONYMES

ACh : acétylcholine

ALAT : alanine amino transférase
Ang Il : angiotensine Il

ASAT : aspartate amino transferase
AUC : “Area Under the Curve”
CA : circonférence abdominale
CAT : catalase

Cmax : contraction maximale

CMLVs : cellules musculaires lisses
vasculaires

COX : cyclooxygénase
DLso : Dose Létale 50

EDHF : ““ endothelium derived
hyperpolirizing factor

EDRF : “ endothelium-derived relaxing
factor ”

eNOS : endothelium nitric oxide synthase
EROs : especes réactives de I’oxygene

FC : fréquence cardiaque

Ft : Fagara tessmannii, F. tessmannii
GMPc : guanosine monophosphate cyclique
GMS : glutamate monosodique

GSH : glutathion réduit

HDL :
HTA :

“ high density lipoprotein
hypertension artérielle

IMC : Indice de Masse Corporelle

ITT : “insulin tolerance test
LDHase : lactate déshydrogénase

L — NAME : N® — nitro — L - arginine
méthy| ester

LDL : “ low density lipoprotein ”
MCVs : maladies cardiovasculaires
MDA : malonyl dialdéhyde

MTR : médecine traditionnelle

NO : monoxyde d’azote

SNP : Nitroprussiate de sodium
OGTT : “ oral glucose tolerance test ”
PAD : pression artérielle diastolique
PAS : pression artérielle systolique
PGI2: prostacycline

Phe : phényléphrine

PP : pression artérielle pulsée

RHT : rat hypertendu

Rmax : relaxation maximale

RNT : Rat Normo-Tendu

RPT : résistance périphérique totale

SRAA : systéme rénine angiotensine
aldosterone

TNF-a : “ tumor necrosis factor ”

VCAM -1 : “vascular cell adhesive
molecule-1”

VLDL : “ Very Low Density Lipoprotein ”
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RESUME

Les maladies cardiovasculaires demeurent la premiere cause de mortalité précoce et
d’invalidité¢ dans le monde. L’augmentation pandémique et les difficultés dans la prise en
charge des facteurs de risque comme I’hypertension artérielle, les dyslipidémies,
I’insulinorésistance et 1’obésité, et/ou de leurs complications cardiovasculaires constituent I’'un
des problémes de santé du millénaire et un lourd fardeau pour les pays a revenus faibles. Ces
pays font cependant recours a la médecine traditionnelle. F. tessmannii est une Rutacée utilisée
en phytothérapie au Cameroun pour traiter plusieurs affections parmi lesquelles les tumeurs,
I’inflammation, les maladies du cceur et I’hypertension artérielle. Le but de ce travail consistait
a évaluer les activités hypotensives et vasorelaxantes de 1’extrait aqueux des écorces du tronc
de F. tessmannii et les effets de cet extrait sur quelques altérations a risque cardiovasculaires
liées a I’hypertension artérielle et a 1’obésité. Dans la premiere partie de ce travail, les effets
hypotenseurs de cet extrait de plante (5, 10, 20, 30, et 40 mg.kg™?, iv) en administration aigué
ont été évalués chez les rats anesthésiés. L effet de la dose de 30 mg.kg™ a été évalué en
présence de certains antagonistes pharmacologiques. In vitro, les effets de 1’extrait de plante
sur les anneaux d’aorte isolée de rat pourvus ou non d’endothélium ont également été évalués
en I’absence puis en présence de quelques antagonistes. Dans la deuxiéme partie de ce travail,
deux modeles animaux ont permis d’explorer les effets de ’extrait de plante sur ’'HTA et
certaines altérations métaboliques a risques cardiovasculaires. L’extrait était administré durant
21 jours pendant (étude préventive) ou aprés (étude curative) I’induction de 1’hypertension
essentielle par administration de L — NAME (25 mg.kg?, ip). Les paramétres hémodynamiques
ont été enregistrés. Une analyse sérique du profil lipidique, des ions K™ et Na*, des taux de
protéines, d’albumine, de créatinine, d’acide urique, des activités du lactate déshydrogénase, de
la phosphatase alcaline, de 1’alanine aminotransférase (ALAT), de I’aspartate aminotransférase
(ASAT) et de lagamma-GT a été faite. Les homogénats d’organes cibles ont permis de mesurer
I’activité de la catalase, la concentration du glutathion réduit, de malonyl dialdéhyde et des
nitrites. L histomorphométrie de 1’aorte a été réalisée grace la coloration a 1’hématoxyline et
éosine (H & E). Un examen de la microarchitecture de I’aorte et du ceeur a été faite grace aux
colorations a la H & E et au AFOG — Trichrome. Les obtenir les altérations métaboliques
(obésité, insulinorésistance et dyslipidémies), ont été confirmées 21 semaines apres
’administration du glutamate monosodique (4 mg.g?, sc) aux rats néonataux, les quatre
premiers jours consécutifs a leur naissance, puis aux jours 6, 8 et 10. Ces rats obeses ont été

soumis a 6 semaines de traitement pharmacologique. Outre 1’adiposité, I’index de masse
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corporelle, I’index de Lee, la sensibilité a I’insuline et la tolérance au glucose, la pression
artérielle et la réactivité vasculaire des anncaux d’aorte thoracique isolée des rats ont été
évalués. Les activités de ’ALAT et de ’ASAT, I’ionogramme, le taux de créatinine, et le statut
oxydant ont également été évalués. La toxicité aigué (2000 mg.kg™) de I’extrait aqueux a été
meneée. La toxicité subaigué (28 jours) a été explorée en utilisant les doses de 100, 200 et
400 mg.kg? de I’extrait. L extrait a exercé une activité hypotensive, meilleure a la dose de 30
mg.kg™; laquelle activité a été diminuée par le prétraitement a la réserpine ou la présence de
yohimbine, de propranolol, d’atropine, de L-NAME ou d’indométacine. Cette activité, liée aux
composés bioactifs (alcaloides, polyphénols et terpénoides) mis en évidence, serait médiée au
moins en partie par une action sympatholytique via I’inhibition de la libération pré — synaptique
des catécholamines, le blocage des récepteurs a2 et B —adrénergiques, et la diminution des
résistances périphériques via ’activation des récepteurs muscariniques, du NOS et/ou la
production de prostacycline. Des effet vasorelaxants endothélium — dépendants ont été
observés sur les anneaux d’aorte isolée de rat, impliquant les voies de signalisations de la
guanosine monophosphate cyclique et les récepteurs muscariniques. Le traitement chronique
par voie orale de I’extrait de plante aux doses de 100 et 200 mg.kg™ prévient la survenue de
I’HTA (effet préventif) et diminue la pression artérielle (effet curatif) chez les rats traités au
L — NAME. Ces effets bénéfiques sont associés a une amélioration des dyslipidémies et du
statut oxydant et a la protection contre les changements cardiovasculaires fonctionnels par
diminution des activités des transaminases et lactate déshydrogénase et de la fibrose cardiaque.
Aux mémes doses, I’extrait de F. tessmannii a diminué I’adiposité générale, 1’accumulation
androide des graisses, I’index de masse corporelle, I’'index de Lee, dyslipidémies a risque
coronarien, I’insulinorésistance, 1’intolérance au glucose, le déséquilibre ionique,
I’augmentation de la pression artérielle et le remodelage artériel induits par le glutamate
monosodique ; et a diminué la réponse contractile vasculaire liée a 1’obésité. L’ extrait s’est
révélé faiblement toxique, avec une DLso supérieure a 2000 mg.kg* en traitement aigu. Une
leucopénie réversible deux semaines aprés 1’arrét des traitements a été observée a la
dose 400 mg.kg™ en étude de la toxicité subaigué. Les résultats ont montré que cet extrait de
plante  possederait des effets hypotenseurs, antihypertenseurs, vasorelaxants,
antidyslipidémiants, et antiobéses. Ces effets résultant de la présence de certains métabolites
secondaires et du potentiel antioxydant de F. tessmannii justifierait, en partie ’'usage empirique
de cette plante dans le traitement des maladies cardiovasculaires.

Mots clés : Fagara tessmannii, obésité, antihypertenseur, insulinorésistance, vasorelaxant,
toxicite.
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ABSTRACT

Cardiovascular disease remains the leading cause of early death and disability worldwide.
The pandemic increase and the difficulties in the management of risk factors such as arterial
hypertension, dyslipidemia, insulin resistance and obesity, and/or their cardiovascular
complications constitute one of the millennium health problems and a heavy burden for low-
income countries. However, these countries use traditional medicine. F.tessmannii is a
Rutaceae used in folk medicine in Cameroon to treat several conditions including tumors,
inflammation, heart disease and high blood pressure. The aim of this work was to evaluate the
hypotensive and vasorelaxant activities of the stem bark aqueous extract of F. tessmannii and
the effects of this extract on some cardiovascular risk alterations linked to arterial hypertension
and obesity. In the first part of this work, the hypotensive effects of the plant extract (5, 10, 20,
30, and 40 mg.kg™?, iv) in acute administration were evaluated by the invasive method in
anesthetized rats. The effect of the dose of 30 mg.kg™ was evaluated in the presence of some
pharmacological antagonists. In vitro, the effects of the plant extract on isolated rat aorta rings
with and without endothelium were also evaluated in the absence and then in the presence of
some antagonists. In the second part of this work, two animal models were used to explore the
effects of the plant extract on high BP and some metabolic alterations with cardiovascular risks.
The extract was administered for 21 days during (preventive study) or after (curative study) the
essential hypertension-induced by the inhibition of NO - Synthase by L - NAME (25 mg.kg
! ip). Hemodynamic parameters were recorded. An analysis of lipid profile, levels of protein,
albumin, activities of lactate dehydrogenase, alkaline phosphatase, ALT, AST and gamma- GT,
levels of creatinine, uric acid and K™ and Na* ions were assessed. Target organ homogenates
were used to measure catalase activity, the concentration of reduced glutathione, malonyl
dialdehyde and nitrites. Histomorphometry of the aorta was performed using H&E staining. An
examination of the microarchitecture of the aorta and heart was performed using H&E and
AFOG - Trichrome stains. Metabolic alterations (obesity, insulin resistance and dyslipidemia)
were obtained after 21 weeks follow the administration of monosodium glutamate (4 mg.g™,
sc) in neonatal rats on the first four days after parturition, then on days 6, 8 and 10. These obese
rats were subjected to 6 weeks of pharmacological treatment. In addition to adiposity, body
mass index, Lee's index, insulin sensitivity and glucose tolerance, blood pressure and vascular
reactivity of isolated thoracic aortic rings of rats were assessed. The activities of ALT and AST,
ionogram, creatinine level, and oxidative status were also assessed. The acute toxicity

(2000 mg.kg™?) of the aqueous extract was conducted. Subacute toxicity (28 days) was explored
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using doses of 100, 200 and 400 mg.kg™ of the extract. The extract showed better hypotensive
activity at a dose of 30 mg.kgt. This activity, linked to the bioactive compounds (alkaloids,
polyphenols and terpenoids) demonstrated, would be mediated at least in part by a
sympatholytic action via the inhibition of the presynaptic release of catecholamines, the
blocking of the a2 and [ - adrenergic receptors, and decrease in peripheral resistance via
activation of muscarinic receptors, NOS and/or prostacyclin production. Endothelium-
dependent vasorelaxant effects were observed on isolated rat aortic rings, involving cyclic
guanosine monophosphate signaling pathways and muscarinic receptors. Chronic oral
treatment of the plant extract at the doses of 100 and 200 mg.kg™ prevents the occurrence of
hypertension (preventive effect) and reduces blood pressure (curative effect) in rats treated with
L - NAME. These beneficial effects are associated with an improvement in dyslipidemia and
oxidative status and with protection against functional cardiovascular changes by decreasing
transaminases, lactate dehydrogenase and cardiac fibrosis. At the same doses, F. tessmannii
extract reduced general adiposity, android fat accumulation, body mass index, Lee index,
coronary risk dyslipidemia, insulin resistance, intolerance to glucose, ionic imbalance and
increased blood pressure and arterial remodeling induced by monosodium glutamate; and
decreased the vascular contractile response associated with obesity. The extract was shown to
be of low toxicity, with an LDso greater than 2000 mg.kg™ in acute treatment. Reversible
leukopenia two weeks after stopping treatment was observed at a dose of 400 mg.kg™ in the
subacute toxicity study. The results showed that this plant extract would have hypotensive,
antihypertensive, vasorelaxant, anti-lipid-lowering, and antiobese effects resulting in part from
the presence of certain secondary metabolites and antioxidant activities. This would in part
justify the empirical use of this plant for the management of cardiovascular diseases.

Key words : Fagara tessmannii, obesity, insulin resistance, antihypertensive, vasorelaxant,

toxicité
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Introduction

Les maladies cardiovasculaires (MCVs) constituent un ensemble de troubles affectant le
cceur et les vaisseaux sanguins. Elles sont la premiére cause de mortalité et de handicap et
représentent un enjeu majeur de santé publique dans le monde (Kaptoge et al., 2019; WHO,
2021). Les changements socio - démographiques dans plusieurs pays du monde ont amélioré
les conditions de vie. Cette amélioration associée a 1’augmentation de la sédentarité et
I’alimentation riche en graisses a pour conséquence la récurrence des dyslipidémies, de
I’obésité, du diabéte et de I’hypertension artérielle (HTA) qui sont des facteurs de risque des
MCVs (Ren et al., 2008). Le risque cardiovasculaire global se définit comme la probabilité de
développer dans un temps donné une maladie cardiovasculaire en fonction de plusieurs facteurs
de risque considérés simultanément (Kreger, 1991; Mahmood et al., 2014). Ce risque
cardiovasculaire est fortement augmenté chez les personnes présentant un syndrome
métabolique (SM). Le SM associe aux facteurs liés aux modes de vie et aux facteurs
physiologiques, des signes de risques de dysfonctionnement métaboliques tels que
I’insulinorésistance, 1’intolérance au glucose et les perturbations du métabolisme lipidique
(Alberti et al., 2005; Grundy, 2006; Mohamed, 2014; Rukavina et al., 2018). Les principaux
facteurs de risque contribuant a des modifications métaboliques qui augmentent le risque des
MCVs sont I’HTA, le surpoids / obésité, I’hyperglycémie et la dyslipidémie athérogenes
(Kaptoge et al., 2019). Les altérations métaboliques responsables des pathologies
cardiovasculaires comprennent entre autres I’insulinorésistance, 1’intolérance au glucose, le
surpoids / obésité et les dyslipidémies (Mcmillen & Robinson, 2005; Wakabayashi & Daimon,
2019).

En 2018, I’OMS rapportait que plus de 70 % de décés dans le monde étaient imputables
aux maladies non transmissibles (MNT) dominées par les MCVs (cardiopathies, accidents
vasculaires cérébraux, artériopathies et HTA), les cancers, le diabéte de type 2, 1’obésité, et les
affections respiratoires chroniques (WHO, 2018a). Les MCVs sont responsables du plus grand
nombre de déces dus aux MNT, soit 17,9 millions par an dont plus des trois quarts de ces
chiffres surviennent dans des pays a revenus faible ou intermédiaire (WHO, 2018b; Kaptoge et
al., 2019). Au Cameroun, les MNT représentent environ 23,3% de la mortalité globale (OMS,
2019). L’OMS projette le nombre de décés annuels dus aux MCVs a 23,6 millions d’ici 2030
(OMS, 2011).



L’augmentation de la prévalence des facteurs de risque cardiométaboliques ces derniéres
années a largement contribué a la croissance de la morbi-mortalité liée aux complications
cardiovasculaires (Aneja, 2004). En 2015, I’HTA a conserve le palmarés de premiere cause de
morbi-mortalité, touchant respectivement les hommes et les femmes de plus de 25 ans aux
proportions de 24,0 % et 20,5 % dans le monde, 29,7 % et 29,5 % en Afrique, et de 28,8 % et
27,9 au Cameroun (WHO, 2021). La prédominance mondiale de 1’obésité a presque triplé de
19754 2016. En 2016, plus de 1,9 milliards d’adultes étaient en surpoids et 650 millions étaient
obeses (WHO, 2020). L’obésité est la deuxiéeme cause de déces précoce évitable apres le
tabagisme, avec plus de 2,8 millions de déces par an (WHO, 2014, 2020). Au Cameroun, elle a
touché 5,8 % d’hommes et 17,1 % de femmes adultes en 2014 (WHO, 2015). Ainsi, I’obésité
est en voie de devenir le probléme de santé le plus commun du XXI®™ siécle, contribuant &

I’augmentation des MCVs.

L’obésité est un facteur de risque susceptible d’intervenir dans de nombreuses
pathologies (MCVs, diabéte, maladies respiratoires, etc) associées aux anomalies métaboliques
(Sies et al., 2005; Atashak et al., 2011). Les anomalies métaboliques telles que les
dyslipidémies, 1’insulinorésistance, 1’intolérance au glucose, 1’augmentation du risque
thrombotique et des marqueurs de I’inflammation et I’HTA sont associées a un
dysfonctionnement des cellules endothéliales et a une élévation du stress oxydant (Lewington
et al., 2007). Ces altérations a risques cardiovasculaires constituent une sérieuse menace a la
santé des populations et un lourd fardeau socio - économique malgré les progres incessants dans
la compréhension de leurs physiopathologies et le développement des traitements
conventionnels.

Le traitement classique des risques cardio - métaboliques par les statines — metformine
pour les prédiabétiques, les thérapies antidiabétique, antihypertensive, antidyslipidémiante et
anorexigeéne, est controverse a cause de leurs effets indésirables. On distingue : la prise de poids
et I’hypoglycémie iatrogenes induites par les antidiabétiques oraux (Coudreau, 2009), les
dyslipidémies, I’insulinorésistance, la crise de goutte et 1’hypotension orthostatique provoquées
par certains antihypertenseurs (Tera & Burnier, 2002; Millogo et al., 2018), les myalgies et le
risque de diabéte induits par les statines (Aubert et al., 2016; Descamps & Chenu, 2016), ou la
dépendance et les effets psychiatriques, les complications cardiovasculaires, I’anxiété et la
nervosité induits par les coupe - faim (Makoundou & Golay, 2011). Les meilleures approches
actuelles sont la combinaison de la prise de médicaments avec les mesures hygieno-diététiques

et ’exercice physique (Dixit et al., 2012).



Il est de ce fait impératif de rechercher de nouvelles approches thérapeutiques pouvant
améliorer le statut métabolique a risque cardiovasculaire sans ou avec des effets indésirables
moindres. Une grande partie de la population mondiale fait recours a la phytothérapie. La
richesse potentielle des substances naturelles, peu codteuses et accessibles aux populations
défavorisées, a poussé I’OMS a élaborer une stratégie pour le développement et 1’évaluation de
la médecine traditionnelle (WHO, 2002). Au Cameroun, le ministére de la santé et le Centre de
Recherche sur les Plantes médicinales et la Médecine Traditionnelle (CRPMT) a I’Institut de
Recherches Médicinales et d’Etudes des Plantes Médicinales (IMPM) promeuvent cette
médecine (WHO, 2003). Les plantes constituent une source importante de métabolites
secondaires mieux tolérés et aux propriétés thérapeutiques effectives. Des propriétés cardio et
vasculo - protectrices de plusieurs extraits de plantes ont été scientifiquement prouvées (Tom
etal., 2018; Bilanda et al., 2019; Ntchapda et al., 2020; Chinte et al., 2021; Massa et al., 2021).

Parmi les plantes utilisées en médecine traditionnelle au Cameroun, figure Fagara tessmannii.

Le genre Fagara (Rutaceae) est traditionnellement utilisé dans le traitement entre autres
des maladies cardiaques, urinaires et vénériennes (Okeyo, 2008). Certains métabolites isolés de
ce genre ont montré des propriétés anti - hypertensives (Adesina, 2005). Au Cameroun, le
décocté des écorces et des feuilles de F. tessmannii est utilisé dans le traitement de I’HTA.
Certains extraits de cette plante ont présenté des propriétés inhibitrices de 1’a- glucosidase
(Mbaze et al., 2007), et contiennent des triterpenes (Mbaze et al., 2007), des alcaloides et des
polyphénols (Ayafor, 1984).

Compte tenu des effets hypotenseurs et vasorelaxants souvent rapportés aux métabolites
secondaires, I’hypothése est que I’extrait de Fagara tessmannii pourrait avoir des effets
hypotenseurs et vasorelaxants.

F. tessmannii, au vu de son usage traditionnel pour les soins des maladies cardiaques et
I’HTA, aurait-il des effets préventifs et curatifs sur un modele d hypertension primaire ?

Compte tenu de son usage traditionnel sur les maladies cardiaques et ses propriétés
inhibitrices de 1’a-glucosidase, F. tessmannii aurait-il aussi des effets bénéfiques sur les
altérations cardiovasculaires résultant de 1’obésité ?

La consommation de la plante entrainerait -elle des effets indésirables aigus et a moyen

terme ?

Ce travail avait pour objectif principal, du point de vue pharmacologique et biologique,

d’évaluer les activités préventives et curatives de 1’extrait aqueux de Fagara tessmannii sur



quelques altérations a risque de maladies cardiovasculaires chez le rat, et d’¢lucider les

mécanismes d’action éventuels de cet extrait de plante. Spécifiquement, il a été question de :

* déterminer les effets directs de 1’extrait aqueux de F. tessmannii sur la pression artérielle
chez les rats normotendus et sur les anneaux d’aorte isolée du rat normotendu ;

* évaluer les effets préventifs et curatifs de 1’extrait sur les paramétres hémodynamiques,
biochimiques et / ou histomorphométriques dans 1’hypertension essentielle induite par le
L-NAME ;

* évaluer les effets curatifs de ’extrait sur les parametres biométriques, hémodynamiques,

vasculaires, biochimiques et sur quelques aspects du métabolisme du glucose sur le

modele d’obésité induit par le glutamate monosodique (GMS) ;
* déterminer la toxicité aigué et subaigiie de I’extrait de plante chez les rats males et femelles

Wistar.



CHAPITRE I :
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I.1. Geénéralités sur le systeme cardiovasculaire

Le systéme cardiovasculaire est constitué du cceur, des vaisseaux et du sang. Ce systéme
approvisionne tous les organes du corps en sang afin d’y distribuer 1’oxygéne et les nutriments
et de les débarrasser du dioxyde de carbone et d’autres déchets métaboliques. Le cceur est un
organe musculaire creux (Figure 1) situé dans le médiastin et spécialisé dans la propulsion du

sang dans les vaisseaux du corps qui servent de conduits au passage du sang (Marieb, 1999).
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Figure 1: Coupe frontale (A) montrant les cavités et les valves cardiaques, enveloppes et tuniques de la
paroi du cceur (B) (Mader, 2004).

Les vaisseaux sanguins se divisent en trois grandes catégories : les artéres, les capillaires
et les veines. A 1’exception des capillaires qui possédent une seule couche (I’intima), la paroi
des vaisseaux présente fondamentalement de I’intérieur vers I’extérieur trois couches : I’intima,
la média et I’adventice (Figure 2). L’intima est composée d’une membrane basale constituée de
collagéne et de mucopolysaccharides, de tissu conjonctif et d’une couche unique de cellules
endothéliales (endothélium), laquelle constitue la zone de contact du sang avec les vaisseaux.
La média, localisée sous I’intima, est composée d’un mélange de cellules musculaires lisses
vasculaires (CMLVs) et de fibres élastiques. L’adventice quant a elle est formée d’une couche
de fibres de collagenes disposées parallélement au grand axe des vaisseaux (Bonnet & Millet,
1971).
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Figure 2 : Structures macroscopique (a) et microscopique (b) des artéres, des capillaires et des veines
(Marieb & Hoehn - Pearson, 2013).
1.2. Physiologie de la circulation

1.2.1. Facteurs influengant la circulation sanguine
Dans le systéme circulatoire, le ceeur s’assimile a une pompe, les artéres a des conduits,

les artérioles a des conduits de résistance, les capillaires a des lieux d’échange et les veines a
des réservoirs (Marieb, 1999). Trois facteurs importants interviennent dans la physiologie de la

circulation : le débit sanguin, la pression sanguine et la résistance artérielle.

v' Le débit sanguin est le volume de sang qui s’écoule par unité de temps. Relativement
constant au repos, il peut varier suivant les besoins d’un organe proportionnellement a la
pression différentielle et inversement a la résistance périphérique. 1l dépend de la fréquence
cardiaque (FC) et du volume d’éjection systolique (VES) : Débit cardiaque = FC x VES.

v' La pression sanguine est la force par unité de surface que le sang exerce sur la paroi
vasculaire. Elle est exprimée en millimetre de mercure (mmHg). La pression artérielle (PA)
maintient les parois du systéme artériel distendues et assure 1’écoulement du sang. Elle dépend
du débit cardiague (DC) et de la résistance periphérique totale (RPT) suivant la relation
PA =DC x RPT. Sa mesure se fait par des méthodes auscultatoire, oscillométrique et intra-
artérielle au niveau des arteres ou elle n’est soumise qu’a leur élasticité et au volume de sang
afférent. Lorsque le ventricule gauche se contracte et expulse le sang dans 1’aorte, les parois
artérielles élastiques s’ étirent permettant ainsi a la pression sanguine d’atteindre son maximum :
c’est la PA systolique (PAS). Pendant la diastole ventriculaire, la fermeture de la valve aortique
empéche le reflux du sang dans ledit ventricule ; 1’évacuation du sang de 1’aorte explique
pourquoi la pression aortique atteint son point minimal ; c’est-a - dire la PA diastolique
(PAD). La PA moyenne (PAM) est déterminée suivant la  formule
PAM = PAD + (1/3 x (PAS - PAD)) (Lamia & Chemla, 2006).



v' La résistance est la force résultant de la friction du sang sur les parois des vaisseaux.
Elle s’oppose a I’écoulement sanguin. Comme la friction est surtout manifeste dans la
circulation périphérique, loin du cceur, on parle généralement de résistance périphérique. Elle
est proportionnelle a la longueur des vaisseaux et a la viscosité du sang (qui sont normalement
invariables chez un sujet en bonne santé) et inversement proportionnelle a la quatrieme

puissance du rayon vasculaire (Guerreschi, 2013).
1.2.2. Meécanismes de régulation de la pression sanguine

On distingue des mécanismes nerveux (& court terme) et des mécanismes chimiques (a

moyen ou long terme).
1.2.2.1. Meécanismes nerveux

Les mécanismes nerveux visent principalement a distribuer le sang de maniére a répondre
a des besoins précis des tissus et maintenir une PA adéquate via les centres vasomoteurs et
cardiaques : ce sont les centres cardiovasculaires. La plupart de ces mécanismes agissent par
I’intermédiaire d’arcs réflexes composés de barorécepteurs, situés dans les parois des vaisseaux
et les cavités du ceeur, et des neurofibres afférentes associées du centre vasomoteur du bulbe
rachidien, des neurofibres vasomotrices et des muscles lisses vasculaires (Figure 3). Les influx
provenant des chémorécepteurs et les centres cérébraux supérieurs peuvent également influer
sur les mécanismes nerveux (Marieb & Hoehn - Pearson, 2013).

Le systéme nerveux autonome est un facteur important dans la régulation de la fréquence
et la contractilité cardiaques et de la vasomotricité. Les neurofibres sympathiques libérent des
catécholamines qui se fixent aux récepteurs o et — adrénergiques, diminuant ainsi le seuil
d’excitation du nceud sinusal avec une tachycardie, une augmentation de 1’influx cellulaire des
ions Ca2* et donc de la contractilité. Le systéme parasympathique libére de I’acétylcholine, qui
régule la concentration intracellulaire en calcium. Les chimiorécepteurs périphériques (de la
crosse aortique et du glomus carotidien) et médullaires, capables de détecter les variations
brusques de teneurs en O et en CO- ou de pH, transmettent leurs influx stimulateurs au centre
vasomoteur (Marieb, 1999; Rhoades & Tanner, 2003; Mader, 2004). Lors des chutes brutales
de la pression au niveau cérébral, les centres cérébraux supérieurs régulent la PA via les réflexes
ischémiques médullaires qui envoient des influx aux centres cardiovasculaires de la moelle
oblongata lesquels envoient une stimulation sympathique. L’augmentation de la FC et de la

contractilité cardiaque et la vasoconstriction qui en résultent restaurent la perfusion.
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Figure 3 : Régulation de la pression artérielle par les barorécepteurs (Marieb, 1999). DC : débit
cardiaque ; RP : résistance périphérique ; FC : fréquence cardiaque ; 1 : augmentation ; | : diminution.

neurofibres vasomotrices

1.2.2.2.  Mécanismes chimiques
De nombreuses substances, en occurrence les hormones libérées dans le sang, influent sur
la pression artérielle en agissant directement sur le muscle lisse vasculaire ou sur le centre
vasomoteur ; ce sont entre autres :

e Les hormones de la médullosurrénale (adrénaline, noradrénaline, dopamine, ...) sont
généralement libérées dans le sang lors du stress. Outre leurs actions cardiaques, elles
provoquent une vasoconstriction géneralisée (Tanguy & Anouar, 2007);

e Le facteur natriurétique auriculaire (FNA) qui, produit par les oreillettes en réponse a
leur distension, réduit la pression hydro - natriurétiqgue et provogue une vasodilatation
généralisée par inhibition des sécrétions de rénine et d’aldostérone ; alors que 1’hormone
antidiurétique (ADH) hypothalamique a une action hypertensive via la réduction de la diurése
et la vasoconstriction qui en découle ;

e [L’angiotensine II (Ang II) : une diminution de la pression sanguine active la formation,
par le systeme rénine - angiotensine - aldostérone (SRAA) de 1’Ang II, vasoconstricteur et
stimulateur du systéme nerveux sympathique. L’Ang Il stimule également la réabsorption

tubulaire des ions Na* et Cl et de I’eau directement ou via I’activation de la sécrétion d’ADH



et d’aldostérone, et la croissance des fibres musculaires lisses et myocardiques entre autres

(Figure 4) (Marieb, 1999; Mader, 2004).
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Figure 4 : Systeme rénine — angiotensine — aldostérone (Rad, 2006). La diminution de la perfusion
rénale stimule la sécrétion de la rénine qui clive 1’angiotensinogeéne en angiotensine I transformée a son
tour en angiotensine Il par ’ACE. L’angiotensine II exerce un effet vasoconstricteur sur les artérioles
via la stimulation du systéme nerveux sympathique, et stimule la sécrétion d’aldostérone et de
vasopressine (ou anti-diurétique hormone, ADH), et ainsi la réabsorption de sels et la rétention d’eau ce
qui conduit a I’augmentation de la pression artérielle. Alternativement, le RAAS peut également étre
activé par une faible concentration de NaCl dans la macula densa ou par activation sympathique.

1.2.2.3.  Mécanismes intrinseques : autorégulation

Les ajustements automatiques de la pression artérielle sont régis par des facteurs locaux,
certains indépendants des facteurs systémiques. Les organes peuvent réguler la pression locale
en modifiant la résistance artériolaire : 1) un exces de métabolites induit par une augmentation
du flux sanguin local entraine une vasoconstriction compensatoire ou 2) la contraction des
CMLVs stimulée par un étirement brusque des vaisseaux induit par une I’élévation de la PA
(Guyton & Hall, 2006). Des phénomeénes inverses se produisent lors des faibles étirements
témoignant d’une PA basse. Dans tous les cas, certaines substances vasoactives sont libérées
par les plaquettes sanguines, les cellules endothéliales, et les tissus périvasculaires (Barton et
al., 2012). L’histamine, les kinines et la prostacycline (PGI.) libérées lors des inflammations,
des allergies, des traumatismes et d’efforts physiques stimulent la vasodilatation ou la

vasoconstriction.



1.2.3. Vosomotricité et maintien de ’homéostasie vasculaire : role de I’endothélium

1.2.3.1. Mécanisme de contraction de la cellule musculaire lisse vasculaire

L’endothélium normal joue un réle crucial dans la régulation du tonus vasculaire et dans
le maintien de I’homéostasie vasculaire en modulant les réponses physiologiques résultant des

forces

1.2.3.2. Role de ’endothélium

L’endothélium normal joue un réle crucial dans la régulation du tonus vasculaire et dans
le maintien de I’homéostasie vasculaire en modulant les réponses physiologiques résultant des
forces de cisaillement et la synthese des médiateurs endocrines (Barton et al., 2012; Bernatova,
2014). C’est une source importante de médiateurs chimiques qui contrdlent la contractilité de
la CMLV et influencent les fonctions des plaquettes et des mononucléaires sanguins.
L’endothélium vasculaire libere la PGl qui, en plus de son effet vasodilatateur, inhibe la
libération sympathique de noradrénaline. Les intermédiaires endoperoxydes des
prostaglandines agissent sur les récepteurs du thromboxane A2 produisant ainsi des effets
opposés a ceux de la PGly. L’endothélium libére d’autres molécules vasodilatatrices :
1I’“endothelium-derived hyperpolarizing factor” (EDHF) qui agirait sur les canaux potassiques
calcium - dépendants des CMLVs, le peptide natriurétique de type C et 1’adrenomédulline.
Enfin, I’endothélium produit des enzymes telles que I’enzyme de conversion de I’angiotensine
et des transporteurs agissant sur des hormones circulantes et représentant d’importantes cibles

thérapeutiques (Figure 5) (Bernatova, 2014).
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Figure 5: Schéma d’interactions entre les différents facteurs dérivés de 1’endothélium et leurs
mécanismes d’action dans les cellules endothéliales. L’activation du récepteur (R) approprié par son
agoniste (A) ainsi que la contrainte de cisaillement conduisent a des modifications de la concentration
de Ca?* intracellulaire dans les cellules endothéliales qui affectent activité des NOS, CSE, NOX et
PLA:; entrainant la libération de métabolites dérivés de NO, H,S, ROS et AA, respectivement. ROS peut
en outre inhiber (-) la production de PGI; et élever celle des TXA; et Ang Il. De plus, il existe des
interactions significatives entre les NO, H.S et superoxyde ainsi qu’entre les NO, Ang I, ET-1 et HETE.
Les EDRF individuels affectent alors les cellules musculaires lisses vasculaires, par modulation des
récepteurs ou canaux appropriés, entrainant la relaxation ou la constriction des CMLVSs respectives
(Bernatova, 2014).

3MST : 3-Mercaptopyruvate sulfurestérase, AA : acide arachidonique, AC: adénylate cyclase, ACE :
enzyme de conversion de I’angiotensine, Ang | et Il : Angiotensine I et I, AT1 : récepteur de type 1 de
I’Ang II, ATP : Adénosine - 5’- triphosphate, Big ET - 1: polymére de I’ET - 1, CAMP : adénosine
monophosphate cyclique, cGMP : guanosine monophosphate cyclique, COX : cyclooxygénase, CSE :
cystathionine y - lyase, ECE : enzyme de conversion de I’ET -1, EDHF : “Endothelium - derived
hyperpolarizing factor”, EDRFs: “Endothelium-derived relaxing factors”, EETs: acides
epoxyeicosatrienoiques, ER/SR : réticulum endo/sarcoplasmique, ET- 1 : endothéline-1, ETa et &:
récepteurs de types A et B de I’endothéline, GC : guanylate cyclase, GTP : guanosine - 5” - triphosphate,
H.S : sulfide d’hydrogéne, HETEs : acides monohydroxyeicosatetraenoiques, IP : récepteur de PGl,
IPs : inositol 1,4,5 - trisphosphate, L - Arg : L - arginine, L - Cis: L - cystéine, LOX : Lipoxygénase,
ML : lipides membranaires, NO : oxyde nitrite, NOS : NO synthase, NOX : NADPH oxydase, PGl;:
prostacycline, PIP; : phosphatidylinositol 4,5 - bisphosphate, PLA;: phospholipase A., PLC:
phospholipase C, ROS: espéces réactives de 1’oxygéne, TP: récepteur d’endoperoxide
thromboxane/prostaglandine, TXA: : Thromboxane A;, VSM : “Vascular smooth muscle cell”, EC :
“endothelial cell”, XX : autres, substances non spécifiquement mentionnées, capables de produire
I’hyperpolarisation.
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La découverte du monoxyde d’azote (NO) a amélioré la compréhension du rdle de
I’endothélium ; sa production contribue pour une grande part aux relaxations endothélium-
dépendantes dans les grandes arteres isolées. Le NO ou I’“Endothelium - Derived Relaxing
Factor ” (EDRF) sont secrétés lorsque le débit sanguin augmente et aussi en réponse a certaines
substances telles que 1’acétylcholine et la bradykinine (Vanhoutte & Tang, 2008; Vanhoultte,
2009). 11 agit par I’intermédiaire de la guanosine monophosphate cycliqgue (GMPc), second
messager, pour favoriser une vasorelaxation a la fois systémique et tres localisée (Figure 6).
Cependant, le NO est rapidement détruit et ses effets sont trés brefs, mais lorsque sa syntheése
est inhibée, la pression artérielle monte en fleche (Paulis et al., 2008; Qu et al., 2010; Rajendran
et al., 2013). Le NO inhibe 1’adhésion des plaquettes et des leucocytes sur 1I’endothélium et, en
synergie avec la PGly, inhibe 1’agrégation plaquettaire (Vanhoutte, 2009). Le NO inhibe
¢galement la prolifération des CMLVs et empéche la production des molécules d’adhésion et
d’endothéline. Cette derniére (endothéline 1) serait produite en continu par I’endothélium des
vaisseaux de résistance permettant de maintenir en continu une contractilité de base en agissant

sur les récepteurs ET-1 vasoconstricteurs des CMLVs (Figures 5 et 6) (Vanhoutte, 2009).
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Figure 6 : Processus de transduction des signaux dans la cellule endothéliale.

ap : récepteurs alpha adrénergique, 5-HTp: récepteur de la sérotonine, ETg: récepteurs de
I’endothéline, B, : récepteurs de la bradykinine, P,y : récepteurs des purines, G : protéines de couplage,
AMPc : adénosine monophosphate cyclique, EDRF-NO: “Endothelium-derived relaxing
factors”- monoxyde d’azote, LDL : lipoprotéines de basse densité, ATP : adénosine triphosphate,
ADP : adénosine diphosphate (Vanhoutte, 2002).
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1.3. Maladies cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires (MCVs) regroupent un ensemble diversifié de troubles
fréquents et graves affectant le cceur et les vaisseaux. Selon la partie du corps atteinte par
I’athérosclérose, différentes maladies peuvent se déclarer : le cceur avec I’angine de poitrine,
I’infarctus du myocarde (IDM) et I’insuffisance cardiaque (IC), les malformations cardiaques
congénitales, le cerveau avec I’accident vasculaire cérébral (AVC) et les démences vasculaires,
les artéres périphériques avec I’artériopathie oblitérante des membres inférieurs (AOMI), ou les
maladies hypertensives entre autres (Figure 7). Les maladies coronariennes et les AVC sont en
grande partie dus a I’athérosclérose qui évolue pendant plusieurs années de fagon silencieuse

avant de se manifester au travers de ces complications.
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Figure 7 : Maladies cardiovasculaires en fonction de la

localisation corporelle (Institut Pasteur de Lille, 2019).

1.3.1. Epidémiologie

Les MCVs sont la premiére cause en croissance de mortalité et d’invalidité dans le monde
avec environ 18 millions de déces chaque année (Amani & Sharifi, 2012). Parmi ces deces,
80 % sont dus a des crises cardiaques et des AVC, et plus des trois quarts surviennent dans les
pays a revenu faible ou intermédiaire. En 2012, 34 % des déces par MCVs sont survenus chez
des personnes de moins de 70 ans. Les MCVs touchent de maniére disproportionnée les pays a
revenu faible et dans de nombreux pays, le fardeau économique et social est le plus élevé parmi

les groupes pauvres et défavorisés (WHO, 2016a). Si les tendances actuelles se poursuivent, la
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plupart des régions verront une augmentation continue du nombre de décés dus aux MCVs
(Tableau I) (IHME, 2018; WHO, 2018c; Vos et al., 2020).

Tableau I : Morbi - mortalité due aux maladies cardiovasculaires dans le monde (WHO, 2018c).

Morbidité Mortalité
2000 2016 2000 2016
Cardiopathie rhumatismale 0,50 0,30 0,61 0,51
Maladie cardiaque hypertensive 0,67 0,90 1,18 1,568
Cardiopathie ischémique 4,50 6,50 18,44 16,59
Accident vasculaire cérébral 4,36 5,20 9,88 10,16
Cardiomyopathie, myocardite, endocardite 0,47 0,40 0,58 0,73
Autres maladies circulatoires 1,32 1,61 1,63 1,94
Maladies cardiovasculaires 12,28 14,81 27,31 31,40
Toutes les causes 100,00 100,00 100,00 100,00

1.3.2. Facteurs de risque cardiovasculaires
1.3.2.1.  Définitions

Facteur de risque : Un facteur de risque est une variable clinique ou biologique associée
a une augmentation du risque de développer une maladie avec une relation de causalité entre le
facteur et la maladie. C’est un caractére universel entretenant des cohérences chronologique et
physiopathologique fortes et indépendantes dont I’ampleur détermine celle de la maladie. La
suppression ou la diminution d’un facteur de risque entraine une baisse de I’incidence de la
maladie ou de ses complications : cette réversibilité est ’argument le plus fort pour affirmer
I’existence d’une relation causale (Bongard & Ferrieres, 2006).

Marqueur de risque : a la différence du facteur, le marqueur de risque n’a pas de
responsabilité causale démontrée dans la survenue de la maladie et de ses complications. Son
taux augmente en méme temps que s’aggrave la maladie, mais sans influencer son évolution. Il
est considéré, du moins jusqu’a ce jour comme un simple témoin de la maladie. Sa diminution
ne modifie pas 1’évolution de la maladie (Brousseau, 2010).

Risque cardiovasculaire global : C’est la probabilité de développer une pathologie
cardiovasculaire dans un temps donné (habituellement dix ans), en fonction de plusieurs

facteurs de risque considérés simultanément (Kreger, 1991; Mahmood et al., 2014).

1.3.2.2.  Classification des facteurs de risque cardiovasculaires
La classification des facteurs de risque cardiovasculaires est controversée a cause de
plusieurs paramétres notamment degré d’imputabilité (Grundy et al., 1999; De Backer, 2003),

modifiables ou non, intermédiaires ou biologiques.
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1.3.2.2.1. Classification selon le dégré d’imputabilité

IIs peuvent étre classés en trois grands groupes ; ainsi on distingue les facteurs majeurs,
prédisposants et discutes.

Les facteurs majeurs : ce sont entre autres le tabagisme, I’hypertension artérielle, les
dyslipidémies, le diabéte de type 2, et le vieillissement.

Les facteurs prédisposants: on y trouve l’obésité androide, la sédentarité, les
antécédents familiaux de maladie coronarienne précoce, 1’origine géographique, la précarité, et
la ménopause.

Les facteurs de risque discutés: dans cette classe 1’on trouve 1’élévation des
triglycérides, des lipoprotéines LDL petites et denses, de 1’homocystéine, et de la
lipoprotéine A, les facteurs pro-thrombotiques, les marqueurs pro-inflammatoires, les facteurs
génétiques, et les facteurs infectieux.

1.3.2.2.2. Classification selon la modificabilité

Ce sont les facteurs non modifiables et les facteurs modifiables (Amouyel, 2005; Bongard
& Ferriéres, 2006).

v Facteurs de risque non modifiables ou physiologiques

- L’age et le sexe : avant 65 ans la mortalité cardiovasculaire des hommes est 3 a 4 fois
supérieure a celle des femmes. Cette protection disparait aprés la ménopause et le nombre
absolu de déces cardiovasculaires devient plus important chez les femmes que chez les hommes.

- L’hérédité qui repose sur la notion d’événements précoces chez les parents ou dans la
fratrie. Ceux-ci peuvent étre liés a la transmission génétique de facteurs de risque modifiables
(hypercholestérolémie familiale, HTA, diabeéte...).

v’ Facteurs de risque modifiables

- Les facteurs psychosociaux (faible niveau socioéconomique, la dépression, 1’anxiété,
le stress, I’hostilité, la perte de soutien et de cohésion sociale) ;

- Les facteurs comportementaux ou intermédiaires : Certains facteurs majeurs et
prédisposants tirent leur origine, du moins en partie, dans le passé nutritionnel des individus,
notamment pendant la vie foetale et la premicre enfance (Gluckman, 2004; Mcmillen &
Robinson, 2005). C’est pourquoi ’OMS définit huit principaux facteurs de risque de maladies
non transmissibles (WHO, 2014a, 2016a) dont 4 facteurs comportementaux (alimentation
inadéquate, consommation excessive d’alcool et de sel, inactivité physique, et tabagisme)
desquels découlent les facteurs biologiques classiques ou métaboliques (Obésite,

hypertension artérielle, dyslipidémies, hyperglycémie).
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1.3.3. Physiopathologie

Les maladies cardiovasculaires (MCVs), qu’elles touchent les artéres coronaires,
cérébrales ou peériphériques, partagent une physiopathologie commune. Une défaillance de
I’homéostasie endothéliale peut provoquer une forte accumulation de dépots de graisses (le plus
souvent du cholestérol porté par les lipoprotéines de faible densité (LDL)) sur les parois des
arteres. Ces dép6ts de graisses oxydées dans une situation de stress oxydant, deviennent
athérogenes et forment des plaques d’athérome. Les parois des artéres durcissent, on parle alors
d’athérosclérose et de thrombose (ou coagulation). L’athérosclérose ne provoque dans un
premier temps aucun symptome. Puis, le rétrécissement des artéres s’aggrave et entraine un
ralentissement de la circulation sanguine et une moins bonne oxygénation des organes (cceur,

cerveau, muscles des jambes...) (Arnal et al., 2003).

1.3.3.1.  Dysfonction endothéliale au cceur des pathologies vasculaires

L’endothélium occupe une place importante dans 1’homéostasie vasculaire. Son
dysfonctionnement entrainerait des troubles cardiovasculaires. Chez I’homme et 1’animal de
laboratoire, le statut de 1’endothélium est un important marqueur d’athérosclérose puisque la
diminution de la quantité de NO libérée, conduit en général au développement des pathologies
cardiovasculaires et a une augmentation de la morbidité et de la mortalité (Viles-Gonzalez et
al., 2003; Grover-Péez & Zavalza-Gomez, 2009; Barton, 2010; Bernatova, 2014; Guo et al.,
2014). La dysfonction endothéliale se caractérise par une perturbation des mécanismes
d’homéostasie cardiovasculaire, notamment un déséquilibre de la balance entre les substances
vasoconstrictrices et vasodilatatrices produites par ’endothélium. Ce dysfonctionnement
s’exprime généralement sous forme de détérioration de la relaxation endothélium-dépendante,
principalement provoquée par la biodisponibilit¢é réduite d’EDRF et amplifiée par les
substances vasoconstrictrices (Barton, 2010). Les inhibiteurs de la NO-synthase (NOS)
provoquent une vasoconstriction dans la plupart des lits vasculaires et une augmentation de la
pression artérielle systémique chez 1’animal comme chez I’homme (Nguelefack-Mbuyo et al.,
2012; Leong et al., 2015). Le vieillissement marqué par la rigidité artérielle et I’exposition
prolongeée aux contraintes de cisaillement, associés a des facteurs de risque tels que
I’hypertension, 1’obésité, le diabete, 1’hypercholestérolémie, et le stress accélerent le

vieillissement endothélial (Barton, 2010; Niemann et al., 2011; Steppan et al., 2011).
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1.3.3.2.  Stress oxydant au cceur des complications cardiovasculaires

Le stress oxydant est un syndrome au cours duquel s’installe un déséquilibre profond de
la balance entre les éléments pro - oxydants et antioxydants de 1’organisme en faveur des
premiers, ce qui conduit a des dégats cellulaires irréversibles. Il résulte des processus
d’oxydo - réduction mettant en jeu 1’oxygene. Ce qui conduit a la production excessive
d’intermédiaires réactionnels appelés espéces réactives de I’oxygene. En effet, ces radicaux
libres et d’autres molécules non - radicalaires mais oxydantes qui présentent également une
activité oxydante significative, cherchent & apparier leurs électrons célibataires en réagissant
avec de nombreuses molécules de leur environnement, provoquant des dommages cellulaires

en chaine.

Les espéces réactives de 1’oxygene (EROS) sont des dérivés de 1’oxygéne hautement
réactifs et instables, pouvant potentiellement réagir avec chaque composant cellulaire et
provoquer son oxydation. Elles sont responsables des dysfonctions métaboliques cellulaires via
la peroxydation lipidique, 1’oxydation et I’inactivation des protéines de structure et
enzymatiques, et 1’altération de I’ADN (Griendling & FitzGerald, 2003). Ce sont des agents
toxiques impliqués dans la régulation des fonctions de prolifération et responsables des
dysfonctions et morts cellulaires. Ces especes sont produites spontanément et de maniere
continue au sein des organismes vivants en aérobiose qui possédent des systemes antioxydants
capables de contrebalancer leur pouvoir oxydant (Figure 8). Leur implication dans
I’hypertension artérielle, 1’athérogénese, la dysfonction endothéliale, le diabéte ou encore

I’obésité a été démontrée (Griendling & FitzGerald, 2003).
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Figure 8: Les especes réactives de 1’oxygeéne les plus importantes dans les cellules vasculaires :
synthése et dégradation. Les oxydases convertissent 1’oxygéne en O+, qui est ensuite dismuté en H,O,
par la superoxyde dismutase (SOD). Le H,O; peut étre converti en H,O par la catalase ou la glutathion
peroxydase (GSH-Px) ou en radical hydroxyle (-OH) apres réaction avec le Fe?*. De plus, le radical O, +-
réagit rapidement avec 1’oxyde nitrique (NO-) pour former du peroxynitrite (ONOO-) (Griendling &
FitzGerald, 2003).
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En condition physiologique normale, 1’oxygéne, élément indispensable a la vie, produit
en permanence au nhiveau de la mitochondrie des EROs particulierement toxiques pour
I’intégrité cellulaire lorsque la balance est en faveur des pro - oxydants. Le stress oxydant est
défini en ce sens comme un déséquilibre en faveur d’un excés de molécules pro - oxydantes
aux conséquences néfastes. Ces EROs induisent des altérations biochimiques intracellulaires,
telles que 1’oxydation des lipides, des protéines ou encore 1’oxydation de I’ADN impliquée dans
le développement de diverses pathologies. Au niveau vasculaire, le stress oxydant est reconnu
comme étant a 1’origine (ou comme représentant un facteur aggravant) de plusieurs pathologies
(Virdis et al., 2014). De plus, les EROs sont capables de modifier la balance
relaxation / contraction vers la contraction, jouant un réle primordial dans la physiopathologie
cardiovasculaire. En effet, il a été démontré que la production vasculaire d’anions superoxydes
est augmentée dans divers modéles d’hypertension artérielle comme les modéles de rats
spontanément hypertendus (SHR), par inhibition chronique de NOS, par infusion chronique
d’angiotensine Il ou encore induite par un régime hyperlipidique. Il semble que certains dérivés
de I’oxygene, dont I’anion superoxyde, ont la propriété de réagir trés rapidement avec le NO,

et ainsi d’empécher son action (Manning et al., 2005; Da Cunha et al., 2014) (Figure 8).

