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LISTE DES ABREVIATIONS ET SYMBOLES 
_____________________________________________________________________________ 
 

AcOEt : Acétate d’éthyle 

Adr   : Adrénaline 

AF : Acide formique (CH2O2) 

AJse : Extrait aqueux brut de Justicia secunda Vahl (Acanthaceae) 

AMPC  : Adénosine monophosphate cyclique 

ARA II :  Antagoniste des récepteurs de l’Angiotensine II (Sartan) 

ATP    : Adénosine triphosphate 

ATPase    : Adénosine triphosphatase 

ATR   : Atropine 

CC  : Chromatographie sur colonne ouverte (Column Chromatography) 

CCC  : Chromatographie centrifuge à contre-courant (Conter-Current 

   Chromatography) 

CCM  : Chromatographie sur couche mince (TLC, Thin Layer Chromatography) 

CCP  : Chromatographie sur couche préparative 

CE50 (DE50) : Concentration efficace 50 % (Dose efficace 50 %) 

cf. : Confer (reportez-vous à) 

CH3CN  : Acétonitrile (MeCN)  

CH3OH : Méthanol (MeOH) 

CHCl3 : Chloroforme  

CPG  : Chromatographie en phase gazeuse (GC, Gas Chromatography) 

CPL  : Chromatographie en phase liquide ou chromatographie liquide  

   (LC, Liquid Chromatography) 

d  : Doublet  

D.E. : Degré Engler 

d.i. : Diamètre interne 

Da  : Dalton (unité de masse moléculaire) 

DAD : Détecteur à barrettes (réseau) de diodes (Diode Array Detector) 

DL 50 : Dose létale 50 % (CL50, concentration létale 50 %)  

DMSO-d6  : Diméthylsulfoxyde hexadeutéré 

DMT   : Dose maximale tolérée 

DPPH : 1,1 -diphényl-2-picrylhydrazyle 
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EDTA  : Ethylène diamine tétra acétique acide 

ESI : Ionisation par electrospray (ElectroSpray Ionization) 

F 11-14/MPLC 

/AcOEt/AJse : Fractions 11 à 14 issues de la MPLC de la phase AcOEt de AJse 

g/l  : Gramme par litre 

HAS : Haute autorité de la santé 

HPLC  : Chromatographie liquide à haute performance (High Performance 

   Liquid Chromatography) 

HR  : Haute résolution (High Resolution) 

HTA   : Hypertension artérielle  

Hyper Ca2+ : Hypercalcique (solution physiologique) 

Hyper K +  : Hyperpotassique (solution physiologique) 

Hyper Na+  : Hypersodique (solution physiologique) 

Hypo Ca2+  : Hypocalcique (solution physiologique) 

Hypo K+  : Hypopotassique (solution physiologique) 

Hypo Na+  : Hyposodique (solution physiologique) 

ICC (ICA, IC)  : Inhibiteur des canaux calciques (inhibiteurs calciques)  

IEC (IECA)  : Inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine II 

IR   : Infrarouge 

ISH : International Society of Hypertension 

J : Constante de couplage 

J N C  : Joint National Committee 

LDL  : Lipoprotéine de basse densité (Low Density Lipoprotein) 

LLE  : Extraction (séparation) liquide-liquide (Liquid-Liquid Extraction) 

Log : Logarithme décimal 

Los : Losartan 

LP : Libération prolongée 

LPLC   : Chromatographie liquide à basse pression (Lobar)  

   (Low Pressure Liquid Chromatography) 

m : Multiplet 

m/z  : Rapport entre la masse et le nombre de charges élémentaires d’ions 

mAU  : Unité d’absorbance utilisée en chromatographie (milli Absorbance Unit) 

ME  : Mac Ewen (solution physiologique de référence) 

mg/kg  : Milligramme par kilogramme 
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mg/ml : Milligramme par millilitre 

ml : Millilitre 

mm Hg  : Millimètre de mercure 

MPLC  : Chromatographie liquide à moyenne performance (Medium Pressure 

   Liquid Chromatography) 

MS : Spectroscopie de masse (Mass Spectrometry) 

MTT   : Bromure de 3-(4,5-diméthyl-2-thiazolyl)-2,5-diphényl-2H-tétrazolium 

NA  : Nangui Abrogoua (Université)  

Nif   : Nifédipine  

NO : Monoxyde d’azote 

OMS  : Organisation Mondiale de la Santé (WHO, World Health Organisation) 

P.C. : Poids corporel 

P1/AcOEt/AJse : Produit pur 1 issu de la phase AcOEt de AJse 

P2/AcOEt/AJse : Produit pur 2 issu de la phase AcOEt de AJse 

P3/AcOEt/AJse : Produit pur 3 issu de la phase AcOEt de AJse 

PA  : Pression artérielle 

PAD  : Pression artérielle diastolique 

PAS  : Pression artérielle systolique 

Praz : Prazosine 

ppm : Partie par million (parts per million = 10-6) 

Pro  : Propranolol 

Rf  : Facteur de rétention ou rapport frontal (Retention factor) 

RMN   : Résonance magnétique nucléaire (NMR, Nuclear Magnetic Resonance) 

SLE  : Extraction solide-liquide (Solid-Liquid Extraction) 

sp.  : Espèce non précisée 

SPE  : Extraction en phase solide (Solid Phase Extraction) 

SRAA  : Système Rénine-Angiotensine-Aldostérone  

T  : Témoin 

TFA  : Acide trifluoroacétique (TrifluoroAcetic Acid) 

TOF : Temps de vol (Time Of Flight) 

UPLC : Chromatographie liquide ultra performante (Ultra Performance  

   Liquid Chromatography) 

UV : Ultra-violet 

VD.E. : Viscosité relative en degré Engler 
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Ver : Vérapamil 

v/v : Volume pour volume 

® : Originale (marque) 

°C  : Degré Celsius 

δ  : Déplacement chimique 

 

 

Remarques 

Les abréviations ont généralement été indiquées sous la forme la plus couramment 

rencontrée dans la littérature. C’est pourquoi elles sont quelques fois issues de la terminologie 

anglo-saxonne. 

Les couplages analytiques entre une méthode de séparation et une (ou plusieurs) 

méthode(s) de détection sont indiqués par les abréviations successives de ces dernières, 

séparées par le signe « / ». Exemple : HPLC/UV, UPLC/MS,… Lorsqu’il s’agit d’indiquer le 

type précis de détection, on le fera à l’aide des abréviations correspondantes placées avant 

celles désignant la méthode générale et séparées par un trait d’union. Exemple : DAD-UV, 

ESI-MS,… 
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RESUME 

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales à travers la recherche de 

nouveaux composés pharmacologiquement actifs, principalement dans le traitement de 

l’hypertension artérielle (HTA), notre étude a porté sur Justicia secunda M. Vahl 

(Acanthaceae), plante utilisée en médecine traditionnelle pour le traitement de cette affection.  
 

Dans ce contexte, l’effet d’un extrait aqueux brut de feuilles fraiches de             

Justicia secunda (AJse) a été évalué, à l’aide de méthodes de criblages biologiques                            

et pharmacologiques, sur l’activité cardiovasculaire de Mammifères.  
 

Nos résultats indiquent que cet extrait est peu toxique. Il entraîne essentiellement     

des effets hypotenseurs, antihypertenseurs, cardioinhibiteurs, vasodilatateurs, antioxydants et   

une augmentation de la viscosité du sang et du débit coronaire cardiaque. Ces effets sont dû   

à la présence de substances β-bloquants, anticalciques et, probablement, d’autres substances 

non identifiées contenues dans cet extrait. Par ailleurs, AJse s’est révélé riche en métabolites 

secondaires, notamment en stérols et polyterpènes, alcaloïdes, saponosides et anthocyanes. 
 

Cette étude s’est poursuivie par l’isolement et la purification de composés 

responsables des divers effets de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda. La méthodologie 

de purification a été fondée sur la combinaison de différentes méthodes chromatographiques 

et d’études pharmacologiques bioguidées sur la pression artérielle. 

Ainsi, trois composés ont été purifiés. Celui dénommé P1/AcOEt/AJse, qui s’est 

révélé le plus pharmacologiquement actif sur la pression artérielle, a été retenu. A partir de 

méthodes spectrométriques, il a été identifié comme étant l’Acide 4-(octadecyloxy)-,             

4-[[4-[[(1-méthylheptyl)oxy]carbonyl]phényl]éthynyl]phényl ester benzoïque (C48H66O5).    

Sa masse moléculaire est de 723,4993 Da. Il s’agit d’une nouvelle molécule qui n’a jamais été 

décrite dans la littérature. Cette substance s’avère être peu toxique et 25 à 100 fois plus active 

que l’extrait brut sur le système cardiovasculaire de Mammifères. P1/AcOEt/AJse est           

un anticalcique qui, par ses propriétés d’inhibiteur calcique, induit une hypotension artérielle, 

une cardioinhibition et une vasodilatation. Ce composé est par ailleurs un antihypertenseur.   
 

Dans cette étude, l’extrait aqueux brut de feuilles fraiches de Justicia secunda (AJse), 

de même que le produit purifié P1/AcOEt/AJse, ont montré des potentialités 

pharmacologiques intéressantes dans le traitement de l’HTA. Ceci justifie l’indication 

thérapeutique traditionnelle de l’extrait brut qui pourrait donc désormais être envisagé dans le 

traitement de l’HTA afin de soulager les patients. De même, le produit purifié 

(P1/AcOEt/AJse), nettement plus actif que AJse sur le système cardiovasculaire                   

de Mammifères, pourrait être indiqué dans le traitement de cette affection. 
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I – INTRODUCTION 

 

I – 1. Problématique  

Depuis toujours, les plantes médicinales ont été utilisées pour des soins de santé. 

D'après les découvertes archéologiques, il y a plus de 30 000 ans, l'homme de Neandertal 

utilisait déjà quelques plantes médicinales comme l'Achillée : Achillea millefolium 

(Astéracées) pour guérir les blessures. Les quatre espèces de Centaurée (Centaurea sp.) étaient 

utilisées pour combattre l'atonie intestinale, les maladies fébriles touchant les glandes 

abdominales), l'anémie et le surmenage. La Rose trémière : Alcea rosea (Malvaceae) servait 

comme adoucissant laxatif. Ainsi, dans l'Antiquité, les pharmacopées étaient utilisées sur tous 

les continents dans le monde, de sorte qu’elles constituent un vaste domaine où l’étendue des 

savoirs et de savoir faire traditionnels est considérable.  

Dès 2900 avant J.C, en Chine, le plus vieux traité de médecine, le Pen Tsao de Shen 

Nung, mentionne quelques 365 remèdes à base de plantes. En Egypte, 1600 ans avant J.C.,   

le Papyrus d'Ebers cite 877 remèdes à base de plantes. En Grèce, Hippocrate, père de la 

Médecine moderne il y a près de 2500 ans, recense plus de 400 plantes thérapeutiques, 

certaines héritées d'Inde, d'autres issues de ses recherches. 

La science du XXIe siècle, avec des outils divers, poursuit toujours le même but : 

trouver dans la matière des éléments favorables à l’établissement et au maintien de la santé et 

du bien-être physique et psychique de l’être vivant.  

L’essentiel des substances thérapeutiques utilisées pour les soins de santé est issue des 

plantes de la pharmacopée. En effet, le règne végétal est une source jugée inépuisable de 

molécules pouvant présenter un intérêt thérapeutique (Pousset, 1989). Selon l’organisation 

mondiale de la santé (OMS), près de 6377 espèces de plantes sont utilisées en Afrique, dont 

plus de 400 sont des plantes médicinales qui constituent 90 % de la médecine traditionnelle. 

En Afrique, en 2002, jusqu’à 80 % de la population utilisait la médecine traditionnelle pour 

répondre à ses besoins de soins de santé (OMS, 2002). Ceci est encore valable de nos jours. 

Les plantes thérapeutiques sont ainsi utilisées sous plusieurs formes de préparations contenant 

des mélanges complexes de constituants de principes actifs.  

L’approfondissement de la connaissance des plantes thérapeutiques est donc capital 

pour optimiser leur utilisation. Dorénavant, la thérapeutique exige des méthodes scientifiques. 

Ainsi, depuis quelques années, il y a un regain d’intérêt pour les plantes médicinales comme 

source de molécules biologiquement actives dans la recherche de substances 

médicamenteuses plus efficaces, ayant peu d’effets secondaires. En effet, beaucoup de 
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médicaments en officine contiennent des principes actifs d’origine végétale. C’est le cas par 

exemple de l’artémisinine, un antimalarique obtenu à partir de Artemisia annua (Asteraceae) 

qui est actif contre des souches de Plasmodium résistantes aux antimalariques utilisés 

actuellement (Hamburger et al., 1991). 

Sachant qu’une plante peut contenir une multitude de substances différentes, on peut 

se rendre compte de la richesse naturelle du règne végétal. Relevons également que les 

plantes, sources de médicaments, présentent l’immense avantage d’être accessibles à tous,     

et particulièrement aux pays en voie de développement. C’est dans ce cadre, que le 

programme de valorisation des plantes médicinales a été mis en place sous l’égide du 

gouvernement ivoirien, depuis les années 1970, sollicitant la participation des Laboratoires de 

Botanique, de Chimie, de Biochimie, de Physiologie Animale et de Cristallographie,             

de l’Université Félix Houphouët-Boigny. Au Laboratoire de Physiologie Animale, les études 

concernent l’observation des effets physiologiques, puis la mise en évidence des modes 

d’action des molécules bioactives. La connaissance des mécanismes physicochimiques 

responsables de la genèse de l’activité cellulaire des tissus contractiles, offre un modèle 

d’étude idéal pour la mise en évidence des actions des différents composants des substances 

naturelles de la pharmacopée. La comparaison des principes d’action d’avec ceux des 

substances pharmacologiques et pharmacodynamiques connues, permet de déterminer la 

qualité et la quantité de l’activité physio thérapeutique de chaque composant des mixtures de 

la pharmacopée. 

Dans le contexte socio-économique des pays en voie de développement, l’étude des 

plantes peut aboutir à l’obtention de réponses thérapeutiques adéquates et de faible prix. 

L’approfondissement des connaissances de plantes dans de tels pays est donc capital afin 

d’optimiser leurs utilisations. La valorisation scientifique de la médecine traditionnelle doit 

conduire notamment à la mise au point de médicaments à base de plantes. Cet engagement 

dans la valorisation du patrimoine médical traditionnel par la plupart des pays africains, la 

découverte de nouvelles molécules, la formulation de médicaments accessibles et utilisables 

dans le traitement des pathologies prioritaires sont encouragés par l’OMS (OMS, 2002).  

Considérées par l’OMS comme un problème de santé publique dans le monde,          

les pathologies cardio-vasculaires constituent une cause majeure de mortalité en Côte d’Ivoire 

et dans le monde, et l'hypertension artérielle (HTA) est la plus fréquente de ces maladies 

(Waeber et al, 1999). 

En l’an 2000 la prévalence globale de l’hypertension dans la population mondiale 

adulte était estimée à 26,4 %, soit 972 millions d’individus hypertendus. Il faut cependant 
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noter que 639 millions d’entre eux proviennent des pays en voie de développement,            

soit 65,7% des cas (Kearney et al., 2005). Selon cet auteur, la projection de ces statistiques 

fait redouter 1,56 milliard d’individus hypertendus en 2025. Il est à craindre que le continent 

africain soit submergé. 

Face au nombre de plus en plus croissant de cas d'hypertension révélés en Afrique et 

dans le monde, et à la complexité de cette maladie, la thérapeutique moderne propose une 

gamme importante de médicaments antihypertenseurs. Mais, malgré la disponibilité de 

plusieurs types de médicaments faisant baisser et réguler la pression artérielle par des 

mécanismes différents (Waeber et al., 1999), le traitement de l’hypertension demeure une 

tâche difficile. Le traitement de cette affection par la médecine moderne coûte en effet très 

cher et est bien hors de portée des populations du tiers monde (Breckenridge, 1982 ;          

Isah et al., 1997 ; OMS, 1998 ; Dionkouda, 2005 ; Guindo, 2005 ; Xavier, 2005 ;           

Mbolla et al., 2010). Par conséquent, en Afrique, les malades hypertendus ont recours à la 

médecine traditionnelle par l’utilisation des médicaments traditionnels qui sont, au plan 

socioculturel et économique, à leur portée.  

Face à l’expansion de cette maladie dont la prise en charge est couteuse, l’OMS,    

dans sa résolution AFR/RC50/R3 du 31 Août 2000, encourageait les pays africains à élaborer 

des stratégies régionales sur la médecine traditionnelle afin d’entreprendre des recherches sur 

les plantes médicinales et de promouvoir leurs utilisations optimales dans les systèmes de 

prestation des soins de santé (OMS, 2000). 

Des travaux sont donc entrepris pour rechercher des remèdes à moindre coût et ayant 

l’innocuité, l’efficacité et la qualité prouvées (Diallo et al., 2010). C’est ainsi que plusieurs 

plantes médicinales utilisées par les tradithérapeutes, réputées antihypertenseurs et reconnues 

pour leurs effets thérapeutiques, ont fait l’objet d’études. C’est le cas de Mareya micrantha 

(Euphorbiaceae) (Abo, 1996),  Zizyphus mauritiana (Rhamnaceae) (Ba, 2005),           

Hibiscus sabdariffa (Malvaceae) (Ajay et al., 2007 ; Anga, 2007), Bidens pilosa (Asteraceae) 

(Kouakou, 2008), Allium cepa (Liliaceae) (Naseri et al., 2008), Parkia biglobosa 

(Mimosaceae) (Kassi, 2009) et Hibiscus sabdariffa (Malvacée) (Mea, 2009).              

Certaines plantes sont également proposées par la médecine traditionnelle pour le traitement 

de cette affection. C’est le cas, en Côte d’Ivoire, selon Tra Bi et al. (2008), de Adansonia 

digitata (Bombacaceae), Albizia adianthifolia (Mimosaceae), Alchornea cordifolia 

(Euphorbiaceae), Allium sativum (Alliaceae), Anacardium occidentale (Anacardiaceae), 

Bambusa vulgaris (Poaceae), Cassia occidentalis (Caesalpiniaceae), Catharanthus roseus 

(Apocynaceae), Ceiba pentandra (Bombacaceae), Cola nitida (Steculiaceae),                
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Fagara macrophylla (Rutaceae), Imperata cylindrica (Poaceae), Morinda lucida (Rubiaceae), 

Ocimum gratissimum (Lamiaceae), Saccharum officinarum (Poaceae), Trema guineensis 

(Ulmaceae) et Vernonia colorata (Asteraceae). 

 
Pour notre part, notre étude a porté sur une plante de la pharmacopée :               

Justicia secunda M. Vahl (Acanthaceae), utilisée en médecine traditionnelle pour ses vertus 

thérapeutiques dans le traitement de l’hypertension artérielle.  

Justicia secunda (Acanthaceae) est présente dans les zones tropicales et subtropicales 

d’Afrique, de Madagascar, des Antilles et d’Asie. Elle est cultivée, tout comme la majorité 

des espèces de cette famille, comme plante d’ornement des jardins (Heywood et al., 2007).  

La décoction de feuilles de Justicia secunda est utilisée en médecine traditionnelle par 

les populations de la Côte d’Ivoire, et aux Antilles par les Amérindiens (Etifier-Chalono, 

2005), pour le traitement de l’hypertension artérielle. La tisane de feuilles et de tiges feuillées 

est prise en cas d’aménorrhée. Elle est aussi réputée abortive (Grenand et al., 1987).           

Les feuilles de cette plante sont utilisées en médecine traditionnelle en Amérique centrale 

pour traiter les calculs rénaux et l’hyperglycémie (Wong, 1976 ; Cantillo et al., 2007). 

Certaines études ont montré que cette plante est active dans la reproduction         

(Lans, 2007) et présente des propriétés antimicrobiennes (Herrera et al., 2002 ; Rojas et al., 

2006) et antianémiques (Chifundera, 2001 ; Moswa et al., 2008 ; Tossou et al., 2008). 

 
Cependant, nos recherches bibliographiques sur cette plante n’ont montré aucune 

étude scientifique menée, ni sur l’hypertension artérielle, ni sur le système cardio-vasculaire.  

Ainsi, par l’utilisation d’outils modernes de la recherche scientifique, il sera question, 

dans un premier temps, d’étudier la toxicité d’un extrait aqueux brut de feuilles de Justicia 

secunda M. Vahl (Acanthaceae), de mettre en évidence ses propriétés antihypertensives, de 

déterminer ses composantes et de mettre en évidence ses effets et son mécanisme d’action sur 

le système cardio-vasculaire. Dans un second temps, il s’agira de séparer, purifier et identifier 

quelques composés bioactifs de l’extrait. Enfin, une étude de la toxicité et des effets 

pharmacologiques mettra en évidence la cytotoxicité et l’effet antihypertenseur d’une 

substance purifiée bioactive issue de Justicia secunda, ses effets et son mécanisme d’action 

sur le système cardio-vasculaire de Mammifères par l’étude de la pression sanguine artérielle, 

des activités électriques et mécaniques du cœur et de l’activité contractile des vaisseaux. 
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I – 2. Justification  

Ce travail a été motivé par :  

� La recrudescence des maladies cardio-vasculaires, l’une des premières causes 

de mortalité, en Côte d’ivoire et dans le monde, et particulièrement l’hypertension artérielle 

qui affecte de plus en plus les sujets jeunes. 

� La prise en charge relativement onéreuse de l’hypertension artérielle par la 

médecine moderne qui n’est pas toujours accessible à la majorité de la population en Côte 

d’ivoire et en Afrique. Cette prise en charge contribue à la paupérisation des populations. 

� La revalorisation et la promotion des plantes médicinales utilisées en médecine 

traditionnelle, en utilisant des méthodes scientifiques rigoureuses, en vue de la formulation de 

médicaments traditionnels améliorés efficaces, fabriqués à partir des matières premières 

africaines. Les populations africaines restant très attachées aux ressources de la médecine 

traditionnelle, cela représente des atouts économiques et socioculturels indéniables.   

� La nécessité de faciliter l’accès des populations à des médicaments 

antihypertenseurs à moindre coût, compte tenu du coût élevé des médicaments 

conventionnels.  

� L’utilisation de Justicia secunda M. Vahl (Acanthaceae), plante de la 

pharmacopée ivoirienne, facilement accessible, ayant des propriétés antihypertensives avérées 

en médecine traditionnelle, et de techniques de pointe pour la mise en évidence de composés 

pharmacologiquements actifs. 

� La quasi inexistence sur Justicia secunda d’études toxicologiques et 

pharmacologiques sur l’hypertension artérielle et le système cardio-vasculaire. 

 

 

I – 3. Objectifs de l’étude 

 
I – 3 – 1. Objectif général 

L’objectif général de cette étude est la valorisation des plantes de la pharmacopée pour 

une utilisation rationnelle et la recherche de nouveaux composés à usage thérapeutique. 

 

I – 3 – 2. Objectifs spécifiques 

Cette étude consistera à : 

� étudier la toxicité d’un extrait aqueux de Justicia secunda M. Vahl 

(Acanthaceae) par la détermination de la DL50 et la DMT (toxicité aiguë) et la détermination 
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"in vitro" des concentrations tolérables par les cellules (cytotoxicité) de l’extrait brut et d’un 

composé purifié bioactif ; 

� identifier les différents groupes chimiques présents et mettre en évidence 

l’existence ou pas de composés antioxydants dans l’extrait brut ; 

� séparer et purifier les composés de l’extrait brut ; 

� étudier les effets pharmacologiques de l’extrait brut, de ses fractions et de 

produits purifiés sur la pression sanguine artérielle ; 

� identifier la structure chimique d’un composé bioactif purifié de l’extrait ; 

� étudier, en référence aux effets de substances pharmacodynamiques, les effets 

pharmacologiques et les mécanismes d’action de l’extrait brut et d’un produit bioactif purifié 

de cet extrait  sur le système cardio-vasculaire ; notamment sur l’électrocardiogramme,        

les contractions cardiaques, les contractions toniques de muscles lisses vasculaires                 

et la viscosité du sang. 

 

 

I – 4.  Structure du mémoire 

Dans ce mémoire, la revue bibliographique puis le matériel et les méthodes utilisées 

sont d’abord présentées. Suivent les résultats de nos travaux qui sont subdivisés en            

deux parties : 

- la 1ère partie aborde la toxicité aiguë et la cytotoxicité d’un extrait aqueux brut de 

Justicia secunda M. Vahl (Acanthaceae), la mise en évidence des grands groupes chimiques 

présents dans cet extrait, ses effets pharmacologiques sur l’activité cardio-vasculaire de 

Mammifères et son mécanisme d’action sur la pression artérielle ; 

- la seconde partie concerne la purification de cet extrait aqueux brut, guidée par une 

étude pharmacologique sur la pression artérielle. Le composé pur le plus actif a été identifié et 

fait l’objet d’une étude toxicologique et d’un screening pharmacologique pour déterminer 

son(ses) mécanisme(s) d’action sur l’activité cardio-vasculaire de Mammifères.  

Enfin, l’analyse de ces résultats permet de dégager une conclusion générale et 

d’envisager des perspectives.  
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II – REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

II – 1. Hypertension artérielle (HTA) 

Les pathologies cardio-vasculaires constituent une cause majeure de mortalité dans le 

monde (Murray et  Lopez, 1997 ; Marques-Vidal et al., 2004) et l'hypertension artérielle est la 

plus fréquente de ces maladies, avec une prévalence particulièrement élevée. 

L’hypertension affecte de plus en plus les sujets jeunes ; toutefois, la prévalence reste 

plus importante chez les sujets âgés (Dickerson et Brown, 1995). 

L’OMS considère les maladies cardio-vasculaires en général, et l’hypertension 

artérielle en particulier, comme un problème de santé publique dans le monde. 

Pour comprendre l’hypertension artérielle qui est une élévation de la pression sanguine 

artérielle, il convient de connaître les caractéristiques et les méthodes de mesure de cette 

pression. 

 

II – 1 – 1. Pression artérielle : définition et mesure 

II – 1 – 1 – 1. Définition de la pression artérielle 

L’appareil circulatoire est, pour l’ensemble de l’organisme, le système de distribution 

de nombreuses substances (nutriments provenant de la digestion, oxygène provenant de 

l’appareil respiratoire, hormones, etc.) et le système de drainage des déchets. Ces fonctions 

sont assurées grâce à la circulation sous pression du sang. Cette pression qu’exerce le flux 

sanguin sur la paroi des artères est appelée "tension" artérielle ou pression artérielle. 

"Le but de l’existence" de la pression artérielle est de pousser le sang jusqu’au niveau 

des tissus de l’organisme pour qu’ils puissent assurer leurs fonctions dont par exemple 

l’oxygéner des tissus. Au niveau de ces tissus, la pression artérielle est très faible et le débit 

d’écoulement très réduit de manière à ce que l’oxygène puisse mieux pénétrer dans les tissus. 

Ainsi, la pression artérielle se définit, d’après la loi de Hayen-Poiseuille, comme le 

produit de la résistance du vaisseau dans lequel se trouve le sang et le débit imposé par le 

cœur (Folkow, 1982 ; Royer, 1985 ; Guedeon, 1987 ; Chemla et Lecarpentier, 2001). 

 
Pression artérielle (PA) = Résistance du vaisseau (R) x Débit cardiaque (Q) 

 
L’unité de pression artérielle actuellement établie est le millimètre de mercure       

(mm Hg), mais le remplacement du mercure est prévu par la commission sanitaire 

européenne. 
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La résistance du vaisseau (R) correspond à la rigidité des parois de l’artère.              

Elle peut varier dans de très nombreuses circonstances. 

R = 8L ŋ /πr4   où 
- L = longueur des vaisseaux (constante) 

- ŋ = viscosité du sang 

- r = rayon des vaisseaux 

- π = 3,14 

Le débit cardiaque (Q) correspond à la capacité du cœur à éjecter du sang lors de 

chaque contraction (systole), correspondant donc à un volume de sang éjecté par minute 

(environ 5 litres par minute). Il est en fait le produit du volume de sang éjecté à chaque 

systole ou volume d’éjection systolique (Vs) par la fréquence cardiaque (Fc). 
 

Q = Vs x Fc 

Ce débit cardiaque sera fonction, simultanément, de la pression différentielle, du rayon 

de l’artère et de la viscosité du sang. 

L’expression du débit sanguin selon la loi de Poiseuille (Boccalon, 1995) est donc la 

suivante : 

                                π ∆ P r4 
                    Q =                              avec   ∆ P = pression différentielle (P1 – P2) en deux  
                                8 L ŋ          points différents le long d’une artère 

Cette relation montre que la variation de l’un ou plusieurs des facteurs suivant : 

viscosité du sang (ŋ), rayon des vaisseaux (r), fréquence cardiaque (Fc) et volume d’éjection 

systolique (Vs), modifie la pression artérielle. L’augmentation de la pression artérielle de 

façon théorique résulte de l’élévation du débit cardiaque, des résistances périphériques 

vasculaires ou de la masse sanguine circulante (Waeber et al., 1990). En réalité, la cause la 

plus fréquente de l’hypertension artérielle est l’élévation des résistances vasculaires            

(Di Matteo  et Vacheron, 1987). 

 

II – 1 – 1 – 2. Mesure de la pression artérielle 

II – 1 – 1 – 2 – 1. Historique 

C'est en 1628 que Harvey William découvrit la circulation du sang. Il démontra,        

en évaluant la quantité de sang éjectée par le cœur à chaque contraction, qu'en une heure le 

cœur déplace une masse de sang égale à trois fois le poids du corps. C'est pourtant seulement 

en 1730 que la pression sanguine fut mesurée pour la première fois par Hales Stephen avec un 

manomètre relié par une canule introduite dans l'artère crurale d'un cheval. Cent ans plus tard, 
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en 1828, Poiseuille Jean-Louis Marie fit les mêmes mesures avec un manomètre à mercure 

dont les unités (mm ou cm de mercure) sont encore utilisées en pratique médicale, convertible 

avec le système international d'unités accepté universellement aujourd'hui : Pascal (Pa).  

La méthode courante en pratique clinique (méthode de la sténose) a été inventée        

en 1905 par Korotkoff Nikolaï. Elle consiste à mesurer au manomètre la contre pression 

exercée sur une artère par un brassard gonflable tout en auscultant l'artère.  

 
II – 1 – 1 – 2 – 2. Mesure directe de Ludwig 

L'enregistrement graphique direct de la pression artérielle est réalisé avec un 

manomètre relié par un cathéter introduit à contre courant dans une artère. Il montre des 

oscillations périodiques synchrones avec le cycle cardiaque. La pression artérielle normale 

varie à chaque cycle cardiaque entre une valeur minimale d'environ 10 kPa (80 mm Hg),       

la pression diastolique (PD), et une valeur maximale d'environ 16 kPa (120 mm Hg),             

la pression systolique (PS).  

L’usage du cathétérisme artériel se justifie en raison des avantages que représente les 

possibilités de monitorer la pression artérielle de manière invasive et de réaliser facilement 

des prélèvements sanguins. 

 
II – 1 – 1 – 2 – 3. Mesure indirecte 

La mesure non invasive de la pression artérielle s'effectue avec tensiomètre ou un 

sphygmomanomètre (sphygmos : pouls ; manomètre : mesure de pression) et un stéthoscope 

(Gired et al., 1998). Cette méthode est utilisée en clinique humaine. C’est la méthode par 

« contrepulsion » ou de la sténose. Dans ce cas, le médecin mesure deux nombres : 

- la pression artérielle systolique (PAS) qui reflète la pression lors de la contraction du 

ventricule gauche (systole) ; 

- la pression artérielle diastolique (PAD) qui reflète la pression lors de la relaxation du 

ventricule gauche (diastole). 

Une pression artérielle moyenne (PAM) se calcule à partir des deux premiers. 

PAM = (PAS + 2PAD) / 3 

Les mesures de pression artérielle s'expriment en centimètre ou en millimètre de 

mercure (Hg) ; par exemple 12/7 veut mentionner 120 millimètres de mercure pour la 

pression artérielle maximale (systolique) et 70 millimètres de mercure pour la pression 

artérielle minimale (diastolique). 
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L’association tensiomètre et stéthoscope est de plus en plus remplacée par des 

appareils automatiques (tensiomètres électroniques) avec un brassard gonflé par un moteur et 

la détection est faite soit par la perception de bruits (méthode auscultatoire), soit par des 

variations d’amplitude de l’onde de pouls (méthode oscillométrique).  

Lorsqu’on couple un tensiomètre électronique à une batterie et à une mémoire, on peut 

prendre alors la pression artérielle de manière répétée durant 24 heures : c’est le monitoring 

ambulatoire de la pression artérielle (MAPA), faussement appelé aussi Holter tensionnel. 

 

II – 1 – 2. Définition, épidémiologie causes et traitements de l’hypertension artérielle 

II – 1 – 2 – 1. Définition de l’HTA 

L'hypertension artérielle, est définie par une pression du sang dans les artères trop 

élevée par rapport à une valeur dite "normale", établie par de nombreux comités scientifiques 

à travers le monde. C’est l’élévation anormale, permanente ou paroxystique, de la tension 

artérielle au repos. L’Organisation Mondiale de la Santé et la société internationale 

hypertension (OMS, 1999-a et 1999-b) indiquent que l’hypertension artérielle est l’élévation 

de la pression régnant à l’intérieur des artères, supérieure à 139 mm Hg (maxima) et 89 mm 

Hg (minima). Les valeurs doivent être retrouvées élevées à trois occasions différentes pour 

qu'on puisse parler d'hypertension artérielle. Le patient porteur d'une HTA est un hypertendu. 

De cette définition de l'hypertension artérielle, Richer et al, (1984) et Guedeon (1987),  

suggèrent de prendre en compte l'âge du sujet, la notion d'antécédents familiaux et de 

nombreux facteurs environnementaux. 

En cas de normotension, les chiffres sont compris entre 120 et 139 mm Hg pour la 

tension artérielle systolique, et entre 80 et 89 mm Hg pour la tension artérielle diastolique 

(Guidelines Subcommitee, 1999). 

L'OMS a fixé des seuils. Elle précise les différents niveaux de pression artérielle 

(d’après les dernières recommandations européennes éditées en juin 2007). 

Ainsi, selon l’OMS, il existe trois grades d'hypertension : 

* l’hypertension artérielle labile ou limite, lorsque les valeurs augmentées ne sont 

retrouvées qu’occasionnellement ; 

* l’hypertension artérielle modérée ; 

* l’hypertension artérielle sévère ou maligne, si elle reste élevée malgré 

l’administration concomitante de médicaments antihypertenseurs (Richer et al., 1984 ; 

Dievart et Everaere, 1998). 
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Le tableau I donne la classification de l’HTA selon les normes tensionnelles définies 

par l’OMS (1999-b). 

 

II – 1 – 2 – 2. Epidémiologie de l’hypertension artérielle 

Les statistiques sont difficiles à établir car elles concernent essentiellement, si ce n'est 

exclusivement, les patients traités. 

 
II – 1 – 2 – 2 – 1. Dans le monde 

Selon l’OMS, en 1980, l’hypertension est apparue comme la maladie la plus répandue 

dans le monde. Cette maladie est en continuelle expansion et atteint les personnes de tout âge, 

de tout sexe et de toute classe sociale. 

En 2000, on estimait à environ 26,4 % la proportion d'hypertendus (26,6 % des 

hommes et 26,1 % des femmes) dans le monde et, d'ici 2025,  29,2 % d’Hommes devraient 

être atteintes (29 % des hommes et 29,5 % des femmes). Parmi les 972 millions d’adultes 

hypertendus, 333 millions, soit 34,3 %, proviennent des pays « développés », et 639 millions, 

soit 65,7 %, sont issus des pays « en développement ». Le nombre d'adultes hypertendus   

d'ici 2025 pourrait augmenter de 60 % et atteindre 1,56 milliard (Kearney et al., 2005). 

L'hypertension artérielle serait responsable d'un peu moins de 8 millions de décès par 

an dans le monde et de près 100 millions de jours d'invalidité (Lawes et al., 2008). Elle serait 

la cause de près de la moitié des accidents vasculaires cérébraux (AVC) et des accidents 

cardiaques. 

La prévalence de l’hypertension artérielle est variable dans les différents pays. 

Exemple : Grande Bretagne, 38 % (Colhoun et al., 1998) ; Etats-Unis, 20 % (Mulrow, 1998) ; 

France, 31 % (Godet-Thobie et al,  2008) ; Burkina Faso, 23 % (Ouedraogo, 2003) ;    

Guinée, 43,6 % en milieu urbain, 14,9 % en milieu rural (Balde et al, 2006-a) et 29 % en 

basse Guinée (Balde et al, 2006-b) ; selon l’OMS, Madagascar, 17,67 % ; Maurice, 29,6 % ; 

Algérie, 29,1 % ; Congo, 32,5 % ; Érythrée, 16 % ; Cameroun, 24 % ; Zimbabwe, 27,6 % 

(OMS, 2005). Maїga indique que la prévalence de l’HTA était de 20,83 % au Sénégal, 23,7 

% au Mali, 20 % au Togo et 16 % au Rwanda (Maїga, 1989).  

Dans une étude collaborative croisée régionale, portant sur les populations noires,       

il a été également démontré que les taux d'HTA augmentaient de 16 % en Afrique 

occidentale,  26 % dans les Caraïbes et 33 % aux Etats-Unis (Walinjorn et Face, 2000). 
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Tableau I : classification de l’HTA chez l’adulte (de plus de 18 ans) 

 
 Pression systolique Pression diastolique 

Tension artérielle optimale < 120 mm Hg < 80 mm Hg 

Tension artérielle normale  120 - 129 mm Hg 80 - 84 mm Hg 

Tension artérielle normale haute 130 - 139 mm Hg 85 - 89 mm Hg 

HTA légère (stade 1) 

Sous-groupe « limite » 

140 - 159 mm Hg 

140 - 149 mm Hg 

90 - 99 mm Hg 

90 - 94 mm Hg 

HTA modérée (stade 2)  160 - 179 mm Hg 100 - 109 mm Hg 

HTA sévère (stade 3) ≥ 180 mm Hg ≥ 110 mm Hg 

Hypertension systolique isolée 

Sous-groupe « limite » 

≥ 140 mm Hg 

140 - 149 mm Hg 

< 90 mm Hg 

< 90 mm Hg 
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Actuellement, l’hypertension artérielle est la principale maladie cardio-vasculaire      

en Afrique où sa prévalence est estimée en moyenne à 25 % au sein de la population de plus 

de 18 ans, avec une fréquence hospitalière comprise entre 30 et 70 % (Diallo et al., 2010).      

Cette affection est volontiers compliquée en Afrique avec 20 à 69 % d’atteinte rénale,          

24 à   50 % d’accidents vasculaires cérébraux et 16 à 34 % d’insuffisance cardiaque, selon des 

sources hospitalières (Belila, 2002). 

 
II – 1 – 2 – 2 – 2. En Côte d’Ivoire 

En Côte d'Ivoire, selon les études réalisées par Bertrand et al. en 1974, la prévalence 

de l'hypertension systolique ou diastolique était de 10,89 %. Cette prévalence de l’HTA se 

situait en 1993 à 13,4 % dans la population abidjanaise (Comoe et al., 1993). Selon l’Institut 

de Cardiologie d’Abidjan (ICA), elle est passée à 13,9 % de la population ivoirienne en 2000, 

(Anonyme, 2003). En 2004, la prévalence de l'hypertension artérielle en Côte d'Ivoire était de 

15 % (Dionkouda, 2005). Selon une enquête STEPS (Stratégies et Techniques pour 

l’Extension de la Protection Sociale), en 2005, l’hypertension artérielle (PAS 140 mm Hg 

et/ou PAD 90 mm Hg) touchait 21,7 % de la population ivoirienne âgée de 15 à 64 ans 

(OMS, 2005). En 2007, l’HTA concernait 21 % de la population de la ville d’Abidjan   

(Koffi, 2007). Selon Kramo et al. (2011), entre 2000 et 2009, les patients hypertendus âgés de 

59,1 ± 12,5 ans (54,3 % de femmes), reçus à l’Institut de Cardiologie d’Abidjan, 21,7 % 

avaient une HTA de stade 1, 32,3 % de stade 2 et 46,0 % de stade 3. 

Tout comme dans le monde, en Côte d’Ivoire, l’augmentation de la prévalence de 

l’hypertension artérielle en fait un problème de santé publique majeur, après le paludisme et 

le SIDA.   

 

II – 1 – 2 – 3. Causes de l’hypertension artérielle 

Dans 90 % de cas, l'hypertension artérielle (HTA) est dite essentielle (primitive)        

ou idiopathique (OMS, 1999-b). Aucune cause connue ne peut être retrouvée dans ce cas. 

Dans 10 % des cas, l'hypertension artérielle a une cause ; elle est alors qualifiée de 

symptomatique ou secondaire. Plusieurs causes peuvent être à l'origine d'une hypertension ; 

certaines étant curables de façon définitive. Ces causes secondaires sont à rechercher par le 

biais d’exploration cardiaque (électrocardiogramme, échographie cardiaque),                   

rénale (échographie rénale, bilan de la fonction rénale), surrénalienne (scanner et bilan 

hormonal surrénaliens). 
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Dans la grande majorité des cas, le mécanisme précis de l'HTA reste inconnu. On peut 

cependant déterminer un certain nombre de circonstances associées statistiquement à l'HTA ; 

c'est ce qu'on appelle un facteur de risque (Odi, 1986). Ce terme implique que le lien de 

causalité n'est pas établi (risque seulement statistique). C’est une variabilité associée à la 

probabilité de survenue de la maladie. La coexistence fréquente de plusieurs de ces facteurs 

chez le même patient en fait une maladie multifactorielle. La grande majorité des malades 

hypertendus a au moins un facteur de risque cardio-vasculaire (Xavier, 1999). 

On distingue les facteurs ci-dessous comme favorisant l’hypertension artérielle. 

� L’âge : la pression artérielle augmente avec l'âge. Des études épidémiologiques 

ont en effet montré que le risque de faire une HTA croît avec l'âge (Dickerson et Brown, 

1995 ; Brady et al., 2005). Chez le sujet de plus de 45 ans, la prévalence de l'hypertension 

artérielle est plus élevée. Ainsi, moins de 2 % des sujets de moins de 20 ans sont hypertendus, 

alors qu'ils sont plus de 40 % après 60 ans (Odi, 1986).  

� Le sexe : le niveau tensionnel des hommes est supérieur à celui des femmes 

jusqu'à 50 ans puis, au-delà, il y a inversion. Ceci est dû au fait que avant la ménopause les 

hormones féminines représentent un facteur protecteur face au risque cardio-vasculaire. 

� L’hérédité : il existe un déterminisme génétique de l'HTA essentielle dont la 

nature composite a été mise en évidence. Le développement de la génétique moléculaire a 

permis d'identifier sur le gène de l'angiotensinogène, un polymorphisme génétique impliqué 

dans l'hypertension artérielle essentielle (Pieri et Kirkiacharian, 1992). Ainsi, il existe des 

familles d'hypertendus ; c'est-à-dire que si des parents font de l'hypertension, les enfants ont 

plus de risques d'être hypertendus que les autres. Chez plus de 50 % des sujets hypertendus,     

il existe un antécédent d'hypertension artérielle chez l'un des parents (Meyer, 1979 ; 

Gilbenkrantz, 1990).  

� L'alimentation : 

* le facteur le plus étudié a été la consommation de sel alimentaire (NaCl) 

dont l'importance pourrait déclencher, sinon entretenir une HTA (Guedeon, 1987 ; Xavier, 

1999 ; Strazzullo et al., 2009) ; 

* la consommation d'alcool de façon chronique entraîne un accroissement 

du niveau tensionnel. Les grands buveurs (alcooliques) ont une élévation de la pression 

systolique de plus de 1 cm Hg, en moyenne, par rapport aux non-buveurs ; 

* la consommation d'acides gras saturés a une relation positive avec le 

niveau tensionnel, alors que la consommation d'acides gras polyinsaturés diminue le risque 

d’hypertension (Keys et al., 1987) ; 
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* une alimentation trop riche en matières grasses animales, pauvre en fruits 

et légumes, favorise l'hypertension ; 

* la consommation de café s'accompagne d'une augmentation de la tension, 

mais l'effet est minime du fait du développement d'une tolérance à la caféine. 

� L’obésité : il existe une forte corrélation entre l'indice de masse corporelle 

(indice de surcharge pondérale, rapportant le poids à la taille) et le niveau tensionnel 

(Froment, 1976 ; Horvath et al., 2008). L’HTA est significativement plus fréquente chez les 

sujets présentant une surcharge pondérale, a fortiori chez les obèses (Khosla et Lowe, 1972). 

A l'opposé, un régime hypocalorique chez un obèse hypertendu s'accompagne d'une baisse de 

la tension. 

� Le diabète : les sujets diabétiques ont, en moyenne, une tension artérielle plus 

élevée que dans le reste de la population (Longo, 1995). 

�  La grossesse peut parfois entraîner une HTA (Abole, 2006;                

Anonyme, 2007-a) ; on parle alors d’HTA gravide. 

� La sédentarité et le stress : un stress aigu s'accompagne d'une augmentation 

transitoire de la tension. Il est possible que l'un des facteurs importants soit les conditions 

psychologiques liées au mode de vie ou bien à la réponse individuelle aux situations de 

stress ; c'est-à-dire, certaines façons dont l'individu réagit face à un stress chronique, car il 

n’est pas établi chez l’Homme qu’un stress chronique puisse entraîner une élévation durable 

de la pression artérielle (Xavier, 1999).  

 

II – 1 – 2 – 4. Traitements de l’hypertension artérielle 

Dans les rares cas où une cause est trouvée, le traitement de l’HTA doit s’attaquer à la 

cause. Le but de ce traitement est de rétablir la tension artérielle dans les conditions optimales 

afin d’éviter les complications. Le traitement de certaines HTA d’origine définie peut 

entraîner parfois la guérison du patient. Ce traitement repose sur la compréhension des 

mécanismes physiopathologiques de régulation de la tension artérielle (Fattorusso et Ritter, 

1995). 

Plusieurs moyens sont à la disposition du praticien pour la normalisation des chiffres 

tensionnels du patient (Gross et al., 1986 ; Almange, 1998 ; Waeber, 1998). 
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II – 1 – 2 – 4 – 1. Règles hygiéno-diététiques ou traitements non pharmacologiques 

Elles consistent à modifier certaines habitudes de vie qui peuvent contribuer à 

l'élévation de la tension artérielle. Elles peuvent parfois suffire à normaliser la tension 

artérielle et doivent toujours être proposées. Cela consiste à : 

� perdre du poids en cas de surcharge (Horvath et al., 2008), afin de maintenir 

l’indice de masse corporelle (IMC) en dessous de 25 kg/m2, ou à défaut, afin d’obtenir une 

baisse de 10 % du poids initial (Anonyme, 2007-b) ; 

� diminuer la consommation de sel (Guedeon, 1987; Xavier, 1999 ; He et al., 2005 ; 

Strazzullo, 2009), si possible moins de 6 g/jour (Anonyme, 2007-b), éviter la salière sur la 

table, les salaisons ; 

� limiter la consommation d'alcool (Odi, 1986 ;  Kouakou, 1994), par exemple,          

à moins de 3 verres de vin ou équivalent par jour chez l’homme et 2 verres de vin ou 

équivalent par jour chez la femme (Boffeta et Garfinkel, 1990 ; Klatsky et al., 1990 ; 

Anonyme, 2007-b) ; 

� augmenter la consommation de fibres alimentaires, en particulier avec une 

alimentation riche en légumes et en fruits, et diminuer celle des graisses (Appel et al., 1997), 

en particulier les graisses dites saturées ;  

� augmenter la consommation d'eau ;  

� lutter contre les facteurs de risque associés (tabac, cholestérol, diabète, 

sédentarité) ; 

� utiliser une pilule faiblement dosée en œstrogènes ; 

� éviter le thé, le café, et associer éventuellement la relaxation chez les neurotoniques ; 

� mener si possible une vie calme et régulière, en respectant les heures de sommeil ; 

� pratiquer des exercices physiques (Arakawa, 1996 ; Whelton et al., 2002) :          

une activité physique aérobique régulière (au moins 30 minutes environ, 3 fois par semaine) 

diminue les risques coronaires (Whelton et al 2002 ; Anonyme, 2007-b). 

 
II – 1 – 2  – 4 – 2. Traitements médicamenteux 

Des valeurs de 140/90 mm Hg sont indiquées pour un traitement antihypertenseur de 

patients ni diabétique, ni insuffisant rénaux (Argueda et al., 2010). Les antihypertenseurs ou 

hypotenseurs sont des médicaments qui sont administrés pour réduire l'hypertension artérielle. 

Le bénéfice du traitement pharmacologique est avant tout dépendant de la baisse de la 

pression artérielle, quelle que soit la classe d’antihypertenseur utilisée.   
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II – 1 – 2 – 4 – 2 – 1. Médicaments antihypertenseurs 

On regroupe les médicaments antihypertenseurs en plusieurs classes. Chaque classe 

agit différemment pour faire baisser la tension artérielle selon qu’elle agit sur le système 

nerveux autonome, sur la fibre musculaire lisse de la paroi vasculaire ou sur le système 

rénine-angiotensine.  

La connaissance de la physiopathologie et de la pharmacologie a permis la mise au 

point d’un arsenal thérapeutique de mécanisme différent, qui comprend essentiellement quatre 

grandes classes, à savoir : les diurétiques, les inhibiteurs adrénergiques bêtabloquants          

(β-bloquants), les inhibiteurs calciques (IC) ou inhibiteurs des canaux calciques et les 

bloqueurs du système rénine-angiotensine comprenant les inhibiteurs de l’enzyme de 

conversion de l’angiotensine (IEC), les antagonistes des récepteurs de l’angiotensine II   

(ARA II) et, plus récemment, des antagonistes spécifiques de l’activité rénine plasmatique 

(Waeber, 1998). 

 
II – 1 – 2 – 4 – 2 – 1 – 1. Diurétiques 

Les diurétiques sont familièrement appelés « pilules pour l’eau » parce qu’ils agissent 

sur les reins pour faire évacuer par l’urine l’excès d’eau et de sodium. 

Ils agissent par élimination, via l'urine, d’une partie de l’eau et du sodium contenus 

dans le sang ; ceci induit une diminution du volume sanguin et donc une baisse de la tension 

artérielle.  

On pense que le sodium contribue à la résistance vasculaire en augmentant le tonus 

vasoconstricteur artériolaire et la réactivité vasculaire à l’effet des différentes substances 

endogènes vasoconstrictrices comme l’angiotensine II, les catécholamines, l’endothéline etc. 

(Katzung, 2006). Cette hyperréactivité pourrait être secondaire à la surcharge calcique induite 

par la surcharge sodique intracellulaire chronique. Ces effets sont annulés ou inversés par les 

diurétiques ou la restriction sodée. En réduisant les réserves de sodium de l’organisme, les 

diurétiques diminuent la pression artérielle essentiellement. Cependant, leur action sur le 

potassium (kaliémie) doit être contrôlée car, en générale, le potassium est éliminé avec le 

sodium. 

Les traitements diurétiques augmentent l’élimination urinaire de sodium en agissant à 

différents niveaux de la surface luminale (pôle urinaire) des cellules du tubule rénal.         

Cette propriété est mise à profit dans le traitement de l’hypertension artérielle et de 

l’insuffisance cardiaque. 
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Il existe principalement quatre sites de réabsorption où agissent les diurétiques en 

augmentant la fraction sodée excrétée : trois au niveau du néphron et un sur une portion du 

tube collecteur. Ainsi, on distingue trois catégories principales de diurétiques en fonction des 

sites d’action au niveau du tubule rénal (figure 1). 

• Ceux qui agissent au niveau de la branche ascendante de l’anse de Henlé : 

diurétiques de l’anse de Henlé. Ce sont des dérivés sulfamidés. Ces médicaments inhibent le 

co-transport du sodium, du potassium et du chlore dans la branche ascendante de l’anse de 

Henlé, site habituel d’une importante réabsorption sodée estimée à 35-45 %. Les diurétiques 

de l’anse sont ceux qui peuvent induire la plus grande élimination sodée. En effet, la 

natriurèse induite est très importante, puisque la réabsorption à ce niveau l’est aussi. 

L’inhibition du transport actif du NaCl provoque une augmentation associée de l’excrétion de 

Mg2+ et de Ca2+ (Katzung, 2006). 

• Ceux qui agissent au niveau du tube contourné distal : les thiazides et apparentés. 

Tous ont en commun un groupement sulfamidé non substitué. Les thiazidiques et apparentés 

inhibent le co-transport du sodium (Na+) et du chlore (Cl-) à travers la portion proximale du 

tube contourné distal rénal (face endoluminale des cellules du tube contourné distal) où 5 à 8 

% du Na+ est normalement réabsorbé (Katzung, 2006). En empêchant la réabsorption de 

NaCl, ils entraînent à court terme une diminution du volume extracellulaire et du débit 

cardiaque et une stimulation du système rénine-angiotensine. A long terme, le débit cardiaque 

se normalise, alors que le volume extracellulaire reste diminué. 

 • Ceux qui agissent  au niveau du tube contourné distal et surtout du tube collecteur : 

diurétiques distaux, appelés également épargneurs potassiques. Cette classe de diurétiques 

comporte les diurétiques anti-aldostérones, localisés au niveau du tube collecteur du néphron, 

et les diurétiques dont le site d’action est le tube contourné distal (diurétiques distaux), mais 

qui agissent indépendamment de l’aldostérone. Le tube contourné distal et les canaux 

collecteurs assurent l’homéostasie potassique.               

La sécrétion de potassium et d’ions H+ est couplée à la réabsorption de Na+ et stimulée 

par l’aldostérone. 

- Les épargneurs potassiques, qui agissent indépendamment de l’aldostérone au 

niveau du tube contourné distal, associent une baisse de l’excrétion potassique et hydrogénée 

(H+) à une augmentation d’environ 2 % de la fraction sodée excrétée. Ces diurétiques distaux 

inhibent ainsi la sécrétion potassique et d’ions hydrogène par les tubes distaux et collecteurs. 

Ils sont faiblement saliurétiques et par nature hyperkaliémiants car retiennent le potassium 

urinaire. 
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Figure 1 : schéma de l’action des diurétiques (D’après Katzung, 2006)
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- Les antialdostérones sont aussi faiblement natriurétiques et bloquent de façon 

compétitive les récepteurs minéralocorticoïdes à la jonction du tube contourné distal et du 

tube collecteur. L’amplitude de l’effet natriurétique des anti-aldostérones dépend du niveau de 

sécrétion plasmatique d’aldostérone par la corticosurrénale. Dans tous les cas, l’amplitude de 

l’effet natriurétique des diurétiques distaux est inférieure à celle obtenue avec les diurétiques 

thiazidiques et de l’anse de Henlé (Katzung, 2006). Les antagonistes de l’aldostérone 

diminuent la composante de sécrétion couplée à la sécrétion de Na+ et inhibent les effets 

directs de l’aldostérone sur les mouvements de K+. 

 
II – 1 – 2 – 4 – 2 – 1 – 2. Bêtabloquants 

Les bêtabloquants, ou bêtabloqueurs ou adrénolytiques bêta ou anti-adrénergiques bêta 

sont des inhibiteurs compétitifs des effets des catécholamines sur les récepteurs                     

β-adrénergiques (Giudicelli, 1984 ; Castaigne, 1988 ; Witchitz, 1994 ; Brown, 1995). 

Selon Lands et al. (1967  et 1976), il existe essentiellement deux sous-types de 

récepteurs adrénergiques : les récepteurs β1 et β2 adrénergiques. Des récepteurs β3, impliqués 

dans le métabolisme lipidique ont été plus récemment identifiés. Ils renforcent la lipolyse 

dans les tissus adipeux (Nisoli et al., 1996). Les trois (3) types de récepteurs coexistent dans 

la plupart des tissus, avec une prédominance de l’un ou l’autre. 

Outre les effets communs, les ß-bloquants ont des effets particuliers à un certain 

nombre d’entre eux. Ainsi, ils sont classés en fonction de l’inhibition plus ou moins sélective 

des récepteurs β1 et β2. Certains β-bloqueurs inhibent à la fois les récepteurs β1 et β2              

(β-bloqueurs dits « non sélectifs », type propranolol), d’autres seulement les récepteurs β1. 

Ces derniers sont dits « cardiosélectif », type aténolol (Witchitz, 1994 ; Brown, 1995 ;  

Moulin et Coquerel, 2002). 

Du point de vue des caractéristiques pharmacologiques, on distingue : 

- les β-bloqueurs liposolubles comme le propranolol qui franchissent la barrière 

cérébro-méningée ; 

- les β-bloqueurs hydrosolubles comme l’aténolol qui pénètrent peu le cerveau. 

Le pouvoir adrénolytique est la seule propriété commune à tous les bêtabloquants. 

Les bêtabloquants inhibent de façon spécifique et compétitive les récepteurs          

bêta-adrénergiques périphériques mais aussi centraux s’ils passent la barrière hémoméningée. 

Ils ont des effets communs qui sont essentiellement cardio-vasculaires. Ils agissent 

principalement en réduisant l'activité des catécholamines sur le cœur et les vaisseaux sanguins 

et diminuent aussi la pression artérielle (Giudicelli, 1984).  
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Les bêtabloquants réduisent la transmission d’influx nerveux au cœur et aux vaisseaux 

sanguins. Ainsi, le cœur bat moins vite et avec moins de force et la tension artérielle chute. 

L’effet hypotenseur est associé à un abaissement de la fréquence cardiaque et du volume 

d’éjection ventriculaire gauche. En fait, en plus de leur action hypotensive, les bêtabloquants 

diminuent la fréquence cardiaque (effet chronotrope négatif), la contractilité myocardique 

(effet inotrope négatif), le débit cardiaque et la vitesse de conduction auriculo-ventriculaire 

(effet dromotrope négatif). Ils s’opposent aux effets proarythmogènes de la stimulation     

bêta-adrénergique (effet bathmotrope négatif) et appartiennent à la classe II des médicaments   

anti-arythmiques (Vaughan-Williams, 1970 et 1984 ; Motte et al., 1996). 

Les bêtabloquants inhibent la sécrétion de rénine et, peut-être inhibent le tonus 

sympathique par effet central (Witchitz, 1994 ; Brown, 1995 ;  Gired et al., 1998). 

Ils réduisent aussi le travail cardiaque et la consommation myocardique en oxygène. 

Les bêtabloquants sont particulièrement indiqués en cas de cardiopathie ischémique 

associée. Ils sont contre-indiqués en cas de bradycardie (fréquence cardiaque inférieure à     

50 battements par minute), d’asthme, de diabète, de troubles de la conduction             

auriculo-ventriculaire, etc. 

 
II – 1 – 2 – 4 – 2 – 1 – 3. Inhibiteurs de l’enzyme de conversion (IEC) 

Les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (IECA) sont utilisés 

principalement dans le traitement de l’hypertension artérielle.  

Comme leur nom l’indique, les inhibiteurs de l'enzyme de conversion empêchent 

l’action de cette enzyme.  

L’enzyme de conversion, une métalloprotéine à zinc : la dipeptidylcarboxypeptidase, 

ubiquitaire, active la transformation de l’angiotensine I, substance dépourvue d’effet 

physiologique, en angiotensine II (Anonyme, 1989), et la bradykinine en peptides 

physiologiquement actifs. L’angiotensine II, par ses puissantes propriétés vasoconstrictrices, 

entraine une augmentation des résistances périphériques vasculaires, et donc un puissant effet 

hypertenseur. Au niveau rénal, l'angiotensine II diminue la perfusion rénale ainsi que la 

filtration glomérulaire et stimule la sécrétion d'aldostérone par la cortico-surrénale        

(Tufro-MeReddie et al., 1994). L'aldostérone, quant à elle entraine une rétention sodée et une 

augmentation de la volémie (Bouchard, 1999). En fait, cette enzyme de conversion assume 

deux missions principales dans l’organisme. D’une part, elle est compétente pour la synthèse 

de l’angiotensine II, octapeptide actif sur la vasoconstriction, à partir de son précurseur  

inactif : l’angiotensine I (décapeptide), en scindant les deux acides aminés C terminaux.          
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D’autre part, elle catalyse la dégradation du médiateur, la bradykinine en produits inactifs 

(Ferreira et al., 1970). 

L’inhibition de l’enzyme de conversion de l’angiotensine entraîne une diminution de 

la concentration d’angiotensine II au niveau des récepteurs AT1 et AT2 de l’angiotensine 

(Azizi et al., 1997-b). Premièrement, de ce fait, le tonus vasculaire diminue et la pression 

artérielle baisse. Deuxièmement, la baisse des taux d’angiotensine II induit une diminution de 

la libération d’aldostérone de la corticosurrénale et donc un effet sur le bilan hydrique.        

Au niveau cellulaire, on peut observer une baisse des effets mitogènes médiés par 

l’angiotensine II sur les fibroblastes et les myocytes du cœur, qui conduisent, notamment 

après un infarctus, à des changements défavorables (remodelage).  

Le mécanisme d’action moléculaire des inhibiteurs de l’enzyme de conversion repose 

sur la similitude des IEC avec une fin de chaîne peptidique de l’angiotensine I. De ce fait, les 

IEC sont considérés par erreur par l’enzyme de conversion de l’angiotensine comme le 

substrat physiologique angiotensine I. A la différence du substrat physiologique, ils ne sont 

pas transformés par l’enzyme et bloquent cette dernière. Ainsi, les IEC empêchent ce 

métabolisme de l'angiotensine I en angiotensine II et réduisent les taux circulants 

d'angiotensine II et d'aldostérone. Les IEC vont donc réduire la vasoconstriction normalement 

induite par l'angiotensine II (Griendling et al., 1997). Les IEC, en supprimant l’effet 

vasoconstricteur de l’angiotensine II sur l’artériole efférente du glomérule, peuvent diminuer 

la filtration glomérulaire. En effet, au niveau du rein, le blocage des récepteurs AT1 agit sur 

les artérioles post-glomérulaires préférentiellement, avec pour conséquence une diminution de 

la fraction filtrée. Les IEC induisent ainsi une réduction des résistances artérielles et 

artériolaires périphériques ainsi qu'une diminution de la volémie. Il s’ensuit une vasodilatation 

et une baisse de la pression artérielle.  

Par ailleurs, les IEC empêchent la dégradation de la bradykinine, substance 

vasodilatatrice, en métabolites inactifs. En effet, la bradykinine a des effets tissulaires locaux 

de vasodilatation par stimulation de la production d’oxyde nitrique (NO) et de prostaglandines 

vasodilatatrices (Seyedi et al., 1995 ; Katzung, 2006). Ces effets sont donc favorisés par les 

IEC. L’inhibition de la dégradation de la bradykinine par les IEC potentialise leurs effets 

vasodilatateurs et restaure la fonction endothéliale des artères et artérioles si elle était altérée. 

Toutefois, cette inhibition de la dégradation de la bradykinine entraîne son accumulation et 

par conséquent ses effets indésirables associés.  

Le mécanisme d’action des IEC est schématisé à la figure 2. 
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Figure 2 : schéma du mécanisme d’action des inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine II (IECA) (D’après Katzung, 2006)
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Les IEC ont d’autres actions :  

- ils inhibent l’augmentation induite par l’angiotensine II de la libération de 

noradrénaline (effet pré-synaptique) et l’effet de stimulation de la croissance cellulaire et de la 

production de collagène par les fibroblastes ;  

- ils stimulent la production des prostaglandines qui sont vasodilatatrices et ils ont un 

effet protecteur rénal chez les diabétiques. 

 
II  – 1 – 2 – 4 – 2 – 1 – 4. Antagonistes des récepteurs de l’angiotensine II (ARA II) 

L’indication officielle des antagonistes des récepteurs de l'angiotensine II (ARA II ou 

sartans) est le traitement de l’hypertension légère ou modérée (Bouchard, 1999). 

Les ARA II sont des antagonistes, soit compétitifs, soit non compétitifs des récepteurs AT1 

de l’angiotensine II (Goodfriend et al., 1996 ; Nicholls et al., 1997). Il est connu que 

l’angiotensine II stimule deux types de récepteurs : les récepteurs AT1 (forte affinité) et les 

récepteurs AT2 (faible affinité). La plupart des effets de l’angiotensine II sont dus à la 

stimulation des récepteurs AT1 (Boutouyrie, 1999). L’angiotensine II cause une 

vasoconstriction et une production d’aldostérone entraînant une rétention sodée et une 

augmentation du volume intra-vasculaire. 

Les ARA II bloquent l’action de l’angiotensine II en agissant sur son récepteur AT1, 

diminuant ainsi ses effets (Goodfriend et al., 1996). Ils protègent ainsi les vaisseaux sanguins 

de l’angiotensine II ; par conséquent, les vaisseaux se dilatent et la tension artérielle baisse. 

Le mécanisme d’action des ARA II est schématisé à la   figure 3. 

Les ARA II ont des effets très proches de ceux des inhibiteurs de l’enzyme de 

conversion (IEC). Toutefois le mécanisme d’action des antagonistes des récepteurs de 

l’angiotensine II diffère de celui des IEC par le fait qu’ils bloquent directement les effets de 

l’angiotensine II en bloquant ses récepteurs plutôt que sa formation (Roffman, 1998) et, ceci, 

sans blocage de la dégradation de la bradykinine. Leurs effets pharmacologiques sont donc 

ceux des IEC moins les effets d’inhibition du catabolisme de la bradykinine (Katzung, 2006). 

De ce fait, l’effet vasodilatateur des bradykinines pourrait être important. De plus, les 

bradykinines pourraient diminuer l’agrégation plaquettaire et avoir des effets 

antithrombotiques et antiprolifératifs bénéfiques. 

Il y aurait ainsi des avantages au mécanisme des antagonistes des récepteurs de 

l’angiotensine II. Premièrement, une inhibition plus spécifique et complète de l’angiotensine 

II puisque, contrairement aux IECA, les antagonistes de l’angiotensine II bloquent            

aussi l’effet de l’angiotensine II produite par d’autres voies que celle impliquant l’enzyme de  
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Figure 3 : schéma du mécanisme d’action des antagonistes des récepteurs 

                     de l’angiotensine II (ARA II) (D’après Katzung, 2006) 
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conversion de l’angiotensine (Roffman, 1998). En second lieu, l’enzyme inhibée par les IECA 

métabolise les bradykinines. Les IECA causent ainsi une accumulation de bradykinines, qui 

serait à l’origine de certains de leurs effets indésirables majeurs, tels la toux et l’angioedème. 

Par leur mécanisme d’action différent, les antagonistes de l’angiotensine II sont moins sujets à 

causer ces effets (Mancini, 1996 ; Nicholls et al., 1996). 

 
II – 1 – 2 – 4 – 2 – 1 – 5. Inhibiteurs calciques (IC) 

Les inhibiteurs calciques (IC, ICA), ou inhibiteurs des canaux calciques (ICC) ou 

anticalciques, représentent une classe pharmacologique relativement importante car largement 

utilisés dans le traitement de l’hypertension artérielle et de l’insuffisance coronaire (Safar, 

1985 ; Izzo et case, 1995 ; Legalerey, 2001 ; Partouche, 2001). Ils font partie des traitements 

de 3ème intention de l'hypertension artérielle essentielle (Partouche, 2001). 

 
� Classification 

Chaque inhibiteur calcique a, en fonction de son affinité pour certains canaux 

calciques et pour certains tissus, un effet prédominant auquel correspond une indication 

thérapeutique préférentielle (Almange, 1998). Les inhibiteurs calciques à effet cardio-

vasculaire sont donc classés en fonction de leur effet prédominant, vasculaire ou cardiaque. 

On obtient ainsi deux types de profil d’antagoniste calcique, selon que l’effet vasculaire ou 

que l’effet cardiaque est prédominant (dépendant de l’affinité de l’antagoniste calcique pour 

les canaux vasculaires et cardiaques). 

Il s’agit d’un groupe hétérogène de molécules qui peut être divisé chimiquement en 

dihydropyridines (DHP) et non-dihydropyridines (non-DHP). Les non-DHP appartiennent au 

groupe des benzothiazépines et au groupe phénylalkylamines. La conséquence principale est 

une sélectivité vasculaire plus grande pour les DHP.  