1.3.3.3.  Athérosclérose

L’athérosclérose est la cause la plus fréquente des MCVs et de 1a mortalité associée. C’est
un processus inflammatoire affectant les moyennes et grosses artéres. La dysfonction
endothéliale a ét¢ identifiée comme 1’une des étapes initiant sa formation (Galkina & Ley, 2009;
Libby, 2012). Le premier événement observable dans le processus d’athérosclérose est
I’accumulation de plaques (cholestérol des lipoprotéines de basse densité (LDL-c), calcium et
fibrine) dans les artéres de grand et moyen calibre. La plaque d’athérome se caractérise par la
formation d’une strie lipidique évoluant en corps nécrotique dans la région sous - endothéliale
(Libby, 2012). Le corps nécrotique est composé de cellules inflammatoires, de débris
apoptotiques, de lipides, de macrophages spumeux ainsi que de CMLVs chargées de lipides et
est recouvert d’un cap fibreux (Figure 9). L’athérosclérose est considérée comme une maladie
dynamique et progressive résultant de la combinaison d’une dysfonction endothéliale et d’une
inflammation. Ce processus inflammatoire s’accompagne de la libération des molécules
d’adhésion, de stimulation et d’attraction des cellules immuninaires (“vascular cell adhesion
molecule 17 (VCAM-1), “monocyte chemotactic proteinl” (MCP-1) et “macrophage
colony - stimulating factor” (M-CSF)), des cytokines inflammatoires telles que les

interleukines (IL-1 et IL-8), les facteurs de nécrose tumorale (TNF-a et B) et I’interféron-y ; et
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des métalloprotéinases matricielles (MMP-1 et 9) responsables de la vulnérabilité de la plaque
(Arnal et al., 2003; Grover-Paez & Zavalza-Gomez, 2009; Amani & Sharifi, 2012).
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Figure 9 : Les différentes étapes de la constitution de la strie lipidique et de la plaque d’athérome.

LDL : “low density lipoprotein” (Arnal et al., 2003).

1.4. Altérations a risques cardiovascualires

Les altérations métaboliques et I’'HTA sont des facteurs de risque cardiovasculaires
particulierement spéciaux au vu de leur incidence croissante et, en conséquence de leurs effets
déléteres sur le systeme cardiovasculaire, leur modificabilité dans la prévention et la prise en

charge.

1.4.1. Diabéte de type 2

Le diabete est une pathologie métabolique caractérisée par une hyperglycémie
chronique et des perturbations du métabolisme glucidique, lipidique et protidique (ADA, 2019).
Le diabéte de type 2 (DT2) représentant 90 a 95 % de tous les cas de diabéte est caractérisé par
une résistance a I’insuline et une diminution progressive de sa sécrétion par les cellules
pancréatiques associées a une prédisposition genétique (ADA, 2004). Le diabéte dont la
prévalence mondiale a presque doublé, passant de 4,7 % de la population adulte en 1980 a 8,5
% en 2014, a causé plus de 1,6 millions de décés en 2016 (WHO, 2016b; Kaptoge et al., 2019).

L’hyperglycémie chronique endommage progressivement les petits vaisseaux sanguins
des reins et des yeux (qui s’obstruent) ainsi que les nerfs et provoque de graves lésions
cardiaques et vasculaires (MCVs), oculaires (rétinopathies), rénales (néphropathies), et

nerveuses (neuropathies) et la sensibilité aux infections. Ces complications parmi lesquelles
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figurent D’infarctus du myocarde, ’accident vasculaire cérébral, 1’insuffisance rénale,
I’amputation des jambes, la perte de la vision et des lésions nerveuses, représentent la principale
cause de morbidité chez les patients diabétiques (WHO, 2016b; Zhou et al., 2016).
L’intolérance au glucose et I’hyperglycémie modérée a jeun (HMJ) sont des affections
intermédiaires dans la transition entre une glycémie normale et le diabéte (notamment de type
2), bien que la transition ne soit pas inévitable. Les personnes présentant une intolérance au
glucose ou une HMJ sont davantage exposees au risque d’infarctus du myocarde et d’accident
vasculaire cérébral. Le surpoids et 1’obésité sont les plus grands facteurs de risque de DT2
(Pedersen, 1992; Meigs et al., 2007; ADA, 2019). Le DT2 cause des dysfonctions artérielles en
altérant certaines fonctions des cellules endothéliales, des CMLVs et des plaquettes et en
favorisant le stress oxydant (Grover-Paez & Zavalza-Gomez, 2009). Le DT2 est donc un facteur

de risque cardiovasculaire.

1.4.2. Surpoids et obésité

Le surpoids et 1I’obésité sont définis comme une accumulation anormale et excessive de
graisses néfastes pour la santé. L’indice de masse corporelle (IMC) - qui est le rapport du poids
(P) divisé par le carré de la taille (T) : IMC =P (kg)/T (m)?- permet de classifier le surpoids et
1’obésité chez I’adulte. Un IMC normal est situé entre 18,5 et 24,9 kg.m?. On parle de maigreur
pour un IMC < 18,5 ; de surpoids pour un IMC compris entre 25 et 29,9 et d’obésité pour un
IMC > 30 kg.m? (WHO, 2020). L’obésité est en voie de devenir le probléme de santé le plus
commun du XXI€¢ siecle car elle contribuera de facon importante a la prévalence, malgré tout
¢levée des maladies chroniques d’origine métabolique.

Le surpoids a une influence majeure sur la précocité et ’ampleur des perturbations
métaboliques (diabete, HTA, hypercholestérolémie...) apparaissant chez les adultes jeunes et

d’age moyen et les risques d’événements cardiovasculaires.

1.4.2.1. Epidémiologie

L’obésité est une épidémie mondiale croissante et I’un des problémes de santé publique
les plus visibles, mais les plus négligés. C’est la deuxieme cause de mortalité prématurée
évitable apres le tabagisme avec plus de 2,8 millions de décés chaque année (WHO, 2014,
2020). L’“International Obesity Task Force” (IOTF) a considéré 1’obésité comme la «maladie
du millénaire» (Herndndez et al., 2019). En 2016, plus de 1,9 milliards d’adultes étaient en
surpoids et 650 millions étaient obéses. La prévalence de I’obésité, présente de nos jours aussi

bien dans les pays développés que ceux en voie de développement a presque triplé de 1975 a
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2016 (Amani & Sharifi, 2012; WHO, 2020). L’IMC a augmenté réguliérement dans la plupart
des pays, parallelement a une augmentation de la proportion de la population vivant aussi bien
en zone urbaine que rurale (NCD-RisC, 2019). L’obésité pourrait ainsi devenir la premiére
cause de morbi - mortalité dans le monde en 2040 (IHME, 2018).

1.4.2.2.  Physiopathologie
1.4.2.2.1. Obésiteé et diabéte

Le mode de vie occidental sédentaire est a I’origine d’un déséquilibre énergétique entre
les apports et les dépenses caloriques. Un bilan énergétique positif, en partie attribuable a une
prise alimentaire excessive ou hypercalorique, s’avére 1’'un des facteurs ayant contribué a
I’augmentation de la prévalence de ’obésité et du diabete. En effet, les individus des
populations des pays industrialisés sont de plus en plus nombreux a présenter un surplus de
poids résultant de changements majeurs dans leurs habitudes de vie ( Poirier & Despreés, 2003;
WHO, 2020).

Certaines zones du SNC sont principalement impliquées dans le contrdle de
I’homéostasie énergétique en intégrant des signaux nerveux, métaboliques ou hormonaux en
réponses aux changements de la balance énergétique. Le principe repose sur un état d’équilibre
entre les apports fournis par 1’alimentation et les dépenses énergétiques de I’organisme. En
association avec le systeme mésolimbique dopaminergique et le tronc cérébral qui recoit
notamment les afférences vagales, I’hypothalamus joue un réle déterminant dans le controle de
la prise alimentaire (Sadler & Wilding, 2004; Page et al., 2012).

Les signaux orexigenes s’accompagnent d’une stimulation de la prise alimentaire tandis
que les anorexigenes ou satiétogénes entrainent une inhibition de la prise alimentaire. Une
augmentation de la prise alimentaire conduisant a I’obésité est induite suite a la 1€sion du noyau
ventro - médian par exemple par le glutamate monosodique retrouvé dans la plupart des
réhausseurs de gott (“ godt umami ). A I’inverse, une destruction de 1’aire hypothalamique
latérale entraine une réduction alimentaire associée a une maigreur. Un schéma dualiste de la
régulation de 1’appétit s’ensuit avec un centre de satiété pour 1’hypothalamus ventro - médian

et un centre de la faim pour ’aire latérale (Figure 10) (Haslam et al., 2014).
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Figure 10 : Signaux de la régulation de I’homéostasie énergétique. AgRP : “agouty related peptide”;
Ein : énergie entrante ; Eout : énergie sortante ; GIP : “glucose - dependent insulinotropic polypeptide”,
GLP - 1: “glucagon-like peptide - 17, IL-1et6:interleukine-1 et 6; NPY :neuropectideY ;
Oxm : oxyntomoduline, PP : polypeptide pancréatique, POMC : pro - opiomélanocortine, PYY :
peptide YY, TNFa : “tumor necrosis factor alpha ” 1 : augmentation ; | : diminution (Haslam et al.,
2014).

L’obésité est un facteur de risque susceptible de déclencher de nombreuses affections
comme les MCVs, le diabéte, I’'HTA, les accidents vasculaires cérébraux, les embolies
pulmonaires, certains cancers, 1’ostéoarthrite, les affections de la vésicule biliaire et des

anomalies respiratoires, notamment I’apnée du sommeil (Poirier & Després, 2003).

1.4.2.2.2. Inflammation et dyslipidémie dans 1’obésité

Les adipocytes possedent une grande capacité de stockage des acides gras. Cependant,
une balance énergétique positive excessive entrainera 1’hyperplasie et 1’hypertrophie
adipocytaires. Ces adipocytes maintiennent alors un taux lipolytique normal tandis que
I’expression des enzymes impliqués dans la synthese des triglycérides est augmentée.
L’hypercholestérolémie favorise la dysfonction endothéliale. L’ oxydation des LDL-c augmente
I’expression des molécules d’adhésion des cellules de surface de I’endothélium, alors que le
HDL - cholestérol 1’inhibe (Millan et al., 2009). Par ailleurs, le HDL-c favorise la
vasodilatation des arteres coronariennes, d’ou I’effet protecteur de son augmentation contre les
MCVs (Amidou, 2018). Si la demande de stockage continue, 1’adipocyte sécréte massivement
la MCP-1 et de TNF-a marqueurs du stade pro - inflammatoire dans le tissu adipeux. Cet état

pro - inflammatoire augmente ’infiltration de macrophages dans le tissu adipeux, qui peuvent
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représenter jusqu’a 50 % du nombre total des cellules. Les macrophages infiltrés sécrétent
davantage de TNF-a et les adipocytes devenus dysfonctionnels, sécrétent les adipocytokines
inflammatoires. La sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que 1’IL-1p et I’IL-6 réduit
alors le potentiel des adipocytes a emmagasiner les triglycérides et augmente le taux de
lipolyse : ¢’est I’installation de la dyslipidémie et une inflammation systémique de bas grade
(Grundy, 2006).

1.4.2.2.3. Lipotoxicité et glucolipotoxicité

L’augmentation de la lipolyse au niveau du tissu adipeux en inflammation induit
I’accumulation d’acides gras libres au niveau des organes non - adipeux, notamment le muscle,
le foie et le pancréas. Il s’en suit une dysfonction cellulaire causée par le surplus de lipides,
appelée lipotoxicité qui affecte les fonctions et le métabolisme cellulaire et se répercute au
niveau de l’organe affecté. En effet, une augmentation du contenu en triglycérides
intracellulaires est corrélée a une insulinorésistance dans les tissus insulino — sensibles (Girard,
2003; Magnan, 2006). Le terme glucolipotoxicité est utilisé pour expliquer la synergie existante
entre un exces de glucose et de lipides. L’homéostasie lipidique et glucidique peut étre modifiée
lors de la glucotoxicité ou de la lipotoxicité. En effet, un excés de lipides inhibe 1’utilisation du
glucose. A I’inverse, une glucotoxicité diminue le taux de P - oxydation des acides gras
pancréatiques et stimule I’expression des genes de la lipogénése, causant 1’accumulation
d’acides gras intracellulaires. La lipotoxicité au niveau des muscles, du cceur, du foie et du
pancréas peut entrainer le développement de la résistance a 1’insuline, des cardiomyopathies,

des stéatoses hépatiques et du DT2 respectivement (Estadella et al., 2013; Scheen, 2020).

1.4.3. Obésité, résistance a I’insuline et diabéte de type 2

La résistance a I’insuline, rencontrée chez les patients obéses représente un défaut majeur
dans le cas du diabéte de type 2 et se traduit par une diminution de I’effet de I’insuline sur les
tissus insulino - sensibles (tissu musculaire, tissu adipeux, foie) (Després et al., 2008; Barton et
al., 2012; Okita et al., 2014). Au début, la résistance a I’insuline est compensée par un
hyperinsulinisme résultant de la surproduction de I’insuline par les cellules B pancreatiques
dans le but de diminuer I’hyperglycémie. L hyperinsulinisme persistera jusqu’au moment ou
les cellules B pancréatiques ne seront plus capables de sécréter suffisamment d’insuline. A ce
moment, s’installe 1’intolérance au glucose caractérisée par une hyperglycémie postprandiale
persistante et une normoglycémie a jeun. En fait, une diéte hypercalorique associée a un manque
d’exercice physique et a 1’obésité peut conduire a un état de résistance a I’insuline (WHO,
2016b). La résistance a I’insuline est considérée comme un état pré - diabétique alors que le
DT2 représente 1’étape subséquente ou la sécrétion exagérée d’insuline ne parvient plus a

maintenir une glycémie normale (Pedersen, 1992). De surcroit, la résistance a 1’insuline,
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I’hyper - insulinémie, la dyslipidémie et 1’obésité préceédent la progression du DT2 dans 75 a
85 % des cas.

1.4.4. Obésité centrale et syndrome métabolique

L’obésité viscérale ou centrale marquée par une accumulation sélective de tissu adipeux
dans la cavité abdominale aggrave considérablement le profil métabolique résultant d’un
surpoids. Composant essentiel, 1’obésité centrale est une étape précoce a 1’étiologie de la
cascade des autres composants conduisant a un syndrome métabolique. Elle est associée a un
regroupement de facteurs de risque potentiellement synergiques et déléteres défini sous le terme
de syndrome métabolique (Poirier & Després, 2003; Alberti et al., 2005). Les définitions ont
évolué pour devenir de plus en plus inclusives. Plusieurs organisations ont proposé des criteres
permettant d’établir la relation entre les désordres métaboliques et les MCVs. Le terme
syndrome métabolique a été utilisé pour la premiére fois dans le “ National Cholestérol
Education Program (NCEP) Adult Treatment Panel 111 (ATP I11) ” pour décrire la cooccurrence
de l’obésité, la dyslipidémie, I’hypertension artérielle, et les troubles du métabolisme
glucidique (Tableau Il) (Rutter et al., 2005; Després et al., 2008; Ahima, 2016)
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Tableau Il : Définitions du concept de syndrome métabolique (Ahima, 2016)

WHO AACE NCEP ATP III IDF IDF
(1998) (2008) (2005) (2005) (2009)
IGT, IFG, DT2, ou la IGT ou IFG

Combinaison de trois des

Tour de taille élevée plus deux Au moins trois des

Criteéres résistance a I'insuline plus plus un des critéres N . . . N .
deux des criteres suivants suivants criteres suivants des critéres suivants criteres suivants
Homme taille/hanche > 0,90 ; Tour de taille = Augmentation spécifique du Augmentatlo.n °P em.f que
o 5 peeiiq du tour de taille seuil
Obésité femme : Taille/hanche > 0.85 IMC = 25 kg/m? 102 cm chez ’homme ou tour de taille seuil dans une . ,
’ & dans une population d’'un
et / ou IMC > 30 kg/m? 88 c¢m chez la femme population continent
Glucose IGT, IFG, ou DT2 IGT ou IFG 100 mg/dL (incluant le DT2) 100 mg/dL (incluant le DT2) 100 mg/dL
TG 150 mg/dL ou TG 150 mg/dL ou
TG TG 150 mg/dl TG 150 mg/dl sous traitement hypo - sous traitement hypo - TG 150 mg/dL
triglycéridémiant triglycéridémiant
HDL - C < 40 mg/dL HDL - C < 40 mg/d,  11DL~C < 40 mg/dL HDL € < 10 mg/dl HDL-C < 40 mg/dL
chez 'homme ou chez '’homme ou chez homme ou chez Thomme ou chez '’homme ou
HDL-C Hp1¢ < 50 mg/dL HDL-C < 50 mg/dL che 11D1=C < 20 mg/dL HDL-C < 50 mg/dL HDL-C < 50 mg/dL
chez la femme la fermme chez la femme sous traitement chez la femme sous traitement chez la femme
augmentant le HDL augmentant le HDL
Pression 130/85 mmHg ou 130/85 mmHg ou 130/85 mmHg ou
artérielle 140/90 mmHg 130/85 mmHg sous traitement sous traitement sous traitement

antihypertenseur

antihypertenseur antihypertenseur

WHO : “world hearth organisation”, AACE : “American Association of Clinical Endocrinologists”, NCEP ATP III : “National Cholestérol Education Program
Adult Treatment Panel 111", IDF : “International Diabetes Federation”, HDL — C : HDL - cholestérol, IGT : intolérance au glucose, IFG : hyperglycémie a jeun,
TG : triglycérides, DT2 : diabete de type 2, IMC : indice de masse corporelle.
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Le terme syndrome X a été utilisé pour décrire la relation entre I’insulinorésistance, le
diabete de type 2 et les MCVs. Le syndrome métabolique, dont la fréquence ne cesse
d’augmenter ces dernieéres années, regroupe plusieurs anomalies métaboliques, incluant
I’insulinorésistance, 1’obésité, la dyslipidémie, un dysfonctionnement endothélial, une
activation des facteurs thrombogénes, et une augmentation des marqueurs de 1’inflammation. Il
est devenu I’un des principaux défis de santé publique dans le monde (Alberti et al., 2005;
Boudokhane et al., 2013). Comme indiqué sur la Figure 11, le déséquilibre entre la capacité
antioxydante et les facteurs pro - oxydants favorise I’inflammation en tant que « Dénominateur

commun » et donc le développement des maladies cardiovasculaires, rénales et metaboliques.

Hypertension

Athérosclérose Glomérulosclérose

Hy}‘iertrophie
car

Inflammation iaque

Glucose
Endothéline - 1
Péroxynitrite
Angiotensine II

Oxyde nitrite
Prostacycline

Figure 11 : Effets comparables et potentialisateurs de 1’obésité et du vieillissement sur la capacité
antioxydante et le stress oxydant (Barton, 2010).

La mesure du périmétre abdominal rend compte de la graisse viscérale et est mieux

corrélée avec le risque cardiovasculaire. C’est un des éléments de diagnostic du syndrome

métabolique (Novelli et al., 2007; Ahima, 2016).

1.4.5. Hypertension artérielle
1.4.5.1. Définition et épidémiologie
L’hypertension artérielle se définit lorsque les mesures en consultation sont supérieures
ou égales a 140 mmHg pour la systolique et/ ou 90 mmHg pour la diastolique (ESC/ESH,
2018). Cette évolution des chiffres tensionnels peut étre d’origine essentielle, ¢’est-a-dire sans
cause spécifique reconnue et représente 90 a 95 % d’hypertension ; ou secondaire a une
pathologie rénale, endocrinienne (5 a 10 % de cas). Plus la pression artérielle augmente, plus le

risque cardiovasculaire est important. Méme dans les niveaux inférieurs de pression, le risque
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est proportionnel au niveau tensionnel. Ainsi, en fonction des valeurs de la pression artérielle,
la classification présente plusieurs catégories (Tableau I11). L’HTA est un probléme de santé
publique. C’est la principale cause de mortalité précoce liée aux MCVs dans le monde, a
’origine de prés de 8 millions de décés par an (Forouzanfar et al., 2017). Plus d’un milliard de
personnes souffrent d’HTA (WHO/EMRO, 2013). En 2015, I’'HTA a touché respectivement les
hommes et les femmes de plus de 25 ans aux proportions de 24,0 % et 20,5 % dans le monde,
29,7 % et 29,5 % en Afrique, et de 28,8 % et 27,9 au Cameroun (Kaptoge et al., 2019; WHO,
2021).

Tableau 111 : Classification de I’hypertension (adultes > 18 ans) (ESC/ESH, 2018)

Catégories PAS (mmHg) PAD (mmHg)
Optimale < 120 et <80
Normale 120 - 129 et/ou 80 - 84
Normale haute 130 - 139 et/ou 85 - 89
Stade I (légére) 140 - 159 et/ou 90 - 99
Stade II (modérée) 160 - 179 et/ou 100 - 109
Stade III (sévére) > 180 et/ou =110
HTA systolique isolée > 140 et <90

PAS : pression artérielle systolique, PAD : pression artérielle diastolique

1.4.5.2.  Physiopathologie

L’hypertension artérielle (HTA) essentielle est a la fois une pathologie cardiovasculaire
et un facteur de risque. Elle est liée au mode de vie, aux facteurs environnementaux, génétiques
et métaboliques et aux facteurs associés a d’autres pathologies telles que le diabete, 1’obésite,
les dyslipidémies, I’artériosclérose et les maladies coronariennes. L’inhibition spécifique de la
NOS par des analogues de la L-arginine tel que le L - NAME ou la surexpression de facteurs
vasoconstricteurs dépendant de I’endothélium (TXA2 et PGH>), ou méme de EROs tels que les
anions superoxyde conduisent a I’HTA. Une dysfonction endothéliale est la cause et la
conséquence de I’hypertension primaire (Bernatova, 2014). Cette hypertension est caractérisée
par une altération de la réponse vasodilatatrice normale de 1’endothélium a des agonistes
spécifiques marqueur de la présence d’une altération de la voie L - arginine - NO et production
d’EDCF dépendant de la cyclooxygénase. Les anions superoxyde sont les produits
prédominants de la réduction univoque de I’oxygene et sont des médiateurs des Iésions
vasculaires. Ils peuvent étre produits a partir de diverses sources, y compris des enzymes
oxydantes telles que la xanthine oxydase ou la cyclooxygénase (Griendling & FitzGerald, 2003;

Manning et al., 2005). Dans des conditions physiologiques, ces radicaux libres oxygénés sont
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de puissants inactivateurs chimiques de NO. Il a été proposé que le dysfonctionnement
endothélial associ¢ a I’HTA puisse étre déterminé par une production accrue d’anions
superoxyde, qui pourrait altérer la capacité de I’endothélium a induire la relaxation des CMLVs

sous - jacantes induite par le NO (Da Cunha et al., 2014).

1.5.Prise en charge des facteurs de risque et prévention cardiovasculaires
En agissant sur les facteurs de risque, il est possible de réduire la fréquence des
évenements cliniques et la mortalité prématurée chez les personnes présentant déja une
pathologie cardiovasculaire établie, ainsi que chez celles dont le risque cardiovasculaire est
majoré par la présence d’un ou plusieurs facteurs de risque supplémentaires (World Health
Organization, 2007; Buhler, 2008). La prévention cardiovasculaire consiste a supprimer ou a
réduire les facteurs de risque afin de diminuer 1’incidence de la maladie et / ou le risque de

survenue d’événements cardiovasculaires.

1.5.1. Mesures hygiéno-diététiques

Les mesures hygiéno-diététiques doivent étre considérées en priorité chez tous les
malades comme mesure d’appoint. Il est essentiel, dans le cadre de la prévention primaire de
modifier son mode de vie. Il s’agit de la restriction des apports sodés, de sucre et d’alcool, la
réduction pondérale, I’arrét du tabagisme. Une consommation suffisante de fruits et légumes
frais, fibres, laitages écrémés et graisses insaturées, combinée a une diminution de la
consommation totale en lipides, et une activité physique aérobique réguliere donne lieu a une
importante baisse de tout facteur de risque métabolique (Amidou, 2018).

Chez les patients a risque élevé ou tres éleve, les mesures hygiéno-diététiques restent
indispensables et doivent étre immédiatement appliquées en méme temps que la thérapie

médicamenteuse.

1.5.2. Approches pharmacologiques modernes
1.5.2.1.  Prévention cardiovasculaire primaire
La prévention primaire vise a réduire I’incidence de la maladie, en dépistant et controlant
les facteurs de risque « en amont de tout accident vasculaire ». Pour la prise en charge, on
distingue :
- en cas d’hypertension, les inhibiteurs de 1’enzyme de conversion (IEC), les
antagonistes des récepteurs de I’angiotensine 2 (ARA 2), les bétabloquants, les inhibiteurs

calciques et les diurétiques thiazidiques (ESC/ESH, 2018) ;
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- en cas de dyslipidémie, les statines, les fibrates, les inhibiteurs de 1’absorption du
cholestérol et 1’acide nicotinique (Amidou, 2018) ;

- en cas de Diabete et de troubles du métabolisme glucidique, les médicaments
hypoglycémiants oraux (ADO) constitués d’insulino-sécretagogues et d’insulino-
sensibilisateurs et, dans certains cas, I’administration de 1’insuline exogéne (Hui et al., 2009) ;

- et en cas d’obésité, les anorexigénes (sibutramine) et les inhibiteurs de I’absorption
intestinale de lipides (orlistat) (De Saint-Hilaire, 2008).

1.5.2.2.  Prévention cardiovasculaire secondaire
La prévention secondaire est engagée « dans les suites dun accident vasculaire » ou « en
présence de lésions vasculaires documentées », afin de réduire le risque de récidives
et de ralentir la progression des Iésions. Les mesures a prendre apres peuvent étre mémorisées
sous I’acronyme « BASIC » : (B : bétabloguants ; A : antiagrégants ; S: statines ; | : IEC ;

C : contréle optimal des facteurs de risque).

1.5.3. Plantes médicinales et pathologies métaboliques

L’utilisation des plantes pour traiter les maladies chroniques a risques cardiovasculaires
fait partie d’une tradition ancienne et particuliérement conservée dans la plupart des régions de
I’hémispheére sud (Errajraji et al., 2010). Le développement en officine de la phytothérapie est
basé sur les avancées scientifiques et la recherche des extraits actifs des plantes aboutissant aux
innovations incessantes et a la mise sur le marché de nouvelles formes phytogaléniques
notamment les sticks, patchs ou autres sprays.

Plusieurs études ont prouve des effets anti-obeses (Arcari et al., 2009; Rivera-Ramirez et
al., 2011), antihypertenseurs et/ou vasorelaxants (Nguelefack et al., 2005; Tom et al., 2018;
Bilanda et al., 2019; Ntchapda et al., 2020), antidyslipidémiants (Ntchapda et al., 2015), et
antidiabétiques (Nyunai et al., 2010) des plantes issues de la pharmacopée africaine. La
phytothérapie apparait comme la réponse idéale aux “maladies du siécle” comme la prise de
poids, les dyslipidémies, le diabéte sucré et I’hypertension artérielle qui caractérisent nos
sociétés (Chabrier, 2010).

L’exceptionnelle tolérance des plantes médicinales permet d’éviter les effets secondaires,
les problémes de rebond, de rétrocontrdles négatifs et de dépendance si fréquemment rencontrés
dans la meédicine conventionnelle. Il est cependant important de préciser que connaitre une

plante, c’est aussi €tre conscient de ses limites et de ses dangers car, I’utilisation de toute
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substance médicamenteuse peut étre a 1’origine des effets secondaires indésirables d’ou la

nécessité d’évaluer leur toxicité.

1.6. Toxicité
On utilise fréeguemment une terminologie pratique mais arbitraire pour désigner les
diverses formes d’intoxication selon la fréquence et la durée de I’exposition (Tableau IV)
(Lapointe, 2004). Cependant, on distingue cliniquement trois formes essentielles de toxicités :
la toxicité aigué, la toxicité a court terme ou subaigué ou subchronique et la toxicité a long

terme ou chronique (Bensakhria, 2018).

Tableau IV : Formes d’intoxication dues aux xénobiotiques (Lapointe, 2004)

Formes Fréquence Durée de
d’intoxication = d’administration I'exposition
Aigué Unique / répétée < 24 heures

Subaigué Répétée < 1 mois
Subchronique Répétée De 1 a 8 mois

Chronique Répétée > 3 mois

Ces évaluations reposent sur 1’utilisation de paramétres ou indicateurs de toxicité qui
peuvent étre plus ou moins spécifiques et qui sont associés a des lésions organiques affectant
certains tissus et organes (peau, foie, rein, cerveau) ou systémes particuliers (immunitaire,

reproducteur).

1.6.1. Essais de toxicité aigué

Ces essais visent a reconnaitre I’ensemble des effets adverses qui surviennent apres un
délai ne dépassant pas 24 heures suite a une absorption rapide de doses uniques généralement
élevées de xénobiotiques. La toxicité aigué s’exprime généralement par la dose qui provoque
la mort de 50 % des organismes d’essais (DLso) et permet de classer et comparer les substances
entre elles quant a leur potentiel toxique selon 1’échelle de Hodge & Sterner (1980) (Lapointe,
2004). Qutre cette létalité, les principales manifestations toxiques étudiees sont le pouvoir
irritant, la sensibilisation et, parfois, des réactions photo - allergiques ou phototoxiques (Viau
& Tardif, 2003).

1.6.2. Essais de toxicité subchronique et chronique
La toxicité de nombreux xénobiotiques apparait souvent a la suite d’administrations ou a
d’expositions répétées durant une période assez longue. Les essais de toxicité subchronique (28
a 90 jours) ou chronique (> 90 jours) consistent a une mise en évidence des altérations

fonctionnelles et/ou morphologiques suite a I’administration réitérée des doses non létales sur
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une longue période d’une substance seule ou en association et a établir les conditions
d’apparition de ces altérations en fonction de la posologie. L apparition de ces effets est souvent
insidieuse de manifestation brutale sans aucun symptome alarmant, elle peut étre réversible ou
irréversible.
Ces évaluations ont pour buts de :
- Déterminer la dose journaliere admissible (DJA) ;
- Déterminer les effets toxiques et les organes cibles aprés une exposition répétée ;
- Déterminer si les effets sont réversibles ou irréversibles ;
- Définir le mécanisme d’action de la substance et d’éventuelles interactions avec d’autres
substances chimiques ;
- Estimer la dose sans effets toxiques pour I’espéce animale étudiée (NOEL : no observed
effect level) (Viau & Tardif, 2003).

I.7.Fagara tessmannii dans la pharmacopée africaine : classification, botanique et

phytochimie
1.7.1. Classification de Fagara tessmannii
Regne : Végétal Tribu : Zanthoxleae
Classe : Equisetopsida Sous - famille : Rutoideae
Sous - classe : Magnoliidae Genre : Fagara ou Zanthxylum
Superordre : Rosanae Espéce : Fagara tessmannii (Engl.) Ayafor
Ordre : Sapindales comb. Nov. (Adesina, 2005)

Famille : Rutaceae

1.7.2. Botanique

L’espéce Fagara tessmannii (Figure 12) est un arbre a tronc et rameaux plus ou moins
épineux, atteignant jusqu’a 40 m de hauteur, dont 25 m sous branches et 120 - 150 cm de
diametre. Les arbres de taille moyenne ont un f(t épineux sur environ 5 m de hauteur. Agé, le
fat est bosselé et garni de quelques grosses pattes a la base. Les épines de la base du tronc sont
éparses, parfois assez rares, souvent emoussées. Le rhytidome est gris et muni de grosses
lenticelles éclatées. La section oblique de I’écorce est dure, granuleuse, jaune avec des
mouchetures orangées et trés odorante. Les jeunes rameaux sont striés longitudinalement,
garnis de lenticelles, et aiguillonnés. Les feuilles mesurent jusqu’a 80 et 100 cm de longueur
possedent des pétioles de 10 a 20 cm, élargis vers la base.

Sous des aspects varies, la plante se rencontre aussi bien vers la périphérie des massifs de
forét dense dans les zones de forét semi - décidue que dans les foréts plus humides. Elle est
retrouvée au sud du Nigéria, au Cameroun, en Guinée équatoriale, au Gabon, en République

Centrafricaine, en République Démocratique du Congo, en Rhodésie du Nord. Elle présente
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partout un haut degré de polymorphisme, foliaire en particulier (Fagara Tessmannii | Flore Du
Gabon, n.d.).

Figure 12 : Feuille (A) et tronc (B) de Fagara tessmannii Eng. (Rutaceae). Photographie prise & Diang
(ville de Bertoua), dans la région de 1’Est - Cameroun en décembre 2015 par Fouda Bekono Yannick.
1.7.3. Utilisation ethnobotanique
Le genre Fagara est utilisé en médecine folklorique pour le traitement de I’infertilité, les
myomes utérins, la faiblesse sexuelle (Massoma Lembe et al., 2011) et les maladies cardiaques
(Okeyo, 2008). Les racines, 1’écorce et les feuilles de nombreuses espéces sont utilisées dans
diverses préparations médicinales pour soigner les maux d’estomac, les maux de dents, la toux,
les maladies urinaires et vénériennes, les ulcérations Iépreuses, les rhumatismes, les lombalgies.
Plusieurs parties des Fagara sont utilisées comme composants de préparations antiseptiques,
antiparasitaires et analgésiques pour la gestion de la variole, de la syphilis et des maladies
associees. Ces racines sont utilisées comme vermifuge, fébrifuge et piscicide (Adesina, 2005).
Certains métabolites isolés du genre Fagara ont montré des propriétés cytotoxiques,
molluscicides, anti - convulsivantes, anti - drépanocytaires, anesthésiques, antibactériennes et
anti - hypertensives (Adesina, 2005). Au Cameroun, le décocté des écorces et des feuilles de
F. tessmannii est utilisé dans le traitement de I’impuissance sexuelle et I’hypertension artérielle.
Plusieurs extraits de cette plante ont présenté des propriétés anti - inflammatoires, analgésiques,
anti - oxydantes et anticancéreuses (Pachon et al., 2007; Djeukeu et al., 2019), antivirales et
antifongiques (Yang & Chen, 2008), inhibitrices de 1’a- glucosidase (Mbaze et al., 2007).
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1.7.4. Phytochimie
Différents métabolites secondaires tels les triterpénes (Mbaze et al., 2007), des alcaloides
et des composés polyphénoliques ont été antérieurement identifiés dans Fagara tessmannii
Engl. (Ayafor, 1984).
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CHAPITRE IT :
MATERIEL ET METHODES




I.L1.  Matériel
11.1.1. Matériel végétal
Les écorces du tronc de Fagara tessmannii (Rutaceae) ont été récoltées dans la localité
de Diang, dans la région de I’Est - Cameroun au mois de décembre 2015 en compagnie de
Mr. ANDJONGO Roger, prospecteur forestier. Le matériel végeétal (feuilles, écorces, racines)
de Fagara tessmannii a été identifié par Mr. Ngantsop Eric en comparaison avec 1’échantillon
N°. 1490/SRFK dépose a I’Herbier National du Cameroun a Yaoundé.

11.1.2. Animaux expérimentaux
L’étude des effets de F. tessmannii sur des pathologies cardiovasculaires a été menée sur
des rats de souche Wistar d’age et de sexe variables maintenus dans des conditions d’élevage
naturelles (cycle naturel, nourriture et boisson ad libitum (Diéte normale, Tableau V)). Toutes
les expériences ont été conduites suivant les recommandations du comité d’éthique national du
Cameroun (autorisation N° : FW-IRB00001954) et du “guideline” des nations unies pour les

animaux de laboratoire (NIH publication #85-23, révisé en 1985).

Tableau V : Composition de la diete normale des rats pour 100 grammes

Eléments Quantité (%)
Mais 54
Poisson 10

Son de Blé

Coquilles de moules

Tourteaux d’arachide

Tourteaux de palmistes

Tourteaux de Soja torréfiés 10
Complément vitaminé 5 % (NAAP BRO 5 % ; NAAPCAM) 2

Les modeles suivants ont été utilisés :

Les rats males normaux adultes pour les études des activités hypotensive et vasorelaxante ;
Les rats males et femelles juvéniles pour des études toxicologiques ;
Les rats males hypertendus au L - NAME ;

Et les rats males et femelles rendus obeses par le glutamate monosodique.

11.1.3. Substances de référence et appareillage utilisés
Dans cette étude, différents substances, outils et dispositifs ont été utilisés, parmi

lesquels :
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» Substances

L’ héparine choay (Sanofi-Aventis, France), le carbamate d’éthyle (uréthane) (Sigma Aldrich
chemical co, St. Louis, MO, USA) utilisés pour 1’anesthésie et le conditionnement des
animaux ;

Le propranolol, la yohimbine, le N®-nitro - L - arginine méthyl ester (L — NAME),
I’indométacine, la réserpine, l’acétylcholine (ACh), la phényléphrine (Phe), le
Nitroprussiate de sodium (SNP), le bleu de méthyléne (BM) en provenance de Sigma
Aldrich et le KCI (Fluka Analytical ; France) ont permis d’explorer quelques
mécanismes d’action ;

Du L-NAME et glutamate monosodique (GMS, Sigma Aldrich) pour I’induction de
I’hypertension artérielle essentielle et de 1’obésité a risque, respectivement ;

L’Insulatard (Sanofi-Aventis, Allemagne), le Captopril (Sandoz ; Holzkirchen, Allemagne),
I’Orlistat (Xenical) (Roche ; Boulogne-Billancourt, France) et le Telmisartan (Stada

Arzneimittel ; Bad Vilbel, Allemagne) ont été utilisés comme médicament de référence.

» Outils et appareillage

Un enregistreur des paramétres hémodynamiques « Biopac student Lab de type MP 35 »

chez les rats anesthésiés;
Un systéme de chambres a organes isolés EmkaBATH2 pour la réactivité vasculaire in vitro ;
Des cages métaboliques, Rotarod, papier millimétré, balance (parametres biométriques) ;
Un glucométre pour 1’évaluation du métabolisme du glucose ;
Une centrifugeuse, un spectrophotomeétre URIT-810 pour les analyses biochimiques ;
Des logiciels de traitement et d’analyse des données : Excell et graph pad prism ;

Des kits commerciaux ...

11.2. Méthodologie
11.2.1.  Préparation de I’extrait aqueux des écorces du tronc de Fagara tessmannii

et détermination des doses

Afin de préparer I’extrait aqueux de Fagara tessmannii (Ft), les écorces fraiches ont été

découpées, séchées a I’ombre et broyées. Cinq cent grammes de poudre ont été portés a

ébullition dans 5 litres d’eau distillée pendant 15 minutes. Apres refroidissement, le mélange a

été filtré au papier Wattman N° 3. L’extrait aqueux a été obtenu aprés évaporation compléte de

I’eau a I’étuve a ventilation a 50 °C. Ce protocole d’extraction (Figure 13) a permis d’obtenir

80,47 g d’extrait sec, soit un rendement de 16,09 %.

Les doses ont été déterminées selon les recommandations du tradipraticien et ajustées.
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Eau distillée (5 L)
Décoction (15 Min)
Refroidissement
Décantation

Filtration

Ecorces fraiches du »
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. A 0
DefouP a8 Filtrat

Séchage

Broyage Evaporation a
/ ’étuve a 50 °C

Extrait aqueux
(80,47 g) Rdt : 16,09 %)

Figure 13 : Protocole de préparation de 1’extrait aqueux des écorces de F. tessmannii

11.2.2. Tests de mise en évidence de métabolites secondaires

Sauf pour des cas explicités ci - dessous, 2 mL d’eau distillée (le tube témoin, A) ou
d’extrait a 1 % (tubes a essai, B) ont introduits dans des tubes en triplicat pour chaque test

suivant les protocoles décrits par Tembe et al. (2019).

11.2.2.1. Mise en évidence des alcaloides : test de Hager
Dans chaque tube a essai, 3 a 5 gouttes du réactif de Hager (Solution saturée d’acide
picrique) ont été ajoutées. La formation d’un précipité brun-rougeétre indique la présence

d’alcaloides.

11.2.2.2. Mise en évidence des polyphénols
» Test au perchlorure de fer : 2 & 3 gouttes d’une solution diluée de perchlorure de fer
(FeCls) ont été ajoutées a quelques mL de solution d’extrait dans un tube a essai. L’observation
d’une coloration verdatre indique la présence de polyphénols.
» Testal’acétate de plomb : quelques gouttes d’acétate de plomb a 10 % ont été ajoutées

dans chaque tube. L’obtention d’un précipité blanc indique la présence de polyphénols.

11.2.2.3. Mise en évidence des flavonoides
» Test a I’acide sulfurique : en laissant couler sur la paroi du tube quelques gouttes
d’acide sulfurique concentré, la formation d’une coloration orange indique la présence de

flavonoides.
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» Test de Shinoda : une pincée de magnesium a été ajoutée dans chaque tube et dans la
solution homogénéisée avant ajout de quelques gouttes d’acide chlorhydrique concentré. Les
tubes ont été portés a ébullition dans un bain-marie, la coloration rose sombre indique la

présence de flavonoides.

11.2.2.4. Mise en évidence des anthocyanes
Deux millilitres d’acide sulfurique (H2SO4) concentré, puis 2 mL d’ammoniac ont été
ajoutés dans chaque tube. En présence d’anthocyanes, la coloration s’accentue en milieu acide

puis vire au bleu violacé en milieu basique, indiquant la présence d’anthocyanes.

11.2.2.5. Mise en évidence des tannins

» Reaction au sulfate de cuivre ammoniacal
Deux millilitres de sulfate de cuivre 1%, puis 2 gouttes d’ammoniaque ont été
respectivement ajoutés dans les tubes. La formation d’un précipité noir, bleu ou vert indique la

présence de tannins.

» Différenciation des tannins catéchiques et galliques
La différenciation a été obtenue par la réaction de STIASNY, qui s’est effectuée de la
facon suivante : a 30 mL d’extrait, ont été ajoutés 15 mL de réactif de STIASNY (10 mL de
formol a 40 % plus 5 mL d’HCI concentré) et les tubes ont été chauffés pendant 15 mn au bain-

marie 4 90 °C :
v Tanins catéchiques : L’obtention de précipité montre leurs présences ;
v Tanins galliques : Aprés filtration, la solution a été saturé avec 1’acétate de

sodium pulvérisé, puis 1 mL d’une solution de FeClz a 1 %. La présence de tanins galliques
non précipités par le réactif de STIASNY est indiquée par le développement d’une teinte

bleu-noir.

» phlobatannins
Un millilitre d’acide chlorhydrique a 1 % a été ajouté et les tubes ont été portes au bain-
marie bouillant (100 ° C). L’apparition d’un précipité rouge indique la présence de

phlobotanins.

11.2.2.6. Mise en évidence des saponines
Une solution d’extrait 10 % a été vigoureusement agitée. La formation d’une mousse

persistante au - dela de 10 minutes indique la présence des saponines.
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11.2.2.7. Mise en évidence des terpénoides
Un millilitre d’extrait a été mélangé & 2 mL de chloroforme suivi de I’addition de 2 mL
de H2SO4. Une couche de coloration brune rougeétre formée a l'interface indique la présence

de terpénoides.

11.2.2.8. Mise en évidence des stéroides
Un millilitre d’extrait a été mélangé a 2 mL d’anhydride acétique suivi de 2 mL d’H2SOa.

L’obtention d’une couleur passant de violet au bleu ou vert indique la présence des stéroides.

11.2.2.9. Mise en évidence des sucres réducteurs

Un millilitre de liqueur de Fehling a été ajouté a 1 mL d’extrait 10 %. La formation d’un
précipité rouge brique aprés 2 - 3 minutes de chauffage au bain - marie a 70 °C indique la

présence des sucres réducteurs.

11.2.2.10.  Mise en évidence des glycosides cardiaques (essai de Keller-Killani)
Un millilitre d'acide acétique glacial, quelques gouttes de solution de chlorure ferrique
(FeCls) a 5 % et 1 mL d'acide sulfurique concentré ont été respectivement ajoutes a 2 mL de
I’extrait 10 %. La formation d’un anneau verdatre, brun ou marron a I’interface indique la

présence de glycosides cardiaques.

11.2.2.11.  Mise en évidence des mucilages
Cing millilitres d’éthanol absolu ont été ajoutés a 1 mL de d’extrait a 10 %. L’obtention

d’un précipité floconneux, par mélange, indique la présence de mucilages.

11.2.2.12. Mise en évidence des résines

Quelques gouttes d’une solution d’acide acétique anhydre et 1 mL de H2SO4 ont été

introduits dans chaque tube. L’apparition d’une coloration jaune indique la présence des résines.

11.2.2.13.  Mise en évidence des quinones
Deux millilitres de H2SOa4 concentré ont été ajoutés dans chaque tubes. L’obtention d’une

coloration rouge indique la présence des quinones.

11.2.2.14.  Mise en évidence des bétacyanes
Deux millilitres de NaOH 2 N ont été ajoutes et les tubes ont été chauffés au bain-marie
(100 °C) pendant 5 minutes. L’apparition d’une coloration jaune indique la présence de

bétacyanes.
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11.2.2.15.  Mise en évidence des coumarines
Quelques gouttes de FeCls 10 % ont été ajoutées dans deux tubes a essai 1’un contenant
1 mL d’extrait de la plante et I’autre 1 mL d’eau distillée. L’obtention d’une coloration verte
ou bleu qui tourne au jaune par ajout de quelques gouttes de HNOs indique la présence de

coumarines.

11.2.2.16. Mise en évidence des Oxalates

Quelques gouttes d’acide éthanoique glacial ont ét¢ dans deux tubes a essai I’un contenant
1 mL d’extrait de la plante et I’autre 1 mL d’eau distillée. L’obtention d’une coloration verte-

noiratre indique la présence d’oxalates.

11.2.3.  Activités hypotensive et vasorelaxante de Fagara tessmannii

Pour I’étude des activités hypotensive in vivo et vasorelaxante in vitro, les rats (Ratus

norvegicus) de souche Wistar, normaux agés de 12 a 16 semaines ont été utilises.

11.2.3.1. [Evaluation des activités hypotensives et mécanismes probables d’action

in vivo
L’activité hypotensive de I’extrait aqueux de Fagara tessmannii a été évaluée chez les rats
normo - tendus. Cette expérience a également permis d’explorer les mécanismes d’action

probables de I’extrait de plante.

11.2.3.1.1. Préparation des solutions

v Solution de carbamate d’éthyle 15 % a été obtenue en dissolvant 1,5 g d’uréthane
dans de I’eau distillée en qsp 10 mL.

v Solution de Mac Ewen : Pour cette solution, 8,6 g de NaCl, 0,42 g de KCI, 0,109 g de
NaH2PO4, 1 g de NaHCO3, 0,03 g de MgCl; et 2 g de CsH1206, ont été dissous dans de 1’eau
distillée en gsp 500 mL (solution A) d’une part et d’autre part, 0,28 g de CaCl, ont été dissous
dans de I’eau distillée pour un volume total de 50 mL (solution B). Les solutions A et B ont éte
meélangées et le volume final a été porté & 1000 mL par ajout d’eau distillée. Le pH a été ajusté
a7a.

v" Un millilitre d’héparine Choay a été homogénéisé avec du Mac Ewen en gsp 10 mL et
100 mL, afin d’obtenir respectivement les solutions de Mac Ewen héparinée a 10 % et 1 %.

v' Solutions d’extrait de concentrations 5, 10, 20, 30 et 40 mg.mL™ ont été préparées en
solubilisant respectivement 10, 20, 40, 60 et 80 mg d’extrait de F. tessmannii dans 2 mL d’eau

distillée.
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v Substances pharmacologiques, le propranolol (0,2 mg), la yohimbine (0,2 mg),
I’atropine (0,2 mL d’atropine sulfate, 1 mg.mL™?), le N® - nitro - L - arginine méthyl ester
(L - NAME, 10 mg), I’indométacine (5 mg), et la réserpine (10 mg) ont été chacun dissous dans

I’eau distillée en qsp 2 mL.

11.2.3.1.2. Préparation de ’animal : Mise a nu et cathétérisme de D’artére
carotide et de la veine du pénis

Une incision médiane et longitudinale a été réalisée sur la peau, au-dessus du muscle
sternohyoidien et la trachée dégagée en écartant ledit muscle du rat anesthésié au carbamate
d’éthyle (15 % ; 1,5 g.kg ~%, intrapéritonéale (ip)). Une ligature céphalique a été effectuée et un
fil d’attente a été placé sous I’artére carotidienne, située en profondeur de part et d’autre de la
trachée. Un clamp vasculaire a ensuite été placé le plus bas possible vers le cceur, proche du fil
d’attente. Une incision a été réalisée entre la premiére ligature et le fil d’attente. L’embout libre
du cathéter relié au transducteur, introduit dans la carotide en direction du cceur a été ensuite
maintenu par la deuxiéme ligature. Parallelement, une incision est réalisée sur la veine pénienne
a travers laquelle la solution de Mac Ewen hépariné a 10 % (100 uL/100 g), puis les substances

pharmacologiques ont été administrées.

11.2.3.1.3. Enregistrement des parametres hémodynamiques par la méthode
invasive

La pression artérielle (PA) a été évaluée par la méthode invasive (Figure 14) décrite par
Van Vliet et al. (2000). La technique consiste a enregistrer la pression artérielle grace a un
cathéter en polyéthylene introduit dans la carotide du rat anesthésié et relié a un capteur de
pression “Transducteur RX 104A” qui envoie les signaux électriques a I’amplificateur “Biopac
Student Lab. de type MP 35” lui-méme relié a un ordinateur doté du logiciel “Biopac Student
Lab. PRO 3,7” permettant d’enregistrer et de visualiser les tracés des différents
enregistrements. La fréquence cardiaque (FC) était déduite et affichée au méme moment que la
PA.

L’activité électrique globale du ceeur quant a elle a été enregistrée grace aux électrodes
placées en sous - cutané (sc) sur la patte antérieure droite (-), la patte postérieure gauche (+) et

la queue (neutre) (en accord avec la dérivation DII de Einthoven).
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Figure 14 : Dispositif pour la mesure des paramétres hémodynamiques et de I’activité électrique du
ceeur chez le rat anesthésié (Photographie et montage de FOUDA BEKONO Yannick, 2018).
BSL MP 35 : “Biopac Student Lab” de type MP 35; RX 104A : Transducteur “RX 104A”; P, Q, R, Set
T: ondes P, Q, R, S et T de I"électrocardiogramme ; Systolique, Diastolique et Pulsée : pressions
arterielles.

11.2.3.1.4. Evaluation des effets hypotenseurs aigus de I’extrait aqueux de
I’extrait de plante

L’étude des effets directs des doses 5, 10, 20, 30 et 40 mg.kg™ de I’extrait aqueux de

F. tessmannii a été faite chez les rats normotendus (RNT). Apres anesthésie et préparation de
I’animal tel que précédemment décrit, une période de stabilisation de 30 minutes est nécessaire
avant 1’administration de la substance (1 mL.kg? de masse corporelle) étudiée a travers le
cathéter en polyéthylene placé a demeure dans la veine pénienne (Tom et al., 2018b). Les effets
de I’administration intraveineuse (iv) de I’extrait aqueux sur la PA, la FC et I’activité électrique

globale du cceur ont été observés pendant 1 h.

11.2.3.1.5. Exploration des mécanismes d’actions probables de I’extrait de
F. tessmannii

En vue de déterminer les différentes voies d’action hypotensive chez les RNT, I’extrait
de plante a été administré dix minutes aprés une pré - administration de certains antagonistes
notamment I’atropine & 100 pg.kg? (un inhibiteur compétitif des récepteurs cholinergiques
muscariniques (Pato¢ka & Jelinkova, 2017)), le propranolol & 100 pg.kg™ (un inhibiteur non
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sélectif des récepteurs B - adrénergiques (Bhagat, 1979)), la yohimbine & 100 pg.kg™? (un
inhibiteur sélectif des récepteurs oo - adrénergiques (Hai-Bo et al., 2013)), le L - NAME a
5 mg.kg? (un inhibiteur non - sélectif de la NO synthase endothéliale (eNOS) (Kopincova et
al., 2012)), ou I’indométacine a 2,5 mg.kg™? (un inhibiteur non - sélectif de la cyclooxygénase
(Summ & Evers, 2013)). L’efficacité des substances de références a été vérifiée en évaluant les
effets hypotenseurs de ’acétylcholine (10 pg.kg™, agoniste muscarinique) ou de I’isoprénaline
(10 pg.kg?, agoniste B - adrénergique) ou hypertenseur de la norépinephrine (100 pg.kg?,
agoniste o - adrénergique) respectivement en présence de ’atropine, du propanolol ou de la
yohimbine. Chez certains rats, la réserpine (5 mg.kg2.J%) a été administrée par gavage pendant
les 3 jours précédant I’administration de 1’extrait, afin de permettre la déplétion périphérique
des stocks présynaptiques de catécholamines (Hedgecock et al., 2019). Une heure d’observation
a été necessaire aprés administration de I’extrait de plante. Chez les rats réserpinisés, 1’extrait
de plante a été administré apres 30 minutes de stabilisation. La variation des effets a été
exprimée en % et calculée suivant la formule :
(Po —b) — (P —b)

0, 1 —
% baisse de la PA Py —D) X100

b = base ou pression avant le montage de [’animal ; P = pression (0) au moment et (t) & un instant quelconque
apres l'administration du traitement. NB : Pour la fréquence cardiaque, la base n’est pas considérée

11.2.3.2. Réactivité et mécanismes vasculaires en chambres a organes isolés
11.2.3.2.1. Préparation des solutions

> Krebs-Henseleit

v" Solution stock de Krebs-Henseleit (KH x10) : a été obtenue apres dissolution
respectivement de 3,26 g de KH2PO4, 137,92 g de NaCl, 5,55 g de CaCl,, 7 g de KCl et 5,92 g
de MgSO4 dans I’eau distillée en gsp 2 000 mL.

v La solution de Krebs-fille est obtenue en diluant au dixiéme la solution stock et en'y
ajoutant, pour une gsp de 1 000 mL, du 4,36 g de glucose et 4,2 g de NaHCO3 pour obtenir (en
mM) 118 de NaCl, 4,65 de KCI, 2,5 de CaCl,, 1,18 de KH2PO4, 24,9 de NaHCOs, 1,18 de
MgSOsa, 12 de glucose a pH 7,4.

> Préparation de I’extrait et des antagonistes

L’acétylcholine (ACh), le nitroprussiate de sodium (SNP), la phényléphrine (Phe), le
L - NAME, le Bleu de méthyléne (BM), I’atropine et I’indométacine ont été préparés avec de
I’eau distillée a une concentration initiale de 10 mM, le chlorure de potassium (KCI) a la
concentration de 3 M et I’extrait a une concentration de 1 mg.mL™. Les dilutions sériées au
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dixieme de ces solutions stocks avec de I’eau distillée combinées aux ajustements des

concentrations dans la cuve ont permis d’avoir les concentrations des solutions de travail.

11.2.3.2.2. Préparation et montage des anneaux d’aorte

Aprés anesthésie du rat au diazépam / kétamine (50/10 mg.kg™?, ip), I’aorte thoracique a
été délicatement isolée, et débarrassée des tissus adipeux et conjonctif, puis elle a été coupee
en anneaux de 2 a 3 mm de longueur. Les anneaux ont été montés entre deux mini crochets eux-
mémes montés sur deux crochets, le premier étant fixe et le second relié a un transducteur de
tension isométrique it50 relié a I’amplificateur et a un ordinateur permettant de visualiser et
d’enregistrer les variations a I’aide du programme I0X. Les anneaux d’aorte étaient immergés
dans une solution de Krebs - Henseleit continuellement aérée avec 95 % d’O2 et 5 % de COs,
thermostatée a 37 °C a I’aide au systéme emkaBATH2 (“compact tissue bath benchtop”, emka
Technologie, France) (Figure 15). Aprés 1 heure d’équilibration sous une tension finale de 2 g,
I’anneau aortique a été pré-contracté au KCI (100 mM), permettant par une dépolarisation
maximale de tester la viabilité du muscle lisse vasculaire. Aprés lavage, les anneaux ont été
contractés a la Phe (1 pM), et au plateau de contraction, I’ACh (1 uM) a été ajoutée afin de
tester 1’intégrité de ’endothélium (Tom et al., 2018a). Lorsque I’endothélium est présent et
surtout fonctionnel la relaxation est supérieure ou égale a 60 % (Tan et al., 2017). Une
relaxation inférieure a 10 % confirmait 1’absence d’endothélium mécaniquement détruit pour
des besoins expérimentaux.

Transducteur
r .l

| B | ) Vers l'enregistreur
Crochet fixe

Mini-crochets

N\ \
Chambre a ——

organes isolés |
\

~ Aorte

ACh (1 uM) Extrait

2.486-
Phe
2926- (1 uM)
KCI (100 mL) )
- 4 o 2,366 . \
EmkaBATH2 -
A 1805

-

— Lavage
1,245 &

. Test de viabilité incubation
Equilibration : ( |

0885~ - ! | | |

[ST]-00:42:10 00706 02757 01:03:01 12:13:09 02:45:1%

Figure 15 : Représentation et fonctionnement de la chambre a organes isolés. A : chambre a organe
EmkaBATH2 (compact tissue bath benchtop”, emka Technologie, France); B : schéma simplifi¢ d’un
anneau monté dans une chambre ; C: graphe des variations de la tension isométrique de I’anneau
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(Photographie et montage de FOUDA BEKONO Yannick, 2018); Endo? : test de présence
d’endothélium, ACh : acétylcholine, Phe : phényléphrine.

11.2.3.2.3. Evaluation in vitro de I’effet vasculaire et implication de certaines
voies de signalisations

Dans la premiére série d’expérimentations, les effets de I’extrait de F. tessmannii ont été
évalués sur la contraction d’anneaux intacts. L’extrait a été ajouté en concentrations
cumulatives (1073, 3x103, 102, 3x1072, 10, 3x10%, 10° mg.mL™) dans le milieu d’incubation
lorsque la contraction induite par la Phe (1 uM) était maximale. Dans ce cas, chaque
concentration était ajoutée lorsque la réponse atteignait un plateau (= 5 - 10 min). La réponse
des concentrations cumulatives de 1’extrait sur les anneaux a été comparée a celle induite par le

solvant (eau distillée).

Dans la deuxiéme série d’expérimentation, le role de I’endothélium dans I’effet de
F. tessmannii a été évalué. A cet effet, I’endothélium a été retiré. Le succés de cette opération
a été vérifie par une relaxation < 10 % en présence de I’ ACh sur les anneaux précontractés a la
Phe. Ensuite ’expérience précédente a été répétée, avec des concentrations croissantes d’extrait
(103, 3x103, 102, 3x102, 107, 3x107, 10°mg.mL™?). Pour déterminer les effets de F.
tessmannii sur la biodisponibilité de 1’oxyde nitrique (NO), la guanosine monophosphate
cyclique (GMPc), la prostacycline (PGI2) ou les récepteurs muscariniques, les anneaux avec un
endothélium intact ont été incubés en présence du L - NAME (10 uM, inhibiteur non - sélectif
de la NO synthase), du bleu de méthylene (10 uM, agent réducteur de la biodisponibilité du
GMPc), de I’indométacine (10 uM, inhibiteur non sélectif de la cyclooxygénase) ou de
I’atropine (1 4M, inhibiteur des récepteurs muscariniques) pendant les 20 minutes précédant la
pré-contraction a la Phe (Ch’ng et al., 2017). Les effets de I’extrait de plante ont été réévalués
sur les préparations ainsi traitées et comparés a ceux obtenus sur les anneaux d’aorte en absence

d’antagonistes.

L’amplitude maximale de la contraction observée sous I’action de la Phe (1 uM) a été
considérée comme plateau. L’effet vasoactif de la plante ou d’une substance
pharmacodynamique, exprimé en pourcentage de la contraction pré - induite par la Phe a été
déterminé par la formule suivante :

(B—b)—(C—Db)

Vasomotricité (% de contraction a la Phe) = B—b) X100

b =base ; B=plateau de contraction ; C= contraction de l’aorte sous traitement.

44



11.2.4. Etude des activites préventives et curatives de I’extrait de F. tessmanni sur
I’hypertension induite par le L - NAME

11.2.4.1. Preéparation des solutions de travail

v Solution de captopril : elle a été obtenue en solubilisant un comprimé de captopril
(Mylan) 25 mg dans de 1’cau distillée (DH20) en gqsp 12,5 mL.

v Solution de NaCl 9 %o : 9 g de chlorure de sodium ont été dissous dans une quantité
suffisante de DH20 pour faire 1000 mL.

v Solution de L-NAME : 150 mg de L - NAME ont été dissous dans du NaCl 9 %o en gsp

30 mL afin d’obtenir une solution de concentration 5 mg.mL™.
11.2.4.2. Evaluation de I’effet préventif de F. tessmannii

Pour évaluer les effets préventifs de I’extrait aqueux de F. tessmannii, I’extrait (100 ou
200 mg.kg™) ou le captopril (20 mg.kg™) ont été administrés par gavage concomitamment avec
le L - NAME (25 mg.kg?, ip) conformément aux travaux de Jaarin et al. (2015) pendant 21
jours aux rats males agés 10 a 12 semaines et pesant en moyenne 210 g. Trente (30) rats ont été
divisés en cing groupes de 6 rats chacun et traités ainsi qu’il suit : témoin normal (NaCl 9 %o,
5 mL.kg?, ip + DH20, 10 mL.kg?, po), témoin négatif (L - NAME + DH,0), témoin positif
(L - NAME + Captopril, 20 mg.kg?, po) et L — NAME + extrait de plante aux doses de 100 ou
de 200 mg.kg™ (essais) (Figure 16, Expérimentation 1).

11.2.4.3. Evaluation de P’effet curatif de F. tessmannii

Dans cette étude, 42 rats ont été divisés en deux groupes : un groupe de 12 rats (témoin
normal ; groupe 1) recevant du NaCl 9 %o (5 mL.kg™?, ip) et un groupe de 30 rats traités au
L - NAME (25 mg.kg?, ip) (Figure 16, Expérimentation Il). Au jour 23, I’installation de
I’hypertension artérielle a €té confirmée par 1’enregistrement des parametres hémodynamiques
de six animaux soumis au L - NAME en comparaison avec ceux du groupe témoin normal par
la méthode décrite dans les paragraphes 11.2.3.1.2 et 11.2.3.1.3, page 38. Les 24 animaux restants
ont été redistribués en quatre groupes de 6 rats chacun et traités jusqu’au jour 44 ainsi qu’il
suit : L - NAME + DH0, L - NAME + Captopril (20 mg.kg?) et L - NAME + F. tessmannii
(100 ou 200 mg.kg™).

45



Gain pondéral Hémodynamique
""""""""""""""""""""""""""" Sacrifice général

L 4
¥ 0 J21-23 Jz
& m—— Période Expérimentale —
H _ | NaCl 9% + DH,0 (10 mL.kg™!) Anthropométrie
2ES S * Masses des organes
§ 0w 2 | L-NAME + DHO
S .
££ 55 [ L-NAME ©FRI(I00 mg.kg-!) “p S-TT""d'
N . rofil lipidique
X == | L-NAME 9-kg™") * Fonctionnalités
[ L-NAME + cap(20 mg.kg-!) | hépatique et rénale
AL co o _ o Homogénat
553 £ | NaCl 9%, ip | DH,O (10 mL.kg!) * Statut oxydant
09 = DH,0%(10"mlkg™!)
*g £ s ; L-NAT [ : Histologie
EE>S B Ft (100 mg.kg!) | * Aorte et coeur
el =5 -1
1 5% 25 mo B0 mg kg )
=
w Hypertendus ? I -C“P (20 mg.kg™!) | —

Figure 16 : Protocole expérimental pour I’étude des effets préventifs et curatifs de Fagara tessmannii sur
I’hypertension induite par le L — NAME. DHO : eau distillée, Ft : Fagara tessmannii, cap : captopril

11.2.4.4. Prélevement des échantillons pour I’évaluation des paramétres
biochimiques
Pour les deux types d’études préventive et curative, les animaux, pesés tous les deux jours,
avaient libre accés a I’eau de boisson et a la diéte normale. Au terme des traitements, les
animaux a jeun non hydrique (16 heures) ont été anesthésiés au carbamate d’éthyle (1,5 g.kg
D, et les parameétres hémodynamiques ont été enregistrés selon le protocole décrit
précédemment. Le sang artériel recueilli a servi a la préparation du sérum pour la détermination
du profil lipidique, des ions K* et Na* en utilisant des kits de dosage commerciaux. Une analyse
des taux de protéines, d’albumine, des activités du lactate déshydrogénase, de la phosphatase
alcaline, de ’ALAT, de I’ASAT et de la gamma-glutamyl-transpeptidase, et des taux de
créatinine et d’acide urique a éte faite a I’aide des kits de dosage commerciaux.
Pour I’évaluation du statut oxydant, les homogénats d’organes cibles notamment 1’aorte
(5 %), le cceur (10 %), le foie (20 %), le rein (20 %) ou le cerveau (20 %) ont été préparés dans
des solutions physiologiques appropriées ont permis de mesurer 1’activité enzymatique de la
catalase (CAT), la concentration du glutathion réduit (GSH), les quantités de substances
réactives a I’acide thiobarbiturique (TBARS) comme les malonyl dialdéhyde (MDA), et le

monoxyde d’azote (NO) via le dosage des nitrites.
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Certains des organes peses (aorte et cceur) ont immédiatement été fixés dans du
formaldéhyde 10 % tamponné, pour une exploration histologique a 1’hématoxyline & éosine

et/ou au bleu d’aniline - Fuchsine Orange G - trichrome.

11.2.4.5. Evaluation histologique

Les techniques histologiques (avec inclusion en paraffine nécessitant une étape de
déshydratation indispensable) utilisées comprennent différentes étapes consécutives décrites
par Smith et Bruton (1977).

11.2.4.5.1. Fixation et “trimming”

Des fragments d’aorte et de cceur prélevés ont été fixés et conservés dans de la
formaldéhyde 10 % tamponnée sur une période d’environ deux semaines afin de préserver les
cellules et les constituants tissulaires dans un état aussi proche que possible de celui du vivant
et de permettre au tissu de passer par les étapes de la technique histologique sans changement
ni déformation. Une fois fixés, les organes ont subi le trimming qui consiste a une coupe
macroscopique transversale (aorte) ou sagittale (cceur). Cette coupe a été réalisée de telle sorte
que I’épaisseur du tissu soit inférieure a 0,4 cm. Les organes taillés ont ensuite été placés dans

des cassettes en plastique étiquetées.
11.2.4.5.2. Déshydratation ou circulation

Elle a consisté en 3 étapes :

> Déshydratation proprement dite

Le paraplaste n’étant pas miscible avec 1’eau, les tissus fixés ont ét€ débarrassés de toute
trace d’eau avant de pouvoir étre inclus dans ce milieu. Aprés avoir séjourné dans le premier
bain d’alcool 70°, les tissus dans les cassettes de déshydratation, sont successivement passés

dans d’autres bains d’éthanol 80° (1 heure x 2), 95° (1 heure x 2) et 100° (2 heures x2).

> Eclaircissement

Un hydrocarbure benzénique (le xyléne) a été utilisé pour remplacer 1’éthanol ; ce dernier
n’étant pas miscible dans la paraffine. Immédiatement aprés la déshydratation par d’éthanol,

les cassettes ont séjourné 1 heures et demi dans trois bains de xylene.
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> Imprégnation

Une fois les tissus saturés en xyléne, ce dernier a été remplacé dans les tissus par le
paraplaste en fusion a 60 °C. Les cassettes ont de ce fait sé¢journé 1 heure et demie puis “over
night” dans deux bains de paraffine dans la station d’enrobage de marque “Microm Heidelberg”

afin de permettre la pénétration de celle-ci dans les tissus.

11.2.45.3. Inclusion

L’inclusion est le procédé 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
dans des moules en inox, qui ont par la suite été remplis de paraffine en fusion. Enfin,

I’ensemble a été mis a solidifier sur de la glace pour en obtenir des blocs.

11.2.4.5.4. Coupe au microtome

Les blocs obtenus ont été coupés a I’aide d’un microtome de marque “Reichert-Jung
2030”. Les rubans de coupes de 5 um d’épaisseur obtenus ont été mis a déplisser dans un bain-
marie contenant de I’eau gélatinée 1 % a environ 45 °C. Au moyen de lames porte-objet propres
et étiquetées, les coupes ont été recueillies et séchées a 1’étuve a 45 °C pendant au moins

12 heures. Les lames “blanches” ont été conservées pour une coloration ultérieure.

11.2.4.5.5. Coloration

Cette étape permet de visualiser les constituants cellulaires et tissulaires en leur faisant
capter et fixer en milieu aqueux les colorants de fagcon plus ou moins sélective. Elle consiste en

2 étapes:

> Déparaffinage
La procédure de déparaffinage est consignée dans le Tableau VI.

Tableau VI : Batterie de déparaffinage

N° du bain 1-2 3 4-7 8 9 10

Solution Histoclear Histoclear Ethanol 100% Ethanol 95 % Ethanol 70 % Eau distillée

Seéjour dans chaque bain 10 min 5 min 5-10min  5-10min  5-10min  5-10 min

» Coloration proprement dite

Immeédiatement apres 1’étape de déparaffinage, les lames portant les coupes de tissus ont
été colorées en fonction des constituants cellulaires et/ou tissulaires a visualiser suivant les

procédures adaptees ci-contre :
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e Coloration a ’hématoxyline - éosine

Cette coloration de routine permet une vue d’ensemble des structures tissulaires. Les
solutions utilisées sont les suivantes :

v Solution d’éosine alcoolique a 0,5 % : deux grammes d’¢osine (C.I. 45380) ont
été dissous en gsp 20 mL d’eau distillée et 380 mL d’éthanol absolu.

v Solution d’hématoxyline de MEYER : elle a été obtenue en dissolvant 0,4 ¢
d’hématoxyline (C.I. 75290) dans 400 mL d’eau distillée. Le mélange est ensuite doucement
chauffé¢ jusqu’a 50 °C avant 1’ajout de I’iodate de sodium (NalOs, 0,08 g) et sulfate
d’aluminium-potassium, dodécahydrate (KAI (SO4), 12 H20, 20 g). L’ensemble a été agité.
L’acide citrique (CsHgO7, H20, 0,4 g) et le choral hydrate (CIsCCH(OH)2, 8 g) ont ensuite été
ajoutés a la solution.

Pour mener a bien cette coloration, les lames portant les tissus ont sejourné pendant un

temps déterminé dans les bains successifs consignés dans le Tableau VII.

Tableau VII : Procédure de coloration a I’hématoxyline - €osine

Ordre Nombre Temps de séjour

des bains  de bains Bains (par bain)
1 1 Eau distillée 5 min
2 1 Hématoxyline de MAYER 10 min
3 1 Eau de robinet courante 10 min
4 1 Ethanol a 70° 5 min
5 1 Ethanol & 95° 5 min
6 1 Eosine alcoolique a 0,5 % + 160 pL d’acide acétique 2 min
7 3 Ethanol a 100° 5 min
8 3 Xyléne 5 min

e Coloration au Bleu d’Aniline/Fuchsine acide/Orange G
(AFOG) - Trichrome

Cette coloration spéciale permet de mettre en évidence le collagéne, le muscle et quelques
grains de secrétions sur coupes tissulaires post-fixées comme indiqué dans le Tableau VIII. Les
solutions utilisées sont les suivantes :

v Liquide de Bouin: dans 300 mL de solution saturée d’acide picrique
((NO2)3CeH20H) a été ajoute 100 mL de formaline 100° et 20 mL d’acide acétique.

v Solution d’hématoxyline de Weigert : une solution A d’hématoxyline
alcoolique a été préparée en dissolvant 2 g d’hématoxyline (C.I. 75 290) dans 200 mL d’éthanol
a 95°. Cette solution a éte laissee a marissement pendant trois semaines. Une solution B de

chlorure ferrique acide a été obtenue a partir de la dissolution de 2,32 g chlorure de fer (FeCls)
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dans 199,5 mL d’eau distillée puis en y ajoutant 0,5 mL d’acide chlorhydrique concentré. Les
deux solutions ont été mélangée volume pour volume avant utilisation.

v Solution d’éthanol acide a 1% : ’acide chloridrique (4 mL) a été ajouté dans
400 mL d’éthanol absolu.

v Solution d’acide phosphomolybdique a 1% : Quatre gramme d’acide
phosphomolybdique (H3P(M03O10)4, XH20) ont été dissous dans 400 mL d’eau distillée, pour
obtenir cette solution.

v Solution de bleu d’aniline / fuchsine acide / Orange G : extemporanément,
1,5 g de Bleu d’aniline (C.1. 42 780) ont été dissous sous agitation dans 300 mL d’eau distillée
et portés a ébullition pendant 2 a 3 minutes. Apres refroidissement, 3 g d’orange G (C.I. 16 230)
et 4,5 g de fuchsine acide (C.I. 42 685) ont été consécutivement ajoutés avant 1’ajustement du
pH a 1,09 avec le HCI.

Tableau VIII : Procédure de coloration a 1’AFOG — Trichrome

Ordredes Nombre Bai Temps de séjour
bains de bains ains (par bain)

1 1 Liquide de Bouin a 60 °C 2H

2 1 Liquide de Bouin a RT 1H

3 1 Eau de robinet courante 15 min
4 1 Eau distillée 3 min
S 1 Hématoxyline de Weigert 5 min
6 1 Ethanol acide 10s

7 1 Eau de robinet courante 10 min
8 1 Eau distillée 3 min
9 1 Acide phosphomolybdique 5 min
10 1 Eau distillée 1 min
11 1 AFOG 8 min
12 1 Ethanol a 95° Rapide
13 3 Ethanol a 100° 5 min
14 3 Xyléne 5 min

11.2.45.6. Montage

Le montage entre lame et lamelle s’enchaine directement a la suite de la coloration. Pour
ce faire, quelques gouttes de résine synthétique (eukitt, dont 1’indice de réfraction est similaire
a celui du verre) ont été déposées sur la lame portant la coupe colorée avant apposition d’une
fine lamelle de verre qui emprisonne le milieu de montage non miscibles a 1’eau. Les coupes

de tissus sur les lames sont ainsi protégées et conservées.
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11.2.4.5.7. Observation

Les lames colorées et montées ont été observees aux grossissements de 100X a I’aide d’un
microscope optique de marque ZEISS Axioskop, équipé du dispositif de microphotographie
Digital Microscope Imager Model 44421 connecté a un ordinateur muni du logiciel Digital
Microscope Suite. L’Analyse histomorphométrique a été effectuée a partir des
microphotographies de tissus cibles, les longueurs des zones d’intérét ont été mesurées a 1’aide

du logiciel Image J 1.32 j.

11.2.5. Etude des activités curatives de I’extrait sur les paramétres biométriques,
hémodynamiques, vasculaires et biochimiques dans I’obésité au glutamate
monosodique

11.2.5.1. Préparation des solutions de travail
Les différentes solutions ont été préparées ainsi qu’il suit :

v Solution d’orlistat : une gélule de Xénical 120 mg a été dissous dans I’eau distillée
(DH20) en gsp 120 mL.

v Solution de telmisartan : un comprimé de Teli 40 (40 mg) a été dissous dans 40 mL de
DH0.

v" Solution de L-glutamate monosodique : le L - glutamate monosodique (1 g) a été
dissous dans du DH»0 en gsp 5 mL, afin d’obtenir une solution de concentration 4 mg /20 uL.

v" Solution d’insuline 0,15 Ul.mL" : neuf microlitres d’insulatard, insuline semi-lente

(100 UL.mL%, Sanofi Aventis Allemagne) ont été prélevés et dilués dans 6 mL de NaCl 9 %o.

11.25.2. Induction de D’obésité a risque par le glutamate monosodique et
traitement des altérations métaboliques et hémodynamiques

Pour les altérations cardiométaboliques induites par le glutamate monosodique (GMS),
les rats néonataux (&gés de quelques heures et pesant 4 - 6 g) males et femelles ont éte répartis
en deux groupes et traités suivant les protocoles décrits par (Dixit et al., 2012; Miranda et al.,
2016) avec quelques modifications. Pour ce faire, les rats néonataux du groupe I, ont récu du
NaCl 9 %o (20 uL.g*.j 2, sc) ; ceux du groupe I, du GMS (4 mg.g™.j?, sc) les quatre premiers
jours, puis aux jours 6, 8 et 10 (Figure 17). Les ratons ont été regroupés en huit par mere
nourriciere jusqu’a 4 semaines d’age. Ils ont été ensuite élevés jusqu’a 90 jours d’age avec libre
acces a I’eau de boisson et a une diéte standard. La confirmation de I’état obése a été faite par
la mesure de I’indice de masse corporelle (IMC), de I’index de Lee, de 1’adiposité (comme
indiqué par les formules ci-apres) et de I’insulinorésistance (Novelli et al., 2007; Da Cunha et
al., 2014).
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. Calcul de I’IMC, de I’index de Lee et de ’adiposité

i/Masse corporelle (g)
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Figure 17 : Protocole expérimental pour 1’étude des effets protecteurs de I’extrait de F. tessmannii sur
les troubles cardiovasculaires liés a 1’obésité chez le rat. GMS : glutamate monosodique ; IMC : indice
de masse corporelle ; J: jour ; S : semaine

Huit semaines de majoration ont été nécessaires, afin de maximiser les complications
cardiovasculaires y afférentes. En outre, les consommations alimentaire et hydrique, ainsi que
le volume d’urine et la masse des féces ont été évalués aux semaines 21 et 27. Au terme des
21 semaines, les animaux du groupe | (témoin normal) et certains du groupe Il (témoin négatif,
4 males et 4 femelles) ont recu de I’eau distillée (10 mL.kg™.j po). Les autres animaux ont été
répartis en deux groupes témoins positifs (3 males et 3 femelles chacun) recevant de 1’orlistat
ou du telmisartan (10 mg.kg™2.j?, po) et deux groupes essais (4 males et 4 femelles chacun)
recevant ’extrait de F. tessmannii (100 ou 200 mg.kg™.j2, po). Les animaux ont été soumis a

6 semaines de traitement pharmacologique.
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11.2.5.3. Evaluation de D’activité locomotrice, de I’indice de consommation
alimentaire et du métabolisme

> Mesure de P’activité locomotrice

Aprés un entrainement de trois jours successifs a raison de 4 séances de 5 minutes par
jour, I’aptitude et ’endurance physiques des rats ont été évaluées aux jours avant (138°™ jour
consécutif a la premiere injection de GMS) et vers la fin des traitements pharmacologiques
(semaine 5 de traitement ou 180°™ jour) en utilisant “I’acceler rotar-rod (Jones & Roberts) de

type 7750 pour rats” (Ugo Basile).

> Rapport alimentaire
Les animaux au jour 140 ou 182 (semaines 20 et 26 respectivement) ont été placés dans
les cages métaboliques (Tecniplast) pendant deux jours successifs, afin d’évaluer les

consommations alimentaires et hydriques, la diurese, et la masse des féces en 24 heures.

Les parametres métaboliques ont été exprimés comme présenté dans le Tableau 1X

ci — dessous en tenant compte de la moyenne des deux jours.

Tableau IX : Expression des consommations journaliéres alimentaire et hydrique, du volume urinaire
et de la masse fécale

Parametres Formules Unités (en 24 h)

Consommation alimentaire absolue (C,) - (9)
Masse des feces (My) - (9)
Consommation alimentaire relative (C,.) (Cy/My) x 100 (% de M,)
Masse alimentaire retenu pour 10 g d’aliment ((Cq— Mg )/Cr)) x 10 (9/10 9)
Masse alimentaire retenu pour 100 g de masse corporelle  ((Cq — Mf )/M,) X 100 (% de M,)
Consommation hydrique absolue (H,) - (mL)
Quantité d’urine (V,,) - (mL)
Consommation hydrique relative (H,.) (Hy/My) x 100 (% de M,)
Quantité d’eau retenu pour 10 mL d’eau ((H, —V,)/H,) x 10 (9/20 mL)
Quantité d’eau retenu pour 100 g de masse corporelle ((H, —V,)/M,) x 100 (% de M,)

M, : masse de ’animal

> Effet du jeGne non hydrique sur la masse corporelle

Afin d’étudier I’effet de la vidange gastrique (jeline) sur la masse corporelle aux jours
142 et 184 (semaine 21 et 27 respectivement), les animaux ayant prealablement libre acces a
I’aliment ont été pesés au début puis a la fin de chaque suppression alimentaire (16 heures). La
perte pondérale exprimée en % a été obtenue grace a la formule ci-apres :

Mg — My,
Perte pondérale (%) = M X100
in

M = masse (in) a [’entrée et (fi) a la sortie du jeiine
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> Etude de quelques aspects du métabolisme du glucose
Les tests de sensibilité a I’insuline et de tolérance au glucose ont également été réalisés

aux semaines 21 et 27.

e Evaluation de IPeffet anti- hyperglycémiant de Dextrait :
hyperglycémie provoquée par voie orale (OGTT) chez les rats obeses

Au terme de la période d’installation de 1’état d’obésité (jour 143) et d’administration des
différents traitements (jour 185), le glucose a été administré (3 g.kg™®) aux rats a jeun non
hydrique (16 heures) a to, et les glycémies de tous les groupes ont été évaluées atg, tsq, tgo, too,
t150 €t @ tygo @ ’aide de bandelettes réactives et d’un glucométre de marque ACCU - CHEK
ACTIVE.

e Evaluation de la sensibilité a D’insuline des rats obéses : test de
tolérance a I’insuline (ITT)

Les rats obéses ou leurs témoins mis a jeun (16 heures), ont chacun regu aux jours 145 et
187 consecutivement a la premiére injection du GMS, une dose d’insuline
(Insulatard : 0,15 Ul.kg%; ip) & t, min (Buettner, 2006). L’évaluation de la glycémie a tg, t;s,
tso et A tgo a permis d’établir la courbe semi-logarithmique de variation de la concentration
plasmatique du glucose en fonction du temps afin de déterminer la constante de disparition du
glucose plasmatique ou index de sensibilité a I’insuline (Kirt) (Kaneko, 2008; Bonora et al.,
1989 cités par Okita et al., 2014).

. 0.693 x 100 Ini — Inf
K (%|min) = ou x 100
tl tf - ti
2

t: : demi vie du glucose, i : concentration initiale, f : concentration finale, t : temps (min)
2

11.2.5.4. Effets de F. tessmannii sur les paramétres hémodynamiques et de la
réactivité vasculaire chez les rats obéses

Au terme de la période expérimentale (jour 189), les animaux a jeun non hydrique
(16 heures) ont été anesthésiés au carbamate d’éthyle, et les paramétres hémodynamiques ont
été enregistrés par la méthode directe comme décrit précédemment (paragraphes 11.2.3.1.2 et
11.2.3.1.3, page 38). Les aortes thoraciques de ces animaux ont été ensuite préparées et montés
comme decrit précédemment (paragraphe 11.2.3.2, page 40). La réactivité vasculaire des
anneaux d’aorte a la Phe, a I’ACh ou au SNP a été évaluée. Bref, apres la vérification de la

viabilité et de I’intégrité de ’endothélium, et la stabilisation des anneaux d’aortes des rats
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obéses sous une tension de 2 g, les concentrations cumulatives de Phe (10!, 10°, 3x101°, 10°
% 3x10°, 108, 3x108, 107, 3x107, 10%, 3x10°%, 10°, 3x10°°, 10* M) ont été ajoutées au milieu
d’incubation afin d’évaluer 1’état de la réponse contractile aprés les différents traitements.
Lorsque la réponse cumulative a la Phe atteignait son plateau ultime, 1’état fonctionnel de
’endothélium a été évalué par ajout d’une gamme croissante et cumulative d’ACh (10! - 10°

4 M) et celui de la réactivité du muscle lisse vasculaire par ajout de SNP (101! - 10 M).

L’amplitude maximale de la contraction observée sous 1’action du KC1 (100 mM, pour la
gamme de Phe) ou de la Phe (100 pM, pour les gammes d’ACh et du SNP) a été considéree
comme plateau. La réactivité vasculaire des anneaux a été déterminé par la formule décrite au
paragraphe 11.2.3.2.3 (page 41) ou la contraction a la Phe est remplacée par celle du KCI afin

d’exprimer la réactivité vasculaire a la Phe.

11.25.5. Prélevement des échantillons pour analyses biochimiques et
hématologiques des rats obéses

Le sang artériel a été préleve apres enregistrement des paramétres hémodynamiques. Le
sérum obtenu a servi a la détermination du profil lipidique, du risque cardiovasculaire, des taux
d’ions Na*, K*, CI-, Ca?*, et Mg?* en utilisant des kits de dosage commerciaux. Une analyse des
taux de protéines et de créatinine, et des activités de I’ALAT, de I’ASAT a été faite a partir des
kits de dosage commerciaux. Une partie de sang recueilli dans des tubes a EDTA a permis
I’analyse hématologique.

Les homogénats de ceeur (10 %), de foie (20 %), de rein (20 %), de cerveau (20 %) et de
I’intestin (20 %) dans des solutions physiologiques appropriées ont été préparés et ont servi a
mesurer ’activité enzymatique de la CAT, et la concentration des protéines, du GSH, des MDA

et des nitrites. En outre, I’activité¢ de phosphatase alcaline intestinale a ét¢ déterminée.

11.2.6. Evaluation du profil toxicologique de I’extrait aqueux des écorces du tronc
de Fagara tessmannii

11.2.6.1. Toxicité aigiie de I’extrait aqueux
Les rats agés de 8 semaines a jeun non hydrique (12 h) (OCDE, 2008) et répartis en 2
groupes de 6 rats (3 méles et 3 femelles) ont été traités ainsi qu’il suit : le lot témoin a recu de
’eau distillée (10 mL.kg?) et le lot test I’extrait (2000 mg.kg™). Aprés une observation
minutieuse de 2 h pour 1’évaluation de signes externes de toxiciteé, les animaux ont éte suivis
pendant deux semaines. Au terme de la période expérimentale, les rats ont été pesés, anesthésiés

et autopsiés en vue d’une observation macroscopique.

55



11.2.6.2. Toxicité subchronique de I’extrait aqueux

Les animaux ont regu par gavage et en dose unique quotidienne de 1’eau distillée
(10 mL.kg?) ou I’extrait de F. tessmannii pendant 28 jours. Les rats males et femelles répartis
en 6 groupes de 10 rats chacun (5 males et 5 femelles) ont regu de 1’cau distillée (groupes
témoin et témoin satellite) ou de I’extrait aux doses de 100, 200 ou 400 mg.kg™ (groupes tests).
Le groupe satellite a recu ’extrait & la dose de 400 mg.kg™. Pendant la période de traitement,
le poids corporel des rats a été mesuré. Une période d’observation de 2 semaines, apres 1’arrét
des traitements a été ajoutée pour les groupes satellites. Les animaux ont été observés pendant
la durée du traitement, afin de déceler les signes extérieurs de toxicité. A la fin du traitement,
les animaux a jeun non-hydrique de 12 h ont été sacrifiés et le sang recueilli dans des tubes a
EDTA en vue de réaliser les tests hématologiques ou dans des tubes secs pour les analyses
biochimiques (ASAT, ALAT, gamma— GT et PAL, bilirubine directe et totale, urée, et

créatinine). Quelques parameétres biochimiques ont été évalués dans le foie ou le rein.

11.2.7.  Analyses biochimiques
> Préparation du sérum
Le sang carotidien recueilli dans des tubes secs a été laissé au repos pendant 30 minutes
puis centrifugé a 3000 tr.min" pendant 15 minutes a 4 °C a 1’aide d’une centrifugeuse de
marque Jouan CT 422. Le surnageant (sérum) a été recueilli dans des tubes eppendorff et

conservé au congélateur a -20 °C, pour le dosage de quelques paramétres biochimiques.

11.2.7.1. Evaluation du profil lipidique
Les réactifs qui ont été utilisés provenaient de Fortress Diagnostic (Royaume-Uni).

e Dosage des triglycérides
Principe

Sous I’action de lipases, les triglycérides sont hydrolysés en glycérol. Le glycérol sera
ensuite transformé en peroxyde d’hydrogéne sous I’action successive de la glycérol kinase et
de la glycérol-3-phosphate oxydase. La quinonéimine qui sert d’indicateur, se forme a partir du
peroxyde d’hydrogeéne, du 4-aminoantipyrine et du 4-chlorophénol sous 1’action catalytique de

la peroxydase.

Lipase

Triglycérides + 3 H,0 —— glycérol+ 3 RCOOH

Glycérol Kinase, Mg"'

Glycérol + ATP glycérol — 3 — phosphate + ADP

Glycérol—phosphate oxydase . i i
Glycérol — 3 — phosphate + 0, 4 — aminoantipyrine + H,0,
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. . . ; Péroxydase . L
4 — aminoantipyrine + H,0, + p — chlorophénol ——— 4 — (p — benzoquinone — monoimino) —

phénozone + H,0 + HCl

Mode opératoire
Les différents tubes ont été complétés comme indiqué dans le Tableau X.

Tableau X : Mode opératoire pour le dosage des triglycérides

Tubes Blanc réactif Echantillon / standard
Echantillon/Standard - 10 pL
Eau distillée 10 pL -
Réactif de travail 1000 pL 1000 pL

Les tubes ont été agités a 1’aide du vortex, puis incubés a température ambiante pendant
10 min. Les absorbances (Abs) ont été lues au spectrophotometre contre le blanc a 546 nm.

La concentration des triglycérides a été calculée a I’aide de la formule suivante :

AbS¢chantition

[Triglycérides](mg/dL) = X Concentrationsigndard

ADbSstandard
e Dosage du cholestérol total
Principe
Sous I’action de la cholestérol - estérase, le cholestérol estérifié est transformé en
cholestérol et en acide gras. L oxydation du cholestérol en présence de cholestérol - oxydase
produit le cholestérol - 3 - one et du peroxyde d’hydrogéne. La quinonéimine qui sert
d’indicateur se forme par ’action de peroxyde d’hydrogéne, de 4 - aminoantipyrine et de

phénol sous I’action catalytique de la peroxydase.

Cholestérol—estérase

Ester de cholestérol + H,0 cholestérol + RCOOH
3 Cholestérol—oxydase ;
Cholestérol + H,0 cholestérol — 3 — one + 4 H,0
Péroxydase

2 H,0 + phénol + 4 — aminoantipyne ———— quinonéine + H,0

Mode opératoire
Les différents tubes ont été complétés comme 1’indique le Tableau XI.

Tableau XI : Mode opératoire pour le dosage du cholestérol total

Tubes Blanc réactif Echantillon / standard
Echantillon/Standard - 10 puL
Eau distillée 10 uL -
Réactif de travail 1000 pL 1000 pL

Les tubes ont été agités a I’aide du vortex, puis incubés a température ambiante pendant
10 min. Les absorbances ont été lues au spectrophotomeétre contre le blanc a 546 nm.

La concentration du cholestérol a été calculée a 1’aide de la formule suivante :
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Abséchantillon

[Cholestérol](mg/dL) = X Concentrationg gnaard

Absstandard

e Dosage du HDL-cholestérol

Le dosage du HDL - cholestérol se fait selon le méme principe que celui du cholestérol

total (2); cependant, il nécessite la précipitation préalable du LDL - cholestérol.

Principe de précipitation du LDL - cholestérol
En présence du chlorure de magnésium, les lipoprotéines de faible densité (LDL), de trés
faible densité (VLDL) et les chylomicrons réagissant avec 1’acide phosphotungstique

précipitent. Le HDL - cholestérol est ainsi dosé dans le surnageant.

Mode opératoire

Ce dosage se fait en deux étapes :

v Précipitation des lipoprotéines de faible densité : dans chaque tube échantillon a été
introduit 500 pL de sérum et 1000 pL de précipitant HDL ; aprés une agitation au vortex et une
incubation pendant 10 minutes, les tubes ont été centrifugés a 4000 tr/min pendant 10 minutes.
Le surnageant a éte retiré juste apres la centrifugation.

v" Dosage du HDL - cholestérol (Tableau XII).

Tableau XI1 : Mode opératoire pour le dosage du HDL - cholestérol

Tubes  Blanc réactif Standard / Echantillon
Eau distillée 100 pL -
Surnageant/Standard - 100 pL
Réactif de travail 1000 pL 1000 pL

Apres une agitation au vortex et une incubation de 10 min a température ambiante
les absorbances ont été lues au spectrophotomeétre contre le blanc a 500 nm.

La concentration du HDL-cholestérol a été déterminée par la formule suivante :

Absg i .
[HDL — c](mg/dL) = W X Concentration segnaarda X 3*
standard

* Facteur de dilution donné par le kit

e Dosage du LDL - cholestérol
Principe
Les LDL - C sériques sont précipités par ajout de I’héparine en milieu isoélectrique
(pH : 5,05). Aprés centrifugation, les HDL et VLDL restent dans le surnageant et sont

déterminés par la méthode enzymatique.
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Mode opératoire
Le protocole de dosage a été fourni par le kit. Deux phases ont été nécessaires pour la
réalisation de ce dosage (Tableau XIII).

Tableau XI11 : Protocole de dosage du LDL - cholestérol

Tubes Blanc Standard Echantillon
Echantillon - - 100 pL
Précipitant - - 1000 pL

Les tubes ont été mélangeés et incubés a la température ambiante pendant 10 min. Le surnageant est
séparé du précipité dans les unes heures précédant la centrifugation a 4000 tr.min™ pendant 15 min.

Echantillon - - 50 pL
Standard - 50 pL -
Eau distillée 50 pL - -
Réactif de travail 1000 pL 1000 pL 1000 pL

Les tubes ont été homogénéisés et incubés pendant 10 min a température ambiante. La mesure des
absorbances a été effectuées contre le blanc & 500 nm.

La concentration du cholestérol dans le surnageant est calculée a partir de la formule :
Absg i ,
[CHO gyrmageant | (mg/dL) = Z25hantllon s Concentration sagnaqra X 11*

AbSstandard

* Facteur donné par le kit

La concentration du sérum en LDL-C est déduite par la relation :

[LDL — c] (mg/dL) = Choletérolryq, ~ cholestérol g nageant

e Détermination des index lipidiques

Les indices lipidiques (index athérogéne (1A), index du risque coronarien (CRI), et index

du risque cardiovasculaire (CR)) ont été respectivement calculés suivant les formules ci-apres :

IA_CHO—HDL—C CRI = CHO CR = TG
~ HDL-C " HDL-C " HDL-C

(Kunutsor et al., 2017) (Beyegue et al., 2012) (Wakabayashi & Daimon, 2019)
11.2.7.2. Evaluation de la fonction hépatique
e Dosage des protéines totales
o Préparation des solutions

v" Solution de Sérum Albumine Bovin (SAB) : a 150 mg de SAB ont été ajoutés 50 mL
d’eau distillée. La solution ainsi obtenue avait une concentration de 3 mg.mL™.

v Réactif de Biuret : le réactif de Biuret a été préparé en deux étapes :
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CuSOQOq4, H20 0,759

Solution A Tartrate de Na* et K, H.O 3,009
Eau distillée 50 mL
NaOH 0,759

Solution B { Eau distillée 100 mL
NaCl 9 %o 300 mL

Les deux solution (A et B) ont été mélangées et le volume final a été ajusté a 500 mL avec

de I’eau distillée. Le mélange obtenu est stable a température ambiante.
o Dosage des protéines

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 complexé avec le tartrate pour
former un complexe cuivro - protéique de couleur violette qui présente un maximum
d’absorption a 540 nm. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de protéines

présente dans le milieu (Gornall et al., 1949).

Mode opératoire

Dans les tubes échantillons ont été introduits 50 pL. du sérum ou de ’homogénat (20 %
pour le foie, le rein et le cerveau, 10 % pour le coeur et 5 % pour I’aorte) et 50 uL d’eau distillée
dans le tube témoin. Apres introduction des différents réactifs dans les tubes comme indiqué
dans le Tableau XIV, I’ensemble a ét¢ homogénéisé au vortex et incubé pendant 5 min a
température ambiante. L’absorbance a été lue a 540 nm, a 1’aide d’un spectrophotométre (type

URIT - 810) contre le témoin.

Tableau X1V : Mode opératoire pour le dosage des protéines par la méthode de Biuret

N° tubes 0 1 2 3 4 5 6 Xn
Blanc Etalons Echantillon

SAB(mL) 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 0,00

Eau distillée (mL) 3,00 2,75 2,50 225 200 1,75 1,50 2,95
Réactif de Biuret (mL) 2 2 2 2 2 2 2 2
Echantillon (pL) 0 0 0 0 0 0 0 50
Quantité de protéines (mg) 0,00 0,75 1,50 2,25 3,00 3,75 450 X
Absorbance 0,000 0,027 0,062 0,074 0,098 0,122 0,149 Y

La concentration (mg.mL™) des protéines dans les tubes tests a été déterminée en utilisant

1I’équation de droite obtenue a partir de la courbe d’étalonnage (Figure 18) suivant la formule :
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Y = 0,0329X x 50
- 1000

(Y) absorbance, (X) quantité de protéines en mg.mL™ d’échantillon; et 50/1000 :facteur de dilution de
[’échantillon

0,15 .
£0.10 . y = 0,0329x
s R? = 0,9992
Bt L
2 .

20,05
< .
0,00 &=
0 0,75 1,5 2,25 3 3,75 4,5

Quantité de protéines (mg)

Figure 18 : Courbe d’étalonnage de la quantité des protéines

e Dosage de I’albumine
Principe
L’albumine sérique se lie au Bromocrésol en milieu acide, pour former un complexe vert.

L’intensité de la coloration est proportionnelle a 1’albuminémie.

Mode opératoire
Les tubes ont été complétés suivant le Tableau XV.

Tableau XV : Mode opératoire pour le dosage de I’albumine sérique

Tubes Blanc Echantillon/Standard
Echantillon/Standard - 5uL
Eau distillée 5uL -
Réactif 1000 pL 1000 pL

Les tubes ont été agités et incubés a température ambiante pendant 5 min. Les
absorbances ont été lues dans les 30 minutes suivant I’incubation a 620 nm.

La détermination de la quantité d’albumine a été faite suivant la formule ci-apres :

Abséchantillon

[Albumine](g/L) = X Concentrationggandard

Absstdandard

e Dosage des activités des transaminases sériques

Principe
L’ aspartate aminotransférase (ASAT) et 1’alanine aminotransférase (ALAT) catalysent

respectivement les réactions suivantes :

ASAT
L — Aspartate + a — cétoglutarate < Oxaloacétate + Glutamate
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ALAT
L — Alamine + a — cétoglutarate «<— Pyruvate + Glutamate

L’ALAT et PASAT catalysent le transfert du groupement aminé respectivement de
I’alanine sur I’ a-cétoglutarate pour former le pyruvate et le glutamate, et de 1’aspartate vers I’ a-
cétoglutarate pour former I’oxaloacétate et le glutamate. Le pyruvate et I’oxaloacétate formés
réagissent avec le 2,4 - dinitrophenylhydrazil (DNPH) pour donner le complexe pyruvate
hydrazone ou oxaloacétate hydrazone marron qui absorbe en présence du NaOH a 546 nm.
L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de pyruvate ou de 1’oxaloacétate

dans le milieu, ¢’est-a-dire reliée a ’activité de ’ALAT ou de ’ASAT.

Mode opératoire
Les différents tubes ont été complétés comme indiqué dans le Tableau X V1.