On distingue ainsi trois (3) familles ou groupes chimiques selon le site préférentiel de 

leur action (Antonius-Gunawan et al., 1981 ; Fleckenstein, 1983 ; Spedding, 1985 ; 

Legalerey, 2001). 

 
� Les dihydropyridines : ils sont les antagonistes calciques à action vasculaire 

préférentielle. En effet, les inhibiteurs calciques sélectifs des canaux calciques présents dans 

la famille des dihydropyridines ont un tropisme vasculaire prépondérant avec un effet 

vasodilatateur artériel très puissant supérieur à celui des autres inhibiteurs calciques.            

De plus, ils ont une action moins marquée sur le myocarde. Ils n'ont aucune action sur le tissu 
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de conduction. Leurs effets s'expriment donc principalement par une baisse de la pression 

artérielle sans modification du rythme cardiaque. 

La nifédipine, anticalcique de courte durée d’action, est utilisée dans le traitement des 

hypertensions sévères qui résistent aux traitements habituels (Frishman et al., 1984 ;       

Klein, 1984). C’est l'inhibiteur calcique à effet vasculaire prédominant de référence. 

 
� Les benzothiazépines : ils ont un tropisme mixte, à la fois vasculaire et 

myocardique, avec une prédominance de l’action coronarodilatatrice sur l’action inotrope 

négative. Le seul représentant de cette classe est le diltiazem. 

 
� Les phénylalkylamines : ils ont un tropisme également mixte, à la fois 

vasculaire et myocardique avec une prédominance de l’action cardiaque sur l’action 

artériodilatatrice périphérique. Le seul représentant est le Vérapamil qui est l’inhibiteur 

calcique ayant l’effet inotrope négatif le plus marqué (Motte  et al., 1996 ; Legalerey, 2001). 

Il déprime davantage les fonctions chronotrope, dromotope et inotrope du myocarde que les 

benzothiazépines (diltiazem). 

 
� Mécanisme d’action 

Les inhibiteurs calciques ou antagonistes du calcium sont des médicaments qui 

permettent d'inhiber le transfert membranaire du calcium dans les cellules musculaires 

cardiaques et les cellules musculaires vasculaires (Cohen, 1997; Gired et al., 1998 ;  

Lüllmann et al., 1998 ;  Moulin et Coquerel, 2002 ). 

Les inhibiteurs calciques ont en commun la propriété de bloquer de façon sélective 

l’entrée du calcium au travers des canaux calciques lents ou voltage dépendants (canaux de 

types L) situés dans la membrane plasmique des cellules du myocarde et des cellules 

musculaires lisses des vaisseaux (par opposition aux canaux de type N présents sur les 

neurones et de type T présents au niveau des glandes sécrétrices), en se fixant sur ces canaux  

(Slonick et Frishman, 1989 ; Laurent et al., 1994 ; Gired et al., 1998 ; Legalerey, 2001; 

Moulin et Coquerel, 2002). Les canaux L sont ubiquitaires, mais ils sont largement 

majoritaires dans le cœur où ils ont deux rôles essentiels : un rôle électrogène et un rôle dans 

le contrôle de la contraction. Dans les vaisseaux, les canaux L sont impliqués dans le 

développement et le maintien du tonus contractile. En empêchant l’ouverture de ces canaux, 

les inhibiteurs calciques entraînent une relaxation du muscle lisse vasculaire et une diminution 

des résistances vasculaires. Ils entraînent une diminution des résistances périphériques par 

leur effet vasodilatateur. 
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� Au niveau cellulaire, ce blocage induit la diminution de l'entrée du calcium au 

cours du plateau du potentiel d'action, succédant normalement l'excitation d'une cellule 

contractile, et une inhibition de l'action de l'ATPase des myofibrilles. Cet effet est lié à une 

inhibition sélective de la fréquence d'ouverture des canaux calciques dépendant du voltage 

cellulaire. Ceci entraîne ce qui suit. 

* Au niveau vasculaire, la diminution de l’influx calcique entraîne une relaxation 

musculaire et une diminution des résistances périphériques,  avec pour conséquence une 

vasodilatation et une chute de la pression artérielle (Ishii et al., 1980 ; Karaki et Weiss, 1988 ; 

Stoll et Spector, 1989 ; Michiru et Quentin, 2003). En effet, en agissant sur les canaux 

calciques de type L, les inhibiteurs calciques à effet vasculaire prédominant entraînent une 

vasodilatation des artères, y compris des coronaires, réduisent des résistances périphériques et 

abaissent la pression artérielle. Si cet abaissement est trop rapide ou trop brutal, il entraîne 

une libération de catécholamines qui ont une action vasoconstrictive et des effets inotrope et 

chronotrope positifs. Au niveau des cellules musculaires lisses des artérioles, il y a une 

diminution de l'activité des protéines contractiles aboutissant donc à un effet vasodilatateur. 

Les inhibiteurs calciques, en inhibant le transfert transmembranaire du calcium, réduisent le 

tonus des artères en diminuant les capacités vasoconstrictrices (calcium-dépendant) des fibres 

musculaires lisses artérielles. 

* Au niveau myocardique, l'inhibition de l'entrée du calcium provoque une 

réduction du relargage du calcium par le réticulum sarcoplasmique, entraînant donc, au niveau 

des cellules musculaires cardiaques, une diminution de la force contractile (Godfraind et al., 

1986 ; Cosma, 1989 ; Schwinger et al., 1990 ; Cohen, 1997). Au niveau des fibres cardiaques, 

une réduction de l’entrée de calcium lors du potentiel d’action réduit la contractilité et ralentit 

la conduction auriculo-ventriculaire. De plus, certains antagonistes du calcium ont des effets 

inotropes négatifs et chronotropes négatifs car ces inhibiteurs calciques ralentissent la 

conduction de l'influx cardiaque qui s'accompagne en outre d’un ralentissement de la 

fréquence sinusale, permettant donc d'obtenir une action anti-arythmique associée à une 

action anti-spastique majeure.  

* Au niveau du nœud sinusal, les anticalciques provoquent une diminution de la 

fréquence de décharges entraînant un effet chronotrope négatif ou bradycardisant          

(Kawai et al., 1981 ; Caron et al., 1993 ; Laurent et al., 1994). A ce niveau, le blocage des 

canaux calciques aboutit à une réduction de l’automaticité sinusale et donc des effets inotrope, 

dromotrope et chronotrope négatifs. 
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* En outre, les inhibiteurs calciques diminuent l’excitabilité du nœud              

sino-auriculaire (effet bathmotrope négatif) et ralentissent la conduction auriculo-ventriculaire 

(effet dromotrope négatif) (Caron et al., 1993 ; Motte  et al., 1996). 

 

� Au niveau de l'organisme, le blocage des canaux calciques entraîne la baisse 

des résistances artériolaires, provoquant une diminution de la charge du travail systolique et 

de la fréquence cardiaque, et donc une baisse de la consommation d'oxygène au niveau du 

myocarde. 

 
II – 1 – 2 – 4 – 2 – 1 – 6. Autres antihypertenseurs 

Les autres antihypertenseurs sont plutôt utilisés comme traitement d'appoint.               

Il en existe différents types. 
 

� Les antihypertenseurs centraux tels que les alpha-stimulants centraux : 

ils agissent sur le tronc cérébral (siège du centre régulateur de la tension artérielle).               

Ils inhibent le système nerveux sympathique au niveau central en stimulant la voie                    

α2-adrénergique (Patel et al., 2007). La clonidine en est le chef de file. Les antihypertenseurs 

centraux ont pour effet de diminuer les décharges sympathiques des centres vasopresseurs du 

tronc cérébral et favorisent le sommeil. Ils diminuent le tonus sympathique vasoconstricteur. 

Ils ont une action centrale et donc diminuent la fréquence cardiaque, les résistances 

périphériques, de même que l’activité du système rénine-angiotensine-aldostérone. Toutes ces 

actions concourent à diminuer la pression artérielle.  
 

� Les antihypertenseurs vasodilatateurs périphériques : ils augmentent 

directement le calibre des vaisseaux sanguins en décontractant les muscles de la paroi 

vasculaire (action vasodilatatrice) entrainant une baisse de la résistance périphérique et 

accroissent les débits cardiaque et rénal. Les vasodilatateurs artériolaires constituent un 

groupe chimiquement hétérogène capable d’abaisser les chiffres tensionnels de façon non 

spécifique quel que soit le type d’hypertension artérielle et les cofacteurs de risque associés. 

Ils n’ont pas prouvé leur capacité à réduire la morbimortalité, même si leur efficacité 

hypotensive est incontestable.  

L’apparition des nouvelles classes thérapeutiques a considérablement réduit leurs 

indications. 
 

� Les alphabloquants périphériques : ils diminuent la transmission d’influx 

nerveux vers les vaisseaux sanguins, ce qui permet au sang de circuler plus facilement.       

Les α-bloquants sont des antagonistes compétitifs des effets α1-adrénergiques des 
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catécholamines. Leur activité α1-bloquant très sélective antagonise la noradrénaline de façon 

compétitive au niveau des récepteurs postsynaptiques périphériques (Patel et al., 2007).       

La prazosine est l’antagoniste α1 à indication vasculaire de référence de ce groupe. 

Les antagonistes des récepteurs α1, en réduisant la stimulation des récepteurs              

α1 périphériques, entraînent  une diminution de la vasoconstriction artérielle et veineuse 

(Woodman et Vatner, 1987) et une diminution des résistances périphériques et, 

conséquemment, un abaissement de la pression artérielle. Ils induisent également une 

diminution de l'agrégation plaquettaire, une facilitation de l'évacuation de la vessie en 

réduisant la constriction au niveau du trigone. En réduisant la stimulation des récepteurs α1 du 

système nerveux central, les antagonistes α1 qui traversent la barrière hémato-encéphalique 

ont un effet sédatif. Les antagonistes α1 ont des indications vasculaires ou urologiques selon 

leur point d'impact préférentiel (Schmitz et al., 1981 ; Woodman et Vatner, 1987).  

Le tableau II indique les médicaments couramment utilisés dans le traitement de 

l’hypertension artérielle et leurs mécanismes d’action. 

 
II – 1 – 2 – 4 – 2 – 2. Associations fixes d’antihypertenseurs 

La connaissance de la physiopathologie et de la pharmacologie a permis la mise au 

point d’un arsenal thérapeutique de mécanismes différents, qui comprend essentiellement 

quatre grandes classes : les diurétiques, les inhibiteurs adrénergiques bêtabloquants, les 

inhibiteurs des canaux calciques (ICC) et les bloqueurs du système rénine-angiotensine 

associant les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (IECA), les antagonistes 

des récepteurs de l’angiotensine II (ARA II). Ces cinq classes d’antihypertenseurs sont 

recommandées en première intention dans l’HTA essentielle non compliquée          

(Anonyme, 2007-b). 

Pour traiter l’hypertension artérielle, tous les médicaments antihypertenseurs sont 

prescrits soit isolément (monothérapie) si l’hypertension est modérée, soit diversement 

associés (traitement combiné).  

L’association fixe de classes thérapeutiques d’antihypertenseurs est utilisée pour 

améliorer le pronostic (Anonyme, 2007-b ; Gnakamene et al., 2009). Par exemple : 

- bêtabloquant et diurétique thiazidique ou bêtabloquant et inhibiteur calcique 

de type dihydropiridine ; 

- diurétique thiazidique et IEC ou diurétique thiazidique et ARA II ; 

- inhibiteur calcique et IEC, inhibiteur calcique et ARA II ou inhibiteur 

calcique et diurétique thiazidique.  
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Tableau II : antihypertenseurs courants et leurs mécanismes d’action 

 

Médicaments (noms scientifiques 
ou chimiques) 

Mécanisme d’action 

Diurétiques thiazidiques 

• Chlorthalidone  

• Hydrochlorothiazide 

• Indapamide • Métolazone 

Les diurétiques sont familièrement appelés « pilules 

pour l’eau » parce qu’ils agissent sur les reins pour 

faire évacuer par l’urine l’excès d’eau et de sodium. 

 

Bêtabloquants 

• Acébutolol • Aténolol   

• Métoprolol • Nadolol  

• Pindolol • Propranolol • Timolol 

Les bêtabloquants réduisent la transmission d’influx 

nerveux au cœur et aux vaisseaux sanguins. Ainsi, le 

cœur bat moins vite et avec moins de force. La 

tension artérielle chute et le cœur travail moins. 

Inhibiteurs de l’enzyme de 

conversion de l’angiotensine (IECA) 

• Benazépril • Captopril  

• Énalapril • Fosinopril  

• Lisinopril • Perindopril  

• Quinapril • Ramipril 

Les inhibiteurs de l’IECA empêchent la sécrétion 

d’angiotensine II, une hormone qui entraîne 

normalement un rétrécissement des vaisseaux 

sanguins. Il s’ensuit un relâchement des vaisseaux 

sanguins et une baisse de la tension artérielle. 

 

Antagonistes des récepteurs de 

l’angiotensine II (ARA II) 

• Losartan • Valsartan 

Ces agents protègent les vaisseaux sanguins de 

l’angiotensine II. Par conséquent, les vaisseaux se 

dilatent et la tension artérielle baisse. 

Inhibiteurs calciques (IC) 

Dihydropyridines :  

• Amlodipine • Félodipine  

• Nifédipine 

Non-dihydropyridines :  

• Diltiazem • Vérapamil 

Les inhibiteurs des canaux calciques empêchent le 

calcium de pénétrer dans les cellules musculaires du 

cœur et les vaisseaux sanguins, ce qui entraîne la 

décontraction des vaisseaux sanguins et la réduction 

de la tension artérielle. 

 

Vasodilatateurs 

• Hydralazine • Minoxidil 

 

Les vasodilatateurs augmentent directement le 

calibre des vaisseaux sanguins en décontractant les 

muscles de la paroi vasculaire. 

Alphabloquants 

• Doxazosine • Prazosine  

• Terazosine 

Les alphabloquants diminuent la transmission 

d’influx nerveux vers les vaisseaux sanguins qui, en 

demeurant relaxés, permettent au sang de circuler 

plus facilement.  
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Dans certains cas, l’association de deux antihypertenseurs est utilisée pour minimiser 

les effets secondaires qui s’opposent. Par exemple, pour éviter des troubles de la kaliémie 

dans les associations de deux diurétiques comme un thiazidique avec un antialdostérone pour 

lesquels la diminution et l’augmentation du potassium sanguin s’annulent plus ou moins. 

Il apparaît donc nécessaire chez l’hypertendu d’établir un profil de risque, en fonction 

de tous les cofacteurs de risque, afin de choisir une thérapeutique adaptée qui dans la grande 

majorité des cas doit être poursuivie à vie. Il importe que le traitement soit poursuivi 

régulièrement, car un arrêt intempestif expose à une brusque hausse de la tension artérielle 

(phénomène de rebond) et, éventuellement, à des accidents cardiaques, cérébraux, rénaux, etc. 

 
II – 1 – 2 – 4 – 2 – 3. Bases pharmacologiques du traitement de l’hypertension artérielle 

Les médicaments antihypertenseurs sont des agents à visée symptomatique puisque la 

plupart des hypertensions artérielles sont d’origine inconnue. Le but de l’utilisation de ces 

médicaments est de ramener les chiffres tensionnels à la normale, et ce, par une réduction des 

divers facteurs d’hypertension que sont : le débit cardiaque, la résistance périphérique,          

le volume sanguin circulant (Meyer, 1978 ; Lechat et al., 1982). Les différents produits 

utilisés vont agir sur un ou plusieurs de ces facteurs. 

Le bénéfice des traitements médicamenteux antihypertenseurs chez les patients 

hypertendus, sans complication cardio-vasculaire, est modeste : réduction de 2 à 10 accidents 

vasculaires cérébraux (AVC) sur 1000 patients traités pendant 2 à 6 ans ; réduction de            

2 à 5 infarctus du myocarde sur 1000 patients traités pendant 2 à 6 ans (Horvath et al., 2008). 

Le médicament est donné à vie. Il doit être, idéalement, simple, efficace et bien toléré. 

Il doit être naturellement expliqué au patient. La multiplicité des médicaments implique 

qu'aucun n'est parfait. Le choix est fait par le médecin en fonction du type d'hypertension, des 

maladies associées, de l'efficacité et de la tolérance des différents produits. Il est courant qu'il 

soit nécessaire d'essayer successivement plusieurs médicaments avant de trouver celui qui 

convient au patient traité (Rossignol et al., 2004). 

Il a été relevé que les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine II 

(IECA) et les antagonistes des récepteurs de l’angiotensine II (ARA II) semblent être moins 

efficaces chez la population noire d’origine africaine puisque les niveaux de rénine sont moins 

élevés chez cette catégorie de patients (Roffman, 1998 ; Anonyme, 1999). 

Les travaux de Materson et al. (1993) ont démontré que les diurétiques et, à un niveau 

moindre, les anticalciques, ont une efficacité supérieure aux bétabloquants et aux IEC chez les 

sujets de race noire. Les recommandations actuelles préconisent l’utilisation de ces deux 
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antihypertenseurs (diurétiques et ICA) chez les sujets de race noire car plus efficaces dans ce 

type de population (Chobanian et al., 2003 ; Douglas et al., 2003). En plus, les diurétiques ont 

un coût beaucoup moins élevé que les autres antihypertenseurs (Bertrand, 2005). 

En première intention (c'est-à-dire, le patient n'ayant jamais été traité), le médecin peut 

choisir une molécule (monothérapie) à une dose conventionnelle (Monane et al., 1997)        

ou deux molécules (bithérapie) à doses faibles (Castaigne, 2000). Si l’objectif tensionnel est 

atteint, le traitement est reconduit. 

En cas d'inefficacité (ou d'efficacité insuffisante) ou d’effets indésirables au traitement 

initial, on peut, soit poursuivre une monothérapie avec une autre classe de médicaments, soit 

faire une bithérapie à pleine dose en deuxième intention. Les recommandations actuelles 

tendent à conseiller une bithérapie comme traitement initial de l’hypertension artérielle 

modérée, particulièrement dans l’HTA du sujet de race noire qui a une hypertension reconnue 

comme difficile à normaliser (Roffman, 1998 ; Anonyme, 1999 ; Chobanian et al., 2003 ; 

Douglas et al., 2003). Il faut noter cependant que la première cause d'inefficacité reste la prise 

irrégulière ou l'absence de prise du médicament prescrit, c'est-à-dire une mauvaise observance 

(Yiannakopoulou et al., 2005 ; Adoubi et al., 2006). 

Si l'HTA est sévère, on peut être amené à prendre trois (trithérapie), voire plus de 

classes de molécules différentes. L'inefficacité d'un traitement comportant trois médicaments 

de trois classes différentes définie une « hypertension artérielle résistante »                 

(Calhoun et al., 2008 ; Sarafidis et Bakris, 2008). 

La stratégie thérapeutique la plus communément admise pour le traitement de l’HTA 

est celle dite par palier. Elle consiste à prescrire une thérapeutique et à rajouter une autre en 

cas d’inefficacité de la première prescrite seule. Ainsi, un traitement peut se faire par un, voire 

deux, trois ou quatre antihypertenseurs (Bouvenot et al., 1995 ; Gnakamene et al., 2009).  

Le schéma de la figure 4 indique les modes de traitement de l’hypertension      

systolo-diastolique sans maladie coexistante. 

L’étude HOT (Hypertension Optimal Treatment) a montré que la protection maximale 

sur le plan cardio-vasculaire est obtenue sous traitement antihypertenseur lorsque la pression 

artérielle est abaissée, entre 80 et 85 mm Hg pour la pression diastolique, et 135 et              

140 mm Hg pour la pression systolique (Hansson et al., 1998). Depuis cette étude, il est établi 

que la monothérapie est insuffisante pour normaliser les chiffres tensionnels de la plupart des 

hypertendus (Gnakamene et al., 2009). Ainsi, la monothérapie qui était le mode de traitement 

prédominant à la phase initiale a été supplantée par la bithérapie. En outre, les prescriptions de 

polythérapie (trithérapie ou plus) ont quadruplé.  
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Figure 4 : schéma du traitement de l’hypertension artérielle 

IECA : inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine II 

ARA II : antagonistes des récepteurs de l’angiotensine II 

ICC : inhibiteurs des canaux calciques 

Autres  : autres antihypertenseur 
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II – 2. Méthodes de séparation et d’identification de composés des végétaux 

Les très nombreux travaux orientés vers l'étude des substances naturelles (études 

structurales, propriétés biologiques, études de leur biosynthèse, chimiotaxonomie, etc.) 

impliquent le plus souvent leur purification à partir d'une matière première très complexe 

(plante, organe animal, culture cellulaire, etc.). La première étape (extraction) vise à 

l'obtention la plus sélective possible d'un composé, ou plus généralement d'un ensemble de 

composés chimiquement proches. Les étapes suivantes (purification, isolement), souvent 

longues et fastidieuses, doivent respecter au mieux l'intégrité chimique (donc biologique) des 

molécules initialement présentes dans la matière première. Cette étape fait généralement appel 

à tout l'arsenal des techniques chromatographiques. La pharmacopée exige ainsi le recours à 

diverses techniques chromatographiques afin de garantir l'identité et la qualité 

pharmaceutique d'une drogue. 

L’évolution des technologies a permis la mise au point d’instruments très performants 

pour la séparation et l’identification de composés des végétaux. Ces techniques ouvrent ainsi 

la voie à des possibilités nouvelles, notamment avec l’introduction des méthodes couplées et 

des méthodes non destructives qui se contentent de petits échantillons ne nécessitant pas, ou 

très peu, de préparation préalables à la mesure.  

 
Ce chapitre a pour objet de présenter, sans être exhaustif, quelques techniques 

couramment utilisées en Laboratoire pour séparer, purifier et identifier des composés présents 

dans les extraits végétaux. 

 

II – 2 – 1. Techniques de séparation et de préparation de l’échantillon 

Pour l'analyse de médicaments, le prétraitement des échantillons est un passage 

souvent obligatoire. Le but du prétraitement de l'échantillon est l'élimination des constituants 

qui interférents avec la méthode d'analyse utilisée, et parfois, également l'augmentation de la 

concentration des composés à déterminer. 

 

II – 2 – 1 – 1. Préparation de l’échantillon 

Chaque analyse a sa ou ses solutions ; mais la préparation de l'échantillon est souvent 

indispensable et est aujourd’hui considérée comme une étape fondamentale du processus 

analytique.  
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II – 2 – 1 – 1 – 1. Généralités sur l’analyse de l’échantillon 

La mise en œuvre d’une analyse de médicaments impose de disposer d’un échantillon. 

Celui-ci contient généralement les espèces recherchées, encore appelées analyte             

(terme anglais), et le reste des composés, en nombre variable, qui constituent dans leur 

ensemble ce qu’on appelle la matrice. L’analyte, qui désigne l’espèce à analyser, doit être en 

quantité suffisante et sous une forme qui convient à l'instrument utilisé. La plupart des 

échantillons nécessitent donc un prétraitement spécifique. Cette étape, qui fait suite à 

l'échantillonnage proprement dit, conditionne le résultat au même titre que la mesure           

elle-même ou la précision de l'instrument utilisé (Moffat et al., 1986 ; Rouessac et Rouessac, 

2004).  

Sachant que la moitié des analyses tombe dans la catégorie des analyses de trace 

(moins de 1 ppm d’analyte dans l’échantillon brut), il faut des méthodes d’enrichissement 

importantes. Quant il s’agit de doser des traces parmi d’autres composés des milliers de fois 

plus abondants, on peut toujours craindre que les résultats soient influencés par la 

composition de la matrice. Ce type d’interférence entre analyte et autres composés rend 

nécessaire de procéder à un pré-traitement spécifique de l’échantillon.  

Il existe plusieurs méthodes pour l'élimination des produits gênants. Ce sont :             

la filtration, la centrifugation, l'extraction par échange d'ions, l'extraction solide-liquide, 

l'extraction liquide-liquide, l'extraction en phase solide, la recristallisation,                              

la chromatographie, etc.  

Pour concentrer le produit à analyser, on peut, par exemple, l'extraire puis éliminer le 

solvant à l'aide d'un évaporateur rotatif (Rotavapor®). Il est alors possible d'utiliser le résidu 

pour l'analyse ou de le remettre en solution dans un volume connu. Les principes actifs, sous 

forme de résidu sec ou en solution organique, sont moins sujets aux dégradations qu’en 

solution aqueuse.  

Pour les petites quantités, on peut parfois concentrer l’analyte directement sur colonne 

ou sur une pré-colonne lors d'une analyse par HPLC (voir II – 2 – 2 – 2., page 64) ou sur une 

cartouche d’extraction avant analyse (voir II – 2 – 1 – 1 – 4., page 41). 

Lorsque deux produits ne sont pas séparables lors d'une extraction, d'autres techniques 

de séparation, tels que les techniques chromatographiques (voir II – 2 – 1 – 2., page 44),                   

sont applicables. 

Suivant les appareils et les méthodes, on fait appel à diverses techniques d’extraction 

(Mahuzier et Hamon, 1997 ; Houghton et Raman, 1998). 
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II – 2 – 1 – 1 – 2. Extraction solide-liquide (SLE) 

Un échantillon sous forme de poudre peut contenir des principes actifs et des 

excipients, tous solides. On procède tout d’abord à une extraction solide-liquide              

(SLE, Solid-Liquid Extraction). Ce type d’extraction se base sur l’immersion et la 

décantation, d’où son nom populaire de lessivage. Pour ce faire, il existe différentes 

techniques d’extraction : la macération, la décoction, l’infusion, etc. 

L’extraction solide-liquide (figure 5) permet d’extraire par solubilisation les 

composants solubles de matières solides à l’aide d’un solvant.  

La SLE permet de séparer les constituants d’un mélange en fonction de leur solubilité 

dans le solvant extracteur. Ce dernier sera donc choisi en fonction de la solubilité des 

constituants à séparer.  

Le solvant contenant le soluté dissous est séparé et régénéré, le plus souvent par 

évaporation/distillation, et il reste une solution d'extrait concentrée comme produit. 

Les facteurs influençant le rendement de l’extraction sont les suivants : 

� le temps de contact de la poudre avec le solvant ; 

� le volume de solvant utilisé ; 

� le type de solvant utilisé ; 

� la granulométrie de la poudre : plus la surface de contact est grande,            

plus l’extraction sera rapide ; 

� la température : un traitement thermique peut améliorer l’extraction. 

Afin d'obtenir une extraction aussi rapide et complète que possible, le solvant 

nécessite de grandes surfaces d'échange et des chemins diffusionnels courts. Ceci peut être 

obtenu par le broyage de la matière solide à extraire. Toutefois, une granulométrie trop petite 

peut entraîner la formation de grumeaux et rendre le passage du solvant plus difficile. 

 
II – 2 – 1 – 1 – 3. Extraction liquide-liquide (LLE) 

L'extraction liquide-liquide (LLE, Liquid-Liquid Extraction) est une technique dans 

laquelle deux solutions non miscibles (exemple : une solution aqueuse et un solvant 

organique) sont mis en contact l'une avec l'autre afin de permettre le transfert de matière 

(soluté), selon leurs différentes affinités, entre deux phases liquides (Rosset et al., 1995 ; 

Mahuzier et Hamon, 1997). Cette mise en contact se fait par agitation pendant quelques 

minutes au sein d'une ampoule à décanter ou dans des appareils destinés à mélanger les deux 

phases (mélangeurs). L’agitation du milieu a pour effet d’augmenter la surface de contact 

entre les phases et de favoriser la diffusion du soluté au sein de chaque phase.  
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              Avant extraction                    Après extraction 

1 – Solvant 

2 – Matière à extraire 

3 – Soluté 

4 – Phase stationnaire lavée 

5 – Solvant avec soluté dissous 

 
Figure 5 : schéma de l’extraction solide-liquide (D’après Mahuzier et Hamon, 1997) 
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Dans l'extraction liquide-liquide on cherche à extraire, à l’aide d’un solvant, un soluté 

contenu dans un mélange liquide homogène (les deux solutions ne doivent pas être 

miscibles). Avec l’extraction liquide-liquide, un composant sous forme liquide (A : soluté) 

peut être séparé de l’éluant (C) par dissolution préférentielle dans un solvant (B). On utilise 

pour cela une certaine quantité d'un solvant qui ne doit pas être miscible avec l’éluant, mais 

être miscible avec le soluté. Les deux phases liquides (éluant + solvant) sont mélangées 

intimement (mélange non homogène) et le soluté se distribue dans chacune des phases selon 

un équilibre physico-chimique. Le mélange non homogène est alors décanté en deux phases 

non miscibles : 

• l'extrait (A + B), contenant majoritairement du solvant, et le soluté extrait ; 

• le soluté qui peut contenir une partie de soluté non extrait (figure 6). 

Pour extraire de façon quantitative une substance d'une phase aqueuse, il est préférable 

d'extraire plusieurs fois avec un petit volume de solvant organique plutôt qu'une fois avec un 

grand volume (Jeffery et al., 1989). 

Afin d'obtenir le soluté le plus pur possible, l'extraction est suivie, le plus souvent,   

par une étape de séparation dans laquelle le solvant est séparé du soluté. Pour débarrasser le 

soluté du solvant d’extraction, il existe plusieurs méthodes dont la décantation gravimétrique 

ou centrifuge, l’évaporation (à l’aide d’un évaporateur rotatif), la lyophilisation et la 

recristallisation. 

 
II – 2 – 1 – 1 – 4. Extraction en phase solide (SPE) 

L'extraction en phase solide (SPE, Solid Phase Extraction) est différente de 

l'extraction solide-liquide dans laquelle le solide (exemple : feuilles séchées) contient un ou 

plusieurs principes actifs que l'on peut extraire avec un solvant. A cette fin, on utilise une 

petite cartouche ouverte en matière plastique, ressemblant à un corps de séringue, contenant 

un absorbant solide approprié sur lequel on fait passer un volume connu de l’extrait brut. 

Actuellement, il existe une grande variété de cartouches contenant différents types de 

garnissage. La nature de la phase solide est choisie en fonction du type de composés que l’on 

veut extraire. Il existe deux modes d’utilisation. 

� Le mode le plus courant consiste dans un premier temps à retenir sur 

l’adsorbant les composés d’intérêt pour l’analyse projetée et à éliminer de la matrice initiale, 

par rinçage le plus possible de constituants jugés indésirables pour la suite du dosage. En 

général, on dépose l'échantillon sur un support qui laisse passer les impuretés et retient le ou 

les produits à analyser. Dans ce cas, il est possible de déposer un grand volume d'échantillon.  
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Figure 6 : schéma de l’extraction liquide-liquide (D’après Mahuzier et Hamon, 1997) 
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Ensuite, on récupère par élution les analytes avec un faible volume de solvant adéquat, ceci 

permettant en plus d'en augmenter la concentration. On a ainsi reconstitué une solution 

fortement enrichie en analyste ; une nécessité pour les analyses de traces. 

� L’autre mode, moins fréquent, bien que très simple, est de choisir la stratégie 

inverse qui consiste à retenir les composés non désirés (impuretés) sur la phase solide et à ne 

laisser passer que les composés d’intérêt. Dans ce cas, ils sont purifiés mais non concentrés 

(Rouessac et Rouessac, 2004). Un exemple commun est la phase inverse C18 où des chaînes 

contenant 18 atomes de carbone sont greffées sur des particules de silice. Ces greffons vont 

interagir avec les composés organiques hydrophobes par le biais des forces de Van der Waals 

et ceux-ci seront alors extraits de l’échantillon aqueux en contact avec la silice. Ainsi, on fait 

passer l’échantillon sur le remplissage pour retenir les composés non désirés tandis que les 

analytes passent librement.  

La méthode pour la séparation par SPE des composés d’intérêt se déroule comme 

décrit ci-dessous. 
 

a) Conditionnement de la cartouche. C’est une étape très importante.                          

Le conditionnement change suivant la nature de la phase solide. Chaque type de phase a une 

procédure spécifique de conditionnement. 

Pour une cartouche C18 par exemple, il est recommandé de passer dans un premier 

temps du méthanol (ou de l’acétonitrile). La raison est que lorsque les particules de silice sont 

greffées avec des chaînes hydrophobes, celles-ci deviennent imperméables, les chaînes sont 

en quelque sorte “ collées ” à la particule. Le méthanol  pénètre dans la phase greffée et 

“ décolle ” les greffons, les rendant ainsi accessibles au solvant aqueux et aux solutés.          

La seconde étape du conditionnement consiste à faire passer le solvant de l’échantillon pour 

laver les restes de méthanol qui saturent la phase solide et empêchent les interactions de 

partage entre la phase solide et les solutés.  

Cette étape permet aussi de se retrouver dans des conditions identiques de pH et de 

force ionique avant le passage de l’échantillon aqueux. 
 

b) Dépôt de l'échantillon. Le volume du dépôt de l'échantillon peut varier du microlitre 

au litre. Il dépend de la capacité du tube, de la nature de la matrice (milieu dans lequel se 

trouve le produit à analyser), de la nature de la garniture, etc.  
 

c) Lavage. Pour le lavage (rinçage), il est nécessaire de bien choisir le solvant ;     

c’est-à-dire celui qui permet d'éluer seulement les impuretés. Après avoir lavé la phase solide, 

on sèche la cartouche en appliquant le vide pendant 1 à 2 minutes. 
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d) Elution. Il consiste à faire passer un solvant approprié permettant de récupérer 

l'analyte.  
 

La figure 7 donne le schéma de la séparation d’un analyte de la matrice par extraction 

en phase solide.  

 
II – 2 – 1 – 1 – 5. Extraction des métabolites secondaires 

Les métabolites secondaires des plantes ont des structures chimiques très variées et 

sont souvent présents sous forme de glycosides ou d’aglycones dans les matrices végétales. 

Ces composés peuvent en plus avoir un caractère acide ou basique, ce qui fait que leurs 

propriétés physico-chimiques diffèrent grandement au sein d’un extrait brut. 

Pour avoir une idée de la nature des constituants d’une plante, le matériel végétal 

séché et broyé est généralement extrait successivement par macération avec des solvants de 

polarité croissante (par exemple dichlorométhane puis méthanol). 

Selon les cas, des extractions spécifiques seront nécessaires pour obtenir un 

enrichissement dans une classe bien précise de composés (Wagner et Bladt, 2001). C’est le 

cas des constituants volatiles des huiles essentielles, ainsi que certains groupes de composés 

tels que les alcaloïdes, les flavonoïdes, las saponines, les stéroïdes, etc., pour lesquels un 

solvant d’extraction spécifique est choisi. 

 

II – 2 – 1 – 2. Méthodes chromatographiques 

Toutes les méthodes chromatographiques sont fondées sur les mêmes phénomènes.  

Ce sont des méthodes d'analyse qui permettent de séparer les constituants d'un mélange en 

utilisant leurs différences de comportement lors de leur passage entre une phase mobile et une 

phase fixe dite phase stationnaire (Munier, 1972). Elles servent en analyse pour identifier et 

quantifier des composés au sein d’échantillons divers. Elles sont aussi utilisées pour la 

séparation ou la purification des échantillons. 

On peut employer ces techniques à des fins préparatives pour des quantités notables 

(10-2 g à 10 g) ou analytiques (10-9 g à 10-3 g) afin de déterminer la présence (analyse 

qualitative) et la concentration (analyse quantitative) d'une substance (Moffat et al., 1986). 

 
II – 2 – 1 – 2 – 1. Principes de la chromatographie  

Les analyses chromatographiques reposent sur un principe constant : les substances 

présentes en mélange sont séparées, à l’aide d’un support solide (plaque, colonne, etc.),        

en les faisant circuler à travers un milieu fixe inerte (alumine, silice, etc.) à l’aide d’un solvant  
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Figure 7 : schéma de l’extraction en phase solide 

(D’après fascicule de travaux pratiques de chimie analytique pharmaceutique  

et pharmacognosie-phytochimie, Ecole de Pharmacie, Genève-Lausanne, 2008) 
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mobile (gaz, liquide) qui les entraîne. Chaque constituant adopte une vitesse de migration qui 

lui est propre en fonction de sa solubilité dans la phase mobile et de son affinité pour la phase 

fixe qui tend à le retenir. Finalement on obtient la séparation des constituants du mélange 

initial. Le principe de base repose sur les équilibres de concentrations qui apparaissent 

lorsqu’un composé est mis en présence de deux phases non miscibles. 

Les méthodes chromatographiques, bien que très diverses, mettent en jeu un certain 

nombre de principes communs : 

● les substances se répartissent entre deux phases non miscibles, selon un équilibre lié 

à un coefficient de partition, qui dépend à la fois de la nature des composés et de celle des 

deux phases considérées ; 

● le renouvellement continu de la phase mobile remet en cause cet équilibre et 

entraîne une succession d'autres équilibres, ce qui se traduit par une migration des substances 

le long de la phase stationnaire ; 

● la séparation est obtenue car chaque composé migre avec une vitesse qui lui est 

propre et dépend du coefficient de partition (Munier, 1972). 

On peut classer les différents types de chromatographies de plusieurs façons selon que 

l’on considère la nature des phases utilisées (gaz, liquide, etc.) ou les mécanismes de 

séparation des composés (chromatographie d’adsorption, d’exclusion, d’échange d’ions, etc.). 

L’expérience de base en chromatographie peut être décrite comme suit : 

� un solide finement divisé, appelé phase stationnaire, est immobilisé dans une 

colonne ; 

� au sommet de cette colonne, un petit volume de l’échantillon à séparer est posé ; 

� cet échantillon est forcé à traverser la colonne au moyen de la phase mobile 

afin d’entraîner ses divers constituants. La phase stationnaire retient plus ou moins fortement 

les substances contenues dans l'échantillon selon l'intensité des forces d'interactions de faible 

énergie (comme les forces de Van der Waals, les liaisons hydrogène, etc.) réalisées entre les 

différentes espèces moléculaires et la phase stationnaire. Si plusieurs composés sont présents, 

ils se trouvent entraînés à des vitesses différentes, provoquant leur séparation. La séparation 

s'opère suivant les interactions chimiques ou physiques des analytes avec la phase mobile 

ainsi qu'avec la phase stationnaire. Si les composés présents migrent à des vitesses différentes, 

ils pourront être recueillis séparément, chacun dans la phase mobile (Rouessac et        

Rouessac, 2004). 
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II – 2 – 1 – 2 – 2. Chromatographie liquide (LC) 

La purification des substances naturelles fait appel à de nombreuses techniques 

chromatographiques utilisant une phase mobile liquide et une phase stationnaire solide, 

regroupées sous le terme générique de chromatographie en phase liquide (CPL ou liquid 

chromatography, LC, en anglais). C’est une technique d’analyse quantitative, qualitative et 

séparative. Elle est principalement fondée sur les mécanismes d'adsorption, de distribution de 

masse, d'échange d'ions, d'exclusion ou d'interaction stéréochimique (Munier, 1972).  

La chromatographie liquide est une technique de séparation reposant sur la distribution 

différentielle des espèces entre deux phases non miscibles. En LC, l’une des phases,           

dite stationnaire, est contenue dans une colonne ou fixée à un support solide sur une surface 

plane, et l’autre, dite mobile, se déplace au contact de la première en entraînant les analytes. 

Les facteurs qui interviennent dans le partage des molécules à séparer entre la phase 

stationnaire et la phase mobile sont : la solubilité dans un solvant liquide, la taille (la forme), 

la polarité, la charge électrique, la présence de groupements d'atomes formant des sites 

particuliers (Houghton et Raman, 1998).  

L'appareillage en chromatographie liquide se compose d'un système de pompage, d'un 

injecteur, d'une colonne chromatographique (éventuellement thermostatée), d'un détecteur et 

d'un système d'acquisition des données (ou d'un intégrateur ou enregistreur) (figure 8).  

La phase mobile, délivrée à partir d'un ou plusieurs réservoirs, circule à travers la 

colonne, généralement à débit constant, puis passe à travers le détecteur. 

Chaque séparation effectuée donne lieu à un enregistrement particulier appelé 

chromatogramme, qui correspond au tracé des variations de composition de la phase éluée au 

cours du temps. Il présente un graphique d’une fonction de la concentration en analyte en 

fonction du temps (ou du volume) d’élution. Pour obtenir ce chromatogramme, il faut placer à 

l'extrémité aval de la colonne un capteur dont il existe un grand nombre de variantes.            

Le chromatogramme, passage obligé de toute analyse chromatographique, est obtenu à partir 

des variations en fonction du temps d'un signal électrique envoyé par le détecteur.                

Le chromatogramme est une courbe qui traduit la variation au cours du temps d'un paramètre 

relié à la concentration instantanée du soluté en sortie de colonne. Le temps (ou très rarement 

le volume d'élution) est porté en abscisse et l'intensité du signal de détection en ordonnée.    

La ligne de base correspond au tracé obtenu en l'absence de composé élué. La séparation est 

complète quand le chromatogramme présente autant de pics chromatographiques revenant à la 

ligne de base qu'il y a de composés dans le mélange à analyser.  
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Figure 8 : schéma d’un dispositif de chromatographie liquide  

(D’après fascicule de travaux pratiques de chimie analytique pharmaceutique  

et pharmacognosie-phytochimie, Ecole de Pharmacie, Genève-Lausanne, 2008) 
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II – 2 – 1 – 2 – 3. Chromatographie sur colonne ouverte (CC) 

La chromatographie sur colonne ouverte (CC, Column Chromatography)                  

est constituée d'une colonne de verre remplie de particules de phase stationnaire, le solvant 

migrant sous le simple effet de la pesanteur (figure 9). 

Le conditionnement manuel d’une colonne commence par le dépôt d’un coton 

hydrophile dans l’embouchure d’écoulement. La phase stationnaire est mise en suspension 

dans l’éluant de départ, puis versée dans la colonne en plusieurs fois jusqu’à stabilisation au 

niveau désiré. La quantité de phase stationnaire utilisée est généralement 30 à 50 fois             

la quantité de l’échantillon à déposer. 

L’échantillon peut être introduit sous forme liquide ou solide dans la colonne.  

Lorsque l’échantillon se solubilise totalement dans une petite quantité d’éluant de départ,       

il est utilisé sous forme liquide. Dans ce cas, la solution obtenue est déposée délicatement sur 

la phase stationnaire. Par contre, lorsque l’échantillon n’est pas soluble dans l’éluant de 

départ, il est utilisé sous forme solide (poudre). Ainsi, l’échantillon est d’abord  adsorbé sur 

une quantité de phase stationnaire, correspondant à 2 ou 3 fois sa masse, au moyen d’un 

solvant dans lequel l’échantillon est totalement soluble. Après évaporation du solvant, 

l’échantillon adsorbé sur la phase stationnaire est déposé soigneusement à la surface de la 

phase stationnaire. Le tout est ensuite recouvert d’une fine couche protectrice de sable, afin 

que l’introduction d’éluant ne perturbe pas le dépôt de l’échantillon. 

La composition de l’éluant de départ est déterminée par analyses chromatographiques 

sur couche mince (CCM) préalables (Hostettmann et al., 1998), en essayant de faire migrer 

les substances d’intérêt à un facteur de rétention (Rf) d’environ 0,3 (voir II – 2 – 2 – 1.,    

page 61). L’élution se fait en mode gradient ou en mode isocratique et les dernières fractions 

sont lixiviées avec du méthanol pur. En principe, la phase mobile est composée des mêmes 

solvants que ceux utilisés pour la CCM analytique. Toutefois, l’élution peut-être accélérée 

grâce à l’addition progressive de solvant de plus en plus polaire par rapport à la phase initiale. 

Le débit varie en fonction du type de séparation souhaité et peut aller d’environ 1 ml/min 

(fractions enrichies) à 10 ml/min (extrait brut). Sous l’action de l’éluent et des liaisons 

qu’elles établissent avec l’adsorbant, les molécules vont se déplacer différemment dans la 

colonne et prendre un certain retard les unes par rapport aux autres pendant la migration.  

Elles vont donc se présenter avec un certains retard en sortie de colonne. 

Les différentes fractions sont collectées dans des tubes à essai (10 à 250 ml)     

disposés sur un collecteur, dans des erlenmeyers ou dans des piluliers. L’analyse par CCM du 

contenu des tubes permet ensuite de regrouper rationnellement les fractions selon leur profile  
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Figure 9 : schéma du montage pour chromatographie sur colonne ouverte (A)  
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chromatographique. Les différentes fractions collectées peuvent également être regroupées 

selon leur activité biologique. Les solvants de ces fractions regroupées sont finalement 

éliminés à l’évaporateur rotatif. 

 
II – 2 – 1 – 2 – 3 – 1. Chromatographie d’adsorption 

La chromatographie d'adsorption est une chromatographie liquide-solide dans laquelle 

la phase stationnaire est un adsorbant solide polaire (phase normale) ou apolaire             

(phase inverse). Elle est basée sur la (ré)partition des solutés entre l'adsorbant fixe et la phase 

liquide mobile et permet la séparation des constituants d’un mélange de substances en 

utilisant les propriétés qui les relient à un substrat déterminé.  

Chacun des solutés est soumis à une force de rétention (par adsorption) et une force 

d'entraînement par la phase mobile. L'équilibre qui en résulte aboutit à une migration 

différentielle des solutés de l'échantillon à analyser, ce qui permet leur séparation. 

La chromatographie d'adsorption est appliquée selon différentes techniques :  

• sur papier : en chromatographie ascendante ou radiale ; dans cette technique le 

papier constitue la phase fixe ;  

• sur couche mince : le gel adsorbant (cellulose, silice) est coulé sur une plaque 

(verre, aluminium, plastique), mélangé à un liant (plâtre) ; 

• sur colonne : ouverte à pression ambiante, en flash chromatographie, à basse, 

moyenne ou haute pression. 

Dans cette dernière forme de chromatographie, la phase stationnaire étant contenue 

dans une colonne, l’éluant, qui peut-être sous la pression d’une pompe ou non, entre par une 

extrémité et sort par l'autre. Il peut-être un solvant unique ou un mélange de solvant.         

Sous l’action de l’éluent et des liaisons qu’elles établissent avec l’adsorbant, les molécules 

vont se déplacer différemment dans la colonne et prendre un certain retard les unes par 

rapport aux autres pendant la migration. Elles vont donc se présenter avec un certains retard 

en sortie de colonne. 

 
II – 2 – 1 – 2 – 3 – 2. Chromatographie d’exclusion 

La chromatographie d'exclusion est encore appelée chromatographie           

d'exclusion-diffusion, tamisage moléculaire, gel-filtration quand la phase stationnaire est 

hydrophile (phase mobile aqueuse) ou perméation de gel quand elle est hydrophobe             

(la phase mobile est un solvant organique) (Rouessac et Rouessac, 2004).  
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Dans la chromatographie d'exclusion stérique les composants sont séparés selon leur 

dimension moléculaire (taille et forme). La phase stationnaire est un solide comportant des 

pores dont les dimensions sont choisies en rapport avec la taille des espèces à séparer.        

Elle se comporte comme un tamis et sépare les composés en fonction de leur taille        

(figure 10).  

On réalise ainsi une sorte de perméation sélective à l’échelle moléculaire. En effet, 

lorsqu’un mélange de deux molécules (des grosses et des petites) est déposé sur une colonne 

remplie d'un gel de sephadex (1), les grosses particules (dont le diamètre est supérieur à celui 

des pores) ne peuvent pénétrer dans les pores, sont exclues du gel (d'où le nom de 

chromatographie d'exclusion) et ne se répartissent donc que dans le volume extérieur aux 

billes, c'est-à-dire dans la phase mobile (éluant) (2). Elles sont donc éluées les premières (3) 

car n’étant pas retenues par la phase fixe. En revanche, les petites particules diffusent plus 

lentement, car incluses dans les pores du gel (2), ce qui freine leur migration. Elles sont donc 

sont éluées les dernières (4) car elles ont une plus grande distance à parcourir pour arriver en 

bas de la colonne (figure 11). 

La vitesse de migration d’un composé va donc dépendre, pour une même famille de 

molécules, de sa masse moléculaire. Les solutés sont donc élués dans l'ordre inverse des 

masses moléculaires (figure 12) ; ainsi la durée de séjour dans la colonne augmente lorsque   

la taille des analytes diminue. 

La chromatographie d’exclusion est réalisée soit dans le but d’éliminer les sucres 

contenus dans les extraits, employant alors comme phase stationnaire du Diaion® HP20/L, 

soit comme méthode de purification de fractions, employant du Sephadex® LH-20             

(gel de dextrane®). 

 
II – 2 – 1 – 2 – 4. Chromatographie sur couche préparative (CCP) ou  

         chromatographie sur couche mince (CCM) préparative 

La plupart du temps, les extractions permettent de séparer les constituants.             

Mais, si quel que soit le pH de la phase aqueuse et la nature de la phase organique, les 

principes actifs ne sont pas séparés, il est nécessaire de faire une séparation par 

chromatographie sur couche préparative (Moffat et al., 1986). De même, lorsque deux 

principes actifs sont chimiquement proches et ne sont pas séparables par LLE, on à recours à 

la chromatographie sur couche préparative.  
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Figure 10 : schéma du tamisage moléculaire 

 
 

        
Figure 11 : schéma du principe de la chromatographie d'exclusion

(D’après http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/lafont/chromato/A62.html)

 
 

 

 

 

Figure 12 : élution des solutés dans l'ordre inverse des masses moléculaires

(D’après http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/lafont/chromato/image22.gif)
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schéma du tamisage moléculaire (D’après Rouessac et Rouessac, 2004)

 

                             
schéma du principe de la chromatographie d'exclusion

http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/lafont/chromato/A62.html)
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La CCP dérive de la chromatographie sur couche mince analytique                          

(voir II – 2 – 2 – 1., page 61) mais, dans ce cas, les zones de silice qui correspondent aux 

taches sont récupérées de la plaque, contrairement à la CCM analytique. A cette différence 

s’ajoute la quantité d’échantillon appliquée sur la plaque chromatographique (20 mg à 40 mg) 

ainsi que l’épaisseur de la couche du gel de silice sur la plaque (1 à 3 mm). 

Dans cette technique, les plaques utilisées sont généralement des plaques en verre de 

20 x 20 cm recouvertes de gel de silice. L'adsorbant est le même que pour les CCM 

analytique. Pour séparer des produits par CCP, il est nécessaire d'avoir des hRf (= Rf x 100) 

très différents compris entre 30 et 70, car la résolution est moins bonne que sur CCM 

analytique. La préparation de la cuve de migration est la même que pour la CCM analytique, 

seule la taille et le volume d'éluant changent. 

Le mélange à séparer est solubilisé dans un minimum de solvant adéquat, le plus 

apolaire possible, tel l'éther ou le chloroforme, de manière à obtenir la dissolution totale.      

La solution est déposée très soigneusement, à l'aide d'une pipette pasteur au bout très effilé ou 

d’un capillaire à point de fusion, ouvert aux deux extrémités. Le dépôt se fait en ligne à 2 cm 

du bord inférieur et 2 cm des côtés ; l'épaisseur ne devant pas dépasser 5 mm. Il peut s’avérer 

utile d’effectuer le dépôt sous courant d’air (sèche-cheveux) pour évaporer le solvant au fur et 

à mesure et éviter ainsi une dispersion sur une trop large bande. Il est nécessaire de bien 

sécher avant d'éluer. La plaque est développée dans une cuve saturée contenant l’éluant 

adéquat. Après migration sur environ 16 cm, la plaque est séchée à température ambiante 

(sous une hotte) ou avec un sèche-cheveux, et les taches sont localisées sous lumière UV.     

Si les produits ne sont pas visibles à 254 ou 366 nm, il est nécessaire de pulvériser un réactif 

adéquat  "ad hoc" sur une petite bande, en bord de plaque, puis de localiser les différents 

éluats sur la partie "vierge" de la plaque. 

La silice correspondant aux différentes taches est soigneusement grattée à l'aide d’un 

scalpel ou d'une fine spatule. Les composés d’intérêt fixés sur la silice sont recueillis 

individuellement puis finement broyés et extraits en plusieurs fois sous agitation magnétique, 

dans un solvant adéquat. Les différents extraits (possibilité de contrôle par CCM analytique) 

sont réunis, séchés sur sulfate de sodium anhydre, filtrés puis concentrés au moyen de 

l'évaporateur rotatif dans un ballon taré. 

 
II – 2 – 1 – 2 – 5. Chromatographie centrifuge à contre-courant (CCC) 

Depuis plusieurs années, parallèlement aux nombreuses techniques 

chromatographiques utilisant une phase mobile liquide et une phase stationnaire solide, 



 

 

 

- 55 - 

Thèse de Doctorat d’Etat ès Sciences  ABO  K.  Jean Claude 

regroupées sous le terme générique de chromatographies liquides, se sont développées les 

techniques de chromatographies liquide-liquide dites de contre-courant (CCC) (Ito, 1982 ; 

Mandava et al., 1982 ; Murayama et al., 1982 ; Renault et Zeches-Hanrot, 1995). La CCC et la 

chromatographie liquide à haute pression (HPLC) sont voisines par beaucoup d'aspects 

(Foucault et Nakanishi, 1990 ; Abboutt et Kleiman, 1991 ; Berthod et al., 2009). En effet, les 

séparations sont basées sur le partage des solutés entre deux phases, et la chaîne d'appareillage 

est la même : réservoir, pompe, injecteur, colonne, détecteur (s), collecteur (figure 13).  

La CCC a la particularité d’employer comme phase stationnaire une phase liquide.     

Il ya donc absence de support solide au niveau de la colonne (Conway et Petroski, 1995). 

Cette technique est donc basée sur le partage des solutés entre deux phases liquides non 

miscibles, préparées par mélange de deux ou plusieurs solvants ou solutions. Ces phases sont 

maintenues en contact dans la colonne chromatographique. Une des phases, dite stationnaire, 

reste dans la colonne grâce au champ de forces centrifuges (d’où la dénomination de 

chromatographie de partage centrifuge, CPC) généré par le mouvement planétaire synchronisé 

de colonne enroulée ; l'autre phase liquide, percolée au travers, joue le rôle de phase mobile 

(Slacanin et al. 1989 ; Foucault, 1995). Des échanges sont ainsi possibles entre les deux 

phases. L’extrait est traité dans une colonne de rectification et son élution permet la séparation 

progressive des solutés en fonction de leur coefficient de partage respectif. Le solvant de 

l’extraction provient d’un bac tampon et est injecté dans la colonne par l’intermédiaire d’une 

pompe. 

Le choix du système de solvants peut se faire selon un diagramme ternaire de phases 

(Conway, 1990 ; Foucault et Nakanishi, 1990 ; Oka et al., 1991), ou par l’utilisation de 

gammes préétablies (Abbott et Kleiman, 1991). 

 
II – 2 – 1 – 2 – 6. Flash chromatographie 

C’est une technique de fractionnement et de purification utilisant un système manuel 

de pression hydraulique. Le système est composé d’une bouteille d’air comprimé qui alimente 

une pompe pneumatique, d’une vanne d’injection, de deux modules de compression utilisable 

selon les quantités d’échantillon et d’un régulateur de pression (manomètre) (figure 14).  

Dans cette technique, le support chromatographique, qui peut être de la silice normale 

ou de la silice en phase inverse, est conditionné dans des cartouches. Les échantillons à 

purifier sont déposés sur des pré-colonnes de silice ou de phase inverse. La colonne de phase 

stationnaire sous pression (7 Bar maximum) permet d’accélérer la purification,                    

par rapport à un système équivalent à pression atmosphérique, avec un débit élevé.  
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Figure 13 : schéma d’un dispositif de chromatographie de partage centrifuge  

      à contre-courant (D’après Slacanin et al. 1989) 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

 
Figure 14 : schéma d’un dispositif de flash chromatographie  

(D’après http://www.interchim.com/interchim/chroma/catalog_chrom_pdf/pdf5.htm) 
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Cette technique permet également une amélioration dans la résolution de séparation et une 

quantité plus élevée d’échantillon. 

 
II – 2 – 1 – 2 – 7. Chromatographie liquide à basse pression (LPLC) 

La chromatographie liquide à basse pression (Lobar) (LPLC, Low Pressure Liquid 

Chromatography) est une technique d’élution basée sur les mêmes principes que ceux de la 

chromatographie classique sur colonne et, à une autre échelle, similaire à celle de la 

chromatographie liquide à haute performance (HPLC) (voir II – 2 – 2 – 2., page 64).          

Une manipulation de LPLC se déroule à une basse pression de travail comprise entre 1 et     

10 bars, et la quantité d’échantillon à analyser et la dimension des colonnes sont plus 

importantes. La résolution est par conséquent moins bonne qu’en HPLC, mais plusieurs 

centaines de milligrammes d’échantillon peuvent être fractionnés en une analyse. 

Le dispositif est constitué d’une pompe, d’un détecteur à longueur d’onde fixe et d’un 

enregistreur. La colonne est une cartouche contenant la phase stationnaire, connectée par son 

extrémité inférieure à une cuve de collecte sous basse pression. 

 
II – 2 – 1 – 2 – 8. Chromatographie liquide à moyenne pression (MPLC) 

Le principe de la chromatographie liquide à moyenne pression (MPLC, Medium 

Pressure Liquid Chromatography) est semblable à celui de la chromatographie liquide à haute 

performance (HPLC) (voir II – 2 – 2 – 2., page 64) ; Cette technique de séparation, à mis 

chemin entre la LPLC et la HPLC permet, en une analyse, la séparation d'une plus grande 

quantité de mélanges complexes tout en conservant une résolution convenable. La MPLC est 

réalisée à l’aide d’une pompe péristaltique, sur colonnes de chromatographie en verre 

contenant la phase stationnaire (en phase normale ou en phase inverse). Des colonnes de 

calibres variables sont utilisées. La colonne est surmontée d’une pré-colonne permettant 

d'effectuer un dépôt d'échantillon et reliée au système de solvants. L’échantillon est introduit 

sous forme solide mélangé à la phase stationnaire (sur 3 fois son poids) ou sous forme liquide 

(1 à 20 ml) suivant sa solubilité. L’éluant est poussé par pression d’air délivrée par une pompe 

à travers la pré-colonne, puis la phase stationnaire. En MPLC, la pression de travail est 

comprise entre   15 et 20 bars.  

Les systèmes d’élution employés avec un débit élevé (entre 2,5 et 250 ml/min)       

sont généralement des mélanges binaires ou ternaires monophasiques permettant de travailler 

en gradient polarité ou en isocratique. Des fractions sont collectées dans des tubes à essai 

grâce à un collecteur de fraction programmable en fonction du volume, du temps ou du seuil 
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de détection par couplage à un photomètre UV (détecteur) à longueur d’onde variable de 190 

à 740 nm. 

 
II – 2 – 1 – 2 – 9. Chromatographie liquide à haute pression semi-préparative 

        (HPLC semi-préparative) 

La chromatographie liquide à haute pression semi-préparative est une technique très 

utilisée pour les étapes finales de purification (Ito et al., 1994). Elle est utilisée pour la 

séparation de mélanges de 1 à 100 mg. La chromatographie préparative est utilisée pour 

purifier des produits pour d'autres utilisations. Son but est d'obtenir de la substance ;          

c'est pourquoi, à toute échelle, elle implique de collecter des fractions. 

La HPLC semi-préparative est une technique basée sur les mêmes principes que ceux 

de la chromatographie liquide à haute performance (HPLC) analytique (voir II – 2 – 2 – 2., 

page 64).  Le montage (figure 15) se compose d’une pompe, d’un injecteur, d’une colonne, 

d’un détecteur UV à longueur d’onde fixe ou variable et d’un collecteur de fractions. 

Par convention, la chromatographie liquide à haute pression semi-préparative 

correspond aux colonnes avec un diamètre interne (d.i.) de 8 à 25 mm et avec des particules 

de 5 à 10  µm (Hostettmann et al., 1998). 

 
II – 2 – 1 – 2 – 10. Chromatographie en phase gazeuse (CPG) 

La chromatographie en phase gazeuse (CPG ou GC, en anglais, pour                       

Gas Chromatography) est très voisine de la chromatographie liquide, mais ici, la phase 

mobile est un gaz. Elle se fonde sur le partage du soluté entre une phase mobile gazeuse et 

une phase stationnaire liquide ou solide immobilisée sur un support inerte. La CPG est une 

technique de séparation chromatographique reposant sur la distribution différentielle des 

espèces entre deux phases non miscibles, une phase stationnaire contenue dans une colonne et 

un gaz vecteur, comme phase mobile, qui traverse cette phase stationnaire. Elle est fondée sur 

les mécanismes d'adsorption, de distribution de masse ou d'exclusion. La séparation sur la 

colonne se faisant sur des composés qui doivent être à l'état gazeux, l'analyse des liquides ou 

solides impose de pouvoir les transformer à l'état de vapeur par chauffage (Tranchant, 1995 ; 

Rouessac et Rouessac, 2004). 

Un appareil de CPG (figure 16) réunit, dans un bâti unique, outre les trois modules 

classiques (injecteur, colonne et détecteur), un four thermostaté qui permet de porter,             

si nécessaire, la colonne à une température élevée. La phase mobile qui entraîne l'échantillon 

dans la colonne est un gaz, appelé gaz vecteur. Les débits, contrôlés avec précision,  
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Figure 15 : schéma d’un dispositif de chromatographie liquide à haute pression 

     semi-préparative  

    (D’après http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/lafont/chromato/A4.html#A4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : schéma d’un dispositif de chromatographie gazeuse 

(D’après fascicule de travaux pratiques de chimie analytique pharmaceutique  

et pharmacognosie-phytochimie, Ecole de Pharmacie, Genève-Lausanne, 2008) 
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permettent une grande répétabilité des temps de rétention (Ettre et Hinshaw, 1993 ; 

Tranchant, 1995). 

L’installation de chromatographie gazeuse est schématisée comme suit. 

La phase mobile, c’est à dire le gaz, est sous pression dans un cylindre métallique. 

C'est dans son flux que l'on injecte le mélange à analyser, et c'est lui qui le véhicule jusqu'au 

détecteur à travers toute la colonne. Un ou deux détendeurs permettent de réduire la pression 

entre 1 et 4 bars avant passage dans la colonne. La qualité de la séparation dépendant de la 

vitesse de la phase mobile, il est important de bien régler cette pression (Hinshaw et Ettre, 

1994). On utilise comme phase mobile l'un des trois gaz suivants : hélium, diazote ou 

dihydrogène (Rouessac et Rouessac, 2004). Il existe actuellement 3 grandes classes de 

colonnes : les colonnes remplies, capillaires et mégabores. 

L’échantillon à analyser, facilement volatil, est préalablement mis en solution dans un 

solvant très volatil. Il est injecté (1 à 10 µl), à l’aide d’une microseringue, à travers un septum 

qui obture la chambre d’injection ou injecteur. Dans cette chambre d'injection, l'échantillon 

est volatilisé et homogénéisé avec le gaz vecteur et porté en tête de la colonne (Rouessac et 

Rouessac, 2004). La température de l'injecteur doit être d'au moins 30 °C supérieure à celle de 

la colonne. 

La colonne est placée dans une enceinte à température régulée par un four             

(type chaleur tournante). Il est possible de modifier la température en cours d'analyse 

(gradient de température) afin de séparer, dans un temps court, des composés de volatilités 

différentes.  

La phase stationnaire dans la colonne peut être un liquide non (ou peu)                

volatil (chromatographie gaz-liquide) ou un solide adsorbant (chromatographie gaz-solide). 

Dans les deux cas, la phase stationnaire va provoquer un phénomène de rétention 

chromatographique avec les différents composés (solutés). Plus le composé a d'affinité avec la 

phase stationnaire, plus il mettra de temps à sortir de la colonne.  

Les différentes molécules du mélange vont donc se séparer et sortir de la colonne les 

unes après les autres après un certain laps de temps qui est fonction de l'affinité de la phase 

stationnaire avec ces molécules.  

La phase gazeuse qui a traversé la colonne rencontre un élément essentiel qui est 

appelé détecteur avant de sortir à l'air libre. Le détecteur permet de mesurer en continu le 

signal émis par les différentes molécules et de pouvoir les identifier. Il envoie un signal 

électronique vers un enregistreur qui dessinera les courbes de chaque pic en fonction de leur 

intensité (courbe de type Gaussienne) appelées chromatogrammes (Tranchant, 1995). 
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II – 2 – 2. Techniques de séparation analytique 

II – 2 – 2 – 1. Chromatographie planaire ou chromatographie sur couche mince  

             analytique (CCM analytique) 

La chromatographie sur couche mince (CCM ou en anglais TLC, pour Thin Layer 

Chromatography) est une technique analytique rapide, simple et peu coûteuse, utilisée au 

cours de la séparation et de l’identification des métabolites (Randerath, 1971 ; Moffat, 1986). 

Elle s’applique aux molécules pures, aux extraits (mélange complexes de métabolites) et aux 

échantillons biologiques. Elle permet d’avoir une idée de la pureté relative des échantillons à 

analyser ou à fractionner. C’est également un support facilement utilisable pour caractériser 

ultérieurement des substances par leurs réactivités chimiques ou leurs activités sur certaines 

cibles biologiques ou biochimiques (Wagner et Bladt, 2001). 

La chromatographie sur couche mince repose principalement sur les phénomènes 

d’adsorption et de partage (Vernin, 1970 ; Randerath, 1971). Sa mise en œuvre nécessite 

plusieurs matériels. 

� Une plaque de chromatographie sur couche mince comportant la phase 

stationnaire. Elle se compose d’un support rigide inerte (plaque de verre, feuille d’aluminium 

ou de plastique) de dimensions variables (généralement 20 x 20 cm, 10 x 10 cm                    

ou 5 x 10 cm), avec une épaisseur comprise entre 0,5 et 2 mm, sur lequel a été étalée 

uniformément une fine couche d’un milieu d’adsorption (usuellement du gel de silice, de 

l'oxyde d'aluminium ou de la cellulose) comme phase stationnaire (exemple gel de           

silice 60 F254 : le nombre 60 indique le diamètre moyen des pores de l'adsorbant en 

angström ; la lettre F indique l'addition d'un indicateur fluorescent ; le chiffre 254 précise la 

longueur d'onde d'excitation à laquelle il faut regarder la plaque). L'épaisseur de la couche de 

phase stationnaire est de l'ordre de 0,2 mm (200 µm). Toutes les couches prêtes à l'emploi 

renferment un liant organique (incorporé au cours de la fabrication) destiné à leur assurer une 

stabilité suffisante, une bonne adhérence et une grande résistance aux frottements. 

�  Une cuve chromatographique. C’est un récipient en verre, de forme variable 

(selon les manipulations à effectuer) fermé par un couvercle maintenu étanche. 

�  La phase mobile : solvant (éluant) approprié. La phase mobile est 

généralement un mélange binaire ou ternaire de solvants, adapté au type de séparation 

recherché (Renault et al., 2002). Le solvant de migration doit être choisi de manière à obtenir 

une bonne séparation des principes actifs, sans provoquer de dégradation en cours de la 

migration des composés. La phase mobile est introduite dans la cuve de migration quelques 
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minutes (environ 5 à 10 min) avant son utilisation. Les parois de la cuve sont garnies de 

papier buvard imbibé de solvant et la cuve est fermée, ceci pour faciliter sa saturation en 

vapeur de solvant d'élution. 

�  Les échantillons. Ils sont le plus souvent solubilisés dans un solvant volatil qui 

n’est pas forcément le même que l’éluant. Les échantillons à analyser sont déposés, à 1 cm du 

bas de la plaque, en petits spots sous forme de points de 2 à 3 mm de diamètre ou de trait 

horizontal de 1 à 2 cm de longueur, sur l’absorbant. Les dépôts doivent être espacés entre eux 

d'environ 1 cm et se trouver à 1,5 ou 2 cm des bords latérales. Les quantités déposées sur les 

plaques sont normalement de 100 µg pour les extraits et de 10 µg pour les produits purs.      

Ce dépôt est réalisé délicatement, en plusieurs fois, avec 1 à 5 µl de ces solutions,               

soit manuellement avec un capillaire, soit de manière automatique (Wagner et Bladt, 2001). 

La plaque ainsi préparée est déposée obliquement dans la cuve munie d’un couvercle, 

plongeant d’environ 0,5 cm dans la phase mobile servant d’éluant. Pour une bonne migration 

des composés, la cuve contenant la phase mobile doit être saturée. L’endroit où l'échantillon se 

trouve doit être situé au-dessus du niveau d’immersion. Les composés déposés sont alors 

dissous par la phase mobile qui migre lentement par capillarité, en mode ascendant, le long de 

la phase stationnaire sèche, entraînant à des vitesses différentes les constituants à séparer 

(figure 17A).  

Selon la nature des phases mobile et stationnaire, deux types de mécanismes 

d’interaction permettent la séparation de composés présents en mélange : l’adsorption sur la 

surface de la phase stationnaire solide et le partage entre un film de phase stationnaire liquide 

et la phase mobile. Les constituants du mélange se séparent ainsi par migration différentielle 

(Moffat, 1986). 

Lorsque le front de solvant a parcouru une distance considérée comme suffisante     

(en général une dizaine de centimètres), la plaque est retirée de la cuve. Immédiatement après 

avoir sorti la plaque, le front de solvant (position limite atteinte par la phase mobile)            

est marqué avec un crayon à papier, la plaque est séchée à l'air ou éventuellement au      

sèche-cheveux pour évaporer entièrement le solvant (Rouessac et Rouessac, 2004).  

Lorsque les constituants sont colorés, ils sont directement visibles sur la plaque.      

Des produits fluorescents incorporés dans la phase stationnaire des plaques utilisées 

permettent également la visualisation des composés UV-actifs ; les constituants de 

l'échantillon désactivant la fluorescence du matériau, la plaque est fluorescente partout sauf 

aux endroits où se trouvent les constituants. Ainsi, les taches sont localisées sous        

éclairage ultraviolet à 254 nm (extinction de la fluorescence) et 366 nm (fluorescence propre)  
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Figure 17 : schémas d’une chambre de développement de CCM et plaque de CCM  

(D’après Rouessac et Rouessac, 2004) 

A - Cuve chromatographique (munie d'un couvercle) contenant la plaque de CCM  

       portant les échantillons 

B - Aspect classique d'une plaque de CCM après développement ; calcul du Rf 
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et entourés au crayon à papier ou photographiées. Ceci permet la détection des produits à 

faible activité spectrale dans le domaine du visible (environ 450 à 700 nm). 

Les différents constituants de l'échantillon ne migrant pas à la même vitesse le long de 

la plaque, on obtient alors, dans le cas idéal, autant de taches que de constituants sur le trajet 

de migration du solvant.  

Les hauteurs de migration des différentes tâches sont mesurées et on détermine alors, 

pour chaque constituant, le rapport frontal ou facteur de rétention (Rf, Retention factor) qui 

caractérise la position de chaque tache et qui est caractéristique d’une seule espèce chimique 

(figure 17-B). C’est le rapport de la distance de migration du produit (centre de la tache 

quand elle est ronde) sur la distance de migration de l’éluant (front du solvant) (Randerath, 

1971). 

 
Distance parcourue par le constituant 

         Rf   =           =  X1  / X2 
Distance parcourue par le front de l’éluant 

 
Si nécessaire, l’utilisation de réactifs chimiques en solution, vaporisés sur les 

chromatogrammes, permettent de compléter les observations faites visuellement sous les 

lampes UV (Krebs et al., 1969). La révélation par "sprayage" consiste à faire une réaction 

chimique à même le support en pulvérisant un réactif approprié ou un mélange de réactifs 

(Wagner et al., 1984 ; Wagner et Baldt, 2001). En effet, un choix adapté de réactifs permet 

non seulement de mettre en évidence des constituants ou classes de constituants présents dans 

un extrait (criblage général), mais offre en plus une méthode simple et rapide pour localiser 

un composé particulier dans un mélange (extrait, fraction enrichie, etc.). 

 

II – 2 – 2 – 2. Chromatographie liquide à haute performance (HPLC)  

La technique de séparation la plus utilisée en analyse phytochimique est la 

chromatographie liquide à haute performance, abrégée CLHP  (ou HPLC,  High Performance 

Liquid Chromatography). La HPLC analytique est utilisée pour analyser les extraits et les 

fractions, pour guider et optimiser les conditions de séparation et d'isolement avec la MPLC et 

la HPLC semi-préparative, et pour vérifier la pureté des produits d'isolement                

(Adams et Nakanishi, 1979 ; Snyder et al., 1997). Elle dérive de la forme la plus ancienne de 

la chromatographie liquide sur colonne dont les performances, en termes de sélectivité et de 

résolution, se sont trouvées grandement améliorées par la miniaturisation et l'utilisation de 

phases stationnaires très élaborées. 
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A l’origine la lettre P du sigle HPLC correspondait au mot "Pression". La grande 

efficacité de cette technique, qui combine les attributs rapidité et résolution élevée, fait que la 

lettre P désigne actuellement le mot "Performance" (Rouessac et Rouessac, 2004). 

La méthode de séparation qu’elle utilise fait appel aux mêmes éléments de base que 

ceux de la chromatographie classique sur colonne. Ainsi, une installation de HPLC comporte 

divers modules spécialisés : les solvants (phase mobile), le dégazeur, les pompes, l’injecteur 

automatique, la colonne thermostatée, le détecteur et le micro-ordinateur (intégrateur)    

(figure 18).  

Ces modules se présentent dans des boîtiers distincts ou intégrés dans un même 

châssis et sont reliés entre eux par l'intermédiaire de canalisations de très faible diamètre 

interne (0,1 mm) pour assurer la circulation de la phase mobile. Ces appareillages sont pilotés 

automatiquement par un programme informatique. 

� La phase mobile est une combinaison miscible d'eau et de divers liquides organiques 

(alcools, acétonitrile, dichlorométhane, etc.) (Renault et al., 2002). Ces solvants doivent être 

dégazés (par barbotage de gaz neutre dans les réservoirs de phase mobile ou par des dégazeurs 

en ligne) afin d'en retirer l'air dissous qui pourrait former des bulles pouvant gêner la 

progression du liquide dans les tubes (mauvais débits) et créer des faux pics ou artéfacts au 

niveau du détecteur.  

La composition de la phase mobile peu être modifiée au cours de l'analyse : c'est le 

mode dit « gradient » ou « élution graduée ». En opposition, il y a le mode « isocratique », 

pour lequel la composition de la phase mobile reste la même tout au long de l'analyse.      

Dans une élution avec deux pompes, un mélangeur est aussi nécessaire afin d'obtenir une 

phase mobile homogène. 

� Les pompes  servent à déplacer les solvants à haute pression (150 à 200 bars).       

Elles permettent de délivrer, à un débit non pulsé et stable, un éluant de composition fixe 

(mode isocratique) ou au contraire de composition variable pour faire un gradient d'élution 

(mode gradient).  

� L’injection est effectuée par un injecteur à boucle d’échantillonnage. Il permet 

d’introduire l’échantillon, solubilisé dans un solvant adéquat et exempt de particules en 

suspension, en tête de colonne, dans le système à haute pression.  

� La colonne est un cylindre calibré, généralement en acier inoxydable, parfois doublé 

d’un matériau inerte (verre ou plastique spéciaux). Elle contient la phase stationnaire de fine 

granulométrie (diamètre compris entre 2 et 5 µm), polaire et hydrophile (phase normale)      

ou apolaire et hydrophobe (phase inverse). La phase normale la plus utilisée est à base de  
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Figure 18 : schéma d’un dispositif de chromatographie liquide  

         à haute performance (HPLC) 

 

  

 Solvants 
(phase mobile) 

1 
 
 
2 
 
 
 

3 
 
 
 

4 
 
 
 

5 
 
 
6 

Dégazeur 

Pompe 

Injecteur 

Colonne 
thermostatée 

Intégrateur-Enregistreur  
(Ordinateur) 

Détecteur 



 

 

 

- 67 - 

Thèse de Doctorat d’Etat ès Sciences  ABO  K.  Jean Claude 

gel de silice. La phase "inverse" est en général composée de petites particules de silice sur 

lesquelles on a greffé des fonctions chimiques, le plus souvent des chaines à 8 ou 18 atomes 

de carbones (C8 et C18). Selon le taux de greffage, on obtient une plus ou moins grande 

résolution.    Cette phase stationnaire qui remplie la colonne est maintenue entre deux disques 

frittés.       La colonne peu être précédée d’une pré-colonne qui permet d’éviter les colmatages 

éventuels occasionnés par l’accumulation de molécules de très grosse taille.  

La colonne chromatographique permet la séparation des molécules chimiques en 

fonction de certaines de leurs propriétés respectives (taille, polarité, hydrophilie, affinité, etc.). 

Les molécules sortiront ainsi de la colonne à différents temps appelés temps de rétention, 

suivant leurs interactions avec la phase stationnaire et la phase mobile. 

�  Un détecteur chromatographique (spectroscopie UV-visible, barrette de diode, 

fluorimètre, réfractomètre, etc.), qui suit la colonne, permet de détecter en continu, dans le 

flux sortant, les analytes séparés. Le plus répandu est le détecteur UV-visible à barrette de 

diode (DAD, Diode Array Detector), d’où l’appellation HPLC/DAD-UV. Il mesure 

l'absorption de la lumière par le produit, à la sortie de la colonne, et opère à longueur d'onde 

fixe (celle-ci ayant été fixée par l'opérateur), à longueurs d'ondes variables entre 190 et       

800 nm ou à longueurs d'ondes multiples comme les réseaux de diodes. 

� Un ordinateur (intégrateur, enregistreur) complète le plus souvent le dispositif, pour la 

commande du système chromatographique, ainsi que l'acquisition et le traitement des données 

provenant du détecteur. 

L’analyse qualitative consiste à identifier les analytes par leur temps de rétention qui, 

pour des conditions données (solvant, débit, colonne etc.), est caractéristique du composé.    

Le résultat observable d'une analyse HPLC se présente sous la forme d'une courbe du signal 

détecté en fonction du temps : c'est le chromatogramme. Il comporte plusieurs pics de forme 

gaussienne, de caractéristiques différentes. On admet que chaque pic correspond à un seul 

composé. 

 

II – 2 – 2 – 3. Chromatographie liquide ultra-performante (UPLC) 

La chromatographie liquide ultra-performante (UPLC, Ultra Performance Liquid 

Chromatography) permet, par rapport à un système HPLC classique, d’améliorer 

sensiblement la séparation et la résolution des pics chromatographiques. La UPLC repose sur 

l'emploi de phase stationnaire composée de particules de diamètre inférieur à 2 µm (alors que 

les colonnes HPLC sont habituellement remplies de particules de 3 à 5 µm). De ce fait,          
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il est possible d'augmenter le débit, et donc la vitesse d'analyse, sans altérer les performances 

chromatographiques.  

L'avènement de la UPLC a toutefois nécessité le développement instrumental d'un 

nouveau système de chromatographie en phase liquide, pouvant tirer avantage des 

performances de séparation (en limitant les volumes morts) et compatible avec les pressions 

générées (de l'ordre de 550 à 1000 bar, comparativement à 170 à 400 bar en HPLC). 

Le système UPLC est composé des mêmes éléments qu’un système HPLC               

(cf. II – 2 – 2 – 2).  

Le couplage de cette technique séparative avec un analyseur de masse à haute 

résolution (UPLC/ESI/TOF-MS) (voir II – 2 – 3 – 3., page 71) est idéal pour établir une 

comparaison de fractions ou d’extraits, ou d’effectuer de la déréplication (Spitsmeister et al., 

2010 ; Favreto et al., 2012).  

 

II – 2 – 3. Techniques d’identification structurale 

L’identification des structures moléculaires organiques se fait généralement par 

utilisation combinée de plusieurs techniques spectroscopiques telles que la spectrométrie de 

masse, la spectrométrie UV-visible, la spectrométrie infrarouge, la résonance magnétique 

nucléaire du proton et/ou du carbone. 

Ces techniques permettent, dans un temps réduit, d’avoir des données importantes 

conduisant à l’élucidation structurale des molécules. Leur principe de base repose sur le fait 

que la molécule est soumise à des sources d’énergie et que sa réponse est enregistrée sous la 

forme d’un spectre. 

 

II – 2 – 3 – 1. Spectrométrie d’absorption de l’ultraviolet et du visible  (UV-visible) 

La technique de spectrophotométrie est basée sur la propriété de la matière,                

et plus particulièrement de certaines molécules, d'absorber certaines longueurs d'ondes du 

spectre UV-visible (ultraviolet : 200 à 400 nm ; visible : 400 à 750 nm).  

La spectrométrie UV-visible est une méthode quantitative et qualitative de grande 

utilité pour les analyses chimiques. Les techniques de spectrométrie UV-visible sont des 

méthodes simples et rapides qui fournissent des informations sur la nature chimique,            

les propriétés physico-structurales et les caractéristiques optiques des composés (Meyer et 

Denier, 1996).  Dans les substances, chaque composé absorbe à une longueur d’onde bien 

déterminée, ce qui permet de caractériser les molécules. La mesure de l’absorption UV permet 
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également de connaître ou de déterminer la composition chimique d’un mélange,                 

par comparaison avec des témoins. 

La chromatographie liquide et l'électrophorèse capillaire ont favorisé le 

développement de détecteurs UV-Visible perfectionnés, à l'origine d'un mode très courant 

d'obtention des chromatogrammes, accompagné de possibilités d'identification et de 

quantification des composés. Les détecteurs UV ou à barrettes de diodes (DAD, Diode Array 

Detector) sont couramment utilisés comme détecteurs des techniques chromatographiques 

(HPLC). 

La plupart des spectromètres vont de 185 à 900 nm (Rouessac et Rouessac, 2004).  

Les appareils principalement utilisés en spectrométrie UV-visible sont des 

spectrophotomètres à double faisceaux qui se présentent comme schématisé ci-dessous 

(figure 19). 

Dans cet instrument, le faisceau monochromatique, issu d'une lampe au tungstène   

(180 à 1100 nm), est divisé en deux de manière identique : un des rayons traverse une cellule 

de référence (celle du fond) contenant le solvant (ou le milieu utilisé sans la (les) substance(s) 

étudiée(s)) et l'autre rayon traverse la cellule (celle de devant) contenant l'échantillon   

(Hamon et al., 1990). Pour l'UV, on utilise des cuves en quartz (le verre absorbe en UV) et, 

pour le visible, il est possible d'utiliser des cuves jetables en plastique. Le signal dû à 

l'absorption de la référence est automatiquement soustrait de celui dû à l'absorption de 

l'échantillon ; le spectre résultant est donc celui dû exclusivement à la substance étudiée.        

Il est nécessaire de faire la correction de ligne de base (le zéro) en mettant le solvant (ou le 

milieu utilisé sans la (les) substance(s) étudiée(s)) dans les deux cuves. 

 

II – 2 – 3 – 2. Spectrométrie infrarouge (IR) 

La spectrométrie infrarouge (spectrométrie IR) est une classe de spectroscopie qui 

traite de la région infrarouge (longueur d'onde comprise entre 780 nm et 1 000 000 nm)        

du spectre électromagnétique. Elle recouvre une large gamme de techniques, la plus commune 

étant un type de spectrométrie d'absorption. Comme pour toutes les techniques de 

spectroscopie, elle peut être employée pour l'identification de composés ou pour déterminer la 

composition d'un échantillon. Elle permet de déterminer la présence de groupements 

fonctionnels (fonctions chimiques) dans les molécules organiques, et les structures dans 

certaines molécules simples. 
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Figure 19 : schéma d'un spectrophotomètre UV 

(D’après fascicule de travaux pratiques de chimie analytique pharmaceutique 

et pharmacognosie-phytochimie, Ecole de Pharmacie, Genève-Lausanne, 2008) 
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Le spectre infrarouge d'un échantillon est établi en faisant passer un faisceau de 

lumière infrarouge au travers de cet échantillon. L'examen de la lumière transmise indique la 

quantité d'énergie absorbée à chaque longueur d'onde. On peut le faire avec un faisceau 

monochromatique, avec une modification de la longueur d'onde dans le temps, ou en utilisant 

un instrument à "transformée de Fourier" afin de mesurer toutes les mesures d'onde 

simultanément. On peut alors produire les spectres en absorbance ou en transmittance et 

indiquer les longueurs d'ondes d'absorption. L'analyse de ces caractéristiques indique des 

détails de la structure moléculaire de l'échantillon. 

La spectrométrie infrarouge exploite le fait que les molécules possèdent des 

fréquences spécifiques pour lesquelles elles tournent ou vibrent en correspondance avec des 

niveaux d'énergie discrets (modes vibratoires). Les liaisons entre les atomes composant une 

molécule peuvent être considérées comme des « ressorts » qui possèdent des fréquences de 

vibration propres et absorbent les rayons électromagnétiques d’énergie correspondante. 

Lorsqu’une molécule est exposée à un rayonnement IR, elles absorbent à différentes 

fréquences dont chacune est caractéristique d’une fonction chimique (Mukamel, 2000).     

Afin qu'un mode vibrationnel dans une molécule soit actif dans l'infrarouge, il doit être 

associé à des modifications du dipôle permanent. 

La figure 20 est la représentation schématique d’un spectromètre infrarouge 

"classique".  

Le principe de fonctionnement d’un tel appareil est qu’un rayon de lumière infrarouge 

est produit et séparé en deux faisceaux. L'un passe au travers de l'échantillon, l'autre au travers 

d'une référence qui est parfois le composé dans lequel l'échantillon a été dissous.                 

Les faisceaux sont ensuite réfléchis jusqu'à un détecteur, après être passés par un séparateur 

qui alterne rapidement les faisceaux entrant dans le détecteur. Les deux signaux sont 

comparés et le spectre ainsi obtenu tracé. 

Les appareils les plus utilisés en spectrométrie IR sont le spectrophotomètre IR            

à double faisceau et le spectrophotomètre IR à "transformée de Fourier" (FT-IR)  

(Demirdöven et al., 2004). 

 

II – 2 – 3 – 3. Spectrométrie de masse (MS) 

La spectrométrie de masse (MS, Mass Spectrometry) ou SM en français, est une 

technique structurale incontournable pour l’étude de la matière organique. C’est une méthode 

d’identification structurale des composés organiques qui repose sur la détermination            

des masses atomiques ou moléculaires des espèces individuelles présentes dans l’échantillon     
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Figure 20 : schéma d'un spectromètre infrarouge "classique" 

(D’après http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/5/56/SpectroIR.svg/709px-

SpectroIR.svg.png) 
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(De Hoffmann, 1996). La MS permet, grâce aux informations recueillies à partir de la 

fragmentation de la molécule, de déterminer la composition, la structure et la masse 

moléculaire du composé (Nakanishi et Occolowitz, 1979). Dans le cas des produits nouveaux, 

des mesures en spectrométrie de masse à haute résolution sont nécessaires afin de confirmer 

leur formule chimique brute. 

Il existe de nombreux types de spectromètres de masse. Tous ont en commun trois 

éléments : une source, un analyseur et un détecteur (Bouchonnet et al., 1999). Leur principe 

de fonctionnement apparaît dans la succession d’étapes auxquelles l’échantillon est soumis. 

� Introduction de l’échantillon  sous forme gazeuse, liquide ou solide, ou encore par 

l'association à une méthode séparative (chromatographie en phase liquide, chromatographie 

en phase gazeuse, électrophorèse capillaire, ...). 

� Ionisation : l'échantillon porté sous forme de gaz ou de vapeur est ionisé dans la 

source de l'appareil. Les ions ainsi obtenus sont appelés ions moléculaires. A ce stade,        

tout composé formé de molécules conduit à un mélange statistique d’ions de fragmentation.  

Il existe plusieurs types de source d’ionisation en spectrométrie de masse (Bouchonnet et al., 

1999). 

- L’électrospray ou l'ionisation par électronébulisation (ESI, ElectroSpray Ionization). 

L’électrospray permet de détecter l’ion pseudo-moléculaire, et donc de connaître la masse 

moléculaire du composé. 

- L’ionisation par impact électronique (EI, Electron Impact ionization).           

L’impact électronique provoque une fragmentation forte, impliquant une disparition presque 

totale de l’ion moléculaire. Par contre, ce procédé permet d’obtenir des informations sur les 

processus de fragmentation, et donc sur la structure des composés étudiés. 

- L’ionisation chimique à pression atmosphérique (APCI, Atmospheric Pressure 

Chemical Ionization). 

- Le bombardement par atomes rapides (FAB, Fast Atom Bombardment). 

- La désorption-ionisation laser assistée par une matrice (MALDI, Matrix-Assisted 

Laser Desorption Ionisation) 

En fonction de la source d’ionisation employée, l’analyse par spectrométrie de masse 

permet d’obtenir des informations sur le processus de fragmentation d’un composé ou sur sa 

masse moléculaire.   

Les ions de fragmentation sont alors soumis, sous un très bon vide, à l'action d'un 

champ électrique et/ou magnétique selon les cas. Les forces qui s'exercent sur ces ions 
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permettent de déterminer leur rapport masse/charge, donc éventuellement leur nature.           

La spectrométrie de masse est fondée sur la mesure directe du rapport entre la masse et le 

nombre de charges élémentaires (m/z), positives ou négatives, d’ions obtenus à partir de la 

substance à analyser. Ce rapport est exprimé en dalton (1 Da = masse de l’atome 

d’hydrogène). 

� Accélération : aussitôt formés, les ions sont extraits de cette partie de l’appareil, 

focalisés et accélérés par des lentilles électroniques, pour accroître leur énergie cinétique. 

� Séparation : les ions sont alors « filtrés » suivant leur rapport masse/charge (m/z) 

par l’analyseur. Il est possible de combiner presque toutes les techniques d’ionisation avec les 

analyseurs de masse, mais les plus répandues sont : l’impact électronique avec le quadripôle 

(Q, Quadrupole), l’ionisation à pression atmosphérique avec le quadripôle ou la trappe d’ions 

(IT, Ion Trap) et le MALDI avec l’analyseur de temps de vol (TOF, Time of Flight)     

(March, 1997 ; Bouchonnet, 2001). 

� Détection : après séparation, les ions terminent leur course en venant frapper le 

capteur d’un détecteur dont le signal est proportionnel aux charges des ions reçus. 

� Affichage du spectre de masse issu du traitement du signal envoyé par le détecteur. 

La figure 21 est le schéma d'un spectromètre de masse à secteur magnétique associé à 

une source d'ionisation d'impact électronique.  

Les résultats sont présentés au moyen d'un graphe, appelé spectre de masse, sur lequel 

figurent les abondances relative des différentes espèces ioniques formés, classés par ordre 

croissant de leur rapport masse/charge (Vollhardt et Schore, 1994 ; Silverstein et al., 1998). 

Cela représente en abscisse le rapport masse sur charge (m/z) des ions et en ordonnée leur 

intensité. En principe le terme m/z est un symbole (toujours exprimé en italique) et donc une 

unité. En opérant dans des conditions identiques, la fragmentation est reproductible et,          

de ce fait, caractéristique du composé étudié (ce dernier est détruit par  l'analyse).                 

Le spectre de masse correspond ainsi à un tracé permettant l’identification de la masse des 

composés moléculaires. 

 
Remarque 

De nos jours, la détection par spectrométrie de masse est généralement utilisée couplée 

à des techniques de chromatographie liquide (De Graeve et al., 1986 ; Niessen, 2000 ;    

Cleon et Sevrain, 2002 ; Cleon et D’Angeli, 2005) telles que la chromatographie liquide à 

haute performance (Norton et al., 2007) ou la chromatographie liquide ultraperformante 

(Spitsmeister et al., 2010 ; Favreto et al., 2012).  
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Figure 21 : schéma d’un spectromètre de masse  

(D’après http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c4/Spectrographe de Masse.png) 
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La chromatographie liquide ultra-performante (UPLC) couplée à la spectrométrie de 

masse combine les avantages de ces deux techniques, à savoir la haute sélectivité et 

l’efficacité de séparation de la UPLC et une détection puissante et sensible de la MS.             

A cela s’ajoutent les informations structurales, fournies par la MS, importantes pour 

l’identification structurale de la molécule (Niessen, 2000). Ainsi l’analyse par spectrométrie 

de masse à haute résolution couplée à la UPLC (UPLC/ESI/TOF-MS) permet, grâce à un 

couplage entre l’électrospray (ESI) et un analyseur de masse de type temps de vol (TOF),     

de déterminer la formule brute du composé (le TOF est connecté à la sortie du détecteur DAD 

par une interface de type ESI). 

La chromatographie gazeuse (GC) et la spectrométrie de masse (MS) sont également 

couplées de façon satisfaisante (Hamon et al., 1990 ; Novak et Heinrich, 1993 ; Niessen, 

2000). La combinaison de la technique de séparation (GC) avec la technique d’analyse (MS) 

est désignée par chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse ou 

GC-MS. Dans ce cas, l’échantillon est injecté dans le chromatographe en phase gazeuse. 

Mais, sitôt passé en GC, les gaz ionisés sont injectés dans un spectrographe de masse.          

Le chromatogramme généré discrimine les différents constituants chimiques qui apparaissent 

sous la forme de pics individuels. On obtient pour chaque pic de GC (au temps de rétention 

correspondant) un spectre de masse permettant de caractériser le composé obtenu. 

 

II – 2 – 3 – 4. Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN) 

La méthode incontournable pour l’identification de la structure des composés naturels 

isolés ou de nombreuses molécules chimiques, est la spectrométrie de résonance magnétique 

nucléaire (RMN ou NMR, en anglais, pour Nuclear Magnetic Resonance) (Young, 1975 ; 

Bria et Watkin, 1997). Utilisée en complément des méthodes de spectroscopie optique et de la 

spectrométrie de masse, la spectrométrie RMN permet d’établir la formule développée,         

la stéréochimie et, dans certains cas, la conformation du composé étudié (Günther, 1993 ; 

Rouessac et Rouessac, 2004).  

La RMN est basée essentiellement sur le phénomène de magnétisme et repose sur la 

propriété qu’ont les noyaux de certains atomes tels que 1H, 13C, 14N, 17O, 19F et 31P                

de posséder un moment magnétique nucléaire permanent, c'est-à-dire qu’ils se comportent 

comme des aimants microscopiques caractérisés par une grandeur quantique appelée "le spin" 

(Canet, 1991 ; Günther, 1993). Placés dans un champ magnétique extérieur, ils prennent, par 

rapport à celui-ci, certaines orientations bien définies auxquelles correspondent des niveaux 

d’énergie distincts. Pour une valeur donnée de champ, des transitions entre niveaux 
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immédiatement contigus sont dues à l’absorption de radiations électromagnétiques de 

longueurs d’onde caractéristiques dans la région des radiofréquences (Vollhardt et Schore, 

1994 ; Silverstein et al., 1998). 

Les RMN du proton (1H-RMN), du carbone (13C-RMN), du phosphore (31P-RMN)     

et du fluor (19F-RMN), dont les noyaux sont de spin 1/2, sont le plus souvent étudiées.         

La faible abondance du 13C dans la nature (1 % environ) fait que la RMN du carbone est peu 

sensible. Sont étudiés également le 17O de spin 5/2 et le 14N de spin 1. 

Pour réaliser une analyse en RMN l’échantillon est préalablement dissout dans un 

solvant deutéré qui peut être du méthanol, du chloroforme, de la pyridine, etc. Ces solvants 

possèdent des déplacements chimiques spécifiques. Le tube contenant cet échantillon est alors 

soumis au champ magnétique (Silverstein et al., 1998). La figure 22 représente le schéma d’un 

spectromètre de résonance magnétique nucléaire. 

Lorsqu'ils sont soumis au rayonnement électromagnétique (radiofréquence), le plus 

souvent appliqué sous forme d'impulsions, les noyaux atomiques absorbent l'énergie du 

rayonnement puis la relâchent lors de la relaxation. L'énergie mise en jeu lors de ce 

phénomène de résonance correspond à une fréquence très précise, dépendant du champ 

magnétique et d'autres facteurs moléculaires. Ce phénomène permet l’obtention des spectres 

utiles à l’élucidation structurale ; le spectre RMN étant un graphe de l’intensité des pics en 

fonction de leur fréquence d’absorption (Günther, 1993 ; Trahms et Burghoff, 2010).  

La technique RMN utilise plusieurs méthodes regroupées en deux grands groupes :    

la RMN monodimensionnelle et la RMN bidimensionnelle. 

 
� RMN monodimensionnelle (RMN – 1D) 

• RMN proton (1H) 

Le spectre RMN du proton est une méthode utilisée dans la détermination structurale 

des composés organiques inconnus (McQuarrie, 1988). Il fournit les informations essentielles 

sur les différents types de protons présents dans la molécule analysée. Par l’intégration des 

signaux, il est possible de déterminer le nombre d’hydrogène présent dans la molécule.       

Les signaux, appelés "déplacement chimiques" (δ), sont exprimée en partie par million (ppm) 

de la valeur du champ magnétique. 

• RMN carbone (13C) : DEPT 135° et Jmod 

Dans cette technique, chaque atome de carbone qui est dans un environnement unique 

provoque une crête distincte sur un spectre. Généralement, cette technique permet de      

mettre en évidence tous les carbones de la molécule (Günther, 1993). L'analyse se base sur les  
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Figure 22 : schéma d'un spectromètre RMN (D’après Silverstein et al., 1998) 
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déplacements chimiques observés en fonction de l'environnement de chacun des atomes de 

carbone. Cette expérience permet la mise en évidence des carbones primaires (CH3), 

secondaires (CH2), tertiaire (CH) et, dans une moindre mesure, les carbones quaternaires (C). 

La différence majeure entre le DEPT 135° (Distorsionless Enhancement by 

Polarization Transfer) et le Jmod (J-modulated spin-echo), réside dans le fait que les 

carbones quaternaires sont détectés avec le Jmod alors qu’ils ne le sont avec le DEPT. 

 
 

� RMN bidimensionnelles (RMN – 2D) 

Les expériences de RMN-2D reposent sur une succession de trois intervalles de 

temps : le temps de préparation, le temps d'évolution et le temps de détection (Derome, 1989). 

Dans certaines autres expériences, il peut s’ajouter une autre période avant la détection :   

c’est le temps de mixage (Günther, 1993). 
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III – MATERIEL ET METHODES 

 
III – 1. Matériel végétal 

L’étude a porté sur un extrait de feuilles fraîches de Justicia secunda M. Vahl 

(Acanthaceae).  

Cette plante (figure 23) a été identifiée et authentifiée par Monsieur AKE-ASSI 

Laurent, Professeur Emérite de Botanique à l’Université Félix Houphouët-Boigny, sous le 

numéro d’herbier 21160 du Centre National de Floristique (CNF) de cette Université. 

L’échantillon a été récolté dans la commune d’Abobo, à Abidjan (Côte d’Ivoire),                   

le 18 juillet 2007. 

Le diagramme du tableau III  donne la classification systématique de                

Justicia secunda M. Vahl (Acanthaceae). 

 

III – 1 – 1. Description et répartition géographique 

Justicia secunda M. Vahl (Acanthaceae) est un arbuste de 0,5 à 1 mètre de haut qui 

possède une tige subérigée, un peu angulée, à deux lignes pubérulentes. Les feuilles sont 

ovales et oblongues ; les feuilles supérieures sont plus petites avec une base arrondie, parfois 

oblique. Leurs apex sont longuement acuminés et parfois obliquement mucronulés.               

La panicule, terminale, est composée d’épis opposés ou de subombelles, entièrement 

pubérulents. Les fleurs sont brièvement pédicellées. Les loges de l’anthère sont obtuses, 

presque également fixées, mais inégales. L’ovaire est glabre. Les fruits sont des capsules 

finement pubérulentes et acuminées et les graines qu’elles contiennent sont lenticulées.        

La floraison a lieu dans la période de novembre à mai (Fournet, 1978). 

Justicia secunda M. Vahl (Acanthaceae) est présente dans les zones tropicales et 

subtropicales d’Afrique, de Madagascar, des Antilles et d’Asie. Elle est cultivée, tout comme 

la majorité des espèces de cette famille, comme plante d’ornement des jardins          

(Heywood et al., 2007).  

 

III – 1 – 2. Usages ethnobotaniques   

Les feuilles et les tiges feuillées donnent une tisane de couleur rouge qui aurait, pour 

les créoles, une action clarificatrice. Cette tisane est prise en cas d’aménorrhée. Elle est aussi 

réputée abortive (Grenand et al., 1987). La décoction de feuilles de cette plante est utilisée 

pour lutter contre l’anémie au Congo (Chifundera, 2001), à Madagascar (Moswa et al., 2008) 

et au Bénin (Tossou et al., 2008). Pour cela, au Bénin, la plante est communément appelée en  
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Justicia secunda (Acanthaceae) 

 

 

A 

 

 

       B 

Figure 23 : photographies de Justicia secunda M. Vahl (Acanthaceae) 

  A – Plante   

  B – Rameau feuillet florifère      

___________________________________________________________________________ 

 

Nom scientifique : Justicia secunda M. Vahl (Acanthaceae) 

 

Synonymes :   

  - Rhacodiscus secundus M. (Vahl) Bremek ; 

  - Gonzalea coccocypselum ; 

  - Dianthera secunda. 

 

Référence  : ABO KOUAKOU, in AKE-ASSI, N° 21160, région d’Abidjan, Abobo, 

         18 juillet 2007 (Centre National de Floristique, Université Félix 

   Houphouët-Boigny). 

 

Auteur  : ABO Kouakou Jean Claude  
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Tableau III : classification systématique de Justicia secunda M. Vahl (Acanthaceae) 

 

Classification Systématique 

Règne 

Sous-règne 

Végétal 

Cormophytes 

Embranchement 

Sous embranchement 

Spermaphytes 

Angiospermes 

Classe 

Sous-classe 

Dicotylédones 

Asteridae 

Ordre Scrophulariales 

Famille 

Sous famille 

Acanthaceae 

Acanthoidae 

Tribu 

Sous tribu 

Ruelliae  

Justiciinae 

Genre Justicia L. 

Espèce Justicia secunda M. Vahl 
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langue fongbé « hounsiman», c’est-à-dire plante qui donne le sang. La décoction de feuilles 

de Justicia secunda est également utilisée en médecine traditionnelle en Côte d’Ivoire et aux 

Antilles (Etifier-Chalono, 2005) pour le traitement de l’hypertension artérielle. 

 

III – 1 – 3. Préparation d’un extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse) 

Cinquante grammes (50 g) de feuilles fraîches de Justicia secunda sont mis dans un 

litre (1 l) d’eau distillée. Le mélange est porté à ébullition pendant dix minutes (10 min).      

La décoction obtenue est filtrée trois fois sur du coton hydrophile et sur du papier filtre 

Wattman n° 1. Le filtrat est séché à l’étuve à 50 °C, puis lyophilisé. La poudre obtenue,        

de couleur marron, constitue l’extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse). 

La figure 24 représente le schéma de l’extraction de AJse. 

 

 

III – 2. Matériel biologique 

III – 2 – 1. Matériel animal 

Les différentes expériences ont été réalisées sur des Mammifères : souris, rats, cobayes 

et lapins. 

 

III – 2 – 1 – 1. Les souris 

Des souris blanches, mâles et femelles, Mus musculus (Muridae), de souche Swiss, sont 

utilisées pour l’étude de la toxicité aiguë. Elles pèsent en moyenne 25 ± 2 g. 

 

III – 2 – 1 – 2. Les rats 

Des rats blancs albinos, mâles et femelles, Rattus norvegicus (Muridae), de souche 

Wistar, sont utilisés pour l’étude de l’activité contractile du cœur isolé. Ils pèsent entre 200 et 

250 g. 

 

III – 2 – 1 – 3. Les cobayes 

Des cobayes de l’espèce Cavia porcellus (Caviidae), pesant entre 300 et 400 g,       

sont utilisés pour l’étude des contractions toniques de l’artère aorte isolée. 
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50 g de feuilles de  

Justicia secunda M. Vahl (Acanthaceae) 
+ 
1000 ml H2O distillée 

 

       Ebullition    10 min 

 

                            Décoction  

                 Filtrage sur coton    et  papier filtre 
                 hydrophile             Wattman  

        

          
        (3 fois) 

      Résidus                  Filtrats 

                  Séchage à l’étuve    Lyophilisation 
                           (50 °C) 

 

               

 

 

 

Figure 24 : préparation d’un extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse) 

 

  

 

 

AJse 
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III – 2 – 1 – 4. Les lapins 

Des lapins, de l’espèce Oryctolagus cuniculus (Leporidae), ont été utilisés pour l’étude 

de la pression sanguine artérielle et de l’électrocardiogramme. Ils pèsent entre 2 et 2,5 Kg. 

 

Remarques 

- Les lapins et les cobayes proviennent de différentes fermes d’élevages situées dans la 

banlieue d’Abidjan (Côte d’Ivoire). Avant les expérimentations, ces animaux sont acclimatés 

pendant une semaine à l’animalerie de l’Unité de Formation et de Recherche (UFR) 

Biosciences de l’Université Félix Houphouët-Boigny, afin de réguler et d’harmoniser leurs 

états physiologiques. 

- Les rats et les souris proviennent de l’animalerie de l’UFR Biosciences de 

l’Université Félix Houphouët-Boigny. 

- Dans cette animalerie, les souris, les rats et les lapins sont nourris, ad libitum,        

aux granulés produits par Ivograin (Abidjan) pour l’élevage de rongeurs. Les cobayes y sont 

nourris au Panicum maximum (Poaceae).  

- Les procédures d’élevage, d’acclimatation et d’expérimentation ont été menées en 

conformité avec les lignes directrices pour les soins et l'utilisation des animaux de Laboratoire 

publiées par l’Institut National de la Santé (NIH, National Institutes of Health). 

 

III – 2 – 2. Sang 

Du sang de bœuf est utilisé pour étudier la viscosité sanguine. 

Ce sang est prélevé lors de l’abattage de bœufs à l’abattoir municipal de Port-Bouet 

(Abidjan). Il est rendu incoagulable par ajout d’une solution de NaCl 9 ‰ + EDTA 5 % + 

héparine 1 ‰. 

 

III – 2 – 3. Cellules 

Trois lignées cellulaires de leucocytes ont été utilisées dans l’étude de la cytotoxicité. 

Ce sont : des neutrophiles péritonéaux de rats, des neutrophiles humains et des macrophages 

de souris. 
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III – 3. Techniques d’études 

 
III – 3 – 1. Etudes toxicologiques 

III – 3 – 1 – 1. Etude de la toxicité aiguë chez la souris 

La toxicité aiguë est la capacité d'un produit chimique d'engendrer des effets nocifs 

relativement tôt, après l'administration d’une dose d'un produit ou d'une exposition de quatre 

heures à un produit chimique dans l'air. On définit généralement « relativement tôt »             

en termes de minutes, d'heures (jusqu'à 24 h) ou de jours (jusqu'à environ deux semaines), 

mais rarement plus. 

 
III – 3 – 1 – 1 – 1. Echantillonnage 

Des souris pesant entre 25 ± 2 g sont réparties, dans des cages étiquetées, en 10 lots de 

10 souris, chaque lot comportant autant de mâles que de femelles. Les tests portent sur un lot 

témoin et 9 lots traités. Le poids moyen de chaque lot est déterminé. 

L’extrait étudié est dilué dans une solution isotonique de NaCl 9 ‰. 

L’étude toxicologique est réalisée en injectant par voie intra-péritonéale, dans un 

premier temps, différentes doses de la substance étudiée aux 9 lots tests de souris.         

Chaque souris reçoit 0,5 ml d’une dose unique (évaluée en g/kg de poids corporel) de la 

substance. Chaque souris du lot témoin reçoit également 0,5 ml d’une solution de NaCl 9 ‰ 

par voie intra-péritonéale. Les taux de mortalité sont déterminés après une période 

d’observation de  48 heures. Cette première étape permet de déterminer deux doses limites de 

l’extrait : celles provoquant respectivement 0 % et 100 % de mortalité.  

La seconde étape consiste à faire des dilutions intermédiaires entre ces deux 

concentrations limites, et à injecter 0,5 ml d’une dose unique de la substance à 10 souris dans 

une autre série de 9 autres lots de 10 souris. Les effets sur le comportement des animaux 

traités sont observés durant 2 heures et les troubles symptomatiques sont notés. Le nombre de 

souris mortes est comptabilisé 48 heures après l’administration de la substance.  

Chaque étape de cette étude est réalisée trois fois. 

 
III – 3 – 1 – 1 – 2. Détermination de la dose maximale tolérée (DMT) et de la dose létale 

        50 % (DL50) 

La dose maximale tolérée (DMT) ou dose maximale sans effet (en anglais NOAEL,  

no observable adverse effect level) est la dose la plus élevée pour laquelle aucun effet toxique 

n’est relevé. Elle est déterminée par une méthode graphique.  
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La dose létale 50 % (DL50) est la dose de substance causant la mort de 50 % de la 

population de souris étudiée. Elle est déterminée par une méthode graphique et par une 

méthode de calcul. 

 
III – 3 – 1 – 1 – 2 – 1. Méthode graphique de détermination de la DMT et de la DL50 

La méthode utilisée est celle de Miller et Tainter (1944). Dans cette méthode,           

les pourcentages de souris mortes permettent de tracer la courbe de mortalité en fonction du 

logarithme de la concentration du produit, exprimée en mg/kg de poids corporel. La courbe 

est obtenue grâce au programme GraphPad Prism 5 (Microsoft, San Diego USA).  

La DMT correspond à la concentration qui induit 0 % de mortalité et la DL50 à celle 

qui induit 50 % de mortalité. 

 
III – 3 – 1 – 1 – 2 – 2. Méthode de calcul pour la détermination de la DL50 

La méthode de calcul de Dragsted et Lang (1957) est également utilisée pour 

déterminer la DL50. Cette méthode repose sur le postulat suivant : 

- tout animal ayant survécu à une dose donnée d’une substance qui lui est administrée, 

survivrait à toute autre dose inférieure de cette substance ; 

- de même, tout animal ayant succombé à une dose donnée d’une substance qui lui est 

administrée, succomberait également à toute autre dose supérieure. 

Ainsi, le pourcentage de mortalité (M %), pour une dose donnée de la substance 

administrée, est donné par le nombre de spécimens morts (Nm) à cette dose, sur le nombre de 

spécimens morts plus le nombre de survivants (Nv) : 
 

M % = Nm x 100 / Nm + Nv 

 
Le calcul de la DL50 selon la méthode de Dragsted et Lang se fait par extrapolation, 

c’est-à-dire la recherche de la valeur approximative de la dose qui correspond à 50 % de 

mortalité dans un intervalle (X1-X2). 

La formule consacrée est : 

   DL50  = [50(X2 –X1) + (X1Y2 – X2Y1)] / [Y2 –Y1] 

 
- X1: dose inférieure encadrant la DL50 ; 

- X2 : dose supérieure encadrant la DL50 ; 

-Y1: pourcentage de mortalité correspondant à X1 ; 

-Y2 : pourcentage de mortalité correspondant à X2. 
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III – 3 – 1 – 2. Etude de la cytotoxicité 

Ce test a été réalisé par le Professeur M.C. Recio à l’Université de Valence (Espagne), 

Faculté de Pharmacie, Département de Pharmacologie. 

La cytotoxicité des substances à tester a été évaluée au moyen du test colorimétrique 

du MTT (bromure de 3-(4,5-diméthyl-2-thiazolyl)-2,5-diphényl-2H-tétrazolium, Sigma 

Aldrich, France), test développé par Mosmann (1983) et modifié par Denizot et Lang (1986). 

Ce test colorimétrique du MTT est un test in vitro mesurant la croissance globale d’une 

population cellulaire. Il s'agit d'un test colorimétrique basé sur la capacité des cellules à 

réduire un composé tétrazolium, le bromure de 3-(4,5-diméthyl-2-thiazolyl)-2,5-diphényl-2H-

tétrazolium, par les déshydrogénases mitochondriales présentes uniquement dans les cellules 

vivantes métaboliquement actives, en formazan violet. Le produit absorbe fortement vers   

570 nm. Cette absorbance est mesurée à l'aide d'un spectrophotomètre pour microplaque. 

Sous condition contrôlée, l'intensité de la coloration est proportionnelle au nombre de cellules 

vivantes. 

Trois lignées cellulaires de leucocytes sont utilisées dans cette étude : des neutrophiles 

péritonéaux de rats, des neutrophiles humains (106 cellules) et des macrophages de souris 

RAW 264.7 (2.105 cellules). Ces cellules ont été incubées pendant 24 h dans des plaques de 

96 puits à fond plat (Costar, Cambridge, USA), avant le traitement avec la substance dont on 

souhaite mesurer l’effet sur la croissance cellulaire. Elles sont exposées à l’extrait aqueux brut 

de Justicia secunda ou à la substance purifiée à raison de 5 µl de différentes concentrations de 

solution de la substance testée dans les plaques (figure 25), à 37 ºC, pendant 1-3 heures pour 

les neutrophiles humains et de rats, et pendant 24 heures pour les macrophages de souris. 

Ensuite, 100 µl d’une solution à 5 mg/ml de MTT sont ajoutés aux plaques, lesquelles sont 

incubées dans une étuve à 37 ºC, en atmosphère humide, 5 % de CO2 (3-4 heures) jusqu’à ce 

que des dépôts violets (réduction du MTT en formazan coloré) apparaissent.  

Ce métabolite formé par les cellules est par la suite solubilisé dans 100 µl de 

diméthylsulfoxide (DMSO, Merck, Darmstadt, Allemagne). 

Toutes les expériences ont été réalisées en triplica.  

Les cristaux de formazan dissouts dans du DMSO produisent une solution violette. 

L’intensité de cette coloration est mesurée par spectrophotométrie. L’absorbance est mesurée 

à 570 nm à l’aide d’un lecteur de plaque Labsystems Multiskan® MCC/340.  

Le nombre de cellules vivantes après l’incubation en présence ou non des composés à 

tester ou de produit de référence est directement proportionnel à l’intensité de la coloration 

violette mesurée quantitativement par spectrophotométrie.  
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Figure 25 : illustration d’une plaque de 96 puits dans laquelle le test colorimétrique 

             du MTT a été réalisé 

 

 

  



 

 

 

- 91 - 

Thèse de Doctorat d’Etat ès Sciences  ABO  K.  Jean Claude 

Une diminution de l’absorbance de la solution indique une diminution de la viabilité 

cellulaire et donc une cytotoxicité du composé testé. 

 

III – 3 – 2. Etude de la pression sanguine artérielle 

III – 3 – 2 – 1. Dispositif expérimental 

La pression sanguine artérielle est enregistrée par une méthode dite sanglante à l’aide 

d’un manomètre à mercure de Ludwig (figure 26).  

Le manomètre de Ludwig (1) comporte un tube en U comportant deux branches 

contenant du mercure. Dans la branche de gauche repose, à la surface du mercure, un flotteur 

surmonté d'une tige métallique au sommet de laquelle est fixé un stylet inscripteur (6).         

Ce stylet marque le tracé de la pression sanguine artérielle sur un cylindre, recouvert de papier 

enduit de noir de fumée (7) et entraîné en mouvement rotatif par un moteur (8). La branche de 

droite du tube en U comporte 2 ouvertures reliées à des cathéters : 

- le cathéter supérieur est relié à une seringue (3) et permet de remplir toute la branche 

droite, au-dessus du mercure, de solution physiologique héparinée et, éventuellement, de créer 

une surpression dans le manomètre ; 

- le second cathéter (2) sert à intuber la carotide dont la pression sera mesurée. 

 

III – 3 – 2 – 2. Technique d’enregistrement de la pression artérielle de lapin 

III – 3 – 2 – 2 – 1. Réalisation de la surpression 

La branche de droite du manomètre de Ludwig est préalablement remplie, au dessus 

du mercure, avec une solution physiologique héparinée. Pour cela, le tube de polyvinyle (2) 

est plongé dans un bêcher contenant une solution de Mac Ewen hépariné. Les pinces (4 et 5) 

sont ouvertes et le liquide est aspiré à l'aide de la seringue (3) jusqu'à ce que la branche droite 

du tube soit entièrement remplie de solution physiologique héparinée. Ensuite, la pince (4)  

est fermée et la seringue est relevée (pour ne pas que des bulles d'air retournent dans le 

manomètre) et la solution physiologique héparinée se trouvant dans la seringue est réinjectée 

dans le manomètre. On crée ainsi une surpression qui fait remonter le mercure dans l'autre 

branche du manomètre. La pince (5) est enfin fermée et on enregistre sur le papier enduit de 

noir de fumée du cylindre (7) le niveau de référence du stylet qui correspond au niveau du 

mercure de ladite branche gauche sur lequel repose le flotteur. 

Après la réalisation de la surpression dans le manomètre, l'on passe à la phase            

de dissection de l’animal et à l'intubation de sa carotide pour l'enregistrement de sa pression  
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Figure 26 : schéma du dispositif d’enregistrement de la pression artérielle 

(D’après Laboratoire de Physiologie Animale, Université Félix Houphouët-Boigny, 2010) 

 

1 - Manomètre à mercure de Ludwig   

2 - Canule pour l’intubation de la carotide 

3 - Seringue permettant de faire la surpression   

4 et 5 - Pinces 

6 - Stylet inscripteur de la pression artérielle  

7 - Cylindre enregistreur  

8 - Moteur  
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artérielle ou pression carotidienne, et à l'intubation de sa veine saphène pour l’injection des 

substances à tester. 

 
III – 3 – 2 – 2 – 2. Anesthésie du lapin 

Le lapin est d’abord anesthésié par injection intrapéritonéale d'éthyle carbamate 

(MERCK, France) dosé à 40 %, à raison de 1 g/kg de poids corporel et placé en décubitus 

dorsal. On procède ensuite à la dissection. 

 
III – 3 – 2 – 2 – 3. Intubation de la veine saphène 

Le lapin anesthésié et placé en décubitus dorsal, sa partie postérieure est tournée sur le 

côté et la peau est incisée le long de la face externe de la cuisse. La peau est ensuite écartée et 

un garrot est posé à la racine du membre pour faire saillir la veine saphène qui apparaît, 

recouverte de tissu conjonctif. Cette gaine de tissu conjonctif est incisée latéralement le long 

de la veine qui est mise à nu sur environ 2 cm. La veine saphène est ensuite ligaturée en 

amont et une deuxième ligature est préparée en aval pour fixer le cathéter lorsqu'il sera 

introduit dans cette veine. Une hémisection est enfin pratiquée sur cette veine pour y 

introduire et ligaturer le cathéter qui est relié à une seringue contenant une solution 

physiologique héparinée. 

Les substances pharmacodynamiques et pharmacologiques seront injectées au lapin 

par cette veine saphène à l'aide d'une autre seringue. 

 
III – 3 – 2 – 2 – 4. Mise à nu du nerf sympathique 

Un nerf sympathique est dégagé au niveau du cou du lapin anesthésié, et un fil est 

passé en dessous. Ce fil facilitera la pose, sous le nerf sympathique, des électrodes excitatrices 

reliées à un stimulateur JEULIN (Réf : 554 035) pour, éventuellement, stimuler 

électriquement ce nerf. 

 
III – 3 – 2 – 2 – 5. Intubation de la carotide 

Elle s'effectue à l'aide de la canule (1) reliée au manomètre de Ludwig et remplie de 

solution physiologique héparinée. 

Les poils du lapin anesthésié sont tondus au niveau du cou et une incision 

longitudinale d'environ 5 cm y est pratiquée. Pour cela, on coupe soigneusement d'abord la 

peau le long de la trachée artère, puis différents plans musculaires pour mettre en évidence la 

trachée artère puis l’une des deux carotides. 
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Une ligature est ensuite faite en aval, le plus loin possible de la zone de l'hémisection à 

pratiquer sur la carotide dégagée, pour empêcher le sang de la tête de refluer à ce niveau.      

La carotide est ensuite pincée en amont à l'aide d'un clamp, du côté du cœur, afin d'empêcher 

l'arrivée du sang. Un fil est passé sous la carotide pour préparer un nœud entre la ligature et le 

clamp. Une hémisection est pratiquée sur la carotide et la canule (1), remplie de Mac Ewen 

hépariné, reliée au manomètre où a été réalisée une surpression, y est introduite en direction 

du cœur. Cette canule est fortement ligaturée et le clamp de la carotide est enlevé.  

 
III – 3 – 2 – 2 – 6. Enregistrement de la pression sanguine artérielle 

Pour l’enregistrement de la pression sanguine carotidienne, le cylindre enregistreur est 

d’abord mis en marche et le niveau de référence du stylet inscripteur est inscrit sur le papier 

d'enregistrement enduit de noir de fumée, qui couvre le cylindre (7). La pince (4) est ensuite 

ouverte et le sang, arrivant du cœur, entre directement en contact avec la solution 

physiologique héparinée du manomètre. On enregistre alors une chute du stylet inscripteur et 

le tracé normal des variations de la pression sanguine artérielle moyenne. En fait, toute 

variation de la pression artérielle au niveau de la carotide intubée est transmise au liquide 

physiologique de la branche de droite, puis à la branche de gauche du tube en U grâce au 

mercure. Le flotteur qui repose sur ce mercure subit les mêmes variations qui sont ainsi 

inscrites, grâce au stylet inscripteur, sur le papier d'enregistrement. 

Le tube du manomètre de Ludwig en forme de U ayant une section uniforme, à toute 

variation de niveau du mercure dans la branche de gauche comportant le stylet inscripteur 

correspond une variation égale, mais dans le sens contraire, dans l'autre branche. Ainsi, pour 

déterminer la valeur exacte du tonus de base et des variations de la pression artérielle du lapin, 

il faudra doubler la hauteur inscrite par rapport au niveau initial. 

La dénivellation de la chute initiale du stylet correspond à la pression artérielle 

moyenne de référence du lapin. 

 

III – 3 – 3. Etude de l’électrocardiogramme (ECG)   

III – 3 – 3 – 1. Dispositif expérimental 

L’activité électrique globale du cœur ou électrocardiogramme est enregistrée à l’aide 

d’un électrocardiographe de marque NIHON KOHDEN CARDIOFAX, model ECG-6851K 

(figure 27). C’est un appareil à une piste d’enregistrement avec 12 dérivations      

(CARDIETTE AUTORULER 12/1). 
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Figure 27 : photographie du cardiographe utilisé pour l’enregistrement  

           de l’électrocardiogramme (ECG) 

 (Nihon Kohden, Cardiofax Electrocardiographe, Model ECG-6851K) 

(D’après Laboratoire de Physiologie Animale, Université Félix Houphouët-Boigny, 2010) 

 

- Charge / Operate  : interrupteur de mise en marche / arrêt du cardiographe 

- Paper feed  : déroulement du papier d’enregistrement 

- Peper speed : vitesse de déroulement du papier 

- Filter (Hum/EMG) : filtres 

- Sensitivity  : sensibilité 

- Reset  : remise à zéro 

- Auto / Manuel : sélecteur du mode de dérivation automatique / manuel  

- Lead selector : sélecteur de la dérivation 

- Start / Stop  : marche / arrêt de l’enregistrement 
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III – 3 – 3 – 2. Technique d’enregistrement de l’ECG de lapin 

Le lapin est anesthésié par injection intrapéritonéale d’éthyle carbamate dosé à 40 %,  

à raison de 1 g/kg de poids corporel et placé en décubitus dorsal.  

La veine saphène est intubée (cf. III – 3 – 2 – 2 – 3., page 93) à l’aide d’un cathéter 

relié à une seringue contenant une solution physiologique héparinée. Les substances à tester 

seront injectées à l’animal par cette voie. 

L'ECG du lapin est enregistré à partir de la dérivation DII des dérivations standards  

ou bipolaires d’Einthoven (Einthoven, 1912). Cet enregistrement en mode différentiel          

ou bipolaire nécessite la mise en place de 3 électrodes actives et 1 électrode indifférente sur 

l'animal. Aussi, le lapin une fois anesthésié, les aisselles des deux membres antérieures et les 

aines des deux membres postérieurs, destinées à recevoir les électrodes d’enregistrement, sont 

rasées et nettoyées avec de l'alcool éthylique à 90°. Les 4 électrodes sont enduites d'une pâte 

électrolytique (Cardio Cream, NIHON KOHDEN CORPORATION, Japon) et fixées aux 

zones rasées des 4 membres de l’animal, puis reliées aux 4 fiches du câble d’enregistrement 

connecté à l’électrocardiographe comme suit : 

- fiche R (right) reliée à l’aisselle du membre supérieur droit ; 

- fiche L (left) reliée à l’aisselle du membre supérieur gauche ; 

- fiche F (foot) reliée à l’aine du membre inférieur gauche ; 

- fiche N (électrode neutre, "Terre") reliée à l’aine du membre inférieur droit. 

L’enregistrement de l’ECG est effectué sur papier thermosensible (papier pour ECG 

Colson), animé d’un mouvement rectiligne, à vitesse constante (2,5 mm/s). Pour chaque 

enregistrement, un calibrage du cardiographe est effectué. Avant l'enregistrement,                

les différents paramètres de l’appareil (vitesse, filtre et amplification) sont réglés. 

 

III – 3 – 4. Etude des contractions du cœur isolé 

III – 3 – 4 – 1. Dispositif expérimental 

Le dispositif expérimental utilisé pour l'enregistrement de l'activité mécanique du 

cœur isolé et perfusé (figure 28) dérive de celui de Langendorff (1895). Il comprend : 

- un système de perfusion composé d’une cuve en plexiglas qui contient un bain-marie 

thermostaté avec une canule de perfusion reliée à un robinet à voies multiples qui permet de 

sélectionner les solutions physiologiques à tester contenues dans des godets ; 

- un système d’enregistrement composé d’un stylet en contact avec un cylindre 

enregistreur qui repose sur un moteur. 
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Figure 28 : schéma du dispositif d’enregistrement de l’activité mécanique du cœur isolé 

         et perfusé 

(D’après Laboratoire de Physiologie Animale, Université Félix Houphouët-Boigny, 2010) 
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La canule de perfusion est reliée à un robinet à 6 voies. Chaque voie est connectée      

à 1 godet par l'intermédiaire d’un serpentin qui immerge dans un bain-marie thermostaté        

à 38 °C. La solution physiologique de référence (Mac Ewen glucosé) et les solutions tests, 

contenues dans ces godets, sont oxygénées par barbotage d'air en provenance d'un bulleur 

d'aquarium. Afin de permettre une perfusion du cœur à pression constante, et une perfusion 

par les artères coronaires, tous les godets sont placés à une hauteur d'environ 50 cm par 

rapport au niveau de la canule de perfusion. 

Avant la perfusion, les différentes voies du robinet sont purgées de façon à chasser 

toutes les bulles d'air. 

Le cœur isolé est fixé à la sortie du dispositif de perfusion et relié par son apex à un 

stylet. Ce stylet inscripteur, monté en système de levier horizontal fixé sur un support, permet 

de transcrire les battements cardiaques qui sont enregistrés sur le cylindre enregistreur 

entrainé en mouvement rotatif, à vitesse  constante, par un moteur électrique. Tout le système 

de levier du stylet enregistreur est fixé sur un support muni de vis micrométriques qui 

permettent son déplacement vertical et horizontal afin d’assurer un bon contact de ce stylet 

avec le papier d’enregistrement. 

 
Pour la mesure du débit coronaire, le perfusât est recueilli et le temps de perfusion 

chronométré. Pour recueillir le perfusât, un entonnoir en verre, porté par un anneau fixé au 

support muni de vis micrométriques, est disposé en dessous du cœur isolé. En dessous de 

l’entonnoir se trouvent des tubes à essai pour collecter le perfusât. Un chronomètre mesure le 

temps de recueillement dans chaque tube à essai. 

 

III – 3 – 4 – 2. Techniques d'enregistrement de l'activité mécanique et de mesure  

   du débit coronaire du cœur isolé de rat 

III – 3 – 4 – 2 – 1. Anesthésie de l'animal 

Le rat est anesthésie par injection intrapéritonéale d'éthyle carbamate dosé à 20 %,         

à raison de l g/kg de poids corporel.  

 
III – 3 – 4 – 2 – 2. Isolement du cœur 

Une fois anesthésié, l'animal est placé en décubitus dorsal sur une planchette de 

contention et placé rapidement sous respiration artificielle. Pour cela, une trachéotomie est 

pratiquée et la trachée artère est intubée à l'aide d'un cathéter relié à une pompe à air, réglée 

convenablement, afin d'assurer à l'animal une bonne respiration. 
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Une thoracotomie médiane est ensuite effectuée et le thorax est maintenu ouvert par 

des écarteurs. Après avoir dégagé le péricarde, le cœur est mis à nu, ainsi que la crosse 

aortique et les artères collatérales (trois) qui y prennent naissance, en dilacérant le thymus qui 

les enrobe. Du fil est passé en dessous de chacun de ces vaisseaux pour préparer des nœuds.  

Une hémisection est pratiquée sur la crosse aortique, le plus loin possible du cœur et, 

une canule, reliée à une seringue préalablement remplie de Mac Ewen héparinée et dépourvue 

de bulle d'air, y est introduite. La canule et les différentes artères collatérales sont ligaturées, 

puis la solution physiologique héparinée est injectée dans le cœur afin d’empêcher le sang de 

coaguler à l'intérieur du myocarde. 

Toutes les adhérences du cœur sont enfin sectionnées, ainsi que les vaisseaux,           

en deçà des ligatures, de façon à l'isoler totalement. 

 
III – 3 – 4 – 2 – 3. Enregistrement de l'activité contractile du cœur isolé 

La canule d'intubation rattachée au cœur isolé est reliée au dispositif de perfusion et 

raccordé dans un premier temps au godet contenant la solution de Mac Ewen de référence.   

La solution physiologique parvient dans l’aorte sous une pression suffisante (quelques cm 

Hg), et ainsi, les valvules sigmoïdes se ferment. Le liquide emprunte la circulation des deux 

artères coronaires et, après les avoir traverser, aboutit dans l’oreillette droite, puis dans le 

ventricule droit avant d’être déversé à l’extérieur. L'apex du cœur maintenu par une pince 

serre-fine, est ensuite relié au levier inscripteur du cardiographe par un fil. Le stylet du levier 

frotte sur un cylindre couvert de papier enduit de noir de fumée, et entraîné en mouvement 

rotatif par un moteur électrique. Il y inscrit les battements cardiaques. 

 
III – 3 – 4 – 2 – 4. Mesure du débit coronaire du cœur isolé 

Avant de perfuser le cœur avec la solution test, le perfusât est recueilli pendant 2 min 

dans un tube à essai lors de la perfusion du cœur avec la solution de Mac Ewen de référence. 

Ensuite, lors de la perfusion du cœur avec la solution test, le perfusât est recueilli dans un 

autre tube à essai. Le prélèvement du perfusât débute lorsque les effets du produit testé 

apparaissent stables sur les contractions cardiaques. Un chronomètre mesure la durée de ce 

prélèvement. 

Le débit coronaire, calculé par le rapport du volume du perfusât recueilli sur le temps 

de prélèvement, est exprimé en ml/min. 
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III – 3 – 5. Etude des contractions de l’artère aorte isolée 

III – 3 – 5 – 1. Dispositif expérimental  

Le dispositif expérimental utilisé pour l’enregistrement de l’activité contractile de 

l’aorte isolée comporte un enregistreur polygraphe RIKADENKI (1), un transducteur        

(F30 HSE372), un amplificateur de type HUGO SACHS ELECTRONIK (2) et un système de 

maintien en survie de l’organe isolé (figure 29). 

Le transducteur (3), qui transforme le faible mouvement mécanique en variation de 

potentiel électrique par l’intermédiaire d’une variation d’angle de sa partie mobile, est fixé sur 

un support muni de vis micrométrique qui permet son déplacement vertical afin de tendre le 

fil relié à l’organe isolé et assurer une bonne perception des variations de tonus musculaire. 

Pour la survie de l’organe, l’on dispose d’un ensemble de deux cuves à organe       

isolé (4), d’une capacité de 20 ml, qui plongent dans un bain-marie à 38 °C. Ce bain-marie est 

irrigué en continu en eau bidistillée par un bain circulant thermostaté (LAUDA Ecoline          

E100) à circulation fermée (5). Un générateur d’air (6) assure l’oxygénation des solutions 

physiologiques dans les cuves à organe isolé, par l’intermédiaire d’un cathéter en polyvinyle. 

L’ensemble des cuves est monté sur un support. 

 

III – 3 – 5 – 2. Technique d’enregistrement de l’activité contractile de bandelettes 

   d’artère aorte isolée de cobaye 

Le cobaye est sacrifié par dislocation cervicale et, après une thoracotomie, des 

fragments de crosse aortique d’environ 3 mm de longueur, dégagés des conjonctives qui 

l’entourent, sont prélevés et déposés dans une boîte de pétri contenant du Mac Ewen glucosé 

et oxygéné. Chaque fragment de crosse aortique est fendu longitudinalement puis, après avoir 

éliminé la graisse, découpé en deux ou trois lambeaux. On obtient des bandelettes d’environ  

2 mm de largeur sur 3 mm de longueur, dont chacune des deux extrémités est attachée par du 

fil, en laissant un nœud ouvert à l’une des extrémités. Ces bandelettes sont maintenues en 

survie dans l’une des cuves à organe isolé. 

Une bandelette d’aorte est montée dans l’autre cuve à organe isolé (fixée à un crochet 

au fond de la cuve) et est reliée par un fil au support de la jauge de contrainte du transducteur. 

Ce transducteur est relié à l’amplificateur. Ainsi, l’activité contractile de l’organe est captée 

par le transducteur, puis amplifiée par l’amplificateur et transmise à l’enregistreur 

graphique qui transcrit les contractions sur du papier déroulant à vitesse constante      

(1 mm/s).  
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Figure 29 : photographie du dispositif d’enregistrement de l’activité contractile de  

  l’artère aorte isolé 

(D’après Laboratoire de Nutrition et Pharmacologie, Université Félix Houphouët-Boigny, 2010) 

 

1 - Enregistreur graphique (RIKADENKI) 

2 - Amplificateur (HUGO SACHS ELECTRONIK) 

3 - Transducteur (F30 HSE372) 

4 - Cuves à organe isolé 

5 - Bain-marie circulant (LAUDA Ecoline E100) 

6 - Générateur d’air 
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Pour chaque préparation, un étalonnage du transducteur mécano-électrique est réalisé 

avec une masse marquée de 1 g. L’amplitude des contractions de l’artère aorte enregistrées, 

qui traduit la force des contractions, est ainsi exprimée en gramme (g ou gramme force). 

La bandelette d’artère aorte, montée dans la cuve contenant du  Mac Ewen glucosé,  

est équilibrée pendant 1 heure, puis précontractée par une solution de KCl, selon la méthode 

décrite par Naseri et al. (2008). Pour cela, une solution de KCl (80 mM) est ajoutée à la 

solution de survie. Cela entraîne une augmentation du tonus de base, preuve que l’organe 

étudié est fonctionnel.  

Après le lavage de la préparation, les solutions tests sont ajoutées au Mac Ewen 

glucosé, dans la cuve contenant l’organe isolé. 

 

III – 3 – 6. Mesure de la viscosité du sang 

III – 3 – 6 – 1. Dispositif expérimental  

La mesure de la viscosité du sang de bœuf a été réalisée au Laboratoire de 

Pharmacologie et Physiologie de l’UFR des Sciences Pharmaceutiques de l’Université Félix 

Houphouët-Boigny à l’aide d’un viscosimètre d’Engler (figure 30). 

Le viscosimètre d’Engler comprend deux cuves métalliques (réservoir à double paroi) 

dont la plus petite (1) plonge dans la plus grande (2), contenant de l’eau servant de bain-marie 

thermostaté à 38 °C. La petite cuve est percée d’un orifice central (2,8 - 2,9 mm d.i.)      

obturé par un mandrin (3) de bois avant le remplissage.  

Un chronomètre de marque KENKO de sensibilité 1/100ème de seconde sert à mesurer 

le temps d’écoulement. 

 

III – 3 – 6 – 2. Technique de mesure de la viscosité du sang de bœuf 

Le principe du viscosimètre d’Engler consiste à mesurer le temps nécessaire pour que 

s’écoule un volume donné de liquide à travers un orifice percé au centre de la petite cuve de 

l’appareil. Le constructeur de l’appareil donne la relation entre ce temps d’écoulement et la 

viscosité du liquide. La mesure se rapporte à celle de deux temps au chronomètre (t0 et t). 

Connaissant la masse volumique du liquide, t/t0 est appelé degré Engler (D.E.).                