Tableau XVI : Protocole de dosage des aminotransférases

Tubes Blanc Echantillon

Echantillon - 100 pL

Eau distillée 100 pL -

Tampon ASAT/Tampon ALAT 500 pL 500 pL
Apres agitation au vortex, les tubes ont été incubés au bain-marie pendant 30 minutes a 37 °C

Standard pyruvate 500 pL 500 pL

Les tubes sont homogénéisés et laissés au repos pendant 20 minutes a température ambiante

NaOH 5mL 5SmL

Les tubes sont homogénéisés et les absorbances lues au spectrophotométre aprés 5 min contre le blanc a 546 nm

Les courbes d’étalonnages (Figure 19) ont été réalisées suivant le protocole du kit

Fortress.
g 04 e
0. = 7 ¢ — LG

g 0,3 o y - 0,0073x © 0,3 L y = 0,0042x
2 o R? =0,995 S L R? = 0,9993
$ 02 . s 02 o
< 0,1 0. % 0,1 -

o < =

O o 0 &
0 20 40 60 (0] 25 50 75 100
Courbe d'étalonnage de l'activité ASAT Courbe d'étalonnage de l'activité de ALAT

Figure 19 : Courbes d’étalonnage de I’activité de I’ASAT (A) et de I’ALAT (B)
Les activités x en U.L ™ ont été déterminées a partir des formules :

YASAT = 0,0073X et YALAT = 0,0042X

Y: absorbance et X: activité
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e Dosage de I’activité de la y - glutamyl transpeptidase
La gamma-glutamy| transpeptidase est une glycoprotéine membranaire intrinséque.
Principe

Lay-GT en présence de glycyl - glycine, coupe la L-y-glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide
en L -v-glutamyl - glycyl - glycine et 5-amino - 2 - nitrobenzoate. La variation de

I’absorbance de 1’échantillon est proportionnelle a 1’activité.

Mode opératoire
Pour ce dosage, le protocole a été fourni par le kit Giesse Diagnostic (Italie). Ce protocole
est consigné dans le Tableau XVII.
Tableau XVII : Protocole de dosage de la y-GT

Tube Test
Solution de travail 1000 (pL)
Echantillon 100 (pL)

Aprés homogénéisation et incubation d’une 1 min a 37 °C au bain - marie, I’absorbance
initiale a été lue contre ’eau distillée a 405 nm puis renouvelée aprés 3 minutes.

L’activité de la y-GT a été calculee a partir de la formule :

AAbs
3

Activitéy — GT (U|L) = 222 x 1158*

* Facteur donné par le kit

e Dosage de I’activité de la phosphatase Alcaline

Principe

La phosphatase alcaline (PAL) agit sur le tampon 2 - amino - 2 - méthyl - 1 - propanol et
du thylolphtaléine monophosphate de sodium en présence de chlorure de magnésium pour
former un chromogeéne bleu qui absorbe entre 580 - 630 nm.
Mode opératoire

Les tubes ont été préparés selon les recommandations du kit Fortress Diagnostic
(Royaume-Uni) comme indiqué dans le Tableau XVIII.

Tableau XVIII : Protocole de dosage de la PAL

Tube Blanc Standard Echantillon
Substrat (uL) 500 500 500
Le substrat a été activé en introduisant les tubes au bain-marie a 37 °C pendant 3 min
Eau distillée (uL) 50 - -
Standards (pL) - 50 -
Echantillon (uL) - - 50
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Les tubes ont été incubés pendant 10 min a 37 °C
Réactif coloré (uL) 2500 2500 2500

Les tubes ont été homogénéisés puis les absorbances ont été lues contre le blanc a 630 hm

L’activité de la PAL a été déterminée en utilisant la formule ci-dessous.

Abséchantillon

Activité PAL (U/L) = X Concentrationggnaard

Absstandard

e Dosage de la bilirubine
Principe
La bilirubine en présence de I’acide sulfanique donne 1’azobilirubine, composé coloré qui

absorbe entre 550-580 nm.

Mode opératoire
Les tubes ont été remplis d’aprés le protocole fourni par le kit Inmesco (Allemagne)

comme consigné dans le Tableau XIX.
Tableau XIX : Protocole de dosage de la bilirubine

Bilirubine Directe Bilirubine totale

Tubes Blanc échantillon Essai Blanc échantillon Essai
Réactif 1 (uL) 100 100 200 200
Réactif 2 (uL) - 20 - 40
Réactif 3 (uL) - - 800 800

Chlorure de Sodium (L) 1000 1000 - -

Echantillon (uL) 100 100 200 200

Les Abs ont été lues contre le blanc Aprés incubation pendant 5

eau distillée a 546 nm apres minutes, les Abs ont été lues contre
exactement 3 min d’incubation le blanc eau distillée a 546 nm

La concentration de la bilirubine est donnée par la formule ci-dessous.
[Bilirubine](umol|L) = AAbs X F

F (facteur) : Bilirubine directe =246 umol/L  ou Bilirubine totale = 154 pumol/L,

AADbs : variation de ’absorbance.

11.2.7.3. Evalution de la fonction rénale

e Dosage de la créatinine

Principe
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En milieu alcalin, la créatinine réagit avec 1’acide picrique pour former un complexe jaune
orangé dont I’intensité est proportionnelle a la concentration de la créatinine présente dans le

milieu réactionnel.

Mode opératoire

Les tubes ont été préparés d’aprés le protocole du kit Fortress diagnostics (Tableau XX).

Tableau XX : Protocole de dosage de la créatinine

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

Apres agitation, I’absorbance initiale des échantillons ainsi que du standard
ont été lues a 30 secondes apres le début de la réaction puis a 150 secondes

La concentration de la créatinine a été calculée en utilisant la formule suivante :

AAbs, i
[Créatinine] (umol/L) = —_cchantillon o » oncentrationg gndaard
AAbsstandard

A = variation d ‘absorbance entre 30 secondes et 150 secondes
e Dosage de I’acide urique

Principe

L acide urique est converti par I’uricase et le peroxyde d’hydrogene qui, sous I’influence
catalytique du peroxyde (POD), oxyde le composeé, réagit avec la 4 - aminophénazone et le
3,5 - diclorophénol - sulfonate donnant un composé de couleur rouge, dont I’intensité de la

couleur est directement proportionnelle a la concentration d'acide urique dans I’échantillon test.

Uricase

Acide urique + H,0 —— Allantoine + C0O, + H,0,

H,0, + 4 — aminophénazone — composé rouge + 3,5 — diclorophenol — sulfate

Mode opératoire
Pour ce dosage le kit de marque SGM Italia dont le protocole est illustré dans le

Tableau XXI a été utilisé :

Tableau XXI : Mode opératoire pour le dosage de 1’acide urique

Tubes Blanc Echantillon/Standard
Echantillon/Standard - 25 pL
Eau distillée 25 uL -
Réactif 1000 pL 1000 pL
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Les tubes ont été agités et incubés a 37 °C dans un bain - marie pendant 5 min. Les
absorbances ont été lues contre le blanc dans les 60 min suivant I’incubation a 620 nm.

La concentration d’acide urique est donnée par la formule ci-dessous :

Abséchantillon

[Acide urique] (mg/dL) = X Conconcentrationg gndard

Absstandard

e Dosage des ions sodium

Principe
Le sodium réagit avec un chromogeéne pour produire un chromophore dont 1’absorbance

est proportionnelle a la concentration en Na* dans 1’échantillon.

Mode opératoire
Pour ce dosage le protocole décrit par le Kit Spectrum Diagnostic (Egypte) a été utilisé
(Tableau XXI1).

Tableau XXII : Protocole de dosage du sodium

Tubes Blanc réactif Standard / Echantillon
Réactif de travail (uL) 1000 1000
Echantillon / Standard (L) - 10

Les tubes ont été homogénéisés puis incubés pendant 5 min a température ambiante.
Les absorbances du standard et des échantillons ont été lues contre le blanc a 630 nm.

La concentration en Na* dans 1’échantillon est donnée par la formule ci-dessous :

Abséchantillon

[Na*] (mmol/L) = X ConcentratioNsgndard

Absstandard

e Dosage des ions potassium
Principe
En milieu alcalin, apres déprotéinisation préalable du sérum par I’acide trichloroacétique,
les ions potassium précipitent avec le tétraphénylborate de sodium pour former une émulsion

proportionnelle trouble de tétraphénylborate de potassium.

Mode opératoire
Le dosage a été effectué suivant le protocole du kit Quimica Clinica Aplicada (Espagne)
comme indiqué dans le Tableau XXIII.

Tableau XXII1I : Protocole de dosage du potassium

Tubes Blanc Standard / Echantillon
Echantillon (uL) - 100
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Précipitant (uL) - 1000

Les tubes ont été agités puis centrifugés a 2000 x g pendant 5 min. le surnageant a été séparer
Réactif de travail (uL) 2000 2000
Standard / Surnageant (L) - 200

Les tubes ont été agités au vortex puis incubés pendant 5 & 10 min. L’absorbance de chaque tube a
été lue contre le blanc a 580 nm au spectrophotométre

La concentration en ions potassium est donnée par la formule :

Absg i ,
[K*] (mmol/L) = ==chantilion s Concentrationggnggra X 11*
AbSstandard

* Facteur donné par le kit
e Dosage des ions chlorure
Principe
Les ions chlorure déplacent le groupement thiocyanate du thiocyanate mercurique non
ionisé pour former du chlorure mercurique et les ions thiocyanate lesquels réagissent avec les
ions ferriques pour former un complexe coloré qui absorbe a 480 nm. L’intensité de la

coloration est proportionnelle a la concentration de chlorure.

Mode opératoire

Le protocole de dosage décrit par le Kit Spectrum Diagnostic (Egypte) a été utilisé
(Tableau XXIV).

Tableau XXIV : Protocole de dosage des ions ClI-

Tubes Blanc réactif Standard / Echantillon
Réactif de travail (uL) 1000 1000
Echantillon / Standard (uL) - 10

Les tubes ont été homogénéisés puis incubés pendant 5 min a température
ambiante. Les absorbances ont été lues contre le blanc réactif a 492 nm

La concentration en Cl dans 1’échantillon est donnée par la formule ci-dessous :

Abséchantillon

[Cl"] (mmol /L) = X Concentrationggndard

Absstandard

11.2.7.4. Evaluation de la fonction cardiagque
e Dosage de I’activité du lactate déshydrogénase
Principe
Le lactate déshydrogénase (LDHase) catalyse la conversion du pyruvate en L - lactate en

présence du NADH qui est oxydé en NAD". La vitesse de conversion du NADH en NAD*

détectable a 340 nm est proportionnelle a 1’activité de la LDHase.
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Mode opératoire
Le protocole de dosage a été donné par Hospitex diagnostic (Italie) comme indiqué dans
le Tableau XXV.

Tableau XXV : Protocole de dosage de la LDHase

Tube Test
Solution de travail 1000 (uL)
Echantillon 100 (uL)

Aprés homogénéisation et incubation d’une 1 min a 37 °C au bain - marie, I’absorbance
initiale a été lue contre ’eau distillée a 405 nm puis renouvelée aprés 3 minutes.

L’activité de la LDHase a été calculée a partir de la formule :

Abs

A
Activité LDHase (pkat|L) = X 16030 x 0,0167 =

* Facteur de conversion donné par le kit (16030x UI.L™ et 0,0167xpkat.L™)

11.2.7.5. Autres parametres sériques
e Dosage des ions calcium
Principe
A pH neutre, le Ca®* forme avec le métallochromogéne Arsenazo 111 un complexe dont
I'intensité de couleur est directement proportionnelle a la concentration de calcium dans

I'échantillon.

Mode opératoire

Le protocole décrit par le Kit Spectrum Diagnostic (Egypte) a été utilisé (Tableau XXVI).

Tableau XXVI : Protocole de dosage des ions calcium

Tubes Blanc réactif Standard / Echantillon
Reéactif de travail (pL) 1000 1000
Echantillon / Standard (pL) - 10

Les tubes ont été homogénéisés puis incubés pendant 3 min a température ambiante.
Les absorbances du standard et des échantillons ont été lues contre le blanc a 630 nm

La concentration en Ca?* dans 1’échantillon est donnée par la formule ci-dessous :

m Absg i
[Ca®*] (d—f) = Z2Cchantillon o concentrationgigngara

Absstandard
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e Dosage des ions magnésium

Principe
L’ion magnésium chélate le phophonazo 111 en un complexe dont I’intensité de la couleur

est proportionnelle a la concentration en magnésium. Les ions calcium sont chélates par
’EGTA.

Mode opératoire

Le protocole décrit par le Kit Spectrum a été utilisé pour dosage (Tableau XXVII).

Tableau XXVII : Protocole de dosage des ions Magnésium

Tubes Blanc réactif Standard / Echantillon
Réactif de travail (uL) 1000 1000
Echantillon / Standard (uL) - 10

Les tubes ont été homogénéises puis incubés pendant 10 min a température ambiante. Les absorbances
ont été lues contre le blanc réactif a 630 nm dans un délai d’une heure aprés la derniére incubation

La concentration en Mg?* dans I’échantillon est donnée par la formule ci-dessous :

Abséchantillon

[Mg?*] (mmol/L) = X Concentrationgandara

Absstandard

11.2.7.6. Evaluation du statut oxydant tissulaire

> Préparation des homogénats

Pour la réalisation des homogénats, 0,40 g de foie, de rein, du cerveau ou d’intestin ont
été transférés dans un mortier dans lequel 2 mL de Tris-HCI 50 mM ont été ajoutés. Pour les
homogénats du cceur (0,2 g) et de 1’aorte (0,1 g), 2 mL de Mac Ewen ont été utilisés pour
homogénéiser les tissus. Apres broyage dans un mortier sur un bac de glace, les homogénats
(20 %, 10 % ou 5 %) obtenus ont éte centrifugés a 1200 tours par minute pendant 20 minutes a
4 °C. Le surnageant recueilli a été conservé en aliquotes au congelateur a une température en
dessous de 0 °C, pour 1’évaluation du statut oxydant.

Le Tampon Tris-HCI 50 mM, KCI 150 mM; pH 7,4 est constitué de 1,21 g de Tris base
et 2,79 g de KCI dissous dans 250 mL. Le pH a été ajusté par ajout de HCI 11,8 N et le volume

complété a 500 mL avec de 1’eau distillée.

e Dosage des nitrites

La méthode utilisée a été celle décrite par Slack (1987) avec les solutions suivantes :
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v" Solution d’acide phosphorique 2,5 % : 2,5 mL d’acide phosphorique saturé ont été
prélevés et dissous dans de I’eau distillée en gsp 100 mL.

v Solution de sulfanilamide 1 % / acide phosphorique 2,5 % : 1 g de sulfanilamide a
été pesé et dissous dans 100 mL d’acide phosphorique 2,5 %.

v Solution standard de nitrite de sodium (1 uM) : 0,69 g de nitrite de sodium (NaNO>)
ont été dissous dans de 1’eau distillée en gqsp 10 mL de solution stock (1 mM). 20 pL de cette
solution stock ont été ajustés a 20 mL avec de I’eau distillée pour avoir la concentration 1 uM.

v Solution de naphtyl éthyléne diamide (NED) 0,1 % : 0,1 g de NED ont été pesés et

dissous dans de I’eau distillée en quantité suffisante pour 100 mL.

Principe de dosage

En présence de ’amino - 4 - bénzéne sulfonamide (sulfanilamide) et de dichlorure de
N - (naphtyl - 1) - diamino - 1,2 - éthane (N - 1 - naphtyl éthyléne diamine) en milieu acide, les
nitrites subissent une réaction de diazotation. Le produit obtenu est proportionnel a la quantité

de nitrite présent dans 1’échantillon.

Mode opératoire
Des dilutions seriées de la solution de NaNO: étaient faites dans 6 tubes a essais. La plus

grande concentration étant de 1 uM, les dilutions ont été réalisées au demi (Tableau XXVIII).

Tableau XXVIII : Mode opératoire pour le dosage et établissement de la courbe d’étalonnage pour les
nitrites

Tubes 0 1 2 3 4 5 6 X
Blanc Etalons Ech
Concentration de NaNO. (uM) 0,000 0,0312 0,062 0,125 0,250 0,500 1,000 -
Volume de NaNO; (uL) 50 50 50 50 50 50 50 -
Echantillon (pL) - - - - - - - 50

Eau distillée (uL) 200 200 200 200 200 200 200 200

Sulfamide/acide phosphorique (L) 200 200 200 200 200 200 200 200
Les tubes ont été incubés a température ambiante et a 1’abri de la lumiére pendant 5 minutes

Solution de NED 0,1 % (uL) 200 200 200 200 200 200 200 200

Les tubes ont été incubés a I’abri de la lumiére pendant 5 minutes. Les absorbances ont été lues contre le
blanc & 546 nm dans les 30 minutes suivant la derniére incubation.
Absorbances obtenues 0,000 0,093 0,170 0,357 0,771 1,634 3,470 ?

NED = Naphtylétylenediamide. Ech : échantillon

Les tubes étalons (1 & 6) ont permis de tracer la courbe d’étalonnage (Figure 20) :
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Figure 20 : Courbe d’étalonnage des nitrites

La concentration des nitrites (umol/g de tissu) a été déterminée a partir de 1’équation de
droite Y = 3,4041X (Figure 20).

e Activite de la catalase
Les solutions utilisées sont les suivantes :
v" Solution de dichromate de potassium 5 % : 2,5 g de dichromate de potassium ont été
dissous dans 50 mL d’eau distillée.
v Solution de peroxyde d’hydrogéne (50 mM) : 243 uL de peroxyde d’hydrogéne 35 %

ont été dissous dans de 1’eau distillée en quantité suffisante pour faire 50 mL.

Principe de dosage

En milieu acide, le peroxyde d’hydrogene se lie au dichromate de potassium pour former
un précipité bleu-vert d’acide perchromique instable qui est réduit par la chaleur en un
complexe vert d’acétate chromique (Sinha, 1972). La catalase, décomposant le H,0, a une

activité inversement proportionnelle a la quantité de H, 0, restant dans le milieu.

Mode opératoire

A une solution aqueuse de dichromate de potassium 5 % a été ajouté lentement 150 mL
d’acide acétique glacial (solution corrosive et toxique). Pour le dosage de la catalase tissulaire,
les différents réactifs ont été mélangés comme indiqué dans le Tableau XXI1X, afin d’établir la

courbe d’étalonnage (Figure 21).

Tableau XXIX : Protocole de réalisation de la courbe d’étalonnage et de dosage de la catalase

Etalons Blanc
Tubes 1 2 3 4 5 § 7 g g St o Ech
Echantillon (uL) - - - - - - - - - - 25 25
Tampon phosphate - - - - - - - - - - 475 375
H.O,50 mM (uL) 0,0 125 250 375 500 625 750 875 100,0 100,0 - 100,0
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Les tubes ont été incubés a température ambiante pendant exactement une
minute, la réaction a été arrétée par ajout de la solution
chhro_mate / acide 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
acetique (mL)
Les tubes ont été chauffés a 100 °C au bain - marie pendant 10 minutes (apparition de
la couleur verte d’acétate chromique) et refroidis a température ambiante
Eau distillée (uL) 500,0 487,5 475,0 462,5 450,0 437,5 425,0 412,5400,0 400,0 -
H.O, (umol) 0,000 0,625 1,250 1,875 2,500 3,125 3,75 4,3755,000 5,000 ?
L’absorbance des tubes a été lue a 570 nm
Absorbances 0,000 0,011 0,023 0,032 0,043 0,055 0,069 0,076 0,085 0,085 ?

0,10
@

008
qé 0.7 y=0,0174x
g 0,06 - R? = 0,9991
e
2 0,04 o

002 + . -

.__,,o'"
0,00 ="
0 1 2 3 4 5 umol de H,0,

Figure 21 : Courbe d’étalonnage du peroxyde d’hydrogene

La quantité de peroxyde d’hydrogéne restant dans la solution (surtout des tubes étalons)
est déterminée a partir de la courbe d’étalonnage et permet de la validation de la stabilité de la
solution du H,0.. L’activité spécifique de la catalase, exprimée en kU.g? de tissu a été

déterminée a I’aide de la formule (Hadwan, 2018; Sinha, 1972) :

2,303
Activité de la catalase (kU /g de tissu) =

S°] 1000 1
X

1 —
X[OgS—M

X
Vs  f
S°: absorbance du standard; S: absorbance du tube test; M: absorbance du blanc échantillon; t : temps
de la réaction; Vs : volume d’homogénat., 1000/Vs : coefficient de dilution, f: facteur de dilution de
[’organe.

e Dosage du glutathion réduit

Le dosage a été effectué en utilisant le réactif d’Ellman et le tampon phosphate.

v' Tampon phosphate (0,1 M ; pH 6,5) : ce tampon a été obtenu en ajoutant 200 mL, puis
goutte a goutte 80 mL de solution de phosphate monosodique a 500 mL de la solution de
phosphate disodique hydraté. Ce qui a donné un volume final de 780 mL de tampon phosphate.

v Réactif d’Ellman : 4,96 mg d’acide 5,5° — dithio-bis — (2-nitrobenzoique) (DTNB) ont
été dissous dans le tampon phosphate (0,1 M ; pH 6,5) en quantité suffisante pour faire 250 mL.

Principe de dosage
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La méthode mise au point par Ellman (1959) pour la détermination de la quantité de
glutathion réduit est basée sur le fait que le DTNB réagit avec les groupements thiol du

glutathion pour former un complexe de coloration jaune qui absorbe a 412 nm.

Mode opératoire

L’homogénat de chaque organe (100 pL) a été incubé a température ambiante avec
1500 pL. de réactif d’Ellman. La coloration jaune développée apreés une heure été lue au
spectrophotometre a 412 nm. La concentration du glutathion a été calculée a I’aide du

coefficient d’extinction molaire € suivant la formule :

Abs Vt 1

— X
sxt’xVe f

[GSH]|(mmol/g de tissu) =

Vt : volume total du surnageant ; Ve . volume de [’échantillon prélevé (mL) ; { : trajet optique (cm) ; € :
coefficient d’extinction molaire (13600 | mmol. cm); f: facteur de dilution de [’organe.

e Dosage de la malonyldialdéhyde

Les solutions suivantes ainsi préparées ont été utilisées :

v Solution d’acide trichloroacétique (TCA) 20 %: 2 g de TCA ont été pesés et dissous
dans I’eau distillée en quantité suffisante pour faire 10 mL.

v Solution d’acide thiobarbiturique (TBA) 0,67 %: 0,67 g de TBA ont été dissous dans
100 mL d’eau distillée.

Principe de dosage
Les aldéhydes, comme I’aldéhyde malonique (MDA), formés au cours de la peroxydation
lipidique réagissent avec 1’acide thiobarbiturique pour former un complexe coloré rose qui

absorbe avec un maximum a 530 nm.

Mode opératoire

Le mode opératoire est celui décrit par Wilbur et al. (1949). Dans les tubes a essai a été
introduit 500 pL de 1’échantillon de chaque organe et dans le tube témoin, 250 pL de tampon
Tris-HCI 50 mM, KCI 150 mM, pH 7,4. Dans chaque tube a été ajouté 250 uL de TCA 20 %
et 500 pL de TBA 0,67 %. Les tubes ont été bouchés a 1’aide des billes de verre et incubés
pendant 10 minutes a 90 °C au bain-marie. Ils ont ensuite été refroidis a 1’eau de robinet et
centrifugés a 3000 tr. min pendant 15 minutes a température ambiante. Les surnageant ont été
décantés et les densités optiques lues a 530 nm contre le blanc. La concentration en MDA a été

calculée a I’aide du coefficient d’extinction molaire € suivant la formule :
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AAbs Vt 1

[MDA](mmol / g de tissu) = 7% %X?

Vt : volume total du surnageant ; Ve : volume de [’échantillon prélevé (mL) ; € : trajet optique (cm) ;
e : coefficient d’extinction molaire (1,56 % 10° cm? mmol) ; AAbs : Abs essai — Abs blanc; f : facteur de
dilution de l’organe.

11.2.8.  Analyses statistiques

Les résultats ont été exprimés sous forme de moyenne + erreur standard sur la moyenne
(ESM). Les aires sous la courbe (AUC) ont été automatiquement calculées et données par le
programme graph pad prism. La comparaison des données pendant les phases d’induction a été
faite a 1’aide du test t de Student en utilisant le logiciel “GraphPad Prism” version 8.0.1.
L’analyse des effets hypotenseurs, des tests de réactivité vasculaire et des évolutions pondérales
a été faite a I’aide du test d’analyse des variances a deux voie (two - way ANOVA) suivie d’un
post test (Dunnet ou Tukey, selon la comparaison). Le test d’analyse des variances a une voie
(one - way ANOVA) suivie du post test de Dunnett ou de Tukey, a été utilisé pour comparer
les AUC, les Kirt, les masses des organes, les paramétres hémodynamiques, biochimiques,
biométriques, et hématologiques. Les valeurs de probabilité p <0,05 ont été considérées

comme significatives.
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CHAPITRE IIT :
RESULTATS ET DISCUSSION




.1 Résultats
I11.1.1. Phytochimie
Les tests phytochimiques qualitatifs de I’extrait aqueux de Fagara tessmannii ont révélé
la présence des alcaloides, terpénoides notamment les stéroides et les résines, saponines,
mucilages et glycosides cardiaques, coumarines, et composés phénoliques incluant les
flavonoides, les tannins (tannins galliques, phlobatannins), les proanthocyanidols. Les oxalates,

les quinones, les bétacyanines, et les anthocyanines se sont révélés absents (Tableau XXX).

Tableau XXX : Phytochimie  Tests phytochimiques  Résultats qualitative de I’extrait
aqueux des écorces du tronCc  AJcaloides + de F. tessmannii

Mucilages
Glycosides cardiaques

Stéroides

Résines

Polyphénols
Flavonoides
Tannins

Tannins galliques
Tannins catéchiques
Phlobatannis

Coumarines

+ + + + + + + + + + + +

Saponines

Oxalates

Quinones

Bétacyanes

Anthocyanes -

+ : présence; - : absence

I11.1.2. Effets hypotenseur et vasorelaxant de I’extrait aqueux des écorces du
tronc de F. tessmannii

111.1.2.1. Effets de I’administration intraveineuse de ’extrait aqueux sur la
pression artérielle et la fréquence cardiaque

111.1.2.1.1. Effets de différentes doses de F. tessmannii

La Figure 22 montre les effets aigus de 1’extrait aqueux de F. tessmannii sur la pression
artérielle systolique (PAS) chez le rat normotendu (RNT). L’injection de I’extrait aqueux de F.
tessmannii a provoqué au bout de 5 — 15 secondes une chute immédiate et significative de la
PAS de 25,90 %, 21,97 %, 25,70 %, 23,67 % et 24,36 % chez le RNT, respectivement aux
doses 5, 10, 20, 30 et 40 mg.kg™* (Figure 22A).
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A I’exception de la dose 5 mg.kg™ dont I’effet aprés 3 minutes a quasiment été similaire
a celui du solvant (eau distillée, DH20) (Figures 22A, B), I’extrait injecté par voie intraveineuse
chez le RNT a induit une baisse immédiate puis tardive de la pression artérielle.

Aprés une minute, ’injection de la dose de 10 mg.kg™ a provoqué une diminution de la
PAS de 15,10 % (p < 0,01) qui est remontée ensuite rapidement pour se situer a - 4,46 % de la
valeur de départ au bout 4 minutes avant de rechuter progressivement et atteindre un pic
significatif (18,36 %, p < 0,001) aprés 50 minutes pour enfin revenir a une baisse de 14,35 % a

la 60°™ minute.

La dose de 20 mg.kg? a induit une diminution non significative de 6,21 % a la
2™ minute. La PAS est progressivement remontée jusqu’a la 18%™ minutes environ avant de
redescendre et se maintenir autour de 5% en dessous de la valeur initiale jusqu’a la fin

d’observation.

L’extrait a la dose de 30 mg.kg™? a provoqué une diminution immédiate de la PAS de
11,17 % (p = 0,12) 2 minutes aprées ’injection. La PAS est remontée ensuite rapidement puis
progressivement pour s’arréter a 7,34 % en dessous de la valeur de départ au bout de 8 minutes.
Dés la 15°™ minute, cette dose a induit une diminution tardive et significative de la PAS qui a

perduré jusqu’a la 60°™ minute atteignant 27,75 %.

La dose de 40 mg.kg? a réduit la PAS de 15,98 % (p < 0,01) environ 2 minutes aprés
I’injection. Aprés une remontée durant 3 minute jusqu’a 6,54 % en dessous de la valeur initiale,
la pression a progressivement diminué pour atteindre un pic significatif (19,04 %) a la

35°™ minute puis s’est stabilisée autour de 14,11 % (p < 0,05) vers la 50°™ minute.

La Figure 22B révéle que 1’ Aire nette sous la courbe (AnUC) de I’effet induit par la dose

30 mg/kg est la plus importante, comparée aux autres doses de 1’extrait de plante.
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—a— DH20 1 mL/kg [ F. tessmannii 20 mg/kg
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Figure 22 : Effets aigus de doses uniques de F. tessmannii sur la pression artérielle systolique (PAS,
A) et Aire nette Sous la Courbe (AnUC, B) correspondante. Chaque point ou barre représente la
moyenne = ESM (n = 6). ***p < 0,001 (5 mg/kg), ***p < 0,05, *®# p < 0,01 et >>>¥ p < 0,001. (a,b,c),
(), (a,b,0) et (a,p,y) représentent les significativités respectivement pour les doses de 10, 20, 30 et
40 mg/kg par rapport a to. ** p < 0,01 et *** p < 0,001 par rapport a I’eau distillée (DH20).
L’administration de 1’extrait de plante n’a entrainé aucune modification significative de la

fréquence cardiaque (FC) et de la pression artérielle pulsée (PP) a toutes les doses étudiées
(Figure 23).

—a— DH20 1 mL/kg —o—F. tessmannit 5 mg/kg —+— F. tessmannii 10 mg/kg
F. tessmannii 20 mg/kg —e— F. tessmannii 30 mg/kg ——— F. tessmannii 40 mg/kg
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Figure 23 : Effets aigus de doses uniques de Fagara tessmannii sur la fréquence cardiaque (FC, A) et
la pression artérielle pulsée (PP, B). Chaque point représente la moyenne + ESM (n = 6).

Il ressort de ces résultats que la dose 30 mg.kg exerce une meilleure activité hypotensive
en comparaison aux autres doses étudi¢es. Ceci a justifié son utilisation pour 1’évaluation des

mécanismes d’action probables impliqués dans I’effet hypotenseur de I’extrait de plante.
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% de variation de la PAS

% de variation de la FC

111.1.2.1.2. Exploration des mécanismes responsables des effets
hypotenseurs de ’extrait aqueux de F. tessmannii

a)-Implication des récepteurs az et B - adrénergiques

La Figure 24 montre que la présence de yohimbine, antagoniste oy - adrénergique a
significativement bloqué I’effet hypotenseur immédiat et tardif de F. tessmannii (Figure 24A).
En présence du propranolol, bloqueur des récepteurs P - adrénergiques, 1’effet hypotenseur
immédiat de F. tessmannii (30 mg.kg?) a significativement été inhibé (p <0,05). La FC a
significativement augmentée ainsi que la PP (Figure 24C, D).

L’AnUC obtenue en présence du propranolol est significativement réduite (p < 0,01) par
rapport a celle de la courbe en absence d’antagoniste (Figure 24B). De méme, I’administration
de yohimbine a inhibé de facon significative (p <0,001) I’effet hypotenseur de I’extrait ;
inhibition caractérisée par une AnUC totalement inversée (Figure 24B).
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Figure 24: Influence du propranolol et de la yohimbine sur les effets aigus de Fagara
tessmannii (30 mg.kg?) sur la pression artérielle systolique (PAS, A) et Aire nette Sous la Courbe
(AnUC, B) associée, la fréquence cardiaque (FC, C), et la pression artérielle pulsée (PP, D). Chaque
point ou barre représente la moyenne + ESM, (n=6). ®:en présence de, “p<0,05, #p<0,01,

p < 0,001 par rapport a I’effet de F. tessmannii sans antagoniste.
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b)-  Effets de la réserpine et de I’atropine sur les effets hypotenseurs de
Fagara tessmannii

Chez les rats réserpinisés, I’extrait aqueux de F. tessmannii a induit une augmentation
significative de la PAS de 34,19 %. Ceci est un effet opposé a la chute immédiate induite par
I’extrait en 1’absence de prétraitement (Figure 25A). En présence d’atropine, les effets
hypotenseurs immédiat et tardif de 1’extrait ont été significativement (p <0,01) inhibés
(Figure 25A) ; ce résultat se traduit par une diminution significative (p <0,01) de I’AnUC
(Figure 25B). De méme, il a été observée une diminution de 28,03 % (p > 0,05) de I’AnUC
obtenue en présence de la réserpine par rapport a celle de la courbe en absence d’antagoniste
(Figure 25B).

Chez ces rats réserpinisés, 1’extrait de plante a induit une augmentation de la FC pendant
toute la durée d’observation (Figure 25C) comparé a la FC en présence de 1’extrait seul
(Figure 25D). L’extrait de plante (30 mg.kg™?) n’a induit aucune modification significative de
la FC et de la PP en présence de 1’atropine (Figure 25C, D).
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Figure 25: Influence de la réserpine ou de I’atropine sur les effets aigus de Fagara tessmannii
(30 mg.kg?) sur la pression artérielle systolique (PAS, A) et Aire nette Sous la courbe (AnUC, B)
associée, la fréquence cardiaque (FC, C) et la pression artérielle pulsée (PP, D). Chaque point ou barre
représente la moyenne + ESM (n = 6). ® : en présence de. “p < 0,05, p < 0,01, ° p < 0,001 : différences
significatives par rapport a F. tessmannii sans antagoniste.
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c)-Effets de ’indométacine et du L — NAME sur la variation de la pression
artérielle induite par F. tessmannii

La présence du L — NAME a significativement (p < 0,01) réduit les effets hypotenseurs
immédiat de I’extrait (Figure 26A). L’activité hypotensive tardive de I’extrait a été totalement
inversée par le prétraitement au L - NAME. L’AnUC en présence du L —-NAME a

significativement (p <0,001) diminuée par rapport a celle de I’extrait seul de 63,91 %
(Figure 26B).

Le prétraitement des rats a ’indométacine a entrainé une diminution (p > 0,05) de I’effet

hypotenseur tardif de I’extrait a partir de la 20°™ minute.

En présence de ces antagonistes, il n’a pas été observé de variation significative de la FC
et de la PP (Figure 26C, D).
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Figure 26 : Impact du L - NAME ou de I’indométacine sur les effets aigus de Fagara tessmannii
(30 mg.kg™?) sur la pression artérielle systolique (PAS, A) et Aire nette Sous la courbe (AnUC, B)
corresponde, la fréquence cardiaque (FC, C), et la pression artérielle pulsée (PP, D). Chaque point ou barre
représente la moyenne + ESM, (n = 6). ® : en présence de. “p < 0,05,” p< 0,01, *p < 0,001 : différences
significatives par rapport a F. tessmannii sans antagoniste.
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111.1.2.2. Effets vasorelaxants de I’extrait aqueux de F. tessmannii

111.1.2.2.1. Effets vasorelaxants de F. tessmannii sur les anneaux d’aorte
précontractés a la phényléphrine

L’extrait aqueux des écorces du tronc de F. tessmannii a induit une relaxation
concentration - dépendante sur les anneaux d’aorte intacts précontractés a la phényléphrine
(Phe) (Figure 27). L effet relaxant maximal (Rmax) était de 58,23 + 3,15 % a la concentration
de 1 mg.mL? d’extrait avec pour concentration nécessaire pour produire la moitié de la
relaxation maximale (ECso) de 8,18.10° mg.mL™. La Figure 27 montre que, le retrait de
I’endothélium a provoque une diminution significative (p < 0,001) de la vasorelaxation induite
par F. tessmannii sur les vaisseaux précontractés avec la Phe. Les Rmax (Figure 27A) et I’effet
global (ou Aire Sous la Courbe (AUC), Figure 27B) sont respectivement passés de
58,23 +3,15% et 129,60+ 11,32 sur les anneaux d’aorte intacts a 15,64 +1,41 % et
22,53 £ 3,36 (p < 0,001) sur les anneaux dénudés.
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Figure 27 : Effets cumulatifs de F. tessmannii (102 - 10° mg/mL) sur les anneaux d’aorte avec
endothélium (E") et sans endothélium (E°) précontractés avec la Phe (10°M) (A) et Aire Sous la Courbe
(AUC, B) correspondante. Les points et barres sont présentés sous forme de moyenne £ ESM

(n=5-10). ECso: concentration nécessaire pour produire la moitié de la relaxation maximale.
*** p < 0,001 vs. eau distillée (DH,0) - E*; ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs. F. tessmannii-E*.

111.1.2.2.2. Effets vasorelants de ’extrait en présence des substances
pharmacologiques

a)- Effets de I’atropine sur la vasorelaxation induite par I’extrait de plante
L’effet vasorelaxant de I’extrait aqueux de F. tessmannii a significativement été inhibé

en présence de I’atropine (10° M). La Rmax et I’AUC sont respectivement passés de
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58,23 £ 3,15 % et de 129,60 + 11,32 en I’absence d’atropine a 37,07 + 4,24 % (p < 0,001) et
68,20 + 8,91 (p < 0,01) en présence d’atropine (Figure 28B).
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Figure 28 : Effets de d’atropine (10° M) (A) sur I’effet vasorelaxant induit par F. tessmannii
(10 - 10° mg/mL) sur anneaux d’aorte avec endothélium (E*) précontractés a la Phe (10 M) et
Aire sous la courbe (AUC, B) correspondante. Chaque point ou barre représente la
moyenne £t ESM (n=6-10). *p<0,05 **p<0,01 et ***p<0,001: différences
significatives par rapport a I’effet de F. tessmannii sans antagoniste.

b)-  Effets de I’'indométacine, du L — NAME, et du bleu de méthyléne

Comme présenté sur la Figure 29A, les réponses vasorelaxantes induites par I’extrait de
F. tessmannii sur anneaux d’aorte intacte étaient similaires en 1’absence ainsi qu’en présence
d’indométacine (10° M).

Le prétraitement des anneaux d’aorte avec le L - NAME (10 M) Figure 29B) ou le bleu
de méthylene (BM) ; Figure 29C) a induit une diminution significative de la vasorelaxation
induite par I’extrait aqueux de F. tessmannii. En présence du L - NAME ou du BM, les AUC
étaient respectivement de 87,85 + 12,34 % (p < 0,05) et de 43,45 + 5,85 % (p < 0,01) contre
129,60 + 11,32 % sur les anneaux d’aorte en absence d’antagoniste (Figure 29D). L’inhibition
induite par le BM est significativement (p <0,001) supérieure a celle du L - NAME
(Figure 29D). L’ECso est passé de 8,18.103mg.mL' en absence d’antagoniste a
58,99.10 3 mg.mL? en présence du L — NAME et a 127,90 mg.mL"* en présence du BM.
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Figure 29 : Effets de I’indométacine (10° M) (A), du L — NAME (10 M) (B), et du bleu de méthyléne
(10 M) (C) sur I’effet vasorelaxant induit par F. tessmannii (102 - 10° mg/mL) sur anneaux d’aorte avec
endothélium (E*) précontractés a la Phe (10 M) et Aire sous la courbe (AUC, D) correspondante. Les
points et barres sont exprimées en moyenne £ ESM (n =6 - 10). * p < 0,05, ** p < 0,01 et *** p < 0,001 :
différences significatives par rapport a ’effet de F. tessmannii sans antagoniste ; ¥p < 0,001.

111.1.3. Effets préventifs de I’extrait aqueux du tronc de F. tessmannii chez les
rats soumis au L - NAME

111.1.3.1. Effets préventifs de F. tessmannii sur I’évolution pondérale et la
masse relative de quelques organes

Pendant la phase expérimentale de cette étude, les rats témoins ont présenté un gain pondéral

croissant, atteignant 14,87 + 3,92 % du poids initial au terme des 20 jours de traitement. L’injection

intrapéritonéale du L - NAME (25 mg.kg™?!) aux rats a induit a la fin de I’expérience, un retard de

Cro

issance de 18,22 % (p <0,001) par rapport au groupe témoin (Figure 30). L’administration

concomitante de F. tessmannii aux doses de 100 ou 200 mg.kg™* ou du captopril (20 mg.kg ) a
significativement empéché la perte de poids induite par le L - NAME.

Aucune différence significative n’a été observée entre les masses relatives du cceur, du foie et

du rein des rats témoins, hypertendus et traités avec 1’extrait de plante (Tableau XXXI).
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Figure 30 : Effet protecteur de I’extrait aqueux de Fagara tessmannii (Ft) sur la perte pondérale induite par le
L - NAME. Chaque point représente la moyenne £ ESM, n = 5. *** p < 0,001 : comparés au groupe Témoin.

Tableau XXXI : Effets de F. tessmannii sur les masses relatives
cardiaque, hépatique et rénale des rats traités au L-NAME

Masses Témoin L - NAME
des organes Captopril F. tessmannii F. tessmannii
(%) DH:0 DH:0 (20 mg.kg?) (100 mg.kg?) (200 mg.kg?)
Caeur 3,02+ 0,10 3,15+ 0,07 2,78+ 0,12" 3,02+ 0,12 3,10+ 0,09
Foie 27,83+ 1,16 25,66+ 1,12 24,25+ 0,37+ 28,19+ 1,65 26,13+ 1,71
Rein 550+ 0,31 5,88+ 0,18 5,25+ 0,21 5,70+ 0,24 5,60+ 0,20

Chaque valeur est exprimée sous la forme d’une moyenne + ESM, n=5. *p<0,05 : différence
significative par rapport aux témoins ; * p < 0,05 : différence significative par rapport aux hypertendus.

111.1.3.2. Effets de F. tessmannii sur la pression artérielle et la fréquence
cardiaque chez les rats soumis au L - NAME

La Figure 31 résume les effets de I’extrait aqueux de F. tessmannii sur les parametres
hémodynamiques. L’administration de L - NAME a entrainé une hypertension artérielle chez
le rat. La PAS est passée de 100,85+ 7,30 mmHg chez les rats du groupe témoin a
188,65 + 5,57 mmHg chez les rats soumis au L-NAME (p<0,001); et la PAD de
73,84 £ 10,18 mmHg chez les rats du groupe témoin a 159,81 £ 6,22 mmHg chez les rats
soumis au L - NAME (p < 0,001). Une augmentation de la pression pulsée (PP) (24,46 % ;
p > 0,05) et de la fréquence cardiaque (13,17 %, p < 0,01) a été observée chez les rats traités au
L - NAME en comparaison aux rats témoins. Le traitement par F. tessmannii (100 ou
200 mg.kg™t) a prévenu de maniére significative I’augmentation de la PAS a plus de 85 %
(p <0,001) et de la PAD a plus de 75 % (p < 0,001) conservant ainsi des valeurs proches de
celles des RNT. Contrairement au captopril (20 mg.kg™), I’extrait (100 ou 200 mg.kg™?) a inhibé
(p < 0,05) I’'augmentation de la fréquence cardiaque induite par le L — NAME. Par rapport aux
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rats témoins, I’extrait a abaissé la PP de 26,81 % (p<0,01) et de 21,41 % (p<0,01),

respectivement aux doses de 100 et de 200 mg.kg™.
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Figure 31 : Effets préventifs de F. tessmannii sur la pression artérielle systolique (PAS, A), la pression
artérielle diastolique (PAD), la pression artérielle pulsée (PP), et la fréquence cardiaque (FC) des rats
soumis au L - NAME. Les barres représentent les moyennes + ESM, n=5. *p<0,05, **p<0,01 et
***p < 0,001 : significativités par rapport au groupe Témoin ; * p < 0,05, ** p < 0,01 et *** p < 0,001 :
comparés au groupe L - NAME

111.1.3.3. Effets préventifs de F. tessmannii sur le profil lipidique chez les rats
soumis au L - NAME

L’administration quotidienne de L - NAME pendant 21 jours a induit une diminution
significative des graisses viscérales (44,04 % ; p<0,05) et de triglycérides (41,56 % ;
p < 0,001) comparativement aux rats témoins. Une augmentation du cholestérol total (p > 0,05),
de I’indice athérogéne (p < 0,001) et du risque coronarien (p < 0,001) a également été observee
(Figure 32) en comparaison des rats normaux. Le traitement concomitant avec I’extrait de F.
tessmannii a empéché la diminution des graisses induite par le L - NAME et augmenté le taux
des triglycérides de 41,17 % et de 52,46 % respectivement pour les doses 100 et 200 mg.kg™.
Par rapport aux témoins négatifs. L’extrait de F. tessmannii a contrecarré I’augmentation du
cholestérol total. L’extrait tout comme le captopril a significativement (p < 0,001), empéché
I’augmentation du risque coronarien et de I’indice athérogene liée a I’administration de
L - NAME.
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Figure 32 : Effets préventifs de F. tessmannii sur le profil lipidique. Chaque barre représente la
moyenne + ESM, n=5. *p < 0,05, *p<0,01 et ***p < 0,001 : significativités par rapport au groupe
Témoin ; *p<0,05 **p<0,01 et ***p<0,001 différence significative par rapport au groupe
L - NAME.

111.1.3.4. Effets protecteurs de D’extrait de F. tessmannii sur quelques
marqueurs biochimiques sériques des fonctions hépatique, rénale et
cardiaque dans I’hypertension artérielle induite par le L. - NAME

Les fonctions rénale, hépatique et cardiaque ont été évaluées par le dosage sérique de
quelques marqueurs consignés dans le Tableau XXXII. 1l en ressort que les rats recevant
uniquement du L - NAME ont présenté une augmentation significative des taux sériques de
protéines (45,35 % ; p < 0,001), d’albumine (78,10 % ; p < 0,001) et de créatinine (24,65 % ;
p <0,01) par rapport aux rats témoins. L’extrait aqueux de Fagara tessmannii ou le captopril,
administrés concomitamment avec le L - NAME a significativement (p < 0,001) empéché ces
augmentations sériques des protéines totales, d’albumine, et de créatinine.

Il a également été observée au niveau sérique une modification des activités enzymatiques
chez les rats soumis uniquement au L — NAME par rapport aux rats témoins. Il a été noté une
élévation significative des activités de la y - glutamyl transpeptidase (62,82 % ; p < 0,05), et de
la phosphatase alcaline (86,36 % ; p < 0,01) par rapport aux rats recevant la solution saline
(ttmoins). Les activités de la lactate déshydrogénase et de I’alanine transférase (ALAT) sont
passées de 524,6+1047U.LT et de 1571+570U.LY chez le témoin normal a
1893,0 + 162,1 U.L* et 36,34 6,04 U.L! chez les animaux soumis au L —NAME. Un
traitement simultané avec 1’extrait aqueux de F. tessmannii aux doses de 100 ou de 200 mg.kg"
! a atténué I’augmentation de I’activité de la lactate déshydrogénase de 56,78 % (p < 0,01) et
de 5598 % (p<0,05) et de ’ALAT de 60,11 % (p<0,01) et de 85,36 % (p<0,05)

respectivement par rapport au témoin négatif. L’administration de F. tessmannii (100 ou de
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200 mg.kg™?) a significativement inhibé (p < 0,01) les hausses des y - glutamyl transpeptidase
et de phosphatase alcaline.

Le traitement par le L - NAME a entrainé une augmentation de la natrémie de 13,40 %
(p > 0,05) que seul le captopril, administré dans les mémes conditions que 1’extrait a prévenu
de facon significative (p < 0,05).

Tableau XXXII : Effets préventifs de F. tessmannii sur les marqueurs sériques des fonctions hépatique,
rénale et cardiaque

Témoin L - NAME
Paramétres Captopril F. tessmannii F. tessmannii
DHz0 DHz0 (20 mg.kg™) (100 mg.kg?) (200 mg.kg™)
Concentrations
Protéines (mg.mL?) | 62,38+ 5,17 90,67+ 7,01+ 44,63+ 1,66™" 42,05+ 2,90 43,49+ 1,60
Albumine (mg.mL?) | 35,89+ 3,79 63,92+ 8,36** 32,48+ 0,54 28,91+ 1,13" 26,97+ 0,50
Créatinine (uM) | 152,33+ 5,99 189,82+ 9,47+ 132,43+ 2,75™" 117,29+ 4,48*" 113,21+ 6,09+
K* (mM) 5,62+ 0,18 5,46% 0,65 5,98+ 0,47 5,37+ 0,58 5,87+ 0,67
Na* (mM) | 97,00+ 5,76 110,00+ 0,67 92,05+ 5,25 118,80+ 6,38* 112,70+ 2,90
Activités (U.LT)
Lactate Déshydrogénase | 524,6+ 104,7 1893,0+ 162,1*** 12151+ 131,6" 1116,0+ 117,6™ 1127,0+ 232,4"
Aspartate aminotransférase | 32,82+ 2,74 36,42+ 3,55 27,11+ 4,29 25,21+ 2,15 30,88+ 3,19
Alanine aminotransférase | 15,71+ 5,70 36,34+ 6,04* 21,40+ 1,76 23,94+ 0,76 18,73+ 1,90"
Y-Glutamyl transpeptidase 1,56+ 0,18 2,54+ 0,28* 1,14+ 0,23 1,27+ 0,26™ 1,48+ 0,08"
Phosphatase alcaline | 19,50+ 3,46 36,34+ 2,81* 18,38+ 4,38™ 14,54+ 1,23 17,77+ 2,76™

Chaque valeur est exprimée sous forme de moyenne + ESM, n=5. *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001:
différence significative par rapport au groupe Témoin ; * p < 0,05, ** p < 0,01 et *** p < 0,001 : différences

significatives par rapport par aux rats recevant uniquement du L - NAME.

111.1.3.5. Effets préventifs de ’extrait de Fagara tessmannii sur le statut
oxydant tissulaire

La Figure 33 montre que le L - NAME a entrainé, chez les rats normaux une diminution
significative des quantités de protéines (p < 0,01) et de I’activité de la catalase (p < 0,01) dans
I’aorte, de nitrites (p <0,01) et de glutathion réduit (p < 0,05) dans 1’aorte et le coeur. Une
augmentation significative du taux de MDA a eégalement été observée dans le ceeur (p < 0,05).
L’administration de I’extrait aqueux des écorces du tronc de Fagara tessmannii a
significativement atténué la diminution des nitrites, de I’activité de la catalase et du taux de
glutathion réduit induite par le L-NAME. Par rapport au témoin négatif, la dose de 200 mg.kg
! a induit une hausse du taux de nitrites de 81,14 %, de GSH de 29,47 % et de I’activité de la
catalase de 184,57 % dans 1’aorte. Dans le cceur, 1’activité de la catalase a été augmentée par
I’extrait aux deux doses étudiées par rapport aux témoins normal et L-NAME. L’extrait de

plante a empéché la l1égére hausse du taux de MDA observee dans I’aorte et le ceeur.
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Figure 33 : Effets préventifs de Fagara tessmannii sur les taux de nitrites (A), de malonedialdéhyde
(MDA, B), de protéines (C), de glutathion réduit (D) et ’activité de la catalase (E) chez les rats traités
au L-NAME. Chaque barre représente la moyenne + ESM, n=5. 2p < 0,05, °p < 0,01 et °p < 0,001 :
différence significative par rapport au groupe Témoin ; “*p < 0,05, #p < 0,01 et °p < 0,001 : différence
significative par rapport aux rats recevant uniquement du L - NAME.