La détermination de la viscosité relative (VR) consiste à calculer le rapport entre le 

temps d’écoulement ou vitesse d’écoulement d’un volume de sang et celui du même volume 

d’eau, mesuré à la même température. 
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A                     B  

 

Figure 30 : photographies du viscosimètre d’Engler utilisé pour la mesure  

         de la viscosité du sang  

(D’après Laboratoire de Pharmacologie et Physiologie, Université Félix Houphouët-Boigny, 2010) 

A – Vue de face, couvercle fermé 

B – Vue de haut, couvercle ouvert 

1 - Petite cuve métallique 

2 - Grande cuve métallique  

3 - Mandrin de bois 

4 - Couvercle 
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Ainsi, une quantité connue (100 ml) de liquide à tester (sang de bœuf) est versée dans 

le réservoir de la petite cuve. Une fiole jaugée (marque Kavalier) spéciale à 2 traits, placée en 

dessous du viscosimètre, sert à recueillir et à mesurer le volume écoulé. Au temps 0,              

le mandrin qui obture l’orifice est soulevé et le sang s’écoule. Le temps d’écoulement 

laminaire est chronométré. Lorsque la quantité de sang affleure 50 ml dans la fiole,                

le chronomètre est arrêté.  

Les tests sont réalisés avec 1 ml d’une solution de l’extrait aqueux de Justicia secunda 

(AJse), à des concentrations variables, mélangée à 99 ml de sang rendu incoagulable        

(avec NaCl 9 ‰ + EDTA 5 % + héparine). Le témoin est de l’eau distillée à 37 °C.  

 

III – 3 – 7. Mise en évidence de quelques composés dans l’extrait 

III – 3 – 7 – 1. Chromatographie sur couche mince (CCM) 

III – 3 – 7 – 1 – 1. Méthodes d’analyses par chromatographie sur couche mince 

Les analyses par chromatographie sur couche mince ont été effectuées avec des 

feuilles d'aluminium de 20 x 20 cm recouvertes de gel de silice 60 F254 d'une épaisseur de  

0,2 mm (Merck & Co., Inc., Whitehouse Station, Germany), découpées suivant les besoins.  

Le solvant de migration, qui est un mélange binaire méthanol-eau (9 : 1 v/v),            

est introduit (0,5 à 1 cm de hauteur) dans la cuve de migration (Camag, Muttenz, Suisse) 

quelques minutes avant son utilisation. Les parois de la cuve sont garnies de papier buvard et 

la cuve est fermée. Cette disposition permet de faciliter sa saturation. 

Après avoir coupé la plaque aux dimensions voulues en fonction du nombre de dépôts 

à faire et des dimensions de la cuve de migration, une ligne est tracée au crayon à papier à   

1,5 ou 2 cm du bord inférieur de la plaque et un petit trait marque l'emplacement du dépôt      

à effectuer. 

Les produits à analyser sont solubilisés de préférence dans de l’eau, du méthanol ou un 

mélange eau-méthanol (1 : 1 v/v). Des  volumes de 1 à 5 µl de ces solutions (100 µg pour les 

extraits et de 10 µg pour les produits purs) sont déposés délicatement, à 1,5 ou 2 cm des bords 

inférieur et latéraux, à l'aide d'un capillaire. Le dépôt a un diamètre qui ne dépasse pas 5 mm. 

Lorsqu’il y en a plusieurs, ces dépôts doivent être espacés d'environ 1 cm. Ils sont séchés sous 

courant d'air ou au sèche-cheveux.  

La plaque est introduite délicatement dans la cuve de migration, le plus verticalement 

possible (cf. figure 17-A, revue bibliographique II – 2 – 2 – 1., page 63). La migration se fait 

sur une distance d’une dizaine de centimètres et la plaque est sortie de la cuve. 
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Le front de solvant est marqué avec un crayon à papier dès la sortie de la plaque, et 

celle-ci est séchée. Les taches sont observées et photographiées à la lumière visible ou sous 

ultraviolets (254 et 366 nm). Elles peuvent être révélées par pulvérisation d’un réactif 

approprié (Wagner et al.,  1984 ; Wagner et Bladt, 2001), puis photographiées. 

Le rapport frontal ou facteur de rétention (Rf) caractérise la position de chaque tache 

(cf. figure 17-B, revue bibliographique II – 2 – 2 – 1., page 63).  

 
III – 3 – 7 – 1 – 2. Méthodes de révélation 

Conformément à leurs caractéristiques optiques, les substances séparées sont mises en 

évidence dans le domaine de la lumière visible ou en lumière ultraviolette.                            

La mise en évidence des composés peut également se faire après coloration (révélation)    

avec un réactif approprié sous forme de pulvérisation ("spray").  

Les spots sont révélés par leur coloration propre, sous lumière UV à 366 nm ou           

à 254 nm (produits fluorescents lorsqu’ils sont excités à cette longueur d'onde) ou encore par 

pulvérisation ("sprayage") d'un réactif approprié (Wagner et al., 1984 ; Wagner et Bladt, 

2001) qui va donner des taches colorées.  

 

III – 3 – 7 – 2. Mise en évidence de quelques métabolites secondaires 

L’étude consiste à caractériser les grands groupes de composés chimiques que 

contiennent les extraits de plantes. Ces classes de métabolites sont, en général, mises en 

évidence par des réactions caractéristiques, en présence de réactifs « spécifiques »      

(Wagner et al., 1984 ; Wagner et Bladt, 2001). 

Cette étude a été réalisée à partir des méthodes classiques utilisées en chimie des 

substances naturelles pour la recherche des métabolites secondaires tels que : les stérols et 

terpènes, les saponosides, les alcaloïdes, les quinones, les polyphénols, les flavonoïdes,        

les tanins, les anthocyanes et les glycosides cardiaques.  

La mise en évidence des grands groupes chimiques a été réalisée par les réactions en 

tubes basées sur des réactions différentielles de coloration, de précipitation et d’apparition de 

mousse, dont les intensités permettent en outre d'avoir une idée sur la concentration en 

principes actifs. Elles sont adaptées pour des constituants présents en quantité importante et 

servant de marqueur ou de traceur. Des essais témoins sont réalisés avec des composés 

connus. 
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Par la suite, des tests de révélation sur des chromatogrammes de chromatographie sur 

couche mince (CCM) sont effectués pour confirmer la détection rapide des groupes 

chimiques, qui satisfont ces critères, par les réactions en tube qui n’ont qu’une valeur 

indicative. Pour valider le résultat de la révélation, un principe actif donnant une réaction 

positive (témoin) est déposé sur la même plaque CCM.  

 
III – 3 – 7 – 2 – 1. Mise en évidence des alcaloïdes 

� Tests en tubes 

La méthode la plus générale pour mettre en évidence les alcaloïdes consiste à les 

précipiter par les « réactifs généraux des alcaloïdes ». Ces réactions générales de précipitation 

sont fondées sur la capacité qu’ont les alcaloïdes à former des complexes insolubles 

(précipités) avec des métaux lourds (bismuth, mercure, platine, tungstène), et/ou des 

métalloïdes (iode,  iodure …) sous forme de sels lourds.  

Trois réactifs sont en général utilisés pour mettre en évidence la présence d’alcaloïdes. 

Ce sont le réactif de Bouchardât (AcOH iodo-ioduré), le réactif de Dragendorff 

(iodobismuthate de potassium) et le réactif de Valser-Mayer (mercuri-iodure de potassium). 

Dans cette étude, la mise en évidence des alcaloïdes s’est faite par les réactifs de 

Bouchardât et de Dragendorff. Pour ce faire, 0,5 g d’extrait sont dissouts dans 10 ml d’alcool 

à 60° ; les alcaloïdes étant solubles dans l’alcool. Dans 2 tubes à essai, 8 ml de la solution 

alcoolique ainsi obtenue sont repartis et soumis aux deux tests ci-après. 

 
� Mise en évidence par le réactif de Bouchardât.  

Ce réactif est composé essentiellement de solution iodo-ioduré. Dans le 1er tube à essai 

contenant 4 ml de la solution à étudier, 2 gouttes du réactif de Bouchardât sont ajoutées. 

L’apparition d’un précipité ou d’une coloration brun-rougeâtre montre une réaction positive, 

c'est-à-dire la présence des alcaloïdes. 

� Mise en évidence par le réactif de Dragendorff.  

Ce réactif est composé de l’iodobismuthate de potassium. Dans le 2ème tube à essai 

contenant 4 ml de la solution à étudier, 2 gouttes de réactif de Dragendorff sont ajoutées. 

L’apparition d’un précipité ou d’une coloration orangée indique la présence d’alcaloïdes. 

Dans ces deux tests, un essai témoin est réalisé avec de la quinine. 
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� Révélation des chromatogrammes sur couche mince 

Deux tests fondés sur la capacité qu’ont les alcaloïdes à se combiner avec les métaux 

lourds ou avec l’iode ont été effectués. 

 
� Test de Dragendorff 

Après migration, les spots sont pulvérisés avec le réactif de Dragendorff 

(iodobismuthate de potassium). Ce réactif est préparé à partir de deux solutions A et B.        

La solution A est obtenue en dissolvant 1,7 g de sous-nitrate de bismuth et 20 g d’acide 

tartrique dans 80 ml d’eau. La solution B s’obtient par dissolution de 16 g d’iodure de 

potassium dans 40 ml d’eau. 

Au moment de l’emploi, 2,5 ml de la solution A et un même volume de la solution B 

sont mélangés, puis 10 g d’acide tartrique et 50 ml d’eau y sont ajoutés. La solution obtenue 

est ensuite pulvérisée. 

L’apparition en lumière visible de taches oranges témoigne de la présence 

d’alcaloïdes. 

Un essai témoin est effectué avec la réserpine. 

 
� Test d’iodoplatinate 

La révélation s’effectue avec le réactif d’iodoplatinate de potassium. 

Pour préparer ce réactif, dissoudre 0,25 g de tétrachlorure de platine (PtC14) et 5 g 

d’iodure de potassium (KI) dans 100 ml d’eau, puis ajouter prudemment 5 ml d’acide 

chlorhydrique concentré. 

Après pulvérisation du réactif, l’apparition d’une coloration bleue à violette marque la 

présence d’alcaloïdes. 

Le témoin utilisé dans ce test est le diphenyldramine.  

 
III – 3 – 7 – 2 – 2. Mise en évidence des flavonoïdes 

� Tests en tubes 

Les flavonoïdes sont caractérisés par la réaction à la cyanidine. Le principe est basé 

sur le fait que les hétérosides flavoniques en solution alcoolique et en présence d’hydrogène 

naissant donnent des dérivés diversement colorés en fonction de la structure chimique des 

flavonoïdes. Ainsi, les flavones donnent une coloration orange, les flavonols donnent une 

coloration rouge et les flavonones donnent une coloration rouge-orangée. 
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Pour la mise en évidence des flavonoïdes, 5 ml d’alcool chlorhydrique 2 fois dilués 

sont ajoutés, dans un tube à essai, à 10 mg d’extrait. Le tout est porté au bain-marie à 65 °C 

pendant 15 min, puis filtré à chaud. 2 à 3 copeaux (rognure) de magnésium sont ajoutés au 

filtrat alcoolique. L’addition de 3 gouttes d’alcool isoamyl fait apparaître une coloration 

rouge-orangée ou violacée qui se développe lentement en présence de flavonoïdes. 

La coloration est comparée à celle du quercétol standard (0,05 mg/ml) traité avec la 

même quantité de réactif. 

 
� Révélation des chromatogrammes sur couche mince 

La mise en évidence des flavonoïdes se fait après pulvérisation avec le réactif de NEU 

(2-aminoéthyl-diphénylborate), NP/PEG (Natural Products-Polyethylene Glycol) ou 

NST/PEG (Naturstoff-Polyethylenglykol). 

Ce réactif est préparé à partir de deux solutions : une solution méthanolique de 

diphénylboryloxy-éthylamine (NST, solution I) et une solution éthanolique de polyéthylène 

glycol à 5 % (PEG, solution II). Pour préparer ces deux solutions, on dissout 1,5 g de 

diphenylboryloxyéthylamine et 2,5 g de polyéthylène glycol, respectivement dans 50 ml de 

méthanol et 50 ml d’éthanol. Les deux solutions sont conservées à 4 °C.   

La réaction est positive lorsqu’on observe une fluorescence en UV à 365 nm après 

pulvérisation des deux réactifs. 

Le test se déroule suivant les étapes ci-après : 

- le chromatogramme est chauffé pendant 10 minutes à 80 °C, puis il est laissé se 

refroidir ; 

- la solution I est ensuite pulvérisée sur ce chromatogramme ; 

- après séchage, les taches sont visualisées à la lumière UV (365 nm) et, 15 minutes 

après, la solution II est pulvérisée sur le chromatogramme. 

Une fois les deux solutions pulvérisées, d’intenses fluorescences se produisent, 

immédiatement ou après 15 minutes, à la lumière UV (365 nm). La solution II (PEG) permet 

d’augmenter l’intensité de la fluorescence. 

Les flavonoïdes apparaissent sous forme de taches fluorescentes oranges, rouges, 

jaunes, bleues ou vertes (Wagner et Bladt, 2001). 

Le témoin utilisé est la rutine.  
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III – 3 – 7 – 2 – 3. Mise en évidence des tanins 

� Tests en tubes 

La réaction de Stiasny au formol chlorhydrique permet de distinguer les tanins 

catéchiques (par précipitation) des tanins galliques (par saturation à l’acétate de sodium). 

A 10 mg d’extrait, on ajoute 10 ml de réactif de Stiasny (formol 30 % - HCl 

concentré,  2 : 1 v/v). Le mélange est porté au Bain Marie à 80 °C pendant 30 minutes, puis 

refroidi sous un courant d’eau. L’observation de précipités en gros flocons brun-clairs 

témoigne de la présence de tanins condensés ou tanins catéchiques.  

La catéchine sert de témoin. 

 
Après filtration de la solution précédente pour enlever les flocons, le filtrat recueilli est 

saturé avec de l’acétate de sodium. L’addition de 3 gouttes de chlorure ferrique 2 % fait 

apparaître une coloration bleu-noire intense prouvant la présence de tanins hydrosolubles ou 

de tanins galliques non précipités par le réactif de Stiasny.  

Un essai témoin est réalisé avec l’acide gallique. 

 
� Révélation des chromatogrammes sur couche mince 

La mise en évidence de tanin catéchique ou tanin condensé est réalisée par 

pulvérisation du réactif à l’anisaldéhyde sulfurique. 

Ce réactif est préparé comme suit : 

- 0,5 ml d’anisaldéhyde (4-méthoxybenzaldéhyde) sont mélangés avec 10 ml d’acide 

acétique glacial ; 

- 85 ml de méthanol sont ajoutés à la solution précédente puis mélangés ; 

- enfin, 5 ml d’acide sulfurique concentré sont ajoutés au mélange. 

La solution ainsi obtenue est homogénéisée et conservée à 4 °C pendant toute la durée 

d’utilisation.  

Pour le test, environ 10 ml de la solution sont pulvérisés sur le chromatogramme,   

puis celui-ci est chauffé à 100 °C pendant 10 minutes.  

 Les taches sont observées en comparant leurs colorations à celle du témoin :              

la catéchine (rouge-orangée). 

 
 
 
 
 



 

 

 

- 110 - 

Thèse de Doctorat d’Etat ès Sciences  ABO  K.  Jean Claude 

III – 3 – 7 – 2 – 4. Mise en évidence des polyphénols 

� Tests en tubes 

Les polyphénols ont la capacité de former des chélates colorés avec des sels de métaux 

lourds. Ils sont caractérisés par la réaction au chlorure ferrique. L’appréciation de la 

coloration met en évidence la formation de complexe avec l’ion ferrique.  

Pour la mise en évidence des polyphénols, à 200 mg d’extrait, dans un tube à essai, 

sont ajoutés un mélange de 2 ml d’eau distillée et 6 ml d’acétone. Ce mélange, placé au bain-

marie (60 °C maximum) pendant 5 minutes, est agité de temps en temps, puis filtré à la fin de 

cette période. Au filtrat sont ajoutées 2 gouttes de solution alcoolique de chlorure ferrique    

10 %. L’apparition d’un précipité vert-noirâtre intense indique la présence de composés 

polyphénoliques.  

Un essai témoin est réalisé avec une solution alcoolique d’acide gallique. 

 
� Révélation des chromatogrammes sur couche mince 

Le Fast Blue Salt B (3,3’-diméthoxy-biphenyl-4,4’-bis (diazonium-dichloride)) est un 

réactif utilisé dans la mise en évidence des composés phénoliques. C’est une solution à 0,5 %. 

Il est préparé en dissolvant 0,5 g de Fast Blue Salt B (FBS B)  dans 100 ml d’eau distillée, 

suivi d’une agitation jusqu’à dissolution totale. La solution est conservée au réfrigérateur. 

Pour chaque test, 5 à 8 ml de la solution de Fast Blue Salt B sont pulvérisés sur le 

chromatogramme. Ce dernier est séché puis observé dans le visible.  

Le test est positif lorsqu’on observe une coloration rouge.  

Le témoin utilisé est le thymol. 

 
III – 3 – 7 – 2 – 5. Mise en évidence des saponosides 

� Tests en tubes 

La mise en évidence des saponosides est basée sur leur pouvoir aphrogène, c'est-à-dire 

la possibilité qu’ont leurs solutions aqueuses de mousser par agitation. La caractérisation des 

saponosides repose ainsi sur leur propriété physique qui est que les solutions aqueuses qui les 

contiennent moussent après agitation. 

Pour la mise en évidence des saponosides, 1 g de l’extrait est dissout dans 100 ml 

d’eau distillée puis 10 ml de cette solution aqueuse sont mis dans un tube à essai. Celui-ci est 

ensuite bouché avec le pouce et agité vigoureusement, en position verticale, pendant environ 

15 secondes et laissé au repos pendant 15 minutes. La persistance d’une mousse résiduelle 
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d’une hauteur supérieure à 1 cm indique la présence des saponosides. On appelle « indice de 

mousse » l’inverse de la dilution correspondant à ce tube. 

Exemple  de calcul : on utilise un extrait dilué à 1 %, soit 1 g/100 ml. 

Si un tube contenant 1,5 ml de cet extrait à 1 % et 8,5 ml d’eau à une hauteur de 

mousse de 1 cm après agitation, les 1,5 ml de ce tube contiennent :  

 

         1/100 x 1,5/10 = 0,0015 g d’extrait contenu dans 10 ml ;  

concentration            dilution 

initiale                   dans le tube  

c'est-à-dire une dilution finale à 0,0015/10. L’indice de mousse est l’inverse de cette dilution, 

soit : 

 Indice de mousse = 10/0,0015 = 667 

 
� Révélation des chromatogrammes sur couche mince 

La mise en évidence des saponosides est réalisée par pulvérisation du réactif à la 

vanilline sulfurique. Environ 10 ml de cette solution sont pulvérisés sur le chromatogramme, 

puis celui-ci est chauffé à 100 °C pendant 10 minutes. Ce chromatogramme peut-être examiné 

à la lumière UV (365 nm). 

 Les taches sont observées en comparant leurs colorations à celle du témoin : l’easine 

(rose violette). 

 
III – 3 – 7 – 2 – 6. Mise en évidence des composés quinoniques 

� Tests en tubes 

La mise en évidence des composés quinoniques se fait par la réaction de Borntraeger. 

Cette réaction est fondée sur le fait que les quinones donnent, sous l’action de lessive alcaline 

ajoutée en faible quantité (ammoniaque, soude, eau de chaux), une coloration rouge cerise. 

Deux (2) ml de la solution à étudier sont évaporés à sec. Le résidu est trituré dans 5 ml 

d’acide chlorhydrique à 1/5 puis, dans un tube à essai. La solution est portée au bain-marie 

bouillant à 95 °C pendant 3 minutes. Après un temps de refroidissement sous un écoulement 

d’eau froide, l’hydrolysat est extrait par 20 ml de chloroforme. Cette phase chloroformique 

est recueillie dans un tube à essai et 0,5 ml d’ammoniaque (1/2) y est ajouté.         

L’apparition d’une coloration allant du rouge au violet caractérise la présence de composés 

quinoniques. 

Un test témoin est réalisé avec de la vitamine E. 
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� Révélation des chromatogrammes sur couche mince 

La mise en évidence des anthraquinones et anthrones est réalisée par pulvérisation du 

réactif à l’hydroxyde de potassium composé d’une solution éthanolique (5 à 10 %) 

d’hydroxyde de potassium. 

Le chromatogramme est révélé par vaporisation de 10 ml de cette solution de potasse 

éthanolique. Celui-ci est observé sous lumière UV à 365 nm. Les taches rouges qui 

apparaissent caractérisent les anthraquinones et celles, jaunes, les anthrones. 

Un test témoin est réalisé avec la rhéine. 

 
III – 3 – 7 – 2 – 7. Mise en évidence des stérols et polyterpènes 

� Tests en tubes 

Les terpènes et les stérols sont caractérisés par la réaction de Liebermann-Burchard. 

Ils sont mis en évidence par une coloration mauve (violet pâle) virant au vert, du fait de la 

transformation de ces composés chromogènes en composés colorés par l’acide sulfurique. 

Pour la mise en évidence des terpènes et des stérols, 0,2 g d’extrait sont mis à macérer 

dans 5 ml d’éther éthylique pendant 30 minutes. Le macéré obtenu est filtré et évaporé à sec. 

Le résidu est dissout à chaud dans 1 ml d’anhydride acétique et recueilli dans un tube à essai. 

0,5 ml d’acide sulfurique concentré est coulé le long de la paroi du tube à essai. La présence 

des stérols et polyterpènes est caractérisée par l’apparition, à l’interphase, d’un anneau 

pourpre ou violet, virant au bleu puis au vert. 

Un essai témoin est réalisé avec une solution chloroformique de cholestérol.  

 
� Révélation des chromatogrammes sur couche mince 

Le réactif de Liebermann Burchard permet la mise en évidence des triterpènes de 

types oléanane, ursane, lupane ainsi que les stéroïdes. 

Trois solvants sont utilisés dans la préparation du réactif et la réalisation de ce test.     

Il s’agit de l’éthanol, de l’anhydride acétique et de l’acide sulfurique. Pour réaliser ce test,     

on prépare une première solution composée d’un mélange à volume égal (5 ml) d’acide 

sulfurique et d’anhydride acétique. A cette solution, on rajoute 50 ml d’éthanol absolu.         

La préparation est effectuée à froid dans de la glace.  

Après pulvérisation, la plaque est chauffée à 100 °C pendant une dizaine de minutes. 

Selon le type de composé mis en évidence, on observe des taches de colorations 

diverses à la lumière UV à 365 nm : 

- coloration rouge pour les triterpènes de type oléanane et ursane ; 
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- coloration jaune-orangée pour les triterpènes de type lupane ; 

- coloration jaune ou jaune-vert pour les stéroïdes. 

Un essai témoin est réalisé avec du sitostérol. 

 
III – 3 – 7 – 2 – 8. Mise en évidence des anthocyanes 

� Tests en tubes 

Les anthocyanes, pigments vacuolaires, sont solubles dans l’eau et leur couleur dépend 

du pH. 

Pour la mise en évidence des anthocyanes, une solution aqueuse de l’extrait est 

préparée en dissolvant 1 g de poudre de cet extrait dans 10 ml d’eau distillée. Cette solution 

est repartie dans plusieurs séries de tubes à essai (1 ml) et, dans chaque tube, 1 ml de solution 

tampon phosphate à différents pH (5 à 8) est ajouté. L’observation de variation de couleur en 

fonction du pH de la solution tamponnée ajoutée indique la présence d’anthocyanes. 

Le vin rouge (J. P. CHENET, MERLOT, France, 2009), est utilisé comme témoin. 

 
� Révélation des chromatogrammes sur couche mince 

La mise en évidence des anthocyanes par la CCM est réalisée à la suite de l’extraction 

des anthocyanidines. Pour cela, 1 g de poudre de l’extrait est introduit dans une fiole conique. 

On y ajoute 10 ml d’eau distillée. Le mélange est extrait 2 fois au n-butanol, qui extrait les 

anthocyanidines de couleur rouge. 

L’observation de la CCM effectuée à partir d’aliquote de la phase butanolique fait 

apparaitre des taches de coloration pourpre ou rouge qui indiquent la présence 

d’anthocyanidines. 

Un test témoin est réalisé avec la cyanidine. 

 
III – 3 – 7 – 2 – 9. Mise en évidence des glycosides cardiaques 

� Tests en tubes 

La mise en évidence des glycosides cardiaques est réalisée avec le réactif de Kedde 

qui est composé d’un mélange de 5 ml d’une solution éthanolique (3 %)                                 

de 3,5-dinitrobenzoique et 5 ml de NaOH 2 M. 

Pour cette mise en évidence, 1 g de poudre de l’extrait est introduit dans une fiole 

conique. On y ajoute 10 ml d’alcool à 60° et 5 ml d’une solution d’acétate de plomb à 10 %. 

Le mélange est porté au bain-marie bouillant pendant 10 min, puis refroidi et filtré sur du 

coton. Le filtrat est agité dans un tube à essai avec 10 ml de chloroforme et laissé décanter.  
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La phase chloroformique (inférieure) est récupérée dans un tube à essai et évaporée au     

bain-marie bouillant jusqu’à obtention d’un résidu sec qui est par la suite repris dans 0,4 ml 

d’isopropranol. A la solution obtenue, 1 ml de réactif de Kedde est ajouté, puis 2 gouttes de 

potasse.  

La réaction donne une coloration rose ou violette en présence de glycosides 

cardiaques. Cette réaction colorée est due à la présence du cycle lactonique pentagonal 

insaturée des cardénolides. 

Un essai témoin est réalisé avec la digoxine. 

 
� Révélation des chromatogrammes sur couche mince 

La mise en évidence des glycosides cardiaques par la CCM est réalisée par 

pulvérisation du réactif de Kedde. 

Le chromatogramme est révélé par vaporisation de 5 à 8 ml du réactif de Kedde 

fraichement préparé. L’observation de la CCM fait apparaitre des taches roses ou violettes qui 

indiquent la présence de glycosides cardiaques. 

Un test témoin est réalisé avec la k-strophanthine. 

 

III – 3 – 7 – 3. Mise en évidence par le DPPH de composés antioxydants  

 (test antiradicalaire sur le DPPH) 

Pour détecter l’activité antiradicalaire, le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH)     

est utilisé. Le DPPH est un radical stable, de coloration violette en solution. Il présente un 

maximum d’absorption caractéristique à 517 nm. Le protocole appliqué repose sur la 

disparition de ce maximum d’absorption lorsque le DPPH est réduit par un composé à 

propriété antiradicalaire, entraînant ainsi une décoloration (Cuendet et al., 1997).   

Le test est effectué sur plaque CCM, spotée avec 100 µg d’extrait, développée et 

séchée.  

Une solution méthanolique de DPPH à 2 mg/ml est vaporisée sur la plaque CCM, 

faisant apparaître une coloration violette sur toute la plaque. Après un temps de réaction 

optimal de    30 minutes, les composés à propriété antioxydante (antiradicalaire) sont localisés 

par l’apparition de zones jaune-blanches (taches décolorées) sur fond violet.  

La quercétine (1 µg), un antioxydant de synthèse, très active, est utilisée comme 

témoin. 
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III – 3 – 8. Purification de l’extrait brut : sépar ation et identification des composés 

III – 3 – 8 – 1. Extraction liquide-liquide (LLE) de l’extrait aqueux brut  

 de Justicia secunda 

Dix (10) grammes d’extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse) sont dissouts dans 

500 ml d’eau distillée. 500 ml de chloroforme (CHCl3) sont ajoutés à cette solution aqueuse et 

le mélange est agité vigoureusement et mis à décanter dans une ampoule à décanter.             

La phase chloroforme (inférieure) est récupérée et évaporée. Cette opération est reprise deux 

autres fois avec la phase aqueuse.   

500 ml d’acétate d’éthyle (AcOEt) sont ensuite ajoutés à la phase aqueuse.                

Le mélange est agité vigoureusement et mis à décanter dans une ampoule à décanter.        

Cette opération est répétée trois fois. Les phases eau (inférieure) et acétate d’éthyle 

(supérieure) sont récupérées et évaporées. 

La figure 31 représente le schéma de l’extraction liquide-liquide de AJse. 

 

III – 3 – 8 – 2. Méthodes chromatographiques 

III – 3 – 8 – 2 – 1. Chromatographie sur couche mince  

Idem à III – 3 – 7 – 1 (matériel et méthodes, page 104). 

 
III – 3 – 8 – 2 – 2. Chromatographie liquide à moyenne pression (MPLC) 

Le système utilisé pour la Chromatographie liquide à moyenne pression (MPLC, Medium 

Pressure Liquid Chromatography) (figure 32) est constitué d’une pompe Büchi 684 (Büchi 

Labortechnik AG, Flawil, Suisse), d’un collecteur de fraction de type ISCO Retriever II® 

(Büchi Labortechnik AG, Flawil, Suisse), d’un détecteur à longueur d’onde fixe Büchi 683 

(UV Detector Knauer 2001, Berlin, Allemagne), d’un enregistreur Pharmacia LKB 2210 

(Bromma, Suède) et d’une colonne de verre à gaine plastique (4 x 45 cm) surmontée d’une 

pré-colonne de verre à gaine métallique (2 x 4 cm). 

La colonne est remplie de phase inverse LiChroprep RP-18 (40-63 µm, Merck KGaA, 

Darmstadt, Allemagne) suspendue dans l’éluant (H2O-CH3OH 5 %) et stabilisée pendant 

quelques heures. L’échantillon (2,5 g), absorbé de phase stationnaire (LiChroprep RP-18)   

sur 3 fois sa masse, est introduit dans une colonne sèche (3 x 10 cm) et complété avec du 

sable de Fontainebleau pour remplir le volume mort. Cette colonne est ensuite raccordée au 

système à moyenne pression, juste avant la pré-colonne. 
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10 g AJse 
+ 
500 ml H2O distillée 

 

      Dissolution 

 

500 ml AJse aqueux 

+ 500 ml CHCl3 (3 fois) 

                        
 

 

   Phase H2O 

   + 500 ml AcOEt (3 fois) 

                             
 

 

 

 

 

 

Figure 31 : extraction liquide-liquide de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse) 

 

- AJse  : extrait aqueux brut de Justicia secunda M. Vahl (Acanthaceae) 

- Phase CHCl3 : phase chloroformique 

- Phase AcOEt : phase acétatique 

- Phase H2O : phase aqueuse   

  

 

Phase H2O 

 

Phase CHCl3 

 

Phase AcOEt 
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Figure 32 : photographie du dispositif pour chromatographie liquide 

 à moyenne pression (MPLC) 

(D’après Laboratoire de Pharmacognosie et Phytochimie, Université de Genève, 2008) 

 

1 - Solvant (phase mobile) 

2 - Pompe 

3 - Colonne sèche 

4 - Pré-colonne 

5 - Colonne 

6 - Détecteur 

7 - Enregistreur 

8 - Collecteur de fractions 

9 - Tubes collecteurs 
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L’éluant utilisé pour cette chromatographie est un mélange binaire méthanol-eau 

(CH3OH-H2O) + 0,1 % d’acide formique (CH2O2, Fluka, Allemagne). Le gradient de la phase 

mobile varie de 5 % à 100 % CH3OH et le changement de phase mobile en cours d’analyse 

s’effectue manuellement (« gradient par palier », step gradient). La pression de travail est 

comprise entre 15 et 20 bars et le débit est de 20 ml/min. 

Des fractions de 140 ml sont collectées à l’aide du collecteur automatique.                 

La détection est effectuée à 254 nm. 

Le suivi de la séparation et le rassemblement des fractions ont été effectués sur la base 

d’analyse par CCM ou par HPLC avant d’éliminer les solvants à l’évaporateur rotatif     

(Büchi Rotavapor®, Büchi Labortechnik AG, Flawil, Suisse). 

 
III – 3 – 8 – 2 – 3. Chromatographie sur colonne ouverte (CC) 

La colonne ouverte (cf. figure 9-A, revue bibliographique II – 2 – 1 – 2 – 3., page 50)      

utilisée lors de la chromatographie sur colonne (CC, Column Chromatography) est effectuée 

avec une phase stationnaire de gel de Silice 60 (0,06-0,200 mm, Merck).                           

Cette phase stationnaire est introduite dans la colonne (2,5 x 40 cm), mélangée à la phase 

mobile (H2O-CH3OH 5 %) et laissée stabiliser. 

L’échantillon (10 mg), absorbé au préalable avec du gel de Silice sur 3 fois sa masse, 

est déposé sur le Silica gel 60 dans la colonne, recouvert d’une fine couche de solvant.         

Le tout est protégé avec une couche de sable de Fontainebleau.  

L’éluant utilisé pour cette chromatographie est H2O-CH3OH + 0,1 %  d’acide 

formique (Fluka, Allemagne). Le gradient de la phase mobile varie de 5 % à 100 % CH3OH. 

Le débit est de 2,5 ml/min. Des fractions de 20 ml sont récupérées dans des tubes à essai 

disposés sur un collecteur de fraction Büchi B-683 (ISCO Retriever II®, Büchi Labortechnik 

AG, Flawil, Suisse). 

Le suivi des séparations, ainsi que le rassemblement final des fractions sont effectués 

sur la base d’analyses HPLC ou CCM avant d’éliminer les solvants à l’évaporateur rotatif 

(Büchi Rotavapor®, Büchi Labortechnik AG, Flawil, Suisse). 

 
III – 3 – 8 – 2 – 4. Chromatographie liquide à haute performance (HPLC) analytique     

La chromatographie liquide à haute performance (HPLC, High Performance Liquid 

Chromatography) est couplée à la spectrophotométrie ultraviolet/visible (HPLC/DAD-UV). 

Les analyses HPLC sont réalisées avec un système intégré HP (Hewlett-Packard, Palo Alto, 

CA, USA) 1090 série II, composé d’une pompe, d’un injecteur automatique et d’un détecteur 
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à réseau de diode (DAD, Diode Array Detector) série 1090 pour l’enregistrement des spectres 

UV/Visible. Cet ensemble est contrôlé par une station Vectra 486/66XM munie d’un 

programme informatique HPChemstation (figure 33).  

Les injections des échantillons (10 µg) sont effectuées par un injecteur automatique 

intégré. Les temps d’analyses sont compris entre 30 et 60 min, et la pression est d’environ  

100 à 150 bars. 

Pour les analyses, une colonne en phase inverse Symmetry C 18 (5 µm ; 150 x 3,9 mm 

d.i., eau), précédée d’une pré-colonne, est utilisée. La phase mobile est un mélange binaire 

méthanol-eau (CH3OH-H2O) contenant 0,1 % d’acide formique (Fluka, Allemagne),               

à un débit de 1 ml/min. 

Le solvant est élué en mode gradient (phase mobile de composition variable en cours 

d’analyse). Le gradient d’élution est le suivant : 

 
 Temps (min) % CH3OH 

1 0,00     à  3,00 2,0 

2 3,00     à  33,00 50,0 

3 33,00   à  38,00 100,0 

4 38,00   à  43,00 100,0 

5 43,00   à  43,10 2,0 

6 43,10   à  50,00 2,0 

 
 

III – 3 – 8 – 2 – 5. Chromatographie liquide à haute pression semi-préparative  

       (HPLC semi-préparative) 

Dans le présent travail, la HPLC semi-préparative est utilisée pour purifier et séparer 

les fractions précédemment obtenues par MPLC ou par CC. 

Les séparations par chromatographie semi-préparative sont réalisées sur un appareil 

muni d’un détecteur UV LKB 2151 (Bromma, Suède), d’un injecteur 7125 (Rheodyne), d’une 

pompe à 2 voies Shimadzu LC-8A (Shimadzu, Kyoto, Japan) et d’un enregistreur LKB 2210 

(Bromma, Suède). L’ensemble du dispositif (figure 34) est contrôlé par le programme 

HPChemstation. 

Pour ces analyses HPLC semi-préparatives, une colonne à compression radiale 

µBondapak® (phase inverse) de dimension 100 x 25 mm d.i., granulométrie 10 µm           

(eau, Milford, MA, USA), précédée d’une pré-colonne, est utilisée.  
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Figure 33 : photographie du dispositif pour chromatographie liquide 

 à haute performance (HPLC) analytique 

(D’après Laboratoire de Pharmacognosie et Phytochimie, Université de Genève, 2009) 

 

1 - Réservoirs de solvants 

2 - Système de dégazage 

3 - Système de pompes 

4 - Système d’injection 

5 - Détecteur 

6 - Pré-colonne 

7 - Colonne 

8 - Ordinateur 
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Figure 34 : photographie du dispositif pour chromatographie liquide à haute pression 

           semi-préparative (HPLC semi-préparative) 

(D’après Laboratoire de Pharmacognosie et Phytochimie, Université de Genève, 2009) 

 

1 - Réservoirs de solvants 

2 et 3 - Pompes 

4 - Dégazeur 

5 - Pré-colonne 

6 - Colonne 

7 - Chambre d’injection  

8 - Détecteur  

9 - Enregistreur  

10 - Collecteur de fractions 

11 - Ordinateur 
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Un système de solvant méthanol-eau (CH3OH-H2O), acidifié (+ 0,1 % d’acide 

formique), est utilisé comme phase mobile, en mode isocratique ou gradient, avec détection à 

254 nm. Le débit est de 20 ml/min. Les gradients, variables en fonction de l’extrait injecté  

(20 µg), sont indiqués en dessous des chromatogrammes correspondants.  

La collecte des fractions est réalisée manuellement. 

 

III – 3 – 8 – 3. Méthodes d’identification 

Une fois les composés purifiés, il est nécessaire de les identifier.  

Les composés purifiés sont identifiés grâce à la spectrométrie de masse (MS)              

et à la spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN).  

 
III – 3 – 8 – 3 – 1. Chromatographie liquide ultra-performante couplée à la  

       spectrométrie de masse (UPLC/ESI/TOF-MS) 

Dans cette étude, le système de la chromatographie liquide ultra-performante    

(UPLC, Ultra Performance Liquid Chromatography) est couplé à la spectrométrie de masse 

(MS, Mass Spectrometry) (figure 35). Les extraits analysés par cette technique sont 

préalablement purifiés. 

Ces analyses UPLC/ESI/TOF-MS ont été menées sur l’appareillage constitué des 

éléments suivants : 

• un système UPLC (UPLC®, Waters, Milford, USA), composé des mêmes éléments 

qu’un système HPLC (cf. III – 3 – 8 – 2 – 4., page 118), ayant le même principe de 

fonctionnement que ce dernier, mais améliore la séparation et la résolution des pics 

chromatographiques ; 

• un analyseur de masse de type temps de vol (TOF, Time Of Flight)                      

(LCT Premier, Micromass®, Waters) connecté à la sortie du détecteur DAD par une interface 

de type electrospray ou ionisation par electrospray (ESI, ElectroSpray Ionization) ; 

• un spectromètre de masse à analyseurs quadripolaires TSQ (Triple Stage 

Quadrupole) 700 Finnigan MAT (Thermo Electron Corporation, Waltham, MA, USA). 

Pour  les analyses, les solutions d’échantillons (20 µg/ml dans CH3OH-H2O 85 : 15 

v/v) sont injectées en quantité de 5 µl. La colonne employée (Acquity UPLC® BEH) possède 

les caractéristiques suivantes : dimensions 50,0 x 1,0 mm d.i. ; phase stationnaire C18 ; 

diamètre des particules 1,7 µm ; température 35 ºC.  
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Figure 35 : photographies du dispositif pour chromatographie liquide ultra-performante 

        ultra-performante couplée à la spectrométrie de masse (UPLC/ESI/TOF-MS) 

(D’après Laboratoire de Pharmacognosie et Phytochimie, Université de Genève, 2009) 

 

1 - Réservoirs de solvants 

2 - UPLC 

3 - MS 

4 - Colonne 

5 - Ordinateur 
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Le système de solvants employés est CH3CN-H2O + 0.1 % d’acide formique, à un 

débit de 0,3 ml/min. Le gradient utilisé est le suivant :  

 Temps (min) % CH3CN 

1 0,00      à  0,22 5,0 

2 0,22      à  3,50 95,0 

3 3,50  à  3,60 100,0 

4 3,60  à  5,00 100,0 

5 5,00  à  5,10 5,0 

6 5,10  à  6,00 5,0 

 

L’analyseur de masse de type temps de vol (TOF) est connecté à la sortie du détecteur 

DAD par une interface de type électrospray ou ionisation par électrospray (ESI).       

L’analyse par spectrométrie de masse à haute résolution permet, grâce à un couplage entre 

l’ESI et un analyseur TOF, de déterminer la masse avec quatre chiffres après la virgule et la 

formule brute du composé. Les analyses sont réalisées dans les conditions suivantes : mode 

négatif ; voltage du capillaire, 2800 V ; voltage du cône, 40 V ; voltage de l’ouverture « 1 », 

15 V ; température de désolvatation, 250 ºC ; température de la source, 120 ºC ; voltage du    

« multiple channel plate » (MCP), 2650 V. La masse de référence est donnée pour une 

solution de Leucine Enkephaline (Sigma) synthétique, dessiquée à 5 µg/ml dans CH3CN-H2O 

(1 : 1 v/v). 

Cette solution est infusée au moyen d’une deuxième pompe (LC-10AD VP 

Shimadzu®) avec un débit de 30 µl/min et une fréquence de 1/4 scans. En mode normal,       

la masse de référence est la Leucine Enképhaline 213C [M-H]- à m/z 556.2672. Pour éviter un 

déplacement des signaux de trop forte intensité, ceux-ci sont référencés par rapport à la 

Leucine Enkephaline [M-H]- (m/z 554.2615). 

Les spectres de masse obtenus en mode d’ionisation par impact électronique (EI)       

et D/IC sont enregistrés avec un spectromètre de masse à analyseurs quadripolaires TSQ 700 

Finnigan MAT (Thermo Electron Corporation, Waltham, MA, USA). 

 
III – 3 – 8 – 3 – 2. Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN) 

Les mesures de RMN sont effectuées sur spectromètre à impulsions UNITY Inova 500 

de Varian (Palo Alto, CA, USA), piloté par le logiciel Solaris VNMR du même fabriquant, 

installé sur une station de travail Sun (figure 36). 
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Figure 36 : photographie d’une station de travail Sun pour la spectrométrie de 

     résonance magnétique nucléaire (RMN) 

(D’après Laboratoire de Pharmacognosie et Phytochimie, Université de Genève, 2008) 
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Les spectres RMN 1H et 13C sont enregistrés sur un appareil VRX-200 (Varian)           

à 200 MHz. Le standard interne est le tétraméthylsilane (TMS) et les valeurs de déplacements 

chimiques δ [ppm] sont exprimées par rapport au signal du TMS. Le solvant deutéré utilisé 

pour la préparation des échantillons est le diméthylsulfoxyde hexadeutéré (DMSO-d6). 

Le solvant deutéré utilisé pour les mesures RMN est le DMSO-d6 (Dr Glaser SA).    

La température de travail est fixée à 30 °C. 

Les spectres RMN 1H sont enregistrés à une radiofréquence de 499,87 MHz et les 

spectres RMN 13C à 125,70 MHz. Des mesures complémentaires, dites « bidimensionnelles », 

sont souvent nécessaires pour mettre en évidence des corrélations homo- et hétéronucléaires 

entre les atomes de carbone et d’hydrogène au sein des molécules analysées. Il s’agit des 

expériences suivantes, réalisées grâce à des programmes de séquences d’impulsions fournis 

par Varian pour le spectromètre cité plus haut : gHMBC (Gradient Heteronuclear Multiple 

Bond Coherence), gHSQC (Gradient Heteronuclear Single Quantum Coherence), gdqfCOSY 

(Gradient Double Quantum Filtered COrrelation SpectroscopY), DEPT (Distorsionless 

Enhancement by Polarization Transfer), gHSQCTOCSY (Gradient Heteronuclear Single 

Quantum Coherence TOtal Correlation SpectroscopY). 

 

 

III – 4. Solutions physiologiques et substances chimiques et pharmacologiques utilisées  

III – 4 – 1. Solutions physiologiques 

Le Mac Ewen est la solution physiologique de référence utilisée au cours des 

expérimentations "in vivo" sur les Mammifères et pour maintenir en survie leurs organes 

isolés ("in vitro"). Il est préparé à partir de solutions ioniques mères. Ces solutions mères sont 

issues de dilutions, dans de l’eau distillée, de produits chimiques cristallisés. 

Le tableau IV donne la composition et les concentrations des solutions ioniques mères 

utilisées dans la préparation de la solution physiologique de type Mac Ewen. 

Les solutions physiologiques de compositions ioniques modifiées sont préparées 

comme la solution de Mac Ewen mais en modifiant, au cours de leur préparation, dans la 

proportion indiquée, la concentration de l’ion concerné. 

Le tableau V ci-dessous donne la composition de la solution physiologique de type 

Mac Ewen et des milieux physiologiques de compositions ioniques modifiées.  

Le pH de la solution physiologique est ajusté à 7,4 avec du HCl ou du NaOH et du 

glucose y est ajouté (2 g/l de Mac Ewen) juste avant les expérimentations. 
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Tableau IV : solutions mères utilisées dans la préparation du Mac Ewen 

 

Substance sous 
forme cristallisée 

Poids moléculaire 

(g/mol) 

Concentration 
pondérale 

(g/l) 

Concentration 
molaire 

(mmole/l) 

NaCl   58,44 80  1368,93 

KCl   74,56 20 268,24 

CaCl2 110,99 20 180,20 

H2PO4Na 156,01 15   96,15 

HCO3Na   84,01 40 476,13 

MgCl 2 203,31 10   49,19 

 

 

Tableau V : composition de la solution physiologique de type Mac Ewen et des milieux  

          physiologiques de compositions ioniques modifiées pour 1 litre de solution 

 

Substance 

en 

solution 

mère 

Mac Ewen 

de référence 

 V          C 

(ml)   (mM) 

Solutions physiologiques de compositions ioniques modifiées 

HypoCa2+ 

75 % 

C (mM) 

HyperCa2+

125 % 

C (mM) 

HypoNa+ 

90 % 

C (mM) 

HyperNa+ 

125 % 

C (mM) 

HypoK+ 

75 % 

C (mM) 

HyperK + 

125 % 

C (mM) 

NaCl 95      130,05 130 130 117 162,5 130 75,63 

KCl 21        5,63 5,63 5,63 5,63      5,63      4,23 7,04 

CaCl2 12        2,16 4,14 6,9 5,52 5,52 5,52 5,52 

H2P04Na 9,5       0,91 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 

HC03Na 25      11,90 11,90 11,90 11,90 11,90 11,90 11,90 

MgCl 2 5          0,25 0,24 0,24 0,24 0,24 0,24 0,24 

 
V  :  volume 

C  :  concentration 



 

 

 

- 128 - 

Thèse de Doctorat d’Etat ès Sciences  ABO  K.  Jean Claude 

La solution physiologique saline (NaCl 9 ‰) est également utilisée pour certaines 

dilutions. 

  

III – 4 – 2.  Substances chimiques et pharmacologiques  

Les substances chimiques et pharmacologiques utilisées sont indiquées dans le 

tableau VI. Ce sont des produits de synthèse. 

 

 

II – 5. Traitement des résultats 

II – 5 – 1. Enregistrements sur le papier enduit de noir de fumée 

Les enregistrements effectués sur le papier enduit de noir de fumée (pression artérielle 

et contractions cardiaques) sont fixés avec du vernis cellulosique. Ils sont ensuite scannés et 

traités à l’ordinateur à l’aide des logiciels ABBYY FineReader 8.0 et Paint, de façon à obtenir 

des tracés en noir sur fond blanc. 

 

II – 5 – 2. Analyses statistiques 

Le programme informatique GraphPad InStat (San Diego CA, USA) a été utilisé pour 

l’analyse statistique des résultats. Les valeurs sont données sous forme de moyenne suivie de 

l’erreur standard sur la moyenne.  

La différence entre deux valeurs a été déterminée par le test de comparaison     

Student-Newman-Keuls. Elle est considérée comme non significative (ns) pour une probabilité 

supérieure à 5 % (P > 0,05) ou significative : (*) pour P < 0,05 ; (**) pour P < 0,01 ;        

(***) pour P < 0,001. 

 

II – 5 – 3. Graphiques 

Le programme informatique GraphPad Prism 5 (San Diego CA, USA) a permis de 

tracer les graphiques. Les courbes sigmoïdes sont tracées après transformation des valeurs 

obtenues. Les valeurs de l’axe des abscisses sont transformées en logarithme décimal. 
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Tableau VI : substances chimiques et pharmacologiques util

 

Nom 
scientifique 

ou chimique 

Nom 
commerciale

 

Atropine Atropine 

Ethyle 
carbamate 

Ethyle 
carbamate 

Ethylène 
diamine tétra- 
acétique acide 

EDTA 

Héparine 
sodique 

Héparine 
choay® 

L- adrénaline Adrénaline 

Losartan  Cozaar®  

Nifédipine Nifédipine 

Prazosine  Alpress LP®

Propranolol Propranolol

Vérapamil  Vérapamil 
LP® 
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: substances chimiques et pharmacologiques utilisées 

commerciale 
Laboratoire 
d’origine et 
provenance 

Structure chimique

 

SIGMA 

(USA)  

 
MERCK 

(France)  

SIGMA 

(USA) 
 

Sanofi-aventis 

(France)  

 FLUKA 

(Allemagne)  

MSD Chibret 

(USA) 

 

 SIGMA 

(USA) 

 

® PFIZER 
(Allemagne) 

Propranolol SIGMA 

(USA) 
 

MERCK 

(France) 
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Structure chimique Usage 

Antagoniste 
cholinergique 

Anesthésique 

Chélatan du 
Ca2+ 

Anticoagulant 

Hypertenseur 

Vasoconstricteur 

Cardiotonique 

Inhibiteur des 
récepteurs à 
l'angiotensine II 

 

Inhibiteur 
calcique  

 

α1-bloquant 

Vasodilatateur 

β-bloquant 

 

Inhibiteur 
calcique 
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IV – RESULTATS  
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IV – RESULTATS 

 

 

IV 1 – Première partie : 

Etudes toxicologiques, tri phytochimique, effets pharmacologiques 

et mécanismes d’action sur l’activité cardio-vasculaire de Mammifères 

d’un extrait aqueux brut de Justicia secunda M. Vahl (Acanthaceae) 

 

La première partie de notre étude consistera à : 

� étudier d’abord la toxicité aigüe et la cytotoxicité d’un extrait aqueux brut de 

feuilles de Justicia secunda afin de déterminer les doses limites pour un usage 

pharmacologiques ; 

� vérifier ensuite les propriétés antihypertensives de cet extrait, justifiant 

l’utilisation de cette plante en médecine traditionnelle ; 

� mettre en évidence les grands groupes chimiques contenus dans l’extrait, 

probablement à l’origine des effets thérapeutiques ; 

� enfin, étudier ses effets sur le système cardio-vasculaire de Mammifères et 

déterminer son mécanisme d’action sur la pression artérielle. 

 

IV 1 – 1. Etudes toxicologiques d’un extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse) 

Les études toxicologiques visent à prévoir d’une part la symptomatologie après 

l’administration de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda "in vivo" à des souris, rechercher 

les paramètres toxicologiques et la limite de l’innocuité de cet extrait (toxicité aiguë) et, 

d’autre part, déterminer "in vitro" la viabilité de cellules exposées à AJse (cytotoxicité).    

Ceci permettra d’apprécier les risques potentiels de l’administration de cette nouvelle 

substance et de déterminer les niveaux de doses pour les études pharmacologiques ultérieures. 

 
IV 1 – 1 – 1. Toxicité aiguë d’un extrait aqueux brut de Justicia secunda chez des souris  

Cette étude consiste à déterminer quantitativement et qualitativement les phénomènes 

nocifs (dommages biologiques graves ou mortels) qui se manifestent chez des souris, pendant 

une période déterminée, résultant de l’administration d’une dose unique de l’extrait aqueux 

brut de Justicia secunda. 
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Ainsi, AJse, en solution physiologique saline (NaCl 9 ‰), est administré par voie 

intrapéritonéale à 9 lots de 10 souris chacun, à des doses uniques comprises entre 0,5 et 

10 g/kg de poids corporel (P.C.). Un lot témoin de 10 souris reçoit une injection de la solution 

isotonique de NaCl 9 ‰. Les animaux traités sont mis en observation pendant 2 heures après 

l’administration de AJse pour relever d’éventuels troubles symptomatiques. 48 heures après 

l’administration de l’extrait, le nombre de souris mortes par lot est comptabilisé. 

 

IV 1 – 1 – 1 – 1. Comportement des souris après traitement à l’AJse 

L’injection de AJse, à des doses comprises entre 0,5 et 10 mg/kg de poids corporel 

provoque, de façon générale, dans les 10 premières minutes, un déplacement de la souris en 

longeant les recoins de la cage et un étirement fréquent de son tronc. Les doses inférieures 

n’ont pas d’effets sur les animaux. 

Pour des doses de supérieures à 2 mg/kg P.C., l’animal se déplace en traînant son train 

arrière, et ce, durant les 30 premières minutes.  

Après cette période, pour les doses non létales, les troubles symptomatiques observés 

après l’administration de l’extrait s’estompent progressivement. Ainsi, l’animal se déplace de 

plus en plus normalement, s’abreuve et mange normalement. 

Les doses létales entraînent une diminution de la mobilité de la souris qui reste 

fréquemment immobile, blottie dans les angles de la cage, avec une respiration saccadée.       

Il s’alimente peu ou pas. Les yeux, le museau et l’extrémité de la queue rougissent 

légèrement. La mort survient entre 1 heure et 10 heures après l’injection. L’animal meurt sans 

agitation et reste couché sur le côté. 

 

IV 1 – 1 – 1 – 2. Mortalité des souris traitées en fonction de la dose de AJse 

Une première série de tests sur 9 lots de 10 souris montre que l’injection de doses 

inférieures ou égale à 0,5 g/kg P.C. provoquent 0 % de mortalité. Celles supérieures ou égales 

à 10 g/kg de poids corporel provoquent 100 % de mortalité. 

Des dilutions sont réalisées dans cette gamme de concentration de AJse                   

(0,5 à 10 g/kg P.C.) et le traitement d’une deuxième série de 9 autres lots de 10 souris induit, 

en fonction de la dose, la mort ou pas des animaux traités. Le taux de mortalité des souris 

augmente de manière dose dépendante. 

Le tableau VII  ci-dessous indique le nombre de souris mortes et leur  pourcentage en 

fonction de la dose de AJse injectée, pour une série d’expérience type. 
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Tableau  VII : nombre de morts et pourcentage de mortalité des souris en fonction  

  de la dose de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse) injectée 

 

Lots Doses de AJse 
(g/kg P.C.) 

Nombre de 
souris testées 

Nombre de 
souris mortes 

% de morts 

1 0 (témoin) 10 0 0  

2 0,5 10 0 0  

3 0,75 10 1 10  

4 1 10 1 10 

5 2 10 3 30  

6 4 10 4 40  

7 5 10 6 60  

8 6 10 8 80 

9 8 10 9 90 

10 10 10 10 100 
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IV 1 – 1 – 1 – 3. Détermination de la dose maximale tolérée (DMT) et de la dose létale 50 % 

  de AJse par la méthode graphique de Miller et Tainter 

Les taux de mortalité, obtenus à la suite de trois (3) séries d’expériences, ont permis de 

tracer la courbe de la figure 37 qui donne les moyennes de variation du taux de mortalité des 

souris en fonction de la dose de AJse injectée. Le tracé obtenu (courbe de Trevan, 1927)      

est une courbe sigmoïde (figure 37-a). Cette courbe dose-réponse est linéarisée (Bliss, 1938) 

par le tracé de la courbe de la mortalité exprimée en valeur probit en fonction du logarithme 

de la concentration de AJse (figure 37-b). L’équation  de la droite obtenue est : 

 

Y = 3,65LogX + 3,4  où X est la concentration de AJse. 

 
Sur la courbe linéarisée, l’on détermine la dose maximale tolérée (DMT) et la dose 

létale 50 % (DL50). Les paramètres toxicologiques déterminés par la méthode graphique de 

Miller et Tainter (1944) sont les suivants : 

- DMT = 117 mg/kg P.C. 

- DL50  = 2 742 mg/kg P.C. 

 

IV 1 – 1 – 1 – 4. Détermination de la dose létale 50 % (DL 50) de AJse par la méthode de 

   calcul de Dragsted et Lang 

La méthode de calcul de Dragsted et Lang (1957) a permis de déterminer,              

pour  3 séries d’expériences, la dose létale 50 % suivante : 

 

DL50 = 2 250 ± 327 g/kg P.C. 

 
Le tableau VIII ci-dessous récapitule les valeurs de DL50, obtenues par calcul ou    

par graphique, et de DMT de AJse. 

 

IV 1 – 1 – 2. Cytotoxicité d’un extrait aqueux brut de Justicia secunda 

Cette étude vise à déterminer la toxicité de AJse au niveau cellulaire. 

Pour cela, une étude de cytotoxicité de cet extrait est réalisée sur des neutrophiles 

péritonéaux de rats, des neutrophiles humains et des macrophages de souris, dans les 

conditions expérimentales décrites en III – 3 – 1 – 2 (cf. matériel et méthodes). 

 Il ressort de cette étude que la cytotoxicité de AJse est supérieure ou égale                  

à 6 400 µg/ml et sa DL50 supérieure ou égale à 10 700 µg/ml.   
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Figure  37 : variation de la mortalité des souris en fonction de la dose de l’extrait aqueux  

         brut de Justicia secunda (AJse) injectée 

 

a – Courbe dose-réponse (courbe sigmoïde de Trevan, 1927) 

b – Courbe linéarisée (transformation "probit" de Bliss, 1938) 

  

a 

b 
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Tableau VIII : récapitulatif des valeurs de DL50 et DMT obtenues  

 

Doses uniques d’un extrait aqueux brut de Justicia secunda à des souris 

DL 50 calculée DL 50 graphique DMT graphique 

2 250 ± 327 mg/kg P.C. (n = 3) 2 742 mg/kg P.C. 117 mg/kg P.C. 
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IV 1 – 1 – 3. Discussion 

Des expériences pour déterminer la toxicité de l’extrait aqueux brut de               

Justicia secunda (AJse), ont été réalisées sur des souris (toxicité aiguë) et sur des cellules 

sanguines humaines et de souris. 

 
� Au niveau des souris "in situ" 

La toxicité aiguë est l’étude qualitative et quantitative des phénomènes toxiques 

susceptibles d’être induits après administration unique de la ou des substances actives 

contenues dans le médicament (Dragsted et Lang, 1957). Une substance engendrant une 

toxicité aiguë est donc capable de provoquer un dommage biologique grave ou mortel chez le 

sujet considéré, peu après une exposition unique ou l'absorption d'une dose. Cette étude décrit 

les symptômes observés, y compris les phénomènes locaux, et fournit par ailleurs une 

indication sur la dose létale 50 %, (DL50) avec ses limites de confiance (95 %). 

Nos résultats montrent que des doses de 0,5 à 10 g/kg P.C. de l’extrait aqueux brut de 

Justicia secunda font apparaître, chez la souris, une diminution de la mobilité.                     

Les doses mortelles induisent, en plus, une diminution de l’activité respiratoire. Ces effets de 

AJse suggèrent une action probable de cet extrait sur le système de locomotion et le système 

nerveux. 

Des doses de AJse supérieures ou égales à 0,75 g/kg P.C. sont mortelles pour les 

souris. Dans cette gamme de doses, le taux de mortalité augmente de façon dose dépendante, 

et 100 % de mortalité sont obtenus pour la dose de 10 g/kg P.C. Cette dose correspond à la 

dose létale 100 % (DL100). 

La courbe des pourcentages de souris mortes par lot (mortalité) en fonction du 

logarithme de la dose de AJse injectée (Trevan, 1927) présente une allure sigmoïde.         

Ceci, d’une part, confirme que l’effet de AJse est dose-dépendante et, d’autre part, suggère 

que son activité pourrait passer par l’activation de récepteurs (Miller et Tainter, 1944). 

L’étude de la toxicité aiguë permet aussi d’exprimer la dose qui tue 50 % des animaux 

d’expérience (DL50) ainsi que la dose maximale sans effet toxique ou dose maximale tolérée 

(DMT), c’est à dire la dose la plus élevée pour laquelle aucun effet toxique n’est relevé par 

rapport au lot témoin. 

La méthode graphique de Miller et Tainter (1944) a permis de déterminer pour AJse la 

DMT de 117 mg/kg p.c. et la DL50 de 2 742 mg/kg P.C.  

La méthode de calcul de Dragsted et Lang (1957) a permis de déterminer pour cet 

extrait une DL50 de 2 250 ± 327 mg/kg P.C. 
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Les valeurs des DL50 de AJse, déterminées selon les deux méthodes : graphique         

(2 742 mg/kg P.C.) et par calcul (2 250 ± 327 mg/kg P.C.) sont assez proches (différence non 

significative, P > 0,05). Cela indique que les résultats sont concordants et que les méthodes 

utilisées sont crédibles. 

La DL50, indicateur quantitatif de la toxicité d'une substance, permet de mesurer le 

potentiel toxique, à court terme (toxicité aiguë), d'une substance. 

Selon les travaux de Diezi (1989), la valeur de la DL50 permet une classification de la 

substance en fonction de son degré de toxicité. 

Pour cet auteur, les substances dont les DL50 sont : 

- supérieures à 5 000 mg/kg P.C., sont dites non toxiques ;   

- comprises entre 5 000 mg/kg P.C. et 500 mg/kg P.C., sont rangées dans la gamme 

des substances peu ou faiblement toxiques ; 

- comprises entre 500 mg/kg P.C. et 50 mg/kg P.C., sont des substances toxiques ;  

- comprises entre 50 mg/kg P.C. et 5 mg/kg P.C., sont des substances très toxiques ; 

- inférieures à 5 mg/kg P.C., sont classées dans la gamme des substances extrêmement 

toxiques. 

Selon cette classification, AJse, avec une DL5O de 2 250 mg/kg P.C., est peu ou 

faiblement toxique. En conséquence, cette drogue a une forte tolérance à l’égard des souris. 

Le potentiel toxique à court terme (toxicité aiguë) de cet extrait est inférieur à ceux de 

certains extraits de plantes telles que Securidaca longepedunculata (Polygalaceae), Swartzia 

madagascariensis (Caesalpiniaceae), Tamarindus indica (Caesalpiniaceae) et Bidens pilosa L. 

(Asteraceae) qui sont aussi utilisées en médecine traditionnelle. En effet, l’extrait aqueux de 

feuilles de Securidaca longepedunculata (Kone, 1980), l’extrait aqueux des écorces de racines 

de Swartzia madagascariensis (Traore et al., 2002), l’extrait aqueux des écorces de tiges de 

Tamarindus indica (Souza, 2005) et la fraction active F2 de l’extrait aqueux des feuilles de 

Bidens pilosa (Kouakou, 2008) ont des DL50 respectives de 64 mg/kg P.C. ; 5,99 mg/kg P.C. ; 

377 mg/kg P.C. et 429,14 mg/kg P.C. Ce sont donc des substances toxiques. 

L’étude de la toxicité aiguë de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda sur des souris 

ayant montré que cet extrait est peu ou faiblement toxique, cette substance pourrait donc être 

préconisée en pharmacologie. 

 
� Au niveau cellulaire 

Pour déterminer les doses de AJse tolérables au niveau cellulaire, une étude de la 

cytotoxicité de cet extrait a été réalisée en utilisant le test du MTT. Ce test est un indicateur de 
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l'intégrité et de l'activité mitochondriale assimilable à une mesure de la vitalité cellulaire 

(Gerlier et Thomasset, 1986). Il permet une quantification rapide et sensible de la 

prolifération et de la viabilité cellulaires.  

En fait, ce test est basé sur l'activité d'une enzyme mitochondriale des cellules viables : 

la succinate déshydrogénase. En présence du substrat MTT (bromure de 3-(4,5-diméthyl-2-

thiazolyl)-2,5-diphényl-2H-tétrazolium), les sels de tétrazolium du substrat sont transformés 

en cristaux insolubles de formazan grâce à l'activité de la succinate déshydrogénase 

(Mosmann, 1983 ; Gerlier et Thomasset, 1986 ; Monner, 1988). Le MTT est un colorant jaune 

qui est oxydé par le succinate déshydrogénase mitochondriale en cristaux de formazan de 

couleur bleue. Il s’agit d’une réduction mitochondriale du MTT, par les cellules vivantes, en 

un composé cristallin bleu (Ho et al., 1990 ; Skehan et al.,  1990). La quantité de sel formazan 

produite par les cellules à partir du MTT est mesurée, après dissolution des cristaux, par 

spectrophotométrie. L'absorbance, c’est-à-dire l’intensité de la coloration mesurée, est 

proportionnelle au nombre de cellules vivantes présentes et à leur activité métabolique lors du 

test, et donc leur viabilité (Mossman, 1983). 

L’étude de la cytotoxicité de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda, réalisée par le 

test du MTT, a porté sur trois lignées cellulaires de leucocytes : neutrophiles péritonéaux de 

rats, neutrophiles humains et macrophages de souris.  

Les résultats montrent que la cytotoxicité de AJse est supérieure ou égale à                  

6 400 µg/ml. La DL50 ou CL50 (concentration létale 50 %) de cet extrait est supérieure ou 

égale à 10 700 µg/ml. Cette valeur de cytotoxicité donne une estimation des concentrations 

tolérables par les cellules en présence de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda. 

Cantillo et al., (2007), en étudiant l’activité hématolytique d’un extrait                

hydro-méthanolique (1 : 8 v/v) de Justicia secunda, a déterminé une CL50 supérieure              

à 1 000 µg/ml. L’extrait aqueux brut de Justicia secunda est moins toxique qu’un extrait 

hydro-alcoolique de cette plante dont l’usage en pharmacologie est recommandé par    

Cantillo et al., (2007). 

 
Ainsi AJse parait approprié pour une utilisation thérapeutique et son usage en 

phytothérapie pour le traitement de certaines affections peut être conseillé.  

L’étude des effets pharmacologiques de cet extrait peut donc être envisagée. 

En effet, après avoir mis en évidence que l’extrait aqueux brut de Justicia secunda est 

peu ou faiblement toxique, et défini ses concentrations tolérables "in vivo" sur des souris 

(DMT = 117 mg/kg P.C.) et "in vitro" sur des cellules (cytotoxicité ≥ 6 400 µg/ml),                
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il convient de vérifier les propriétés antihypertensives de cette plante qui ont été revélées par 

la médecine traditionnelle. Ceci se fera par l’étude des effets pharmacologiques de cet extrait 

sur la pression sanguine artérielle et sur l’hypertension artérielle. 

 

 

IV 1 – 2. Effets pharmacologiques d’un extrait aqueux brut de Justicia secunda  

  (AJse) sur la pression sanguine artérielle normale et sur l’hypertension  

  artérielle induite chez le lapin 

 
IV 1 – 2 – 1. Effets dose-réponse de AJse sur la pression artérielle normale de lapin 

L’objectif de cette expérimentation est d’étudier les effets, sur la pression artérielle 

moyenne de lapin, de l’administration par voie intraveineuse de doses croissantes de AJse, 

inférieures à la dose maximale tolérée déterminée chez la souris (DMT = 117 mg/kg P.C.). 

Ainsi, une fois la pression artérielle moyenne enregistrée et stabilisée, des doses 

croissantes de AJse (< 117 mg/kg P.C.) sont injectées aux animaux, dans des intervalles de 

temps de 15 minutes après l’effet de chaque dose administrée. 

AJse, administrée à des doses croissantes de 1,25 à 75 mg/kg P.C., induit une baisse 

de la pression artérielle. Cette hypotension artérielle est dose-dépendante et commence           

à apparaître dans moins de 10 secondes après l’administration de l’extrait. Les doses de AJse 

inférieures à 1,25 mg/kg P.C. sont sans effet sur la pression sanguine artérielle. 

La figure 38-a présente un enregistrement type des effets de AJse sur la pression 

sanguine artérielle de lapin.  

Dans la série d’expériences de cette étude (n = 4), la pression artérielle de référence 

des lapins utilisés est de 95 ± 6 mm Hg. L’administration de AJse permet d’obtenir trois types 

de résultats en fonction des différentes doses de cet extrait. 

- Les doses de AJse comprises entre 1,25 et 40 mg/kg P.C. induisent une hypotension 

variant de 5 à 28 mm Hg ; soit une chute de pression variant de 5,21 % à 29,17 % par rapport 

à la pression artérielle de référence du lapin utilisé. A ces doses, les effets de AJse sont 

totalement réversibles moins de 5 minutes après l’injection.  

- Par contre, des doses variant de 50 à 60 mg/kg P.C. induisent une hypotension 

partiellement réversible. La chute de pression artérielle varie de 33 à 36 mm Hg ; soit une 

réduction de la pression artérielle variant de 34,35 % à 37,5 % par rapport à la pression 

artérielle de référence du lapin utilisé.  
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Figure 38 : effets dose-réponse d’un extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse)  

        sur la pression sanguine artérielle de lapin 

a – Enregistrement type 

A  - Enregistrement de la pression artérielle de référence 

B à K  - Effets de AJse (après les flèches) à 0,5 (B) ; 1,25 (C) ; 2,5 (D) ; 5 (E) ; 10 (F) ;  

     20 (G) ; 30 (H) ; 40 (I) ; 50 (J)  et 75 (K) mg/kg de poids corporel (P.C.) 

b – Chutes de la pression en fonction de la dose de AJse administrée  

n = 4 ; ns P > 0,05 ; * P < 0,05 ; ** P < 0,01 ; *** P < 0,001. 
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- Pour des doses de AJse supérieures ou égales à 75 mg/kg P.C., l’hypotension induite, 

supérieure ou égale à 38 mm Hg, est  irréversible et devient quelques fois mortelle à partir de 

la dose de 100 mg/kg P.C. 

La courbe de la figure 38-b indique les pourcentages de baisses de pressions 

sanguines artérielles enregistrées, par rapport aux pressions artérielles de référence des lapins 

utilisés, en présence de doses croissantes de AJse, pour 4 expériences. Cette courbe sigmoïde 

permet de déterminer la valeur de la dose efficace 50 % (DE50) de AJse sur la pression 

artérielle. Elle est de 15,17 mg/kg P.C. 

 

IV 1 – 2 – 2. Effets de AJse sur l’hypertension artérielle induite chez le lapin 

IV 1 – 2 – 2 – 1. Effets de AJse sur l’hypertension induite par l’adrénaline 

Le but de cette étude est d’observer les effets de AJse, substance hypotensive,          

sur l’hypertension induite par l’administration d’adrénaline.  

Ainsi, dans une première série d’expériences, l’injection de AJse à différentes doses 

est précédée de celle d’une dose unique d’adrénaline. La figure 39-a présente un 

enregistrement type des résultats de cette série d’expériences. 

L’adrénaline, à la dose de 5.10-4 mg/kg P.C., induit une augmentation de la pression  

artérielle de 52,75 ± 4,25 mm Hg (figure 39-a-A). 

Lorsque l’injection de la même dose d’adrénaline (5.10-4 mg/kg P.C.) est suivie,        

10 s après, de celle de AJse dans la gamme de concentrations de 10 à 30 mg/kg P.C., 

l’hypertension induite par l’adrénaline est réduite. Cette réduction est dose-dépendante et 

varie de 4,74 % à 51,18 %. 

Lorsque l’injection de l’adrénaline est suivie de celle de AJse à 40 mg/kg P.C.,           

il apparait une hypertension transitoire de 8,25 ± 2,18 mm Hg, suivie d’une hypotension       

de 6,5 ± 2,04 mm Hg. Ainsi AJse, à 40 mg/kg P.C., reverse totalement l’hypertension induite 

par l’adrénaline à 5.10-4 mg/kg P.C. et laisse place à une hypotension. 

Les effets de AJse sur l’hypertension induite par l’adrénaline, pour 4 séries 

d’expériences, sont présentés par les colonnes de la figure 39-b. 

 
Dans une deuxième série d’expériences, l’adrénaline à 5.10-4 mg/kg P.C., associée à 

des doses croissantes de AJse, est administrée aux lapins. La figure 40-a présente un 

enregistrement type des résultats de cette seconde série d’expériences.  
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Figure 39 : effets d’un extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse)  

       sur l’hypertension induite par l’administration d’adrénaline au lapin 
 

a – Enregistrement type 

A  - Effets de l’adrénaline (ADR) à 5.10-4 mg/kg de poids corporel (P.C.) 

B à E - Effets de ADR à 5.10-4 mg/kg de poids corporel, suivi de l’injection de  

              AJse à 10 (B), 20 (C), 30 (D) et 40 (E) mg/kg de poids corporel 

 

b – Réduction par AJse de l’hypertension artérielle induite par l’adrénaline 

n = 4 ; ns P > 0,05 ; ** P < 0,01 ; *** P < 0,001.  
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Figure 40 : effets cumulés d’un extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse)  

       et de l’adrénaline sur la pression sanguine artérielle de lapin 
 

a – Enregistrement type 

A  - Effets de ADR à 5.10-4 mg/kg de poids corporel (P.C.) 

B à F  - Effets de ADR à 5.10-4 mg/kg de poids corporel + AJse à 5 (B), 10 (C),    

               20 (D), 30 (E) et 40 (F) mg/kg de poids corporel 
 

b – Hypertension induite par l’adrénaline en présence de AJse  

n = 4 ; * P < 0,05 ; *** P < 0,001. 

a 

b 

  ADR  + AJse 

  5.10
-4

     40   mg/kg P.C. 

  ADR  + AJse 

  5.10
-4

     30   mg/kg P.C. 

    ADR 5.10
-4

  mg/kg P.C. 

  ADR  + AJse 

  5.10
-4

     5     mg/kg P.C. 

  ADR  + AJse 

  5.10
-4

     10   mg/kg P.C. 

  ADR  + AJse 

  5.10
-4

     20   mg/kg P.C. 

34 mm Hg 

25 s 



 

 

 

- 145 - 

Thèse de Doctorat d’Etat ès Sciences  ABO  K.  Jean Claude 

L’adrénaline, injectée seule au lapin à la dose de 5.10-4 mg/kg P.C., induit une 

hypertension de 50,75 ± 3,25 mm Hg. Lorsque cette dose d’adrénaline est associée                 

à différentes doses de AJse, l’hypertension est réduite proportionnellement à la dose de 

l’extrait. Elle s’annule pour une dose de AJse de 40 mg/kg P.C. En effet, avec une dose 

d’adrénaline de 5.10-4 mg/kg P.C. associée à des doses de AJse variant de 5 à 30 mg/kg P.C., 

les augmentations de pression artérielle qui, initialement, étaient de 50,75 ± 3,25 mm Hg en 

présence d’adrénaline seule diminuent. Pour ces doses de AJse, les valeurs d’hypertensions 

induites par l’adrénaline sont comprises entre 38,75 ± 2,95 mm Hg et 4 ± 1,91 mm Hg ;        

ce qui correspond à des réductions d’hypertensions allant de 23,65 % à 92,12 %. 

La dose de AJse de 40 mg/kg P.C. annule totalement l’hypertension induite par 

l’adrénaline à 5.10-4 mg/kg P.C. En effet, les deux composés, associés à ces doses, ne font pas 

apparaître d’hypertension (figure 40-a-F). Il est plutôt observé une hypotension artérielle de 

4,5 ± 2,65 mm Hg. 

Les colonnes de la figure 40-b représentent l’hypertension induite par l’adrénaline,   

en absence ou en présence de AJse, pour 4 séries expériences. 

 

IV 1 – 2 – 2 – 2. Effets de AJse sur l’hypertension induite par la stimulation du nerf 

   sympathique 

Dans cette étude, l’objectif est d’étudier les effets de AJse sur une hypertension 

induite par la stimulation du système nerveux périphérique. Ainsi, dans cette série 

d’expériences, le nerf sympathique du lapin est stimulé et, immédiatement après, différentes 

doses de AJse sont administrées. Un enregistrement type des résultats de cette série 

d’expériences est présenté par la figure 41-a. 

Une stimulation électrique du nerf sympathique du lapin induit, pendant toute la durée 

de la stimulation (45 s), une augmentation de la pression artérielle de 15 ± 2,82 mm Hg 

(figure 41-a-A). 

Lorsque la stimulation du nerf sympathique est suivie, 3 s après, de l’administration  

de AJse à 10 mg/kg P.C., l’augmentation de la pression artérielle obtenue est de               

11,25 ± 3,82 mm Hg ; soit une réduction de l’hypertension induite de 25 %, alors que la 

stimulation est maintenue (1 mn).  

AJse, administré à la dose de 20 mg/kg P.C., juste après le debut de la stimulation du 

nerf sympathique, induit une baisse transitoire de pression artérielle de 6,76 ± 3,86 mm Hg, 

suivie d’un retour à la pression artérielle normale, malgré le maintien de la stimulation du nerf 

sympathique (pendant 1 mn).  
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Figure 41 : effets d’un extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse) sur l’hypertension  

        induite par la stimulation du nerf sympathique de lapin 

a – Enregistrement type 

A  - Effets de la stimulation du nerf sympathique  

     (intensité = 6 mV ; durée = 0,6 ms ; fréquence = 25 Hz) 

B à D - Effets de la stimulation du nerf sympathique et de l’injection de AJse  

              à 10 (B), 20 (C) et 30 (D) mg/kg de poids corporel (P.C.) 

b – Réduction par AJse de l’hypertension artérielle induite par la stimulation  

      du nerf sympathique (n = 4 ; * P < 0,05 ; ** P < 0,01 ; *** P < 0,001) 

Stimulation du nerf sympathique 

AJse   20 mg/kg P.C. 

AJse  10 mg/kg P.C. 

Stimulation du nerf sympathique 

Stimulation du nerf sympathique 

Stimulation du nerf sympathique 

AJse   30 mg/kg P.C. 

a 

b 

25 mm Hg 

25 s 
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Dans les mêmes conditions expérimentales, l’injection de AJse à 30 mg/kg P.C. fait 

disparaître, de manière immédiate, l’hypertension induite, remplacée, moins de 20 s plus tard, 

par une hypotension de 4,5 ± 2,66 mm Hg. 

Ainsi, AJse réduit significativement et même annule l’hypertension induite par la 

stimulation du nerf sympathique. 

Les résultats de 4 séries d’expériences ont permis de tracer les colonnes de la      

figure 41-b montrant les effets de AJse sur l’hypertension induite par la stimulation du nerf 

sympathique. 

 

IV 1 – 2 – 3. Discussion  

L’extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse), à des doses comprises entre 1,25 et 

75 mg/kg P.C., doses inférieures à la dose maximale tolérée déterminée chez la souris    

(DMT = 117 mg/kg P.C.), induit chez le lapin une hypotension artérielle dose-dépendante.  

L’allure sigmoïde de la courbe de la chute de la pression sanguine artérielle en 

fonction de la dose de AJse et la détermination de la DE50 permettent de suggérer qu’il s’agit 

d’une substance à effets pharmacologiques. Par ailleurs, elle met en évidence, selon Miller et 

Tainter (1944), que les mécanismes d’action de cette substance pourraient passer par une 

activation de récepteurs. 

Cet extrait réduit jusqu’à annuler l’hypertension induite aussi bien par l’adrénaline      

à 5.10-4 mg/kg P.C. que par la stimulation électrique des fibres nerveuses sympathiques du 

lapin. AJse, en plus de ses effets hypotenseurs, serait donc une substance antihypertensive. 

La stimulation des fibres orthosympathiques entraîne la libération, à partir des 

terminaisons nerveuses, de l’adrénaline. Cette substance, pour agir sur le système          

cardio-vasculaire se fixe sur les récepteurs β-adrénergiques (Castaigne, 1988 ; Rang et al., 

2001). Selon Lands et al. (1967 et 1976), il existe deux sous-types de récepteurs β : β1 et β2 

adrénergiques. 

Au niveau de la cellule myocardique, les récepteurs β1 sont prédominants. La liaison 

d’un agoniste adrénergique β1 à son récepteur spécifique entraîne une augmentation du débit 

cardiaque due à une augmentation de la contractilité cardiaque qui entraîne une augmentation 

du volume d’éjection (Lompre et al., 1990 ; Witchitz, 1994 ; Brown, 1995 ; Cohen, 1997 ; 

Almange, 1998 ; Moulin et Coquerel, 2002 ; Westfall et Westfall, 2006). 
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Classiquement, les récepteurs β-adrénergiques vasculaires sont de type β2                   

et leur stimulation engendre une vasoconstriction (Berdeaux et Edouard, 1997 ;       

Guimaraes et Moura, 2001).  

Les effets cardioactivateurs et vasoconstricteurs de l’adrénaline engendrent une 

hypertension artérielle (Castaigne, 1988 ; Berdeaux et Edouard, 1997 ; Rang et al., 2001). 

L’inhibition par AJse de l’hypertension artérielle induite par l’adrénaline administrée 

ou libérée à la suite de la stimulation des fibres nerveuses sympathiques indique que cet 

extrait agirait en inhibant les effets de l’activation des récepteurs β-adrénergiques.      

L’extrait aqueux brut de Justicia secunda contiendrait donc des substances agissant comme 

des bêtabloquants.  

En effet, les bêtabloquants, ou bêtabloqueurs ou adrénolytiques bêta ou                  

anti-adrénergiques bêta sont des inhibiteurs compétitifs des effets des catécholamines sur les 

récepteurs β-adrénergiques (Giudicelli, 1984 ; Castaigne, 1988 ; Witchitz, 1994 ;          

Brown, 1995 ; Westfall et Westfall, 2006 ; Wiysonge et al., 2007). Les bêtabloquants inhibent 

de façon spécifique et compétitive les récepteurs bêta-adrénergiques périphériques, mais aussi 

centraux s’ils passent la barrière hémoméningée. Ils ont des effets communs qui sont 

essentiellement cardio-vasculaires. Ils agissent principalement en réduisant l'activité des 

catécholamines sur le cœur et les  vaisseaux sanguins et diminuent aussi la pression artérielle 

(Giudicelli, 1984 ; Waeber et al., 1990 ; Bradley et al., 2006 ; Heusser et al., 2007 ;  

Wiysonge et al., 2007). 

 
Les propriétés antihypertensives de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda ayant été 

confirmées, il convient de rechercher les grands groupes chimiques que contient cet extrait et 

qui seraient à l’origine de ces effets pharmacologiques et thérapeutiques. 

 

 

IV 1 – 3. Mise en évidence de quelques composés de l’extrait aqueux brut  

   de Justicia secunda (AJse) 

IV 1 – 3 – 1. Mise en évidence de quelques métabolites secondaires  

La mise en évidence des métabolites secondaires consiste en des essais de 

caractérisation des principaux groupes chimiques contenus dans l’extrait aqueux brut de 

Justicia secunda (Acanthaceae). Ces différentes catégories de métabolites secondaires 

recherchés sont choisies en fonction de la nature chimique commune partagée par les 

principes actifs majeurs auxquels elles donnent accès et de leur utilisation en thérapeutique.  
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Le but de ces tests est d’identifier les classes de métabolites secondaires qui entrent 

dans la composition de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda. 

Les techniques de détection des métabolites secondaires ont permis de rechercher dans 

cet extrait la présence de stérols et polyterpènes, de saponosides, d’alcaloïdes, d’anthocyanes, 

de composés quinoniques, de polyphénols, de flavonoïdes, de tanins et de glycosides 

cardiaques. 

La mise en évidence des grands groupes chimiques a été réalisée par les réactions en 

tubes et confirmée par des révélations sur plaques de chromatographie sur couche mince 

(CCM).   

 

IV 1 – 3 – 1 – 1. Réactions en tubes 

Les tests en tubes réalisés ont permis de mettre en évidence la présence des stérols et 

polyterpènes, des alcaloïdes, des saponosides et des anthocyanes dans l’extrait aqueux brut de 

Justicia secunda. En effet : 

- le test au réactif de Liebermann-Burchard fait apparaître, à l’interface, un anneau 

violet caractéristique de la présence de stérols et polyterpènes dans l’extrait aqueux brut de 

Justicia secunda ; 

- à la suite d’une agitation vigoureuse du tube à essai contenant AJse en solution 

aqueuse, il apparaît une mousse résiduelle persistante d’une hauteur supérieure à 1 cm   

(indice de mousse = 275), montrant la présence de saponosides dans cet extrait ; 

- la réaction de Dragendorff et celui de Bouchardât font apparaître respectivement un 

précipité orangé et une coloration brun-rougeâtre indiquant la présence d’alcaloïdes dans 

l’extrait ; 

- la présence d’anthocyanes dans AJse a été mise en évidence par l’apparition d’une 

coloration bleue par la réaction à l’ammoniaque. 

Par contre, cet extrait ne contient pas de composés quinoniques, de polyphénols,       

de flavonoïdes totaux, de tanins (tanins catéchiques et galliques) et de glycosides cardiaques. 

Ceci a été prouvé par l’utilisation respectivement du réactif de Borntraeger, du réactif au 

chlorure ferrique, du réactif à la cyanidine, du réactif de Stiasny et du réactif de Kedde qui 

donnent des tests négatifs. 

Les résultats des essais phytochimiques réalisés par les réactions en tubes sont donnés 

dans le tableau IX ci-dessous. Ils sont représentatifs de trois expérimentations. 

La présence ou pas des métabolites, mise en évidence par les tests en tubes,                 

a été vérifiée par des tests de révélations réalisés sur CCM.   
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Tableau IX : résultats des réactions en tube pour la mise en évidence de quelques 

           métabolites secondaires dans l’extrait aqueux brut de Justicia secunda 

 
Composés 
recherchés 

Réactif Résultat Témoin 

Stérols et 
polyterpènes 

Réactif de Liebermann-
Burchard 

++ 
(anneau violet) 

Cholestérol 

Saponosides Agitation vigoureuse (solution 
aqueuse) 

+++ 
(mousse visible) 

Mousse  

> 1 cm 

 
 
Alcaloïdes 

Réactif de Dragendorff 
(iodobismuthate de potassium) 

+++ 
(précipité orangée) 

Quinine 

 

Réactif de Bouchardât 

(iodure de potassium) 
++ 

(coloration brun-
rougeâtre) 

Quinine 

Anthocyanes Réactif au tampon phosphate ++ 
(couleurs variées) 

Vin rouge 

Composés 
quinoniques 

Réactif de Borntraeger - Vitamine E 

Polyphénols Réactif au chlorure ferrique - Phénol 

Flavonoïdes Réactif à la cyanidine - Quercétol 

Tanins 
catéchiques 

 

Réactif de Stiasny 

 

- Catéchine 

Tanins galliques - Acide gallique 

Glycosides 
cardiaques 

Réactif de Kedde - Digoxine 

 
-  : composé non détecté (test négatif) 

+  : composé présent (test positif). Le nombre de « + » est fonction de l’intensité  

  de la coloration et/ou des précipités. 
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IV 1 – 3 – 1 – 2. Chromatographie sur couche mince 

L’extrait aqueux brut de Justicia secunda (Acanthaceae) a été solubilisé dans de l’eau 

distillée à raison de 10 mg/ml. 10 µl de l’extrait est spoté sur plaque de gel de silice 60 F254 

et élué avec le mélange de solvants suivants : CH3OH-H2O (9 : 2 v/v). 

La figure 42 donne la photographie des plaques, après élution de l’extrait, observées à 

la lumière du jour (A) et sous lampe UV à 254 nm(B) et 366 nm (C). 

La CCM a permis de faire apparaître plusieurs constituants dans l’extrait aqueux brut 

de Justicia secunda.  

L’observation des chromatogrammes de l’extrait de la plante à l’UV a permis de noter 

la présence de constituants UV actives à 254 nm et multiples fluorescences à 366 nm.  

Outre les observations à la lumière du jour et sous rayonnements UV à 254 nm et    

366 nm, les plaques ont été révélées à l’aide de réactifs chimiques présentés dans matériel     

et méthodes  (cf. III – 3 – 7 – 2., page 105, révélation des CCM), dans le but de vérifier la 

présence des composés chimiques mis en évidence par les réactions en tubes dans l’extrait. 

Le screening phytochimique effectué sur l’extrait aqueux brut de Justicia secunda a 

permis d’obtenir les résultats suivants : 

- après pulvérisation du réactif de Liebermann-Burchard, apparaissent sur la plaque 

CCM des taches de colorations diverses : rouge, jaune orangée et jaune vert, à la lumière UV 

à 365 nm, indiquant respectivement la présence dans l’extrait de triterpènes de type oléanane 

et ursane, de triterpènes de type lupane et de stéroïdes ; 

- la révélation du chromatogramme à la vanilline sulfurique donne, sous lumière UV 

(366 nm), une coloration rose-violacée témoignant la présence dans l’extrait de saponosides 

de nature triterpénique ; 

- le réactif de Dragendorff donne sur les CCM deux bandes majeures d’une légère 

coloration orange observable en lumière visible. La révélation des chromatogrammes par le 

réactif à l’iodoplatinate de potassium a permis d’observer en lumière visible des bandes 

majeures de coloration violette. Ceci indique la présence d’alcaloïdes dans l’extrait ; 

- les CCM de la phase butanolique d’un extrait au n-butanol de AJse mettent en 

évidence deux bandes majoritaires de colorations pourpre et rouge témoignant de la présence 

d’anthocyanidines dans cet extrait aqueux brut de Justicia secunda ; 
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           A (lumière du jour)  B (254 nm)      C (366 nm) 
 

Figure 42 : photographies des plaques CCM après élution d’un extrait aqueux brut 

            de Justicia secunda (AJse) en solution aqueuse 

Support  : gel silice 60 F254  Merck 

Echantillon  : 100 µg de AJse 

Phase mobile  : CH3OH-H2O (9 : 2 v/v). 

 

A – Observation à la lumière du jour 

B – Extinction de fluorescence à 254 nm 

C – Fluorescence à 366 nm 
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- le réactif à l’hydroxyde de potassium, le réactif de Fast Blue Salt B, le réactif de 

NEU, le réactif à l’anisaldéhyde sulfurique et celui de Kedde ont permis de montrer l’absence 

dans l’extrait aqueux brut de Justicia secunda, respectivement, de composés quinoniques 

(anthraquinones et anthrones), de polyphénols, de flavonoïdes totaux, de tanins catéchiques et 

de glycosides cardiaques. 

Le tableau X répertorie les résultats des criblages chimiques sur plaques CCM.          

Ils sont représentatifs de trois expérimentations. 

 

IV 1 – 3 – 2. Mise en évidence par le DPPH de composés antioxydants  

La mise en évidence de composés antioxydants dans l’extrait aqueux brut de Justicia 

secunda (AJse) a été réalisée par le test de réduction du radical 1,1 diphenyl-2 picrylhydrazyle 

(test antiradicalaire sur le DPPH) sur des plaques CCM de gel de silice F254 en aluminium 

(figure 43). 

Le chromatogramme de AJse sur plaque de CCM, révélé par une solution de DPPH    

à la concentration de 2 mg/ml dans le méthanol, présente une tâche jaune sur un fond violet. 

Cette tâche est la zone d’inhibition qui indique la présence de constituants capables de réduire 

le radical DPPH oxydant, ce  qui démontre une activité antiradicalaire et donc une  activité 

antioxydante de AJse. Le témoin utilisé est la quercétine (figure 43-C).  

La figure 43-B donne la photographie d’un chromatogramme montrant l’activité 

antiradicalaire de AJse. 
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Tableau X : résultats des révélations sur CCM pour la mise en évidence de quelques  

          métabolites secondaires dans l’extrait aqueux brut de Justicia secunda  

 
Composés 
recherchés 

Réactif Résultat Témoin 

Stérols et 
triterpènes  

Réactif de Liebermann-
Burchard 

+ 
(apparition de taches de 
colorations : 

- jaune 

- rouge et jaune-orangée) 

Sitostérol 

Saponosides Réactif à la vanilline 
sulfurique 

+ 
(apparition de tâches de 
coloration bleu-violacée) 

Easine 

 
 
Alcaloïdes 

Réactif de Dragendorff 
(iodobismuthate de 
potassium) 

+ 
(apparition de taches de 

coloration orange) 

Réserpine  

Réactif d’iodoplatinate de 
potassium  

+ 
(apparition de taches de 

coloration violette) 

Diphenyl-
dramine 

Anthocyanes  Extraction au n-butanol 

 
+ 

(apparition de taches de 
colorations pourpre et rouge) 

Cyanidine  

 

Composés 
quinoniques  

Réactif à l’hydroxyde de 
potassium 

- Rhéine 

Polyphénols Réactif de Fast Blue Salt B 
(3,3’-diméthoxy-biphenyl-
4,4’-bis (diazonium-
dichloride))  

 
 

- 

Thymol 

Flavonoïdes Réactif de NEU (2-
aminoéthyl-
diphénylborate) : 
NST/PEG (Naturstoff-
Polyethylenglykol) 

 

- 
 

Rutine 

Tanins 
catéchiques 

Réactif à l’anisaldéhyde 
sulfurique 

 

- 
Catéchine 

Glycosides 
cardiaques 

Réactif de Kedde - k-strophanthine 

 
-  : composé non détecté (test négatif) 

+  : composé présent (test positif).  

  



 

 

 

- 155 - 

Thèse de Doctorat d’Etat ès Sciences  ABO  K.  Jean Claude 

 

                           
A (normal)    B (DPPH)     C (DPPH) 

 

Figure 43 : photographies des plaques CCM à la lumière du jour montrant l’activité  

       antiradicalaire (DPPH) d’un  extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse) 

Support  : gel silice 60 F254  Merck 

Echantillon  : 100 µg de AJse 

Phase mobile  : CH3OH-H2O (9 : 2 v/v). 

 

A – Chromatogramme de AJse avant le test 

B – Activité antiradicalaire de AJse révélée par le DPPH 

C – Témoin (quercétine) révélé par le DPPH 

 

  

Témoin AJse AJse 

Rf 
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IV 1 – 3 – 3. Discussion 

La mise en évidence de métabolites secondaires réalisée par réactions en tubes avec 

des réactifs chimiques appropriés, et basée sur des réactions différentielles de coloration,      

de précipitation et d’apparition de mousse, a montré la présence, dans l’extrait aqueux brut de 

Justicia secunda, de stérols et polyterpènes, d’anthocyanes, d’alcaloïdes et de saponosides. 

Par contre, les composés quinoniques, les polyphénols, les flavonoïdes, les tanins catéchiques 

et les glycosides cardiaques n’ont pas été observés avec les réactions en tubes.  

Il est à signaler que pour les tests en tubes, l’appréciation des activités est faite de 

manière visuelle. C’est donc une analyse basée sur une échelle relative et non absolue.  

Dans ce criblage, il ne faut pas perdre de vue que les tests sont réalisés avec un extrait 

brut et qu’un résultat positif est la composante de deux paramètres : l’activité intrinsèque des 

produits actifs et leur quantité relative dans l’extrait. Il convient également de souligner 

qu’une activité observée pour ces tests, appréciée visuellement par une coloration donnée, 

pourrait apparaitre subjective, vue la coloration rouge-violacée intense de l’extrait aqueux 

brut de Justicia secunda en solution aqueuse. Par conséquent, les résultats de telles 

investigations doivent toujours être considérés prudemment. 

Les révélations sur plaques CCM ont confirmé la présence de stérols et polyterpènes, 

d’anthocyanes, d’alcaloïdes et de saponosides dans l’extrait. De même, les composés dont la 

présence n’a pas été mise en évidence par les tests en tubes n’ont pas, non plus, été révélés par 

les criblages chimiques sur plaques CCM. 

La confirmation des résultats obtenus lors des tests en solution par le criblage 

chimique sur plaques CCM a été motivée par le fait que l’extrait aqueux brut de           

Justicia secunda en solution aqueuse à une vive coloration rouge violacée. Cette vive 

coloration pourrait quelque peu masquer des changements probables de colorations en 

présence des réactifs lors des tests en tube. La CCM, en permettant la séparation des 

composés présents dans l’extrait, pourrait permettre, lors des révélations sur plaques CCM, 

une plus grande réactivité de ces composés séparés avec les réactifs, et donc une meilleure 

appréciation des changements probables. De plus, ce support présente l’avantage de permettre 

la solubilisation des échantillons dans le solvant le plus approprié, contrairement aux tests en 

solution souvent réalisés en milieu aqueux.  

Les résultats de la mise en évidence des métabolites secondaires obtenus par réaction 

en tubes sont conformes à ceux obtenus par criblage chimique sur plaques CCM. Cela montre 

la fiabilité des techniques de détection utilisées. 
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Toutefois, la bonne corrélation entre les résultats obtenus par le biais de tests sur CCM 

et de tests en solution n’a pas toujours été démontrée. Or, les tests en solution sont de 

manières générales plus fiables, d’une part à cause de leur nature, en se rapprochant plus des 

conditions réelles et, d’autre part, du fait que les résultats sont quantifiables (Rouessac et 

Rouessac, 2004). 

La présence, dans l’extrait aqueux brut de Justicia secunda, d’alcaloïdes et de 

polyterpènes a été également montrée par Calderon (2002) qui a mis en évidence dans cette 

plante la présence d’alcaloïdes peptidiques, d’alcaloïdes indoquinoles, de triterpènes et de 

dérivés de phénylalanine. De même, Toussou et al. (2008) ont mis en évidence la présence 

d’alcaloïdes, d’anthocyanes et de tanins dans un extrait hydro-alcoolique de Justicia secunda. 

Ils ont en plus révélé la présence des ilovonoïdes et des leucoanthocyanes dans cet extrait. 

Des anthocyanes ont été isolés par Mpiana et al. (2010) dans des extraits partiellement 

éthanolique (95 %) et aqueux de feuilles de Justicia secunda, preuve que cette plante contient 

ce composé. 

Les différents groupes chimiques retrouvés dans l’extrait aqueux brut de           Justicia 

secunda, à savoir les stérols et polyterpènes, les alcaloïdes, les anthocyanes et les 

saponosides, substances couramment utilisées dans la thérapeutique, de par leurs propriétés, 

seraient responsables des effets faiblement ou peu toxiques sur les souris traitées à l'extrait et 

des effets hypotenseurs et antihypertenseurs induits par cet extrait. 

 
Les alcaloïdes sont des substances naturelles basiques dont les structures 

polycycliques complexes présentent de puissants effets physiologiques. Cette importante 

activité biologique revêt un intérêt pharmacologique et, à ce titre, ces substances entrent dans 

la composition de nombreux médicaments comme principes actifs. Ils sont particulièrement 

utilisés dans l’industrie pharmaceutique. 

Qing Li et Blevins (2004) indiquent que les principes actifs importants d'un grand 

nombre de remèdes asiatiques (plantes et autres) sont des alcaloïdes. Leurs propriétés 

anticholinergiques, bronchodilatatrices, antihypertensives, antipaludéennes, antitussives, 

analgésiques et cytotoxiques sont le reflet de leur grande activité biologique          

(Rasoanaivo et al. 1996). Ce sont également des substances toxiques (surtout à l’état pur),     

et parfois à faibles doses, qui ont des effets thérapeutiques connues. Ils agissent directement 

sur le système nerveux avec des effets sur la conscience et la motricité. 

Des auteurs ont montré que certaines drogues contenant des alcaloïdes telles que les 

liliacées, les papavéracées, les rutacées et les apocynacées agissent sur le système          
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cardio-vasculaire et sur le système nerveux central et présentent par ailleurs des propriétés 

anticancéreuses (Quevauviller et Hamonniere, 1977). Des effets cardioinhibiteurs et 

hypotenseurs induits par les alcaloïdes ont également été décrits par Prieto et al. (1998).     

Des drogues à alcaloïdes isoquinoléiques type tropolonique telle que  la Colchique sont 

myorelaxantes (Hamon et al., 1985). 

Ainsi, les alcaloïdes contenus dans l’extrait aqueux brut de Justicia secunda serraient 

en partie responsable de la cardiodépression et de la vasorelaxation à l’origine de l’effet 

hypotenseur de cet extrait. Ils pourraient être également la cause de l’effet faiblement toxique 

de cette plante et de la diminution de la motricité des animaux traité avec AJse. 

 
La révélation du chromatogramme à la vanilline sulfurique donne une coloration rose 

violette témoignant de la nature triterpénique des saponosides mis en évidence dans l’extrait 

aqueux brut de Justicia secunda. 

Les saponosides (saponines) sont des hétérosides naturels dont la matière est un 

composé hydrosoluble, qui la rend moussante comme une eau de savon. Ils modifient la 

tension superficielle de l’eau. Les saponosides existent dans les plantes, condensées à de 

nombreux sucres, sous forme « inactive ». Elles sont hydrolysées, en cas de nécessité,           

et prennent alors leurs formes actives ; ce qui leur confère tout l’intérêt thérapeutique comme 

antimicrobien, antibactérien, antivirale, antifongique, parasiticide, anti-inflammatoire,       

anti-hémorroïdaire, antispasmodique, diurétique, cicatrisant et protecteur veineux      

(Lacaille-Dubois et Wagner, 1996 ; Sparg et al., 2004 )  

Ces plantes à saponines auraient plus d’effets sur le vivant : 

- elles facilitent la pénétration des autres substances au niveau de la peau, de l’intestin 

et de toutes les muqueuses ; 

- elles dissolvent les graisses, et par voie de conséquence, elles sont irritantes pour les 

muqueuses. 

Les saponosides ont une autre propriété caractéristique : celle d'hémolyser les globules 

rouges, (érythrocytes), c'est-à-dire de libérer leur hémoglobine, ce qui explique l'effet toxique 

de certaines d'entre elles. 

Des saponosides sont décrits dans la littérature comme possédant une forte activité 

cytotoxique prouvée. Ces saponosides sont connues pour leur action hémolytique et leur 

toxicité sur les animaux à sang froid (Pettit et al., 1991). 

La présence de saponosides dans l’extrait de Justicia secunda pourrait justifier l’effet 

faiblement toxique de cette plante, relevé précédemment. Ils n’ont pas d’effets révélés sur le 
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système cardio-vasculaire et ne seraient donc certainement pas directement à l’origine des 

effets de AJse sur la pression sanguine artérielle. Toutefois, les effets diurétiques des 

saponosides (Sparg et al., 2004 ; Lacaille-Dubois et Wagner, 1996) présents dans cet extrait 

pourraient êtres bénéfiques dans le traitement de l’hypertension artérielle par AJse. 

 
Le rôle le plus connu des anthocyanes est la coloration des fleurs et des fruits.       

Mais leur présence est également révélée dans les feuilles, les racines, les tiges et les graines. 

Il est indiqué que les anthocyanes sont des substances qui préviendraient l’hypertension 

artérielle. En effet, selon Cassidy et al. (2011), la consommation de polyphénols de type 

anthocyanes permettrait de réduire le risque d’hypertension. Une étude publiée dans 

l’American Journal of Clinical Nutrition a mis en évidence les bienfaits des anthocyanes sur 

la tension artérielle. Il ressort de cette étude portant sur 34 647 personnes que le risque de 

développer une hypertension est réduit de 8 % chez les personnes qui consomment plus 

d’anthocyanes. Par ailleurs, les bénéfices des anthocyanes semblent plus importants chez les 

moins de 60 ans, puisque dans cette population, le risque d’hypertension est réduit de 12 % 

chez les plus gros consommateurs d’anthocyanes (Cassidy et al., 2011). Pour ces 

scientifiques, l’activité anti-hypertensive des anthocyanes pourrait être liée au processus de 

vasodilatation.  

Ainsi, les anthocyanes, présents dans l’extrait aqueux de Justicia secunda, auraient des 

propriétés vasodilatatrices qui pourraient contribuer aux effets hypotenseurs et 

antihypertenseurs de cet extrait. 

 
Les stérols contenus dans l’extrait aqueux de Justicia secunda pourraient être              

à l’origine des effets hypotenseurs de cette plante. En effet, l’effet hypotenseur induit par les 

stérols a été rapporté par Lorenzana-Jiménez et al. (2006). Ils ont en effet montré que les 

polyphénols de l’extrait de Struthanthus venetus (Loranthaceae) ont des effets hypotenseurs et 

cardioinhibiteurs. 

Les stérols végétaux, en réduisant le taux de cholestérol à lipoprotéines de basse 

densité (LDL, Low Density Lipoprotein), font baisser la cholestérolémie (Ling et Jones, 

1995 ; Gill et al., 2008 ; Derdemezis et al., 2010), renforcent le système immunitaire,            

et réduisent les risques de coronaropathie et de certains cancers (Steinberg, 1997 ; Hu, 2003 ; 

Ettinger et al., 2004 ; Trautwein et Demonty, 2007 ; Murphy et Johnson, 2008 ; Cooney et al., 

2009 ; Rog et al., 2009). Il est en effet bien établi un lien entre l’augmentation du taux de 

cholestérol sanguin, et plus particulièrement du cholestérol à lipoprotéines de faible densité 
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(cholestérol LDL : mauvais cholestérol), et l’augmentation du risque de coronaropathie. Sur la 

base de donnés épidémiologiques, on estime qu’une diminution de 10 %  du cholestérol LDL 

permet de réduire de 20 % le risque de maladie coronarienne à vie. Des études montrent que 

la consommation quotidienne de 1 à 3 grammes de stérols végétaux fait baisser le cholestérol 

LDL de 8 à 15 %  (Gylling et Miettinen, 1996 ; Hendriks et al., 1999 ; Katan et al., 2003)   

sur une période de 3 à 6 semaines (Hendriks et al., 2003). 

Les stérols végétaux ou phytostérols forment une catégorie de composés naturels 

ressemblant à des corps gras et structurellement semblables au cholestérol. Ils réduisent le 

cholestérol LDL parce que, pour l’absorption à travers la paroi intestinale, ils entrent en 

concurrence avec le cholestérol issu de l’alimentation et du cycle du cholestérol.             

Ainsi, les phytostérols, en inhibant de façon compétitive l’absorption et le captage du 

cholestérol dans l’intestin grêle (Heinemann et al., 1993 ; Gylling et Miettinen, 1996 ; 

Trautwein et al., 2003 ; Wang, 2007), réduisent de façon notable l’apport en cholestérol dans 

le sang et le risque de coronaropathie. Etant donné que des taux sanguins élevés de cholestérol 

brut et de cholestérol à lipoprotéines de basse densité sont les principaux facteurs de risque 

pour la coronaropathie (Trautwein et Demonty, 2007 ; Derdemezis et al., 2010) et d’autres 

maladies liées à l’athérosclérose (Schaller, 2003 ; Vaya et Schipper, 2007), la réduction du 

taux de cholestérol diminue le risque de coronaropathie.  

Ainsi, la présence de stérols dans l’extrait aqueux de Justicia secunda pourrait être 

bénéfique dans la prévention des maladies cardio-vasculaires en faisant baisser le taux de 

LDL. 

 
Des composés tels que les polyphénols totaux et les flavonoïdes, dont les propriétés 

hypotensives et antihypertensives ont été largement montrées par plusieurs auteurs         

(Arora et al., 1998 ; Geleijnse et al., 1999 ; Chan et al., 2000 ; Duarte et al., 2001-a ; Duarte 

et al., 2001-b ; Javorkoua et al., 2004 ; Jun-hua et al., 2006 ; Ojewole, 2006), ne sont pas 

présents dans l’extrait aqueux brut de Justicia secunda qui, pourtant, fait apparaître ces effets. 

 
Une activité antiradicalaire sur le DPPH a été obtenue avec l’extrait aqueux brut de 

Justicia secunda, mettant en évidence l’existence de composés antioxydants dans cet extrait. 

Ces substances antioxydantes entrent dans l’arsenal thérapeutique de la lutte contre 

l’athérosclérose, la polyartrite chronique, l’asthme et les cancers (Takao et al., 1994 ; Potterat, 

1997 ; Chevalley, 2000), ainsi que la protection contre les accidents cardio-vasculaires 

(Hertog et al., 1993 ; Tangirala et al., 1995 ; Cao et al., 1997 ; Cai et Harrison, 2000 ; 



 

 

 

- 161 - 

Thèse de Doctorat d’Etat ès Sciences  ABO  K.  Jean Claude 

Griendling et al., 2000 ; Zalba et al., 2000 ; Sudesh et Vicki, 2005). Tous les facteurs de 

risque cardio-vasculaire ont un effet commun au niveau de la paroi artérielle : ils augmentent 

la production de radicaux libres et entraînent ainsi une diminution de la disponibilité de NO 

qui se manifeste par une atténuation de la vasodilatation dépendante de l'endothélium.         

Par ailleurs, la production excessive de radicaux libres oxyde les lipoprotéines de basse 

densité. Ces LDL oxydées jouent un rôle de premier plan dans la pathogenèse de 

l'athérosclérose et de ses complications.  

Ainsi, la présence de composés antioxydants dans Justicia secunda, rend utile cette 

plante dans la lutte contre le stress oxydatif pouvant endommager ou détruire les cellules et 

préviendrait en conséquence certaines pathologies cardio-vasculaires.  

Toutefois, les réactions en tubes et les révélations sur CCM ont montré la présence, 

dans l’extrait aqueux brut de Justicia secunda, de stérols et polyterpènes, d’alcaloïdes et de 

saponosides dont les activités anti-radicalaires n’ont pas été indiquées dans la bibliographie.  

Seuls les anthocyanes présents dans cet extrait sont connus comme des antioxydants. 

L’activité antioxydante des anthocyanes est due à leur structure de base, constituée par un 

système tricyclique aromatique à quinze atomes de carbone ainsi que du cation flavylium, 

dont la réactivité est illustrée par la formation du dérivé bisulfitique et d’une réaction 

d’oxydoréduction (antioxydant). 

 Aussi, l’activité antiradicalaire marquée de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda 

pourrait provenir des anthocyanes ou d’un autre composé présent dans cet extrait, mais non 

identifié par les tests phytochimiques utilisés.  

 

Le résultat observé lors de l’évaluation de l’activité d’un extrait brut provient de deux 

paramètres : d’une part, l’activité intrinsèque d’un produit et, d’autre part, sa quantité relative 

dans l’extrait. Ainsi, l’activité marquée de AJse peut tout aussi bien provenir d’une faible 

quantité de constituants très actifs, que d’une grande quantité de constituants peu actifs.         

Il se peut également que l’activité observée résulte de la somme d’activités de plusieurs 

constituants. 

L'ensemble des résultats démontre l'intérêt de poursuivre des recherches visant à 

approfondir la détermination des composés responsables de ces activités hypotensives, 

antihypertensives et antioxydantes de Justicia secunda. 

Mais, avant cela, il importe de voir l’effet de cet extrait brut sur les paramètres du 

système cardio-vasculaire qui peuvent influencer la pression artérielle. 
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IV 1 – 4. Effets d’un extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse)  

   sur le système cardio-vasculaire de Mammifères 

La Pression Artérielle (PA) est la pression qui règne sur la paroi interne des vaisseaux 

pendant la circulation sanguine. Elle est physiologiquement définie comme le produit de la 

résistance du vaisseau (essentiellement artériolaire) dans lequel se trouve le sang et le débit 

imposé par le cœur qui, lui, est lié à la fréquence de décharge du pacemaker sinusal et la force 

avec laquelle les fibres musculaires des ventricules se contractent à chaque décharge  

(Folkow, 1982 ; Royer, 1985 ; Chemla et Lecarpentier, 2001). 

Ainsi, la pression artérielle est une grandeur qui dépend des paramètres du système 

cardio-vasculaire. Ces paramètres sont au nombre de 5 : 

- le débit cardiaque, donc l’activité du cœur ; 

- les résistances périphériques (surtout dues à la contractilité des artérioles ou 

vasomotricité) ; 

- l’élasticité des parois des grosses artères ; 

- la viscosité du liquide sanguin ; 

- le volume de sang ou volémie. 

Ces facteurs qui déterminent la pression artérielle peuvent varier dans de très 

nombreuses circonstances. En effet, tout facteur qui entraînera une variation de l’un des 

paramètres cités ci-dessus provoquera une modification de la pression artérielle. 

Ainsi, pour comprendre les effets de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda sur la 

pression sanguine artérielle, il convient d’étudier, sur l’animal entier, l’action de cette 

substance sur les paramètres cardio-vasculaires tels que l’activité cardiaque, la vasomotricité 

et la viscosité du sang. Vue que AJse, administré à l’animal, agit rapidement sur la pression 

sanguine artérielle (temps de latence inférieur à 10 secondes) et que ces effets sont tout aussi 

rapidement réversibles, il est peu probable que, dans les conditions expérimentales,                 

à court terme, l’action de cette substance passe par une modification de la volémie. 

 

IV 1 – 4 – 1. Effets d’un extrait aqueux brut de Justicia secunda  

         sur l’activité cardiaque 

IV 1 – 4 – 1 – 1. Effets de AJse sur l’électrocardiogramme (ECG) de lapin 

IV 1 – 4 – 1 – 1 – 1. Effets dose-réponse de AJse sur l’ECG de lapin 

Les effets de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda sur l’ECG ont été étudiés        

en administrant à des lapins des doses croissantes et cumulées de cet extrait,                    
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variant de 1,25 à 50 mg/kg de poids corporel. Des intervalles de temps de 15 min sont 

respectés entre les différentes injections. 

L’analyse de l’ECG révèle un certain nombre de paramètres biologiques parmi 

lesquels la fréquence cardiaque, l’amplitude des différentes ondes et la durée des intervalles 

séparant ces ondes (figure 44).  

Cette étude nous a amené à mesurer ces paramètres avant et après l’administration de 

l’extrait aqueux brut de Justicia secunda. 

La figure 45 est un enregistrement type des effets de AJse, administré à des doses 

variant de 1,25 à 50 mg/kg de poids corporel, sur l’électrocardiogramme.  

Il apparaît que, dans cette gamme de concentrations administrées aux lapins, AJse n’a 

pas d’effet notable sur la durée des intervalles PR et QT et du segment ST séparant les 

différentes ondes de l’ECG. Les effets de AJse, en fonction de la dose, sont essentiellement 

remarquables sur l’amplitude des ondes P et T, l’amplitude  du complexe QRS et sur la 

fréquence cardiaque. 

La figure 45-A représente l’ECG témoin de l’enregistrement type, qui montre une 

apparition rythmique et régulière des ondes P et T et le complexe QRS dont les amplitudes 

sont respectivement de 125, 100 et 650 µV, avec une fréquence cardiaque, donnée par le 

nombre de complexes QRS par unité de temps, constante de 231 cycles/min. 

AJse, administré à des doses inférieures à 5 mg/kg de poids corporel n’a pas d’effet 

notable sur l’activité électrique globale du cœur du lapin.  

A partir de la dose de 5 mg/kg P.C., AJse induit une diminution de la fréquence des 

battements cardiaques de 4,33 ± 2,3 % (n = 4).  

Pour une dose de 10 mg/kg P.C., l’effet sur la fréquence cardiaque s’accentue et 

s’accompagne d’une diminution de l’amplitude de l’onde T de 24,6 ± 2,3 %. 

Les doses de AJse supérieures à 10 mg/kg P.C. entraînent sur l’ECG une diminution 

dose-dépendante de l’amplitude des ondes P et T et une diminution de la fréquence cardiaque. 

Pour les doses variant de 5 à 50 mg/kg P.C., les effets de AJse sur le complexe QRS 

sont variables. En effet : 

- les dose de AJse inférieures à 30 mg/kg P.C. font apparaître une augmentation de 

l’amplitude du complexe QRS (15,4 ± 2,5 % d’augmentation pour la dose de 20 mg/kg P.C.) ; 

- par contre, la dose de AJse de 30 mg/kg P.C. entraîne, transitoirement, une baisse du 

complexe QRS de 12,25 ± 2,4 %, puis survient une augmentation de ce complexe de           

6,1 ±  1,7 % ;   
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Figure 44 : enregistrement de l’ECG 

       intervalles et segments

                  (D’après http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:SinusRhythmLabels.svg)
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enregistrement de l’ECG normal montrant les différentes ondes,

intervalles et segments 

(D’après http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:SinusRhythmLabels.svg)
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normal montrant les différentes ondes, 

(D’après http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:SinusRhythmLabels.svg) 
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Figure 45 : effets dose-réponse de AJse sur l’ECG de lapin 

A  - Enregistrement témoin (Te) de l’ECG normal et étalonnage (Et) 

B à I  - Effets de AJse à 1,25 (B) ; 2,5 (C) ; 5 (D) ; 10 (E) ; 20 (F) ; 30 (G) ; 40 (H) et 50 (I)  

   mg/kg de poids corporel 

   F1, G1, H1 et I1 - Effets après 15 s F2, G2, H2 et I2 - Effets après 3 min 

I2 

F2 F1 

G1 G2 

H2 

H1 

I1 

Te Et 4 s 

1 mV 
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- une dose de AJse de 40 mg/kg P.C. et les doses supérieures induisent uniquement 

une diminution de l’amplitude du complexe QRS. En plus, ces doses entrainent des 

perturbations de la ligne isoélectrique de l’ECG qui ne reste plus stable. Ces perturbations de 

la ligne isoélectrique de l’ECG, induite par AJse à partir de la dose de 40 mg/kg de poids 

corporel, s’accentuent avec l’augmentation de la dose de l’extrait et l’onde T tend                   

à disparaître en administrant des doses supérieures à 40 mg/kg P.C. 

Les effets sur l’ECG des doses de AJse variant de 5 et 30 mg/kg P.C. sont totalement 

réversibles. La diminution des paramètres de l’ECG sont partiellement réversibles avec la 

dose de AJse de 40 mg/kg P.C. et irréversibles pour les doses plus fortes. 

Le tableau XI donne, pour une expérience type, les variations de l’amplitude des 

ondes P et T, du complexe QRS et de la fréquence de l’ECG en fonction de la dose de AJse 

administrée au lapin. 

 
IV 1 – 4 – 1 – 1 – 2. Effets de doses uniques de AJse sur l’ECG de lapin 

Les figures 46, 47, et 48 représentent les effets en fonction du  temps de l’injection de 

doses uniques de AJse, respectivement à 20, 30 et 40 mg/kg de poids corporel sur l’ECG de 

lapin. Ces doses représentent celles qui induisent les trois types d’effets de cet extrait sur 

l’ECG. 

En effet, ces doses de AJse induisent une diminution dose-dépendante de l’amplitude 

des ondes P et T et une diminution de la fréquence cardiaque. En plus de ces effets, AJse fait 

apparaître : 

- à 20 mg/kg P.C., une augmentation de l’amplitude du complexe QRS, et ces effets 

sont totalement réversibles, moins de 5 min après d’administration de l’extrait ; 

- à 30 mg/kg P.C., on assiste d’abord à une baisse de l’amplitude du complexe QRS, 

suivie, 30 secondes après, d’une augmentation de l’amplitude de ce complexe. Ces effets sont 

totalement réversibles moins de 10 min après d’administration de l’extrait ; 

- à 40 mg/kg P.C., on observe uniquement une diminution de l’amplitude du complexe 

QRS. Cet effet est partiellement réversible. 

Le tableau XII  donne les effets de AJse,  aux doses de 20, 30 et 40 mg/kg P.C., pour 

4 expériences, sur l’amplitude des ondes P, T et du complexe QRS et sur la fréquence 

cardiaque durant 5 min. 
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Tableau XI : effets dose-réponse de AJse sur l’amplitude des ondes P et T,  

            du complexe QRS et sur la fréquence de l’ECG chez le lapin 

 
Concentration de 

AJse (mg/kg P.C.) 
0 
 

1,25 2,5 5 10 20 30 40 50 

Paramètre de l’ECG 

Onde P (µV) 125  125 125 125 125 100 75 62,5 50 

Complexe QRS (µV) 650  650 650 675 675 750 600 

/ 725 

575 550 

Onde T (µV) 100  100 100 100 75 50 37,5 25 12,5 

Fréquence (cycle/min) 233  233 231 225 221 203 194 190 187 
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Figure 46 : effets de AJse à 20 mg/kg de poids corporel en fonction du temps  

        sur l’ECG de lapin 

A  - Enregistrement témoin (Te) de l’ECG normal et étalonnage (Et) 

B à G - Effets de AJse à 20 mg/kg de poids corporel sur l’ECG après 15 s (B) ; 30 s (C) ;  

  45 s (D) ; 1 min (E) ; 3 min (F) et 5 min (G) 
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Figure 47 : effets de AJse à 30 mg/kg de poids corporel en fonction du temps  

        sur l’ECG de lapin 

A  - Enregistrement témoin (Te) de l’ECG normal et étalonnage (Et) 

B à F  - Effets de AJse à 30 mg/kg de poids corporel sur l’ECG après 15 s (B) ; 30 s (C) ;  

  45 s (D) ; 1 min (E) ; 3 min (F) et 5 min (G) 
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Figure 48 : effets de AJse à 40 mg/kg de poids corporel en fonction du temps  

        sur l’ECG de lapin 

A  - Enregistrement témoin (Te) de l’ECG normal et étalonnage (Et) 

B à F  - Effets de AJse à 40 mg/kg de poids corporel sur l’ECG après 15 s (B) ; 30 s (C) ;  

  45 s (D) ; 1 min (E) ; 3 min (F) et 5 min (G)  

Te Et 4 s 

1 mV 
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Tableau XII : effets durant 5 min de doses uniques de AJse sur l’amplitude des ondes P  

 et T, du complexe QRS et sur la fréquence de l’ECG chez le lapin (n = 4) 

 
 
 

Concentration 
de AJse 

Temps 

 

Paramètre de l’ECG 

0 s 15 s 30 s 45 s  1 min 3 min 5 min 

Effets de AJse (%) 

 

 

 
20 mg/kg P.C. 
 

Onde P  
0 - 10 

± 2,4 
**   

- 20 
± 3,2 
***  

- 10 
± 1,4 
**   

- 10 
± 1,8 
*    

0 
 
ns   

0 
 
ns   

Complexe QRS  
0 0 

 
ns  

+ 3,8 
± 0,7 
ns   

+15,4 
± 1,2 
***  

+11,5 
± 2,1 
***  

+ 7,7 
± 1,5 
**   

0 
 
ns   

Onde T  
0 - 37,5 

± 3,5 
***  

- 50 
± 4,2 
***  

- 50 
± 2,5 
***  

- 50 
± 3,4 
***  

- 25 
± 2,6 
***  

0 
 
ns   

Fréquence  
0 - 6,2 

± 2,5 
ns   

- 12,6 
± 2,6 
**   

- 9,8 
± 2,4 
*    

- 7,7 
± 2,1 
ns   

- 3,6 
± 2,5 
ns   

0 
 
ns   

 
 

 

30 mg/kg P.C. 
 

Onde P  
0 - 10 

± 2,1 
*    

- 30 
± 2,3 
***  

- 40 
± 3,1 
***  

- 20 
± 2,6 
***  

- 10 
± 2,4 
*    

- 5 
± 3,5 
ns   

Complexe QRS  
0 - 11,5 

± 2,1 
*    

- 7,7 
± 1,3 
ns   

+ 7,7 
± 2,2 
ns   

+ 11,5 
± 3,1 
*    

+ 7,7 
± 3,5 
ns   

+ 7,7 
± 2,3 
ns   

Onde T  
0 - 37,5 

± 4,5 
***  

- 50 
± 3,7 
***  

- 75 
± 4,1 
***  

- 75 
± 5,2 
***  

- 50 
± 4,1 
***  

- 37,5 
± 3,6 
***  

Fréquence  
0 -11,6 

± 1,7 
*    

- 16,7 
± 3,1 
**   

- 13,7 
± 2,7 
**   

-11,5 
± 1,8 
*    

- 9,5 
± 2,1 
*    

- 8,8 
± 3,4 
*    

 
 

 

40 mg/kg P.C. 
 

Onde P  
0 - 20 

± 2,6 
***  

- 30 
± 3,7 
***  

- 50 
± 2,8 
***  

- 40 
± 3,5 
***  

- 20 
± 3,4 
***  

- 40 
± 4,6 
***  

Complexe QRS  
0 - 3,8 

± 2,5 
ns   

- 6,2 
± 2,7 
ns   

- 11,5 
± 3,1 
*    

- 7,7 
± 2,2 
ns   

- 7,7 
± 1,8 
ns   

- 3,8 
± 1,7 
ns   

Onde T  
0 - 75 

± 3,5 
***  

- 50 
± 4,6 
***  

- 75 
± 3,3 
***  

- 87,5 
± 3,8 
***  

- 75 
± 2,6 
***  

- 87,5 
± 4,3 
***  

Fréquence  
0 - 12,2 

± 3,2 
*    

- 17,9 
± 3,4 
***  

- 10,5 
± 2,8 
*    

- 9,2 
± 2,4 
*    

- 11,4 
± 1,9 
*    

- 11,8 
± 2,3 
*    

        
ns P > 0.05 ; * P < 0,05 ; ** P < 0,01 ; *** P < 0,001 
 
-   : diminution        +  : augmentation  
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IV 1 – 4 – 1 – 2. Effets d’un extrait aqueux brut de Justicia secunda  

   sur les contractions du cœur isolé de rat 

IV 1 – 4 – 1 – 2 – 1. Effets de AJse sur l’activité mécanique du cœur isolé de rat 

Les effets de AJse sur l’amplitude et la fréquence des contractions cardiaques ont été 

étudiés en perfusant le cœur isolé avec des doses de cet extrait allant de 20-20 à 10-2 mg/ml.  

Il ressort de cette étude que AJse, pour des concentrations inférieures à 10-18 mg/ml, 

est sans effet sur les contractions cardiaques.  

Pour les doses supérieures à 10-18 mg/ml, AJse entraîne une réduction de la fréquence 

des contractions. Ces effets sur la fréquence des contractions sont faibles (moins de 16 % de 

réduction). A ces doses, les effets de l’extrait sont plus perceptibles et variables sur 

l’amplitude des contractions. En effet, les effets de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda 

sur l’activité mécanique du cœur isolé de rat varient selon 5 gammes de concentrations de cet 

extrait.  

La figure 49 présente des enregistrements types montrant les 5 effets différents de 

AJse, en fonction de la dose, sur les contractions du cœur isolé de rat. 

- La concentration de 10-18 mg/ml est la dose minimale de AJse agissant sur le cœur. 

Cela se traduit par une faible augmentation de l’amplitude des contractions cardiaques de 

l’ordre de 7,7 ±  1,6 % (figure 49-A). A cette dose, l’effet de l’extrait sur la fréquence des 

contractions n’est pas significatif (p>0,05).  

- Pour des doses entre 10-16 et 10-14 mg/ml, AJse induit une augmentation de 

l’amplitude et une baisse de la fréquence des contractions du cœur. La figure 49-B qui 

représente les effets de AJse à la dose de 10-14 mg/ml est un enregistrement type des effets de 

cet extrait dans cette gamme de concentration. A cette dose, AJse induit des effets inotrope 

positif et chronotrope négatif.  

- Pour la dose de AJse de 10-12 mg/ml (figure 49-C), des effets inotrope positif et 

chronotrope négatif sont également observés dans un premier temps et, par la suite, cet extrait 

n’a plus d’effet sur l’amplitude des contractions cardiaques qui revient à la normale et il ne 

subsiste qu’un effet chronotrope négatif.  

- Dans la gamme de concentrations de 10-10 à 10-8 mg/ml, les effets de AJse sur les 

contractions se traduisent d’abord par des effets inotrope positif et chronotrope négatif,      

puis l’amplitude des contractions diminue et il apparaît des effets inotrope et chronotrope 

négatifs. La figure 49-D est un enregistrement type montrant les effets de AJse à 10-8 mg/ml.  
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Figure 49 : effets dose-réponse de AJse sur les contractions du cœur isolé de rat 

        Enregistrements témoins (avant les flèches) et effets de AJse à 10-18 (A),  

        10-14 (B), 10-12 (C), 10-8 (D) et 10-6 (E) mg/ml. 

  

Amplitudes 
témoins 

6 s 
AJse 10-6 mg/ml 

AJse 10-18 mg/ml 

AJse 10-14 mg/ml 

AJse 10-12 mg/ml 

AJse 10-8 mg/ml 



 

 

 

- 174 - 

Thèse de Doctorat d’Etat ès Sciences  ABO  K.  Jean Claude 

A cette dose, il apparaît, au début de la perfusion du cœur avec cet extrait, des effets inotrope 

positif et chronotrope négatif, et dans un second temps, des effets inotrope et chronotrope 

négatifs. 

- Les effets des doses de AJse supérieures à 10-8 mg/ml se traduisent uniquement par 

des effets inotrope et chronotrope négatifs. La figure 49-E, qui est un enregistrement type des 

effets de AJse à la dose de 10-6 mg/ml, montre les effets de cet extrait sur les contractions 

cardiaques dans la gamme de doses variant de 10-8 à 10-2 mg/ml. A cette dose de 10-6 mg/ml, 

AJse induit des effets inotrope et chronotrope négatifs de 32,4 ± 4,7 % et 13,2 ± 2,5 % 

respectivement. 

Le tableau XIII  donne les effets de AJse, en fonction de la dose, sur l’amplitude et la 

fréquence des contractions du cœur isolé de rat (n = 4). 

 
IV 1 – 4 – 1 – 2 – 2. Effets de AJse sur le débit coronaire du cœur isolé de rat 

Il ressort de cette étude que le AJse, pour des doses inférieures à 10-16 mg/ml, n’a pas 

d’effet notable sur le débit coronaire cardiaque qui reste quasiment constant avec une valeur 

de 1,09 ± 0,26 ml/min. Pour les doses de AJse variant de 10-16 à 10-12 mg/ml le débit 

coronaire diminue avec une réduction maximale à la dose de AJse de 10-16 mg/ml             

(41,6 ± 6,5 % de réduction). Dans cette gamme de concentration de AJse, la réduction du 

débit coronaire est inversement proportionnelle à l’augmentation de la dose de l’extrait et 

varie de 41,6 ±    6,5 % (à 10-16 mg/ml) à 14,7 ± 4,2 % (à 10-12 mg/ml).  

Les doses de AJse supérieures à 10-12 mg/ml entraînent une augmentation dose-

dépendante du débit coronaire cardiaque, allant de 14,9 ± 6,5 % à 80,7 ± 7,3 % pour des doses 

de AJse qui varient de 10-10 à 10-2 mg/ml.  

Le tableau XIV indique les effets de AJse sur le débit coronaire cardiaque de rat pour 

4 expériences. 
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Tableau XIII : effets dose-réponse de AJse sur l’amplitude et la fréquence  

  des contractions du cœur isolé de rat (n = 4) 

 

 

Concentration de AJse 

Effets sur l’amplitude et la fréquence  

des contractions cardiaques 

< 10-18 mg/ml Sans effet 

10-18 mg/ml I + (+ 7,7 ± 1,6 %) 

10-16 à 10-14 mg/ml I + (+ 12,3 ± 2,5 %   à   + 20,6 ± 3,8 %) et    
C – (- 3,2 ± 1,4 %     à   - 8,5 ± 2,4 %) 

 
 
10-12 mg/ml 

I + (+ 10,4 ± 3,5 %) et    
C – (- 9,2 ± 4,6 %) 
puis  

C – (- 10,7 ± 3,5 %) 
 
 
10-10 à 10-8 mg/ml 

I + (+ 7,7 ± 1,6 %    à   + 4,5 ± 3,2 %) et    
C – (- 9,5 ± 3,5 %   à   - 10,8 ± 2,8 %) 
puis  
I – (- 5,4 ± 2,2 %      à   - 11,5 ± 2,4 %) et  

C – (- 11,2 ± 3,3 %   à   - 12,3 ± 4,3 %) 

> 10-8 mg/ml I – (≥ - 32,4 ± 4,7 %) et  

C – (≥ - 13,2 ± 2,5 %) 
 

I + : effet inotrope positif   I –    : effet inotrope négatif 

C + : effet chronotrope positif  C –  : effet chronotrope négatif 

 

 

Tableau XIV : variations du débit coronaire du cœur isolé de rat en fonction  

   de la dose de AJse (n = 4)  

 

Concentration de 
AJse (mg/ml) 

10-18 10-16 10-14 10-12 10-10 10-8 10-6 10-4 10-2 

Effets sur le débit 
coronaire 
cardiaque (%) 

0 

 

- 41,6 

± 6,5 
*** 

- 25,2 

± 4,6 
** 

-14,7 

± 4,2 
* 

+ 18,9  

± 6,3 
* 

+ 32,8 

± 7,3 
** 

+ 47,9 

± 5,5 
*** 

+ 56,2 

± 8,1 
*** 

+ 80,7 

± 7,3 
*** 

 
* P < 0,05 ; ** P < 0,01 ; *** P < 0,001 

 
-   : diminution du débit   

+  : augmentation du débit  
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IV 1 – 4 – 1 – 3. Discussion 

L’étude des effets de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda sur l’activité cardiaque 

a été réalisée en testant cet extrait sur l’activité électrique globale du cœur (ECG) "in situ"    

de lapin et sur les contractions rythmiques du cœur isolé de rat.  

L'analyse de l'électrocardiogramme comprend la mesure de la fréquence,                  

des amplitudes et durées des ondes P et T, du complexe QRS, des intervalles PR et QT et     

du segment ST, ainsi que l'examen de la morphologie de ces ondes (Fisch, 1980 ;        

Wellens, 1986 ; Pipberger et al., 1990). 

De l’analyse de l’ECG, avant et après administration de AJse, il ressort que cet extrait 

n’a pas d’effet notable sur les intervalles séparant les ondes, mais agit essentiellement sur 

l’amplitude de ces ondes et sur la fréquence cardiaque. 

Ces intervalles et segments du tracé électrocardiographique sont des paramètres 

importants, permettant d'évaluer la normalité ou non de l'espace entre 2 évènements 

électriques (Kent, 1914 ; Mann, 1920 ; Durrer, 1968 ; Pipberger et al., 1990 ; Li et al., 1995). 

En effet, l'intervalle PR correspond au délai entre la dépolarisation des oreillettes et celle des 

ventricules (temps de conduction auriculo-ventriculaire) ou encore le temps de propagation de 

l'onde de dépolarisation (à travers les oreillettes, le nœud atrio-ventriculaire, le faisceau de 

His, ses branches et le réseau de Purkinje) aux cellules myocardiques ventriculaires,    

jusqu'au début de l'activation ventriculaire. Il est le témoin du temps nécessaire à la 

transmission de l'influx électrique des oreillettes aux ventricules. L’intervalle QT, qui va du 

début de l'excitation des ventricules jusqu'à la fin de leur relaxation, correspond au temps de 

systole ventriculaire 

Le segment ST représente le temps de stimulation complète des ventricules 

correspondant à la phase 2 de la repolarisation ventriculaire, phase pendant laquelle les 

cellules ventriculaires sont toutes dépolarisées (Luo et Rudy, 1994). 

Le cœur est le centre d’une activité électrique intense à l’origine de la contraction 

cardiaque (Waller, 1887). L’activité électrique globale du cœur, due à une dépolarisation de la 

membrane des cellules cardiaques, exprime les variations de potentiel pendant le cycle 

cardiaque. L’enregistrement de ces variations de potentiel constitue l’électrocardiogramme 

(ECG).  

Chaque cycle de dépolarisation/repolarisation du cœur correspond au passage du 

courant électrique des oreillettes vers les ventricules qui se contractent dans le même ordre. 

Sur le plan électrocardiographique, cela se traduit par l'enregistrement, toujours dans le même 
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ordre, des différentes ondes  P, Q, R, S et T (Mann, 1920 ; Henson, 1971; Snellen, 1995 ; 

Guenard, 1996) qui traduisent chaque battement cardiaque, au rythme sinusal normal  

(Krikler, 1987 ; Hurst, 1991).  

Il est connu qu’au cours du rythme sinusal normal, la dépolarisation du myocarde 

auriculaire procède à partir du nœud sino-auriculaire ou nœud sinusal de Keith et Flack qui est 

situé dans la partie supérieure de l'oreillette droite, à proximité de l'abouchement de la veine 

cave supérieure. De là, l'excitation se propage de proche en proche pour dépolariser toute 

l'oreillette droite, ensuite le septum inter-auriculaire et l'oreillette gauche, par l'intermédiaire 

de trois faisceaux intra-auriculaires antérieur, moyen et postérieur. C'est le faisceau antérieur 

(faisceau de Bachman) qui donne une branche rejoignant l'oreillette gauche et assurant ainsi la 

conduction inter-auriculaire. La dépolarisation des oreillettes se traduit par l’onde P.        

Cette dépolarisation auriculaire précède et déclenche la contraction (systole) auriculaire  

(Bers, 2002). 