111.1.3.6. Effets préventifs de I’extrait aqueux de Fagara tessmannii sur la
microarchitecture et I’histomorphométrie de I’aorte et vaisseaux coronaires
des rats traités au L - NAME

La Figure 34 présente les effets de 1’extrait de F. tessmannii sur la microarchitecture (A, B, C,
D, E) et I’histomorphométrie (F) de 1’aorte. L’analyse histomorphométrique de 1’aorte permet de voir
que le traitement avec le L - NAME a induit un épaississement de la média (p < 0,001; Figure 34B,
F) par rapport au groupe Témoin (Figure 34A, F). L’extrait (100 et 200 mg.kg™?) tout comme le
captopril (20 mg.kg™?) a minimisé (p < 0,001) I’épaississement de la media (Figure 34A, F). Les
vaisseaux coronaires des rats du groupe Témoin présentent une architecture normale caractérisée par
des parois bien définies et une absence de congestion vasculaire (Figure 34G, g) tandis celles des rats
rendus hypertendus au L — NAME présentent des congestions vasculaires et une accumulation de
collagene aussi bien autour des vaisseaux que dans 1’adventice. De plus, ce collageéne s’infiltre a la
fois dans la média et I’intima (Figure 34H). L’administration de 1’extrait de F. tessmannii a modére
la congestion vasculaire et a empéché I’accumulation excessive de collagéne autour et a 1’intérieur

des arteres coronaires (Figure 34J, K).
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Figure 34 : Effets préventifs de F. tessmannii sur 1’épaisseur de la média (F) aortique (A, B, C, D, E) et la fibrose des artéres coronaires (G, H, 1, J, K, g, h, i, j,
k). Coloration a I’Hématoxyline et éosine (A, B, C, D, E, g, h, i, j, k) et au bleu d’aniline / fuchsine acide / orange G (AFOG) - trichrome (G, H, I, J, K)
(Grossissement : 100X) Les barres représentent la moyennes + ESM, n =9 - 15. ***p < 0,001 vs. groupe Témoin ; *** p < 0,001 vs. groupe L — NAME).
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111.1.3.7. Effets préventifs de D’extrait aqueux de Fagara tessmannii sur
I’histologie du coeur des rats traités au L - NAME

Un examen histopathologique du cceur a été réalisé grace aux colorations a la H & E et
au AFOG - Trichrome (Figure 35). L’observation des coupes a révelé une inflammation
marquée par Dinfiltration leucocytaires (Figure 35B) et la présence accrue de collagene
(Figure 35G) chez les rats rendus hypertendus par rapport aux rats témoins normaux. La
structure histologique du cceur des rats traités simultanément au L — NAME et a I’extrait de
F. tessmannii (Figure 35D, E, I, J) est comparable a celle des rats témoins qui ont regu la

solution saline (NaCl 9 %o).
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Figure 35 : Effet protecteur de F.tessmannii sur la fibrose cardiaque induite par 1’administration de
L - NAME. Coloration a I’hématoxyline & éosine (H&E, A, B, C, D, E) et au bleu d ’Aniline / Fuchsine
acide / Orange G (AFOG) - Trichrome (F, G, H, I, J) (Grossissement : 100x). IL : infiltration leucocytaire.
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111.1.4. Effets curatifs de I’extrait aqueux de F. tessmannii sur I’hypertension
artérielle induite par le L - NAME

111.1.4.1. Effets curatifs sur I’évolution pondérale et la masse relative de
guelgues organes

L’administration de L - NAME (25 mg.kg™) a entrainé une diminution significative de
I’évolution pondérale comparé aux rats du groupe Témoin. A la fin des traitements, les
pourcentages d’augmentation du poids corporel étaient respectivement de 60,10 + 10,46 %
chez les rats du groupe Témoin et de 14,31 +4,18 % chez les rats traités au L - NAME
(p < 0,001) par rapport au poids initial (en début de traitement) (Figure 36). L’administration
de I’extrait aqueux de F.tessmannii par gavage dés le 24°™ jour n’a pas entrainé une
modification significative de la variation pondérale chez les animaux recevant du L — NAME
comparativement au témoin négatif.
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Figure 36 : Effets de I’extrait aqueux de F. tessmannii sur la variation pondérale chez les rats
hypertendus au L - NAME. Les points représentent la moyennes + ESM, n=5. ***p<0,001:
différence significative par rapport au groupe de rats témoins. F. tess : F. tessmannii.

Le L-NAME a induit une diminution (p<0,01) des graisses périrénales
(Tableau XXXIII). Ces graisses représentaient 5,62 + 1,43 %o du poids corporel des rats
hypertendus (RHT) contre 15,86 + 2,37 %o chez les rats normotendus (RNT, témoins). Le
traitement des RHT par I’extrait de plante a augmenté chez ces derniers la quantité des graisses
viscérales & 15,79 + 1,89 %o (p < 0,05) et & 13,92 £ 2,87 %o respectivement pour les doses 100
et 200 mg.kg™. Il n’a pas été observé de modification significative de la masse du cceur, du foie

et des reins entre les différents groupes expérimentaux.
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Tableau XXXII1 : Effets curatifs de F. tessmannii sur la masse relative de quelques organes et du
tissu adipeux périrénal des rats hypertendus

Induction Traitements
Masses Hypertendus Hypertendus  Hypertendus
organes NaCl L-NAME | Témoins Hypertend ¥ N "
(%) a i emoins ypertendus Captopril F. tessmannii  F. tessmannii

(20 mg.kg1) (100 mg.kg) (200 mg.kg?)

Ceeur 3,35+ 0,22 4,70+ 0,34| 3,18+ 0,11 3,91+0,27 3,17+ 0,14 3,10+ 0,15 3,29+ 0,09
Foie 29,24+ 1,33 29,95+ 2,39| 26,80+ 2,40 27,59+ 0,97 25,73+ 1,47 29,94+ 1,09 28,87+ 1,63
Rein 5,73+ 0,39 6,51+0,36| 5,72+ 0,47 6,42+£0,35 6,07+ 0,75 6,54+ 0,29 6,33+ 0,39
Graisses

L ., 12,02+ 0,91 4,57+ 1,04% 15,86+ 2,37 5,62+ 1,43+ 8,11+ 1,63 15,79+ 1,89* 13,93+ 2,87
Périrénales

Chaque valeur est exprimée sous forme de Moyenne + ESM. Pp < 0,01 : différence par rapport au
groupe NaCl ; *p < 0,05 versus Témoins ; * p < 0,05 : vs. hypertendus. La période d’induction a duré
23 jours et les traitements ont débuté du jour 24 au jour 42.

111.1.4.2. Effets curatifs sur la pression artérielle et la fréquence cardiaque des
rats hypertendus au L - NAME

L’injection chronique de L—-NAME aux RNT pendant 23 jours a provoqué une
augmentation significative de la PA. Des augmentations de 73,80 % (p < 0,001), de 89,62 %
(p <0,001), de 42,35 % (p <0,001) et de 13,28 % (p > 0,05) ont été relevées respectivement
pour la PAS, laPAD, la PP et la FC par rapport aux RNT recevant la solution saline (Témaoins).
Le traitement de ces RHT par I’extrait de plante (100 ou 200 mg.kg™) ou le captopril (20 mg.kg"
1Y pendant 3 autres semaines a induit un effet antihypertenseur (Figure 37A, B, C). Par rapport
aux RHT, la PAS a diminué de 26,16 % (p < 0,01) et de 36,45 % (p <0,001), la PAD de
17,71 % (p > 0,05) et de 32,43 % (p <0,05), et la PP de 52,67 % (p <0,01) et de 35,54 %
(p < 0,05) respectivement pour les doses de 100 et de 200 mg.kg™. Le captopril n’a pas modifié
de facon significative la PP par rapport aux RHT (Figure 37C).
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Induction Traitements Induction Traitements Induction Traitements Induction Traitements
NaCl I:l Témoins NN Hypertendus + F. tessmannii 100 mg kg™
L -NAME Hypertendus v//) Hypertendus + F. tessmannii 200 mg kg™
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Figure 37 : Effets curatifs de F. tessmannii sur les pressions artérielles systolique (PAS, A), diastolique
(PAD, B), pulsée (PP, C), et la fréquence cardiaque (FC, D) des rats hypertendus au L - NAME. Les valeurs
sont exprimées sous forme des moyennes + ESM, n=5. ***p < 0,001 vs. groupe NaCl; 2p <0,05 et
°p < 0,001 : différences significatives par rapport au groupe témoin ; “p < 0,05, p < 0,01 et Yp < 0,001 :
différences significatives par rapport au groupe des rats hypertendus.

111.1.4.3. Effets curatifs de F. tessmannii sur le profil lipidique des rats rendus
hypertendus au L - NAME

Comme présenté sur la Figure 38, ’administration de L - NAME pendant 44 jours n’a
pas modifié de facon significative la concentration sérique en triglycérides et en cholestérol
total chez les rats. Il a été observé une diminution significative du HDL-cholestérol (32,69 % ;
p <0,01) ; et une augmentation significative du risque cardiovasculaire (143,32 % ; p < 0,05)
en comparaison avec les Témoins. Le traitement des rats rendus hypertendus par I’extrait de
F. tessmannii pendant 21 jours a induit a la dose 100 mg.kg™, une augmentation significative
du cholestérol-HDL (66,14 % ; p < 0,05) par rapport au groupe des Hypertendus. La dose de
200 mg.kg a significativement réduit le taux de triglycérides (25,07 % ; p < 0,05) et le risque
cardiovasculaire (57,70 % ; p < 0,01) par rapport aux RHT. Le captopril quant a lui a induit une
augmentation significative (p <0,05) du HDL (30,50 %) et une diminution (p <0,01) des
indices athérogene (46,96 %) et du risque coronarien (35,59 %) par rapport aux RHT.
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Figure 38 : Effets curatifs de F. tessmannii sur le profil lipidique chez les rats hypertendus au L - NAME.
Chaque histogramme représente la moyenne £+ ESM, n=5. *p < 0,05 et ** p < 0,01 : différences significatives
par rapport aux rats témoins ; * p < 0,05 et ** p < 0,01 : différences par rapport aux rats hypertendus.

111.1.4.4. Effets curatifs de I’extrait aqueux de F. tessmannii sur quelques
marqueurs des fonctions hépatique et rénale des rats hypertendus au
L - NAME

La quantification des protéines et de la créatinine sériques a révélé des augmentations
respectives de 18,31 % et de 6,60 % suite a I’administration parentérale de L - NAME. Par
rapport aux rats Témoins, il a été constaté une augmentation significative de la teneur sérique
en acide urique (48,75 % ; p <0,05), en ions potassium (168,23 % ; p <0,001) et en ions
sodium (42,23 % ; p <0,01) chez les RHT recevant de I’eau distillée. L’extrait aqueux de
F. tessmannii et le captopril ont significativement réduit ces augmentations sériques des
protéines totales, de créatinine, d’acide urique, et des ions sodium et potassium observées chez
les hypertendus non traités (Tableau XXXIV). L’administration de I’extrait aux RHT a entrainé
la baisse significative des taux d’albumine de 45,50 % et 43,79 % respectivement aux doses de
100 et 200 mg.kg™ par rapport au groupe des Hypertendus.

Il a été observé une élévation de Dactivité de ’ALAT. L’activité de ’ALAT de
31,53 +5,39 U.L? chez les RNT, est passée a 95,03 + 21,04 U.L? (p < 0,01) chez les RHT.
L’extrait de plante, aux doses utilisées a ramené ces valeurs proches de la normale obtenue chez
les RNT. Une augmentation significative de 1’activité de I’ASAT a été relevee chez les rats

traités a I’extrait de plante comparativement aux groupes Témoin et Hypertendus.
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Tableau XXXIV : Effets de F. tessmannii sur les marqueurs sériques des fonctions hépatiques, rénale
et cardiaque des rats hypertendus

Témoins Hypertendus

Parametres DH20 DH20 Captopril F.tessmannii  F. tessmannii
10 mL.kg? 10 mL.kg? 20 mg.kg! 100 mg kg 200 mg.kg?

Concentrations

Protéines (mg.mLY) | 11584+ 874 137,06+ 11,94 99,06+ 427" 96,83+ 13,45 89,18+ 19,13"

Albumine (mg.mLY) | 2543+ 082 24,89+ 0,49 24,15+ 1,20 13,57+ 137°*™ 1399+ 0,11
Acide urique (mg.dL™) 511+ 0,84 7,59+ 0,56" 4,86+ 0,45 450+ 0,85 3,18+ 003"
K* (mM) 3,36+ 0,52 9,04+ 1,22% 4,12+ 058™ 8,67+ 0,34 7,36% 0,53

Na* (mM) | 249,86+ 4,70 35536+ 9,38"* 242,67+ 1521 254,76+ 20,88™ 238,85+ 20,37

Créatinine (UM) | 223,39+ 1449 238,14+ 7,83 223,09+ 7,00 155,25+ 0,44*" 182,22+ 29,12
Activités (U.L1)
Aspartate aminotransférase 32,44+ 2,43 31,46+ 2,54 29,63+ 4,39 47,56+ 1,85 57,42+ 7,16"
Alanine aminotransférase 31,53+ 5,39 95,03+ 21,04* 29,68+ 542" 28,33+ 3,01™ 35,42+ 6,60

Les valeurs sont exprimées sous forme des moyennes + ESM, n=5. *p<0,05 *p<0,01 et
*p<0,001 vs. Témoins; *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001: différences significatives
comparées au groupe des rats hypertendus au L - NAME.

111.1.4.5. Effets curatifs de F. tessmannii sur le statut oxydant tissulaire des
rats rendus hypertendus par le L - NAME

o Effets sur le taux de nitrites

I1 a été observé une diminution significative du taux des nitrites dans 1’aorte (39,05 % ;
p<0,01), le ceeur (61,81 % ; p<0,001), le foie (39,08 % ; p<0,05), le rein (47,84 % ;
p < 0,001) et le cerveau (55,96 % ; p < 0,01) des RHT par rapport aux rats Témoins (Figure 39).
L’extrait de plante, surtout & la dose de 100 mg.kg™ a significativement augmenté le taux de
nitrites dans le ceeur (52,20 %), le foie (99,71 %), le rein (109,50 %) et le cerveau (158,29 %)
comparativement au groupe des Hypertendus.
5 iy

ZZ Hypertendus + Captopril 20 mg.kg™
NXWHypertendus + F. tessmannii100 mg.kg™
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p a
2004
¢ b a
S N\ZEEEN
(0]
Rein Cerveau

Figure 39 : Effets curatifs de F. tessmannii sur les nitrites tissulaires chez les rats hypertendus au
L - NAME. Chaque histogramme représente la moyenne + ESM, n=5. 3p < 0,05,°p < 0,01 et °p < 0,001 :
différence significative par rapport au groupe des rats témoins; “p < 0,05 et #p < 0,01 : différences
significatives par rapport au groupe des rats hypertendus.
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o Effets sur les protéines tissulaires
La Figure 40 présente les effets du traitement curatif a I’extrait aqueux de F. tessmannii
sur la concentration tissulaire en protéines. L’administration chronique de L — NAME n’a pas
entrainé de modification significative de la concentration des protéines tissulaires. Il a
cependant été observé que I’extrait de plante a induit une augmentation significative du taux
des protéines dans le foie et le cerveau comparativement aux RHT. Le captopril a quant a lui
plutot entrainé la baisse significative de la concentration des protéines dans 1’aorte (30,16 %)

et le cceur (30,45 %) par rapport aux RHT.
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Figure 40 : Effets curatifs de F. tessmannii sur les protéines tissulaires chez les rats hypertendus au
L - NAME. Chaque histogramme représente la moyenne + ESM,n=5.%p < 0,05 et “p < 0,001 : différence
significative par rapport au groupe des rats témoins; “p < 0,05, “p < 0,01 et 7p < 0,001 : différences
significatives comparées aux groupe des rats hypertendus.
o Effets sur la concentration en glutathion réduit

L’administration chronique de L—NAME a entrainé une diminution du taux de
glutathion de 60,52 % (p <0,05) dans I’aorte, 65,45% (p > 0,05) dans le cceur, 45,00 %
(p <0,01) dans le rein, et de 66,67 % (p <0,001) dans le cerveau des RNT. Le traitement a
’extrait aqueux de F.tessmannii a la dose de 100 mg.kg? a significativement (p < 0,05)
augmenté la concentration en glutathion réduit dans les organes explorés par rapport au groupe
des RHT (Figure 41). Le captopril a augmenté significativement le taux de glutathion réduit

uniquement dans le cerveau de (75,00 %) par rapport aux RHT.
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Figure 41 : Effets curatifs de F. tessmannii sur la concentration tissulaire du glutathion réduit chez les
rats hypertendus. Chaque histogramme représente la moyenne + ESM, n=5. 2p < 0,05, °p < 0,01 et
°p < 0,001 : différence significative par rapport au groupe des rats témoins ; “p < 0,05, ”p < 0,01 et
’p < 0,001 : différences significatives par rapport aux rats hypertendus.

. Effets sur ’activité de la catalase

L’administration de L — NAME pendant 44 jours a entrainé une diminution de I’activité
de la catalase dans 1’aorte (31,20 % ; p <0,01), le foie (16,52 % ; p > 0,05), le rein (65,67 % ;
p <0,001) et le cerveau (17,93 % ; p > 0,05) et son augmentation dans le cceur (107,68 % ;
p < 0,05) des rats, comparé aux rats témoins (Figure 42). Le traitement a la dose de 100 mg.kg"
! @’extrait a diminué de maniére significative (p < 0,01) I’activité de la catalase dans le coeur en
comparaison avec les RHT. A la méme dose, une augmentation de cette activité de la catalase
a eté observée dans le foie (45,42 % ; p >0,05), le rein (157,14 % ; p < 0,01) et le cerveau
(134,92 % ; p < 0,001) comparativement aux témoins hypertendus. La dose de 200 mg.kg™ a
guant a elle entrainé une augmentation significative (p <0,01) de cette activité dans 1’aorte
(60,82 %), le foie (82,04 %), le rein (264,29 %), et le cerveau (144,50 %) par rapport aux RHT.
Cette dose a induit une élévation significative (p < 0,05) de I’activité de la catalase dans le foie

et le rein des RHT traités en comparaison avec les RNT.
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Figure 42 : Effets curatifs de F. tessmannii sur I’activité tissulaire de la catalase. Chaque histogramme
représente la moyenne + ESM, n=5. 2p < 0,05, °p < 0,01 et °p < 0,001 : différence significative par
rapport au groupe des rats témoins ; “p < 0,05, ”p < 0,01 et ”p < 0,001 : différences significatives par
rapport aux rats hypertendus.
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o Effets curatifs sur le taux de malondialdéhyde

Il a été observé une augmentation significative du taux de MDA dans 1’aorte (p < 0,001),
le cceur (p <0,01), et le foie (p <0,01) des rats hypertendus au L — NAME par rapport aux
RNT. L’extrait de F. tessmannii (100 mg.kg™) a entrainé une diminution de la concentration en
MDA dans le cceur (70,00 % ; p <0,01), le foie (48,97 % ; p <0,05) et le rein (34,25 % ;
p > 0,05) par rapport aux RHT n’ayant re¢u que de 1’eau distillée. L’administration de I’extrait
de plante & la dose de 200 mg.kg™ a entrainé une réduction du taux de MDA de 19,26 %
(p <0,01), de 56,62 % (p <0,001) et de 23,96 % (p > 0,05) respectivement dans 1’aorte, le

cceur et le rein en comparaison aux RHT ayant recu de I’eau distillée (Figure 43).
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Figure 43 : Effet curatifs de F. tessmannii sur le taux de malondialdéhyde tissulaire. Chaque histogramme
représente la moyenne £ ESM, n=5. 2p < 0,05, °p < 0,01 et °p < 0,001 : différence significative par
rapport au groupe des rats témoins ; “p < 0,05, #p < 0,01 et ”p < 0,001 : différences significatives par
rapport aux rats hypertendus.

I11.1.5. Activités curatives de I’extrait aqueux de Fagara sur quelques parameétres
du risque cardiovasculaire liés a P’obésité induite par le glutamate
monosodique

I11.1.5.1. Effets curatifs de Fagara tessmannii sur quelques parametres
biométriques
a)-Effets sur I’évolution pondérale

Les Figures 44A et 44B présentent respectivement I’évolution pondérale des animaux
pendant I’installation de I’obésité et la phase de traitement pharmacologique. Il en ressort que
’administration sous - cutanée du glutamate monosodique (GMS) (4 mg.g™t.j?) les quatre
premiers jours, puis aux jours 6, 8 et 10 aux rats néonataux n’a pas entrainé une modification
significative de 1’évolution pondérale des rats néonataux des deux sexes en comparaison avec

les rats neonataux ayant regu la solution saline (NaCl 9 %o). Hormis le traitement au telmisartan
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qui a induit une diminution significative du poids corporel & la 26°™ semaine, aucune différence

n’a été observée entre les autres groupes traités.
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Figure 44 : Evolution pondérale pendant 1’installation de I’obésité (A) et effets de 1’extrait de
F. tessmannii sur la masse corporelle chez les obéses (B). Chaque point représente la moyenne + ESM,

n=6-40. GMS : glutamate monosodique, [ : rats femelles ; [&J : rats males ; *p < 0,05 comparés
aux rats normaux ; * p < 0,05 comparés aux rats obeses.

b)-  Effets sur quelques parametres de la consommation alimentaire et
I’émission de selles

La Figure 45 récapitule les consommations journaliéres d’aliment des différents groupes.
S’il semble que les rats obéses et non obéses consomment relativement les mémes quantités
d’aliment a la 21°™ semaine (Figure 45A), en tenant compte de la masse des
féces significativement moindre chez les tous les rats obeses comparé aux rats normaux
(Figure 45B, F, J), la quantité de matiere retenue (exprimée en g/10 g d’aliment (Figure 45C)
ou en g/100 g de masse corporelle (Figure 45D) par les obéses au GMS est nettement supérieure
(p < 0,01) acelle des rats normaux quel que soit le sexe. La prise alimentaire chez les rats obeses
apres la premiére séance de gavage est diminuee de fagon significative comparée a celle des
rats normaux (Figure 45E, H). L extrait de F. tessmannii, a la dose 100 mg.kg™ et I’orlistat ont
diminué (p > 0,05) ce manque d’appétit apres le premier jour de gavage. Apres six semaines de
traitement, alors que les rats obéses recevant de ’eau distillée ont eu un regain d’appétit par

rapport au premier jour de gavage, la restriction alimentaire a été maintenue chez les groupes
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de rats recevant I’extrait de plante ou le telmisartan (Figure 45L). La rétention alimentaire
exprimeée en pourcentage de masse corporelle était de 2,57 %, 2,85 % et 2,79 % respectivement
pour la dose 100 et 200 mg.kg™ et le Telmisartan contre 3,34 % chez le groupe de rats obéses

et 3,85 % chez le groupe de rats normaux.
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Figure 45 : Effets de F. tessmannii sur la consommation alimentaire et 1’élimination fécale des rats
obeses. Conso Alim : consommations alimentaires relatives (A, E, 1) ; masses des feces (B, F, J), et
rétentions alimentaires pour 10 g d’aliment (C, G, K) et pour 100 g de masse corporelle (D, H, L).

Chaque barre représente la moyenne = ESM. [ : rats femelles ; [€] : rats méles ; GMS : glutamate
monosodique. * p< 0,05, ** p < 0,01 et ***p < 0,001 ; ®p < 0,05, b p<0,01 et °p < 0,001 comparés
aux rats normaux ; “p < 0,05 comparés aux rats obeses.
c)- Effets sur la consommation hydrique
Les mesures des consommations hydriques (Figure 46) ont révélé que les animaux rendus
obéses par un prétraitement des rats néonataux avec le GMS consomment et retiennent moins

d’eau que les animaux normaux. Les Figures 46D et 46F montrent que le premier gavage
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(premier jour de traitement) a eu un effet potentialisateur sur la réticence des rats obéses a la
prise d’eau (p < 0,01) et a sa retention (p < 0,05) par rapport aux rats normaux. L’extrait de F.
tessmannii a la dose 100 mg.kg™? a augmenté la consommation (14,77 %, p >0,05) et la
rétention (21,67 %, p > 0,05) hydriques chez les rats obéses aprés le premier jour de gavage
(Figures 46D, F). A la fin des traitements, les animaux obéses présentaient une diminution non
significative de 16,74 % pour la consommation hydrique et de 10,84 % pour la rétention
hydrique par rapport aux rats normaux. Aucune différence significative n’a été constatée entre
les rats obéses et ceux recevant 1’extrait de plante. L’orlistat a significativement amplifié la
réduction de la prise et de la rétention hydriques comparativement aux rats témoins obeses
(Figure 46G, 1).
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Figure 46 : Effets de F. tessmannii sur la consommation hydrique et le volume urinaire des rats obéses.
Conso hydrique : consommations hydriques relatives (A, D, G) ; volume urinaire en mL (B, E, H) ;

rétention hydrique en % de masse corporelle (C, F, 1). Chaque barre représente la moyenne + ESM. &) :
rats femelles; (& : rats males; GMS: glutamate monosodique. * p<0,05, **p<0,01 et

***n<0,001;?p<0,05 et "p < 0,01 versus rats normaux ; “p < 0,05, “p < 0,01 et ”p < 0,001 versus
rats obeses.

d)-  Effets de I’extrait sur la masse corporelle apreés la vidange gastrique

La Figure 47 montre qu’une vidange gastrique par privation alimentaire de 16 heures a la

fin de la 21°™ semaine a entrainé une diminution de 6,16 + 0,49 % de la masse corporelle chez

les rats normaux contre seulement 3,25 + 0,50 % chez les rats obéses, soit une reduction de la

perte pondérale de 47,00 % (p < 0,001) chez les rats obéses comparée aux rats normaux. Six
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semaines supplémentaires n’ont pas significativement influencé cette différence, car les rats
obeses présentaient encore apres 16 h de jeun une réduction de 40,20 % (p < 0,01) de la perte
de masse corporelle observée chez les rats normaux. L’extrait de plante a entrainé une
augmentation de la perte pondérale de 53,23 % (p <0,05) & la dose de 100 mg.kg? et de
45,16 % (p > 0,05) a la dose de 200 mg.kg™ chez les animaux obéses aprés la vidange gastrique
comparativement aux témoins obeses. Dans les mémes conditions que 1’extrait, I’orlistat et le
telmisartan ont respectivement induit une augmentation de la perte de poids de 19,19 %
(p > 0,05) et de 85,06 % (p < 0,001) par rapport aux rats obeses.
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Figure 47 : Influence du jeQne sur la perte pondérale : effets curatifs de F. tessmannii. Chaque barre
représente la moyenne + ESM, n =12 - 40 (semaine 21) et n =6 - 8 (fin des traitements). *p < 0,05,
®n < 0,01 et ***p<0,001 différences significatives par rapport aux rats normaux correspondants ;
“p <0,05,7p <0,001 : différences par rapport aux rats obéses.

e)- Effet de F. tessmannii sur I’ activité locomotrice des rats obéses

L’évaluation de ’activité locomotrice consignée sur la Figure 48 a révélé que plus de
50 % d’animaux obéses présentaient une incapacité a rester sur le rotarod malgré les essais
d’entrainement (immobilité), contrairement aux rats normaux. A la semaine 21, il a été observe
une réduction de I’activité locomotrice (77,35 % ; p < 0,01) chez les rats adultes ayant recu du
GMS a I’age néonatal (pendant leurs dix premiers jours de vie) comparés aux rats normaux.
L’observation des rats obéses pendant 6 semaines complémentaires a toujours révélé par
rapport aux rats normaux une faible activité locomotrice avec une réduction significative de
82,30 %. Bien que négligeable par rapport aux rats normaux, I’activité locomotrice chez les rats
obéses traités par I’extrait de plante aux doses de 100 et 200 mg.kg? a été augmentée
respectivement de 65,72 % (p > 0,05) et de 52,52 % (p > 0,05) par rapport aux rats obeses

recevant de 1’eau distillée.
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Figure 48 : Activité locomotrice des rats obéses : effets curatifs de 1’extrait de F. tessmannii. Chague barre
représente la moyenne + ESM, n =11 -20 (Semaine 21) et n =3 -4 (Fin des traitements). Immobilité :
incapacité de se mouvoir et de rester en équilibre sur le rotarod. *p < 0,05 et ** p < 0,01 différences
significatives par rapport aux rats normaux correspondants.

f)- Modifications morphomeétriques induites par les injections sous-cutanées
du glutamate monosodique chez les rats nouveaux nés : effets curatifs de
F. tessmannii

Les phénotypes des rats normaux et de ceux ayant recu le glutamate apres leur naissance
sont présentés sur la figure 49. 1l en ressort que, le GMS a induit 1’obésité chez les rats comparés
a ceux traités uniquement au NaCl 9 %eo.

Le profil morphométrique des rats soumis au glutamate monosodique est présenté dans
le Tableau XXXV. Il en ressort que les animaux ayant recu du GMS pendant la période
néonatale ont présenté un poids corporel supérieure a celui de témoin normal (241,43 + 8,66 g
(14,21 %, p=0,052) contre 211,40+1,76 g chez les rats normaux). La circonférence
abdominale (CA) était significativement supérieure a celle des témoins normaux (19,10 + 0,34
cm (13,13 %, p <0,01) contre 16,88 + 0,59 cm chez les rats normaux) aprés 21 semaines.
L’augmentation de ces parametres étaient respectivement de 15,23 % et de 17,53 % (p < 0,01)
chez le groupe de rats obéses a la fin de I’expérience (27 semaines) respectivement pour le
poids corporel et la CA par rapport au groupe des rats normaux (Tableau XXXVI).

A 21 semaines d’age, la croissance (exprimée en longueur naso-anale et/ou caudale) des
rats traités avec du GMS a significativement diminué (p < 0,01) par rapport au groupe témoin
normal (Tableau XXXV). L’augmentation du poids corporel et de la CA était accompagnée
d’une augmentation 1’indice de masse corporelle (IMC) et de I’index de Lee du groupe témoin

obéses (Tableau XXXV). Ces deux paramétres ont augmente significativement (p < 0,001) de
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27,35 % et 10,04 % respectivement pour I’IMC et I’index de Lee chez les rats traités au GMS
a la fin de la semaine 21. La masse relative de la carcasse des rats ayant regu le GMS était
nettement inférieure (p < 0,001) a celle des rats normaux a la fin de la période expérimentale
(27 semaines). L’extrait de F.tessmannii administré aux rats obeéses a significativement
diminué I’IMC et I’index de Lee comparativement au témoin négatif. L’extrait de plante (100
et 200 mg.kg™) a induit une diminution de 17,60 % (p > 0,05) et de 20,34 % (p < 0,05) du poids
corporel comparé aux rats obéses n’ayant recu que de 1’eau distillée. La diminution de la CA
était respectivement de 8,00 % et 8,06 % aux deux doses étudiées. Une diminution semblable

a été observée en présence de I’orlistat et de telmisartan (Tableau XXXV1I).

Comme le présente le Tableau XXXVI, le traitement au glutamate monosodique a
entrainé une accumulation significative (p < 0,001) de graisses péri-cardiaques et périrénales.
Il a été noté une diminution (p <0,001) des rapports cceur/graisses péri-cardiaques et
reins/graisses périrénales. La masse des graisses mésentériques, gonadiques et sous-cutanées a
augmenté significativement (p < 0,001) par rapport au témoin normal. L adiposité générale a
représenté 27,58 +£1,82% du poids corporel chez les rats obéses contre seulement
9,23 £ 1,24 % chez les rats normaux. L’extrait aqueux de F. tessmannii aux 2 doses étudiees a
réduit de maniére significative (p < 0,05) I’adiposité et a augmenté significativement le rapport

ceeur et rein / graisses par rapport aux rats témoins obeses.

Figure 49 : profil des rats normaux (A) et obeses (B).
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Tableau XXXV : Morphométrie des rats 21 semaines apres la prise du glutamate monodique

Normaux Obéses P-
Moy+ ESM n Moy+ ESM n Vvalue
Circonférence [ 1463+097 6 1461+023 18 0,976
Thoracique [ 1425+029 6 17,86+0,39 20 <0,001
(cm) 5 E 1440+040 12 16,38+0,40 38 0,011
Circonférence ] 1665+123 6 20,15+ 0,35 20 <0,001 .
Abdominale [ 17,03+065 6 17,98+041 20 0,264
(cm) %[ 1688+059 12 19,10+0,34 40 0,003
Longueur @ 2075+048 6 1935+018 20 0,003 '
Naso-anale 19,13+0,22 6 17,44+ 0,20 20 <0,001
(cm) S E 19,78+034 12 1836+0,24 40 0,004
Longueur [ 1830%024 4 1548+028 18 <0,001 :
caudale [ 1705+038 6 14,10+0,39 20 <0,001
(cm) B[ 1755+031 10 14,79+028 38 <0,001
Masse ) 237,25+2264 6 272,09+751 20 0,050
corporelle [ 194,17+7,82 6 213,33+10,06 20 0,232
(9) B 21140+1,76 12 24143+866 40 0,052
IMC B 055+003 6 0,73+0,02 20 <0,001
(@.cm?) B 053+001 6 0,70+ 0,01 20 0,002
' BE 054+001 12 071+002 40 <0,001
ind B 297,28+326 5 33465+332 19 <0,001
dQLi’; [ 30249+160 6 342,10+537 18 <0,001
&) [ 300,40 +1,73 11 33853+3,19 37 <0,001
Adinositd B  713+040 3 2372+132 3 <0,001
(O/'Opgi')te B 754084 3 2510+017 3 <0,001
BIE 734+173 6 2441+066 6 <0,001

IMC : indice de masse corporelle, [&J: male, [): femelle, ESM : erreur standard sur la Moyenne

(Moy).
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Tableau XXXVI : Effets curatifs de F. tessmannii sur les parametres morphométriques et les masses

relatives de quelques organes dans I’obésité induite par le glutamate monosodique chez le rat

Normaux Obéses
DH20 DH0 F. tessmannii F. tessmannii Orlistat Telmisartan
10 mL.kg™ 10 mL.kg™ 100 mg.kg* 200 mg.kg* 10 mg.kg™ 10 mg.kg™
Parameétres morphométriques
Circonférence Thoracique (cm) | 14,97 £0,72 16,61+ 0,51 14,91 £ 0,60" 14,86+ 0,52" 15,35 +0,70 14,30 £0,70™
Circonférence Abdominale (cm) | 17,02+0,59 20,00 £ 0,69** 18,40 +£0,75 18,39 £ 0,68 18,60 £ 0,47 17,45 +0,71"
Longueur de la queue (cm) | 18,55+0,46 15,90 £ 0,59** 15,79 +0,98* 16,00+ 0,60"* 16,83 +0,60" 15,33 £0,77**
Longueur naso-anale (cm) | 21,38+0,76 20,43 £0,47 19,86 + 0,60 19,76 £ 0,60 20,50 £0,43 19,62 £ 0,50
Poids corporel (g) | 267,77 £26,04 308,43 £19,63 254,14 £20,43  245,48+20,40"" 260,83 + 18,20 233,77 £19,83*"
IMC (g.cm™) 0,58 £0,02 0,73 +£0,02*** 0,64 +0,03" 0,62 £0,02™ 0,62 £0,02" 0,60 £ 0,02
Index de Lee | 299,90 +2,48 330,02 +2,69*** 318,07 +4,54*"" 316,09+2,96"" 310,89 +1,72**"" 312,85+ 2,91+
Masses tissulaires
Carcasse (% pc) | 58,76 +1,56 44,55 +1,46*** 49,48 £2,68** 47,56 +1,93***" 46,36 +1,28*** 50,16 £2,13***™
Coeur (% mm) 0,52 £ 0,02 0,57 £0,01 0,55+ 0,04 0,54 +0,02 0,56 +0,02 0,51 +£0,02
Reins (% pc) 0,61+0,03 0,46 £0,02*** 0,53 £0,03 0,51 +£0,03* 0,46 +£0,01*+* 0,55 +0,03"
Foie (% pc) 2,77 £0,24 2,20 £ 0,20 1,80 £0,31* 2,18 £0,09* 2,25+0,13 2,46 £ 0,10
Graisses péri-rénales (% pc) 1,93+0,28 5,65+0,53"** 3,54 +£0,46"" 3,88 £0,24"*" 4,29 £0,37*** 3,84 £0,50"*"
Graisses péri-cardiques (% pc) 0,04 £0,01 0,16 +0,02*** 0,14 £0,03** 0,15 +£0,03* 0,21 +0,05* 0,17 £0,02+"
Graisses mésentériques (% pc) 1,43+0,22 4,27+0,32* 3,80+£0,49*** 3,48 +0,32""" 4,44 + 0,257 2,62 +0,16%"
Graisses sous-cutanées (% pc) 298+062 11,66+1722**+ 8,64+121* 9,05 +1,36% 9,568 + 1,15 8,12 +1,59**
Graisses gonadiques (% pc) 2,85+0,36 584 +0,57*** 511+0,62** 4,83 £0,39** 543 0,77+ 4,46 + 0,32
Adiposité (% pc) 9,23+1,24 27,58 +1,82*** 2124 +1,93*"*" 21,40+1,76**" 23,94 +0,76*** 18,73 £1,90**™
Coeur/graisses péri-cardiques (g.g) 4,95+0,38 1,71+£0,16* 2,23 +0,42** 2,27 £0,55* 2,53+141 1,60 £ 0,24+
Reins/graisses péri-rénales (g.g™%) 0,31+0,05 0,09+0,01*** 0,16 £0,03*" 0,14+0,01*™ 0,11 +0,01** 0,16 £0,03*"

Les valeurs sont exprimées sous la forme de moyenne + ESM, n =6 — 8. IMC : indice de masse corporelle, pc : poids corporel, mm : masse maigre
(carcasse). *p < 0,05, *"p < 0,01 et ***p < 0,001 : différences significatives par rapport aux rats normaux ; * p < 0,05, ** p < 0,01 et *** p < 0,001 :
différences significatives par rapport au groupe de rats obeses recevant de I’eau distillée.
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111.1.5.2. Effets de ’extrait sur le métabolisme du glucose chez les rats obéses

a)-Effets curatifs de I’extrait de F. tessmannii sur la sensibilité a I’insuline

Le test de tolérance a I’insuline (ITT) a révélé que les rats néonataux ayant recu du GMS
présentent au bout de 21 semaines d’age, une intolérance a I’insuline (Figure 50). Les
pourcentages de réduction de la glycémie par rapport a I’instant initial (100 % a t =0 min)
étaient de 92,28 £ 5,53 % vs. 104,46 + 5,56 % (15 min), 64,87 £ 5,53 % vs. 86,19 + 4,21 %
(30 min) et 52,61 +2,32% vs. 76,51 + 3,75 % (60 min) respectivement chez les groupes
normaux et obéses - GMS (Figure 50A). La vitesse de disparition du glucose plasmatique était
plus faible dans le groupe de rats obéses - GMS par rapport a celui des rats normaux
(Figure 50C). Dans I’intervalle 15 - 30 min, une baisse significative (p < 0,05) de la constante
de disparition du glucose plasmatique (Kirt=0,97 0,43 %.min) a été observée chez les rats
obéses comparativement aux normaux (Kir=2,76+0,38 %.min) a la 27°™ semaine.
L’administration, aussi bien de I’extrait aqueux de F. tessmannii que de I’orlistat ou du
telmisartan a augmenté la sensibilité a I’insuline chez les rats obéses (Figure 50B, C). L’extrait
de plante a induit une augmentation du Kt dans I’intervalle 15 — 30 min de 34,02 % et 62,89 %
et dans I’intervalle 0 — 60 min, de 82,35 % et 79,41 % respectivement pour les doses de 100 et
200 mg.kg*. L aire sous la courbe (AUC) chez les rats traités a I’insuline a augmenté (p < 0,01),
comparé au groupe de rats obéses n’ayant regu que de 1’eau distillée (Figure 50C). Le traitement
a Dorlistat ou au telmisartan des rats obéses a entrainé une diminution significative (p < 0,05)
de ’AUC de 19,25 % et 17,07 % comparativement aux rats obéses ne recevant que de 1’eau

distillée.
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Figure 50 : Effets curatifs de F. tessmannii sur la sensibilité a I’insuline aux semaines 21 (A) et 27 (B), et Aires sous la courbe (AUC, C) et vitesses de disparition
du glucose plasmatique (Krr) correspondantes. Chaque point, barre ou valeur représente la moyenne £ ESM, n =6 - 10. /9/: rats femelles ; (3] : rats males.

ab¢ n < 0,05 : respectivement pour les groupes Obéses, F. tess (F. tessmannii) 100 et 200 mg.kg™ par rapport aux rats normaux et *#”° p < 0,05 : respectivement
pour les groupes F. tess 100 et 200 mg.kg™?, orlistat, et telmisartan par rapport aux rats obéses.
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b)-  Effets de F. tessmannii sur la surcharge orale de glucose

Il a été observé dés la semaine 21 une augmentation du glucose plasmatique qui atteint
21,70 % a la 27°™ semaine (Figures 51A, B, a t,). L’ingestion du glucose (3 g.kg™) a induit un
pic plasmatique de glucose apres 30 min chez les témoins non obeses. Dans le groupe témoin
obése-GMS, le pic plasmatique maximal de glucose a été obtenu a la 120°™ min (Figure 51B).
La glycémie est restée significativement élevee chez le témoin obeses - GMS deux et trois
heures apres ingestion de glucose par rapport au témoin normal. Les taux de glycémie
plasmatique étaient de 18,73 % a la 120°™ min et de 17,65 % a la 180°™ min supérieures par
rapport au témoin normal. L’extrait de F. tessmannii a significativement (p < 0,05) réduit la
glycémie plasmatique élevée chez les rats obéses — GMS (Figures 51B, a t,) et réduit le delai
d’apparition du pic plasmatique maximal de glucose par rapport aux rats obeses sans traitement
pharmacologique. Deux heures aprées ingestion de glucose, la concentration plasmatique de
glucose était de 15,74 % et de 13,94 % inférieure a celle des témoins obéses chez ceux ayant
recu 1’extrait de plante aux doses respectives de 100 et 200 mg.kg™. La quantité de glucose
plasmatique évaluée par I’AUC dans les différents groupes de rats obéses traités est inférieure
a celle des rats obéses témoins (Figure 51C). L’extrait a la dose de 200 mg.kg™* et le telmisartan
ont induit une baisse significative (p <0,05) de I’AUC respectivement de 14,56 % et
de 13,27 % par rapport au témoin obése — GMS.
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Figure 51 : Effets de F. tessmannii sur la glycémie et la tolérance au glucose aux semaines 21 (A) et 27
(B), et Aires sous la courbe (AUC, C) correspondantes. Chaque point ou barre représente la
moyenne + es, n = 6 - 10. 7 : rats femelles ; (&7 : rats males. "“%¢ p < 0,05 : respectivement pour les
groupes Obeéses, F. tess (F. tessmannii) 100 et 200 mg.kg™, orlistat et telmisartan par rapport aux rats
normaux et “#*°p < 0,05 : respectivement pour les groupes F.tess 100 et 200 mg.kg™, orlistat, et
telmisartan par rapport aux rats obéses

111.1.5.3. Effets de Fagara tessmannii sur le profil lipidique des rats rendus
obéses

Il ressort du Tableau XXXVII que les rats témoins obeses ont présenté une
augmentation significative du taux de cholestérol total (48,43 %, p < 0,001), des triglycérides
(72,67 %, p<0,001), des indices des risques cardiovasculaire (91,92 %, p <0,001) et
coronarien (49,33 %, p <0,01), et une diminution du taux de HDL-cholestérol (40,80 %,
p < 0,01) par rapport au groupe témoin. L extrait aqueux de F. tessmannii (100 et 200 mg.kg™?)
a significativement augmenté le taux de HDL-cholestérol (87,18 et 93,99 %, p < 0,001,
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respectivement) tandis qu’une réduction en triglycérides (29,91 % et 25,82 %, p < 0,01,
respectivement) et en cholestérol total (21,39 % et 26,66 %, p < 0,001, respectivement) a été
observée par rapport aux rats obéses traités a 1’eau distillée. Les indices des risques
cardiovasculaire et coronarien ont diminués significativement chez les rats obeses traités a
I’extrait comparativement au témoin négatif. Dans cette étude, le telmisartan tout comme
I’orlistat utilisé dans les mémes conditions que I’extrait de plante a diminué significativement
le taux de cholestérol et augmenté le taux de HDL-cholestérol. Le telmisartan a en plus réduit
par rapport au témoin négatif le taux de triglycérides, de VLDL-cholestérol, de LDL-cholestérol

et I’indice de risque cardiovasculaire.

Tableau XXXVII : Effets de Fagara tessmannii sur le profil lipidique des rats obéses

Normaux Obeéses
DH20 DH20 F. tessmannii F. tessmannii Orlistat Telmisartan
10 mL.kg? 10 mL.kg? 100 mg.kg* 200 mg.kg* 10 mg.kg*t 10 mg.kg*

Profil lipidique (mg.dL™)
Triacylglycérols [129,67+ 5,42 223,89 +11,36%*%156,92 +7,61"" 167,74 £ 8,16™ 224,83 +13,22*** 37,98 + 7,47
Cholestérol total |85,03+2,86 126,21 + 6,03"*" 99,21 + 3,62"" 92,57 + 1,65 93,28 +4,44™ 78,38 £ 547"
HDL-cholestérol (19,80 £0,74 11,72 +0,62"* 21,93+1,18™ 22,73+1,79™ 20,19 +1,50™ 20,54 +1,05"
LDL-cholestérol |42,61 + 3,62 54,12 + 2,05 49,57 +4,33 42,49 +£5,08 4521 +4,71 29,98 + 3,72™
VLDL-cholestérol 27,03 +1,72 44,78 £3,22*" 29,64 £2,24™ 31,80+2,72" 44,97 £3,37""* 29,51 +2,62™
Risques vasculaires
Index du Risque Cardiovasculaire| 8,26 + 1,29 15,85 +2,34*** 8,61 +0,93" 6,52+0,63"" 14,86 +0,92** 7,00 +1,13™
Index du Risque Coronarien | 1,83 +0,03 2,73+0,13"* 1,79+0,15" 1,64+0,06™ 2,36+0,33 2,10+£0,14
Index Athérogéne | 0,37 £ 0,05 0,36 £ 0,04 0,33 +0,03 0,36 £ 0,06 0,48 +0,14 0,55+ 0,04

Chague valeur est exprimée sous forme de moyenne + esm, n =6 - 8. *'p < 0,01 et ***p < 0,001 : différences
significatives par rapport aux rats normaux; *p < 0,05, **p < 0,01 et ***p < 0,001 : différences significatives
par rapport aux rats obeses.

111.1.5.4.Effets de F. tessmannii sur quelques marqueurs biochimiques des

fonctions hépatique, rénale et intestinale chez I’animal obese
Aucune différence significative n’a été observée entre les concentrations sériques des
protéines et de créatinine des rats normaux et celles des rats obeses (Tableau XXXVII). Il a
cependant été observé une baisse significative du taux de créatinine dans le groupe de rats
obéses traité a I’orlistat par rapport aux rats obéses non traités. Les activités sériques des
transaminases (ASAT et ALAT) et intestinale de la phosphatase alcaline n’ont présenté aucune

modification significative entre les différents groupes.
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Tableau XXXVIII : Quelques parametres des fonctions hépatique, rénale et intestinale des rats obéses traités et
non traites

Normaux Obeses

DH:20 DH:20 F. tessmannii F. tessmannii Orlistat Telmisartan
10 mL.kg* 10 mL.kg? 100 mg.kg? 200 mg.kg* 10 mg.kg? 10 mg.kg*

Concentrations
Protéines (mg.dL?) | 65,15 +3,29 56,21 +2,98 64,02+7,15 62,88 3,66 53,49+ 1,20** 56,25+ 4,11
Créatinine (uM) [146,05+4,73  134,45+450 132,98 £3,53* 138,98 +9,73 113,49 +6,28"* 131,96 + 5,06
ALAT (U.LY) J112,16+045 113,75+1,10 112,22+1,53 116,69+0,64 112,33+1,74 118,01+0,71
ASAT (U.LY) [ 2350+0,34 21,86 +1,01 23,771,779 24,45+0,74 2405+2,08 2295+0,91
PAL intestinale (U.L) 16,09 + 1,07 1541 +£0,77 15,48 £ 0,61 14,98 £ 0,83 15,68 £ 0,67 15,24 £ 0,99

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne + ESM, n=6-8. *p<0,05 et **p<0,01:
différences significatives par rapport au groupe de rats normaux ; *p < 0,05 : différence par rapport au
groupe de rats obéses.

111.1.5.5. Effets de F. tessmannii sur I’ionogramme des rats rendus obéses

L’injection de GMS a conduit au bout de 27 semaines a une augmentation significative
de la concentration sérique en ions sodium (p <0,001), chlorure (p <0,001), magnésium
(p <0,01) et calcium (p <0,01) et & une diminution (p <0,001) de celle des ions potassium
comparé aux rats normaux. L’administration de 1’extrait de F. tessmannii (100 ou 200 mg.kg"
1) ou de lorlistat ou de telmisartan a entrainé une diminution significative de 1’hypernatrémie
et de I’hypokaliémie comparativement aux rats obeses non traités (Tableau XXXIX). L’extrait,
lorlistat et le telmisartan ont également entrainé une diminution des taux sériques d’ions
Cl" (p < 0,05) par rapport aux rats obéses témoins. L extrait de plante a la dose de 100 mg.kg™*
et le telmisartan ont entrainé une baisse significative de la calcémie par rapport aux rats témoins
obeses tandis que le traitement a 1’orlistat a accentué I’hypercalcémie provoquée par le GMS

chez les rats obéses.