La dépolarisation va ensuite traverser le nœud auriculo-ventriculaire avant de gagner 

le faisceau de His. Cette traversée est freinée, ralentie, et l’amplitude de la dépolarisation est 

trop faible pour pouvoir être visible sur l’ECG. De ce fait, l’onde P est suivie d’un retour à la 

ligne isoélectrique qui est la traduction électrocardiographique du passage nodal. 

Les trois faisceaux auriculaires se rejoignent à la partie postéro-basale du septum  

inter-auriculaire, en avant de l'abouchement du sinus coronaire, y formant le nœud     

auriculo-ventriculaire d'Aschoff-Tawara par où passe l’activation. A son extrémité inférieure, 

les fibres conductrices se réunissent en faisceaux parallèles pour former le faisceau de His.  

Le tronc commun du faisceau de His court le long de la partie postéro-inférieure du septum 

inter-ventriculaire membraneux et, après un court trajet, au sommet du septum                  

inter-ventriculaire musculaire, il se divise en deux branches principales. Les deux branches du 

faisceau de His envoient d'innombrables ramifications à l'intérieur de la musculature septale et 

sous l'endocarde ventriculaire gauche et droit. Ces fines ramifications forment le réseau de 

Purkinje dont la trame s'étend pratiquement à toutes les couches sous-endocardiques des 

ventricules, un peu moins au niveau de leur partie postéro-supérieure.  

Après le passage nodo-hissien débute la dépolarisation ventriculaire au niveau du 

septum. Ce dernier est dépolarisé en commençant par son endocarde gauche pour se 

poursuivre vers son endocarde droit ; puis les deux ventricules se dépolarisent simultanément. 

Cela se traduit par un complexe polyphasique : le complexe QRS qui est le ventriculogramme 
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ou potentiel d’action ventriculaire (Cain et al., 1996). Cette dépolarisation ventriculaire 

précède et déclenche la systole ventriculaire (Bers, 2002). 

La dépolarisation ventriculaire ayant permis la contraction ventriculaire, le myocarde 

doit retrouver ses conditions antérieures au phénomène qui lui permettent à nouveau le cycle 

dépolarisation/contraction : c’est la repolarisation (Yan et al., 2003 ; Hlaing et al., 2005 ;   

Zhu et al., 2009 ; Xue et al., 2010). Elle est inscrite sur l’ECG par l’onde T.                      

Cette repolarisation ventriculaire précède le relâchement musculaire ou diastole        

(Brutsaert et Sys, 1989). 

La courbe ainsi enregistrée représente les variations des courants de dépolarisations et 

de repolarisations des tissus auriculaires et ventriculaires, au cours de chaque cycle cardiaque 

(Durrer, 1968). 

 
L'extrait aqueux brut de Justicia secunda agit sur le cœur en diminuant la fréquence 

des battements. Cette bradycardie induite par AJse est dose-dépendante. 

La fréquence de l'ECG peut être évaluée par le nombre de complexes QRS           

(donc de dépolarisations des ventricules par une impulsion électrique) à chaque minute.  

Celle-ci correspond au nombre de battements cardiaques par minute (Durrer, 1968 ;        

Fisch, 1980) ; le rythme cardiaque normal étant commandé par la fréquence intrinsèque du 

nœud sinusal, ensemble de cellules situées dans l'oreillette droite, qui se dépolarise 

rythmiquement (Durrer, 1968).  

La bradycardie observée en présence de AJse est révélatrice d'un probable trouble de 

la conduction cardiaque ou, plus rarement, d'un trouble du rythme cardiaque.                       

Cet extrait n’ayant pas d’effets notables sur les  intervalles séparant les différentes ondes,                   

cette bradycardie induite par cet extrait serait d’origine sinusale, car l'électrocardiogramme 

montre un tracé d'aspect normal avec un rythme ralenti  (Pipberger et al., 1990 ;           

Keating et Sanguinet, 2001).  

Selon Fisch (1980), les causes non-cardiaques d’une arythmie telle que la bradycardie 

sinusale sont habituellement secondaires à l'usage de drogue ou de médicaments 

(bêtabloquant, digitalique, inhibiteur calcique bradycardisant), à une endocrinopathie 

(Hypothyroïdie), un déséquilibre électrolytique (hypokaliémie, acidose), des facteurs 

situationnels tels un repos au lit prolongé, et des problèmes auto-immunitaires.        

L’arythmie qui apparaît suite à l’administration de AJse peut donc être liée à la présence dans 

cet extrait de composés bêtabloquants, digitaliques, inhibiteurs calcique bradycardisants. 



 

 

 

- 179 - 

Thèse de Doctorat d’Etat ès Sciences  ABO  K.  Jean Claude 

Les effets de AJse sur les ondes de l’ECG se traduisent essentiellement par une 

diminution dose-dépendante de l’amplitude des ondes P et T et, en fonction de la dose, une 

augmentation ou une diminution de l’amplitude du complexe QRS. 

En effet, dans la gamme de doses comprises entre 5 et 20 mg/kg P.C., AJse induit 

essentiellement une diminution de l’amplitude de l’onde T et une augmentation de celle du 

complexe QRS. Les effets de AJse sur l’onde P ne sont apparents qu’à partir de la dose de   

20 mg/kg P.C., avec une faible réduction de l’amplitude  de cette onde. L'onde P correspond à 

la dépolarisation (et la contraction) des oreillettes depuis le nœud sinusal vers le nœud     

atrio-ventriculaire, le complexe QRS indique la dépolarisation (et la contraction)                 

des ventricules et l'onde T est consécutive au courant de repolarisation (et la relaxation)      

des ventricules. 

L’augmentation de l’amplitude du complexe QRS pour certaines doses de AJse traduit 

une augmentation de la dépolarisation ventriculaire (Kadambe et al., 1999) et donc une 

augmentation de sa contraction et justifierait ainsi une augmentation de l’amplitude des 

contractions cardiaques en présence de certaines doses de cet extrait. En effet, une action 

cardiotonique est également observée sur les contractions cardiaques en présence de faibles 

doses de AJse. Cet extrait, à la dose de 10-18 mg/ml, fait apparaître un effet cardiotonique qui 

se traduit par une augmentation de l’amplitude des contractions du cœur isolé et perfusé de 

rat. 

A la dose de 10 mg/kg P.C., AJse induit, en plus de l’augmentation de l’amplitude du 

complexe QRS, une diminution de l’amplitude de l’onde T. Cette diminution indique une 

réduction de la repolarisation ventriculaire et pourrait expliquer la baisse de la fréquence des 

battements cardiaques. Les effets inotropes positifs et chronotropes négatifs, induits par AJse 

pour certaines doses, laissent supposer l’existence dans cet extrait de composés de type 

digitalique. Cet effet "digitalique-like" est également observé sur les contractions cardiaques. 

En effet, les doses de AJse de 10-16 à 10-14 mg/ml font apparaître une augmentation de 

l’amplitude et une diminution de la fréquence des contractions du cœur isolé et perfusé de rat.  

 
Ces effets inotrope positif et chronotrope négatif entrainés par AJse sont semblables   

à ceux des substances cardiotoniques telles que l’extrait chloroformique des écorces de 

Mansonia altissima (Guede-Guina et Attias, 1977 ; Aka, 1980 ; Allam et al., 1990),               

la digoxine (Allam et al., 1990 ; Mensah, 1992 ; Itsuo et al., 1996), la mansonine            

(Ehile et al., 1990 ; Mensah, 1992 ; Guede-Guina et al., 1995). Ces substances ont surtout une 

activité inhibitrice de l’ATPase Na+/K+ qui provoque l’augmentation de l’amplitude des 
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contractions des fibres myocardiques des Mammifères, suite à une intensification de l’influx 

calcique (Coraboeuf, 1960 ; Rougier et al., 1968 ; Aka, 1980 ; Ehile, 1983).                      

Cette propriété des glycosides cardiotoniques est concomitante à l’effet chronotrope négatif 

qui résulterait alors d’une intensification du flux sortant potassique entraînant ainsi une baisse 

de l’excitabilité du muscle cardiaque (Vassort et Rougier, 1972). Il ne faut pas ignorer qu’en 

plus, l’activation de l’influx calcique entraine une sortie massive de K+ ; ce qui induit donc 

une hyperpolarisation de la membrane et une baisse de la fréquence des contractions 

mécaniques (Lenfant et al., 1968 ; Fauconnier et al., 2003 ; Perrier et al., 2004 ;           

Richard et al., 2007). 

Cependant, nos études phytochimiques n’ont pas montré la présence de glycosides 

cardiaques dans l’extrait aqueux brut de Justicia secunda. Les effets cardiotoniques et ceux de 

type digitalique ne relèveraient donc pas de ceux de glycosides cardiotoniques,             mais 

d’autres composés contenus dans cet extrait. 

Les doses de AJse supérieures à 20 mg/kg P.C., induisent la diminutions de toutes les 

ondes de l’ECG.  

Les réductions des amplitudes de l’onde P, du complexe QRS et de l’onde T indiquent 

des réductions respectives de la dépolarisation auriculaire, de la dépolarisation ventriculaire et 

de la repolarisation ventriculaire (Durrer, 1968 ; Fisch, 1980 ; Pipberger et al. 1990).          

Ces réductions de dépolarisations et repolarisation induites par l’extrait seraient à l’origine 

d’une baisse de l’activité cardiaque. Dans cette gamme de concentration, AJse est ainsi 

exclusivement cardioinhibiteur. 

La cardioinhibition induite par AJse est mise en évidence, au niveau des contractions 

cardiaques, pour les fortes doses de cet extrait. 

Il est en effet connu que les courants électriques qui circulent dans le cœur entraînent 

des potentiels électriques et sont responsables de l'activité musculaire cardiaque.           

Chaque cycle de dépolarisation/repolarisation du cœur a pour conséquence de permettre la 

contraction cardiaque. Ainsi, l’inhibition de l’activité électrique induite par AJse et mise en 

évidence par les réductions de la fréquence cardiaque et de l’amplitude des ondes P, T et du 

complexe QRS,  justifie les effets inotropes et chronotropes négatifs induits par cet extrait sur 

les contractions du cœur isolé et perfusé de rat pour des doses de cet extrait supérieures          

à 10-12 mg/ml. 

Les effets variés de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda, en fonction de la dose de 

l’extrait administré, sur les contractions rythmiques du cœur, suggèrent que AJse contient 
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plusieurs composés dont certains seraient cardioactivateurs et d’autres cardiodépresseurs, 

avec des effets dominants pour les composés cardiotoniques pour les faibles doses              

(10-18 à   10-14 mg/ml) et des effets cardioinhibiteurs prédominants pour les doses plus fortes 

(supérieures à 10-8 mg/ml). Les doses intermédiaires entrainent, transitoirement,                  

des effets cardiotoniques suivis d’effets cardioinhibiteurs. L’action des composés 

cardiotoniques serait donc précoce ; celles des composés cardioinhibiteurs s’installant 

tardivement, avec un effet prépondérant. 

 
Les effets de AJse, qui diffèrent en fonction de la dose, sont également observés au 

niveau du débit coronaire. En effet, la mesure du débit coronaire fait apparaître, pour des 

doses de AJse inférieures à 10-12 mg/ml, une diminution de ce paramètre, alors que les doses 

supérieures induisent son augmentation. 

Dans la technique d’enregistrement de l’activité mécanique du cœur isolé et perfusé 

qui dérive de celle de Langendorff (1895), le cœur est perfusé en lui faisant parvenir le liquide 

nourricier par la circulation coronaire qui fournit la totalité du sang qui irrigue le myocarde. 

Les artères coronaires, au nombre de 2 (droite et gauche), sont des branches de l’aorte dont 

elles se détachent à un niveau un peu supérieur de celui du bord libre des valvules sigmoïdes. 

Elles cheminent à la surface du cœur, dans le sillon cardiaque, et se ramifient pour pénétrer à 

l’intérieur du myocarde. Elles ont une partie de leur trajet à la surface du cœur et donnent 

naissance à des artérioles qui pénètrent dans le myocarde perpendiculairement à la surface 

épicardique. Dans la technique de perfusion, la solution physiologique parvient dans l’aorte 

sous une pression suffisante (quelques cm Hg). Ainsi, les valvules sigmoïdes se ferment, le 

liquide emprunte donc le circuit coronaire et, après l’avoir traverser, aboutit dans l’oreillette 

droite, puis dans le ventricule droit avant d’être déversé à l’extérieur. 

Dans la gamme de concentration allant de 10-16 à 10-12 mg/ml, AJse induit une 

diminution du débit coronaire cardiaque. Cette diminution pourrait être relative à une 

constriction des coronaires. De même, l’augmentation du débit coronaire, pour des doses de 

AJse variant de 10-10 à 10-2 mg/ml, pourrait provenir d’une vasodilatation. Ainsi, pour les 

faibles doses, AJse induirait une vasoconstriction et donc une diminution du débit coronaire. 

Par contre, les effets de cet extrait pour les fortes doses seraient une vasodilatation, et donc un 

écoulement plus aisé du liquide nourricier dans les coronaires (Segal, 2005), et ainsi une 

augmentation du débit coronaire (L’Abbate et al., 2002 ; Wei et Kaul, 2004). 

Cette action vasodilatatrice de AJse au niveau coronaire qui augmente le débit 

coronaire favoriserait un apport en oxygène au myocarde. Les actions inotrope et chronotrope 
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négatives de cet extrait sur les contractions cardiaques diminueraient la consommation 

myocardique en oxygène. Ces deux actions de AJse auraient l’avantage de rendre cet extrait 

aqueux brut de Justicia secunda potentiellement anti-ischémique. 

 

IV 1 – 4 – 2. Effets d’un extrait aqueux brut de Justicia secunda  

         sur les contractions de l’artère aorte isolée de cobaye 

Le but de ces expériences est d’étudier les effets d’un extrait aqueux brut de Justicia 

secunda sur la force contractile du muscle lisse aortique. Pour cela, différentes doses de AJse 

sont cumulativement administrées aux fragments d’artères aortes isolées de cobaye,       

intacts ou dépourvus d’endothélium. 

 

IV 1 – 4 – 2 – 1. Effets dose-réponse de AJse sur les contractions toniques de l’artère 

   aorte isolée intacte de cobaye  

Des doses croissantes et cumulées de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda, variant 

de 10-2 à 10 mg/ml, ont été testées sur des fragments de l’artère aorte isolée de cobaye,      

dont l’endothélium est resté intact. Les résultats de cette série d’expériences sont présentés 

par la figure 50. Cette figure montre en (a) et (b) deux enregistrements types des effets de 

AJse sur les contractions toniques, et en (c), les résultats pour 4 expériences. 

Il apparaît que, pour des doses inférieures à 2 mg/ml, AJse est sans effet notable sur 

les contractions toniques de l’artère aorte isolée de cobaye. 

Des doses de AJse, allant de 2 à 7,5 mg/ml, entraînent une diminution de la force 

contractile de l’artère aorte isolée intacte de cobaye. Pour ces doses de AJse, la vasorelaxation 

induite est dose-dépendante, avec une baisse maximale du tonus de base                                

de 112,12.10-3 ± 5,6.10-3 g à la dose de 7,5 mg/ml. Les doses de AJse supérieures                    

à 7,5 mg/ml, administrées ensuite, ne modifient plus le tonus musculaire aortique qui reste 

stable. 

La figure 50-b montre qu’une dose unique de AJse de 3 mg/ml induit une 

vasorelaxation de 30,30.10-3 ± 3,7.10-3 g après 3,5 min. A cette dose, tout comme les autres 

doses actives, l’effet maximum de cette substance est obtenu moins de 4 minutes après avoir 

administré l’extrait. C’est pourquoi les doses cumulées de AJse sont successivement ajoutées 

après 4 minutes. 
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Figure 50 : effets dose-réponse de AJse sur les contractions toniques de l’artère aorte  

       isolée intacte de cobaye 
       

a – Enregistrement type 

Enregistrement témoin (avant la première flèche) et effets cumulés de AJse  

successivement à 0,05 ; 0,5 ; 1 ; 2 ; 3 ; 4 ; 5 ; 7,5 et 10 mg/ml sur les contractions. 
 

b – Effet d’une dose unique de AJse  

  Enregistrement témoin (avant la flèche) et effets de AJse à 3 mg/ml sur les  

 contractions. 
 

c – Eourcentage de diminution du tonus musculaire aortique en fonction du logarithme  

      de la concentration de AJse  

n = 4 ; ns P > 0,05 ; ** P < 0,01 ; *** P < 0,001.  

  0,2 g 

4 min 

a 

c 

  0,2 g 

30 s 

b 
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La courbe de la baisse du tonus musculaire en fonction du logarithme de la 

concentration de AJse (figure 50-c) est une sigmoïde qui présente un plateau pour les fortes 

doses de l’extrait. Cette courbe permet de déterminer pour cet extrait une concentration 

efficace 50 % (CE50) de 3,588 mg/ml. 

 

IV 1 – 4 – 2 – 2. Effets dose-réponse de AJse sur les contractions toniques de l’artère 

   aorte isolée dépourvue d’endothélium de cobaye  

Dans cette série d’expériences, des doses croissantes et cumulées de l’extrait aqueux 

brut de Justicia secunda, variant de 10-2 à 7,5 mg/ml, ont été testées sur des fragments de 

l’artère aorte isolée de cobaye, dépourvus d’endothélium. 

La figure 51, qui représente un enregistrement type des résultats de ces expériences, 

montre que AJse à partir de la concentration de 2 mg/ml, entraîne une faible diminution du 

tonus de base de l’artère aorte dépourvue d’endothélium. Cette diminution est                   

dose-dépendante et est de 25,45.10-3 ± 5,8.10-3 g pour la dose maximale de AJse                   

de 7,5 mg/ml. 

 
Les valeurs obtenues pour 4 expériences ont permis de tracer les deux courbes de la 

figure 52 qui présentent les effets de AJse, en fonction de la dose, sur les contractions 

toniques de l’artère aorte isolée de cobaye, en présence et en absence d’endothélium. 
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Figure 51 : effets dose-réponse de AJse sur les contractions toniques de l’artère aorte  

       isolée de cobaye, dépourvue d’endothélium 

  Enregistrement témoin (avant la première flèche) et effets cumulés de AJse 

 successivement à 0,05 ; 0,5 ; 1 ; 2 ; 3 ; 4 ; 5 et 7,5 mg/ml sur les contractions toniques. 
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Figure 52 : effets dose-réponse de AJse sur les contractions toniques de l’artère aorte  

       isolée de cobaye, en présence et en absence d’endothélium  

       (n = 4 ; ns P > 0,05 ; * P < 0,05 ; ** P < 0,01 ; *** P < 0,001)  
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IV 1 – 4 – 2 – 3. Discussion 

L’extrait aqueux brut de Justicia secunda, pour des doses variant de 2 à 5 mg/ml,   agit 

sur l’artère aorte isolée intacte de cobaye en diminuant ses contractions toniques.              

AJse est donc une substance vasorelaxante.  

Cette relaxation des artères, induite par AJse, justifie l’augmentation du débit 

coronaire induite par de fortes doses de cet extrait sur le cœur isolé et perfusé par ses artères 

coronaires. Cette augmentation pourrait en effet résulter d’une relaxation de ces vaisseaux 

coronaires en présence de l’extrait. 

Les effets vasorelaxants de AJse sur l’artère aorte ne sont importants que si 

l’endothélium de cet organe est intact. En effet, lorsque l’aorte est dépourvue d’endothélium, 

AJse a peu d’effet sur l’activité contractile du muscle lisse aortique. Il entraîne une baisse peu 

significative du tonus aortique. Les effets vasorelaxants de AJse sur le muscle lisse aortique 

passeraient donc par une action de cette substance sur d’endothélium vasculaire.  

L’allure sigmoïde de la courbe montrant les effets de AJse sur le tonus musculaire de 

l’artère aorte intact en fonction du logarithme de la dose de l’extrait indique que l’action de 

AJse sur l’artère aorte pourrait passer par une activation de récepteurs                            

(Miller et Tainter, 1944).  

Le faible effet de AJse sur le tonus vasculaire de l’artère aorte isolée dépourvue 

d’endothélium indique que cette substance aurait peu ou pas d’effet notable sur la musculature 

des vaisseaux sanguins. Les récepteurs des principes actifs contenus dans AJse seraient donc 

localisés sur l’endothélium, d’où son importance dans l’action vasorelaxante de cette 

substance. On peut suggérer que les principes actifs de AJse forment un complexe qui est de 

type enzyme-substrat avec un facteur localisé dans l’endothélium. Cette hypothèse est en 

conformité avec l’évolution de la courbe de la variation de la vasorelaxation du muscle 

aortique en fonction de la concentration de AJse qui tend à se stabiliser aux fortes doses de 

l’extrait (supérieures à 5 mg/ml). La vasorelaxation qui demeure constante à ces fortes doses 

exprime l’état de saturation des complexes. 

Furchgott et Zawadzki (1980) ont montré le rôle obligatoire de l’endothélium dans la 

relaxation vasculaire. Le rôle de l’endothélium dans la vasorelaxation a été également relevé 

par d’autres auteurs (Baisch et al., 2004 ; Jiang et al., 2005). L’endothélium vasculaire est une 

couche de cellules tapissant l’intérieur des vaisseaux sanguins. De par son équipement 

enzymatique, l'endothélium vasculaire joue un rôle prédominant dans le contrôle                   

de la pression artérielle et de la vasomotricité (Roupie et Berdeaux, 1992).                  
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L’activité de l’endothélium s’étend au contrôle du tonus, de la réactivité vasculaire et la 

libération des médiateurs vasorelaxants. En effet, les cellules endothéliales régulent 

activement le tonus vasculaire basal et la réactivité dans des conditions physiologiques et 

pathologiques, en répondant aux forces mécaniques et aux médiateurs neuro-humoraux par la 

libération d’une variété de facteurs relaxants et contractants (Cosentino et Luscher, 1999).    

Les facteurs relaxants issus de l’endothélium (endothelium-derived relaxing factors, EDRF) 

comprennent l’oxyde nitrique (NO), la prostacycline et un facteur hyperpolarisant dérivé de 

l’endothélium (endothelium-derived hyperpolarizing factors, EDHF).                                   

Les cellules endothéliales peuvent également produire des vasoconstricteurs comme 

l’angiotensine II, l’endothéline-1 (ET-1), la thromboxane A2 (Quyyumi, 1998) et des 

promoteurs de croissance tel que la prostaglandine H2 (PGH2). 

AJse, substance vasorelaxante, pourrait ainsi agir sur le muscle lisse aortique par l’un 

de ces mécanismes. Aussi, la suppression de l’endothélium inhibe l’action de cet extrait. 

Les tests tri-phytochimiques ayant révélé la présence dans AJse de stérols qui, ayant la 

capacité de lutter contre l’athérosclérose, milite en faveur de l’implication dans le mécanisme 

d’action de cet extrait de l’oxyde nitrique. En effet, selon Ross (1993), l’oxyde nitrique est    

le facteur principal impliqué dans les propriétés anti-athérosclérose de l’endothélium.             

NO interfère « in vitro » avec des événements clé du développement de l’athérosclérose 

(Wever et al., 1998 ; Cosentino et Luscher, 1999), comme l’adhésion des monocytes et des 

leucocytes à l’endothélium, ainsi que l’interaction paroi vasculaire-plaquettes.                     

NO décroît aussi la perméabilité endothéliale et réduit le tonus du vaisseau. 

La présence des anthocyanes dans l’extrait aqueux brut de Justicia secunda pourrait 

être l’une des causes de l’effet  vasodilatateur de AJse. En effet, Cassidy et al. (2011)          

ont montré que l’activité antihypertensive des anthocyanes pourrait être liée à un processus de 

vasodilatation. 

Les polyterpènes mis en évidence dans AJse, qui sont réputés être des substances 

vasorelaxantes (Rodriguez-Rodriguez et al., 2004), pourraient également favoriser les effets 

vasorelaxants de cet extrait. 
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IV 1 – 4 – 3. Effets d’un extrait aqueux brut de Justicia secunda sur la viscosité du sang 

        de bœuf 

IV 1 – 4 – 3 – 1. Effets dose-réponse de AJse sur le temps d’écoulement du sang 

La viscosité du sang est déterminée par la mesure du temps d’écoulement de 100 ml 

de sang de bœuf, contenant ou pas différentes doses de AJse. 

Au cours de cette série d’expériences, le sang utilisé a une viscosité moyenne de degré 

Engler de 1,09 ; c’est-à-dire 1,09 fois celle de l’eau. 

Il apparaît que, l’extrait aqueux de Justicia secunda additionnées au sang de bœuf, à 

des concentrations variant de 5.10-3 à 24 mg/ml, induit une augmentation du temps 

d’écoulement du sang et donc une diminution de la vitesse d’écoulement de ce sang. Cet effet 

est dose-dépendant et caractérise ainsi une augmentation dose-dépendante de la viscosité 

sanguine.   

Les valeurs de temps d’écoulement et de viscosités relatives, déterminées à partir de 

l’écoulement de 100 ml de sang, contenant ou pas AJse, sont données dans le tableau XV.  

Les résultats obtenus pour 10 tests ont permis de tracer la courbe de la variation de la 

viscosité sanguine, exprimée en % d’augmentation de la viscosité relative, en fonction du 

logarithme de la concentration de AJse (figure 53). Cette courbe est une sigmoïde et montre 

qu’à partir de la dose de 20 mg/ml, la viscosité reste constante. La dose correspondante à la 

CE50 est de 4,407 mg/ml. 
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Tableau XV : temps d’écoulement de 100 ml de sang de bœuf et viscosité en fonction de la concentration de AJse (n = 10) 

 
 Concentration de AJse (mg/ml) 
 0 

(T H2O) 
0 

(T sang) 
10-3 5.10-3 10-2 5.10-2 10-1 5.10-1 1 4 8 12 16 20 24 

Temps 
d’écoulement 
de 100 ml (s) 

11,59   
±     

0,29 

12,69   
±     

0,46 

12,70 
± 

0,65 

12,93 
± 

1,15 

13,01 
± 

1,45 

13,10 
± 

1,11 

13,36 
± 

0,80 

13,49 
± 

1,26 

13,61 
± 

1,20 

14,27 
± 

1,03 

14,81 
± 

1,23 

15,26 
± 

0,86 

15,98 
± 

1,33 

16,13 
± 

0,75 

16,13 
± 

0,63 

Viscosité 
(D.E.) 

1 1,09    
±    

0,06 

1,09  
± 

0,04 

1,11 
± 

0,06 

1,12 
± 

0,03 

1,13 
± 

0,05 

1,15 
± 

0,11 

1,16 
± 

0,06 

1,17 
± 

0,06 

1,23 
± 

0,10 

1,27 
± 

0,04 

1,32 
± 

0,05 

1,38 
± 

0,06 

1,39 
± 

0,03 

1,39 
± 

0,05 
 
T H2O : témoins eau  T sang : témoins sang      D.E. : degré Engler 
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Figure 53 : augmentation de la viscosité relative du sang de bœuf en fonction de la concentration de AJse 

       (n = 10 ; ns P > 0,05 ; * P < 0,05 ; ** P < 0,01 ; *** P < 0,001)



 

 

 

- 190 - 

Thèse de Doctorat d’Etat ès Sciences  ABO  K.  Jean Claude 

IV 1 – 4 – 3 – 2.  Discussion 

Soumis à son poids, un liquide s’écoule d’autant mieux que sa viscosité est faible. 

Ainsi, le temps d’écoulement, et donc la vitesse d’écoulement d’une quantité donnée de 

liquide est donc un indicateur de sa viscosité. 

La mesure du temps d’écoulement du sang en fonction de la concentration de AJse fait 

ressortir que la vitesse d’écoulement du sang de bœuf, additionné de l’extrait aqueux de 

Justicia secunda, diminue avec l’augmentation de la concentration de cet extrait.                  

En d’autres termes, AJse induit une augmentation dose-dépendante de la viscosité du sang, 

comparativement à celle du sang de référence. Il est donc permis de penser que AJse pourrait 

modifier les caractéristiques hémodynamiques "in vivo" ; en particulier, la circulation 

sanguine dans le système cardio-vasculaire. 

Une diminution de la vitesse d’écoulement du sang et donc une augmentation            

de la viscosité du sang qui entrainerait une augmentation de la résistance périphérique         

des artérioles pourrait entrainer une augmentation de la pression sanguine artérielle.         

Ainsi, AJse, en augmentant la viscosité du sang devrait induire une hypertension artérielle. 

Cependant, cet extrait entraîne un effet contraire, c’est à dire une hypotension artérielle.      

On peut donc suggérer que, dans l’organisme, AJse n’entraine pas une augmentation de la 

résistance périphérique des artérioles. 

Dans les tests physiologiques "in vivo" la résistance à l’écoulement du sang n’est pas 

provoquée par le frottement du sang contre les parois des vaisseaux sanguins, mais aux 

frottements entre les couches adjacentes du sang, c'est-à-dire le frottement interne lié à la 

viscosité du sang lorsque ces couches glissent l’une contre l’autre avec des vitesses 

différentes. En effet, les forces de cohésion entre le sang et la paroi du vaisseau sanguin 

empêchent le déplacement de la couche de plasma, d’épaisseur infinitésimale, directement en 

contact avec la paroi endothéliale. Il n’y a donc pas de glissement du sang au niveau de la 

paroi. Dans la quasi-totalité des vaisseaux sanguins, le sang se déplace de manière très 

organisée selon un écoulement linéaire ou "Poiseuillien". Les écorces de sang ou cylindres 

creux concentriques se déplacent avec une vitesse de plus en plus grande au fur et à mesure 

que l’on se déplace vers le centre axial d’un vaisseau sanguin cylindrique.                             

La vitesse maximale du sang est donc atteinte au centre du vaisseau alors que, au niveau de la 

paroi, la vitesse est nulle (Artigou et Monsuez, 2007).  

Ainsi, la diminution de la vitesse d’écoulement, et donc l’augmentation de la viscosité 

induite par l’extrait aqueux de Justicia secunda, ne devrait pas entrainer une augmentation de 
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la résistance vasculaire et donc pas d’augmentation de la pression sanguine artérielle dans les 

expériences de mesure de la pression sanguine artérielle en présence de AJse.  

Le sang contenant une phase liquide et une phase avec des éléments cellulaires, 

protéiniques et minéraux, sa viscosité est fonction de la concentration relative de ces deux 

phases. La viscosité du sang augmente lorsque l’hématocrite augmente ou lorsque la vitesse 

d’écoulement du sang diminue. La viscosité d’un fluide caractérise les modifications 

transversales que subit la vitesse de déplacement de ce fluide. L’augmentation de la viscosité 

sanguine exprime donc la difficulté qu’ont les éléments figurés à circuler à travers le plasma. 

Il est également connu, d’une part, que la viscosité sanguine croît lorsque la solvatation des 

molécules augmente grâce aux particules du soluté entraînant ainsi une augmentation des 

frottements entre particules. D’autre part, elle croît suite à une polymérisation ou toute autre 

association de molécules (Gaboriaudr, 1996 ; Garrett, 2000). 

AJse, en réduisant la vitesse d’écoulement du sang, augmenterait la force de 

cisaillement. Ceci pourrait aussi entraîner la libération d’oxyde nitrique (NO)                       

par l’endothélium vasculaire et donc induire une vasodilatation et une hypotension artérielle. 

En effet, selon Zeiher (1996), l’endothélium sain, libère du NO en réponse à divers stimuli 

physiques et chimiques, le plus important étant la force de cisaillement, assurant ainsi la 

vasodilatation. 

Il est à relever que la circulation du sang dans l'organisme dépend de nombreux 

facteurs, à la fois biochimiques et mécaniques. Ce sont : l’onde de pression et la vitesse au 

sortir du cœur, la visco-élasticité des parois vasculaires, les ramifications successives des 

vaisseaux, la nature du fluide en lui-même (à savoir la suspension concentrée de particules 

déformables), les propriétés mécaniques des cellules circulantes, les interactions de ces 

cellules entre elles ou avec les cellules endothéliales qui tapissent la paroi interne des 

vaisseaux.  

En fait, les effets de AJse sur la pression artérielle sont dus à des effets sur plusieurs 

paramètres cardio-vasculaires, chacun étant sensible à cet extrait et réagissant de façon 

spécifique ; l’ensemble aboutit à une hypotension artérielle. 

 
La variation de la viscosité en présence de AJse promet un intérêt certain dans les 

investigations sur les caractéristiques hémodynamiques du sang dans la circulation sanguine 

qui pourraient avoir un impact au niveau du système cardio-vasculaire. 

 



 

 

 

- 192 - 

Thèse de Doctorat d’Etat ès Sciences  ABO  K.  Jean Claude 

Après avoir montré que AJse agit sur plusieurs paramètres du système                

cardio-vasculaire qui concourent à ses effets hypotenseur et antihypertenseur, il importe de 

connaitre son mécanisme d’action sur la pression artérielle. 

 

 

IV 1 – 5.  Mécanisme d’action de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse)  

    sur la pression artérielle 

Les études effectuées ont montré que l’extrait aqueux de Justicia secunda (AJse) 

contient des substances hypotensives, cardioinhibitrices, vasodilatatrices et antihypertensives. 

Les effets hypotenseurs, cardioinhibiteurs et vasodilatateurs induits par AJse sont 

semblables à ceux des substances cholinomimétiques. Pour vérifier si cet extrait contient des 

substances cholinergiques, une étude de l’interaction entre AJse et l’atropine, un antagoniste 

des récepteurs cholinergiques, a été effectuée. 

De plus, il a été montré que AJse est une substance antihypertensive. Les effets 

antihypertenseurs révélés en présence de AJse ont permis de préconiser cette substance dans 

le traitement de l’hypertension artérielle. 

Ainsi, à l’instar des médicaments antihypertenseurs, cet extrait pourrait être : 

- un diurétique ; 

- un bêtabloquant ;  

- un inhibiteur calcique ou inhibiteur des canaux calciques ;  

- un antihypertenseur à action centrale ; 

- un antihypertenseur vasodilatateur périphérique ; 

- un α1-bloquant périphérique ; 

- un bloqueur du système rénine-angiotensine-aldostérone qui est soit un inhibiteur de 

l'enzyme de conversion de l'angiotensine (IEC), soit un antagoniste des récepteurs de 

l'angiotensine II (ARA II ou Sartan).  

La caractérisation pharmacodynamique d’un nouveau médicament est l’étude de 

l’effet de ce médicament sur l’organisme. Cet effet est lié à l’interaction du médicament avec 

son site d’action, qui est généralement un récepteur, mais qui peut aussi être une enzyme, une 

protéine de transport, un canal ionique, une substance endogène ou un élément non encore 

identifié (Landry et Gies, 2009). L’interaction du médicament avec son site d’action va 

entraîner, via des mécanismes de signalisation intracellulaire, un effet pharmacologique 

quantifiable au niveau de la cellule, d’un organe isolé ou de l’organisme entier. 
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Aussi, pour vérifier le type d’antihypertenseur que serait AJse et ainsi comprendre son 

mécanisme d’action, cette substance, à une dose de 30 mg/kg P.C. qui entraîne une 

hypotension de 26,6 ± 4,3 mm Hg, significative (P < 0,001) et totalement réversible, est testée 

en présence d’atropine ou des antagonistes des récepteurs des classes d’antihypertenseurs 

principaux, "in vivo" sur la pression sanguine artérielle de lapin. 

 

IV 1 – 5 – 1. Interaction AJse – atropine sur la pression artérielle de lapin 

L’objectif de cette étude est de vérifier l’existence ou pas de composés de type 

cholinergique dans l’extrait aqueux de Justicia secunda, vu que cet extrait présente des effets 

hypotenseurs, vasodilatateurs et cardioinhibiteurs qui sont semblables à ceux de substances 

cholinergiques.  

Ainsi, dans cette étude, l’administration de AJse à la dose de 30 mg/kg P.C. est 

précédée de celle de doses variables d’atropine (ATR). Les doses d’ATR utilisées             

(5.10-7, 5.10-5 et 5.10-3 mg/kg P.C.) n’ont pas d’effet propre sur la pression artérielle des 

lapins utilisés. 

La figure 54-a est un enregistrement type des résultats de cette série d’expériences.     

Il apparaît que, l’atropine, dans des gammes de doses variant de 5.10-7                          

à 5.10-3 mg/kg P.C. n’a pas d’effet notable sur l’hypotension induite par AJse.                      

En effet, l’ATR à 5.10-7 mg/kg P.C., est sans effet notable sur l’hypotension induite par AJse          

à 30 mg/kg P.C. (figure 54-a-B). Lorsque l’injection de AJse à la dose de 30 mg/kg P.C.     

est précédée de celle de l’ATR à 5.10-5 et 5.10-3 mg/kg P.C., l’hypotension induite par cette 

dose de AJse (26,6 ± 4,3 mm Hg) est faiblement réduite, avec respectivement 1,82 %            

et 3,77 % (figures 54-a-C et a-D) de réductions d’hypotension pour ces deux doses              

de l’ATR.            

Les colonnes de la figure 54-b présentent les effets non significatifs (P > 0,05)           

de l’atropine sur l’hypotension induite par AJse pour  4 expériences. Les baisses de pression 

artérielle sont quasi identiques en absence et en présence d’ATR. 

Ainsi, l’ATR n’agit pas de façon significative sur l’hypotension induite par l’extrait 

aqueux de Justicia secunda. 
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Figure 54 : interaction AJse-atropine sur pression sanguine artérielle de lapin 

 

a – Enregistrement type 

A  - Effets de AJse à 30 mg/kg de poids corporel (P.C.) (après la flèche) 

B à D  - Effets de AJse à 30 mg/kg de poids corporel (après les 2èmes flèches),  

  précédés de l’administration d’atropine (ATR) à 5.10-7 (B), 5.10-5 (C)  

  et 5.10-3 (D) mg/kg P.C  
 

b – Effets de AJse sur la pression artérielle en présence d’atropine  

n = 4 ; ns P > 0,05. 

a 
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IV 1 – 5 – 2. Interaction AJse – propranolol sur la pression artérielle de lapin 

Le but de cette expérience est de voir si l’extrait aqueux de Justicia secunda agit sur la 

pression sanguine artérielle par l’intermédiaire des récepteurs bêta-adrénergiques.           

Ainsi, AJse est administré à un animal prétraité avec un antagoniste des récepteurs           

bêta-adrénergiques : le propranolol. 

La figure 55-a est un enregistrement type des résultats de cette étude. La figure 55-b, 

qui montre les colonnes représentant les effets du propranolol sur l’hypotension induite par 

l’extrait, est construite à partir des résultats de 4 expériences.  

Il apparaît que AJse, administré seule au lapin à la dose de 30 mg/kg P.C.,        

entraîne une hypotension artérielle de 22,5 mm Hg (figure 55-a-A). Mais, lorsque les 

animaux sont prétraités avec des doses croissantes et successives de propranolol de 5.10-7, 

5.10-5 et 5.10-3 mg/kg P.C. avant de recevoir, après chaque dose de propranolol,                

AJse à la dose de 30 mg/kg P.C., les hypotensions qui apparaissent sont respectivement  

20,18 et 11 mm Hg (figures 55-a-B et a-C) ; soient des réductions respectives d’hypotension 

de 11,11 %, 20 % et 51,11 %. 

Le propranolol réduit donc significativement, proportionnellement à la dose, comme le 

montrent les colonnes de la figure 55-b, l’hypotension induite par l’extrait aqueux de Justicia 

secunda chez le lapin, mais ne l’annule pas. 

 

IV 1 – 5 – 3. Interaction AJse – vérapamil sur la pression artérielle de lapin 

Le vérapamil est un anticalcique à effets sinusal et coronaire prédominants. Dans cette 

étude, pour vérifier si l’extrait aqueux de Justicia secunda contient des composés 

anticalciques, le vérapamil est antagonisé avec cette substance. Cette série expériences 

consiste donc à administrer préalablement différentes doses de vérapamil qui, seules, n’ont 

pas d’effet propre sur la pression artérielle, avant l’administration de AJse à dose unique.   

AJse, à la dose de 30 mg/kg P.C., fait apparaître une hypotension artérielle                

de 26 mm Hg (figure 56-a-A). Cette hypotension induite par AJse est réduite respectivement 

de 11,54 %, 26,92 % et 61,15 % (figures 56-a-B, a-C et a-D) lorsque l’animale reçoit 

préalablement les doses successives de vérapamil de 5.10-7, 5.10-5 et 5.10-3 mg/kg P.C.     

Cette figure 56-a est un enregistrement type des résultats de cette série d’expériences            

et la figure 56-b donne les résultats pour 4 expériences. Les colonnes de cette dernière figure 

représentent les hypotensions induites par AJse, en absence ou en présence de vérapamil.  
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Figure 55 : interaction AJse-propranolol sur pression sanguine artérielle de lapin 

 

a – Enregistrement type 

A  - Effets de AJse à 30 mg/kg de poids corporel (après la flèche) 

B à D  - Effets de AJse à 30 mg/kg de poids corporel (après les 2èmes flèches),  

    précédés de l’administration du propranolol (Pro) à 5.10-7 (B), 5.10-5 (C)  

  et 5.10-3 (D) mg/kg de poids corporel (P.C.) 
 

b – Effets de AJse sur la pression artérielle en présence du propranolol 

n = 4 ; ns P > 0,05 ; * P < 0,05 ; ** P < 0,01.  
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Figure 56 : interaction AJse-vérapamil sur pression sanguine artérielle de lapin 

 

a – Enregistrement type 

A  - Effets de AJse à 30 mg/kg de poids corporel (après la flèche) 

B à D  - Effets de AJse à 30 mg/kg de poids corporel (après les 2èmes flèches),  

     précédés de l’administration du vérapamil (Ver) à 5.10-7 (B), 5.10-5 (C)  

  et 5.10-3 (D) mg/kg de poids corporel (P.C.) 
 

b – Effets de AJse sur la pression artérielle en présence du vérapamil  

n = 4 ; ns P > 0,05 ; * P < 0,05 ; *** P < 0,001. 
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Elles montrent que la baisse de la pression artérielle est réduite par le vérapamil 

proportionnellement à sa dose. 

Il ressort donc de ces expériences que le vérapamil réduit significativement,                

et de manière dose-dépendante, les effets hypotenseurs de l’extrait aqueux de                

Justicia secunda, mais ne les annule pas. 

 

IV 1 – 5 – 4. Interaction AJse – nifédipine sur la pression artérielle de lapin 

Pour vérifier si l’extrait agit sur la pression artérielle, comme un anticalcique, par 

l’intermédiaire de récepteurs localisés sur les vaisseaux sanguins, cette étude est réalisée en 

antagonisant AJse avec la nifédipine, un anticalcique à effet vasculaire prédominant. 

Ainsi, les animaux sont prétraités avec des doses croissantes de nifédipine avant 

d’administrer une dose unique de AJse (30 mg/kg P.C.) qui, seule induit une hypotension 

artérielle de 26,6 ± 4,3 mm Hg. La figure 57-a est un enregistrement type des effets de la 

nifédipine sur l’hypotension induite par AJse. Ces effets, pour 4 expériences, sont représentés 

par les colonnes de la figure 57-b. Ces figures montrent que, de façon dose-dépendante,        

la nifédipine réduit l’hypotension induite par AJse. 

Les doses de nifédipine utilisées, seules, n’ont pas d’effets propres sur la pression 

artérielle. A la dose de 5.10-7 mg/kg P.C. (figure 57-a-A), la nifédipine n’a pas d’effet sur 

l’hypotension induite par AJse (25 mm Hg). Par contre, lorsque l’administration de nifédipine 

à 5.10-5 et 5.10-3 mg/kg P.C. précède celle de AJse à 30 mg/kg P.C., les hypotensions qui 

apparaissent sont respectivement de 20 et 14 mm Hg (figures 57-a-C et a-D) ; soient des 

réductions d’hypotension respectives de 20 % et 44 %. 

Ainsi, la nifédipine ne supprime pas l’hypotension induite par l’extrait aqueux de 

Justicia secunda, mais la réduit significativement, de façon dose dépendante. 

 

IV 1 – 5 – 5. Interaction AJse – prazosine sur la pression artérielle de lapin 

L’objectif de cette étude est de vérifier si AJse est α1-un bloquant tout comme            

la prazosine (alpress LP) qui est l’α1-bloquant de référence à indication vasculaire. 

Pour cela, le lapin est prétraité avec la prazosine, puis, 1min, 10 min et 1 heure après, 

une dose de AJse est administrée à l’animal. La prazosine est utilisée aux doses respectives de 

5.10-5, 5.10-4 et 5.10-3 mg/kg P.C. et, l’administration de chacune de ces doses est suivie de 

celle de AJse à 30 mg/kg P.C. Ces doses de la prazosine, seules, sont sans effet propre sur la 

pression artérielle.  
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Figure 57 : interaction AJse-nifédipine sur pression sanguine artérielle de lapin 

 

a – Enregistrement type 

A  - Effets de AJse à 30 mg/kg de poids corporel (après la flèche) 

B à D  - Effets de AJse à 30 mg/kg de poids corporel (après les 2èmes flèches),  

     précédés de l’administration de la nifédipine (Nif) à 5.10-5 (B), 5.10-4 (C)  

    et 5.10-3 (D) mg/kg de poids corporel (P.C.) 
 

b – Effets de AJse sur la pression artérielle en présence de la nifédipine  

n = 4 ; ns P > 0,05 ; * P < 0,05 ; ** P < 0,01. 
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Il ressort de cette étude que la prazosine ne modifie quasiment pas les effets 

hypotenseurs de AJse sur la pression artérielle.  

En effet, comme le montre la figure 58-a qui est un enregistrement type de cette série 

d’expériences, les effets de la prazosine sur l’hypotension induite par AJse se traduisent par 

de faibles réductions (non significatives, P > 0,05) de cette hypotension respectivement        

de 7,14 et 3,57 % avec les doses successives de la substance α1-bloquant (prazosine) de 5.10-4 

et 5.10-3 mg/kg P.C. (figures  58-a-C et a-D). La dose de prazosine de 5.10-5 mg/kg P.C. 

(figure 58-a-B) est sans effet sur l’hypotension induite par AJse à 30 mg/kg P.C.                

(28 mm Hg).  

Ces effets sont identiques lorsque AJse est administré 1min, 10 min ou 1 heure après 

le prétraitement de l’animale avec la prazosine. 

Pour 4 expériences, les colonnes de la figure 58-b, qui présentent les effets de la 

prazosine sur l’hypotension induite par AJse, a été tracées. Elles montrent que les baisses de 

pressions artérielles induites par AJse sont quasi identiques en absence et en présence de 

prazosine. 

Ainsi, la prazosine est sans effet notable sur l’action de AJse sur la pression artérielle. 

 

IV 1 – 5 – 6. Interaction AJse – losartan sur la pression artérielle de lapin 

Cette étude vise à montrer si AJse agit sur les récepteurs de l’angiotensine II          

pour induire ses effets. Ainsi, l’étude de l’interaction entre AJse et le losartan (Cozaar),     

un antagoniste des récepteurs de l’angiotensine II (ARA II), a consisté, dans une première 

série d’expériences, à prétraiter l’animal avec des doses variables de la substance 

pharmacologique avant de lui administrer, 1min, 10 min et 1 heure après (pic sérique du 

losartan à 1 heure), AJse à la dose unique de 20 mg/kg P.C. Les doses de losartan utilisées 

seules sont sans effets propres sur la pression artérielle des lapins. 

Il ressort de cette série d’expériences (figure 59-a) que AJse, seul, à la dose de         

20 mg/kg P.C., fait apparaître une hypotension artérielle de 18,75 mm Hg (figure 59-a-A). 

Lorsque l’administration de cette dose de AJse est précédée de celle du losartan à 5.10-10, 

5.10-9, 5.10-8 et 5.10-7 mg/kg P.C., l’hypotension induite par l’extrait augmente, 

proportionnellement à la dose de l’ARA II. En effet, les doses successives de losartan, 

indiquée ci-dessus, induisent des augmentations respectives de 28 % (figure 59-a-B), 48 % 

(figure 59-a-C), 76 % (figure 59-a-D) et 84 % (figure 59-a-D). 
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Figure 58 : interaction AJse-prazosine sur pression sanguine artérielle de lapin 

a – Enregistrement type 

A  - Effets de AJse à 30 mg/kg de poids corporel (après la flèche) 

B à D  - Effets de AJse à 30 mg/kg de poids corporel (après les 2èmes flèches),  

   précédés de l’administration de la prazosine (Praz) à 5.10-5 (B), 5.10-4 (C)  

  et 5.10-3 (D) mg/kg de poids corporel (P.C.) 

b – Effets de AJse sur la pression artérielle en présence de la prazosine 

n = 4 ; ns P > 0,05.  
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Figure 59 : interaction AJse-losartan sur pression sanguine artérielle de lapin 

 

a – Enregistrement type 

A  - Effets de AJse à 30 mg/kg de poids corporel (après la flèche) 

B à E  - Effets de AJse à 30 mg/kg de poids corporel (après les 2èmes flèches),  

  précédés de l’administration du losartan (Los) à 5.10-10 (B), 5.10-9 (C),  

  5.10-8 (D) et 5.10-7 (E) mg/kg de poids corporel (P.C.) 
 

b – Effets de AJse sur la pression artérielle en présence du losartan 

n = 4 ; ns P > 0,05 ; * P < 0,05 ; ** P < 0,01. 
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Ces effets du losartan sur l’hypotension entraînée par AJse sont identiques lorsque cet 

extrait est administré 1 min ou 10 min après le traitement de l’animale avec cette substance. 

Par contre, après 1 heure, cette substance est sans effet sur l’action de AJse. 

Dans cette étude, la réversibilité de l’hypotension induite par AJse est d’autant plus 

lente que la dose de losartan augmente. En effet, plus la dose de losartan administrée 

augmente, plus l’hypotension induite par l’extrait est durable. 

Les colonnes de la figure 59-b représentent les effets du losartan sur l’hypotension 

induite par AJse pour 4 expériences. Elles montrent que l’hypotension induite par AJse 

augmente proportionellement à la dose de losartan. 

 
Dans une deuxième série d’expériences, une dose de losartan (5.10-7 mg/kg P.C.) est 

d’abord administrée à l’animal et, 1 min après, une dose de AJse est injectée.                    

Cette expérience est reprise avec l’administration de la dose unique de losartan suivie,            

à chaque fois, de celle de doses variables de AJse allant de 0,1 à 20 mg/kg P.C. 

Il ressort de cette deuxième étude qu’en présence du losartan à 5.10-7 mg/kg P.C.,     

les doses de AJse inférieures à 0,5 mg/kg P.C. sont sans effets sur la pression sanguine 

artérielle du lapin. La dose de 0,5 mg/kg P.C. entraine une chute de la pression de 4 mm Hg 

(figure  60-B). Cette hypotension augmente avec l’augmentation de la dose de AJse          

pour atteindre une chute de pression artérielle de 38 mm Hg avec la dose de l’extrait             

de 20 mg/kg P.C. (figure 60-G). 

Ces hypotensions induites par AJse sont totalement réversibles pour des doses variant 

de 0,5 à 5 mg/kg P.C. Par contre, l’hypotension devient partiellement réversible pour la dose 

de l’extrait de 10 mg/kg P.C., et irréversible pour les doses plus fortes. 

Les courbes de la figure 61 montrent les baisses de pression artérielle de lapins         

en fonction du logarithme de la dose de AJse, chez des animaux prétraités avec le losartan      

à 5.10-7 mg/kg P.C. pour l’une, et chez des animaux n’ayant pas reçu cette substance pour 

l’autre courbe. Il apparaît que la baisse de pression artérielle enregistrée, pour chaque dose 

active de AJse, est plus importante en présence du losartan. De plus, la dose minimale active 

de AJse est plus faible (0,5 mg/kg P.C.) en présence du losartan qu’en son absence           

(1,25 mg/kg P.C.). 
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Figure 60 : effets dose-réponse de AJse en présence du losartan sur la pression  

       sanguine artérielle de lapin 

A à G - Effets de AJse à 0.1 (A), 0.5 (B), 1.25 (C), 2.5 (D), 5 (E), 10 (F) et 20 (G) mg/kg  

 de poids corporel (après les 2èmes flèches) après l’administration du losartan (Los)  

 à 5.10-7 mg/kg de poids corporel (1ères flèches). 
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Figure 61 : effets dose-réponse de AJse sur la pression sanguine artérielle de lapin  

       en présence et en absence du losartan 

      (n = 4 ; ns P > 0,05 ; * P < 0,05 ; ** P < 0,01 ; *** P < 0,001) 
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IV 1 – 5 – 7. Discussion  

Nos résultats ont mis en évidence que l’extrait aqueux de Justicia secunda agit en 

entraînant des effets hypotenseurs, cardioinhibiteurs et vasodilatateurs qui sont semblables     

à ceux de l’acétylcholine et de substances contenant des composés de type cholinergique    

tels que Mareya micrantha (Euphorbiaceae) (Abo, 1996), Bidens pilosa (Asteraceae) 

(Kouakou, 2008) et Parkia biglobosa (Mimosaceae) (Kassi, 2009). AJse serait donc une 

substance cholinomimétique.  

Le terme d’acétylcholinomimétique désigne l'ensemble des médicaments qui, par des 

mécanismes directs ou indirects, reproduisent les effets de l'acétylcholine                  

(Duchene-Marulhaz, 1973 ; Galper et al., 1977 ; Fields et al., 1978 ; Nargeot, 1978 ;    

Hartzell, 1980 ; Gocayne et al., 1987 ; Nathanson, 1987 ; Peralta et al., 1987). 

L'acétylcholine a des effets muscariniques périphériques (ce sont les mieux connus) et 

centraux (Fields et al., 1978 ; Nargeot, 1978 ; Peralta et al., 1987 et 1988 ; Doods et al, 1989). 

Ces effets sont inhibés par l'atropine. En effet, l’atropine est un antagoniste non sélectif qui 

bloque tous les sous-types de récepteurs muscariniques (Peralta et al., 1988).  

L’étude de l’interaction AJse-atropine montre que cette dernière n’a pas d’effet 

significatif sur l’hypotension induite par l’extrait. En conséquence, l’extrait aqueux de 

Justicia secunda ne contient pas de substances cholinergiques de type muscarinique et son 

action ne fait pas intervenir des récepteurs cholinergiques muscariniques. 

 
De même, cet extrait ne contiendrait pas de substances α1-bloquants. Les α1-bloquants 

sont des médicaments utilisés en pharmacologie pour traiter l’hypertension artérielle.           

Ce sont des antagonistes compétitifs des effets α1-adrénergiques des catécholamines.            

La prazosine est le médicament de référence à indications vasculaires de ce groupe.           

Leur activité α1-bloquant très sélective antagonise la noradrénaline de façon compétitive au 

niveau des récepteurs postsynaptiques périphériques (Patel et al., 2007). Les α1-bloquants 

réduisent la stimulation des récepteurs α1-adrénergiques périphériques, entraînant une 

diminution de la vasoconstriction artérielle et veineuse et une diminution des résistances 

périphériques, et conséquemment, abaisse la pression artérielle (Patel et al., 2007). 

Les effets vasodilatateurs et hypotenseurs de AJse, de même que ses effets inhibiteurs 

de l’hypertension artérielle produite par l’adrénaline, sont semblables à ceux de la prazosine. 

Cependant, l’étude de l’interaction entre AJse et la prazosine, un α1-bloquant de référence      

à indications vasculaires, révèle que cette dernière n’a pas d’effet notable sur l’hypotension 

induite par l’extrait aqueux de Justicia secunda. Cela suggère que les effets de AJse ne sont 
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non plus pas médiés par des récepteurs α1-adrénergiques, et que cette substance ne serait donc 

pas un α1-bloquant.  

Il est donc à envisager que AJse puisse agir, non pas par l'intermédiaire de récepteurs 

cholinergiques ou α1-adrénergiques, mais par d’autres sites récepteurs à travers lesquels         

il induirait ses effets.  

 
Il peut être suggéré que AJse, substance hypotensive, cardioinhibitrice, vasodilatatrice 

et antihypertensive, pourrait agir comme un anticalcique ou une substance β-bloquante.      

Ces hypothèses sont sous-tendues par l’étude de l’interaction entre AJse et, respectivement,   

le vérapamil, la nifédipine et le propranolol. 

Les inhibiteurs calciques, encore appelés anticalciques ou bloqueurs des canaux 

calciques, représentent une classe pharmacologique relativement importante car largement 

utilisés dans l’hypertension artérielle et dans l’insuffisance coronaire (Izzo et case, 1995 ; 

Legalerey, 2001 ; Partouche, 2001). Ils inhibent l’entrée du calcium dans les cellules 

musculaires du cœur et les vaisseaux sanguins et, en diminuant les résistances périphériques 

des vaisseaux, ils abaissent la pression artérielle (Cohen, 1997; Gired et al., 1998 ;    

Lüllmann et al., 1998 ;  Moulin et Coquerel, 2002). 

Le vérapamil et la nifédipine représentent deux classes pharmacologiques 

d’inhibiteurs calciques.  

La nifédipine est l'inhibiteur calcique à effet vasculaire prédominant de référence 

(Frishman et al., 1984 ; Klein, 1984). En agissant sur les canaux calciques de type L,           

ces inhibiteurs entraînent une dilatation des artères, y compris des coronaires, réduisent des 

résistances périphériques et abaissent la pression artérielle (Ishii et al., 1980 ; Karaki et Weiss, 

1988 ; Stoll et Spector, 1989 ; Michiru et Quentin, 2003).  

Le vérapamil a un tropisme mixte, à la fois vasculaire et myocardique, avec une 

prédominance de l’action cardiaque sur l’action artério-dilatatrice périphérique.                 

C’est l’inhibiteur calcique ayant l’effet inotrope négatif le plus marqué (Motte  et al., 1996 ; 

Legalerey, 2001). En effet, le vérapamil, en inhibant l'entrée du calcium, provoque,               

au niveau des cellules musculaires cardiaques, un ralentissement de la conduction       

auriculo-ventriculaire et une diminution de la force contractile (Godfraind et al., 1986 ; 

Cosma, 1989 ; Schwinger et al., 1990 ; Cohen, 1997). Il induit également une diminution de 

la fréquence de décharges, entraînant un effet chronotrope négatif ou bradycardisant     

(Kawai et al., 1981 ; Caron et al., 1993 ; Laurent et al., 1994). 
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Chacun des deux types d’inhibiteur calcique (vérapamil et nifédipine)                    

réduit l’hypotension induite par l’extrait aqueux de Justicia secunda. Ceci laisse supposer que 

AJse contiendrait des inhibiteurs calciques ayant un tropisme mixte, à la fois vasculaire         

et myocardique.  

Des effets similaires ont été observés par Dar et al. (1999) avec Mimusops elengi 

(Sapotaceae). Ces auteurs ont en effet montré que l’hypotension induite  par l’extrait 

méthanolique de Mimusops elengi est réduite chez le rat anesthésié en présence de nifédipine 

(0,9 mg/kg P.C.) et de vérapamil (3,9 mg/kg P.C.). Ils ont donc évoqué la présence               

de substances anticalciques dans cet extrait. 

Selon Guazzi et al. (1980), Slonick et Frishman (1989), Laurent et al. (1994),       

Gired et al. (1998), Legalerey (2001) et Moulin et Coquerel (2002), les antagonistes            

des canaux calciques agissent de façon générale en empêchant l’entrée du calcium 

extracellulaire dans les cellules musculaires lisses des vaisseaux ou dans les cellules 

musculaires cardiaques, diminuant ainsi le tonus musculaire vasculaire et la force de 

contraction du myocarde, ce qui provoque une hypotension. 

Ainsi AJse, tout comme les autres anticalciques, aurait la propriété de bloquer de 

façon sélective l’entrée du calcium au travers des canaux calciques lents ou voltage 

dépendants (canaux de types L) situés dans la membrane plasmique des cellules du myocarde 

et des cellules musculaires lisses des vaisseaux. Cette diminution de l'influx calcique causée 

par AJse dans les cellules musculaires cardiaques et les cellules musculaires vasculaires aurait 

pour conséquence une cardioinhibition, une vasodilatation et ainsi une baisse de la pression 

artérielle. 

Cependant, les effets inhibiteurs du vérapamil et de la nifédipine sur l’hypotension 

induite par AJse ne sont que partiels. En effet, sur des animaux prétraités avec chacune de ces 

substances pharmacologiques, l’hypotension induite par AJse est significativement réduite, 

mais il subsiste une hypotension résiduelle. 

L’extrait aqueux brut de Justicia secunda contiendrait donc, en plus des composés 

anticalciques, d’autres types de substances responsables de l’hypotension artérielle qui 

persiste en présence des antagonistes calciques que sont le vérapamil et la nifédipine. 

 
Par ailleurs, l'étude de l'influence du propranolol sur l'hypotension induite par AJse     

a révélé le caractère β-bloquant partiel de cet extrait.  

Le propranolol est un β-bloqueur dit « non sélectif » car il inhibe à la fois les 

récepteurs β1 et β2-adrénergiques (Witchitz, 1994 ; Brown, 1995 ; Moulin et Coquerel, 2002). 
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Les bêtabloquants agissent principalement en réduisant l'activité des catécholamines et, 

diminuant la sécrétion de rénine, diminue aussi la pression artérielle (Giudicelli, 1984 ; 

Castaigne, 1988 ; Witchitz, 1994 ; Brown, 1995). 

L’étude de l’interaction entre AJse et le propranolol montre que le propranolol réduit 

l'hypotension induite par AJse, mais ne l’annule pas. Ainsi, cet extrait contiendrait, en plus de 

composés anticalciques, des substances β-adrénergiques et agirait donc en partie par le biais                 

de récepteurs β-adrénergiques.  

La réduction des effets hypotenseurs par le propranolol a également été observée par 

Kouakou, (2008) avec une fraction aqueuse chromatographique de l’extrait de Bidens pilosa 

(Asteraceae), par Srinivas et al., (2003) avec l’extrait alcoolique de Terminalia arjuna 

(Combretaceae) et par Amos et al., (2003) avec l’extrait éthanolique des feuilles de Pavetta 

crassipes (Rubiaceae). Ces auteurs ont donc suggéré la présence de substances agonistes       

β-adrénergiques dans ces extraits. 

En fait, en plus de leur action hypotensive, les bêtabloquants diminuent la fréquence 

cardiaque (effet chronotrope négatif), la contractilité du myocarde (effet inotrope négatif),     

le débit cardiaque et la vitesse de conduction auriculo-ventriculaire (effet dromotrope négatif) 

(Witchitz, 1994 ; Brown, 1995). 

Ainsi, AJse, tout comme les bêtabloquants, pourrait également réduire la transmission 

d’influx nerveux au cœur et aux vaisseaux sanguins. Ainsi, le cœur bat moins vite et avec 

moins de force, et la tension artérielle chute. L’effet hypotenseur pourrait être associé à un 

abaissement de la fréquence cardiaque et du volume d’éjection ventriculaire gauche.            

Ce mécanisme d’action probable de l’extrait est confirmé par la baisse de la fréquence de 

l’activité électrique globale (ECG) du cœur, les effets inotropes négatifs et, pour certaines 

doses de AJse, la baisse du débit coronaire du cœur isolé et perfusé. 

 
Une étude de l’interaction entre AJse et le losartan, un antagoniste des récepteurs de 

l'angiotensine II (ARA II ou sartan), a montré que ce dernier potentialise les effets 

hypotenseurs de AJse. 

Un tel effet additif d’antihypertenseurs a été obtenu par Azizi et al., (1997-a et 1997-b) 

en associant le losartan à un inhibiteur de l’enzyme de conversion de l’angiotensine II. 

Le losartan est indiqué dans le traitement de l’hypertension artérielle essentielle 

(Nelson et al., 1992 ; Tsunoda et al., 1993 ; Gradman et al., 1995 ; Oparil et Guthrie, 1998), 

mais également légère ou modérée (Mancini, 1997 ; Roffman, 1998).                                   

Son activité antihypertensive est la conséquence du blocage spécifique et compétitif des 
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récepteurs AT1 de l’angiotensine II (Doig et al., 1993 ; Johnston, 1995 ;                  

Goodfriend et al., 1996 ; Nicholls et al., 1997 ; Roffman, 1998 ; Boutouyrie, 1999).             

En effet, le losartan est un antagoniste des récepteurs de type AT1 de l’angiotensine II. 

L’angiotensine II se lie sélectivement aux récepteurs AT1 existant dans de nombreux tissus, 

en particulier les cellules musculaires lisses vasculaires, les surrénales, les reins et le cœur. 

Elle entraîne plusieurs effets biologiques importants dont la vasoconstriction, la sécrétion 

d’aldostérone par la corticosurrénale et la libération de noradrénaline (Brasch et al. 1993 ; 

Touyz et Schiffrin, 2000). Du fait de la réduction des résistances artérielles et artériolaires 

périphériques (réduction de la vasoconstriction due à l’angiotensine II), le losartan induit une 

baisse de la pression artérielle. Le losartan et son métabolite acide carboxylique 

pharmacologiquement actif (E-3174), en se fixant sur les récepteurs AT1, bloquent les effets 

que l’angiotensine II exerce sur ces récepteurs. Le blocage de ces récepteurs réduit la 

vasoconstriction et la libération de noradrénaline causées normalement par l’angiotensine II 

(Maeso et al., 1997). Il s’oppose également aux processus d’hypertrophie cardiaque               

et artérielle causés par l’angiotensine II. 

Dans l’étude de l’interaction AJse-losartan, les doses de losartan n’ont pas d’effet 

propre sur la pression artérielle, néanmoins, elles potentialisent les effets hypotenseurs de 

l’extrait. Cette action pourrait résulter du fait que les faibles doses de losartan utilisées 

agissent en inhibant la vasoconstriction et la libération de noradrénaline qui entrainerait une 

hypertension et ainsi s’opposeraient aux effets vasodilatateur et hypotenseur de AJse.           

La suppression par le losartan des effets antagonistes de ceux de AJse permettrait donc une 

plus forte expression des effets de cet extrait. Ainsi, l’action hypotensive de AJse est 

potentialisée, et donc plus importante chez les animaux prétraités avec le losartan.            

Cette potentialisation des effets de AJse en présence du losartan, un antihypertenseur, 

conforte l’idée que l’extrait aqueux brut de Justicia secunda agit comme un antihypertenseur. 

 

 

IV 1 – 6.  Conclusion  

Les études toxicologiques, qui ont consisté à l’étude de la toxicité aigüe chez des 

souris et de la cytotoxicité sur trois lignées cellulaires, ont montré que l’extrait aqueux brut de 

Justicia secunda est une substance peu toxique qui pourrait être utilisée en pharmacologie. 

 
Les études pharmacologiques avec AJse ont révélé un fort potentiel antihypertenseur 

de cet extrait brut, ce qui pourrait justifier, en partie, son utilisation en médecine traditionnelle 
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contre l’hypertension artérielle. Ainsi, l’extrait aqueux brut de Justicia secunda pourrait être 

préconisé dans le traitement de cette affection. 

Outre l’effet antihypertenseur, cet extrait brut présente des effets hypotenseurs, 

cardioinhibiteurs et vasodilatateurs. Il entraîne également une augmentation de la viscosité 

sanguine. Tous ces effets sont dose-dépendants.  

Il est à noter, pour certaines doses, sur l’activité cardiaque, un double effet de AJse. 

En effet, les faibles doses de cet extrait induisent une augmentation de l’amplitude du 

complexe QRS de l’ECG et un effet inotrope positif sur les contractions rythmiques du cœur 

isolé. Ces effets sont accompagnés par des effets chronotropes négatifs. Par contre, les fortes 

doses de AJse font apparaître une diminution de l’amplitude du complexe QRS de l’ECG       

et un effet inotrope négatif sur les contractions cardiaques, en plus des effets chronotropes 

négatifs sur ces deux paramètres. Ces résultats suggèrent la présence d’au moins deux types 

de composés dans l’extrait aqueux brut de Justicia secunda : 

- des composés cardioinhibiteurs, prédominants ; 

- des composés cardiotoniques de type digitalique. 

La présence de deux types de principes actifs est également mise en évidence par 

l’étude du débit coronaire qui montre que, pour les faibles doses de l’extrait, le débit coronaire 

diminue, alors que l’effet est contraire (augmentation) pour les fortes doses.  

 
Tous ces effets de AJse seraient dus aux alcaloïdes, saponosides, stérols et 

polyterpènes, anthocyanes et antioxydants que renferme l’extrait. En effet, des tests 

phytochimiques réalisés par des réactions en tubes et confirmés par criblage sur CCM ont 

permis de mettre ces composés en évidence dans cet extrait. Toutefois, il n’est pas exclut que 

d’autres composés, qui n’ont pas été révélés par les tests utilisés, puissent participer, en partie, 

à l’apparition des effets de AJse.  

Il est à noter que si les principes actifs à effet pharmacologique sont bien souvent 

connus depuis longtemps, il est beaucoup plus difficile d’identifier tous les constituants actifs 

dans une plante médicinale, notamment dans un extrait brut. Bien souvent, dans ces cas, 

l’effet ne peut pas être attribué à un seul constituant, mais plutôt à une ou plusieurs classes de 

substances présentes dans l’extrait. 

Cette dernière hypothèse est confortée par les effets de type digitalique observés avec 

AJse, alors qu’il à été montré l’absence de glycosides cardiotoniques dans cet extrait. 
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L’étude de la pression sanguine artérielle montre que les substances pharmacologiques 

telles que l’atropine et la prazosine sont sans effet notable sur l’hypotension induite par AJse. 

Ceci indique que l’extrait ne contient pas significativement de composés cholinergiques         

et n’est pas un α1-bloquant.  

Par contre, le propranolol, le vérapamil et la nifédipine inhibent partiellement 

l’hypotension induite par AJse. Aucune de ces substances utilisées ne supprime entièrement 

les effets hypotenseurs de cet extrait. Ainsi, AJse contiendrait des substances β-bloquants,  

des substances anticalciques à prédominance cardiaque et vasculaire et d’autres substances 

non mises en évidence. 

Suite à un prétraitement des animaux d’expérimentation avec le losartan,                   

un antagoniste des récepteurs de l’angiotensine II, utilisé à des doses qui n’ont pas d’effets 

propres sur la pression artérielle, les effets hypotenseurs de AJse sont potentialisés.      

L’extrait devient alors actif à des doses plus faibles et entraîne des baisses plus importantes de 

la pression artérielle. 

Ainsi, dans le traitement de l’hypertension artérielle avec l’extrait aqueux brut de 

Justicia secunda, l’association d’un autre antihypertenseur tel qu’un antagoniste des 

récepteurs de l’angiotensine II pourrait donc être recommandée en bithérapie. 

 

Ces différents mécanismes d’action de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda        

ne sont toutefois pas exclusifs, et cet extrait pourrait emprunter l’ensemble de ces mécanismes 

et bien d’autres, qui n’ont pas été mis en évidence, à des degrés divers, pour induire les effets 

observés.  

 
Ces résultats restent préliminaires et pourraient constituer une base scientifique pour  

la recherche de nouveaux composés efficaces dans le traitement de l’hypertension artérielle. 

Des études complémentaires sont donc nécessaires pour rendre ce travail utilisable dans        

le cadre de la mise au point d’un nouveau phytomédicament. 

 
Compte tenu de la complexité des composants de l’extrait aqueux brut de Justicia 

secunda (Acanthaceae), et de ses divers effets et mécanismes d’action sur le l’activité   

cardio-vasculaire, il est nécessaire de purifier les composés contenus dans cet extrait brut. 

Cette étude sera donc complétée dans le but de purifier et d’identifier des composés 

bioactifs de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda (Acanthaceae). La démarche consistera, 

par l’utilisation de techniques séparatives et analytiques rigoureuses, à séparer les composés 

de l’extrait brut, à tester l'activité des fractions chromatographiques sur la pression sanguine 
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artérielle, à purifier les fractions les plus actives et à isoler les molécules qui sous-tendent les 

diverses activités détectées dans les différentes fractions. En plus, des études complémentaires 

approfondies, concernant l’identification de la structure de composés purifiés bioactifs seront 

menées et les effets pharmacologiques ainsi que les mécanismes d’action sur le système 

cardio-vasculaire de Mammifère du composé responsable des effets hypotenseur et 

antihypertenseur seront mis en évidence.  
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IV 2 – Deuxième partie : 

Purification, identification structurale, étude toxicologique, effets  

pharmacologiques et mécanisme d’action cardio-vasculaire de substances  

contenues dans un extrait aqueux de Justicia secunda (Acanthaceae) 

 

La deuxième partie de notre étude consistera à : 

� séparer d’abord, puis purifier quelques composés de l’extrait aqueux brut de 

Justicia secunda ; 

� au cours des différentes étapes de la purification, tester les différents composés 

sur la pression artérielle et retenir les substances les plus actives ; 

� identifier ensuite la substance purifiée la plus active en déterminant sa masse 

moléculaire, sa formule brut, sa structure chimique et son nom ; 

� enfin, étudier la toxicité, vérifier les propriétés antihypertensives et déterminer 

le mécanisme d’action sur le système cardio-vasculaire de Mammifères de cette 

substance purifiée. 

 

Plusieurs méthodes de séparation et d’analyse (cf. II – 2, revue bibliographique) 

facilitent l’obtention de composés purs. La combinaison judicieuse de ces différentes 

techniques est la clef d’une purification efficace. 

Ainsi, pour la purification de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse), 

différentes techniques de séparation et d’analyse sont utilisées. Ce sont : 

- la séparation liquide-liquide (LLE) ; 

- la chromatographie sur couche mince (CCM) analytique ; 

- la chromatographie liquide à haute performance (HPLC) analytique ; 

- la chromatographie liquide à moyenne pression (MPLC) ; 

- la chromatographie sur colonne ouverte (CC) ; 

- la chromatographie liquide à haute pression semi-préparative (HPLC semi-préparative). 
 

Une étude bioguidée permettra de retenir les substances bioactives au cours des 

différentes étapes de la purification. 
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IV 2 – 1. Purification bioguidée de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse)  

  et identification de la structure chimique d’un composé purifié bioactif 

IV 2 – 1 – 1. Séparation liquide-liquide (LLE) de AJse 

Avec 50 g de feuilles fraiches de Justicia secunda (Acanthaceae), 15 ± 1 g d’un extrait 

aqueux brut sont obtenus par décoction, filtration et lyophilisation ; soit un rendement de     

30 %.  

Une séparation liquide-liquide de 10 g de cet extrait, en solution aqueuse, dans du 

chloroforme (CHCl3) et de l’acétate d’éthyle (AcOEt), a permis d’obtenir les 

phases chloroformique, acétatique et aqueuse. Les masses de chaque phase, après évaporation 

des solvants, ainsi que le rendement de ce partage, sont indiquées à la figure 62. 

 

IV 2 – 1 – 2. Analyses chromatographiques de l’extrait brut de Justicia secunda (AJse) 

        et des phases chloroformique, acétatique et aqueuse issues de la  

        séparation liquide-liquide (LLE) de AJse 

IV 2 – 1 – 2– 1. Chromatographie sur couche mince (CCM) de AJse et des phases issues 

             de la LLE de cet extrait 

L’extrait brut et les différentes phases obtenues sont solubilisés dans un solvant 

adéquat : méthanol-eau (1 : 1 v/v). Ils sont ensuite analysés par chromatographie sur couche 

mince (CCM).  Un chromatogramme de la CCM de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda 

a été présenté et analysé en IV1 – 3 – 1 – 2  (cf. résultats, figure 42, page 152). 

La figure 63 montre les photographies des plaques CCM de l’extrait aqueux brut de 

Justicia secunda et des phases (CHCl3, AcOEt et H2O) issues de la LLE de AJse, observées 

après migration des composés, à la lumière visible, en extinction de fluorescence à 254 nm 

(rayonnement UV à 254 nm) et sous fluorescence à 366 nm (rayonnement UV à 366 nm). 

Les CCM font apparaître plusieurs constituants dans l’extrait aqueux brut                  

de Justicia secunda (AJse) et dans les phases issues de sa séparation liquide-liquide.  

Certaines taches sont observables uniquement sous UV à 254 et/ou 366 nm. D’autres le sont 

uniquement à la lumière visible. 
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Figure 62 : bilan de masse et rendement d

        de l’extrait aqueux 

 

  

Phase H2O 

7,7 ± 0,5 g 
(77 %) 
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: bilan de masse et rendement de la séparation liquide-liquide 

l’extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse) (n = 4) 

 

10 g 
de AJse Phase CHCl3

Phase AcOEt

Phase H2O

Phase CHCl3 

   200 ± 20 mg 
    (2 %) 

 Phase AcOEt 
    2 ± 0,3 g 
     (20 %) 
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                AJse  CHCl3   AcOEt   H2O 

 

 

          AJse       CHCl3      AcOEt      H2O 

 

 

             AJse     CHCl3    AcOEt    H2O 

 
        A – Lumière visible        B – Détection UV à 254 nm        C – Détection UV à 366 nm 
  
 

Figure 63 : photographies des plaques CCM des phases CHCl3, AcOEt et H2O issues 

        de la séparation liquide-liquide de l’extrait aqueux brut de 

        Justicia secunda (AJse) et de AJse 

Support  : gel silice 60 F254  Merck 

Echantillons  : 100 µg 

Phase mobile  : CH3OH-H2O (9 : 2 v/v). 
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L’observation des plaques CCM à la lumière visible montre plusieurs taches                

à différents niveaux de migration. Des taches sombres apparaissent également, séparées les 

unes des autres lorsque les plaques CCM sont observées au rayonnement UV, en extinction de 

fluorescence, à 366 nm. Ces taches sont plus nombreuses et plus apparentes pour les phases 

CHCl3 et AcOEt. L’observation des plaques CCM à l’UV a permis de noter la présence de 

plusieurs constituants UV actives à 254 nm, avec de multiples fluorescences, principalement 

pour l’extrait brut et les phases CHCl3 et AcOEt. Ces taches sont de colorations variées, 

principalement pour les phases CHCl3 et AcOEt. 

Certaines taches présentes dans l’extrait brut sont également présentes dans les autres 

phases, particulièrement dans la phase aqueuse, avec des colorations moins intenses et des 

fluorescentes plus ou moins faibles. 

 

IV 2 – 1 – 2– 2. Chromatographie liquide à haute performance (HPLC) de AJse et des 

             différentes phases de la LLE 

Pour les analyses par HPLC/DAD-UV, l’extrait brut de Justicia secunda a été 

solubilisé dans un solvant adéquat : méthanol-eau (1 : 1 v/v). Après dissolution et filtration, 

les solutions ont été injectées dans un système HPLC et analysées. 

Les chromatogrammes de AJse obtenus par analyse HPLC/DAD-UV à 210, 254, 280, 

360 et 520 nm sont présentés à la figure 64. 

Tous les produits de cet extrait brut, aux longueurs d’ondes utilisées pour 

l’HPLC/DAD-UV, apparaissent sur le chromatogramme en moins de 30 min d’analyse.  

Ainsi, les analyses par la chromatographie liquide à haute performance sont réalisées       

durant 30 min. 

Les analyses par HPLC/DAD-UV des phases issues de la LLE ont été réalisées dans 

les mêmes conditions que celle de l’extrait brut. Mais la détection DAD-UV a été faite 

uniquement à 254 nm, longueur d’onde à laquelle les composés de AJse sont les mieux 

détectés (figure 64-B). 

Les chromatogrammes analytiques HPLC/DAD-UV à 254 nm, obtenus pour AJse et 

pour les phases chloroformique, acétatique et aqueuse, sont présentés respectivement par les 

figures 65, 66, 67 et 68. 

La figure 69 donne les chromatogrammes analytiques HPLC/DAD-UV de l’extrait 

brut et des trois phases issues de la LLE de AJse. Elle montre que, pour chacune des phases, 

les pics apparaissent à des temps d’analyse différents. 
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Figure 64 : chromatogrammes analytiques HPLC/DAD-UV de l’extrait brut de Justicia secunda 

      à 210 (A), 254 (B), 280 (C), 360 (D) et 520 (E) nm  

Colonne : Symmetry C 18 (5 µm, 150 x 3,9 mm d.i., H2O) ; éluant : CH3OH-H2O  

(CH3OH : 2 % en 3 min ; 2 à 50 % en 30 min ; 50 à 100 % en 5 min ; 100 % en 5 min) ;  

débit de la phase mobile : 1 ml/min ; injection : 5 µg. 

 

min0 5 10 15 20 25

mAU

-500

0

500

1000

 DAD1 A, Sig=210,4 Ref=590,4 (G:\UNIGE2~1\HPLC\21-05-~2\21050986.D)

min0 5 10 15 20 25

mAU

0
50

100
150
200
250

 DAD1 B, Sig=254,4 Ref=590,4 (G:\UNIGE2~1\HPLC\21-05-~2\21050986.D)

min0 5 10 15 20 25

mAU

0

50

100

150

200

 DAD1 C, Sig=280,4 Ref=590,4 (G:\UNIGE2~1\HPLC\21-05-~2\21050986.D)

min0 5 10 15 20 25

mAU

0

50

100

150

 DAD1 D, Sig=360,4 Ref=590,4 (G:\UNIGE2~1\HPLC\21-05-~2\21050986.D)

min0 5 10 15 20 25

mAU

0

10

20

30

40

50

 DAD1 E, Sig=520,4 Ref=590,4 (G:\UNIGE2~1\HPLC\21-05-~2\21050986.D)

D 

C 

A 

E 

 B 



 

 

 

- 220 - 

 

Figure 65 : chromatogramme analytique HPLC/DAD-UV à 254 nm de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse) 

Colonne : Symmetry C 18 (5 µm, 150 x 3,9 mm d.i., H2O) ; éluant : CH3OH-H2O (CH3OH : 2 % en 3 min ; 2 à 50 % en 30 min ;  

50 à 100 % en 5 min ; 100 % en 5 min) ;  débit de la phase mobile : 1 ml/min ; injection : 10 µg.  
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Figure 66 : chromatogramme analytique HPLC/DAD-UV à 254 nm de la phase chloroformique (CHCl3) issue de la LLE de AJse 

Colonne : Symmetry C 18 (5 µm, 150 x 3,9 mm d.i., H2O) ; éluant : CH3OH-H2O (CH3OH : 2 % en 3 min ; 2 à 50 % en 30 min ;  

50 à 100 % en 5 min ; 100 % en 5 min) ;  débit de la phase mobile : 1 ml/min ; injection : 10 µg.  
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Figure 67 : chromatogramme analytique HPLC/DAD-UV à 254 nm de la phase acétatique (AcOEt) issue de la LLE de AJse 

Colonne : Symmetry C 18 (5 µm, 150 x 3,9 mm d.i., H2O) ; éluant : CH3OH-H2O (CH3OH : 2 % en 3 min ; 2 à 50 % en 30 min ;  

50 à 100 % en 5 min ; 100 % en 5 min) ;  débit de la phase mobile : 1 ml/min ; injection : 10 µg.  
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Figure 68 : chromatogramme analytique HPLC/DAD-UV à 254 nm de la phase aqueuse (H2O) issue de la LLE de AJse 

Colonne : Symmetry C 18 (5 µm, 150 x 3,9 mm d.i., H2O) ; éluant : CH3OH-H2O (CH3OH : 2 % en 3 min ; 2 à 50 % en 30 min ;  

50 à 100 % en 5 min ; 100 % en 5 min) ;  débit de la phase mobile : 1 ml/min ; injection : 10 µg.
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Figure 69 : chromatogrammes analytiques HPLC/DAD-UV à 254 nm de AJse (A)  

        et des phases CHCl3 (B), AcOEt (C) et H2O (D)  

Colonne : Symmetry C 18 (5 µm, 150 x 3,9 mm d.i., H2O) ; éluant : CH3OH-H2O  

(CH3OH : 2 % en 3 min ; 2 à 50 % en 30 min ; 50 à 100 % en 5 min ; 100 % en 5 min) ;  

débit de la phase mobile : 1 ml/min ; injection : 10 µg. 
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Après avoir séparé les composés de AJse en trois phases, il importe de vérifier les 

effets pharmacologiques de ces phases sur la pression artérielle. 

 

IV 2 – 1 – 3. Effets pharmacologiques des phases issues de la séparation liquide-liquide  

         (LLE) de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse)  

        sur la pression artérielle de lapin 

IV 2 – 1 – 3 – 1. Effets dose-réponse des phases issues de la LLE de AJse sur la pression 

              artérielle de lapin 

La séparation liquide-liquide (LLE) de AJse a donné trois (3) phases 

chromatographiques (CHCl3, AcOEt et H2O) de compositions différentes. Les effets de 

chacune de ces phases ont été étudiés sur la pression sanguine artérielle de lapin, à des doses 

croissantes, allant jusqu’à 20 mg/kg P.C., qui sont des doses physiologiques pour lesquelles 

les effets de l’extrait brut (AJse) sont totalement réversibles.  

Cette étude a pour but de voir, tout comme pour l’extrait brut, les effets 

pharmacologiques de chacune de ces phases sur la pression sanguine artérielle de lapin.  

 
IV 2 – 1 – 3 – 1 – 1. Effets dose-réponse de la phase chloroformique sur la pression  

        artérielle de lapin 

La phase chloroformique (CHCl3), à des doses inférieures à 5 mg/kg P.C., est sans 

effet sur la pression artérielle. Les doses comprises entre 5 mg/kg P.C. et 20 mg/kg P.C. 

induisent une hypotension allant de 6 ± 2,3 à 11 ± 3,1 mm Hg (figure 70).  

A partir de la dose de 10 mg/kg P.C., l’hypotension induite par cette phase CHCl3 

devient irréversible, et la dose de 20 mg/kg P.C. est mortelle. 

 
IV 2 – 1 – 3 – 1 – 2. Effets dose-réponse de la phase acétatique sur la pression artérielle  

        de lapin 

La phase acétatique (AcOEt), aux doses allant de 2,5 mg/kg P.C. à 20 mg/kg P.C., 

induit une hypotension artérielle dose-dépendante (figure 71). A ces doses, les baisses de 

pression artérielle, qui varient de 6 ± 1,3 à 17 ± 3,8 mm Hg, sont totalement réversibles.   

Cette phase acétatique est sans effet sur la pression artérielle, pour des doses inférieures          

à    2,5 mg/kg P.C. 
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Figure 70 : effets dose-réponse sur la pression artérielle de lapin de la phase 

               chloroformique (CHCl 3) issue de la LLE de AJse  

A à D - Effets de la phase CHCl3 à 2,5 (A), 5 (B), 10 (C) et 20 (D) mg/kg 

    de poids corporel (après chaque flèche) 

  

Phase CHCl3 

2,5 mg/kg P.C. 

5 mg/kg P.C. 

20 mg/kg P.C. 

 

10 mg/kg P.C. 

20 mm Hg 

15 s 
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Figure 71 : effets dose-réponse sur la pression artérielle de lapin de la phase acétatique  

       (AcOEt) issue de la LLE de AJse 

A à E - Effets de la phase AcOEt à 1,25 (A), 2,5 (B), 5 (C), 10 (D) et 20 (E) mg/kg 

  de poids corporel (après chaque flèche) 

  

20 mm Hg 
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IV 2 – 1 – 3 – 1 – 3. Effets dose-réponse de la phase aqueuse sur la pression artérielle  

        de lapin 

La phase aqueuse (H2O), pour des doses inférieures à 2,5 mg/kg P.C., n’a pas d’effet 

sur la pression sanguine artérielle. Les effets de cette phase aqueuse apparaissent pour des 

doses supérieures ou égales à 2,5 mg/kg P.C., et se traduisent par une hypotension artérielle 

dose-dépendante allant de 3 ± 1,2, pour la dose de 2,5 mg/kg P.C., à 14 ± 3,6 mm Hg,       

pour celle de 20 mg/kg P.C. (figure 72). Ces effets sont totalement et rapidement réversibles 

(moins de 30 s) pour les doses variant de 2,5 à 10 mg/kg P.C., et deviennent partiellement 

réversibles à la dose de 20 mg/kg P.C.  

Les courbes de la figure 73 donnent les effets dose-réponse de l’extrait aqueux brut de 

Justicia secunda et des trois phases issues de la LLE de AJse. Cette figure montre que, parmi 

les phases issues de la LLE de AJse, la phase acétatique (courbe en rouge) est la plus active 

sur la pression artérielle, alors que la phase chloroformique (courbe inférieure, en vert)        

est la moins active. Toutefois, chacune des trois phases reste moins active que l’extrait brut 

(courbe supérieure, en noir) 

 

IV 2 – 1 – 3 – 2. Effets sur la pression sanguine artérielle de lapin des phases, issues de la  

              LLE de AJse, cumulées deux à deux  

Cette étude consiste à tester les effets des phases issues de la LLE de AJse, cumulées 

deux à deux. Pour cela, les solutions des deux phases à cumulées sont additionnées après la 

LLE, puis évaporées et le produit obtenu est testé sur la pression artérielle de lapin (n = 3),     

à des doses variant de 1,25 à 20 mg/kg P.C.  

Le but de cette étude est de voir si les effets des phases sont cumulatifs ou non.      

Ceci permettra de vérifier si la technique de séparation utilisée (séparation liquide-liquide)     

a entraîné des pertes de principes actifs de l’extrait brut ou les a conservés mais repartis dans 

les trois phases de la LLE, vu que les effets de ces phases sont plus faibles que ceux de 

l’extrait brut. 

 
IV 2 – 1 – 3 – 2 – 1. Effets sur la pression artérielle de lapin des phases chloroformique  

        et acétatique cumulées 

La figure 74 est un enregistrement type des effets dose-réponse des phases CHCl3       

et AcOEt cumulées, à des doses variant de 1,25 à 20 mg/kg P.C. Il apparaît, à partir de la dose 

de 2,5 mg/kg P.C., une hypotension artérielle dose-dépendante, allant de 6 ± 1,6 mm Hg,  

pour cette dose, à 18 ± 3,2 mm Hg pour la dose de 20 mg/kg P.C. Ces effets sont totalement  



 

 

 

- 229 - 

Thèse de Doctorat d’Etat ès Sciences  ABO  K.  Jean Claude 

 

 

A 

 

B 

 
 

C 

 

 

D 

 

E 

  

 

 

Figure 72 : effets dose-réponse sur la pression artérielle de lapin de la phase aqueuse  

       (H2O) issue de la LLE de AJse 

A à E - Effets de la phase H2O à 1,25 (A), 2,5 (B), 5 (C), 10 (D) et 20 (E) mg/kg 

  de poids corporel (après chaque flèche) 

  

20 mm Hg 

15 s 

2,5 mg/kg P.C. 
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Figure 73 : baisses de la pression artérielle de lapin en fonction de la concentration 

 de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse) et des phases  

 chloroformique (CHCl 3), acétatique (AcOEt) et aqueuse (H2O)  

 issues de la LLE de AJse 

 (n = 3 ; ns P > 0,05 ; * P < 0,05 ; ** P < 0,01 ; *** P < 0,001) 
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Figure 74 : effets dose-réponse sur la pression artérielle de lapin des phases 

              chloroformique (CHCl 3) et acétatique (AcOEt) cumulées 

A à E - Effets des phases CHCl3 + AcOEt à 1,25 (A), 2,5 (B), 5 (C), 10 (D) et 20 (E)  

  mg/kg de poids corporel (après chaque flèche) 

  

20 mm Hg 

15 s 

2,5 mg/kg P.C. 

 

5 mg/kg P.C. 

20 mg/kg P.C. 

10 mg/kg P.C. 

 

Phases CHCl3 + AcOEt 

1,25 mg/kg P.C. 
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réversibles pour les doses inférieures ou égales à 10 mg/kg P.C., et partiellement réversibles    

à la dose de 20 mg/kg P.C. 

 
IV 2 – 1 – 3 – 2 – 2. Effets sur la pression artérielle de lapin des phases chloroformique  

        et aqueuse cumulées 

Les phases chloroformique et aqueuse cumulées, pour des doses supérieures ou égales 

à 2,5 mg/kg P.C., induisent une hypotension artérielle dose-dépendante. Des doses plus 

faibles sont sans effet sur la pression artérielle. Les hypotensions induites, qui varient de        

4 ± 1,1 mm Hg, pour la dose de 2,5 mg/kg P.C. (figure 75-B), à 16 ± 3,3 mm Hg, pour celle 

de 20 mg/kg P.C. (figure 75-E), sont totalement réversibles pour les doses inférieures ou 

égales à 10 mg/kg P.C. Elles deviennent partiellement réversibles à la dose de 20 mg/kg P.C. 

  
IV 2 – 1 – 3 – 2 – 3. Effets sur la pression artérielle de lapin des phases acétatique  

        et aqueuse cumulées 

Les phases acétatique et aqueuse cumulées, testées sur la pression artérielle, entraînent 

une hypotension dose-dépendante, pour les doses variant de 1,25 mg/kg P.C. à 20 mg/kg P.C. 

A ces doses, ces effets hypotenseurs qui varient de 3 ± 1,2 mm Hg à 20 ± 3,2 mm Hg         

sont totalement réversibles (figure 76). 

Les courbes de la figure 77 donnent les effets, sur la pression artérielle de lapin, des 

trois phases issues de la LLE de AJse, cumulées deux à deux, et ceux de cet extrait brut. Cette 

figure 77 indique que les phases AcOEt et H2O cumulées sont les plus actives, mais 

présentent des effets hypotenseurs légèrement inférieurs à ceux de l’extrait brut.                   

La dose minimale active de ces deux phases cumulées (1,25 mg/kg P.C.) est identique à celle 

de l’extrait aqueux brut. Les phases CHCl3 et H2O cumulées ont le plus faible effet sur la 

pression sanguine artérielle. Cette figure montre également que les trois phases,         

cumulées deux à deux restent toujours moins actives que l’extrait brut. 

 

Le chromatogramme analytique HPLC/DAD-UV de la phase AcOEt, la plus active 

des phases issues de la LLE de AJse, présente quatre (4) composés majoritaires (1, 2, 3 et 4) 

(figure 78-B) avec les absorbances les plus importantes (> 600 mAU). Lorsque ces phases 

sont cumulées deux à deux et testées sur la pression artérielle, le mélange AcOEt + H2O est le 

plus actif. Son chromatogramme analytique HPLC/DAD-UV présente trois (3) pics 

majoritaires (1, 2 et 3) (figure 78-A) avec des absorbances les plus importantes                     

(> 1 000 mAU). Ces trois produits correspondent aux composés 1, 2 et 3 de la phase AcOEt. 
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Figure 75 : effets dose-réponse sur la pression artérielle de lapin des phases 

        chloroformique (CHCl 3) et aqueuse (H2O) cumulées 

A à E - Effets des phases CHCl3 + H2O à 1,25 (A), 2,5 (B), 5 (C), 10 (D) et 20 (E)  

  mg/kg de poids corporel (après chaque flèche) 

  

20 mm Hg 

15 s 

2,5 mg/kg P.C. 

 

5 mg/kg P.C. 

20 mg/kg P.C. 

10 mg/kg P.C. 

 

Phases CHCl3 + H2O 

1,25 mg/kg P.C. 
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Figure 76 : effets dose-réponse sur la pression artérielle de lapin des phases 

        acétatique (AcOEt) et aqueuse (H2O) cumulées 

A à E - Effets des phases AcOEt + H2O à 1,25 (A), 2,5 (B), 5 (C), 10 (D) et 20 (E)  

  mg/kg de poids corporel (après chaque flèche) 

 

  

2,5 mg/kg P.C. 
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10 mg/kg P.C. 
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Figure 77 : baisses de la pression artérielle de lapin en fonction de la concentration  

        de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse) et des phases 

        chloroformique (CHCl 3), acétatique (AcOEt) et aqueuse (H2O)  

        issues de la LLE de AJse, cumulées deux à deux 

        (n = 3 ; ns P > 0,05 ; * P < 0,05 ; ** P < 0,01 ; *** P < 0,001) 
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Figure 78 : chromatogrammes analytiques HPLC/DAD-UV à 254 nm montrant  

        les composés qui absorbent majoritairement dans les phases  

       AcOEt + H2O (A) et la phase AcOEt (B) après la LLE de AJse (C) 

Colonne : Symmetry C 18 (5 µm, 150 x 3,9 mm d.i., H2O) ; éluant : CH3OH-H2O  

(CH3OH : 2 % en 3 min ; 2 à 50 % en 30 min ; 50 à 100 % en 5 min ; 100 % en 5 min) ;  

débit de la phase mobile : 1 ml/min ; injection : 10 µg. 
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IV 2 – 1 – 3 – 3. Effets sur la pression sanguine artérielle de lapin des trois phases  

              (aqueuse, chloroformique et acétatique) issues de la LLE de AJse,  

  cumulées 

Cette étude a pour but de vérifier si, après la séparation liquide-liquide, les trois phases 

obtenues renferment toujours la totalité des composés ou principes actifs de l’extrait brut. 

Ainsi, après la LLE, les trois phases sont cumulées et les solvants sont évaporés. Le produit 

obtenu est ensuite testé sur la pression artérielle de lapin. 

Les tests sont réalisés avec des doses variant également de 1,25 à 20 mg/kg P.C.       

La figure 79, qui donne les résultats de cette étude pour une expérience type, montre que les 

trois phases, aux doses testées, entrainent une hypotension variant de 4 ± 1,4 mm Hg     

(figure 79-A) à 20 ± 4,1 mm Hg (figure 79-E). Ces effets sont dose-dépendants et totalement 

réversibles. 

Les effets de l’extrait brut (AJse) et ceux des trois phases cumulées sont donnés par 

les courbes de la figure 80. Cette figure montre que la courbe de l’extrait brut et celle des 

trois phases cumulées sont quasiment superposées, particulièrement pour les doses 

supérieures ou égales à 5 mg/kg P.C. Ceci indique que AJse et les trois phases cumulées ont 

des effets quasi identiques sur la pression sanguine artérielle. 

La figure 81, qui représente le chromatogramme analytique HPLC/DAD-UV de AJse 

et ceux des trois phases cumulées, montre que la quasi-totalité des composés présents dans les 

phases cumulées sont également présents dans AJse. Seuls quelques composés, qui absorbent 

faiblement, présents dans AJse, n’apparaissent plus dans les phases cumulées. 

 

IV 2 – 1 – 4. Purification de trois produits majoritaires de la phase acétatique (AcOEt) 

         issue de la séparation l’extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse) 

IV 2 – 1 – 4 – 1. Chromatographie liquide à moyenne pression (MPLC) de la phase  

  acétatique 

La phase acétatique issue de la LLE de AJse, qui est la phase la plus bioactive sur la 

pression sanguine artérielle, a été soumise à une séparation par MPLC. Ainsi, avec 2,5 g de 

phase AcOEt, 300 à 320 fractions de 140 ml sont collectées.  

Le tableau XVI donne le bilan de masse des fractions ou regroupements de fractions, 

à l’issue de la MPLC, pour une séparation type. 
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Figure 79 : effets dose-réponse sur la pression artérielle de lapin des trois phases 

        chloroformique (CHCl 3), acétatique (AcOEt) et aqueuse (H2O) 

        issues de la LLE de AJse, cumulées 

A à E - Effets des phases CHCl3 + AcOEt + H2O à 1,25 (A), 2,5 (B), 5 (C), 10 (D) et 20 (E)  

  mg/kg de poids corporel (après chaque flèche) 
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Figure 80 : baisses de la pression artérielle de lapin en fonction de la concentration  

             de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse) et des trois phases 

             chloroformique (CHCl 3), acétatique (AcOEt) et aqueuse (H2O)  

         issues de la LLE de AJse, cumulées 

         (n = 3 ; ns P > 0,05 ; * P < 0,05 ; ** P < 0,01 ; *** P < 0,001) 
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Figure 81 : chromatogrammes analytiques HPLC/DAD-UV à 254 nm de l’extrait  

        aqueux brut de Justicia secunda (AJse) et des trois phases (CHCl3, AcOEt  

        et H2O) issues de la LLE de AJse, cumulées 

  Chromatogrammes de AJse (A) et des phases CHCl3 + H2O + AcOEt (B).   

Colonne : Symmetry C 18 (5 µm, 150 x 3,9 mm d.i., H2O) ; éluant : CH3OH-H2O  

(CH3OH : 2 % en 3 min ; 2 à 50 % en 30 min ; 50 à 100 % en 5 min ; 100 % en 5 min) ;  

débit de la phase mobile : 1 ml/min ; injection : 10 µg. 
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Tableau XVI : bilan de masse de la MPLC pour 2,5 g de phase AcOEt et identification  

               de composés à séparer par CC ou à purifier par HPLC semi-préparative  

 
 

Fractions 
de la 

MPLC 

 
1 
et 
2 

 
3 

 
4 
à 
7 

 
8 

+ 
9 
et 
10 

++ 
11 
à 

14 

 
15 
à 

34 

++  
35 

++  
36 
et 
37 

+  
38 
à  

40 

Masse 
(mg) 

68,69 101,5 35,6 6,3 8 33,7 64,2 6,5 9,8 11,3 

 

Suite 1 tableau XVI 

 
Fractions 

de la 
MPLC 

+  
41 
et 
42 

++ 
43 
à 

47 

++  
48 
et 
49 

 
50 
à 

56 

++ 
57 
à 

72 

 
73 
à 

86 

 
87 
à 

98 

 
99 
à 

110 

++ 
111 
à 

117 

+ 
118 
à 

125 

 
126 
à 

131 

 
132 
à 

142 

Masse 
(mg) 

11 11,1 19,4 13,9 8 12,7 17 18,6 7,2 6,2 13,6 8,5 

 

Suite 2 tableau XVI 

 
Fractions 

de la 
MPLC 

 
143 
à 

167 

++ 
168 
à 

177 

 
178 
à 

192 

 
193 
à 

208 

 
209 
à 

223 

 
224 
à 

236 

 
237 
à 

259 

++ 
260 
à 

269 

 
270 
à 

283 

+ 
284 
à 

292 

 
293 
à 

301 

 
302 
à 

318 

Masse 
(mg) 

20,3 18,1 18,5 30,6 47,5 18 35,7 35,9 40,3 34,5 60,9 80,5 

 

+  : fractions susceptibles d’être séparées par chromatographie sur colonne ouverte (CC) 

++ : fractions susceptibles d’être purifiées par HPLC semi-préparative 
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Il ressort de ces analyses que certaines fractions sont composées de produits presque 

purs. Certaines feront donc l’objet d’une séparation sur colonne ouverte (CC) et d’autres 

seront purifiés par HPLC semi-préparative.  

La figure 82-B présente le chromatogramme analytique HPLC/DAD-UV d’un 

composé semi-purifié (fraction 11-14), issu de la MPLC de la phase AcOEt de AJse, 

susceptible d’être purifié par HPLC semi-préparative. 

Parmi les fractions, collectées seules ou regroupées, deux d’entre elles (fractions 38-40 

et 41-42), qui paraissent susceptibles d’être séparées, sont retenues pour une séparation par 

chromatographie sur colonne ouverte. Trois autres fractions et regroupements de fractions 

(fractions 35, 36-37 et 48-49), dont certains composés sont susceptibles d’être isolés, sont 

utilisées pour une purification par HPLC semi-préparative.  

 

IV 2 – 1 – 4 – 2. Chromatographie sur colonne ouverte (CC) de composés issus de la  

  MPLC de la phase AcOEt de AJse  

Les fractions 38-40 (11,3 mg) et 41-42 (11 mg) sont séparées sur colonne ouverte de 

gel de silice 60. Ainsi, pour chaque produit, des fractions de 20 ml sont collectées. 

Des analyses sur plaques CCM et par HPLC ont permis de vérifier la pureté de 

certains composés issues de la CC et regrouper certaines fractions ayant leurs 

chromatogrammes identiques, avant de purifier par la HPLC semi-préparative celles qui sont 

susceptibles de l’être. 

La figure 83 présente les chromatogrammes analytiques HPLC/DAD-UV de trois 

composés issus de la CC qui sont susceptibles d’être purifiés par la HPLC semi-préparative. 

 

IV 2 – 1 – 4 – 3. Chromatographie liquide à haute pression semi-préparative 

  (HPLC semi-préparative) de composés issus de la MPLC et de la CC 

Les fractions 35 (6,8 mg), 36-37 (9,8 mg) et 48-49 (19,4 mg), issues de la MPLC de la 

phase AcOEt, et des composés collectées de la CC des fractions 38-40 et 41-42 issues de cette 

MPLC ont été purifiés par HPLC semi-préparative. Cette technique a permis d’isoler trois (3) 

produits. 
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Figure 82 : chromatogrammes analytiques HPLC/DAD-UV à 254 nm de la phase AcOEt  

         issue de la LLE de AJse (A) et d’un produit semi-purifié (B), issu de  

         la fraction 11-14 de la MPLC de la phase AcOEt 

Colonne : Symmetry C 18 (5 µm, 150 x 3,9 mm d.i., H2O) ; éluant : CH3OH-H2O  

(CH3OH : 2 % en 3 min ; 2 à 50 % en 30 min ; 50 à 100 % en 5 min ; 100 % en 5 min) ;  

débit de la phase mobile : 1 ml/min ; injection : 10 µg. 
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Figure 83 : chromatogrammes analytiques HPLC/DAD-UV à 254 nm de la phase AcOEt  

        issue de la LLE de AJse (A) et de produits semi-purifiés issus de la CC  

        des fractions 38-40 (B et C) et 41-42 (D) de la phase AcOEt 

Colonne : Symmetry C 18 (5 µm, 150 x 3,9 mm d.i., H2O) ; éluant : CH3OH-H2O  

(CH3OH : 2 % en 3 min ; 2 à 50 % en 30 min ; 50 à 100 % en 5 min ; 100 % en 5 min) ;  

débit de la phase mobile : 1 ml/min ; injection : 10 µg.  
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IV 2 – 1 – 4 – 4. Chromatographie liquide à haute performance (HPLC) de composés  

  purifiés par HPLC semi-préparative 

La HPLC analytique est utilisée pour vérifier la pureté des produits isolés. 

Les trois (3) produits purifiés par HPLC semi-préparative sont nommés 

P1/AcOEt/AJse, P2/AcOEt/AJse et P3/AcOEt/AJse. Leurs chromatogrammes analytiques 

HPLC/DAD-UV sont donnés à la figure 84. Ce sont les trois produits qui absorbent 

majoritairement dans la phase acétatique issue de AJse (figure 84-A). 

Ces trois (3) produits (figure 85-A) sont ceux présentant les pics les plus élevés dans 

les chromatogrammes analytiques HPLC/DAD-UV des phases AcOEt et H2O cumulées 

(figure 85-B) qui donnent les effets physiologiques synergiques les plus importants. Ces trois 

produits se retrouvent également parmi les quatre composés qui apparaissent avec les pics 

d’absorption les plus élevés dans le chromatogramme de la phase AcOEt (figure 85-C),        

la plus active des trois phases issues de la LLE de AJse sur la pression sanguine artérielle de 

lapin. 

Les figures 86, 87 et 88 présentent les chromatogrammes analytiques       

HPLC/DAD-UV des trois composés issus de la phase acétatique, purifiés par HPLC semi-

préparative. Ces chromatogrammes montrent que les produits P1/AcOEt/AJse, 

P2/AcOEt/AJse et P3/AcOEt/AJse isolés sont purs. 

Le tableau XVII  donne les fractions ou regroupements de fractions issues de la 

MPLC de la phase AcOEt de AJse qui contiennent les composés purifiés. 

 
Après avoir purifié les produits 1, 2 et 3 (cf. figure 78) qui apparaissent 

majoritairement sur les chromatogrammes des phases les plus biologiquement actives,            

il convient de vérifier leurs effets pharmacologiques sur la pression artérielle. 
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Figure 84 : chromatogrammes analytiques HPLC/DAD-UV à 254 nm de la phase AcOEt  

         issue de la LLE de AJse (A) et des produits purifiés P1/AcOEt/AJse (B),  

         P2/AcOEt/AJse (C) et P3/AcOEt/AJse (D) issus de la phase AcOEt 

Colonne : Symmetry C 18 (5 µm, 150 x 3,9 mm d.i., H2O) ; éluant : CH3OH-H2O  

(CH3OH : 2 % en 3 min ; 2 à 50 % en 30 min ; 50 à 100 % en 5 min ; 100 % en 5 min) ;  

débit de la phase mobile : 1 ml/min ; injection : 10 µg.  
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Figure 85 : chromatogrammes analytiques HPLC/DAD-UV à 254 nm des 3 produits  

         purifiés (A), majoritairement présents dans les phases AcOEt et H2O  

         cumulées (B) et dans la phase AcOEt (C) issues de la LLE de AJse 

Colonne : Symmetry C 18 (5 µm, 150 x 3,9 mm d.i., H2O) ; éluant : CH3OH-H2O  

(CH3OH : 2 % en 3 min ; 2 à 50 % en 30 min ; 50 à 100 % en 5 min ; 100 % en 5 min) ;  

débit de la phase mobile : 1 ml/min ; injection : 10 µg.  
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Figure 86 : chromatogramme analytique HPLC/DAD-UV à 254 nm du produit purifié P1/AcOEt/AJse issu de la phase AcOEt de AJse  

Colonne : Symmetry C 18 (5 µm, 150 x 3,9 mm d.i., H2O) ; éluant : CH3OH-H2O (CH3OH : 2 % en 3 min ; 2 à 50 % en 30 min ;  

50 à 100 % en 5 min ; 100 % en 5 min) ;  débit de la phase mobile : 1 ml/min ; injection : 10 µg.  
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Figure 87 : chromatogramme analytique HPLC/DAD-UV à 254 nm du produit purifié P2/AcOEt/AJse issu de la phase AcOEt de AJse  

Colonne : Symmetry C 18 (5 µm, 150 x 3,9 mm d.i., H2O) ; éluant : CH3OH-H2O (CH3OH : 2 % en 3 min ; 2 à 50 % en 30 min ;  

50 à 100 % en 5 min ; 100 % en 5 min) ;  débit de la phase mobile : 1 ml/min ; injection : 10 µg. 
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Figure 88 : chromatogramme analytique HPLC/DAD-UV à 254 nm du produit purifié P3/AcOEt/AJse issu de la phase AcOEt de AJse  

Colonne : Symmetry C 18 (5 µm, 150 x 3,9 mm d.i., H2O) ; éluant : CH3OH-H2O (CH3OH : 2 % en 3 min ; 2 à 50 % en 30 min ;  

50 à 100 % en 5 min ; 100 % en 5 min) ;  débit de la phase mobile : 1 ml/min ; injection : 10 µg.  
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Tableau XVII : localisation, dans les fractions de la MPLC, des 3 composés  

    isolés de la phase AcOEt de AJse  

 

Composé pur Fractions de la MPLC contenant le composé purifié 

P1/AcOEt/AJse  35 ; 36-37 ; 38-40. 

P2/AcOEt/AJse 35 ; 36-37 ; 38-40 ; 41-42. 

P3/AcOEt/AJse  36-37 ; 38-40 ; 41-42 ; 43-47 ; 48-49 ; 57-72. 
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IV 2 – 1 – 5. Effets pharmacologiques, sur la pression sanguine artérielle de lapin, de trois 

               substances purifiées, issues de la phase acétatique de AJse 

Le but de cette étude est de rechercher les effets pharmacologiques des substances 

purifiées, isolées de la phase acétatique issue de le LLE de AJse, sur la pression sanguine 

artérielle. Ainsi chacune des trois substances purifiées (P1/AcOEt/AJse, P2/AcOEt/AJse et 

P3/AcOEt/AJse), à des doses allant de 10-2 à 12,5.10-1 mg/kg P.C., est testée sur la pression 

sanguine artérielle de lapin. La dose maximale de 12,5.10-1 mg/kg P.C. de produits purifiés 

administrés correspond à la dose minimale de l’extrait brut (AJse) ayant un effet sur la 

pression artérielle de lapin. 

Il apparaît que, dans cette gamme de doses, le produit P3/AcOEt/AJse est sans effet 

pharmacologique notable sur la pression artérielle de lapin. Seuls les produits P1/AcOEt/AJse 

et P2/AcOEt/AJse, pour certaines doses, agissent sur la pression artérielle, entraînant une 

hypotension artérielle. 

La figure 89, qui montre les effets dose-réponse de P3/AcOEt/AJse, à des doses 

variant de 10-1 à 10.10-1 mg/kg P.C., indique en effet que c’est seulement à partir de la dose de 

7,5.10-1 mg/kg P.C. que cette substance agit sur la pression artérielle, entraînant une faible 

hypotension irréversible de 4 ± 1,8 mm Hg, statistiquement non significative (p > 0,05).    

Cette substance est mortelle à partir de la dose de 10.10-1  mg/kg P.C. (figure 89-D). 

Les effets de P1/AcOEt/AJse sur la pression (figure 90) apparaissent à partir de la 

dose 5.10-2 mg/kg P.C. avec une hypotension artérielle 5 ± 2,6 mm Hg. Cette hypotension 

augmente avec la dose pour atteindre 36 ± 2,8 mm Hg pour une dose de P1/AcOEt/AJse de 

12,5.10-1 mg/kg P.C. (figure 90-F). A toutes ces doses, ces effets sont totalement réversibles. 

A des doses inférieures à 2,5.10-1 mg/kg P.C., P2/AcOEt/AJse est sans effet sur la 

pression artérielle de lapin. Aux doses comprises entre 2,5.10-1 et 12,5.10-1 mg/kg P.C., cette 

substance induit une hypotension artérielle variant de 3 ± 1,2 à 12,5 ± 2,8 mm Hg (figure 91). 

Ces effets sont dose-dépendants et totalement réversibles pour les doses inférieures                 

à 10.10-1 mg/kg P.C. Mais, à la dose de 10.10-1 mg/kg P.C., l’hypotension artérielle induite 

par P2/AcOEt/AJse est partiellement réversible. Les effets hypotenseurs de cette substance 

sont irréversibles pour la dose 12,5.10-1 mg/kg P.C. 

Les courbes de la figure 92 donnent les effets dose-réponse de P1/AcOEt/AJse et 

P2/AcOEt/AJse sur la pression sanguine artérielle de lapin, pour 3 expériences. Cette figure 

montre que la substance P1/AcOEt/AJse (courbe supérieure) est nettement plus active que la 

substance P2/AcOEt/AJse (courbe inférieure).   
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Figure 89 : effets dose-réponse de la substance pure P3/AcOEt/AJse sur la pression 

        artérielle de lapin 

A à D - Effets de P3/AcOEt/AJse (après les flèches) à 10-1 (A) ; 5.10-1 (B) ; 7,5.10-1 (C)  

  et 10.10-1 (D) mg/kg de poids corporel (P.C.) 
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10-1 mg/kg P.C. 
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10.10-1  mg/kg P.C. 
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Figure 90 : effets dose-réponse de la substance pure P1/AcOEt/AJse sur la pression 

        artérielle de lapin 

A à F - Effets de P1/AcOEt/AJse (après les flèches) à 10-2 (A) ; 5.10-2 (B) ; 2,5.10-1 (C) ;  

  5.10-1 (D) ; 7,5.10-1 (E) et 12,5.10-1 (D) mg/kg de poids corporel (P.C.) 
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Figure 91 : effets dose-réponse de la substance pure P2/AcOEt/AJse sur la pression 

        artérielle de lapin 

A à F - Effets de P2/AcOEt/AJse (après les flèches) à 10-1 (A) ; 2,5.10-1 (B) ; 5.10-1 (C) ;  

  7,5.10-1 (D) ; 10.10-1 (E) et 12,5.10-1 (D) mg/kg de poids corporel (P.C.) 
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Figure 92 : baisses de la pression sanguine artérielle de lapin en fonction  

        de la concentration de P1/AcOEt/AJse et de P2/AcOEt/AJse 

        (n = 3 ; ns P > 0,05 ; * P < 0,05 ; ** P < 0,01 ; *** P < 0,001) 
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Les doses efficaces 50 % de P1/AcOEt/AJse et P2/AcOEt/AJse sur la pression 

artérielle sont respectivement 0,63 mg/kg P.C. et 0,44 mg/kg P.C. 

 
Le produit purifié P1/AcOEt/AJse étant le plus pharmacologiquement actif sur la 

pression artérielle, il importe de l’identifier en déterminant sa masse moléculaire, sa formule 

brut, sa structure chimique et son nom. 

 

IV 2 – 1 – 6. Identification du composé purifié P1/AcOEt/AJse isolé de la phase AcOEt 

        de AJse 

IV 2 – 1 – 6 – 1. Chromatographie liquide ultra-performante couplée à la spectrométrie 

              de masse (UPLC/ESI/TOF-MS) du composé purifié P1/AcOEt/AJse 

Le composé P1/AcOEt/AJse a été analysé par chromatographie liquide                 

ultra-performante couplée à la spectrométrie de masse (UPLC/ESI/TOF-MS). 

La formule brute de ce composé a été déterminée sur la base d’analyse par 

spectrométrie de masse à haute résolution (ESI/TOF-MS) (figure 93). Dans cette figure 93,       

les formules brutes sont données dans l’ordre décroissant d’exactitude. 

Ainsi, le composé P1/AcOEt/AJse à une formule brute C48H66O5 (masse calculée : 

722,491025). Son poids moléculaire est de 723,4993 Da. 

 

IV 2 – 1 – 6 – 2. Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN) du composé 

              purifié  P1/AcOEt/AJse  

Pour l’élucidation de la structure chimique de P1/AcOEt/AJse, les spectres RMN 

proton (1H) et carbone 13 (13C) de ce composé ont été réalisés.  

Le tableau XVIII  indique les données spectroscopiques RMN de ce produit purifié.  

 

IV 2 – 1 – 6 – 3. Détermination de la structure du composé purifié P1/AcOEt/AJse  

La combinaison des résultats de la spectrométrie de masse et de la spectrométrie de 

résonance magnétique nucléaire a permis de déterminer la structure chimique du composé 

P1/AcOEt/AJse (figure 94). 

Le tableau XIX indique les constantes physiques et les données spectrales de ce 

composé P1/AcOEt/AJse isolé. 
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Figure 93 : rapport d’analyse TOF-MS du composé P1/AcOEt/AJse 
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Tableau XVIII : données spectroscopiques RMN 1H et 13C de P1/AcOEt/AJse 

 

Position 13C (ppm)  1H (mult., J en Hz) 

1 121.9  - 
2 130.9  8.03 (d, J=8.1) 
3 114.3  6.92 (d, J=8.1) 
4 162.7  - 
5 114.3  6.92 (d, J=8.1) 
6 130.9  8.03 (d, J=8.1) 
7 165.2  - 
8 151.1  - 
9 121.2  7.11 (d, J=7.5) 
10 132.7  7.53 (d, J=7.5) 
11 119.5  - 
12 132.7  7.53 (d, J=7.5) 
13 121.2  7.11 (d, J=7.5) 
14 92.9  - 
15 92.9  - 
16 127.0  - 
17 132.2  7.57 (d, J=8.0) 
18 129.5  7.95 (d, J=8.0) 
19 129.9  - 
20 129.5  7.95 (d, J=8.0) 
21 132.2  7.57 (d, J=8.0) 
22 166.0  - 
23 71.6  4.13 (m) 
24 36.8  1.71 (m) 
25 23.4  1.29 (m) 
26 29.4  1.29 (m) 
27 31.9  1.29 (m) 
28 22.8  1.33 (m) 
29 14.1  0.96 (t, J=5.2) 
30 21.7  1.40 (d, J=3.5) 
31 68.9  3.94 (t, J=6.1) 
32 29.7  1.71 (m) 
33 26.0  1.29 (br, s) 

34-44 29.7  1.29 (br, s) 
45 29.4  1.29 (br, s) 
46 31.9  1.29 (br, s) 
47 22.8  1.33 (m) 
48 14.1  0.96 (t, J=5.2) 
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Figure 94 : structure chimique du composé P1/AcOEt/AJse 
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Tableau XIX : constantes physiques et données spectrales du composé P1/AcOEt/AJse 

 

 Composé P1/AcOEt/AJse 

Structure 
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Nom chimique Acide 4-(octadecyloxy)-, 4-[[4-[[(1-    

méthylheptyl)oxy]carbonyl]phényl]éthynyl]phényl ester benzoïque 

Formule C48H66O5 

ESI/TOF-MS m/z  723,4993 [M+H]+  (masse calculée : 722,491025) 

Masse exacte 722,491025 Da 

Poids moléculaire 723,4993 Da 

Aspect Poudre amorphe de couleur beige 

Données RMN 1H cf. tableau XVIII  

Données RMN 13C cf. tableau XVIII 
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IV 2 – 1 – 7. Discussion 

Les résultats de la séparation liquide-liquide de l’extrait aqueux brut de Justicia 

secunda montrent que parmi les différentes phases de l’extrait brut, la phase aqueuse donne le 

rendement le plus élevé (77 %), suivi de la phase acétatique (20 %) et la phase 

chloroformique (2 %). L’obtention d’une masse beaucoup plus importante dans la phase 

aqueuse se justifie par le fait que AJse, l’extrait de départ, est un extrait aqueux. Il est par 

conséquent très riche en composés hydrophiles (composés polaires) qu’en composés 

lipophiles (composés apolaires). 

La somme des pourcentages des trois phases issues de la séparation liquide-liquide 

(LLE) de AJse est de 99 %. Ainsi, seulement 1 % de l’extrait brut a été perdu. Cette perte 

pourrait provenir de la collecte des produits après la lyophilisation. La faible perte de produit 

lors de la LLE indique que ce procédé utilisé pour la séparation des composés présents dans 

l’extrait brut est fiable car conserve la quasi totalité de la masse de produit de cet extrait. 

 

Les composés qui sont observés sous UV à 254 ou 366 nm sur les plaques CCM 

possèderaient des insaturations simples ou multiples dans leur structure carbonée. Les autres 

qui ne sont pas visibles sous UV seraient des composés saturés.  

Les phases CHCl3 et AcOEt renferment beaucoup plus de composés qui absorbent 

mieux sous UV que la phase H2O. Cette observation est normale puisque l’AcOEt est le 

solvant d’extraction par excellence des composés aromatiques ou benzéniques.                     

La phase AcOEt renferme donc les composés insaturés, surtout aromatiques ou benzéniques. 

La phase CHCl3, quant à elle, contient des diterpènes saturés comme insaturés et des 

stéroïdes. Ceci justifie la présence de stérols et polyterpènes mis en évidence dans l’extrait 

brut (AJse). 

La multitude des taches qui apparaissent dans l’extrait brut ont des facteurs de 

rétention (Rf) différents. Cette différence des Rf des taches indique que les composés présents 

dans cet extrait brut sont de natures différentes. 

Cette nature complexe de l’extrait brut justifie donc sa séparation en composés plus 

simples. 

La différence de coloration et de fluorescence, avec des Rf différents, pour les taches 

qui apparaissent dans les phases issues de la LLE de AJse, confirment que les composés 

présents dans chacune des phases sont de natures différentes. Ceci montre par ailleurs que les 

composés se trouvant dans l’extrait brut ont été séparés et se retrouvent différemment dans les 

trois phases, ce qui indique que la technique de séparation liquide-liquide utilisée est bonne. 
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La bonne séparation des composés après migration des composés sur les CCM indique 

également que le solvant utilisé (CH3OH-H2O) et sa composition (9 : 2 v/v) sont convenables 

pour la séparation des composés présents dans AJse. Ce solvant binaire sera dont utilisé pour 

les autres méthodes chromatographiques de séparation et d’analyse des constituants de 

l’extrait. 

 

Les analyses chromatographiques HPLC/DAD-UV de l’extrait aqueux brut de Justicia 

secunda révèlent la nature composite des constituants, matérialisée par la présence de 

plusieurs pics sur les chromatogrammes à 210, 254, 280, 360 et 520 nm. Ces pics apparaissent 

à des temps d’analyse différents, ce qui traduit une fois de plus l’existence de composés de 

natures différentes. 

La longueur d’onde qui fait apparaître le maximum de pics sur les chromatogrammes 

analytiques HPLC/DAD-UV de l’extrait brut, avec des absorbances les plus importantes,    est 

254 nm. En effet, le chromatogramme, enregistré à cette longueur d’onde fait apparaît 

plusieurs pics dont une dizaine sont remarquables avec des absorbances nettement plus 

élevées (> 20 mAU).    

La bonne séparation des composés de l’extrait brut par la méthode de séparation 

liquide-liquide utilisée est confirmée par les chromatogrammes analytiques HPLC/DAD-UV 

des phases CHCl3, AcOEt et H2O, qui apparaissent différents. Mais, le chromatogramme 

analytique HPLC/DAD-UV de la phase aqueuse est semblable à celui de l’extrait brut, à la 

différence que l’absorbance est plus faible avec la phase aqueuse, comparativement à AJse. 

Ceci s’explique par le fait que la phase aqueuse représente les restes de AJse qui n’ont pas été 

séparés par les solvants polaires choisis, ou par cette méthode de séparation liquide-liquide. 

 

L’étude des effets dose-réponse de chacune des trois phases issues de la LLE de 

l’extrait aqueux brut de Justicia secunda montre que ces phases entraînent des baisses de la 

pression artérielle. Mais les effets hypotenseurs de ces trois phases restent inférieurs à ceux de 

l’extrait brut. Leur efficacité relative par ordre décroissant est : 
 

AJse > phase AcOEt > phase H2O > phase CHCl3. 

La phase CHCl3 est également la plus mortelle. 

Les phases cumulées deux à deux après la LLE, et testées sur la pression artérielle, 

induisent des effets hypotenseurs plus importants que ceux de ces phases testées 

individuellement. Ceci indique une synergie des effets des produits contenus dans ces 

différentes phases issues de la LLE de AJse. Mais les effets des phases cumulées deux à deux 
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restent inférieurs à celui de l’extrait brut. L’efficacité relative de ces composés par ordre 

décroissant est :  
 

AJse > phases AcOEt + H2O > phases AcOEt + CHCl3 > phases H2O + CHCl3. 

Les trois phases cumulées font apparaître des hypotensions quasi identiques à ceux de 

l’extrait aqueux brut de Justicia secunda. Ces deux types de substances contiendraient donc 

les mêmes principes actifs. De même, le chromatogramme analytique HPLC/DAD-UV des 

trois phases cumulées est très semblable à celui de l’extrait brut. En effet, sur les 

chromatogrammes, les composés présents dans l’extrait brut, principalement ceux ayant des 

temps de rétention situés entre 14 et 29 minutes, sont également présents dans les trois phases 

cumulées.  

La séparation liquide-liquide n’a donc pas entraîné une perte de constituants et de 

principes actifs contenus dans l’extrait brut, mais les a séparés et répartis, dans des 

proportions variées, dans chacune des phases. Des trois phases, la phase acétatique renferme 

des composés plus actifs ou le plus de composés actifs. La LLE permet donc de conserver la 

quantité de produits de l’extrait brut, tout en préservant la bioactivité de ses constituants.  Cela 

justifie le fait qu’après la séparation liquide-liquide, les trois phases obtenues, cumulées, 

donnent quasiment les mêmes effets que ceux de l’extrait brut. 

Ces résultats confirment une fois de plus que la technique utilisée (LLE) est bonne 

pour la séparation des composés de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda. En effet, une 

bonne méthode de séparation, en plus de l’aspect quantitatif, doit tenir compte de la qualité 

des extraits, autrement dit, de la bioactivité de leurs principes actifs. 

 

La phase acétatique, la plus active sur la pression sanguine artérielle parmi les trois 

phases issue de la LLE de AJse, sera donc retenue pour une purification en vue de l’isolement 

de quelques principes actifs qu’elle contient. 

Les produits 1, 2 et 3 qui apparaissent majoritairement lorsque les phases AcOEt        

et H2O (les plus actives des trois phases) sont cumulées, pourraient être à l’origine des effets 

hypotenseurs les plus importants lorsque les trois phases sont cumulées deux à deux. Ceci est 

d’autant plus probable que ces trois produits apparaissent également majoritairement dans la 

phase AcOEt, la plus active des trois phases, qui présente un chromatogramme analytique 

HPLC/DAD-UV avec quatre pics majoritaires. 

 

Fort de cette étude bioguidée, le choix d’isolement s’est porté sur ces trois      

composés 1, 2 et 3. Ainsi, par l’utilisation de diverses techniques chromatographiques, 
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notamment la chromatographie liquide à moyenne pression (MPLC), la chromatographie sur 

colonne ouverte (CC) et la chromatographie liquide à haute pression semi-préparative   

(HPLC semi-préparative), ces trois produits majoritaires ont été isolés puis leurs activités 

biologiques vérifiées sur la pression artérielle de lapin. 

La chromatographie sur couche mince (CCM) analytique et la chromatographie 

liquide à haute performance (HPLC) analytique ont aussi été utilisées pour guider le 

regroupement des fractions comportant des composés identiques et pour vérifier la pureté de 

certains produits isolés. 

Les 3 produits purifiés, provenant de la phase AcOEt issue de la séparation liquide-

liquide de AJse, sont nommés P1/AcOEt/AJse, P2/AcOEt/AJse et P3/AcOEt/AJse. 

 

De ces trois produits isolés, P3/AcOEt/AJse n’a pas d’effet pharmacologique 

significatif sur la pression artérielle. Seuls P1/AcOEt/AJse et P2/AcOEt/AJse sont actifs, 

entraînant une hypotension artérielle dose-dépendante. 

Les courbes montrant les chutes de la pression artérielle en fonction des doses de 

P1/AcOEt/AJse et P2/AcOEt/AJse sont des sigmoïdes. Les allures sigmoïdes de ces courbes 

permettent de suggérer que ces deux produits purifiés bioactifs sont des substances à effets 

pharmacologiques et mettent en évidence, selon Miller et Tainter (1944), que leurs 

mécanismes d’action passeraient, entre autres, par une activation de récepteurs. 

Il apparaît que les effets hypotenseurs de P1/AcOEt/AJse sur la pression artérielle sont 

5 fois plus importants que ceux induits par P2/AcOEt/AJse. La substance P1/AcOEt/AJse est 

donc la plus bioactive sur la pression sanguine artérielle. 

P1/AcOEt/AJse est également 25 fois plus active que l’extrait aqueux brut                 

de Justicia secunda (AJse) sur la pression artérielle. En effet, la substance P1/AcOEt/AJse 

agit sur la pression artérielle entrainant une hypotension à partir de la dose                             

de 5.10-2 mg/kg P.C., alors que les effets hypotenseurs de AJse n’apparaissent qu’à partir de 

la dose de 1,25 mg/kg P.C. 

 

Le produit purifié P1/AcOEt/AJse étant le plus pharmacologiquement actif sur la 

pression artérielle, il est paru nécessaire de l’identifier. 

L’analyse par spectrométrie de masse (MS) à haute résolution permet de déterminer la 

masse et la formule brute du composé. En effet, le spectre de masse ESI-MS indique comme 

masse du composé 723,499 Da. L’analyse TOF-MS révèle la présence d’un ion            
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pseudo-moléculaire [M+H]+ observé à m/z 723,4993. Cet ion détecté correspond à la formule 

brute C48H66O5 (masse calculée : 722,491025). 

La spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN) renseigne sur la 

disposition des protons et des carbones dans l’édifice structurale de la molécule. 

Sur le spectre RMN 1H, on observe des signaux entre 8,03 et 6,92 ppm qui font penser 

à la présence de système aromatique. En outre, le signal intense à 1,29 ppm permet 

d’annoncer la présence d’une longue chaîne carbonée.  

Le signal à 8,03 ppm (2 H, d, J = 8,1 Hz) appartient aux noyaux aromatiques. Il en est 

de même pour les signaux à 6,92 ppm (2 H, d, J = 8,1 Hz), 7,53 ppm (2 H, d, J = 7,5 Hz),  

7,11 ppm (2 H, d, J = 7,5 Hz), 7,57 ppm (2 H, d, J = 8,0 Hz) et 7,95 ppm (2 H, d, J = 8,0 Hz). 

Il y a au total douze (12) protons aromatiques qui donnent tous des doublets. Cela ne peut 

s’expliquer que par la présence de trois (3) noyaux aromatiques portant chacun                

quatre (4) protons, deux à deux chimiquement équivalents. 

Le multiplet à 4,13 ppm (1 H, m) indique la présence de liaisons du type                     

(-O=C-O-CH-) ; probablement un ester. Les groupements méthyles (CH3-) donnent les 

signaux à 0,96 et 1,40 ppm.  

Sur le spectre RMN 13C, l’hypothèse de noyaux aromatiques est confirmée par les pics 

entre 162,7 et 114,3 ppm. Les pics à 166,0 et 71,6 ppm d’une part, et 165,2 et 151,1 ppm 

d’autre part, confirment eux aussi l’hypothèse de fonction ester ; deux au total. La longue 

chaîne carbonée donne le pic intense à 29,7 ppm et ceux des groupements méthyles à 21,7     

et 14,1 ppm. Le signal intense à 92,9 ppm indique la présence d’une liaison triple.  

En confrontant ces données à celles de la littérature (Nguyen et al., 1996), 

P1/AcOEt/AJse est identifié à  l’Acide 4-(octadecyloxy)-, 4-[[4-[[(1-

méthylheptyl)oxy]carbonyl]phényl]éthynyl]phényl ester benzoïque. Ce composé est une 

nouvelle molécule qui n’a jamais été décrite ou citée dans la littérature. 

 
Après avoir montré que le composé purifié P1/AcOEt/AJse est une nouvelle substance 

pharmacologique bioactive, il convient d’étudier sa toxicité.  

En effet, l'efficacité d'une substance ne se limite pas à l'évaluation de ses propriétés 

physiologiques. Ces substances étant destinées à demeurer dans l'organisme, une toxicité peut 

induire, après des absorptions régulières, une action sur la prolifération cellulaire, néfaste pour 

l’organisme. Ainsi, il est nécessaire de réaliser des tests non cliniques, c'est-à-dire "in vitro", 

de cytotoxicité du produit purifié bioactif P1/AcOEt/AJse.  
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IV 2 – 2. Etude toxicologique de la substance purifiée P1/AcOEt/AJse 

IV 2 – 2 – 1. Cytotoxicité de P1/AcOEt/AJse 

Pour déterminer les doses de P1/AcOEt/AJse tolérables au niveau cellulaire, une étude 

de la cytotoxicité de ce composé purifié est réalisée en utilisant le test du MTT (bromure de       

3-(4,5-diméthyl-2-thiazolyl)-2,5-diphényl-2H-tétrazolium). 

Ainsi, l’étude cytotoxique de P1/AcOEt/AJse, effectuée sur trois lignées cellulaires 

(neutrophiles péritonéaux de rats, neutrophiles humains et macrophages de souris), a mis en 

évidence que la cytotoxicité de cette substance purifiée est supérieure ou égale à 2 800 µg/ml. 

La CL50 de P1/AcOEt/AJse est supérieure ou égale à 4 200 µg/ml. 

 

IV 2 – 2 – 2. Discussion 

Le test au MTT, permettant la détermination quantitative de la viabilité cellulaire 

(Mosmann, 1983), indique que la cytotoxicité de P1/AcOEt/AJse est supérieure ou égale        

à     2 800 µg/ml, avec une CL50 supérieure ou égale à 4 200 µg/ml. La toxicité au niveau 

cellulaire de P1/AcOEt/AJse est plus importante que celle de l’extrait brut (AJse) dont la 

cytotoxicité est supérieure ou égale à 6 400 µg/ml, avec une CL50 supérieure ou égale à        

10 700 µg/ml. 

Toutefois, la cytotoxicité de P1/AcOEt/AJse reste 4 fois plus faible que celle d’un 

extrait hydro-alcoolique de Justicia secunda, plante d’où est issu ce produit purifié.              

En effet, Cantillo et al., (2007), ont déterminé une CL50 supérieure à 1 000 µg/ml pour 

l’activité hématolytique d’un extrait hydro-méthanolique (1 : 8 v/v) de Justicia secunda et,   

en la comparant à celle des extraits d’autres plantes, sont arrivés à la conclusion que cet 

extrait de Justicia secunda est peu toxique et peut être utilisé en pharmacologie.  

Cette conclusion est largement favorable à une utilisation aisée de P1/AcOEt/AJse    

en pharmacologie.  

 
Le produit purifié P1/AcOEt/AJse étant le plus pharmacologiquement actif sur la 

pression artérielle et faiblement toxique, il parait nécessaire de vérifier si celle-ci présente des 

propriétés antihypertensives, tout comme l’extrait brut (AJse). Ainsi, une étude des effets de 

P1/AcOEt/AJse sur l’hypertension artérielle induite chez le lapin est menée.  
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IV 2 – 3. Effets de P1/AcOEt/AJse sur l’hypertension induite chez le lapin  

Le but de cette étude est de voir les effets de P1/AcOEt/AJse, substance hypotensive, 

sur l’hypertension induite par l’administration d’adrénaline ou par la stimulation des fibres 

nerveuses sympathiques de lapin. 