Tableau XXXIX : Effets de Fagara tessmannii sur I’ionogramme des rats rendus obéses

Normaux Obéses
DH.0 DH20 F. tessmannii F. tessmannii Orlistat Telmisartan
10 mL.kg? 10 mL.kg? 100 mg.kg*! 200 mg.kg* 10 mg.kg? 10 mg.kg?

Concentrations
Mg?*(mg.dL™?) 2,06 +0,09 2,83+0,24" 2,47 +0,08" 2,61+0,10" 261+0,14* 2,48+0,10*"
Ca?*(mM) 3,08+0,19 552067 3,72+0,39" 4,57 +0,30** 7,17+0,61"" 297+0,22™
K*(mM) |13,45+0,62 6,86+0,37"*" 1510+2,94™ 13,30+1,38™" 1575+1,71"" 9,63 117"
Cli(mM) | 74,48 +£2,05104,21 +2,70*** 82,65 + 3,24*™" 92,12 + 4,17*"" 83,562 +1,24**™ 77,95+ 2,30™"
Na*(mM) |169,86+9,74 270,83 +12,59*** 114,47 + 13,67 142,36 + 18,10™" 144,54 +9,93" 71,01 £10,05*+

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne + ESM, n=6-8. *p<0,05 *p<0,01 et
* p < 0,001 : différences significatives par rapport au groupe de rats normaux ; * p < 0,05, ** p < 0,01
et *** p < 0,001 : différences significatives par rapport au groupe de rats obeses.
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111.1.5.6. Effets de ’extrait aqueux de F. tessmannii sur la pression artérielle et
la fréquence cardiaque des rats rendus obéses

La Figure 52 résume les effets de 1’extrait aqueux de F. tessmannii sur la pression
artérielle et la fréquence cardiaque des rats obéses. L’administration du glutamate monosodique
a entrainé par rapport au témoin normal une augmentation significative de la pression artérielle
aprés 27 semaines. Il a été relevé une augmentation de 21,92 % (p <0,001), de 29,71 %
(p <0,05), et de 11,79 % (p > 0,05) respectivement de la PAS, de la PAD et de la pression
artérielle pulsée par rapport aux rats normaux. Le traitement par I’extrait de F. tessmannii durant
6 semaines a entrainé une réduction significative de la PAS (p < 0,01) et de la pression artérielle
pulsée (p<0,05) comparativement aux rats témoins obeses. La PAD a diminué
significativement de 15,29 % (p < 0,05) aprés le traitement avec la dose de 100 mg.kg™ par
rapport aux rats obeses traités a I’eau distillée. L’orlistat et le telmisartan ont également réduit
significativement la PAS et la PAD des rats obéses. Seul le telmisartan a réduit de facon
significative la pression artérielle pulsée. Aucune variation significative n’a été constatée sur la

fréquence cardiaque dans les différents groupes.
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Figure 52 : Effets de F. tessmannii sur les paramétres hémodynamiques chez les rats obéses. Chaque
barre représente la moyenne + ESM, n =6 - 8. PAS : pression artérielle systolique (PAS), diastolique
(PAD), Ft: Fagara tessmannii, *p<0,05, **'p<0,01 et ***p < 0,001 : différences significatives par
rapport aux rats normaux ; * p<0,05, **p <0,01 et ***p < 0,001 : différences significatives par
rapport au groupe de rats obeses.
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111.1.5.7. Effets de ’extrait de F. tessmannii sur la réactivité vasculaire des rats
rendus obeses

a)-Effets de Fagara tessmannii sur la réponse contractile aortique médiée
par les récepteurs a-adrénergiques chez les rats obeéses

La contraction des anneaux d’aorte isolée induite par la phényléphrine (Phe) a été
significativement elevée chez les rats rendus obéses par rapport aux rats normaux (Figure 53A).
Il a été noté une diminution significative (p < 0,05) de la puissance (pD2) et une augmentation
significative de ’efficacité (réponse maximale, Cmax) de la réponse vasoconstrictrice induite
par la stimulation o-adrénergique chez les rats obeses par rapport aux rats normaux
(Figure 53B). L aire sous la courbe (AUC) a été significativement élevée (63,85 %, p < 0,05)
chez les rats obeses par rapport aux rats normaux. L’administration de 1’extrait de F. tessmannii
(100 ou 200 mg.kg™) a été significativement réduit (p < 0,01) I’AUC (Figure 53B). Il ressort
de ces graphes que I’extrait de plante a réduit 1’efficacité de la réponse contractile a la Phe chez
les rats obéses plus que I’orlistat et le telmisartan. La Cmax de 53,6 + 6,3 % sur I’aorte des rats
témoins obéses était de 24,8 +4,1 % chez ceux traités a la dose de 100 mg.kg? et de
30,1 + 5,3 % chez les rats obéses qui ont recu la dose de 200 mg.kg™.
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Figure 53 : Effets de F. tessmannii sur la réponse contractile a-adrénergique des rats obeses.

Courbes de contractions (A), puissance (pD2), efficacité (contraction maximale, Cmax) et aires sous la
courbe (AUC) (B) de la contraction induite par la phényléphrine (Phe) sur les anneaux d’aortes isolées
des rats obéses. Chaque point ou barre représente la moyenne +esm (n=8-13); Ft: Fagara
tessmannii ; *p<0,05 **p<0,01 et **p<0,001: différences significatives par rapport aux rats
normaux ; a et c¢: Ft100 vs Obeses; B et y: Ft200 vs Obéses; ** p<0,05, P**p<0,01 et

erX** n < 0,001 : différences significatives par rapport aux rats obéses.

b)-  Effets de F. tessmannii sur la réponse vasorelaxante induite par
I’acétylcholine ou le nitroprussiate de sodium sur les anneaux d’aorte
isolée des rats rendus obeses

Comme le montrent les Figures 54A et 54B, le nitroprussiate de sodium (SNP), un
donneur d’oxyde nitrique, a induit une vasorelaxation significativement supérieure des anneaux
de rats témoins obéses comparée aux rats témoins non obeses. La pD2 était de 7,05 + 0,19 sur
aorte de rat normal contre 7,69 + 0,17 et le pourcentage de relaxation maximale respectivement
de 104,08 + 6,19 et de 145,80 + 11,04 sur aortes des rats normaux et rendus obéeses. L’AUC de
I’activité vasorelaxante a augmenté de 44,11 % (p <0,01) par rapport aux rats normaux.
L’extrait de plante a réduit I’AUC de la vasorelaxation induite par le SNP de 10,49 % (p > 0,05)
a la dose de 100 mg.kg™* et de 33,42 % (p < 0,01) a la dose de 200 mg.kg™* comparativement

aux rats témoins obeéses.
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Aucune différence significative n’a été observée dans la vasodilatation induite par
I’acétylcholine (ACh) entre les rats témoins, les rats obeses et traités a I’extrait de plante
(Figures 54C, D). L’effet globale (AUC) de la vasorelaxation induite par I’ACh était
significativement réduit (p < 0,05) dans le groupe de rats traités a I’orlistat par rapport aux rats
témoins obéses. Les traitements a ’orlistat et au telmisartan ont réduit significativement la

vasorelaxation induite par I’ACh (p < 0,05) par rapport au groupe de rats normaux.
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Figure 54 : Effets de I’extrait aqueux des écorces du tronc de Fagara tessmannii sur la réponse vasorelaxante
induite par le nitroprussiate de sodium (SNP, A) ou I’ Acétylcholine (ACh, C) sur les anneaux d’aortes de rats
obeses précontractés a la phényléphrine (Phe) et Aires sous la courbe (AUC), puissance (pD2) et efficacité
(relaxation maximale, Rmax) (B et D) respectivement associées. Ft : F. tessmannii. Chaque point représente
la moyenne £ esm, n =5-10. *p < 0,05, **p < 0,01 et ***p < 0,001 : différence significative par rapport aux
rats normaux ; %p < 0,05 et °p < 0,01 : orlistat vs Normaux ; *p < 0,05, **p < 0,01 et ***p < 0,001 : différence
significative par rapport au groupe de rats obéses.

111.1.5.8. Effets de D’extrait de plante sur les paramétres hématologiques des
rats obéses

Comme indiqué dans le Tableau XL, les animaux devenus obéses 5 mois apres les

injections sous-cutanées de glutamate monosodique pendant la période néonatale ont présenté
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une diminution significative (p < 0,05) du nombre de monocytes (1,83 + 0,29x10% pL™* contre
3,67 +0,55x10° puL* chez les témoins normaux) et une augmentation non significative du
nombre de granulocytes de 35,83 % par rapport aux rats normaux. L.’administration de I’extrait
de plante, de ’orlistat ou du telmisartan a significativement diminué par rapport au témoin
normal et au témoin négatif le taux de monocytes. L’extrait a la dose de 100 mg.kg™’ a
également diminué significativement le nombre de granulocytes par rapport au témoin obese.
Aucune variation significative du taux de globules rouges, de I’hématocrite, de I’hémoglobine
ainsi que les autres paramétres érythrocytaires n’a été observée entre les différents groupes.
Les animaux obéses ont présenté une augmentation du nombre de plaquettes (15,54 %,
p > 0,05) et de la thrombocrite par rapport aux animaux normaux. Le traitement par 1’extrait de

Fagara tessmannii a induit une diminution significative du volume plaquettaire moyen.

Tableau XL : Effets de ’extrait de F. tessmannii sur les paramétres hématologiques chez les rats obéses

Normaux Obeses
DH-0 DH:O  F.tessmannii F.tessmannii Orlistat Telmisartan
10 mLkg? 10mL.kg?! 100mgkg? 200 mg.kg' 10 mg.kg* 10 mg.kg*
Leucocytes
Leucocytémie (x10%.uL1) [16,70+3,33 14,33+2,23  8,90+1,59* 12,85+3,60 6,78+1,52*"  13,84+3,56
Lymphocytes (x10%.uLt) | 9,97+2,65  8,33%1,27  7,24+1,23 7,98+255  5,30+1,87 9,62+2,97
Granulocytes (x10%.uL?) | 3,07#0,79  4,17+#1,49 0,94+0,23*™ 3,06+ 1,77 1,06+0,66 2,82+0,98
Monocytes (x10%.uL™?) 13,67+ 0,55 1,83+0,29* 0,72+0,18**" 1,02+ 0,19*" 0,42+0,07**™" 1,40+0,33**
Lymphocytes (%) |58,67+5,24 58,50+3,72 83,46+226*"" 66,74+ 6,74 70,28+16,95  61,84+14,92
Granulocytes (%) [17,33+1,33 26,93%6,14 8,76+ 1,82 20,74+4,96 20,84+16,88 12,18+4,52
Monocytes (%) |24,00+6,47 14,5744,60 7,78+ 1,02* 11,72+ 3,46 8,88+2,85* 10,72+1,47*
Erythrocytes
Erythrocytémie (x108.uL?) | 8,13+1,03  8,75%0,81  7,81#1,55 6,49+1,05 8,61+0,99 8,40+0,30
Hématocrite (%) [45,80+6,59 48,98+4,56 42,1648,25 38,10+6,84  48,1845,51 46,10+1,47
IDR (%) [12,8040,73 12,6610,57 12,60+0,40 12,40+0,47  13,10+0,63 12,4640,53
VGM (um?®) |55,75+1,03 55,80+0,66 54,20+0,97 57,71+2,11  56,20+0,86 55,20+0,58
HGB (g.dL) [15,10+2,05 16,22+1,39 13,78+2,87 12,46+2,08 13,92+1,84 15,36+1,04
CCMH (g.dL) | 33,08:0,76  33,26%0,65  32,22+1,19 33,4340,70 28,98+1,75 33,24+1,52
TCMH (pg) | 18,4520,38 18,6210,49  17,4240,43 19,16+0,54 16,22+0,87 18,28+0,86
Plaquettes sanguines
Thrombocytémie (x10%.uL™Y) | 66854724  772,4#138,2  601,5¢97,8 649,7482,6 533,6250,4 910,44117,2
Thrombocrite (%) [0,691+0,054 0,798+0,131 0,631+0,120 0,511+0,079 0,551+0,026* 0,888+0,118
IDP (%) |[18,6345,15 16,66+3,38 19,50+3,96 26,03+3,20 20,38+4,31 24,50+3,03
VPM (um®) [10,43+0,43 10,44+0,25  8,96+0,20™ 8,87+0,28™ 9,22+0,18" 9,7410,21

Chaque valeur représente la moyenne + ESM, n=4-7. IDR : indice de distribution des globules rouges,
IDP : indice de distribution plaquettaire, VGM : volume globulaire moyen, VPM : volume plaquettaire
moyen, HGB : hémoglobine, CCMH : concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine, TCMH :
teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine. *p<0,05, *p<0,01 et ***p<0,001: différences
significatives par rapport aux rats normaux; *p<0,05 **p<0,05 et ***p<0,001: différences
significativités par rapport aux rats obéses.
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111.1.5.9. Effets de F. tessmannii sur quelques parameétres tissulaires du statut
oxydant chez les rats rendus obeses

a)-Effets sur le taux de protéines totales, te glutathion et I’activité de la
catalase

Aucune différence significative n’a été relevee entre la concentration protéique dans les
organes investigués entre les différents groupes. La Figure 55 présente une augmentation de
17,74 % (p > 0,05) du taux de protéines hépatiques chez les rats obéses que I’administration de
I’extrait de plante et des substances de référence a réduit de manicre significative. Une
diminution de 16,59 % (p < 0,05) du taux de protéines cérébrales a été observée chez les rats
traités par le telmisartan.

Le taux de glutathion réduit n’a pas été affecté significativement entre les différents
groupes expérimentaux. Les traitements ont provoqué dans le foie et le rein une diminution
significative de la concentration en glutathion réduit en comparaison avec le groupe des rats
témoins obeses et des rats normaux.

L’activité de la catalase a été réduite de fagon significative dans le foie des témoins obéses
par rapport aux rats normaux. La dose 200 mg.kg? a augmenté (p > 0,05) I’activité de la

catalase dans le foie.
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Figure 55 : Teneur tissulaire en protéines (A) et en glutathion réduit (B), et activité tissulaire de la
catalase (C). Chaque barre représente la moyenne + ESM, n =6 - 8. *p < 0,05 : différence significative
par rapport aux rats normaux ; * p < 0,05 : différence significative par rapport aux rats obéses.
b)-  Effets des différents traitements sur les nitrites tissulaires

L’obésité chronique a conduit a une diminution significative des taux de nitrites dans le
cceur et le cerveau (Figure 56A, D). L’administration de I’extrait aqueux de F. tessmannii n’a
pas corrigé de fagon significative le taux de nitrites dans ces deux organes. Aucune différence
significative n’a été relevée entre tous les groupes concernant le taux de nitrites hépatique et
rénal ; excepté chez le groupe des rats obéses traités au Telmisartan qui a présenté au niveau
hépatique une diminution significative du taux de nitrites par rapport aux rats normaux

(Figure 56B) et au niveau rénal une augmentation significative du taux de nitrites par rapport
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au groupe des rats obéses ayant uniquement regu de 1’eau distillée (Figure 56C). Dans I’intestin
le taux de nitrites était éleve (p < 0,05) chez les rats obéses traités a 1’orlistat comparé aux rats

normaux (Figure 56E).
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Figure 56 : Effets de I’extrait de Fagara tessmannii sur la concentration tissulaire en nitrites. Chaque
barre représente la moyenne + ESM, n =6 - 8. *p < 0,05 : différence significative par rapport aux rats
normaux et * p < 0,05 : différence significative par rapport aux rats obeses.
c)- Effets sur le taux de malondialhéhyde

Le taux de malondialdéhyde (MDA) (Figure 57) a augmenté dans le cceur (p > 0,05), le
foie (p < 0,05) et le rein (p < 0,05) des témoins négatifs en comparaison avec les rats normaux.
L’administration de 1’extrait de Fagara tessmannii a la dose de 100 mg.kg™ aux rats obéses a
entrainé une diminution significative du taux de MDA dans le cceur et le rein. La dose de
200 mg.kg? a diminué significativement le taux de MDA dans le foie et le rein

comparativement aux témoins obeses.
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Figure 57 : Effets de I’extrait de Fagara tessmannii sur la quantité de malondialdéhyde (MDA). Chaque
barre représente la moyenne + ESM, n =6 - 8. *p < 0,05 : différence significative par rapport aux rats

normaux et * p < 0,05 : significativité par rapport aux rats obeéses.
I11.1.6. Profil toxicologique de Dextrait agueux des écorces du tronc de
F. tessmannii
111.1.6.1. Toxicité aigiie de I’extrait de Fagara tessmannii
L’administration unique de ’extrait aqueux de F. tessmannii a la dose de 2000 mg.kg™
n’a entrainé aucun déces chez les rats aprés deux semaines d’observations. L’évolution
pondérale consignée sur la Figure 58 ne montre aucune différence significative entre les

animaux traités a I’extrait et leurs témoins des deux sexes.
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Figure 58 : Effets de I’administration aigiie de 1’extrait aqueux de Fagara tessmannii sur I’évolution
pondérale. Chaque point représente la moyenne + ESM, n = 3.
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111.1.6.2. Toxicité subaigle de I’extrait aqueux de Fagara tessmannii

a)-Effets de F. tessmannii sur I’évolution pondérale
La Figure 59 présente 1’évolution pondérale des rats traités a 1’extrait de la plante. Il en
ressort que I’administration a différentes doses (100, 200, 400 mg.kg™?) de I’extrait aqueux de
Fagara tessmannii pendant 28 jours n’a pas entrainé une modification significative de
I’évolution pondérale chez les rats aussi bien chez les rats males que chez les rats femelles
compargés aux groupes témoins. Il en a ét¢ de méme deux semaines apres 1’arrét des traitements

chez les groupes satellites.
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Figure 59 : Effets de ’administration subaigiie de 1’extrait aqueux de Fagara tessmannii sur I’évolution
pondérale. Chaque point représente la moyenne + ESM, n = 5.
b)-  Effets de F. tessmannii sur le profil lipidique

La Figure 60 présente les effets de 1’administration de I’extrait de F. tessmannii chez les
rats méales et femelles pendant 28 jours. Il ressort de cette figure que I’extrait de plante a la dose
de 200 mg.kg™ a entrainé une diminution du taux de triglycérides chez les rats males (14,56 % ;
p < 0,05) et chez les femelles (9,03 % ; p > 0,05). Quant & la dose de 400 mg.kg™, elle a entrainé
une augmentation du taux de HDL-cholestérol chez les rats males (34,30 % ; p < 0,05). L arrét
des traitements pendant 2 semaines a conduit au rétablissement des niveaux de
HDL - cholestérol entre les rats du groupe témoin (satellites témoins) et ceux recevant la dose
de 400 mg.kg™ (satellites 400 mg.kg™).
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Figure 60 : Effets de I’administration subaigiiec de 1’extrait aqueux de Fagara tessmannii sur le profil
lipidique. Chaque barre représente la moyenne + ESM, n=5. * p < 0,05 : différence significative par
rapport aux rats témoins.

c)-Effets de F. tessmannii sur quelques marqueurs biochimiques de la

fonction hépatique
Le Tableau XLI présente les effets de 1’administration répétée de I’extrait aqueux des
écorces du tronc de Fagara tessmannii sur quelques marqueurs de la fonction hépatique chez
les rats normaux. Dans les deux sexes, aucune différence significative au niveau sérique n’a été
observée sur les taux de protéines et les activités de I’ALAT, de I’ASAT, et de la gamma-GT
entre les différents groupes. Chez le groupe satellite traité a la dose de 400 mg.kg?, il a été
relevé une baisse significative (p < 0,05) du taux de protéines chez les rats males et de I’activité
de ’ASAT dans les deux sexes. L’administration de 1’extrait de plante a toutes les doses
étudiées a entrainé la baisse des taux sériques de bilirubine directe chez les rats males (p < 0,05),
méme deux semaines aprés l’arrét des traitements (p <0,01). Au niveau hépatique,
’administration pendant 28 jours de I’extrait aux doses de 100, 200 et 400 mg.kg™ a entrainé
une augmentation de 1’activité de I’ALAT chez les males (p < 0,001) et les femelles (p > 0,05)
comparativement au témoin eau distillée. L extrait a entrainé une augmentation du taux de
bilirubine hépatique chez les rats des deux sexes pour la dose de 200 mg.kg™ et chez les rats

femelles pour la dose de 100 mg.kg™.
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Tableau XL1I : Effets subaigus de Fagara tessmannii sur les marqueurs de la fonction hépatique

Protéines ALAT ASAT Bilirubine Bilirubine PAL
Parameétres (mg.kg?h) (u.Lh (u.Lh Totale (uUM)  Directe (UM) (U.Lh
Sérum
Males
Témoins | 136,1+ 5,9 93,6+ 2,9 82,9+ 15 72,8+ 10,5 6,0+ 1,3 6,0+ 1,6
100 mg/kg | 137,4+ 4,6 86,7+ 3,5 81,9+ 3,5 89,9+ 21,2 2,3+ 04" 4,7+ 0,9
200 mg/kg | 141,0+ 2,0 91,8+ 0,8 86,3+ 2,0 57,1+ 11,2 2,1+ 0,3" 49+ 1,2
400 mg/kg | 137,8+ 2,2 90,6+ 2,1 83,7+ 2,7 99,0+ 16,3 2,0+ 0,3" 8,9+ 2,1
Satellites Témoins | 142,0+ 4,9 87,6t 4,0 84,1+ 1,0 44,0+ 5,6 2,1+ 0,2 3,8+ 0,8
Satellites 400 mg/kg | 124,6+ 4,3" 832+ 1,1 77,9+ 0,97 66,1+ 4,9" 0,9+ 0,2 7,1+ 1.8
Femelles
Témoins | 131,9+ 3,9 932+ 1,1 83,4+ 2,7 110,3+ 36,6 45+ 0,9 2,8t 05
100 mg/kg | 140,2+ 2,8 83,4+ 5,1 87,6+ 0,8 118,9+ 22,9 3,6+ 0,6 1,5+ 0,2°
200 mg/kg | 139,9+ 3,7 90,6+ 1,1 85,3+ 1,6 219,8+ 32,7° 2,4+ 0,6 2,9+ 0,9
400 mg/kg | 138,9+ 3,4 88,0+ 0,6 87,0+ 1,8 32,1+ 223 3,0+ 0,6 36,1+ 2,2
Satellites Témoins | 151,7+ 4,8 96,4+ 2,6 94,4+ 0,7 725+ 55 4,7+ 0,6 2,9+ 0,6
Satellites 400 mg/kg | 139,6+ 4,5 95,1+ 2,2 89,7+ 1,27 64,5+ 111 20+ 037 56+ 10
Foie SéricKJS (TU.L-l)
Males
Témoins | 207,1+ 54,6 723,8+ 359  478,1+ 10,5 926,3+ 180,3 47,2+ 4,7 52+ 1,3
100 mg/kg | 232,9+ 10,6  1018,9+ 13,0 432,1+ 5,0 838,5+ 65,7 50,0+ 11,3 6,2+ 0,4
200 mg/kg | 298,1+ 18,4 1074,8+ 26,6 4524+ 9,8  1077,1+ 58,2 1265+ 11,0 4,3+ 0,9
400 mg/kg | 298,4+ 24,1 1078,6+ 18,17 426,7+ 10,77 890,9+ 1222 84,9+ 19,0 71+ 1,0
Satellites Témoins | 195,5+ 22,9 10515+ 9,2 4912+ 20,3 402,2+ 64,2 153,2+ 40,5 57+ 0,7
Satellites 400 mg/kg | 193,8+ 12,6 1051,2+ 26,1 4615+ 120 693,7+ 68,0° 87,6+ 13,5 3,2+ 1,3
Femelles
Témoins | 218,7+ 21,9 10342+ 8,4 456,5+ 4,1 1126,0+ 50,1 56,0+ 16,1 72+ 22
100 mg/kg | 220,7+ 87,2 1113,1+ 36,8 461,44+ 12,4 9544+ 48,7 138,9+ 289" | 45+ 1,0
200 mg/kg | 339,0+ 41,1° 1131,2+ 50,0 469,8+ 18,0 871,3+ 86,77 120,1+ 6,17 4,0+ 0,6
400 mg/kg | 295,5+ 36,4 10924+ 225 4684+ 46  1012,6+ 52,8 71,6+ 22,3 4,1+ 0,6
Satellites Témoins | 279,4+ 18,5 1120,8+ 34,7 4709+ 18,0 10769+ 70,9 34,6+ 9,7 3,8t 0,7
Satellites 400 mg/kg | 342,9+ 494  1160,7+ 63,9  477,7+ 26,7 860,7+ 71,0° 32,7+ 3,5 6,9+ 1,4

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne £ ESM, n=5.
***p < 0,001 : différences significatives par rapport aux rats témoins.

d)-

*p <0,05, **p<0,01 et

Effets de F. tessmannii sur quelques marqueurs biochimiques de la
fonction rénale

Les marqueurs biochimiques de la fonction rénale consignés dans le Tableau XLII ont été

évalueés a la fin des 28 jours de traitement aux différentes doses de 1’extrait de F. tessmannii et

2 semaines apres I’arrét de la dose 400 mg.kg? (groupe satellite). Le traitement par ’extrait a

toutes les doses a induit une baisse de la créatinine sérique et rénale chez les rats males et

femelles, méme apres ’arrét des traitements. Au niveau sérique, les doses 100, 200 et

400 mg.kg? chez les rats males et 100 mg.kg? chez les femelles ont entrainé une baisse

significative (p < 0,05) du taux d’urée ; alors qu’au niveau rénal, toutes les doses ont induit une

¢élévation significative du taux d’urée. La teneur en protéines rénales a significativement

(p < 0,05) diminué chez les méles apres administration de F. tessmannii.
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Tableau XLII : Effets subaigus de I’extrait aqueux de Fagara tessmannii
biochimiques de la fonction rénale

sur les marqueurs

Sérum Rein
Parametres Créatinine Urée Protéines Créatinine Urée
(LM) (mg.kg™) (mg.kg™) (LM) (mg.kg?)
Males
Témoins | 1153+ 5,6 128,2+ 11,0 2947+ 10,8 582,5+ 32,8 181,9+ 36,8
100 mg/kg | 100,5+ 3,1" 48,6+ 4,4™ |229,7+ 8,27 359,9+ 48,1 542,0+ 61,2"
200 mg/kg | 104,4+ 3,3 50,6+ 13,4™ | 218,0+ 7,6  365,1+ 24,777 3852+ 512"
400 mg/kg | 110,2+ 15,8 88,6+ 6,8" 211,3+ 9,8™  426,9+ 22,1 663,7+ 96,77
Satellites Témoins | 119 6+ 12,5 17,8+ 2,7 2431+ 9,9 450,8+ 41,6 461,6+ 86,3
Satellites 400 mg/kg | 93 4+ 3,3 38,8+ 8,3 195,9+ 24,8 326,0+ 56,3 587,3+ 63,6
Femelles
Témoins | 1133+ 5,3 118,6+ 8,6 2220+ 7,4 376,5+ 32,9 363,1+ 39,6
100mg/kg | 92 4+ 3,8” 57,6+ 6,07 |222,0+ 18,9 303,4+ 13,1 903,9+ 88,1
200mg/kg | 96,0+ 4,4" 100,4+ 18,3 2274+ 5,2 284,1+ 14,7 853,5+ 36,17
400mg/kg | 92 1+ 4,3" 144,3+ 35,5 1929+ 19,2 278,6+ 22,3° 8181+ 117,2"
Satellites Témoins | 136 0+ 4,8 15,9+ 3,9 2582+ 25,0 443,9+ 64,9 2679+ 35,1
Satellites 400 mg/kg | 112 8+ 57" 125,3+ 17,2™"| 224,9+ 11,9 189,7+ 10,4™ 4945+ 528"

Les valeurs sont sous forme de moyenne £ ESM, n=5. *p <0,05 **p<0,01 et ***p<0,001:
différences significatives par rapport aux groupes témoins correspondants.

e)- Effets de F. tessmannii sur les parametres hématologiques

L’examen hématologique consigné dans le Tableau XLIII a révélé que I’extrait aqueux
de F. tessmannii administré aux rats normaux de deux sexes pendant 28 jours a entrainé de
fagon dose-dépendante une leucopénie réversible deux semaines aprés l’arrét de
I’administration pour la dose 400 mg.kg?. Une légére baisse significative a la dose de
100 mg.kg? de ’hématocrite chez les rats males, et réversible a I’arrét du traitement, a été
observée. Une augmentation significative du volume des globules rouges et de leur teneur en
hémoglobine a été observée a toutes les doses chez les rats femelles par rapport aux rats
normaux. Deux semaines apres la fin des traitements, les valeurs de ces parameétres étaient
revenues a la normale.

L’évaluation des parameétres thrombocytaires a révélé une diminution du taux plaquettaire
plus marquée chez les rats méles que chez les rats femelles, de leurs volumes, de la disparité de
ces volumes (IDR-CV et IDR-SD), et des plaquettes a grande taille (P - LCR). Une diminution
de la procalcitonine a également été enregistrée. Une augmentation compensatoire de ces

paramétres a été observée 14 jours aprés I’arrét du traitement par la dose de 400 mg.kg™.
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Tableau XLIII : Effets de Fagara tessmannii sur les paramétres hématologiques

Traitements GB GR Hgb HCT VGM TCMH CCMH PLT IDR-CV IDR-SD PDW VPM P-LCR PCT
(10%uL)  (10%uL)  (g/L) (%0) (fL) (P9) (9/dL) (10%uL) (%) (fL) (fL) (fL) (%) (%0)
Males
Témoins 16,8+1,2 9,8+0,8 17,5+1,8 72,4454 T745+14 17,940,7 24,0+0,6 673,7+16,0 18,7+19 47,1+3,7 11,4+1,0 8,3+0,3 16,615 0,5740,03
100 mg.kg? 16,1+2,5 8,4+0,1 14,6%0,2 61,5+1,2* 73,7+1,0 17,440,2 23,8+0,1 402,0+42,4** 13,9+0,4* 39,0+0,5* 8,9+0,6 7,2+0,4 8,5+1,8* 0,3640,05*
200 mg.kg™ 10,5+1,7* 9,4+0,6 16,0+0,7 68,7£3,5 72,1+0,9 17,0+0,4 23,840,3 420,2+40,4** 13,9+1,7* 38,3+2,3 10,0+0,5 7,5+0,2 9,4+12* 0,33+0,03**
400 mg.kg? 8,0+1,3** 8,9+0,4 154+0,5 65,4+2,2 73,9+1,0 17,440,3 23,6+0,1 538,8+96,7 14,0+0,7* 39,7+1,8 9,0+0,2 7,1+0,1** 7,6+0,5*** 0,38+0,08
Satellites Témoins | 17,6+3,6 9,9+1,0 17,4+1,8 73,9+10,4 75,240,6 17,640,1 23,5+0,2 765,8+24,9 16,4+0,9 419+05 9,9+0,4 8,1+0,3 12,015 0,63+0,05
Satellites 400 mg.kg™ 12,6+2,5 11,4406 19,6%1,0 84,3+4,7 74,2410 17,240,3 23,2+40,1 971,0+499,7 18,5+1,0 43,2+2,3 10,3+0,4 8,4+0,2 13,714 0,80+0,09
Femelles
Témoins | 17,7+1,2 11,5+0,4 18,8+1,2 79,7434 69,6+0,4 16,4+0,4 23,6£0,4 964,5+47,1 18,3+0,2 40,9+0,2 11,5+0,7 8,9+0,3 17,4+22 0,87+0,03
100 mg.kg? | 12,9433 10,9+1,1 19,5+1,9 77,9+7,9 75,7+1,6* 17,840,3* 23,6+0,2 691,8+83,3* 17,7+16 43,4+39 11,8+0,3 9,1+0,1 19,2+1,2 0,62+0,07*
200 mg.kg*| 7,8+0,7*** 10,0+0,9 18,6+1,8 74,2467 74,2+15* 18,6+0,7* 25,0+0,5 696,0+161,9 14,6+1,1* 38,4106 11,2+0,7 8,6+0,2 15,4+1,3 0,73+0,07
400 mg.kg?| 7,542,2** 9,0+15 16,5+2,6 69,0+9,7 78,0+£2,8* 18,5+0,3** 23,7+0,4 857,0+106,0 17,8+1,2 46,4440 10,5+0,4 8,5+0,2 14,3+1,7 0,70+0,08
Satellites Témoins | 16,2+2,0 10,7+0,4 18,6+0,7 84,2432 78,7+1,3 17,4+0,4 22,2405 872,6+36,7 16,2+0,4 43,7+0,7 11,7£0,4 9,0+0,1 18,7+1,0 0,78+0,04
Satellites 400 mg.kg™ 13,9+1,6 10,740,4 18,8+1,1 81,8+3,8 76,3%1,8 17,5+0,6 23,0+0,4 1066,5+115,6 16,2+0,3 40,9+0,4 11,3+0,3 9,0+0,2 18,6+1,7 0,98+0,09

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne £ ESM, n=5. *p < 0,05, ** p<0,01 et *** p < 0,001 : différences significatives par rapport aux groupes Témoins
correspondants. GB : globules blancs, GR : globules rouges, Hgb : hémoglobine, Hct : hématocrite, VGM : volume globulaire moyen, TCMH : teneur corpusculaire moyenne
en hémoglobine, CCMH : concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine, PLT : plaquettes, IDR : indice de distribution des globules rouges, PDW : Largeur de
distribution des plaquettaire, VPM : volume plaquettaire moyen, P-LCR : taux de plaquettes a grandes cellules, PCT : procalcitonine.

129



.2 Discussion
Effets hypotenseurs et vasorelaxants de I’extrait aqueux de Fagara tessmannii

Dans ce travail, les effets directs de 1’extrait aqueux des écorces de Fagara tessmannii a
différentes doses sur la pression artérielle ont été évalués chez les rats normotendus (RNT) par
la méthode invasive. L’injection intraveineuse de I’extrait aqueux a conduit a une diminution
immédiate de la pression artérielle (PA) suivie d’une réduction tardive qui persiste au moins
une heure. L’extrait de F. tessmannii a baissé significativement la PA aux doses de 10, 20, 30,
et 40 mg.kg* avec un effet plus important & la dose 30 mg.kg? ou I’effet hypotenseur était
accompagné d’une action bradycardisante. La baisse durable de la PA obtenue s’expliquerait
par la diminution des résistances périphériques totales (RPT). Dans cette étude, il a été démontré
invivo chez les RNT que le blocage des récepteurs muscariniques (par I’atropine) et 1’inhibition
de la NO-synthase (NOS) (par le L—-NAME) ou de la cyclooxygénase 2 (COX 2) (par
I’indométacine) diminuent les effets hypotenseurs de I’extrait de plante. Ces résultats suggérent
que I’activité hypotensive de 1’extrait serait médiée au moins en partie par la stimulation des
récepteurs muscariniques, 1’activation de la NOS et / ou de la guanylate cyclase soluble (GCs)
et la production de prostacycline (PGly).

In vitro, les effets vasorelaxants de ’extrait sur les anneaux d’aorte isolée de RNT
précontractés a la Phe ont été évalués. La stimulation du récepteur oz — adrénergique par la Phe
provoque directement ou sous 1’action de 1’acide phosphatidique formé a partir de 1’activation
de la phospholipase D, I’ouverture des canaux calciques hormonodépendants conduisant a
I’afflux intracellulaire d’ions Ca?" et active la phospholipase C qui hydrolyse le phospholipide
membranaire produisant 1’1P3 et diacylglycérol (DAG). L’afflux intracellulaire d’ions Ca?* et
I’IP3 stimulent la libération de Ca?* hors du réticulum sarcoplasmique (Leone et al., 2008).
L’augmentation intracellulaire en ions Ca®" est a I’origine de 1’interaction actine-myosine
aboutissant a la contraction musculaire. Les résultats montrent que 1’extrait induit une
vasorelaxation qui a ¢été réduite aprés retrait de 1’endothélium. L’ECso en présence de
’endothélium était de 8,18.10°mg.mL? contre 209,00.10°mg.mL? en son absence. Ces
résultats, similaires a ceux obtenu par Zahoui et al., (2016) avec F. zanthoxylum, suggérent
I’implication de I’endothélium dans les effets relaxants de I’extrait aqueux des écorces du tronc
de F. tessmannii. Ces effets seraient en partie corréles a sa richesse en composés bioactifs
notamment les alcaloides. En effet, il a été démontré que certains alcaloides possédent des effets
vasodilatateurs (Medeiros et al., 2011). Biologiquement, les coumarines sont trés utiles et

présentent des activités vasodilatatrices (Adesina, 2005; Xu et al., 2015).
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Les cellules endothéliales sont capables de moduler la vasomotricité grace a la production
de facteurs vasorelaxants. Il existe essentiellement trois facteurs vasodilatateurs produits par
I’endothélium : la PGl le NO - EDHF (Six et al., 2020). Afin de vérifier le rble de
I’endothélium dans les effets de F. tessmannii, les anneaux d’aorte intacts ont été tour a tour
incubés avec des inhibiteurs de la voie de signalisation NO - GMPc. L’incubation avec
I’indométacine, inhibiteur non sélectif de la cyclooxygénase (COX, voie impliquée dans la
synthése de la PGl2), n’a eu aucune influence sur I’effet vasculaire de F. tessmannii écartant
ainsi I’implication de la voie des prostacyclines - AMPc. Par contre, le L - NAME, un inhibiteur
non sélectif de NOS, a réduit de fagon significative I’effet vasorelaxant de I’extrait suggérant
ainsi une implication du NO dans cet effet. Il est bien connu que le NO agit sur le muscle lisse
vasculaire en activant une guanylate cyclase soluble (GCs) pour produire la guanosine
monophosphate cyclique (GMPc) (Grover-Paez & Zavalza-Gémez, 2009). Cette GMPc active
en outre la protéine kinase G (PKG) qui provoque la phosphorylation de la chaine Iégére de la
myosine ou active les canaux potassiques sensibles a I’ATP, les deux actions conduisant a la
relaxation des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLVs) (Corvol, 1993; Ch’ng et al.,
2017). Pour savoir si cette activité médiée a travers ’activation de la voie NO — GMPc dépend
uniquement de la libération de NO, des anneaux d’aorte ont par la suite été incubés avec le bleu
de méthyléne, un inhibiteur de la guanylate cyclase. En présence du bleu de méthylene, 1’effet
vasorelaxant de I’extrait a été significativement inhibé. Le blocage des récepteurs
muscariniques par I’atropine a inhibé I’effet vasodilatateur de 1’extrait, mais a un moindre degré
par rapport au bleu de méthyléne ; il est donc évident que I’extrait, en plus d’activer les
récepteurs muscariniques, augmente la biodisponibilité du NO, et posséderait des composés
capables d’activer directement la GCs. La présence d’une variété de composés vasoactifs,
notamment, les alcaloides et les coumarines dans cet extrait peut expliquer cette multiplicité
des voies de signalisation (Adesina, 2005; Medeiros et al., 2011; Xu et al., 2015). Il serait
également intéressant d’explorer I’implication de la voie de signalisation de 1’acide
arachidonique dans les effets de 1’extrait aqueux des écorces de F. tessmannii.

Si I’effet vasorelaxant obtenu in vitro justifie la diminution des RPT manifestée dans cette
étude par une baisse tardive et durable de la PA, les résultats obtenus in vivo suggéreraient
I’implication d’autres mécanismes dans les effets hypotenseurs de F. tessmannii. En effet, les
effets de F. tessmannii ont été significativement diminués aprés administration intraveineuse
préalable de la yohimbine ou du propranolol, antagonistes respectifs des récepteurs a, et
B - adrénergiques aux RNT. Afin de bloquer uniquement les récepteurs post — synaptiques

a2 — adrénergique et éviter I’augmentation du tonus sympathique et la diminution du tonus
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vagal par la yohimbine, la dose 100 pg.kg™ a été utilisée (Andréjak et al., 1983; Goldberg et
al., 1983). La deplétion des catécholamines induite par un prétraitement avec la réserpine a
annulé I’effet hypotenseur immédiat de 1’extrait et entrainé une augmentation de la pression
artérielle pendant les 5 premieres minutes. Les résultats montrent que ces antagonistes réduisent
la baisse immédiate et / ou tardive de la PA induites par 1’extrait, et suggérent que les effets
hypotenseurs de I’extrait aqueux de F. tessmannii seraient médies par des actions
sympatholytiques indirectes spontanées a travers 1’inhibition de la libération pré — synaptique

des catécholamines et directe persistante via le blocage des récepteurs ay et B — adrénergiques.

Effets préventifs et curatifs de I’extrait aqueux de Fagara tessmannii sur I’hypertension
essentielle induite par une déficience en NO

Compte tenu de I’implication des voies de signalisation NO - GMPc dans les effets
hypotenseurs élucidées pendant les études in vitro et in vivo susmentionnées, il nous a paru
nécessaire d’étudier les effets de cet extrait de plante chez les rats hypertendus. Deux études
ont ét¢ menées pour évaluer les effets préventifs et curatifs de 1’extrait aqueux des écorces du
tronc de F. tessmannii sur I’hypertension essentielle induite par le L — NAME. Les paramétres
lipidiques et du stress oxydant ont été déterminé dans ce modéle. L’administration de
L - NAME a la dose journaliere de 25 mg.kg? a entrainé, aprés 21 jours, une élévation
significative des PA systolique et diastolique. Il est bien connu que I’administration a long
terme de I’inhibiteur de la NO - synthase (NOS), le L - NAME a des doses relativement élevées,
induit une hypertension NO - dépendante chez les RNT, un modéle largement utilisé pour une
meilleure investigation des troubles cardiovasculaires (Kopincova et al., 2012; Bernatova,
2014). L’inhibition chronique de la NOS entraine un déséquilibre entre les facteurs de
contraction et de relaxation. Ce déséquilibre est dd a la diminution de la biodisponibilité du NO
et/ou I’augmentation de son oxydation, & I’accentuation des effets de ’endothéline - 1 (ET - 1)
et a I’induction de I’expression de la COX - 2 (Salvemini et al., 2013; Leong et al., 2015). Cette
biodisponibilité réduite du NO entraine une réduction de la vasorelaxation dépendante de

I’endothélium, conduisant a une hypertension artérielle (HTA).

Dans ces études préventives et curatives, I’extrait aqueux de F. tessmannii aux doses de
100 et 200 mg.kg? a empéché 1’augmentation significative de la PA des RNT soumis au
L — NAME et a induit une baisse de la PA chez les rats hypertendus au L - NAME
respectivement en traitement préventif ou curatif. Ces résultats confirmeraient I’implication des
voies de signalisation du NO dans les effets antihypertenseurs et hypotenseurs de F. tessmannii.

L’augmentation de la résistance vasculaire est la caractéristique commune trouvee a la fois dans
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I’hypertension humaine et animale en raison d’une diminution de la biodisponibilité du NO
et / ou d’une sécrétion accrue de facteurs de contraction (McEniery et al., 2006; Steppan et al.,
2011; Guo et al., 2014). La réduction de cette résistance périphérique entrainera une diminution
des PA systolique et diastolique (Nguelefack-Mbuyo et al., 2012). L’augmentation de la rigidité
vasculaire a une implication directe dans le couplage artério - ventriculaire (interaction du ceeur
avec le systéme vasculaire). En effet, I’hypertension artérielle entraine une augmentation du
travail ventriculaire gauche et de sa rigidité pendant la systole accompagnée d’une réduction de
sa compliance lors de la diastole. Ce processus conduit a I’augmentation de la consommation
d’oxygene, a ’hypertrophie ventriculaire, et a la potentialisation de 1’ischémie subendocardiale
a cause du déséquilibre entre I’afflux et les besoins en oxygeéne du myocarde (Hallab et al.,
2012). Au cours de I’étude curative, il a été constaté une augmentation de la masse relative du
cceur que I’administration de 1’extrait de plante a réduit. Partant de ces résultats, il ressort que
I’extrait de plante améliorerait la biodisponibilitt du NO et diminuerait la résistance
périphérique. Cela peut étre confirmé par le maintien des taux de nitrites proches de la normale
dans 1’aorte lors de I’étude préventive et 1’amélioration aussi bien aortique, cardiaque,
hépatique, rénale que cérébrale de ces taux dans 1’étude curative. La diminution de la pression
artérielle pulsée (PP) observée dans cette étude témoignerait du maintien et de la restauration
de I’élasticité des vaisseaux (Steppan et al., 2011; Hallab et al., 2012; Guo et al., 2014). En
admettant que 1’augmentation de la PA dans ce type d’HTA implique la stimulation des
systemes sympathique et rénine —angiotensine (Da Cunha et al., 2014), ’extrait pourrait
interférer avec ces voies de signalisation pour abolir I’augmentation de la fréquence cardiaque
et de la PA observée chez les rats hypertendus. Ces effets résulteraient des métabolites
secondaires notamment des alcaloides et des composés phénoliques contenus dans 1’extrait de
plante dont les effets vasorelaxants et sympatholytiques ont été justifiés.

Des études ont montré que I’administration de polyphénols induit une diminution de la
PA, une augmentation des facteurs vasodilatateurs endogenes et une diminution des facteurs
vasoconstricteurs. Ces effets des polyphénols ont été associés a une stimulation de 1’activité des
NOS dans le systeme cardiovasculaire (Bernatova et al., 2002; Auger et al., 2010). Les
polyphénols et les alcaloides sont capables d’augmenter 1’activité antioxydante notamment de
la catalase et de la glutathion peroxydase (Liu et al., 2012; Alasvand et al., 2019; Speer et al.,
2019). Les métabolites aux propriétes antioxydantes contenus dans I’extrait de plante pourraient
entrainer une diminution des prostanoides et de I’hypersensibilité aux vasoconstricteurs et une
augmentation de la disponibilité de NO, ce qui pourrait contribuer a ’effet hypotenseur de F.

tessmannii (Djeukeu et al., 2019).
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La dyslipidémie est un facteur de risque majeur d’athérosclérose et de maladies
cardiovasculaires (Grundy, 2006). Il a été prouvé une implication du NO dans le métabolisme
des lipides par activation du “sterol regulatory element binding protein - 2 (SREBP 2)”, la
protéine de liaison de 1’¢lément régulateur du stérol hépatique, étape du métabolisme du
cholestérol et de I’expression du récepteur aux LDL. L’absorption du cholestérol dans les
cellules hépatiques induite par ces récepteurs aide a maintenir un taux physiologique de
cholestérol (Noda et al., 2015). Une déficience en NO conduit a une augmentation des taux de
cholestérol total (CT), LDL, VLDL et triglycérides (TG), et a une diminution de la
concentration de HDL - ¢ (Sadeghi-Hashjin et al., 2009; Aluko et al., 2018). Les taux de
triglycérides dans I’étude préventive et de graisse viscérale cette fois dans les deux études aient
été diminués, probablement en raison d’une perte de poids due aux effets anorexigénes du
L — NAME (Sadler & Wilding, 2004) cependant, il a été observé une augmentation du CT et
une diminution du cholestérol HDL associées a une augmentation conséquente des rapports
cholestérol total /HDL -c¢ et LDL —c/HDL —c. Ces ratios sont considérés comme les
composants majeurs et de bons prédicteurs des troubles métaboliques, lesquels incluent les
dyslipidémies, 1’athérosclérose, I’HTA et les maladies cardiovasculaires pouvant affecter
I’épaisseur de la média et étre responsable de I’infarctus du myocarde. Il est connu que
I’augmentation de ces ratios appelés indice de risque coronarien (IRC) et index athérogéne (Al)
est associée a un risque accru de mort par arrét cardiaque (Schaefer, 2002; Kunutsor et al.,
2017). L’extrait de Fagara tessmannii a amélioré le taux de HDL - ¢ tout en réduisant le taux
de cholestérol total et les indices de risque athérogéne et coronarien. Etant donné que les deux
tiers du cholestérol plasmatique sont transportés par les LDL, le cholestérol total et le LDL- ¢
sont étroitement corrélés. En outre, une augmentation du HDL - ¢ est fréquemment associée a
une régression de plaque d’athérome, tandis qu’une diminution du LDL - ¢ ralentirait sa
progression (Millan et al., 2009). De plus, le HDL - ¢ a été présenté comme un facteur de risque
indépendant et protecteur des maladies cardiovasculaires athéromateuses et utilise comme cible
thérapeutique pour la prévention primaire et secondaire des morts subites cardiaques gréce a sa
sensibilité a I’oxydation et a 1’abaissement de la PA (Kunutsor et al., 2017; Wakabayashi &
Daimon, 2019). L’extrait aqueux de Fagara tessmannii, en contrélant la lipidémie, pourrait
empécher ou réduire I’athérosclérose résultant de I’hypertension essentielle.

Lors de I’HTA, les modifications des CMLVs, les modifications de la matrice
extracellulaire (croissance / apoptose, migration et différenciation, altération de la production
et dégradation) et la stimulation des réponses inflammatoires entrainent un remodelage

structurel au niveau cardiovasculaire (Touyz, 2005). La détermination de I’activité plasmatique
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de lactate déshydrogenase (LDHase), des taux de NO et de malondialdéyde (MDA) dans I’aorte
thoracique et le cceur permet d’étudier le remodelage vasculaire (Sulistyowati et al., 2020).
L’augmentation de I’activité de la LDHase qui est I’expression de la gravité et de la survenue
des complications de I’HTA sert de marqueur important car elle peut étre détectée précocement
lors du processus du stress oxydant (Kato et al., 2006). L’étude préventive a montré que le
traitement par I’extrait de plante atténue 1’augmentation de 1’activité de la LDHase dans le
plasma et augmente le taux de NO dans 1’aorte. Les effets antioxydants protégeraient contre la
peroxydation lipidique due aux espéces réactives de 1’oxygéne (EROSs), un fait observé dans la
plupart des organes investigués chez les rats des groupes traités avec 1’extrait lors des études
préventive et curative a travers la diminution des taux de MDA (Liu et al., 2012; Sung et al.,
2013; Alasvand et al., 2019). Une association forte entre le risque de survenue d’accident
cardiovasculaire et les altérations de la structure et / ou des fonctions pariétales vasculaires a pu
étre démontrée. Il a été rapporté une augmentation de 1’activité des taux circulants et/ ou
tissulaires des cytokines pro - inflammatoires (IL - 6, TNF - a et IL - 1B) et des molécules
d’adhésion au cours de I’hypertension essentielle (Therrien, 2009; Miossec, 2021). Ces
cytokines jouent un rdle central dans la fibrose des organes affectés, en favorisant I’infiltration
tissulaire de cellules inflammatoires telles que les macrophages et les lymphocytes et un
processus de protéolyse active et de synthése accrue de certains composants comme le
collagene et les fibres élastiques (Epstein et al., 1994; Virdis et al., 2014; Akinyemi et al., 2016;
Abdel-Zaher et al., 2020). L’examen histopathologique a montré un épaississement de la paroi
vasculaire, et une inflammation associée a une fibrose des coronaires chez les rats traités au
L - NAME. La composition de la paroi vasculaire varie selon la taille du vaisseau. La média
des vaisseaux larges est majoritairement composée d’¢lastine alors que celle des vaisseaux de
petit calibre contient relativement plus de collagéne. Ces structures pariétales (intima-média)
sont influencées par plusieurs facteurs notamment la rupture des laminaires élastiques, la perte
de I’adhérence musculaire, I’augmentation des fibres de collagéne, I’inflammation locale,
I’infiltration des CMLVs et des macrophages, la fibrose, I’accumulation de matieres mucoides,
le foyer de nécrose des cellules musculaires lisses et la calcification : causes connues de
I’insuffisance cardiaque (Steppan et al., 2011; Mohammed et al., 2014). Le traitement par des
plantes médicinales comme Fagara tessmannii peut atténuer le stress oxydant et aider dans
I’amélioration du remodelage vasculaire induit dans I’hypertension artérielle. F. tessmannii a
travers ses propriétés anti - inflammatoires et antioxydantes (Djeukeu et al., 2019), inhiberait

la congestion coronaire et préviendrait la fibrose cardiaque.
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Ces expériences sur 1’hypertension essentielle ont montré que le blocage de la synthese
du NO conduit a la diminution du gain de poids, de la graisse viscérale et des triacylglycérols
sériques. Des études ont démontré que 1’administration intrapéritonéale de L - NAME diminue
de maniere significative la teneur hypothalamique en NO a travers une inhibition du NOS
neuronal local. 1l en résulte une inhibition du systeme orexigene et une augmentation de la
dépense énergétique et par conséquent, une perte de poids associée a une diminution des
graisses viscérales et une hypotriglycéridémie (Drobyski et al., 1994; Sadler & Wilding, 2004;
Joost & Tschdp, 2007). Tout ceci conduirait & une autophagie, une protéolyse musculaire
combinée a un stress oxydant, entrainant ainsi une hypotrophie musculaire et de nombreux
produits de dégradation. L’extrait de Fagara tessmannii a empéché ces troubles mentionnés
tout en préservant les tissus cardiaque, rénal et hépatique de la protéolyse et a maintenu leurs
fonctions. Des produits de dégradation des protéines comme 1’urée, la créatinine et 1’acide
urique sont excreétés par le rein. Leur augmentation sérique associée a une hypernatrémie est un
marqueur de I’insuffisance rénale alors que 1I’augmentation des activités ALAT, ASAT, et
v - GT entre autre est un marqueur de toxicité hépatique et donc des troubles de la fonction
hépatique (Alonso et al., 2012). L’acide urique est un puissant antioxydant (Shaheen, 2014;
Batta, 2016). Mais un taux sanguin trop élevé pourrait étre un marqueur de risque de la
dysfonction endothéliale lié a la production de radicaux libres ou un marqueur protecteur
produit pour contrecarrer un stress oxydant (Alonso et al., 2012; Moukette et al., 2014).
L’extrait de plante dans cette étude aurait protégé 1’intégrité des organes d’épuration grace a
ses effets antioxydants (Liu et al., 2012; Alasvand et al., 2019; Speer et al., 2019).

La présente étude a fourni la preuve que 1’extrait aqueux des écorces de F. tessmannii
prévient et améliore I’hypertension essentielle induite par le L-NAME et les perturbations du
metabolisme lipidique. L’extrait pourrait agir préférentiellement a travers les voies dérivées de
I’endothélium et 1’activit¢ antioxydante pour empécher et corriger les altérations

cardiovasculauires.

Effets curatifs de I’extrait aqueux de Fagara tessmannii sur les troubles a risques
cardiovasculaires liés a I’obésité induite par le glutamate monosodique

Cette étude visait a déterminer les effets de 1’extrait aqueux des écorces du tronc de F.
tessmannii sur 1’obésité induite par le glutamate monosodique (GMS) et les consequences
cardiovasculaires qui y sont associées. Pour y parvenir, les rats néonataux ont été traités par une
série d’injections intrapéritonéales de la solution de GMS. L’obésité a I’age adulte a été

confirmée par I’observation chez les animaux traités au GMS, du phénotype obése marqué par
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un grossissement caractéristique de 1’abdomen, des indices de masse corporelle et de Lee
élevés, et une augmentation de I’adiposité par rapport aux Témoins normaux. L’extrait de plante
a ensuite été administré afin d’en évaluer les effets sur les troubles a risques cardiovasculaires
associés a cette obésite.

Les résultat obtenus sont en concordance avec ceux d’autres chercheurs (Papaet al., 1997;
Mozes et al., 2000; Furlan et al., 2007; Dixit et al., 2012; Miranda et al., 2016). Il est en effet
connu que le traitement au GMS entraine une diminution du nombre, du volume et de la densité
des neurones de I’hypothalamus aboutissant a des Iésions de plusieurs noyaux
hypothalamiques, des anomalies endocriniennes et une obésité. Cette obésité est caractérisée
par une augmentation significative de I’indice de masse corporelle (IMC), de I’indice d’obésité
de Lee et de I’adiposité majoritaire autour des régions intra-abdominale et fémoroglutale
(Hernandez et al., 2019; Zanfirescu et al., 2019). Des travaux cités par Mozes et al. (2000) ont
montré que 1’obésité induite par le GMS était médiée par une altération de la régulation des
lipides par la leptine via les dommages sur son récepteur dans les noyaux de 1’arc
hypothalamique. La leptine est une importante adipocytokine qui module le processus
métabolique en régulant 1’apport et la dépense énergétique notamment ’appétit et le
métabolisme (Van Heek et al., 1997; Nalini et al., 2015).

Les résultats sur la consommation alimentaire et la masse corporelle chez les rats obéses
sont contradictoires au regard de I’action hyperphagique de la résistance a la leptine. Certaines
études révelent une normophagie (Lobato et al., 2011), une diminution de la masse corporelle
(Mozes et al., 2000; Lobato et al., 2011; Miranda et al., 2016) et d’autres une hypophagie
(Mozes et al., 2000; Dixit et al., 2012) et une normopondération (Dixit et al., 2012). Le rapport
énergétique alimentaire a montré que, bien qu”hypophagiques, les animaux a phénotype obése
retenaient plus de quantité de matiere alimentaire. Cette disparité de données serait a priori liée
a la différence des protocoles et des souches animales utilisées. L’examen du tissu cérébral dans
cette étude a rendu compte du faible taux des nitrites dans le cerveau. Il est connu que la
diminution de la biodisponibilité hypothalamique en NO est corrélée a celle de la prise
alimentaire (Drobyski et al., 1994; Sadler & Wilding, 2004; Joost & Tschop, 2007). Par contre
une ¢lévation de ces taux dans I’intestin évoque 1I’implication du NO dans 1’augmentation du
flux des échanges en faveur d’une absorption intestinale optimale qui contribue au maintien de
la balance énergétique positive. En suivant 1’évolution du poids corporel des animaux dans cette
étude, il n’a pas été observé de différences significatives entre les animaux témoins et ceux
traités au GMS pendant la phase d’induction de I’obésité et méme de traitement a 1’extrait,

malgré le phénotype saillant de I’obésité. Ces rats obéses, outre leur inaptitude physique et leur
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caractere sédentaire présentaient une capacité assez €levée de stockage d’énergie, car la vidange
gastrique par privation de nourriture a révélé une pondération chez les rats obéses largement
supérieure a la normale. Ces différentes données aboutissant au final a 1I’obésité confirment que
ce facteur de prédisposition tient compte non pas de 1’apport mais du rapport énergétique et
surtout de 1’intégrité de la fonction intestinale, du métabolisme lipogénique et de la répartition
de cette energie sous forme de graisses (Kanarek et al., 1972 cités par Mozes et al., 2000; Sadler
& Wilding, 2004). En effet, le surpoids et 1’obésité sont définis comme une accumulation
anormale ou excessive de graisses qui présentent un risque pour la santé globale, y compris les
MCVs (Ortega et al., 2016; Gadde et al., 2018).

L’administration de 1’extrait de F. tessmannii (100 et 200 mg.kg™) a induit une perte de
poids corporel & jeun de maniére dose-dépendante, une diminution des nitrites intestinales, de
I’accumulation des graisses abdominales, de I’adiposité et par conséquent, des indices d’obésité
(IMC et index de Lee) et de la lipotoxicité chez les rats obeses en faveur d’une augmentation
de la masse musculaire en considération de celles des carcasses. Il est connu que I’hypertrophie
musculaire contribue a 1’augmentation de 1’activité physique et a la dépense d’énergie (Vial,
2013). L’efficacit¢é d’un nouveau traitement des maladies cardiovasculaires résultant de
I’obésité doit étre évaluée par son effet sur le poids corporel. En outre, ce traitement est
considér¢ efficace s’il prévient I’hypertriglycéridémie, la prise de poids, en induisant une perte
de poids de 5 a 10 % par rapport a la valeur initiale, et permet le maintien a long terme de la
perte de poids une fois apres son arrét (Foster et al., 1997; Sattar & Lean, 2009; Hall & Kahan,
2018). Ces effets pourraient s’expliquer par I’apport des alcaloides par 1’extrait de plante. Les
alcaloides sont utilisés pour leurs effets améliorateur des performances sportives et amincissant
(Andraws et al., 2005). La perte de poids favorise 1’augmentation de la teneur en GLUT 4 dans
tous les tissus sensibles a I’insuline (Papa et al., 1997). Cet effet pourrait étre impliqué dans
I’augmentation de la sensibilité a I’insuline et de la faible glycémie observés chez les rats traités
par F. tessmannii.

La forme la plus répandue de la constellation d’anomalies métaboliques liées a la
résistance a I’insuline est retrouvée chez les patients souffrant d’obésité abdominale (Després
et al., 2008). Les tests de tolérance a I’insuline (ITT) et a la surcharge orale de glucose (OGTT)
dans cette étude ont montré une insulinorésistance marquée et un début d’intolérance au glucose
chez les rats obéses. La résistance a 1’insuline, un trouble fondamental qui apparait avant et
entraine une hyperglycémie, est associée a un ensemble de risques cardiométaboliques qui, non

seulement contribuent au diabéte de type 2, mais également au développement de I’HTA et des
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MCVs athéromateuses (Pedersen, 1992; Reaven, 1993; Rutter et al., 2005; Meigs et al., 2007).
Contrairement aux HDL —c, les LDL — c et VLDL — ¢, avec leur forte sensibilité a 1’oxydation
par les EROs révelée dans cette étude par I’augmentation des MDA dans certains organes,
initient la phase centrale de tous les stades de 1’athérosclérose : un processus inflammatoire qui
peut devenir systémique ; d’ou I’élévation des plaquettes qui expose a un risque accru de
thrombose (Galkina & Ley, 2009; Libby, 2012; Tangney & Rasmussen, 2013; Klatt & Kumar,
2015).

L’extrait aqueux de F.tessmannii administré aux rats obéses a amélioré le taux de
HDL - c tout en réduisant les taux de triacylglycérol (TAG) et de cholestérol total, de LDL —c,
de VLDL — c, et par voie de conséquence, les indices du risque vasculaire qui en résulte. Ces
effets résulteraient de la présence dans I’extrait des composés phénoliques et de alcaloides. Les
principaux effets a bénéfices cardiovasculaires de ces composés sont connus, notamment, une
augmentation plasmatique de I’activité antioxydante et du HDL - ¢, une diminution du LDL - ¢
et de son oxydation et une baisse de la PA (Fraga et al., 2010; Medeiros et al., 2011; Liu et al.,
2012; Alasvand et al., 2019; Speer et al., 2019). Des études ont montré que la résistance a
I’insuline conduisant a une hyperinsulinémie compensatrice est une anomalie métabolique
primaire prédisposant au développement du composant TAG - élevée - HDL-c bas, et conduit
a une augmentation de la sécrétion hépatique de VLDL-c - TAG et a une hypertriglycéridémie
(Jeppesen et al., 1997). De plus, la concentration plasmatique de VLDL - TAG augmente en
association avec des anomalies du métabolisme des lipoprotéines plasmatiques, y compris une
diminution des concentrations de HDL - c. Cet ensemble d’anomalies lipidiques appelées
dyslipidémies est un facteur de risque majeur des MCVs (Wakabayashi & Daimon, 2019). Le
rapport cholestérol total / HDL - ¢ est considéré comme une composante importante et un bon
prédicteur de 1’épaisseur intima - média carotidienne, dont la valeur prédictive est supérieure
aux parametres pris séparément (Millan et al., 2009). Les résultats de cette étude ont montré
une réduction des indices de risque cardiovasculaire et coronarien par 1’extrait.

Les travaux de Mbaze et al. (2007) ont prouvé ’activité inhibitrice des a - glucosidases
des triterpenes pentacycliques isolés des écorces du tronc de F. tessmannii, lesquels triterpénes
pourraient se trouver parmi ceux révélés dans notre extrait. L’inhibition de I’a-glucosidase
conduit au ralentissement de la dégradation des glucides dans I’intestin et donc & la diminution
de la glycémie postprandiale (Mohamed et al., 2011; Wang, 2011), augmente et prolonge la
sécretion des glucagon et glucagon — like peptide - 1 (impliqué dans la régulation de la
sécrétion et de la sensibilité a I’insuline), le renouvellement des cellules B et les fonctions du

tissu extra - pancréatique (Yusuke et al., 2009). En effet, il est important de réduire la résistance
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a I’insuline afin de contrdler le risque de survenue des MCVs (Okita et al., 2014). Ainsi, les
valeurs de la vitesse de disparition du glucose plasmatique (Kirt) lors de I’'ITT obtenues dans
cette étude confirmeraient que Fagara tessmannii augmente la sensibilité et ’efficacité de
I’insuline dans une situation d’insulinorésistance. Toutes ces actions contribueraient a réduire
le flux d’énergie exogéne entrant, a favoriser I’utilisation des graisses stockées, et a stimuler la
dépense énergétique périphérique, et pourraient expliquer la perte de poids induite par 1’extrait
de plante.

En tenant compte du fait que le rein joue un rdle important dans la régulation de la PA, et
gue chaque modification mécanique et neurohumorale au niveau rénal exerce une influence sur
la PA (Marsh et al., 2007), le rapport rein/graisses périrénale (m/m) permettant d’évaluer la
compression d’un organe par le tissu adipeux a été déterminé. 1l a été observé chez les obéses
non traités, une augmentation significative de la compression rénale et cardiaque par la graisse
enveloppante, une perte de la masse rénale, une hypertrophie relative du muscle cardiaque, et
une élévation des taux plasmatiques d’ions sodium et chlorure confirmant une augmentation de
leur réabsorption tubulaire (qui joue un réle majeur dans le déclenchement et le maintien de
I’élévation de la PA) (Rocchini et al., 1989). Il est bien connu que la présence des graisses dans
et autour des reins comprime extrémement les principales artéres rénales, les veines et les
vaisseaux lymphatiques, les uretéres et le parenchyme (Hall et al., 2015). Il en résulte une
diminution aigué de la perfusion rénale qui s’accompagne d’une diminution proportionnelle et
transitoire du débit sanguin local et de la filtration glomérulaire et une chute importante de la
dynamique des fluides tubulaires et de 1’excrétion urinaire induisant I’augmentation de la rénine
rénale et de son activité plasmatique (Hall et al., 2015). L’activation du systéme
rénine — angiotensine - aldostérone (SRAA) est responsable d’une augmentation de 1’excrétion
du potassium, de la rétention sodique, de la rétention d’eau et du volume plasmatique, de ce fait
d’une ¢élévation de la PA (Barton et al., 2003; Fransson et al., 2013). L’obésité stimule
également I’activité du systéme nerveux sympathique (Aneja, 2004). Ainsi, la compression
physique, I’activation du SRAA et I’activité nerveuse sympathique rénale semblent altérer la
natriurese par pression rénale, augmenter la résistance périphérique et par conséquent, la PA.

F. tessmannii a amélioré les effets déléteres de 1’obésité. Cette etude a révélé la capacité
de I’extrait a réduire la PAS et la PAD, a améliorer I’activité natriurétique et le mouvement des
ions associés chez les rats obeéses. Il est intéressant de noter que I’extrait réduit
préférentiellement la PAS par rapport a la PAD contribuant ainsi a la restauration de la PP, ce
qui serait incontestablement di, en partie, a la restauration des nitrites dans le coeur et le rein et

a la diminution des graisses. La perte de poids améliore la compression parenchymateuse et la
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PA élevée (Lip & Hall, 2007; Wang, 2011), bien que de nombreux autres mécanismes puissent
étre impliqués. 1l a été démontré que la rétention du K™ entraine un effet hypotenseur direct et
une réduction du volume sanguin.

Il est bien connu que 1’obésité¢ entraine un déséquilibre entre les facteurs vasoactifs
dérivés de I’endothélium favorisant la vasoconstriction (Fulop et al., 2007; Barton et al., 2012).
Dans cette étude, il a été évalué la réponse pharmacologique (aux agents vasoconstricteurs et
vasorelaxants) sur les anneaux d’aorte isolée des rats de tous les groupes a la fin des traitements.
Les résultats obtenus sur les vaisseaux isolés confirment 1’existence d’une dysfonction
endothéliale chez les rats obéses, comme I’atteste la différence de réaction a la phényléphrine
(Phe) significativement supérieure chez les obeses. Les données indiquent que 1’obésité favorise
I’apparition d’un déséquilibre entre les facteurs de relaxation / hyperpolarisation derivés de
I’endothélium (EDRF / EDHF) en faveur des facteurs contractants dérivés de 1’endothélium
(EDCF) a travers, en partie, le stress oxydant et les systemes des angiotensines (Barton et al.,
2003; Vanhoutte & Tang, 2008; Vanhoutte, 2009; Majewski et al., 2018). La génération des
EROs peut réduire la vasodilatation dépendante de I’endothélium en altérant la biodisponibilité
du NO (Lobato et al., 2011). Le traitement par 1’extrait de F. tessmannii a significativement
diminué la réponse contractile a la Phe. La propriété anti - oxydante de la plante (Djeukeu et
al., 2019) pourrait entrainer une diminution des prostanoides et de la réponse aux
vasoconstricteurs et une augmentation de la biodisponibilité du NO, ce qui pourrait contribuer
a I’effet hypotenseur de F. tessmannii.

Tout comme Da Cunha et al., (2014) au sujet de la réactivité de I’aorte thoracique isolée,
il n’a été trouvé aucune différence significative dans la vasodilatation induite par I’acétylcholine
entre les anneaux d’aortes de rats témoins et obéses. Il a été démontré que la vasodilatation
induite par 1’acétylcholine n’est pas entierement abolie par la perfusion de N(G)-monométhyl-
L-arginine (L-NMMA), inhibiteur de NOS car, cette acétylcholine active également d’autres
voies Ca?* - dépendantes telles que la PGI; et les EDHF (Taddei et al., 1995). D’autres études
ont confirmé le manque de biodisponibilit¢ du NO endothélial dans I’obésité due au GMS et
d’autres maladies métaboliques (Da Cunha et al., 2014; Csige et al., 2018; Lerman et al., 2019).
Pour évaluer la sensibilité au NO des CMLVs chez les rats obéses, le NO a été directement
fourni par perfusion de nitroprussiate de sodium (SNP, un donneur exogene de NO) afin de
contourner tout dysfonctionnement de la synthese de NO conséquent aux troubles de la fonction
endothéliale. Les résultats ont révelé que la vasodilatation induite par le SNP est
significativement amplifiée chez les rats obeses. Ce résultat est conforme a celui de Fulop et al.

(2007). Comme le montre cette étude, une PA élevée et 1’obésité sont étroitement associées a
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une dilatation artérielle exagérée et adaptative des gros vaisseaux de conductance lors de
I’obésité a travers ’activation des mécanismes vasculaires intrinséques, tels qu’une réponse
accrue au NO, impliquant une adaptation fonctionnelle importante des vaisseaux. Cette
augmentation de la réponse vasculaire, au SNP, serait imputée a la présence d’un métabolite du
glucose : le méthylglyoxal (Mukohda et al., 2009, 2012). L’ implication du méthylglyoxal, dont
I’augmentation a été rapporté dans I’hypertension, les dyslipidémies, I’obésité et dans les
complications vasculaires du diabéte a travers les phénomeénes de glycation et le pouvoir
oxydant est bien connu (Mukohda et al., 2012; Matafome et al., 2013; Rodrigues et al., 2017).
F. tessmannii jouerait un réle bénéfique dans la réduction du risque cardiovasculaire induit par
le GMS chez les rats obeses.

Cette partie du travail montre que I’extrait aqueux des écorces du tronc de Fagara
tessmannii possede des effets bénéfiques sur les dommages dus a 1’obésité induite chez les
nouveau - nés par le GMS. L’extrait de plante a amélioré I’accumulation des graisses
ectopiques au profit de la masse musculaire, le profil lipidique prédicteur de risques
cardiovasculaires, la résistance a I’insuline, 1’altération de la pression artérielle, la natriurése et
les échanges ioniques et leurs effets rénovasculaires potentialisant I’hypertension essentielle 1ié
a I’obésité. La richesse de F. tessmannii en métabolites secondaires notamment les composés
polyphénoliques et les alcaloides, pourrait expliquer ses effets sur la perte de poids, ses effets
antihypertenseurs ; et 1’amélioration de la réponse vasculaire aux facteurs vasoactifs et la
fonction endothéliale. L’extrait aqueux des écorces du tronc de F. tessmannii serait un candidat
potentiel pour la prise en charge clinique des maladies métaboliques a risque cardiovasculaire

apres certaines études supplémentaires.

Porfil toxicologique de I’extrait aqueux de Fagara tessmannii

Les phytomédicaments sont de plus en plus répandus dans le monde entier.
L’augmentation des approches médicinales est due a la reconnaissance de la valeur de la
médecine traditionnelle et de la pharmacopée indigéne. Bien que les plantes médicinales, dotées
d’activités biologiques variées, soient souvent présentées comme naturelles et donc
inoffensives, elles ne sont pas exemptes d’effets indésirables (Bnouham et al., 2006; Nasri &
Shirzad, 2013). Les risques pour la santé font maintenant partie des préoccupations courantes
de notre société (Andraws et al., 2005). De nombreux travaux y compris, la présente étude
indique que F. tessmannii posseéde des propriétés pharmacologiques qui justifieraient son
développement comme nouvelle source thérapeutique. Il est de ce fait nécessaire de connaitre

son profil toxicologique sous réserve des études plus poussées. L’étude de la toxicité aigiie de
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I’extrait aqueux des écorces du tronc de F. tessmannii a révéle que la DLso Serait supérieure a
2000 mg.kg?, ce qui indique que cet extrait serait faiblement toxique (Bensakhria, 2018). Les
résultats découlant de I’étude subchronique révelent que 1’extrait n’aurait pas d’influence sur
I’évolution pondérale chez les rats normaux males et femelles. L’exploration de la fonction
hépatique et rénale a montré que 1’extrait aqueux de F. tessmannii entraine de fagon irréversible
une baisse de la bilirubine directe, de la créatinine sérique et rénale et une augmentation de
I’urée rénale. Ce fait proviendrait de I’hyperactivation des voies d’élimination de ces produits
de dégradation.

En ce qui concerne le profil hématologique, 1’extrait de plante a entrainé de fagon
dose — dépendantes et réversible une diminution du nombre de leucocytes. L’administration de
I’extrait a induit une granulopénie et une monocytopénie au regard des résultats obtenus apres
les traitements chez les animaux obeses. Une diminution réversible et méme compensatrice des
plaguettes sanguines a été observée. Ceci suggere la présence dans la plante des métabolites
susceptibles d’inhiber certains stades de [I’hématopoi¢se. En effet les alcaloides
benzophénanthridines du genre Zanthoxylum présentent généralement certaines activités
antinéoplasiques ; leur toxicité s’est avérée étre un probleme sérieux ; cela les a également
empéché d'étre utilisés en clinique (Adesina, 2005). 1l serait judicieux de quantifier la teneur de

ces métabolites dans notre extrait et d’en faire une étude toxicologique spécifique.
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Conclusion et Perspectives

Ce travail consistait en 1’évaluation des effets de I’extrait aqueux des écorces du tronc de
Fagara tessmannii sur quelques altérations cardiovasculaires. Cette étude s’est faite a travers
I’évaluation des effets hypotenseurs in vivo et vasorelaxants in vitro et sur les altérations
métaboliques et hémodynamiques induites par le L - NAME et 1’obésité provoquée par le
glutamate monosodique. Le profil toxicologique de cet extrait a également été évalué. 1l ressort

de cette étude que ’extrait :

v possede des propriétés hypotensives et vasorelaxantes directes qui s’expliqueraient, au
moins en partie :

e au niveau du systéme nerveux autonome, par une action sympatholytique indirecte
spontanée via I’inhibition de la libération pré - synaptique des catécholamines et/ou
par une action directe par le blocage des récepteurs oz et  — adrénergiques ;

e au niveau vasculaire, par la réduction des résistances périphériques totales a travers
la stimulation des récepteurs muscariniques, 1’activation de la eNOS et de la

guanosine monophosphate cyclique, et la production de la prostacycline ;

v est capable de prévenir et de corriger I’hypertension induite par le L — NAME et
d’améliorer les altérations hémodynamiques et métaboliques résultant de 1’obésité au glutamate
monosodique. L’extrait a amélioré¢ la dysfonction endothéliale, les complications
cardiovasculaires et les altérations cardiométaboliques provoquées par le L — NAME ou le
glutamate monosodique en réduisant significativement 1’hypertrophie / rigidité ventriculaire
gauche, I’hypertrophie de I’intima, et la fibrose. L’extrait a amélioré le statut oxydant au regard
de I’augmentation du systéme antioxydant endogene et de la diminution conséquente de la
peroxydation lipidique observées dans I’hypertension essentielle et 1’obésité. Cet extrait
posséderait également les effets anti —dyslipidémies qui pourraient expliquer son role
protecteur contre le risque cardiovasculaire global.

v possede des effets antiobeses. En diminuant la rétention alimentaire et 1’insensibilité a
I’insuline résultant de 1’obésité au glutamate monosodique, I’extrait contribuerait a la perte de
poids qui est corrélée a la diminution de 1’adiposité surtout androide et de 1’index de Lee.
L’extrait contribuerait au métabolisme énergetique et a la redistribution des formes de stockage
d’énergie favorables au maintien de I’homéostasie cardiovasculaire en améliorant la sensibilité

a I’insuline et I’intolérance au glucose.
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v a une DLso supérieure & 2000 mg.kg™, traduisant une faible toxicité. Au vu des résultats
de la toxicité subaigie qui montrent une leucopénie et une baisse de la créatinine sérique et
rénale aux doses supérieures a la dose de 100 mg.kg™, il devrait cependant &tre administré avec

précaution, a de faibles doses.

En se référant aux résultats de cette étude, de nombreuses perspectives sont envisageables
afin de mieux cerner les modes d’action de cet extrait. Il serait intéressant dans les études
ultérieures :

- d’évaluer in vitro I’'implication des voies calcique et potassique pour approfondir les

mécanismes d’action vasculaires de cet extrait ;

- de déterminer le taux d’insuline et I’effet sur le transport membranaire du glucose par

les GLUT4 ;

- d’évaluer les effets sur les cellules adipocytaires (3T3cell), leurs sécrétions en

adipocytokines et la lipolyse ;

- d’évaluer les effets directs de cet extrait sur le coeur 1S0lé ;

- d’évaluer la toxicité a long terme de cet extrait notamment sur 1’hématopoiése et

I’architecture tissulaire des organes vitaux.
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Recommandations

L’extrait aqueux de F. tessmannii a un effet cardioprotecteur certain, mais son usage par
les population devrait étre encadrée afin de s’assurer de la dose, car 100 mg/kg chez le rat,
produit moins d’effets indésirables que la dose 400 par exemple, prise sur le long terme. Cet
extrait de plante pourrait étre utilisé pour la production des phytomédicaments rentrant dans la
prise en charge des troubles métaboliques et leurs complications cardiovasculaires a la suite

d’une étude de toxicité a long terme.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Ethnopharmacological relevance: Fagara tessmannii is a shrub of the African rainforests in South-West, Centre,
Monosodium glutamate South and East provinces in Cameroon. It is used in traditional medicine for the treatment of tumors, swellings,
Obesity inflammation, gonorrhoea, schistosomiasis, antifungal, heart diseases and as anti-hypertensive.

Insulin resistance
Vascular dysfunction
Cardiovascular diseases
F. tessmannii

Aim of the study: We investigated the potential effects of F. tessmannii on cardiovascular risk related to mono-
sodium glutamate-induced obesity.

Materials and methods: Monosodium glutamate (MSG, 4 mg/g/day) was injected subcutaneously to newborn
Wistar rats for the four consecutive first days of their life and on the 6th, 8th and 10th day after birth. After 21
weeks, obese rats were treated orally with F. tessmannii (100 or 200 mg/kg/day), orlistat (10 mg/kg/day) or
telmisartan (10 mg/kg/day) for 6 weeks. Body weight, obesity, body mass index (BMI), Lee index, insulin
sensitivity and glucose tolerance, blood pressure, lipid profile as a Coronary Risk Index (CRI), and reactivity of
isolated thoracic aorta were evaluated.

Results: In addition to significantly decrease body weight (17.60% and 20.34%), BMI, Lee's index, retro-
peritoneal fat, total adiposity, and coronary risk indicators, F. tessmannii has significantly decreased insulin
resistance and hyperglycemia and high blood pressure observed in MSG-obese rats. The high contractility to
phenylephrine as well as the hypersensitivity to sodium nitroprusside (a nitric oxide-donor), observed in MSG
aortic rings were significantly reduced by the F. tessmannii extract. Enhanced serum Na* and CI" levels and
decreased K* observed in obese rats were also significantly reversed after F. tessmannii treatment.

Conclusions: F. tessmannii fights against obesity and associated cardiovascular risks by modulating production
and vascular responsiveness to vasoactive factors, monitoring premature aging. F. tessmannii promotes the loss of
ectopic fat and other fatty tissues, the sensitivity of the peripherical tissues to insulin, the energy expenditure and
the renovascular decompression and regulates ions movement which prevents hypertension.

1. Introduction unhealthy eating habits finally lead to a steady increase in cases of

obesity, atherogenic dyslipidemia, insulin resistance, systemic hy-

The leading causes of noncommunicable diseases (NCDs) deaths
(71% of global death in 2016) are mainly cardiovascular diseases
(CVDs, 31% of global deaths), cancers (16% of global deaths), chronic
respiratory diseases (7% of all global deaths) and diabetes (3% of all
deaths) (WHO, 2018). The growing increase in the prevalence of mul-
tifactorial risk for developing CVDs is an alarming situation (WHO,
2018). Both early and chronic exposures to a sedentary lifestyle and

* Corresponding author.

pertension, and majors risk factors for CVDs (Ren et al., 2008). Obesity
and CVDs have been increasing and reaching pandemic proportions in
both developed and incoming countries (Dixit et al., 2012; Ortega et al.,
2016).

At individual level, multiple endogenous or environmental causes
could lead to these risk factors (Wang and Liao, 2012). Monosodium
glutamate (MSG) treatment of neonatal rodents results in a syndrome
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Abbreviations

AC abdominal circumference
Ach acetylcholine

Cmax maximal contraction

EC50 concentration inducing the half-maximal effect
F. tessmannii (Ft) Fagara tessmannii extract
MSG monosodium glutamate

pD2 sensitivity of vessels to agonist

Phe phenylephrine

PP pulse pressure

RAAS renin-angiotensin-aldosterone system

Rmax maximal relaxation
ROS reactive oxygen species
SBP systolic blood pressure
SNP sodium nitroprusside

notably characterized by damage to several hypothalamic nuclei and
endocrine abnormalities. These neuroendocrinological and behavioral
disorders cause situations leading to a greater percentage of body fat
accumulation, especially visceral fat, and ultimately to significantly
greater Lee's index of obesity in mature animals (Papa et al., 1997;
Mozes et al., 2000; Miranda et al., 2017). As a “Millennium Disease”,
obesity has deleterious effects on metabolic homeostasis and affects
numerous organ systems including heart, kidney and the vascular
system (Schlienger, 2010; Hall et al., 2015; Lerman et al., 2019). Adi-
pose tissue is an endocrine organ which has a fundamental role in
metabolism and homeostasis regulation through the secretion of several
biologically active adipokines with different protein structures and
functions including cytokines such as leptin (Nalini et al., 2015;
Hernandez Bautista et al., 2019), proteins involved in the regulation of
blood pressure, vascular homeostasis or angiogenesis, in addition to
comorbidity of more cardiovascular risks through insulin resistance on
this state (Arcari et al., 2009). Endothelial vasoactive factors regulate
vascular homeostasis under physiological conditions and maintain
basal vascular tone. Evidence for endothelium-derived vasomotor dys-
function as one of the early alterations associated with coronary heart
disease in obesity is clearly demonstrated (Perticone et al., 2001; Fulop
et al., 2007; Barton et al., 2012). For instance, obesity is regarded as an
important independent predictor of a high-risk factor for the develop-
ment of metabolic disorders, type 2 diabetes, systemic hypertension,
atherosclerosis dyslipidemia, and CVDs including atherosclerosis-re-
lated diseases, myocardial infarction, stroke, renal insufficiency and
brain disease (Roh and Jung, 2012).

Although the incidence of CVDs continues to increase, there are no
typical pharmacological therapies for its treatment, the result of their
deleterious effects and the amplification of other metabolic disorders,
or the relapse when the treatment is interrupted, in considering its
multifactorial nature. Thus, on the back of hygiene and eating behavior
and physical exercise (Dixit et al., 2012), the development of new and
safer therapies against obesity and outcomes CVDs represents a priority
for both researchers and the health system (Alonso et al., 2012). Plants
have been used as traditional natural medicines for healing various
diseases and are reported to have biological activity (Tom et al.,
2018a). Fagara tessmannii, a shrub of the African rainforests, is used in
folk medicine for the treatment of infertility, uterine leiomyoma, sexual
weakness (Massoma Lembe et al., 2011) and heart diseases (Okeyo,
2008). Its anti-inflammatory/analgesic, anti-oxidant and anticancer
activities (Pachon et al., 2007; Kenmoe Djeukeu et al., 2019), antiviral
and antifungal effects (Yang and Chen, 2008) activities were proved.
Different secondary metabolites such as triterpenes - which inhibit a-
glucosidase (Mbaze et al., 2007) - alkaloids and polyphenolic com-
pounds have been identified from Fagara sp. in previous studies (Ayofor
et al., 1984). Some metabolites isolated from Fagara species have shown
cytotoxic, molluscicidal, anticonvulsant, anti-sickling, anaesthetic, an-
tibacterial, anti-hypertensive and anti-inflammatory properties
(Adesina, 2005). This study was carried out to investigate the effect of
the crude stem bark extract of F. tessmannii on cardiovascular risk re-
lated to MSG-induced obesity in rat.

2. Materials and Methods
2.1. Chemicals

Monosodium salt of glutamic acid, ethyl-carbamate, acetylcholine,
phenylephrine and sodium nitroprusside were supplied from Sigma
Aldrich chemical co (St. Louis, MO, USA), heparin choay from Sanofi-
Aventis (France), insulatard from Sanofi Aventis (Germany). All the
salts used for Krebs and saline solution were purchased from Fluka
Analytical (France). Reagents for ions’ quantification were obtained
from Biolabo (France). Orlistat (Xenical) was obtained from Roche
Pharma (Boulogne-Billancourt, France) and telmisartan from Stada
Arzneimittel (Bad Vilbel, Germany).

2.2. Plant material and preparation of the extract

Fresh F. tessmannii stem barks were collected at Diang, Bertoua (East
Region, Cameroon) in December 2016. The plant was identified as
compared to the voucher sample registered under the No. 1490/SRFK
deposited at the Cameroon National Herbarium. The powdered sample
(500 g) of air-dried stem bark obtained with the help of an electrical
grinder was introduced into 5 L of distilled water and boiled for 15 min.
The resulting decoction was progressively filtered through Whatman
paper No. 3 and further dried in drying-cupboard (45 °C). A crude
brown extract powder (F. tessmannii extract, 80.47 g) was obtained,
giving a yield of 16.09% (w/w).

2.3. Phytochemical screening tests

The qualitative phytochemical investigations were carried out to
identify some main bioactive components of the extract (alkaloids,
terpenes, saponins, mucilage, triterpenes, coumarin, tannins, poly-
phenols, flavonoids, oxalates, cardiac glycosides, anthocyanin, beta-
cyanin, and quinones) as described by Njoku and Obi (2009).

2.4. Animals and monosodium glutamate-induced obesity

All experimental procedures were approved by the Cameroon
National Ethical Committee (authorization number FW-IRB00001954).
Pregnant rats were housed singly prior to delivery and fed adjusted nest
of 8 pups in plexiglass cages. Obesity was induced by treating both
neonatal male and female with cervical subcutaneous injection of
monosodium salt of glutamic acid, 4 mg/g of body weight (bw) in
20 pL, once in a day, for the four consecutive first days and once a day
on the 6th, 8th and 10th day after birth. While the pups of the control
group were received subcutaneously the same volume of equimolar
saline solution instead of MSG based on combine methods with slight
adjustments (Papa et al., 1997; Dixit et al., 2012; Miranda et al., 2017).
Experimental offspring were weaned at four weeks of age and then were
housed in collective cages at the animal house of the Department of
animal biology and physiology, Faculty of Science, University of
Yaoundé I, Cameroon under controlled conditions of light (light/dark
cycles of 12/12 h) at 22 + 5 °C temperature until the age of 21 weeks.
The abdominal circumference (AC) (immediately anterior to the fore-
foot), body length (naso-anal length) measurements were made in ether
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anesthetized fasting rats and used to determine body mass index (BMI)
(Novelli et al., 2007) and Lee's index (Da Cunha et al., 2014), as in-
dicators of obesity. The obese state was confirmed at 90 days of age.
They were allowed an extra 8 weeks to increase cardiovascular risks.

2.5. Experimental design

On week 21, after obese random selection according to Lee's index
and BMI, rats of the non-obese group for which the values were lower
than 306 and 0.60 respectively were classifieds as normal and given
vehicle. For values higher than 315 and 0.69, the rats of MSG-received
group were considered as obese. Each kind of the main MSG-obese
group were randomly divided in five subgroups given respectively ve-
hicle, F. tessmannii (100 or 200 mg kg™, orlistat (10 mg kg™) or tel-
misartan (10 mg kg ™). Each obese and non-obese rat was treated orally
once a day during 6 weeks. The rats had also ad libitum access to
standard diet and tap water and housed in the same evoked dark/light
and climatic conditions.

2.6. Oral glucose tolerance test and insulin tolerance test

At 26 weeks of age, body weight and baseline blood glucose levels
were determined on 16-h fasted rats. To perform oral glucose tolerance
tests (OGTT), blood was withdrawn from the tail vein and glucose levels
were estimated using a glucometer (AccuCheck Active, Roche,
Germany) at 30, 60, 90, 120 and 180 min after intragastric glucose load
3 g.kg’l). The insulin tolerance tests (ITT) were performed three days
after OGTT in the same fasting conditions. Briefly, each 16 - hour fasted
rat received a single dose of insulin (Insulatard: 0.15 IU.kg; ip) at ¢,
(Buettner, 2006). Blood glucose was measured at ¢y, &5, o and at ts to
obtain the speed (slope) of plasma glucose disappearance rate or the
insulin sensitivity index (Kjrr). Glucose (3 g.kg’l) was administrated at
teo to stop fall in plasma glucose.

2.7. Hemodynamic parameters recording

On the last day of the experiment, rats were anesthetized with an
intraperitoneal injection of ethyl-carbamate (1.5 g/kg body weight). A
tracheotomy was performed for spontaneous breathing, and a poly-
ethylene catheter was inserted into the right femoral vein to allow bolus
injection of heparin (30 UI) in order to prevent intravascular blood
clotting. Arterial blood pressure and pulse were measured using the
direct method as previously described (Bopda Mtopi et al., 2007).
Briefly left carotid artery was cannulated with polyethylene catheter
connected to a pressure transducer (RX 104A, BIOPAC Systems Inc.,
California, USA) for continuous monitoring of blood pressure (BP),
using the Biopac acqgknowledge data acquisition analysis software. The
values of BP were monitored after stabilization for at least 30 min. At
the end of the experiment, blood samples were collected from the
carotid puncture in unconscious rats. Then, the thorax was opened and
the descending thoracic aorta was quickly removed and immersed in
Krebs-Henseleit solution (KHs) for in vitro assays. Leftovers carcass
were dissected and heart, kidney and fat pad around the organs, and
total fat (adiposity) tissues were also weighted. After centrifugation, the
resulting heart, liver, kidney, brain, and bowel 10% homogenate and
plasma were stored at — 20 °C for further analysis.

2.8. Vasoreactivity assays

The thoracic aorta was removed and mounted as described pre-
viously (Tom et al., 2018b). Briefly, the thoracic aorta immersed in KHs
was cleaned from adherent connective tissues and cut into rings (2-
3 mm in length), taking special care to avoid endothelium damage.
Rings were mounted between two hooks, one fixed to the chamber wall
while the other was attached to an isometric force transducer (it50,
EMKA Technologies, France) and maintained into organ bath at 37 °C in
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KHs pH 7.4 (mM): NaCl 118, KCI 4.65, CaCl, 2.52, MgSO4 1.64,
KH,PO,4 1.18, NaHCO3 24.9 and glucose 12 and gassed with oxygen, to
allow vessels mechanical isometric response measurement. Tissues
were equilibrated under a resting tension of 2 g for at least 1 h and
exposed to potassium chloride-induced (KCl, 0.1 M) contraction fol-
lowed by resting tension return with frequent KHs washing. The pre-
sence of a functional endothelium was then assessed by the ability of
endothelium-dependent dilator acetylcholine (Ach, 10° M) to induce
more than 70% relaxation of aortic rings precontracted with pheny-
lephrine (Phe, 10 M). Cumulative concentration response curves to
Phe (107! -10"* M) were obtained in intact and denuded vessels. When
the contractile response curve to Phe reached the plateau phase of
maximum tension, the endothelium-dependent dilator acetylcholine
(10! -10* M) was cumulatively added only in the organ bath with
intact aortic rings. A similar experiment was carried out with a NO-
donor, sodium nitroprusside (SNP, 10! -10* M) in denuded vessels.

2.9. Biochemical determination

Triacylglycerols (TAG), total cholesterol (TC) and High-Density
Lipoprotein cholesterol (HDL-c) were estimated using standard Kkits
from Fortress diagnostic. Low-Density Lipoprotein Cholesterol (LDL-c)
and Very Low-Density Lipoprotein Cholesterol (VLDL-c) concentration,
index of cardiovascular risk, coronary risk (CRI) and Atherogenic (AI)
were calculated. Changes in sodium, potassium and chloride ions levels
were measured from serum samples using fortress diagnostic kits, UK.
While tissue nitrites concentration was assayed using the Griess reagent
method and sodium nitrites as a standard according to Green et al.
(1982).

2.10. Data management and analysis

BMI was obtained by dividing body weight (g) with the square of
the length (cm?); Lee's index was calculated as root cube of body weight
(g) divided by naso-anal length (cm) x10°. The rate constant for plasma
glucose disappearance (Kyrr as %/min) was calculated from the formula
0.693/ty,. The plasma glucose 1, were calculated from the slopes of
least square analysis of the plasma glucose concentrations between 0
and 60 or 15 and 30 min after ip insulin injection, when the plasma
glucose concentration declined linearly (Bonora et al., 1989; Okita
et al., 2014). Formula (LDL-c = TC - (HDL-c + TAG/5)) was used to
calculate LDL-c Friedewald et al. (1972), while cardiovascular risk,
coronary risk index (CRI) and atherogenic index (AI), were calculated
as Cardiovascular risk = TAG/HDL-c (Wakabayashi and Daimon,
2019); CRI = TC/HDL-c ratio and AI = LDL-c/HDL-c ratio (Millan
et al., 2009). The vasoactive response to agonists (Phe, Ach, SNP),
especially its maximal effects was expressed as a percentage of the
appropriated precontractile tone (KCI or Phe). Sensitivities of vessels to
agonists, given as pD2 with negative correlation, the negative logarithm
molar of EC50 (concentration required to achieve a half-maximal ef-
fect) was extracted to nonlinear regression curve fit and Areas Under
Curves were also calculated. All data were expressed as mean = SEM
while n represents the number of rats or aorta rings used in the ex-
periments. Statistical comparisons were made using student's paired/
unpaired t-tests as well as by one-way and two-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey's or Bonferroni's posthoc tests when ap-
propriate. Data were analyzed by using GraphPad Prism version 8.0
(GraphPad Software, San Diego, California USA), with significance set
top < 0.05.

3. Results
3.1. Phytochemistry

Preliminary phytochemical screening of F. tessmannii aqueous
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extract revealed the presence of alkaloids, terpenoids, saponins, mu-
cilage, coumarin, phenols compound including flavonoids, tannin
(gallic tannin, phlobatannin), Proanthocyanidols. While oxalates, qui-
nones, betacyanin, and anthocyanins were absent.

3.2. Morphometrical modification induced by subcutaneous injection of
monosodium glutamic acid in neonatal offspring: effect of F. tessmannii

The morphometrical profile of the animals studied is shown in
Table 1. It has been observed in the animals' given MSG as neonates a
remarkable elevated body weight (241.43 =+ 8.66 (14.21%) vs
211.40 + 1.76 g in control rats) and abdominal circumference (AC)
(19.10 *= 0.34 (13.13%) vs 16.88 = 0.59 cm in control rats (P <
0.01)). The increase reached 15.23% and 17.53% (P < 0.01) at the
end of the experiment (six weeks) respectively for body weight and AC
as compared to the control group (Table 2).

At 21 weeks of age, the growth (expressed in nasoanal length) of the
rats treated with MSG significantly decreased (P = 0.003) compared to
the control group (Table 1). The body weight and AC enhancement
combined with growing lags result in the observed changes in both BMI
and Lee's index of the control group as well as male and female after
MSG treatment. (Table 1). There was a significant increase
(p < 0.001) of 27.35% and 10.04% respectively for the BMI and the
obesity Lee's index in MSG treated rats at the end of week 21. F. tess-
mannii intragastrically administered to MSG-obese rats has significantly
decreased BMI and Lee's index. As expected, F. tessmannii (100 and
200 mg kg™!) induced a decrease of 17.60% and 20.34% of body weight.
The decrease in AC was respectively 8.00% and 8.06% at the two doses
studied (Table 2). The same decrease was observed in the presence of
orlistat and telmisartan.

As shown in Table 2, F. tessmannii (100 and 200 mg kg™) aqueous
extract significantly reduced the retroperitoneal fat and adiposity and
significantly increased the heart's and kidney's/fat ratio as compared to
MSG-obese rats.

3.3. Glucose and lipids metabolisms

As shown in Fig. 1A as basal values on week 26, MSG-treated rats
had moderately increased plasma glucose (21.70%, p < 0.01). OGTT
has shown MSG treatment had delayed the appearance of glucose peak
from 30 min (control group) to 2 h. MSG-obese rats treated with Fagara
tessmannii extract had efficiently modulated the basal plasma glucose
and reduced the delay of glucose peak appearance compared to those
MSG group.

The effect of parenteral administration of insulin was significantly
(p < 0.05) lagged in MSG-obese rats as compared to the control group.
Plasma glucose declined from 100% (baseline) to 111.07 * 3.41% vs.
99.22 *+ 4.01% (15 min), 95.63 * 1.91% vs. 69.61 = 1.69%
(30 min) and 86.02 * 3.10% vs. 63.63 * 2.32% respectively for
MSG-obese and control groups (Fig. 1C). A significant fall of the plasma
glucose disappearance constant (Kirp, 0.34 =+ 0.12%. min? vs
0.90 + 0.12%. min? (0 - 60 min) and 0.97 * 0.43%. min’ vs
2.76 + 0.38%. min" (15 — 30 min)) was observed in MSG-obese rat as
compared to the control (Fig. 1). The administration of F. tessmannii as
well as orlistat and telmisartan to MSG-obese rats have significantly
increased (p < 0.05) glucose-lowering effect of insulin and conse-
quently improved the Kipy.

Lipid variables are summarized in Table 3. The MSG-obese rats
exhibited a significant (p < 0.001) increase in TC, TAG, TAG/HDL-c
and CRI, and decreased in HDL-c (40.80%, p < 0.01) compared with
the control group. Fagara aqueous extract (100 and 200 mg.kg™) sig-
nificantly enhanced the HDL-c (87.18 and 93.99%, p < 0.001), while
reducing the TAG (29.91 and 25.82%, p < 0.01), and TC (21.39 and
26.66%, p < 0.001) levels respectively, and the consequent vascular
risk index as compared to the MSG-obese rats.
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3.4. Effect of aqueous extract of Fagara tessmannii on arterial blood
pressure

Fig. 2 summarizes the effect of F. tessmannii aqueous extract on BP.
Administration of MSG significantly increased systolic blood pressure
(SBP) and diastolic blood pressure (DBP) after 27 weeks. The increase
was 21.92% (p < 0.001) and 29.71% (p < 0.05) as compared to
control rats respectively for the SBP and DBP. Treatment with F. tess-
mannii extract (100 and 200 mg.kg™) during six weeks significantly
decreases SBP and pulse pressure (PP) as compared to monosodium-
induced obese rats. The DBP decreases were 15.29% at the dose of
100 mg.kg? (p < 0.05) as compared to monosodium-induced obese
rats. Orlistat and telmisartan significantly reduced SBP and DBP as
compared to monosodium-induced obese rats. However, only telmi-
sartan significantly reduced the PP as compared to monosodium-in-
duced obese rats.

3.5. Effect of Fagara tessmannii on a-adrenergic-mediated contractility in
aortic rings of monosodium glutamate-induced obese rat

Monosodium glutamate intake significantly enhanced pheny-
lephrine-induced constriction of isolated aortic rings as compared to
control rats (Fig. 3A). We found an enhancement of both potencies
(pD2) and efficacy (maximal response, Cmax) of vasoconstriction in-
duced by a-adrenergic stimulation in MSG obese rats as compared to
the control (Fig. 3B). The area under the curve (AUC) 1.6-fold greater in
obese than control (p < 0.05), was significantly reduced (p < 0.01)
in rats treated by F. tessmannii extract (100 or 200 mg. kg!) as com-
pared to MSG obese rats (Fig. 3B). It is clearly shown that, in obese rats
treated with extract, potency, as well as efficacy and contractile re-
sponse to Phe, were highly diminished than orlistat and telmisartan
treated rats.

3.6. Vasodilator response to acetylcholine and sodium nitroprusside on Phe-
precontracted aortic rings of obese rat treated with F. tessmannii

As shown in Fig. 4A and 5B, sodium nitroprusside (SNP) a nitric
oxide donor significantly induced vasorelaxation in monosodium-in-
duced obese rats as compared to control rats. F. tessmannii (100 or
200 mg.kg™) significantly reduced the AUC (p < 0.01) of SNP induced
vasorelaxation as compared to monosodium-induced obese rats. We

Table 1
Morphometric state after the 21st week of mono salt sodium glutamic acid's
intake.

Control MSG-Obese P-value®
Mean *+ sem n Mean + sem n
Body weight 237.25 * 2264 6  272.09 * 7.51 20 0.075
(® Q 19417 + 7.82 6 213.33 = 10.06 20 0.232
(@) 211.40 = 1.76 12 241.43 + 8.66 40 0.052
AC (cm) d 16.65 + 1.23 6 20.15 + 0.35 20 0.002
Q 17.03 = 0.65 6 17.98 + 0.41 20 0.225
(0Q) 16.88 + 0.59 12 19.10 = 0.34 40 0.002
Naso-anal d 20.75 *= 0.48 6 19.35 += 0.18 20 0.004
length Q 19.13 = 0.22 6 17.44 = 0.20 20 < 0.001
(cm) (dQ) 19.78 + 0.34 12 18.36 = 0.24 40 0.003
BMI (g.cm®) o 0.55 = 0.03 6 0.73 = 0.02 20 < 0.001
Q 0.53 = 0.01 6 0.70 += 0.01 20 0.002
(@) 0.54 = 0.01 12 0.71 = 0.02 40 < 0.001
Lee's index d 297.28 = 326 5 334.65 = 3.32 19 < 0.001
Q 302.49 = 1.60 6 342.10 = 5.37 18 < 0.001
(@) 300.40 = 1.73 11 33853 +* 3.19 37 <0.001

2 Student's unpaired t-test with Holm-Sidak method; AC: abdominal cir-
cumference, BMI: body max index, ¢: male, Q: female, (&’ Q): both male and
female, sem: standard error of the mean, n: number of rats in the considerate
groups.
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Table 2

Effect of F. tessmannii on morphometric parameters and tissues weight in monosodium glutamate-induced obese rats.
Control MSG-Obese
Vehicle Vehicle F. tessmannii 100 mgkg” F. tessmannii 200 mg.kg”  Orlistat Telmisartan
10 mL.kg" 10 mL.kg 10 mg.kg?! 10 mg kg™
Morphometric parameters
Body weight (g) 267.77 = 26.04 308.43 * 19.63 254.14 = 20.43 245.48 + 20.40** 260.83 = 18.20 233.77 + 19.83%*
AC (cm) 17.02 = 0.59 20.00 = 0.69"* 18.40 = 0.75 18.39 += 0.68 18.60 = 0.47 17.45 = 0.71*
Naso-anal length (cm) 21.38 + 0.76 20.43 + 0.47 19.86 = 0.60 19.76 + 0.60 20.50 + 0.43 19.62 + 0.50
BMI (g.cm™) 0.58 = 0.02 0.73 + 0.02%** 0.64 + 0.03* 0.62 = 0.02** 0.62 = 0.02*** 0.60 = 0.02%**
Lee's index 299.90 = 2.48 330.02 = 269"+ 318.07 = 454" ** 316.09 = 296" *** 310.89 + 1.72%*#*x 312,85 + 2091 Tk
Tissues weight
Heart (g/100 g Im) 0.52 = 0.02 0.57 = 0.01 0.55 + 0.04 0.54 = 0.02 0.56 = 0.02 0.51 = 0.02
Kidney (g/100 g bw) 0.61 = 0.03 0.46 = 0.027+* 0.53 = 0.03 0.51 = 0.03" 046 + 0.017** 0.55 = 0.03*
Peri-cardial fat (/100 g bw) 0.04 + 0.01 0.16 + 0.02%** 0.14 + 0.03"* 0.15 = 0.03" 0.21 +* 0.05%* 0.17 + 0.02%**
Retro-peritoneal fat (/100 g 1.93 = 0.28 5.65 + 0.53*** 3.54 + 0.46%* 3.88 + 0.24* *Fwx 429 + 0.37+FF 3.84 = 0.50" **

bw)

Heart/fat ratio (g.g™") 495 + 0.38 171 = 0.16%*7 2.23 + 042%** 227 + 0.55%7 2.53 + 1.41 1.60 + 0.24%+*
Kidney/fat ratio (g.g™") 0.31 + 0.05 0.09 + 0.01*** 0.16 + 0.03%* 0.14 + 0.01**#* 0.11 + 0.01%* 0.16 = 0.03**
Adiposity (g/100 g bw) © 9.23 = 1.24 27.58 + 1.82*** 21.24 + 1,937+ ** 21.40 = 176"+ ** 23.94 + 0.767+7 18.73 + 1.90* *#+

®: mesenteric fat, periepididymal (or uterine for female) fat pad, subcutaneous and intramuscular fat included; Values are expressed as means * sem, n = 6-8; AC:
abdominal circumference, BMI: body max index, Im: lean mass, sem: standard error of the mean. student's unpaired t-test with Holm-Sidak method.+p < 0.05, +

+P < 0.01 and + + +p < 0.001 versus control; *P < 0.05, **P < 0.01 and

‘P < 0.001 versus MSG-obese rats.

found no significant difference in Ach induced vasodilation between
control rats, obese and extract treated rats (Fig. 4C and 4D). Orlistat
and telmisartan treatment significantly reduced (p < 0.05) Ach-in-
duced vasorelaxation as compared to the control group. The vasor-
elaxation induced by Ach was significantly (p < 0.05) decreased in the
orlistat group as compared to monosodium-induced obese aortic rings.

and a significant decrease of potassium ions (p = 0.05). The changes
were 59.45, 44.73 and 39.93% respectively as compared to the control
group. Administration of F. tessmannii (100 or 200 mg.kg™), as well as
orlistat or telmisartan, significantly decreased sodium and chloride ions
as compared to monosodium glutamate-induced obese rats (Fig. 5A and
5B). Treatment with the plant extract (100 or 200 mg.kg’l) and orlistat

significantly improved potassium ions as compared to monosodium
glutamate-induced obese rats (Fig. 5C).
3.7. Effect of F. tessmannii on serum sodium, potassium, and chloride ions
levels
3.8. Effect of different treatments on tissues nitrites
As shown in Fig. 5, the administration of MSG after 27 weeks re-
sulted in, a significant increase of sodium and chloride ions (p = 0.001),
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Fig. 1. Effect of F. tessmannii on glucose tolerance. The glucose curves during an oral glucose (A) and insulin (B) tolerance tests and AUC: area under curves of OGTT
(B) and ITT (D). Values represent means * sem, n = 6-10. Ft: Fagara tessmannii, Kirr: Constance for plasma glucose disappearance rate. *>%%¢ p < 0.05: re-
spectively MSG, Ft100, Ft200, orlistat, and telmisartan groups as compared to control and *#¥3 p < 0.05: respectively Ft100, Ft200, orlistat, and telmisartan versus
MSG-obese rats using one-way (AUC) and two-way (curves) ANOVA followed by Dunnett's posthoc test or Tukey Kramer's posthoc and unpaired t-test of student
(Krrr)-
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Table 3

Effect of Fagara tessmannii aqueous extract on lipid profile MSG-induced obese of rats.
Control MSG-Obese
Vehicle Vehicle F. tessmannii 100 mgkg®  F. tessmannii 200 mg.kg?  Orlistat Telmisartan
10 mL.kg" 10 mL.kg" 10 mg.kg?! 10 mg kg

Lipid profile (mg.dL™")

Triacylglycerols 129.67 + 542 22389 + 11.36%**  156.92 + 7.61%** 167.74 + 8.16%* 224.83 + 13.22%*F*%  137.98 + 7.47%**

Total cholesterol 85.03 = 2.86 126.21 = 99.21 + 3.62%** 92.57 =+ 1.65%** 03.28 =+ 4.44%** 78.38 £ 5.47%**
6.03%

HDL-cholesterol 19.80 + 0.74 11.72 + 0.62%* 21.93 * 1.18%** 22.73 * 1.79%** 20.19 * 1.50%** 20.54 + 1.05%**

LDL-cholesterol 42.61 + 3.62 54.12 = 2.05 49.57 = 4.33 42.49 = 5.08 45.21 = 4.71 29.98 + 3.72%*

VLDL-cholesterol 27.03 * 1.72 4478 + 3.22%+ 29.64 * 2.24%* 31.80 = 2.72% 4497 + 3.37+*+ 29.51 + 2.62%*

Vascular Risks indicators

Cardiovascular Risk index 8.26 + 1.29 15.85 + 2.34%** 8.61 + 0.93** 6.52 + 0.63*** 14.86 + 0.92" 7 7.00 = 1.13%**

Coronary Risk Index 1.83 = 0.03 2.73 = 0.13%+ 1.79 *= 0.15** 1.64 = 0.06*** 2.36 = 0.33 2.10 = 0.14

Atherogenic index 0.37 = 0.05 0.36 += 0.04 0.33 + 0.03 0.36 = 0.06 0.48 = 0.14 0.55 + 0.04

Values are expressed as means *+ sem, n = 6-8. Cardiovascular Risk index = Triacylglycerols/HDL-cholesterol, Coronary Risk Index = Total cholesterol/HDL-
cholesterol, Atherogenic index = LDL/HDL-cholesterol, HDL: high-density lipoprotein, LDL: low-density lipoprotein, VLDL: very low-lipoprotein. + +p < 0.01 and
++4+ +p < 0.001 versus control; *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 versus MSG-obese rats (One-way ANOVA & Tukey's posthoc test).
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Fig. 2. Effect of F. tessmannii on arterial blood pressure. Values represent
means * sem, n = 6-8. SBP: systolic blood pressure, DBP: diastolic blood
pressure, Ft: Fagara tessmannii, +p < 0.05, ++p < 0.01 and + +
+p < 0.001 versus control; *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001
versus MSG-obese rat (one-way ANOVA & Dunnett's posthoc test).

the brain and heart (Fig. 6A and 6B). The administration of F. tessmannii
did not significantly modify the levels of nitrites in the brain and heart.
There was no significant difference in the nitrites levels of liver and
kidney for all groups; except the group of rats treated with telmisartan
which presents respectively a significant decrease of nitrites as com-
pared to control group (Fig. 6C) and a significant increase of nitrites as
compared to monosodium glutamate obese group (Fig. 6D). The nitrites
levels were significantly increased in orlistat treated rats as compared
to control rats (Fig. 6E).

4. Discussion

This study aimed to investigate whether F. tessmannii stem bark
aqueous extract manages MSG-obesity induced cardiovascular risks. We
observed elevated body weight in MSG-treated rats as compared to
control rats. This result is similar to those of other researchers (Papa
et al., 1997; Dixit et al., 2012). In fact, MSG treatment rat results in
damage of several hypothalamic nuclei, endocrine abnormalities and
obesity based on the greater percentage of fatty tissue in the intra-ab-
dominal and femorogluteal regions, and Lee's index of obesity
(Hernandez Bautista et al., 2019). The administration of F. tessmannii
aqueous extract (100 and 200 mg.kg!) induced body weight loss in a
dose-dependent manner. The extract induced a decrease of abdominal
fat accumulation, adiposity and consequently, obesity index (BMI and

Lee's index) on MSG-obese rats. Overweight and obesity are defined as
abnormal or excessive fat accumulation that presents a risk to global
health including CVDs (Ortega et al., 2016; Gadde et al., 2018).

The most prevalent form of the constellation of metabolic ab-
normalities linked to insulin resistance is found in patients with ab-
dominal obesity or visceral adipose tissue (Després et al., 2008). Insulin
resistance, a fundamental “disorder” which appears before and result in
hyperglycemia is associated with a set of cardiometabolic risks which
not only type 2 diabetes but also contributed to the development of
hypertension and atherosclerotic cardiovascular disease (Pedersen,
1992; Reaven, 1993; Rutter et al., 2005; Meigs et al., 2007). It has been
demonstrated that the efficacy of new treatment of CVDs outcoming
from obesity should be assessed by their effect on body weight. Then,
treatment should be considered effective if it prevents further hyper-
triglyceridemia, weight gain, by inducing a 5 - 10% weight loss from
the initial value, and allows long-term maintenance of the weight loss
once it is achieved (Foster et al., 1997; Sattar and Lean, 2009; Hall and
Kahan, 2018). Weight loss promotes the increase of GLUT 4 content in
all insulin-sensitive tissues (Papa et al., 1997). This effect could be in-
volved in the reported increase in insulin sensitivity and low plasma
glucose observed in Fagara treated groups.

The main effects of alkaloids and polyphenols components on the
vascular system have been reviewed: increasing plasma antioxidant
activity and HDL-cholesterol, decreasing LDL-cholesterol and it tou-
chiness to oxidation and lowering BP (Fraga et al., 2010; Medeiros
et al., 2011; Liu et al., 2012; Alasvand et al., 2019; Speer et al., 2019).
Fagara tessmannii aqueous extracts enhanced the HDL-c while reducing
the TAG and total cholesterol levels, and the consequent vascular risk
index in MSG-obese rats. Studies have shown that insulin resistance
with it compensatory hyperinsulinemia is a basic metabolic abnorm-
ality predisposing individuals to develop high TAG-low HDL-c, and
leads to enhanced hepatic VLDL-c - TAG secretion rates and hyper-
triglyceridemia (Jeppesen et al., 1997). Once, the plasma VLDL-TAG
pool size increases associated with abnormalities in plasma lipoprotein
metabolism including a decrease in HDL-c concentrations. These lipids
abnormalities constellation named dyslipidemia are a major risk factor
of CVDs (Wakabayashi and Daimon, 2019). The total cholesterol/HDL-c
ratio has been shown as an important component and a good predictor
of carotid intima-media thickness, the predictive value of which is
greater than the isolated parameters (Millan et al., 2009). The results
showed the cardiovascular and coronary risk index lowering effects of
F. tessmannii extract including intervention against high TAG - low HDL-
c.

As found by previous authors, phytochemical screening of F. tess-
mannii reveals the presence of some bioactive compounds including
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Fig. 3. Cumulative concentration-response curves (A) and vasoconstrictor potency (pD2), efficacy (Cmax, maximal contraction) and area under the curve (AUC) (B)
of phenylephrine (Phe)-induced contraction in isolated aortic rings of the obese treated rat. Each point represents mean *+ sem (8 < n < 13); Ft: Fagara tessmannii
aqueous extract; +p < 0.05, ++ p < 0.01 and + + +p < 0.001: significance from control; a and c: Ft100 vs. MSG; P and vy: Ft200 vs. MSG; ap < 0.05,
p < 0.0l and (c,y) p < 0.001; *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001: as compared to MSG-obese rat according to one-way (AUC) or two-way (curves)
ANOVA followed by Tukey Kramer's posthoc test and unpaired t-test of student (pD2 and Cmax).
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Fig. 4. Effect of stem bark aqueous extract of Fagara tessmannii on vessel dilatation in monosodium glutamate-induced obese rats. The area under the curve (AUC),
Potency (pD2) and maximal relaxation (Rmax) (B) of NO-donor, sodium nitroprusside (A) or (D) of acetylcholine (C) induced relaxation on precontracted aortic rings

of pretreated monosodium glutamate obese rat with F. tessmannii extract (Ft). Each point represents mean

+

semn = 5-10; +p < 0.05, + +p < 0.01 and + +

+p < 0.001: significance from control; ap < 0.05and bp < 0.01: orlistat vs. control; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 as compared to MSG-obese for
one-way (AUC) or two-way (curves) ANOVA followed by Tukey Kramer's posthoc test and unpaired t-test of student (pD2 and Rmax).
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Fig. 5. Effect of F. tessmannii on serum natrum (a), chloride (b) and potassium (c) ions on MSG-induced obesity in rats. Values represent means = sem. +p < 0.05
and + + +p < 0.001 versus control; *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 versus MSG-obese rat.

alkaloids, terpenoids, and phenols. Mbaze et al. (2007) had previously
shown the a-Glucosidase inhibitory pentacyclic triterpenes isolated
from the stem bark of F. tessmannii. a-Glucosidase inhibition conse-
quently delay the breakdown of carbohydrates in the intestine and thus,
diminish the postprandial increase of blood glucose levels in both ani-
mals and humans (Mohamed Sham Shihabudeen et al., 2011; Wang,
2011), increase and prolong glucagon-like peptide-1 secretion which
involved the regulation of insulin secretion and sensitivity, glucagon
secretion, beta-cell turn over and extrapancreatic tissues functions
(Yusuke et al., 2009). It is necessary to provide the most suitable
treatment to reduce insulin resistance and control the risk of CVDs
(Okita et al., 2014). Thus, obtained K;pr values in this study suggest
Fagara tessmannii promotes the effectiveness of insulin sensitizers. All of
these actions contribute to reduce exogenous incoming energy, to
promote the use of stored fat, and to stimulate the peripheral energy
expenditure, and could explained the weight loss induced by the ex-
tract.

Taking into consideration that the kidney plays a key role in the
blood pressure (BP) regulation, every mechanical and neurohumoral
incoming changes impact renal function (Marsh et al., 2007). In this
work, we observed a significant increase of renal and heart compression
by the fat around, renal mass loss (p < 0.001), minor relative hy-
pertrophy of cardiac muscle (that could persuade stroking volume), and
an elevated plasma natrium and chloride confirming increased renal
sodium reabsorption which plays a major role in initiating the rise in BP
(Rocchini et al., 1989). It is well-known that fat in and around the
kidneys extremely compresses main renal arteries, veins and lymph
vessels, ureters and parenchyma. This results in an acute decrease of
renal perfusion pressure which are accompanied by a proportional and
transient decrease in renal blood flow, glomerular filtration, and a very
prominent fall in tubular fluid dynamics and urinary excretion (Hall

et al., 2015) inducing a significant increase in the renal content of renin
and plasma renin activity. The activation of the renin-angiotensin-al-
dosterone system (RAAS) is responsible for increased sodium retention,
potassium excretion, water retention, and plasma volume con-
comitantly with the elevation of BP (Barton et al., 2003; Fransson et al.,
2013). Obesity also stimulates the sympathetic nervous system (SNS)
activity (Aneja, 2004). Thus, physical compression, RAAS activation,
and renal sympathetic nerve activity appear to impair renal-pressure
natriuresis, increase peripheral resistance hence a BP {Citation}.

F. tessmannii greatly crossed the obesity deleterious effects: this
study reveals the ability of the extract to reduce SBP and DBP, improve
impaired pressure natriuresis and associated ions movement in obese
rats. Interestingly, F. tessmannii actively reduces SBP whereas DBP, re-
sults in contributing to restore normal PP, this is unquestionably, in part
due to the fat decrease. Weight loss helps manage parenchymal com-
pression and elevated BP (Lip and Hall, 2007; Wang, 2011), although
many other mechanisms could be involved. It has been demonstrated
that K™ retention leads to direct hypotensive effect and plasma volume
reduction.

It is well-known that obesity results in an imbalance between en-
dothelium-derived vasoactive factors favoring vasoconstriction (Fulop
et al., 2007; Barton et al., 2012). Thereby, we studied the pharmaco-
logical response (to vasoconstrictor and vasorelaxant agents) on aortic
rings isolated from all groups of all rats at the end of the treatment. The
contractile response to phenylephrine (Phe) of aortic rings isolated from
MSG rats was significantly elevated when compared to controls. Obe-
sity favors the onset of an imbalance between Endothelium-Derived
Relaxing/Hyperpolarizing Factors (EDRFs/EDHFs) favoring En-
dothelium-Derived Contracting Factor (EDCFs) through, in part, oxi-
dative stress and angiotensin II systems (Barton et al., 2003; Vanhoutte
and Tang, 2008; Vanhoutte, 2009; Majewski et al., 2018). Another
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Fig. 6. Tissues nitrites concentration Values are expressed as means + sem,n = 6-8. +p < 0.05: significance from control and *p < 0.05 as compared to MSG-

obese according to one-way ANOVA followed by Dunnett's posthoc test.

important finding in this study is that F. tessmannii treatment sig-
nificantly decreased the vasocontractile response to Phe. Anti-oxidant
property of plant extract (Kenmoe Djeukeu et al., 2019) could result in
a decrease of prostanoids and hypersensitivity to vasoconstrictors and
the enhancement of NO availability, which may contribute to the blood
pressure-lowering effect of F. tessmannii. Reactive oxygen species (ROS)
generation can reduce endothelium-dependent vasodilatation by im-
pairing NO bioavailability (Lobato et al., 2011).

Similarly to Da Cunha et al. (2014) in isolated thoracic arteries, we
found no significant difference in the Ach-induced vasodilation of
control and obese rats. Previously acetylcholine-induced vasodilation is
not entirely abolished by L-NMMA infusion because this agonist also
activates other Ca®*- dependent pathways such as prostaglandin I, and
EDHFs (Taddei et al., 1995). Few studies confirmed the lack of en-
dothelial NO bioavailability in MSG-obesity and other metabolic dis-
eases (Da Cunha et al., 2014; Csige et al., 2018; Lerman et al., 2019). To
know whether in MSG-obese NO-induced relaxation in vascular smooth
muscle cells remained responsive, direct supply of NO through SNP
infusion should bypass any dysfunction of NO synthesis. Those results
confirm the finding that NO donor, SNP-induced dilations were mark-
edly enhanced in obese with essential hypertension (Fulop et al., 2007).
As shown in this study, elevated BP and obesity are in close association
with enhanced and adaptive arterial dilations in the large conductance
vessels in obesity through activated intrinsic vascular mechanisms, such
as increased NO sensitivity, implying an important functional adapta-
tion of arterial vessels. F. tessmannii plays a beneficial role in reducing
cardiovascular risk induced by MSG on obese rats.

5. Conclusion

Fagara tessmannii stem bark aqueous extract presents the beneficial
effects on major damages in neonates MSG-induced obese. It has al-
ternatively improved excess ectopic fat accumulation, cardiovascular
risk predictors lipid profile, insulin resistance, impaired pressure, na-
triuresis and ion exchanges and its renovascular potentiating essential
hypertension associated with obesity. Through its polyphenolic and
alkaloid components F. tessmannii exerts their loss weigh, anti-
hypertensive effects; and modulates the vascular response to vasoactive
factors and endothelial dysfunction. The aqueous stem bark extract of F.
tessmannii have potentials of being used as an antihypertensive agent
but further studies need to be done to determine the NO/nitrite im-
plication on its action.
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Background: Most cardiovascular troubleshot ultimately result of endothelial dysfunction-induced
hypertension, an intractable problem in modern medicine. Fagara tessmannii, a shrub of the African
Accepted: 11 September, 2020 rainforests found in Cameroon is traditionally used to treat heart diseases and hypertension. This study
Published: 30 September, 2020 aimed to evaluate the preventive effects of the aqueous extract of F. tessmannii (AEFT) on arterial
Keywords: hypertension induced by NC-Nitro-L-arginine-methyl ester (L-NAME).

Methods: Male Wistar rats received saline (5 mL.kg?, intraperitoneally) or L-NAME (25 mg.kg™;
intraperitoneally), L-NAME + AEFT (100 or 200 mg.kg*; orally) or captopril (20 mg.kg™; orally) for three
weeks. Then, blood and pulse pressures (BP and PP), heart rate, lipid profile, kidney, liver and heart function
markers and oxidative status were evaluated.

Results: AEFT (100 and 200 mg.kg™) prevented the increase in BP (p < 0.001), PP (p < 0.01), and heart
rate (p < 0.05) induced by L-NAME. The extract has suppressed the decline of weight gain, visceral fat and
triglyceridemia, decreased total cholesterol, increased HDL-cholesterol, and significantly reduced
(p < 0.001) atherogenic and coronary risk indicators. AEFT also improved the liver, kidney and heart
markers, nitrites levels and prevented TBARS enhancement as compared to the hypertensive group. The
remodeling of the media and fibrosis process in coronaries were also prevented by the extract.
Conclusion: These results suggest that AEFT can prevent endothelial dysfunction-induced hypertension,
dyslipidemia and associated atherogenic risks, and oxidative stress induced by L-NAME.
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Hypertension, named “silent killer” is defined as blood pressure (BP) of
140/90 mm Hg or higher, and widely known as the first risk factor for
CVDs and produces substantial morbidity and mortality. The worldwide

Introduction

The main causes of noncommunicable diseases (NCDs) deaths have

been increasing and reaching pandemic proportions in both developed
and incoming countries [1]. Most cardiovascular troubleshot ultimately
result of endothelial dysfunction-induced hypertension, an intractable
problem in modern medicine. Elevated cardiovascular risk factors lead
to a steady increase in cases of cardiovascular diseases (CVDs) including
angina, myocardial infarction, heart and kidney failures, stroke, coronary
and peripheral artery diseases, and abdominal aortic aneurysm [2].

prevalence of hypertension in the adult global male and female
population was estimated in 2014 at 24.0 and 20.5 % respectively [3].

The causes of increased BP are unknown in nearly 95 % of cases [4].
Endothelial dysfunction was found in humans as well as in various
commonly employed animal experimental models of arterial
hypertension [5]. The experimental model of Nw-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME) induced or “NO-deficient hypertension” was
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established to investigate not only the role of nitrite oxide (NO) in
vascular function and BP regulation but also in the maintenance of
homeostasis in the whole cardiovascular system [5, 6]. Uncontrolled
higher BP is responsible for stroke, coronaries diseases, heart and renal
failures, and blindness which leads to premature death and morbidity in
the world, which constitutes a heavy and economic burden [7]. The risk
of NCDs in adults declined from 22 % in 2000 to 19 % in 2012. Reducing
key risk factors as well as hypertension has become the cornerstone to
enhance and propel the actual alarming slowdown in the average
annualized rate of decline in NCDs mortality so that it can attempt target
for a one-third reduction in premature mortality from NCDs by 2030 [8-
10]. Thus, it is necessary for the development of new and safer therapies
against hypertension [11]. There are many traditional medicinal plants
used in the management of hypertension and/or its complications,
through their proved benefits hypotensive and vasoactive activities [12,
13]. and due to their content in antioxidant compounds [14].

Fagara tessmannii, the African rainforests, is used in folklore medicine
for the treatment of infertility, uterine leiomyoma, sexual weakness and
heart diseases [15, 16]. Their properties against inflammation/pain,
oxidative stress, and cancer virus and bacteria were proved [17-19].
Some metabolites isolated from Fagara sp have shown cytotoxic,
molluscicidal, anticonvulsant, anti-sickling, anaesthetic, antibacterial,
anti-hypertensive, and anti-inflammatory activities [20]. Fagara
tessmannii has shown the beneficial effects on cardiovascular risks
related to obesity [21]. No scientific data is available concerning the
effects of this plant on typical essential hypertension. Hence, this study
was focused on evaluating the protective effects of F. tessmannii on L-
NAME-induced hypertension, dyslipidemia, coronary risk and target
organ damage in rats.

Materials and Methods
I Chemicals

NC -nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) was supplied from Sigma
Aldrich chemical co (St. Louis, MO, USA), heparin choay from Sanofi-
Aventis (France). Reagents for ions’ quantification were obtained from
Biolabo (France). Captopril was obtained from Sandoz (Holzkirchen,
Germany).

11 Preparation of the Extract

Fresh F. tessmannii stem barks were collected at Diang, Bertoua (East
Region, Cameroon) in December 2016. The plant was authenticated as
compare to the voucher sample registered under the No. 1490/SRFK
deposited at the Cameroon National Herbarium. The powdered sample
(500 g) of air-dried stem bark was introduced into 5 L of distilled water
and boiled for 15 minutes. The decoction obtained was dried in drying-
cupboard (45 °C). A crude extract powder (F. tessmannii extract,
80.47 g) was obtained, giving a yield of 16.09 % (w/w).

111 Animals

The preventive effects were carried out with twenty-five males Wistar
rats aged 10-12 weeks, weighing on average 210 g. Animals housed in
collective plexiglass cages at the animal house of the Department of
Animal Biology and Physiology, Faculty of Science, University of
Yaoundé I, Cameroon under controlled conditions of light (light/dark

Journal of Integrative Cardiology Open Access doi: 10.31487/j.JICOA.2020.05.07

cycles of 12/12 hours) at 22+5°C temperature. All experimental
procedures were approved by the Cameroon National Ethical Committee
(authorization number FW-IRB00001954). Investigations using
experimental animals were conducted following the internationally
accepted principles for laboratory animal use and care of the US
guidelines (NIH publication #85-23, revised in 1985).

IV Experimental Design and Induction of Hypertension

To assess the preventive effects of F. tessmannii, hypertension was
induced by intraperitoneal injection of L-NAME, 25 mg.kg™.day?,
during 21 days [22]. Rats were randomly divided into five groups of five
animals (n = 5) receiving daily in addition to saline (5 mL.kg?) or L-
NAME (control and hypertensive groups), different oral treatments as
follow: vehicle (control and hypertensive groups), plant extract (100 and
200 mg.kg?; Ft100 and Ft200 groups) and captopril (20 mg.kg™;
Capto 20 group). All animals had free access to standard diet and tap
water ad libitum. During the experimental period, body weight was
assessed.

V Hemodynamic Parameters Recording

At the end of the experimental period, rats were anaesthetized by
intraperitoneal injection of ethyl-carbamate (1.5 g.kg* body weight). A
tracheotomy was performed to facilitate spontaneous breathing, and a
polyethylene catheter was inserted into the right femoral vein to allow
bolus injection of heparin (30 Ul) to prevent intravascular blood clotting.
Arterial BP, pulse pressure and heart rate were measured using the direct
method as previously described [23]. Briefly, a polyethylene catheter
connected to a pressure transducer (RX 104A, BIOPAC Systems Inc.,
California, USA) was inserted into the left carotid artery for continuous
monitoring of BP, using the Biopac acgknowledge data acquisition
analysis software. The values of hemodynamic parameters were
monitored after stabilization for at least 30 min.

VI Biochemical Analysis

Blood samples were collected after hemodynamic measurements on
anaesthetized rats, through cardiac puncture. The blood samples were
centrifuged at 3000 rpm for 10 min to obtain the serum. The serum
biochemical assays were made using fortress diagnostic kits, UK. Tissue
nitrites concentration was assessed using the reference method [24].
Malondialdehyde, proteins, catalase activity and reduced glutathione
were also evaluated [25-28].

VII Histological Analysis

For microscopic evaluation, parts of the investigated aorta and heart
were fixed in 10 % formalin for 7 days and embedded in paraffin for
microscopical examination under routine laboratory procedure.
Duplicates paraffin sections of 4 um were prepared and stained with
hematoxylin and eosin (H&E) and Aniline blue/Fuchsine acid/Orange
G (AFOG)-Trichrome for histological examination.

VIII Data Management and Statistical Analysis
Index of coronary risk and Atherogenic were calculated [29]. Values
were reported as mean + sem. Statistical analysis was made using one-

way or two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s or

Volume 3(5): 2-9



Aqueous Extract of Fagara tessmannii Engl. (Rutaceae) Exhibits Antihypertensive Activity in NO Synthase Inhibitor-Induced Hypertensive Rats 3

Bonferroni’s posthoc tests when appropriate. p < 0.05 was considered
statistically significant. GraphPad Prism (version 8.0.1) software was
used for all analyses.

Results
| Effect of F. tessmannii on Body Weight Variation

Intraperitoneal injection of L-NAME first induced stunted growth until
day 6 then, a weight loss from day 8 and maintained at around 3 % until
the end of the experiment creating a growth lag of 18.22 % (p < 0.001)
compared to the control group (Figure 1). Concomitant administration
of Fagara tessmannii extract or captopril has any time avoided this
growth arrest and weight loss.
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Figure 1: Effect of F. tessmannii (Ft) on body weight. Each point
represents means + sem, n = 5. Ft 100 and 200: Fagara tessmannii (100
and 200 mg.kg?); capto 20: captopril 20 mg.kg™; ***p <0.001 as
compared to the control group.
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Figure 2: Effect of F. tessmannii on A) systolic blood pressure B)
diastolic blood pressure C) pulse pressure and D) heart rate. Values are
expressed as means = sem, n=5. Ft 100 and 200: Fagara tessmannii
(100 and 200 mg.kg?); Capto 20: captopril 20 mg.kg?; +p <0.05,
++p < 0.01 and +++p < 0.001 versus control; *p < 0.05, **p < 0.01 and
***p <0.001 versus hypertensive (one-way ANOVA & Turkey’s
posthoc test).
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Il Effect of Aqueous Extract of Fagara tessmannii on
Hemodynamic Parameters

Figure 2 summarizes the effect of F. tessmannii aqueous extract on
hemodynamic parameters. Administration of L-NAME resulted in
hypertension in rats: it significantly brings up to 188.65+5.57 mm Hg vs
100.85+7.30 in the control group for systolic blood pressure
(SBP);159.81+6.22 mm Hg vs 73.84+10.18 in the control group for
diastolic blood pressure (DBP) and increased pulse pressure (24.46 %)
and heart rate (13.17 %, p < 0.01). Treatment with F. tessmannii (100
and 200 mg.kg™?) significantly inhibited the increase in SBP to more than
89.28 % (p < 0.001) and DBP to more than 78.52 % (p < 0.001). Unlike
captopril, the extract completely abolished the increase in heart rate and
pulse pressure induced by L-NAME better, the extract lowered the pulse
pressure by 26.81 % and 21.41 % respectively for the doses of 100 and
200 mg.kg™* as compared to control rats.

l:l Control
Hypertensive

EEE Captopril 20 mg{kg_l

- F_ tessmannii 100 1ng.kg‘l
F_lessmannii 200 nlg,l\g_l

125

1004 wHH

P
- 2
W T | e
‘4 b
S 22
=80T 2
ki
b 7
. q %
23 iz 7/
pored /
parrd
e
i 7
e T
Triserlglveeral Tetal cholesterel HDL-cholsstarol
3-
2

AN

Viseoral Fat Athorogonie Coronary
(% of bady waight) Tudax Risk Indax

Figure 3: Effect of F. tessmannii on lipid profile. Each histogram
represents mean + sem, n=5; F: Fagara; +p < 0.05, ++p <0.01 and
+++p <0.001 as compared to control; *p <0.05, **p<0.01 and
***n <0.001 as compared to L-NAME-induced hypertensive rats
according to one-way ANOVA followed by Tukey Kramer’s posthoc
test.

111 Effect of Aqueous Extract of Fagara tessmannii on L-NAME-
Induced Dyslipidemia

The administration of L-NAME for 21 days significantly decreased
visceral fat and serum triglyceride levels in rats. An increase in serum
total cholesterol, atherogenic index (p <0.001), and coronary risk
(p < 0.001) have been observed (Figure 3). The concomitant treatment
with F. tessmannii extract prevented this L-NAME-induced fat and
triglycerides lowering. Fagara extract had thwarted the increase of total
cholesterol and enhanced HDL-cholesterol. Therefore, the extract (100
and 200 mg.kg™) significantly reduced (p <0.001) the increase of
coronary risk and atherogenic index related to L-NAME administration.

Volume 3(5): 3-9



Aqueous Extract of Fagara tessmannii Engl. (Rutaceae) Exhibits Antihypertensive Activity in NO Synthase Inhibitor-Induced Hypertensive Rats 4

IV Protective Effect of Fagara tessmannii on the Liver, Kidney,
and Heart Damage

Rats receiving only L-NAME exhibited significantly increase serum
levels of proteins, albumin and creatinine, and an increase of some
enzyme activities especially y-glutamyl transpeptidase, alanine
transferase, alkaline phosphatase, and lactate dehydrogenase as
compared to those receiving vehicle (control) (Table 1). These rises were

Table 1: Effect of F. tessmannii on hepatic, kidney and cardiac markers.

significantly inhibited by Fagara tessmannii aqueous extract.
Simultaneous treatment with F. tessmannii prevented the lactate
dehydrogenase increase of 56,78 % (p < 0.01) and 55.98 % (p < 0.05),
respectively at the doses of 100 and 200 mg.kg™. F. tessmannii aqueous
extract significantly inhibited the serum elevation of creatinine
(p < 0.001), total proteins (p < 0.001), albumin (p < 0.001), and alanine
aminotransferase (p < 0.05), y-glutamyl transpeptidase (p < 0.05), and
alkaline phosphatase activities (p < 0.05).

Groups
Parameters
Control Hypertensive Captopril F. tessmannii F. tessmannii
(20 mg.kg™) (100 mg.kg?) (200 mg.kg™?)
Concentrations
Protein (mg. mL?) 62.38+5.17 90.67+7.01*** 44.63+1.66™" 42.05£2.90""™ 43.49+1.60"™
Albumin (mg. mL?) 35.89+ 3.79 63.9248.36*"* 32.48+0.54™ 28.91+1.13™ 26.97+0.50™"
Creatinine (umol. L) 152.33+£5.99 189.82+9.47** 132.43+2.75™" 117.29+4.48* 113.21+6.09*™
K* (mmol. LY) 5.62+0.18 5.46+0.65 5.98+0.47 5.37+0.58 5.87+0.67
Na* (mmol. L) 97.00£ 5.76 110.0040.67 92.0545.25" 118.80+6.38* 112.70£2.90
Activities (U.L™)
Lactate Dehydrogenase 524.6+104.7 1893.0+162.1*** 1215.1+131.6*" 1116.0+117.6™ 1127.0+232.4"
Aspartate aminotransferase 32.82+2.74 36.42+3.55 27.11+4.29 25.21+2.15 30.88+3.19
Alanine aminotransferase 15.71+5.70 36.3446.04" 21.40+1.76" 23.9440.76™ 18.73+1.90"
V-Glutamyl transpeptidase 1.56+0.18 2.54+0.28" 1.1440.23" 1.27+0.26™ 1.48+0.08"
Alkaline phosphatase 19.50+ 3.46 36.34+2.81" 18.38+4.38™ 14.54+1.23" 17.77+2.76™

Each value represents mean #sem, n = 5; F: Fagara; +p < 0.05, ++p < 0.01 and +++p < 0.001: as compared to control group; *p < 0.05, **p < 0.01
and ***p < 0.001: as compared to L - NAME - induced hypertensive rats according to one - way ANOVA followed by Tukey Kramer’s posthoc test.

V Effects of the Fagara extract on Oxidative Status

As shown in (Figure 4), the administration of the stem bark aqueous
extract of Fagara tessmannii significantly attenuated the decrease in
aortic levels of nitrites, catalase, and reduced glutathione. In the heart,
the catalase activity was boosted by the extract. The plant also prevented
in the aorta and delayed in the heart, the lipid peroxidation characterized
by a low rate of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS),
malondialdehyde (MDA).

VI Effect of Aqueous Extract of Fagara tessmannii on L-NAME-
induced Aortic and Coronary Arteries Remodeling

Figure 5 shows the effects of F. tessmannii on microarchitecture (A, B,
C, D, E) and histomorphometry (F) of the aorta. Treatment with L-
NAME induced a significant increase of thickness of the media (Figure
5B) (p < 0.001) as compared to control (Figure 5A). The plant extract
(100 and 200 mg.kg?) significantly inhibited (p <0.001) this rising
thickness (Figure 5F). The histology of the control coronary (Figure 5G)
presents normal architecture while coronary of hypertensive rats shows
vascular congestion and collagen accumulation in the adventitia.
Furthermore, these collagen fibers infiltrate both media and intima
(Figure 5H). F. tessmannii administration reduced the coronaries'
congestion and prevented the collagen accumulation around and inside
the coronaries (Figures 5J & 5K).
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Figure 4: E#ggts of Ffé&?’a tessmannii on proteins and oxidative stress
markers. Each value represents mean+sem, n=5; F: Fagara;
ap <0.05, bp<0.01 and cp <0.001: as compared to control group;
ap < 0.05, Bp < 0.01 and &p < 0.001: as compared to L-NAME-induced
hypertensive rats according to one-way ANOVA followed by Tukey
Kramer’s posthoc test.
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3 Control

F tessmanniz 100 mg/ kg

Figure 5: Effects of F. tessmannii on the (F) media thickness (A, B, C, D, E) aorta and coronary arteries fibrosis (G, H, I, J, K, g, h, i, j, k). hematoxylin
& eosin (A, B, C, D, E, g, h, i, j, k) and Aniline blue/Fuchsine acid/Orange G (AFOG)-Trichrome (G, H, I, J, K) staining. Values are expressed as
means £ sem, 9<n<=15. Adv: adventitia, Med: media; int: intima; Coll: collagen; Cor. con: coronary congestion. +++p <0.001 versus control;

***p < 0.001 versus hypertensive (one-way ANOVA & Turkey’s post hoc test).

Control Hypertensive
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kvt , P Lt L

..

Figure 6: Histology of heart tissues performed by (A, B, C, D, E) hematoi()}l.i; eosin (H & E) and (F, G, H, 1, J) Aniline blue/Fuchsine acid/Orange G

(AFOG)-Trichrome staining (100X magnification). IL: leucocytes infiltration.

VIl Effect of Aqueous Extract of Fagara tessmannii on L-
NAME-Induced Cardiac Inflammation and Fibrosis

A histopathological exam of the heart was performed by hematoxylin-
eosin and AFOG-Trichrome staining (Figure 6). The histologic
examination showed mainly inflammation (Figure 6B) and fibrosis
(Figure 6G) in the cardiac muscle of the hypertensive group. No signs of
inflammation or fibrosis were detected on groups treated with the F.
tessmannii extract.

Discussion

Human essential hypertension is a complex multifactorial disease that is
influenced by many factors. Experimental models mimicking

Journal of Integrative Cardiology Open Access doi: 10.31487/j.JICOA.2020.05.07

hypertensive responses in humans allow research into the therapeutic
management of human hypertension [30]. This study was conducted to
assess whether F. tessmannii stem bark aqueous extract prevents L-
NAME-induced essential hypertension and its associated atherogenic
dyslipidemia and oxidative induced target organ damage. L-NAME
administration for 21 days resulted in high systolic and diastolic BP. It
is well known that long-term administration of NO synthase (NOS)
inhibitor, L-NAME in relatively high doses induces so-called “NO-
deficient hypertension” in normotensive rats, a widely model for better
investigation of cardiovascular disorders [5, 31]. Chronic NOS
inhibition results in an imbalance between contracting and relaxing
factors due to decreased NO bioavailability or too oxidized NO, the
accentuation of ET-1 effect, and inducing COX-2 expression [30, 32].

Volume 3(5): 5-9



Aqueous Extract of Fagara tessmannii Engl. (Rutaceae) Exhibits Antihypertensive Activity in NO Synthase Inhibitor-Induced Hypertensive Rats 6

The consequent impaired NO bioavailability result in reduced
endothelium-dependent vasorelaxation, leading to hypertension.

The stem bark aqueous extract of F. tessmannii at the doses of 100 and
200 mg.kg? significantly attenuated the rising of BP in rats
simultaneously receiving L-NAME, suggesting that the NO pathway is
involved in the antihypertensive effects of F. tessmannii. Increased
peripheral resistance is the common feature found in both human and
animal hypertension as a result of decreased NO bioavailability and/or
increased secretion of contracting factors. Reducing this peripheral
resistance will thus lead to a decrease in both systolic and diastolic BP
[33]. Under these findings, it seems that the plant extract counters the
impaired NO bioavailability and the occurrence of peripheral resistance.
That can be confirmed by the conserved nitrites rate in vessels and the
ameliorative state of PP which could testify the maintained vessel
elasticity [34, 35]. Furthermore, BP's increase in NO-deficient
hypertension involves stimulation of the sympathetic system tone and
the renin-angiotensin system, the pathways with which the extract
appears to interfere to abolish the increase of heart rate and BP observed
in hypertensive rats [36]. These effects would result of the extract
contented secondaries metabolites. Previous investigations highlighted
the presence of alkaloids, terpenoids, saponins, mucilage, coumarin, and
phenols compounds in the extract used in this work and provided an
overview of the vasorelaxant effects of F. tessmannii [21].

Studies have shown that the administration of polyphenols induces a
decrease in blood pressure, endogenous vasodilators increase, and
vasoconstrictors decrease. These effects of polyphenols were associated
with a greater increase in NOS activity in the cardiovascular system [37,
38]. Polyphenols and alkaloids increased antioxidant activity as catalase
and reduced glutathione [39-42]. The antioxidant property of plant
extract could result in a decrease of prostanoids and hypersensitivity to
vasoconstrictors and the enhancement of NO availability, which may
contribute to the blood pressure-lowering effect of F. tessmannii [18].
ROS generation can reduce endothelium-dependent vasodilatation by
impairing NO bioavailability [43]. Phytochemicals can modulate the
vascular autonomic function and promote potential redox benefits as
tissue inflammation even when nitric oxide is decreased [44].

Dyslipidemia is a major risk factor of atherosclerosis and cardiovascular
diseases. It had been proved NO involving in lipid metabolism through
activation of hepatic sterol regulatory element-binding protein (SREBP)-
2, step in cholesterol metabolism and expression of LDL receptor. LDL
receptors induced the uptake of cholesterol into the hepatic cells aid to
maintain the physiological cholesterol level [45]. NO deficiency lead to
an increase in total cholesterol (TC), LDL, VLDL, and triglycerides
(TG) levels, and decreased HDL concentration [46, 47]. Although
triglycerides and visceral fat levels were low in this study, probably
resulting from weight loss, an increase in TC and a decrease in HDL
cholesterol were observed. Therefore, an increase in the total
cholesterol/HDL-c ratio and LDL-c/HDL-c ratios. These ratios had been
shown as the important components and good predictors for metabolic
disturbances which include dyslipidemia, atherosclerosis, hypertension
and cardiovascular diseases affecting carotid intima-media thickness and
myocardial infarction. It is known that the increase in these ratios so-
called coronary risk index (CRI) and atherogenic index (Al) is associated
with an increased risk of sudden cardiac death [48, 49].

Journal of Integrative Cardiology Open Access doi: 10.31487/j.JICOA.2020.05.07

Fagara tessmannii enhanced the HDL-c while reducing the total
cholesterol levels, atherogenic and coronary risk index. Seeing that two-
thirds of plasma cholesterol are found in LDL, total cholesterol and
LDL-c are closely correlated; meanwhile, an increase in HDL-c is
frequently associated with plaque regression, while a decrease in
LDL - ¢ would slow down progression [29]. Furthermore, HDL-c has
been presented as an independent protective risk factor for
atherosclerotic CVDs and being used as therapeutic targets for the
primary and secondary prevention of sudden cardiac deaths via its
touchiness to oxidation and lowering BP [49, 50]. The plant extract, by
managing lipidemia could prevent atherosclerosis results in essential
hypertension.

In hypertension, the changes of vascular smooth muscle cells,
growth/apoptosis, migration and differentiation, impaired production
and degradation of extracellular matrix and stimulation of inflammatory
responses result in structural remodeling [51]. Identification of plasma
LDH activity, levels of NO and MDA in the thoracic aorta and heart
allowed to investigate vascular remodeling [52]. Eleveted LDH activity
that express the severity and the occurrence of complications in
hypertension serves as an important marker because it can be detected at
the first time in the oxidative stress process [53]. Our study shows that
treatment with F. tessmanni extract diminished the LDH increase in the
blood plasma and increased NO level in aorta. The antioxidant effects
protect against lipid peroxidation due to reactive oxygen species (ROS),
a fact observed with low rates of aortic and cardiac TBARS in groups
treated with the extract [40, 41, 54].

It has been reported an increase in the activity of tissue and/or circulating
levels of inflammatory cytokines such as interleukin-6, tumor necrosis
factor-alpha and interleukin-13 and adhesion molecules during essential
hypertension. Inflammatory cytokines play a pivotal role in the target
organ fibrosis, by promoting the tissue infiltration of inflammatory cells
such as macrophages and lymphocytes and a process of active
proteolysis and re-synthesis of certain components like collagen and
elastic fibers [55-58]. Histopathological examination showed arterial
wall thickening, heart inflammation and fibrosis. The promotion of
potential redox is a benefit to tissue inflammation in spite of NO
deficiency [44]. Treatment with herbal remedies may alleviate oxidative
stress and subsequently help manage hypertension-induced vascular
remodeling. F. tessmanni, with its anti-inflammatory, and antioxidant
functions inhibited coronary congestion and prevented heart fibrosis
[18].

This experiment has shown that NOS blockage reaches to the decrease
of weight gain, visceral fat, and serum triacylglycerols. Few studies have
demonstrated that intraperitoneal administration of L-NAME
significantly decreases hypothalamic NO content, inferring an inhibition
of NOS, causing a reduction in energy intake and an increase in energy
expenditure, hence they enhance weight loss, reduced visceral fats, and
hypotriglyceridemia induced by L-NAME [59-61]. These facts would
lead to muscular hypotrophy, autophagia, and proteolysis combined with
oxidative stress result in a lot of degradation products. Fagara extract
has considerably prevented the above-mentioned disorders while
preserving heart, kidney, and hepatic functions by protecting to the
proteolysis product, creatinine, ALT, y-GT, and albumin.

In conclusion, the present study provides evidence that the stem bark
aqueous extract of F. tessmannii prevents the L-NAME-induced
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essential hypertension, lipid profile disturbance. It seems obvious that
the F. tessmannii extract could preferentially act in the endothelium-
derived pathway and antioxidative activity to prevent functional
cardiovascular changes produced by chronic inhibition of NO synthesis.
Subsequent in vivo and in vitro studies will be necessary to elucidate
these endothelial mechanisms.
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