 

IV 2 – 3 – 1. Effets de P1/AcOEt/AJse sur l’hypertension induite par l’administration 

        d’adrénaline au lapin 

La figure 95-a présente un enregistrement type des résultats de cette série 

d’expériences. 

L’adrénaline, à la dose de 5.10-4 mg/kg P.C., induit une augmentation de pression 

artérielle de 49 mm Hg (figure 95-a-A). 

Par la suite, l’administration de l’adrénaline à 5.10-4 mg/kg P.C. est suivie, 5 s après, 

de celle de doses croissantes de P1/AcOEt/AJse (figure 95-a -B -C et -D). Il apparait qu’en 

présence de P1/AcOEt/AJse à des doses de 10-1, 5.10-1 et 1 mg/kg P.C., l’hypertension induite 

par l’adrénaline à 5.10-4 mg/kg P.C. est réduite respectivement de 24,49 %, 32,65 %              

et    69,39 %. Pour la dose de P1/AcOEt/AJse de 1 mg/kg P.C., en plus de la réduction de 

l’hypertension artérielle induite par l’adrénaline, il apparaît, à la suite de cet effet,               

une hypotension artérielle de 3 mm Hg (figure 95-a-D). 

Les colonnes de la figure 95-b présentent les effets de P1/AcOEt/AJse sur 

l’hypertension induite par l’administration d’adrénaline à 5.10-4 mg/kg P.C. au lapin, pour      

3 expériences. 

 

IV 2 – 3 – 2. Effets de P1/AcOEt/AJse sur l’hypertension induite par la stimulation 

        du nerf sympathique de lapin 

La figure 96-a  est un enregistrement type de cette série d’expériences. Les effets de 

P1/AcOEt/AJse sur l’hypertension induite par la stimulation des fibres nerveuses 

sympathiques de lapin, pour 3 expériences, sont représentés par les colonnes de la          

figure 96-b. 

L’enregistrement type montre que la stimulation électrique du nerf sympathique fait 

apparaître, pendant toute la durée de la stimulation (40 s), une hypertension artérielle de       

19 mm Hg (figure 96-a-A).          
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Figure 95 : effets de P1/AcOEt/AJse sur l’hypertension induite par l’administration  

        d’adrénaline au lapin 

a – Enregistrement type 

A       - Effets de l’adrénaline (ADR) à 5.10-4 mg/kg de poids corporel (P.C.) 

B à D - Effets de ADR à 5.10-4 mg/kg de poids corporel, suivi de l’injection de  

             P1/AcOEt/AJse à 10-1 (B) ; 5.10-1 (C) et 1 (D) mg/kg de poids corporel 

b – Réduction par P1/AcOEt/AJse de l’hypertension artérielle induite par l’adrénaline  

n = 3 ; * P < 0,05 ; *** P < 0,001.  

b 

a 
20 mm Hg 

15 s 

          ADR   P1/AcOEt/AJse   10-1 mg/kg P.C. 

           ADR 

           5.10
-4

 

          ADR  P1/AcOEt/AJse  5.10-1 mg/kg P.C. 

          ADR  P1/AcOEt/AJse  1 mg/kg P.C. 
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Figure 96 : effets de P1/AcOEt/AJse sur l’hypertension induite par la stimulation  

                 du nerf sympathique de lapin  

a – Enregistrement type 

A       - Effets de la stimulation du nerf sympathique  

             (intensité = 6 mV ; durée = 0,6 ms ; fréquence = 25 Hz) 

B à D - Effets de la stimulation du nerf sympathique et de l’injection de  

  P1/AcOEt/AJse à 10-1 (B) ; 5.10-1  (C) et 1 (D) mg/kg de poids corporel (P.C.) 

b – Réduction par P1/AcOEt/AJse de l’hypertension artérielle induite par la stimulation    

      du nerf sympathique (n = 3 ; ns P > 0,05 ; * P < 0,05 ; ** P < 0,01) 

b 

a 
20 mm Hg 

15 s 
Stimulation du nerf sympathique 

Stimulation du nerf sympathique 

P1/AcOEt/AJse  1 mg/kg P.C 

Stimulation du nerf sympathique 

P1/AcOEt/AJse  5.10-1 mg/kg P.C 

Stimulation du nerf sympathique 

P1/AcOEt/AJse  10-1 mg/kg P.C 
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Lorsque cette stimulation du nerf sympathique est suivie, 3 s après, de l’administration 

de P1/AcOEt/AJse à 10-1 mg/kg P.C. (figure 96-a-B), 5.10-1 mg/kg P.C. (figure 96-a-C)      

et 1 mg/kg P.C. (figure 96-a-D), l’hypertension artérielle est réduite respectivement             

de 15,79 %, 42,11 % et 73,68 %. Pour la dose de P1/AcOEt/AJse de 1 mg/kg P.C., il apparaît, 

à la suite de la réduction de l’hypertension artérielle induite par la stimulation du nerf 

sympathique, une hypotension artérielle de 4 mm Hg (figure 96-a-D). 

 

IV 2 – 3 – 3. Discussion 

P1/AcOEt/AJse réduit significativement, proportionnellement à sa dose, 

l’hypertension artérielle induite par l’adrénaline administrée directement ou libérée suite à la 

stimulation des fibres nerveuses sympathiques. P1/AcOEt/AJse est donc également une 

substance antihypertensive. Ces résultats indiquent également que ce composé agirait en 

inhibant les effets de l’activation des récepteurs β-adrénergiques.  

 
Le produit purifié P1/AcOEt/AJse présentant des propriétés hypotenseurs et 

antihypertenseurs, il convient de connaitre son mécanisme d’action sur le système cardio-

vasculaire. De ce fait, il s’impose une détermination de son site de fixation sur le système 

cardio-vasculaire. Ceci se fera par l’étude des interactions de P1/AcOEt/AJse avec des 

antagonistes qui occupent "in vivo" les sites d’action des principales classes de médicaments 

antihypertenseurs. Les expérimentations porteront ainsi sur la pression sanguine artérielle, 

l’électrocardiogramme, les contractions du cœur isolé et les contractions toniques de 

vaisseaux isolés. 

 

IV 2 – 4. Mécanisme d’action de la substance purifiée P1/AcOEt/AJse sur le système 

  cardio-vasculaire de Mammifères 

IV 2 – 4 – 1. Mécanisme d’action de la substance purifiée P1/AcOEt/AJse sur la pression 

        sanguine artérielle 

L’étude du mécanisme d’action de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse) a 

montré que cet extrait contient des substances anticalciques, β-bloquants et a son effet 

hypotenseur potentialisé en présence d’un antagoniste des récepteurs de l’angiotensine II. 

Pour déterminer le(s) site(s) d’action de la substance purifiée P1/AcOEt/AJse issue de AJse 

sur le système cardio-vasculaire, celle-ci est donc antagonisée par des antagonistes des sites 

d’action de chacune des principales classes de médicaments antihypertenseurs que contient 

l’extrait brut. 
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Ainsi, dans cette série d’expériences, les animaux sont prétraités avec le propranolol 

(antagoniste des récepteurs β-adrénergiques), le vérapamil et la nifédipine (anticalciques) ou 

le losartan (antagoniste des récepteurs de l’angiotensine II), à des doses pour lesquelles ces 

substances n’ont pas d’effets propres sur la pression artérielle, avant de leur administrer 

P1/AcOEt/AJse à la dose de 5.10-1 mg/kg P.C. Cette dose de P1/AcOEt/AJse entraîne une 

hypotension de 22,8 ± 3,2 mm Hg, significative (P < 0,001) et totalement réversible. 

 

IV 2 – 4 – 1 – 1. Antagonisme P1/AcOEt/AJse – propranolol sur la pression artérielle 

    de lapin 

Le but de cette série d’expériences est de voir si P1/AcOEt/AJse agit sur la pression 

sanguine artérielle par l’intermédiaire des récepteurs bêta-adrénergiques.  

Ainsi, dans cette étude, le propranolol, aux doses de 5.10-5 et 5.10-3 mg/kg P.C.,        

est administré au lapin avant l’injection de P1/AcOEt/AJse à la dose de 5.10-1 mg/kg P.C.  

Il apparaît que, le propranolol, aux doses indiquées ci-dessus, n’a pas d’effet sur 

l’hypotension induite par P1/AcOEt/AJse. 

La figure 97-a est un enregistrement type des résultats de cette étude.                     

Pour 3 expériences, les colonnes de la figure 97-b, représentant les baisses de la pression 

artérielle induites par P1/AcOEt/AJse, en absence ou en présence de propranolol,                

ont été construites. 

 

IV 2 – 4 – 1 – 2. Antagonisme P1/AcOEt/AJse – vérapamil sur la pression artérielle de lapin 

Pour vérifier si P1/AcOEt/AJse agit sur les canaux calciques localisés au niveau 

cardiaque, dans cette étude, le vérapamil, un anticalcique à effets sinusal et coronaire 

prédominants, est antagonisé avec cette substance.  

Ainsi, dans cette série d’expériences, l’administration de P1/AcOEt/AJse à la dose de 

5.10-1 mg/kg P.C. au lapin est précédée de celle de vérapamil à différentes doses.                  

La figure 98-a est un enregistrement type des résultats de cette étude.  

Il ressort que P1/AcOEt/AJse seul induit une hypotension de 21 mm Hg             

(figure 98-a-A). Lorsque l’animal reçoit préalablement le vérapamil aux doses de 5.10-7,  

5.10-5 et 5.10-3 mg/kg P.C., l’hypotension induite par P1/AcOEt/AJse à 5.10-1 mg/kg P.C., 

administrée 15 s après, est réduite respectivement de 14,29 %, 52,38 % et 61,19 %        

(figure 98-a -B -C et -D). 

La réduction par le vérapamil de l’hypotension induite par P1/AcOEt/AJse,            

pour 3 expériences, est représentée par les colonnes de la figure 98-b.  
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Figure 97 : interaction P1/AcOEt/AJse-propranolol sur la pression artérielle de lapin 
 

a – Enregistrement type 

A        - Effets de P1/AcOEt/AJse à 5.10-1 mg/kg de poids corporel (après la flèche) 

B et C - Effets de P1/AcOEt/AJse à 5.10-1 mg/kg de poids corporel  

  (après les 2èmes flèches), précédés de l’administration du propranolol (Pro)  

  à 5.10-5 (B) et 5.10-3 (C) mg/kg de poids corporel (P.C.) 
 

b – Effets de P1/AcOEt/AJse sur la pression artérielle en présence du propranolol  

n = 3 ; ns P > 0,05. 

  

a 

      Pro            P1/AcOEt/AJse 

     5.10
-5

         5.10-1 mg/kg P.C       

P1/AcOEt/AJse   
5.10-1 mg/kg P.C 

      Pro            P1/AcOEt/AJse 

     5.10
-3

         5.10-1 mg/kg P.C       

b 

20 mm Hg 

15 s 
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Figure 98 : interaction P1/AcOEt/AJse-vérapamil sur la pression artérielle de lapin 
 

a – Enregistrement type 

A       - Effets de P1/AcOEt/AJse à 5.10-1 mg/kg de poids corporel (après la flèche) 

B à D - Effets de P1/AcOEt/AJse à 5.10-1 mg/kg de poids corporel  

 (après les 2èmes flèches), précédés de l’administration du vérapamil (Ver)  

 à 5.10-7 (B), 5.10-5 (C) et 5.10-3 (D) mg/kg de poids corporel (P.C.) 
 

b – Effets de P1/AcOEt/AJse sur la pression artérielle en présence du vérapamil  

 n = 3 ; ns P > 0,05 ; ** P < 0,01. 

      Ver            P1/AcOEt/AJse 

     5.10
-7

         5.10-1 mg/kg P.C      

P1/AcOEt/AJse   
5.10-1 mg/kg P.C 

      Ver            P1/AcOEt/AJse 

     5.10
-5

         5.10-1 mg/kg P.C      

      Ver            P1/AcOEt/AJse 

     5.10
-3

         5.10-1 mg/kg P.C      

a 

b 

20 mm Hg 

15 s 
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IV 2 – 4 – 1 – 3. Antagonisme P1/AcOEt/AJse – nifédipine sur la pression artérielle 

  de lapin  

Cette étude de l’antagonisme P1/AcOEt/AJse-nifédipine vise à vérifier si la substance 

purifiée agit sur la pression artérielle, comme un anticalcique, par l’intermédiaire de 

récepteurs localisés sur les vaisseaux sanguins ; la nifédipine étant un anticalcique à effet 

vasculaire prédominant.  

Les résultats de cette série d’expériences (figure 99) montrent que cet anticalcique 

réduit significativement l’hypotension induite par P1/AcOEt/AJse. En effet, lorsque la 

nifédipine est préalablement administrée au lapin à des doses de 5.10-7, 5.10-5 et                 

5.10-3 mg/kg P.C. avant d’administrer, 15 s après, P1/AcOEt/AJse à la dose de 5.10-1 mg/kg 

P.C., l’hypotension de 22 mm Hg qu’entraîne cette substance pure est réduite de 13,63 %, 

36,36 % et 59,09 % pour les doses respectives de nifédipine utilisée (figure 99-a). 

Les colonnes de la figure 99-b, tracée à partir des résultats de 3 expériences, 

présentent les effets de la nifédipine sur l’hypotension induite par P1/AcOEt/AJse. 

 

IV 2 – 4 – 1 – 4. Antagonisme P1/AcOEt/AJse – losartan sur la pression artérielle de lapin 

Pour voir les effets du losartan (Cozaar) sur l’hypotension induite par 

P1/AcOEt/AJse, le lapin est prétraité avec cet antagoniste des récepteurs de l’angiotensine II, 

aux doses de 5.10-8 et 5.10-7 mg/kg P.C., avant de recevoir la substance purifiée (1 min après) 

à la dose de 5.10-1 mg/kg P.C. Le but de cette étude est de savoir si P1/AcOEt/AJse agit par 

l’intermédiaire des récepteurs de l’angiotensine II pour induire ses effets ou si, tout comme 

pour l’extrait brut, ses effets sont potentialisés par cette substance. 

Il apparaît, comme le montre la figure 100-a qui est un enregistrement type des 

résultats de cette série d’expériences, que le losartan, aux doses de 5.10-8 et 5.10-7 mg/kg P.C., 

est sans effet notable sur l’hypotension artérielle induite par P1/AcOEt/AJse. 

La figure 100-b présente les colonnes montrant les effets de P1/AcOEt/AJse sur la 

pression artérielle, en absence ou en présence du losartan, dans cette série d’expériences          

(n = 3). 
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Figure 99 : interaction P1/AcOEt/AJse-nifédipine sur la pression artérielle de lapin 
 

a – Enregistrement type 

A       - Effets de P1/AcOEt/AJse à 5.10-1 mg/kg de poids corporel (après la flèche) 

B à D - Effets de P1/AcOEt/AJse à 5.10-1 mg/kg de poids corporel  

 (après les 2èmes flèches), précédés de l’administration de la nifédipine (Nif)  

 à 5.10-7 (B), 5.10-5 (C) et 5.10-3 (D) mg/kg de poids corporel (P.C.) 
 

b – Effets de P1/AcOEt/AJse sur la pression artérielle en présence de la nifédipine  

n = 3 ; ns P > 0,05 ; ** P < 0,01.  

20 mm Hg 

15 s 

      Nif             P1/AcOEt/AJse 

     5.10
-7

         5.10-1 mg/kg P.C       

P1/AcOEt/AJse   
5.10-1 mg/kg P.C 

      Nif             P1/AcOEt/AJse 

     5.10
-5

         5.10-1 mg/kg P.C       
 

      Nif             P1/AcOEt/AJse 

     5.10
-3

         5.10-1 mg/kg P.C       

a 

b 
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Figure 100 : interaction P1/AcOEt/AJse-losartan sur la pression artérielle de lapin 
 

a – Enregistrement type  

A       - Effets de P1/AcOEt/AJse à 5.10-1 mg/kg de poids corporel (après la flèche) 

B à D - Effets de P1/AcOEt/AJse à 5.10-1 mg/kg de poids corporel  

         (après les 2èmes flèches), précédés de l’administration du losartan (Los)  

   à 5.10-8 (B) et 5.10-7 (C) mg/kg de poids corporel (P.C.) 
 

b – Effets de P1/AcOEt/AJse sur la pression artérielle en présence du losartan  

n = 3 ; ns P > 0,05.  

P1/AcOEt/AJse 
5.10-1 mg/kg P.C. 

 

      Los          

     5.10
-8

 mg/kg P.C. 
P1/AcOEt/AJse 
5.10-1 mg/kg P.C. 

 

P1/AcOEt/AJse 
5.10-1 mg/kg P.C. 

      Los         

     5.10
-7

 mg/kg P.C. 

20 mm Hg 

15 s 
a 

b 
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IV 2 – 4 – 1 – 5. Discussion 

Les effets hypotenseurs de P1/AcOEt/AJse sont semblables à ceux de substances 

cholinergiques. Mais, l’étude du mécanisme d’action de l’extrait aqueux brut de Justicia 

secunda (AJse) dont est issue cette substance purifiée a révélé que les effets des substances 

contenues dans AJse ne sont pas médiés par l’activation de récepteurs cholinergiques.          

De même, AJse n’agit pas par l’intermédiaire de récepteurs α1-adrénergiques. Ainsi, l’action 

de la substance P1/AcOEt/AJse se ferait indépendamment des récepteurs cholinergiques       

et des récepteurs α1-adrénergiques, mais par l’intermédiaire d’autres sites récepteurs. 

Pour connaître le mécanisme d’action de la substance P1/AcOEt/AJse, issue de la 

purification d’un extrait aqueux brut de Justicia secunda qui s’est révélé contenir des 

substances β-bloquants et anticalciques, et dont les effets sont potentialisés en présence d’un 

antagoniste des récepteurs de l’angiotensine II, il a été mené l’étude de l’interaction entre 

cette substance et des antagonistes qui occupent les sites d’action des récepteurs                    

β-adrénergiques (propranolol), des canaux calciques (vérapamil et nifédipine) et des 

récepteurs de l’angiotensine II (losartan). 

Le propranolol, un β-bloqueur qui inhibe à la fois les récepteurs β1 et β2-adrénergiques 

(Witchitz, 1994 ; Brown, 1995 ; Moulin et Coquerel, 2002), n’a pas d’effets sur l’hypotension 

induite par P1/AcOEt/AJse. De même, le losartan, un antagoniste des récepteurs de 

l’angiotensine II, qui se lie sélectivement aux récepteurs AT1 (Doig et al., 1993 ; Johnston, 

1995 ; Goodfriend et al., 1996 ; Nicholls et al., 1997 ; Roffman, 1998 ; Boutouyrie, 1999)     

et bloque les effets que l’angiotensine II exerce sur ces récepteurs (Maeso et al., 1997), n’a 

pas d’effet sur l’hypotension induite par P1/AcOEt/AJse. La substance purifiée 

P1/AcOEt/AJse n'agit donc pas par le biais de récepteurs β-adrénergiques ou de récepteurs de 

l’angiotensine II et n’est donc pas un β-bloquant, ni un antagoniste des récepteurs de 

l’angiotensine II.  

Les effets hypotenseurs de cette substance P1/AcOEt/AJse sont partiellement inhibés 

par le vérapamil et par la nifédipine. Le vérapamil et la nifédipine sont deux classes 

pharmacologiques d’inhibiteurs calciques. Le premier (vérapamil) à un tropisme mixte, à la 

fois vasculaire et myocardique, avec une prédominance de l’action cardiaque sur l’action 

artério-dilatatrice périphérique. C’est l’inhibiteur calcique ayant l’effet inotrope négatif le plus 

marqué (Motte  et al., 1996 ; Legalerey, 2001). La nifédipine, quant à elle, a un effet 

vasculaire prédominant (Frishman et al., 1984 ; Werner, 1984). 

Chacun des deux types d’inhibiteur calcique (vérapamil et nifédipine) réduit, 

proportionnellement à la dose, l’hypotension induite par P1/AcOEt/AJse. Ceci laisse supposer 
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que P1/AcOEt/AJse agit sur les canaux calciques localisés aussi bien sur le myocarde que sur 

le muscle lisse vasculaire. P1/AcOEt/AJse a donc un tropisme mixte, à la fois myocardique et 

vasculaire. 

Ainsi P1/AcOEt/AJse, tout comme les autres anticalciques, a la propriété de bloquer 

de façon sélective l’entrée du calcium au travers des canaux calciques lents ou voltage 

dépendants situés dans la membrane plasmique des cellules du myocarde et des cellules 

musculaires lisses des vaisseaux. Cette diminution de l'influx calcique causée par 

P1/AcOEt/AJse dans les cellules musculaires cardiaques et les cellules musculaires 

vasculaires a pour conséquence une cardioinhibition, une vasodilatation et ainsi une baisse de 

la pression artérielle. 

   

IV 2 – 4 – 2. Mécanisme d’action de la substance purifiée P1/AcOEt/AJse sur l’activité 

        cardiaque 

Cette étude vise à voir les effets de P1/AcOEt/AJse sur l’activité électrique globale 

(ECG) et l’activité mécanique (contraction). Par la suite, une étude des effets de cette 

substance sur l’hémodynamie cardiaque se fera par la mesure du débit coronaire cardiaque. 

 

IV 2 – 4 – 2 – 1. Effets de la substance purifiée P1/AcOEt/AJse sur l’activité cardiaque 

IV 2 – 4 – 2 – 1 – 1. Effets dose-réponse de P1/AcOEt/AJse sur l’électrocardiogramme 

        (ECG) de lapin 

Lors de l’enregistrement de l’ECG de lapin, des doses croissantes de P1/AcOEt/AJse, 

variant de 10-2 à 1,25 mg/kg P.C., sont administrées à l’animal. La figure 101 est un 

enregistrement type de cette série d’expériences. 

L’analyse de l’ECG a porté sur l’amplitude des différentes ondes, sur la durée des 

intervalles séparant ces ondes et sur la fréquence cardiaque (cf. figure 44,                    

résultats IV1 – 4 – 1 – 1 – 1., page 164). 

Il apparaît que P1/AcOEt/AJse est sans effet sur les durées des intervalles séparant les 

ondes, mais agit essentiellement sur l’amplitude de ces ondes et sur la fréquence cardiaque. 

Les effets de P1/AcOEt/AJse sur l’ECG apparaissent à partir de la dose de 5.10-2 mg/kg P.C., 

et se traduisent par une diminution de l’amplitude du complexe QRS (figure 101-B).       

Cette dose, P1/AcOEt/AJse est sans effet sur les autres paramètres de l’ECG. Les doses plus 

faibles n’ont aucun effet sur l’ECG. 
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Figure 101 : effets dose-réponse de P1/AcOEt/AJse sur l’électrocardiogramme de lapin 

A  - Enregistrement témoin (Te) de l’ECG normal et étalonnage (Et) 

B à F  - Effets de P1/AcOEt/AJse à 5.10-2 (B) ; 10-1  (C) ; 5.10-1  (D) ; 1 (E) et 1,25 (F)   

   mg/kg de poids corporel 

  

Te 

Et 0,4 s 

1 mV 
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A partir de la dose de 10-1 mg/kg P.C., et pour les doses supérieures, en plus de la 

diminution de l’amplitude du complexe QRS, P1/AcOEt/AJse, il apparaît aussi une 

diminution de l’amplitude de l’onde T et une baisse de la fréquence cardiaque.                    

Les effets sur l’amplitude de l’onde P ne sont apparents qu’à partir de la dose                        

de 5.10-1 mg/kg P.C. (figure 101-D). Ces effets se traduisent par la diminution de l’amplitude 

de cette onde P, en plus de la diminution de l’amplitude de l’onde T et du complexe QRS,      

et la baisse de la fréquence cardiaque. Tous ces effets sur les paramètres de l’ECG sont    

dose-dépendants. 

Aux doses inférieures ou égales à 5.10-1 mg/kg P.C., les effets de P1/AcOEt/AJse sur 

l’ECG sont totalement réversibles. A partir de 1 mg/kg P.C. (figure 101-E),                         

ces effets deviennent partiellement réversibles, puis irréversibles au delà de cette dose. 

La figure 102 donne les courbes montrant les effets de P1/AcOEt/AJse sur l’amplitude 

des ondes P et T et du complexe QRS et sur la fréquence cardiaque. Ces courbes permettent 

de déterminer les doses efficaces 50 % (DE50) de P1/AcOEt/AJse sur les différents   

paramètres de l’ECG, notamment sur les amplitudes de l’onde P (= 0,495 mg/kg P.C.),         

du complexe QRS (= 1,307 mg/kg P.C.) et de l’onde T (= 0,534 mg/kg P.C), et sur la 

fréquence cardiaque (= 2,721 mg/kg P.C.). 

. 
IV 2 – 4 – 2 – 1 – 2. Effets dose-réponse de P1/AcOEt/AJse sur les contractions du cœur 

        isolé de rat 

P1/AcOEt/AJse, à des doses variant de 10-20 à 10-4 mg/ml, entraîne,                           

sur les contractions du cœur isolé et perfusé de rat, des effets inotrope et chronotrope négatifs.      

Des doses de P1/AcOEt/AJse inférieures à 10-20 mg/ml sont sans effet sur les contractions 

cardiaques. La cardiodépression induite par P1/AcOEt/AJse est dose-dépendante                   

et totalement réversible jusqu’à une dose de 10-10 mg/ml. Ces effets restent partiellement 

réversibles pour les doses variant de 10-8 à 10-6 mg/ml, puis deviennent irréversibles au delà 

de 10-6 mg/ml. 

La figure 103 est un enregistrement type des effets de P1/AcOEt/AJse sur les 

contractions du cœur isolé de rat. Elle montre qu’à la dose de 10-10 mg/ml, P1/AcOEt/AJse 

induit une diminution de l’amplitude des contractions de 26,09 % et une réduction de la 

fréquence cardiaque de 13,97 %. 
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Figure 102 : diminutions, en fonction de la dose de P1/AcOEt/AJse, de l’amplitude des 

          ondes P et T, du complexe QRS et de la fréquence de l’ECG de lapin 

         (n = 3 ; ns P > 0,05 ; * P < 0,05 ; ** P < 0,01 ; *** P < 0,001) 
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Figure 103 : effets de P1/AcOEt/AJse à 10-10 mg/ml sur les contractions du cœur isolé  

          de rat 

A - Enregistrement témoin (avant la flèche) et effets de P1/AcOEt/AJse à 10-10 mg/ml 

B - Suite de A et retour au Mac Ewen de référence (ME) (après la flèche) 
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La figure 104 représente les courbes montrant les effets inhibiteurs de P1/AcOEt/AJse 

sur l’amplitude et sur la fréquence des contractions cardiaques. Les concentrations efficaces 

50 % de P1/AcOEt/AJse, déterminées à l’aide de ces courbes, sont de 10-16 mg/ml pour 

l’amplitude des contractions et 10-17 mg/ml pour la fréquence cardiaque. 

 
IV 2 – 4 – 2 – 1 – 3. Effets dose-réponse de P1/AcOEt/AJse sur le débit coronaire du cœur 

        isolé de rat 

Sous imprégnation de doses croissantes de P1/AcOEt/AJse, le débit coronaire du cœur 

isolé et perfusé est mesuré. 

Il apparaît que des doses de P1/AcOEt/AJse variant de 10-20 à 10-4 mg/ml entraînent une 

augmentation dose-dépendante du débit coronaire cardiaque. Les doses inférieures                    

à 10-20 mg/ml, n’ont pas d’effet notable sur ce débit coronaire cardiaque. 

La figure 105 représente la courbe de la variation du débit coronaire cardiaque en 

fonction du logarithme de la concentration de P1/AcOEt/AJse, pour 3 expériences.              

Elle permet de déterminer une CE50 de 1,44.10-13 mg/ml. 

 

IV 2 – 4 – 2 – 2. Mécanisme d’action de la substance purifiée P1/AcOEt/AJse  

  sur les contractions cardiaques 

Pour connaitre le mécanisme d’action de la substance P1/AcOEt/AJse, le vérapamil, 

un anticalcique qui inhibe partiellement les effets de cette substance sur la pression artérielle, 

a été utilisé. Le but est de voir l’effet de cet anticalcique sur l’action de P1/AcOEt/AJse, 

directement sur l’une de ses cibles potentielles qu’est le cœur sur lequel la substance purifiée 

agit.  

L’activité cardiaque étant sous-tendue par les flux ioniques, une étude des effets de 

P1/AcOEt/AJse en solution physiologique de compositions ioniques modifiées sera menée 

afin d’apprécier le rôle éventuel des ions qui participent à son mécanisme d’action. 

 

Dans ces expériences, P1/AcOEt/AJse est utilisée à la dose de 10-16 mg/ml (CE50).     

A cette dose, il induit des effets inotrope et chronotrope négatifs de 14,53 ± 3,33 %                

et 10,64 ± 4,32 % (n = 3) respectivement (figure 106). Ces effets sont significatifs (P < 0,01), 

totalement et rapidement réversibles (en moins de 60 s). 
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Figure 104 : diminutions de l’amplitude et de la fréquence des contractions du cœur  

          isolé de rat en fonction de la concentration de P1/AcOEt/AJse 

         (n = 3 ; ns P > 0,05 ; * P < 0,05 ; ** P < 0,01 ; *** P < 0,001) 
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Figure 105 : diminution du débit coronaire du cœur isolé de rat  

               en fonction de la concentration de P1/AcOEt/AJse 

          (n = 3 ; ns P > 0,05 ; * P < 0,05 ; ** P < 0,01 ; *** P < 0,001) 
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Figure 106 : effets de P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml sur les contractions du cœur isolé  

          de rat 

A - Enregistrement témoin (avant la flèche) et effets de P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml 

B - Suite de A et retour au Mac Ewen de référence (ME) (après la flèche) 
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IV 2 – 4 – 2 – 2 – 1. Antagonisme P1/AcOEt/AJse – vérapamil sur les contractions 

          du cœur isolé de rat 

La figure 107-A montre les effets de P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml sur les 

contractions cardiaques. A cette dose, P1/AcOEt/AJse seul induit une réduction de 

l’amplitude et la fréquence des contractions de 16,07 % et 6,52 % respectivement.   

      Lorsque la perfusion du cœur est reprise avec la même dose de P1/AcOEt/AJse,                     

il apparaît des effets inotrope et chronotrope négatifs de 16,86 % et 8,70 % (figure 107-B).            

A la suite de cet effet de la substance, le vérapamil, en solution physiologique contenant 

P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml est administré à la dose de 10-8 mg/ml, puis à 10-6 mg/ml.  

Avec la dose de vérapamil de 10-8 mg/ml, les effets inotrope et chronotrope négatifs 

deviennent respectivement 3,57 % et 6,52 % ; soient des réductions respectives des effets 

inhibiteurs de P1/AcOEt/AJse sur les contractions cardiaques de 17,33 % et 25,07 %.  

Lorsque la dose de vérapamil passe à 10-6 mg/ml, ces effets inotrope et chronotrope négatifs 

induits par P1/AcOEt/AJse sont annulés et les paramètres cardiaques reviennent à la normale. 

Dans une autre expérience, la perfusion du vérapamil précède celle de P1/AcOEt/AJse 

(figure 107-C). Il apparaît que le vérapamil seul, à 10-6 mg/ml, n’a pas d’effet propre sur les 

contractions cardiaques. L’administration de P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml, en solution 

physiologique contenant le vérapamil à 10-6 mg/ml, n’entraîne pas non plus de modification 

de l’activité cardiaque. 

Ainsi, l’effet cardioinhibiteur induit par P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml est inhibé en 

présence du vérapamil à 10-6 mg/ml. 

 
IV 2 – 4 – 2 – 2 – 2. Effets de P1/AcOEt/AJse sur les contractions du cœur isolé de rat 

        en solutions physiologiques de compositions ioniques modifiées 

Le but de cette étude est d’apprécier le rôle spécifique des ions dans l’action de 

P1/AcOEt/AJse, vu que, dans les conditions normales, l’activité cardiaque est régulée par un 

certain nombre de flux ioniques et aussi par l’environnement ionique extracellulaire.       

Ainsi, cette étude des effets de P1/AcOEt/AJse dans des milieux physiologiques de 

compositions ioniques modifiées est réalisée en apportant en excès ou en réduisant les taux 

des principaux cations qui interviennent dans l’activité cardiaque. 
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Figure 107 : interaction P1/AcOEt/AJse-vérapamil sur les contractions  

          du cœur isolé de rat 

A - Enregistrement témoin (avant la 1ère flèche), effets de P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml  

       (après la 1ère flèche) et retour au Mac Ewen de référence (ME) (après la 2ème flèche) 

B - Enregistrement témoin (avant la 1ère flèche), effets de P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml  

       (après la 1ère flèche) et effets du vérapamil (Ver) à 10-8 mg/ml (après la 2ème flèche)  

       et à 10-6 mg/ml (après la 3ème flèche) en solution contenant P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml 

C - Enregistrement témoin (avant la 1ère flèche), effets du vérapamil (Ver) à 10-8 mg/ml  

       et de P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml en solution physiologique contenant du vérapamil  

       à 10-6 mg/ml (après la 2ème flèche) 
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Dans cette étude, P1/AcOEt/AJse est utilisée à une dose de 10-16 mg/ml dans des 

solutions physiologiques dont la composition en Ca2+, Na+ ou K+ a été modifiée. A cette dose, 

l’action de P1/AcOEt/AJse seul sur les contractions cardiaques se traduit par des effets 

inotrope et chronotrope négatifs de 14,53 ± 3,33 % et 10,64 ± 4,32 % (n = 3) respectivement          

(cf. figure 106, page 287). 

 
IV 2 – 11 – 2 – 2 – 2 – 1. Effets de P1/AcOEt/AJse en solution hypocalcique  

     sur les contractions cardiaques 

La solution hypocalcique (75 % CaCl2) induit, sur les contractions du cœur isolé de 

rat, des effets inotrope et chronotrope négatifs de 23,97 ± 4,22 % et 18,83 ± 2,62 % (n = 3) 

respectivement. 

La figure 108 présente, pour une série d’expériences, des enregistrements types des 

effets du milieu hypocalcique (75 % CaCl2) seul, puis en présence de P1/AcOEt/AJse.           

Il apparaît que la solution hypocalcique (75 % CaCl2) entraîne une diminution de l’amplitude 

et de la fréquence des contractions cardiaques de 27,78 % et 19,5 % (figure 108-A).         

Cette expérience est reprise en B et, lorsqu’il apparait des effets inotrope et chronotrope 

négatifs constants de 20 % et 18,39 %, la solution physiologique hypocalcique est remplacée 

par une autre solution hypocalcique (75 % CaCl2) contenant P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml. 

Dans ce cas, les effets inotrope et chronotrope négatifs s’accentuent et les diminutions 

d’amplitude et de fréquence des contractions cardiaques sont respectivement de 50 %            

et 36,36 % (figure 108-B).        

La figure 108-C montre les effets de la solution hypocalcique (75 % CaCl2) contenant 

P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml, perfusée directement. Ce milieu entraîne des diminutions 

d’amplitude et de fréquence des contractions cardiaques de 50 % et 39,93 %. 

Les effets inotrope et chronotrope négatifs du milieu hypocalcique sont donc 

accentués en présence de P1/AcOEt/AJse. 

 
IV 2 – 4 – 2 – 2 – 2 – 2. Effets de P1/AcOEt/AJse en solution hypercalcique 

  sur les contractions cardiaques 

Suite à la perfusion du cœur avec une solution hypercalcique (125 % CaCl2), 

l’amplitude et la fréquence des contractions augmentent de 18,48 ± 4,09 % et 33,71 ± 3,18 % 

(n = 3). 
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Figure 108 : effets d’une solution physiologique hypocalcique (75 % CaCl2) et de  

          P1/AcOEt/AJse en solution physiologique hypocalcique (75 % CaCl2) 

          sur les contractions du cœur isolé de rat 

A - Enregistrement témoin (avant la flèche) et effets de la solution hypocalcique (hypo Ca2+) 

B - Enregistrement témoin (avant la 1ère flèche), effets de la solution hypocalcique 

       (après la 1ère flèche) et effets de P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml en solution hypocalcique 

       (après la 2ème flèche) 

C - Enregistrement témoin (avant la flèche) et effets de P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml  

       en solution hypocalcique 
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Dans une série d’expériences (figure 109), la solution hypercalcique (125 %) induit, 

au début de sa perfusion, des effets inotrope et chronotrope positifs de 37,23 % et 35,63 %. 

Par la suite, ces effets cardiotoniques sont réduits et les contractions cardiaques se stabilisent 

avec des augmentations d’amplitude et de fréquence de 17,39 % et 34,68 %. Cette expérience 

reprise fait apparaitre des effets inotrope et chronotrope positifs constants de 37,78 %            

et 35,63 % respectivement (figure 109-B). La perfusion, à la suite, d’une solution 

hypercalcique (125 % CaCl2) contenant P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml entraine un effet 

inotrope négatif se traduisant par une diminution de l’amplitude des contractions de 6,67 % 

par rapport à l’enregistrement témoins. Dans ce même temps, il y a réduction de l’effet 

chronotrope positif, qui passe de 34,68 % à 21,74 % d’augmentation de la fréquence 

cardiaque. Dans la 3ème expérience (figure 109-C), le cœur est directement perfusé avec une 

solution hypercalcique (125 % CaCl2) contenant P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml.                     

Il apparaît, dans ce cas, d’abord de faibles augmentations de la fréquence et de l’amplitude 

des contractions cardiaques respectivement de 8,70 % et 1,49 % ; par la suite, la fréquence 

cardiaque passe à 13,43 % d’augmentation tandis que l’amplitude des contractions baisse, 

faisant apparaitre un effet inotrope négatif de 4,35 %. 

De cette série d’expériences, il ressort qu’en présence de P1/AcOEt/AJse, 

l’augmentation de l’activité cardiaque induite par la solution hypercalcique est atténuée,         

et même, la force des contractions cardiaques diminue par rapport au témoin. 

 
IV 2 – 4 – 2 – 2 – 2 – 3. Effets de P1/AcOEt/AJse en solution hyposodique  

  sur les contractions cardiaques 

Une solution hyposodique (90 % NaCl) perfusée induit, transitoirement, une 

augmentation de l’amplitude des contractions cardiaques de 19,75 ± 3,43 % et une réduction 

de la fréquence de 6,19 ± 2,23 % (n = 3). Par la suite, l’amplitude et la fréquence des 

contractions baissent donnant des effets inotrope et chronotrope négatifs de 10,64 ± 2,39 %    

et 12,36 ± 4,25 %. En effet, la figure 110 qui présente en A les effets d’une solution 

hyposodique (90 % NaCl) montre qu’une telle solution entraîne, 10 s après le début de la 

perfusion, un effet inotrope positif de 21,88 % et un effet chronotrope négatif de 4,17 %.    

Par la suite, l’amplitude des contractions diminue tandis que la diminution de la fréquence 

s’accentue pour se stabiliser tous les deux avec des valeurs de réduction                                 

de 12,5 % et 14,58 % respectivement par rapport à l’enregistrement témoin. En B, l’effet de   

la solution hyposodique (90 % NaCl) seule qui se traduit par des effets inotrope                   

positif et chronotrope  négatif de 12,5 % et 16,67 % précède celui de ce même milieu,                           
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Figure 109 : effets d’une solution physiologique hypercalcique (125 % CaCl2) et de  

          P1/AcOEt/AJse en solution physiologique hypercalcique (125 % CaCl2)  

          sur les contractions du cœur isolé de rat 

A - Enregistrement témoin (avant la flèche) et effets de la solution hypercalcique (hyper Ca2+) 

B - Enregistrement témoin (avant la 1ère flèche), effets de la solution hypercalcique  

       (après la 1ère flèche) et effets de P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml en solution hypercalcique  

       (après la 2ème flèche) 

C - Enregistrement témoin (avant la flèche) et effets de P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml  

       en solution hypercalcique 
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Figure 110 : effets d’une solution physiologique hyposodique (90 % NaCl) et de  

          P1/AcOEt/AJse en solution physiologique hyposodique (90 % NaCl) 

          sur les contractions du cœur isolé de rat 

A - Enregistrement témoin (avant la flèche) et effets de la solution hyposodique (hypo Na+) 

B - Enregistrement témoin (avant la 1ère flèche), effets de la solution hyposodique 

       (après la 1ère flèche) et effets de P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml en solution hyposodique  

       (après la 2ème flèche) 

C - Enregistrement témoin (avant la flèche) et effets de P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml  

       en solution hyposodique 
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mais contenant P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml. Ce deuxième milieu fait chuter l’amplitude des 

contractions de 22,58 % et la fréquence baisse de 16,63 % (figure 110-B).                     

Lorsque le cœur est perfusé avec  la solution hyposodique (90 % NaCl) contenant 

P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml, il apparait uniquement une diminution de l’amplitude des 

contractions de 25 % et une baisse de la fréquence cardiaque de 23,08 % (figure 110-C). 

Il apparaît donc que P1/AcOEt/AJse annule l’effet inotrope positif transitoire observé 

en présence d’une solution hyposodique, et accentue les effets inotrope et chronotropes 

négatifs induits par une telle solution. 

 
IV 2 – 4 – 2 – 2 – 2 – 4. Effets de P1/AcOEt/AJse en solution hypersodique  

  sur les contractions cardiaques 

La perfusion du cœur avec une solution de Mac Ewen hypersodique (125 % KCl) 

induit une diminution de l’amplitude des contractions de 5,23 ± 3,03 % et une augmentation 

de la fréquence cardiaque de 12,03 ± 2,97 % (n = 3). En effet, un tel milieu, dans l’expérience 

de la figure 111-A, entraine des effets inotrope négatif de 7,89 % et chronotrope positif de 

10,77 %. Dans l’expérience qui suit (figure 111-B), la solution hypersodique (125 % KCl) 

fait apparaître des effets inotrope négatif et chronotrope positif de 3,23 % et 13,33 %.                 

La perfusion, à la suite, d’une solution hypersodique (125 % KCl) contenant P1/AcOEt/AJse 

à 10-16 mg/ml entraine uniquement une diminution de ces deux paramètres de 25,81 %           

et 3,33 % respectivement. En présence d’une solution hypersodique (125 % KCl)       

contenant P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml, l’amplitude et la fréquence des contractions 

cardiaques diminuent et atteignent des valeurs de réductions respectives de 31,25 %               

et 23,33 % par rapport à l’enregistrement témoin (figure 111-C). 

La substance P1/AcOEt/AJse annule ainsi l’effet chronotrope positif causé par la 

solution hypersodique, faisant apparaître un effet contraire, c'est-à-dire chronotrope négatif,  

et accentue l’effet inotrope négatif induit par cette solution. 

 
IV 2 – 4 – 2 – 2 – 2 – 5. Effets de P1/AcOEt/AJse en solution hypopotassique  

  sur les contractions cardiaques 

Dans cette série d’expériences, le cœur est dans un premier temps perfusé avec une 

solution physiologique hypopotassique (75 % KCl). Une telle solution n’a pas d’effet notable 

sur la fréquence cardiaque, mais il apparaît essentiellement une augmentation de l’amplitude 

des contractions cardiaques de 12,76 ± 4,37 % (n = 3). Dans la série d’expériences présentée 

par la figure 112-A, le résultat de la perfusion du cœur avec la solution              

hypopotassique (75 % KCl) est une augmentation de l’amplitude des contractions de 8,82 %,  
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Figure 111 : effets d’une solution physiologique hypersodique (125 % NaCl) et de  

          P1/AcOEt/AJse en solution physiologique hypersodique (125 % NaCl)  

          sur les contractions du cœur isolé de rat 

A - Enregistrement témoin (avant la flèche) et effets de la solution hypersodique (hyper Na+) 

B - Enregistrement témoin (avant la 1ère flèche), effets de la solution hypersodique 

      (après la 1ère flèche) et effets de P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml en solution hypersodique  

      (après la 2ème flèche) 

C - Enregistrement témoin (avant la flèche) et effets de P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml  

       en solution hypersodique 
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Figure 112 : effets d’une solution physiologique hypopotassique (75 % KCl) et de  

          P1/AcOEt/AJse en solution physiologique hypopotassique (75 % KCl) 

          sur les contractions du cœur isolé de rat 

A - Enregistrement témoin (avant la flèche) et effets de la solution hypopotassique (hypo K+) 

B - Enregistrement témoin (avant la 1ère flèche), effets de la solution hypopotassique 

      (après la 1ère flèche) et effets de P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml en solution hypopotassique  

      (après la 2ème flèche) 

C - Enregistrement témoin (avant la flèche) et effets de P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml  

       en solution hypopotassique 
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alors que la fréquence cardiaque ne varie pas. La perfusion de cette solution, reprise dans 

l’expérience qui suit (figure 112-B), entraîne un effet inotrope positif de 13,33 %,             

avec une fréquence constante de 40 battements/min. A la suite de cet effet, une solution 

hypopotassique (75 % KCl) contenant P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml fait apparaître 

uniquement une réduction de l’amplitude et de la fréquence des contractions cardiaques de 

13,33 % et 18,52 %. Il en est de même lorsque, dans l’expérience de la figure 112-C,            

le cœur reçoit directement la solution hypopotassique (75 % KCl) contenant P1/AcOEt/AJse              

à 10-16 mg/ml. Dans ce cas, les effets inotrope et chronotrope négatifs observés sont plus 

importants. Ils sont de 26,67 % et 27,59 % respectivement. 

Il est donc à retenir que l’effet inotrope positif induit par la solution hypopotassique 

est annulé par P1/AcOEt/AJse qui, en plus, entraîne un effet inotrope négatif et accentue 

l’effet chronotrope négatif. 

 
IV 2 – 4 – 2 – 2 – 2 – 6. Effets de P1/AcOEt/AJse en solution hyperpotassique  

  sur les contractions cardiaques 

La figure 113-A montre qu’une solution hyperpotassique (125 % KCl) induit une 

cardiodépression qui se traduit par une diminution de l’amplitude et de la fréquence des 

contractions de 19,05 % et 8,06 %. La solution hyperpotassique (125 % KCl) entraîne 

normalement des effets inotrope et chronotrope négatifs de 15,19 ± 4,03 % et 9,71 ± 2,65 % 

(n = 3). Les effets inotrope et chronotrope négatifs respectifs de 12,26 % et 11,76 %      

(figure 113-B) qui sont obtenus suite à la perfusion du cœur avec une solution 

hyperpotassique (125 % KCl) sont renforcés lorsque cette solution contient P1/AcOEt/AJse    

à 10-16 mg/ml. En effet, dans ce cas, les diminutions d’amplitude et de fréquence atteignent 

respectivement 41,03 % et 15,91 %. La figure 113-C montre que lorsque le cœur reçoit 

directement P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml en solution hyperpotassique, des effets inotrope   

et chronotrope négatifs de 42,11 % et 22,22 % sont observés. 

P1/AcOEt/AJse accentue donc la cardioinhibition induite par la solution 

hyperpotassique. 
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Figure 113 : effets d’une solution physiologique hyperpotassique (125 % KCl) et de  

          P1/AcOEt/AJse en solution physiologique hyperpotassique (125 % KCl)   

          sur les contractions du cœur isolé de rat 

A - Enregistrement témoin (avant la flèche) et effets de la solution hyperpotassique (hyper K+) 

B - Enregistrement témoin (avant la 1ère flèche), effets de la solution hyperpotassique 

       (après la 1ère flèche) et effets de P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml en solution  

       hyperpotassique (après la 2ème flèche) 

C - Enregistrement témoin (avant la flèche) et effets de P1/AcOEt/AJse à 10-16 mg/ml  

        en solution hyperpotassique 
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IV 2 – 4 – 2 – 3. Discussion 

L’étude des variations de potentiels qui accompagnent l’activité cardiaque sous 

l’imprégnation de P1/AcOEt/AJse a été réalisée par l’enregistrement de 

l’électrocardiogramme de lapin.  

Des modifications des différents paramètres de l’ECG ont été enregistrées.                

En effet, la substance P1/AcOEt/AJse agit sur l’activité électrique globale du cœur en 

entraînant une diminution de la fréquence cardiaque et une diminution de l’amplitude des 

ondes P et T et de celle du complexe QRS.  

Ces effets cardioinhibiteurs induits par P1/AcOEt/AJse sur l’ECG apparaissent à des 

doses plus faibles que celles de l’extrait brut (AJse). En effet, à la dose de 5.10-2 mg/kg P.C., 

P1/AcOEt/AJse agit sur l’ECG en occasionnant une diminution de l’amplitude du complexe 

QRS et les effets inhibiteurs de cette substance sur la fréquence cardiaque et sur l’amplitude 

de l’onde T et de celle du complexe QRS sont apparents à partir de la dose de 10-1 mg/kg P.C. 

Par contre, l’extrait brut n’est actif sur l’ECG qu’à partir d’une dose de 5 mg/kg P.C. 

entrainant une augmentation de l’amplitude du complexe QRS et une diminution de la 

fréquence des battements cardiaques. Les effets de cet extrait sur les ondes T et P,               

qui se traduisent par la diminution de leurs amplitudes n’est perceptible qu’à partir de la dose 

de    10 mg/kg P.C. pour l’onde T et 20 mg/kg P.C. pour l’onde P. Ainsi, P1/AcOEt/AJse est     

100 fois plus active sur l’activité électrique globale du cœur que l’extrait brut initial. 

Cette substance n’a pas d’effets notables sur les intervalles séparant les ondes de 

l’ECG. P1/AcOEt/AJse n’a donc pas d’effets sur le temps nécessaire à la transmission de 

l'influx électrique des oreillettes aux ventricules (intervalle PR), sur le temps de systole 

ventriculaire (intervalle QT), et sur le temps de stimulation complète des ventricules  

(segment ST). Le fait que P1/AcOEt/AJse n’agisse pas sur la conduction de l’influx au niveau 

cardiaque laisse suggérer que la bradycardie induite par cette substance serait d’origine 

sinusale, car l'électrocardiogramme montre un tracé d'aspect normal avec un rythme 

ralenti  (Pipberger et al., 1990 ; Keating et Sanguinet, 2001). 

L’observation d’une diminution significative du rythme cardiaque peut être attribuée  

à une action inhibitrice directe de P1/AcOEt/AJse au niveau de l’excitabilité des structures 

cellulaires à l’origine de l’automatisme cardiaque (nœud de Keith et Flack) et responsables de 

la commande excito-motrice et de la conductibilité du myocarde. En effet, Di Matteo et 

Vacheron (1987) ont montré que le mécanisme électrophysiologique intime de l’action 

chronotrope négatif est la dépression de l’automatisme sinusale par ralentissement de la pente 

de dépolarisation lente. 
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La réduction de l’amplitude des ondes P et T et du complexe QRS de l’ECG             

par P1/AcOEt/AJse indique que l’action de cette substance est consécutive à une diminution 

de la dépolarisation (et la contraction) des oreillettes, une diminution de la repolarisation      

(et la relaxation) des ventricules et une diminution de la dépolarisation (et la contraction)    

des ventricules (Durrer, 1968 ; Fisch, 1980 ; Brutsaert et Sys, 1989 ; Pipberger et al. 1990 ; 

Cain et al., 1996 ; Bers, 2002 ; Yan et al., 2003 ; Hlaing et al., 2005 ; Zhu et al., 2009 ;      

Xue et al., 2010). Ces réductions de dépolarisations et repolarisation induites par 

P1/AcOEt/AJse seraient à l’origine de l’inhibition de l’activité cardiaque. 

 
La cardioinhibition induite par P1/AcOEt/AJse est également observées sur l’activité 

mécanique du cœur isolé. En effet, sur les contractions cardiaques, P1/AcOEt/AJse induit des 

effets inotrope et chronotrope négatifs. Ceci prouve une action directe de P1/AcOEt/AJse sur 

le myocarde. Ainsi, l’inhibition de l’activité électrique induite par P1/AcOEt/AJse et mise en 

évidence par les réductions de la fréquence cardiaque ainsi que l’amplitude des ondes P, T    

et du complexe QRS, aurait pour conséquence les effets inotropes et chronotropes négatifs 

induits par cette substance sur l’activité mécanique du cœur isolé. Waller (1887) indique que 

l’activité électrique du cœur, due à une dépolarisation de la membrane des cellules cardiaques, 

est à l’origine de la contraction cardiaque. La diminution de cette activité électrique engendre 

une diminution de l’activité mécanique du cœur. L’allure sigmoïde des courbes de l’évolution 

de l’amplitude et de la fréquence des contractions cardiaques en fonction du logarithme de la 

concentration de P1/AcOEt/AJse permet d’émettre l’idée, selon Miller et Tainter (1944),  

qu’il s’agit bien d’une substance à effet pharmacologique dont l’action, au niveau cardiaque, 

passe par l’activation de récepteurs. 

Les effets cardioinhibiteurs de cette substance purifiée (P1/AcOEt/AJse) sont plus 

marqués que ceux de l’extrait brut (AJse). En effet, P1/AcOEt/AJse agit sur le cœur, 

entraînant une cardioinhibition à partir de la dose 10-20 mg/ml, alors que AJse induit un effet 

chronotrope négatif seulement à partir de la dose de 10-18 mg/ml. P1/AcOEt/AJse est donc 

100 fois plus actif que l’extrait brut sur les contractions cardiaques. 

  
P1/AcOEt/AJse, à des doses supérieures ou égales à 10-18 mg/ml, entraîne une 

augmentation dose-dépendante du débit coronaire du cœur isolé. A cette dose, l’extrait brut 

reste sans effet sur le débit coronaire. Cet extrait n’est actif qu’à partir de la dose de             

10-16 mg/ml, entrainant une diminution du débit coronaire. Ainsi, P1/AcOEt/AJse, tout 

comme sur les contractions cardiaques, est 100 fois plus actif que l’extrait brut sur le débit 

coronaire cardiaque. 
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L’allure sigmoïde de la courbe de la diminution de débit coronaire en fonction du 

logarithme de la concentration de P1/AcOEt/AJse atteste que l’action de cette substance sur 

les artères coronaires passerait par des récepteurs. Cette diminution du débit coronaire 

cardiaque serait relative à une dilatation des vaisseaux coronaires, et donc un écoulement plus 

aisé du liquide nourricier dans ces vaisseaux (L’Abbate et al., 2002 ; Wei et Kaul, 2004 ; 

Segal, 2005). La substance P1/AcOEt/AJse serait donc vasodilatatrice, en plus d’être 

cardioinhibitrice. 

 
Les effets de P1/AcOEt/AJse sur les contractions cardiaques seraient dus à l’action de 

cette substance sur les canaux ioniques. En effet, le vérapamil, un anticalcique à effets sinusal 

et coronaire prédominants (Motte  et al., 1996 ; Legalerey, 2001), inhibe la cardioinhibition 

induite par P1/AcOEt/AJse. L’action du vérapamil passe par le blocage des canaux calciques. 

En inhibant l'entrée du calcium, le vérapamil provoque, au niveau des cellules musculaires 

cardiaques, un ralentissement de la conduction auriculo-ventriculaire et une diminution de la 

force contractile (Godfraind et al., 1986 ; Cosma, 1989 ; Schwinger et al., 1990 ;           

Cohen, 1997). Il induit également une diminution de la fréquence de décharges, entraînant un 

effet chronotrope négatif ou bradycardisant (Kawai et al., 1981 ; Caron et al., 1993 ;    

Laurent et al., 1994). Le fait que le vérapamil inhibe les effets de P1/AcOEt/AJse laisse 

suggérer que cette dernière substance agirait sur les canaux calciques en les bloquant. 

 P1/AcOEt/AJse serait donc un anticalcique à effet cardiaque. Ainsi P1/AcOEt/AJse, 

tout comme les autres anticalciques à prédominance cardiaque, aurait la propriété de bloquer 

de façon sélective l’entrée du calcium au travers des canaux calciques lents ou             

voltage-dépendants situés dans la membrane plasmique des cellules du myocarde. Cette 

diminution de l'influx calcique causée par P1/AcOEt/AJse dans les cellules musculaires 

cardiaques aurait pour conséquence une cardioinhibition. 

 
Dans les conditions normales, l’activité cardiaque est régulée par un certain nombre de 

flux ioniques (Abe et Goto, 1964 ; Langer, 1965 ; Leoty, 1971), dont les plus importants sont 

Ca2+, Na+ et K+, et aussi par l’environnement ionique extracellulaire (Niedergerke et Lüttgau, 

1957 ; Lüttgau et Niedergerke, 1958 ; Aka, 1980). Les modifications des concentrations 

extracellulaires de ces ions, qui entrainent des modifications de leur transit transmembranaire, 

ont permis de mettre en évidence l’influence de P1/AcOEt/AJse sur les flux ioniques qui 

sous-tendent l’activité mécanique des structures contractiles. 
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Il apparaît que l’inhibition par P1/AcOEt/AJse de la libération du calcium serait          

à l’origine des effets cardioinhibiteurs plus prononcés de cette substance en solutions 

physiologiques hypocalcique, hyposodique, hypersodique et hyperpotassique.  

En effet, la cardioinhibition engendrée par la diminution du taux de calcium dans un 

milieu hypocalcique est renforcée par P1/AcOEt/AJse qui inhiberait en plus la libération du 

calcium intracellulaire ; le milieu hypocalcique réduisant l’influx calcique et donc la force 

contractile du myocarde (Coraboeuf et Garnier, 1961 ; Fleckenstein, 1977 ;                   

Kyosuke et al., 1991). Godfraind et al., (1986) ont rapporté que les inhibiteurs de l’influx 

calcique peuvent diminuer le courant calcique entrant dans les cellules et exercer un effet 

inotrope négatif sur l’activité cardiaque. Ces auteurs ont en outre montré que les effets des 

substances qui inhibent l’influx calcique cardiaque et vasculaire étaient comparables à ceux 

observés lors d’une diminution du Ca2+ dans les milieux de survie des préparations.  

En milieu hyposodique, une augmentation transitoire de l’amplitude des contractions 

cardiaques apparaît initialement, ensuite il y a diminution de l’amplitude et de la fréquence de 

ces contractions. Cette décroissance ultérieure de l’amplitude des contractions serait liée au 

déséquilibre ionique engendré par la baisse de la concentration de Na+ extracellulaire 

(Bronner et Freslon, 1992). Le sodium favorisant la dépolarisation membranaire, la présence 

d’un faible taux de Na+ entraîne la diminution de l’excitabilité du myocarde et ainsi la baisse 

de l’activité cardiaque. Ces effets inotrope et chronotrope négatifs en milieu hyposodique sont 

plus importants en présence de P1/AcOEt/AJse. Ceci indique que cette substance agirait en 

réduisant l’excitabilité du myocarde. 

Le milieu hypersodique diminue quelque peu l’amplitude des contractions et augmente 

la fréquence cardiaque. La baisse de la force contractile du myocarde observée dans             

un tel milieu est accentuée par l’addition de P1/AcOEt/AJse. Cet effet pourrait s’expliquer  

par le fait que la baisse de l’influx calcique engendrée par l’excès de sodium             

(Godfraind et al., 1986) est renforcée par la présence de P1/AcOEt/AJse qui inhiberait 

également cet influx calcique. Cette substance réduirait également l’augmentation                 

de l’excitabilité qu’engendre une augmentation modérée du taux de Na+ extracellulaire.  

Ainsi, en présence de P1/AcOEt/AJse, il ya diminution de la fréquence cardiaque                  

et renforcement de la diminution de l’amplitude des contractions cardiaques. 

Il a été observé que le milieu hyperpotassique diminue l’activité cardiaque. Selon 

Skou (1988), toute augmentation du potassium extracellulaire stimule l’activité de la pompe 

Na+/K+ par accroissement de la déphosphorylation. Ceci provoque une hyperpolarisation de la 

membrane cellulaire pouvant désactiver les canaux calciques voltage-dépendants avec, 
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conséquemment, une réduction de la concentration du Ca2+ intracellulaire (Bronner et frelson, 

1992). Ce mécanisme serait à l’origine de la baisse de l’activité cardiaque lorsque le 

potassium est modérément augmenté dans la solution physiologique de survie. La présence de 

P1/AcOEt/AJse dans la solution hyperpotassique accentue la réduction de l’activité cardiaque 

induite par l’excès de K+ extracellulaire. Ceci est en faveur d’un renforcement par 

P1/AcOEt/AJse de la réduction de la concentration intracellulaire de Ca2+ induite par le 

milieu hyperpotassique. 

Aussi, les effets cardioinhibiteurs des milieux hypocalcique, hyposodique, 

hypersodique et hyperpotassique sont renforcés par la présence de P1/AcOEt/AJse qui,        

en bloquant les canaux calciques, diminue la libération du calcium intracellulaire.  

 

Une solution hypercalcique, par la mise à disposition des cellules cardiaques d’un taux 

élevé de Ca2+, entraîne une augmentation de l’amplitude et de la fréquence des battements 

cardiaques (Fleckenstein, 1971 ; Hess et Gabel, 1979 ; Hess et al., 1984; Overgaard et al., 

2005 ; Galli et al., 2006). Ces effets inotrope et chronotrope positifs observés en milieu 

hypercalcique sont atténués en présence de P1/AcOEt/AJse.  

L’augmentation transitoire de l’amplitude des contractions en solution hyposodique 

résulte de l’augmentation de l’influx calcique (Niedergerke et Orkand, 1966 ; Reuter et Seitz, 

1968 ; Glitsh et al., 1970 ; Leblanc et Hume, 1990 ; Bronner et Freslon, 1992 ; Sham et al., 

1992 ; Levi et al., 1994). En effet, la baisse du Na+ extracellulaire entraîne, d’une part, 

l’activation de la sortie de K+ par le biais du canal d’échange Ca2+/K+ suite à l’inhibition du 

canal Na+/K+ ; ceci favorisant l’entrée du Ca2+ et donc une augmentation de la force 

contractile du myocarde. D’autre part, la réduction du Na+du milieu extérieur crée un gradient 

favorable à une sortie de Na+ de la cellule. Ce mouvement provoque secondairement une 

pénétration de Ca2+ dans la cellule par le biais de l’échangeur Na+/Ca2+, ce qui est également 

responsable de l’augmentation de l’amplitude des contractions apparaissant dans un premier 

temps, sur les préparations cardiaques placées dans une solution de survie appauvrie en Na+ 

(Bronner et freslon, 1992 ; Nuss et houser, 1992 ; Sham et al., 1992). Reuter et Seitz (1968)  

et Glitsh et al., (1970), examinant les effets des ions intra et extracellulaires sur le flux 

calcique dans le muscle cardiaque de Mammifère, ont également montré que la baisse de la 

concentration de Na+ extracellulaire accroît l’influx calcique. En présence de P1/AcOEt/AJse, 

l’augmentation de l’amplitude des contractions cardiaques en milieu hyposodique n’apparaît 

pas et laisse place à des effets inotrope et chronotrope négatifs. 
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En milieu hypopotassique, on observe une augmentation de l’amplitude des 

contractions cardiaques (Lepeschkin et al., 1957; Funk-Brentano, 1992). Eisner et Lederer 

(1979-a et 1979-b) ont montré, sur la fibre ventriculaire de Mammifère, que le milieu 

hypopotassique bloquerait la pompe Na+/K+, induisant ainsi un appauvrissement 

intracellulaire en ions K+. Il en résulterait une baisse de la conductance potassique et donc une 

dépolarisation de la membrane (Aka, 1980). Il est également admis que l’effet inotrope positif 

des solutions pauvres en K+ est dû à l’inhibition de la pompe Na+/K+ (Hodgkin et Horowic, 

1960 ; Glynn, 1962 ; Reuter et Seitz, 1968). Cela conduit secondairement à une augmentation 

de Ca2+ intracellulaire suite à l’activation de l’échangeur Na+/Ca2+ par l’accroissement         

du Na+ intracellulaire (Lüttgau et Niedergerke, 1958; Carmeliet et Vereecke, 1969 ;        

Reiter et al., 1971 ; Beuckelmann et Wier, 1988 ; Levi et al., 1994). Il s’en suivrait alors une 

accumulation intracellulaire de Ca2+ (Levi et al., 1994) responsable de l’effet inotrope positif 

observé en milieu hypopotassique. En effet, depuis les travaux de Thomas (1961), il est admis 

que la réduction de la concentration extracellulaire de K+ entraîne une augmentation de la 

prise de calcium par le muscle cardiaque. Coraboeuf et al. (1961) ont rapporté que cet effet 

pourrait être dû à un échange direct entre les ions K+ et Ca2+, par le canal d’échange Ca2+/K+, 

en milieu hypopotassique. Dans un tel milieu hypopotassique, la réduction de la fréquence des 

contractions cardiaques proviendrait, selon les travaux de Coraboeuf et al. (1961),               

puis ceux de Vassale (1965), de la réduction de la concentration extracellulaire de K+.          

Ce processus accélère l’efflux potassique responsable d’une hyperpolarisation dont la 

conséquence est l’effet chronotrope négatif (Aka, 1980). Morad et Goldman (1973) indiquent 

que l’augmentation du gradient de K+accélère l’efflux potassique et que le mouvement entrant 

de Ca2+ est couplé avec le mouvement sortant de K+ par le système d’échange K+/Ca2+.    

Dans nos conditions expérimentales, la présence de P1/AcOEt/AJse fait qu’en milieu 

hypopotassique il n’y a plus d’augmentation de l’amplitude des contractions cardiaques, 

laissant ainsi cours à des effets inotrope et chronotrope négatifs. 

En présence de la substance P1/AcOEt/AJse, la suppression des effets inotropes 

positifs des milieux hyposodique et hypopotassique et l’atténuation des effets inotrope et 

chronotrope positifs en solution hypercalcique, laisse suggérer que cette substance inhibe 

l’influx calcique. 

 
En définitive, l’action de P1/AcOEt/AJse se traduirait par la diminution de 

l’excitabilité du myocarde, le blocage des canaux calciques conduisant à une inhibition du 
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flux entrant calcique et de la libération du Ca2+ cytosolique et, conséquemment,                   

une baisse des contractions cardiaques. Ainsi, P1/AcOEt/AJse serait un anticalcique avéré. 

La diminution de l'influx calcique causée par P1/AcOEt/AJse dans les cellules 

musculaires cardiaques, et la baisse de l’activité contractile du cœur, pourraient également 

rendre compte de la baisse de la pression sanguine artérielle induite par cette substance. 

 

IV 2 – 4 – 3. Mécanisme d’action de la substance purifiée P1/AcOEt/AJse sur l’activité 

        vasculaire 

IV 2 – 4 – 3 – 1. Effets dose-réponse de P1/AcOEt/AJse sur les contractions toniques 

  de l’artère aorte isolée de cobaye 

Cette série d’expériences a consisté à administrer des doses croissantes et cumulées de 

P1/AcOEt/AJse variant de 10-2 mg/ml à 10-1 mg/ml à des bandelettes d’artère aorte isolée de 

cobaye.  

Dans nos conditions expérimentales, des doses inférieures à 2.10-2 mg/ml sont sans 

effet sur le tonus musculaire aortique. Par contre, les doses variant de 2.10-2 à 8.10-2 mg/ml 

induisent une diminution dose-dépendante du tonus musculaire de l’artère aorte isolée,     

allant de 21,8 ± 6,5.10-3 g à 121,2 ± 12,7.10-3 g. Les doses de P1/AcOEt/AJse supérieures                

à 8.10-2 mg/ml, administrées postérieurement, ne modifient plus le tonus musculaire aortique. 

La figure 114-a est un enregistrement type des effets de P1/AcOEt/AJse, à des doses 

variant de 10-2 mg/ml à 10-1 mg/ml, sur les contractions toniques de l’artère aorte isolée de 

cobaye. La courbe de la figure 114-b donne les effets dose-réponse de P1/AcOEt/AJse sur le 

tonus musculaire aortique de cobaye, pour 3 expériences types. La valeur de la concentration 

efficace 50 % de P1/AcOEt/AJse sur les contractions toniques de l’artère aorte est de       

4,56. 10-2 mg/ml. 

 

IV 2 – 4 – 3 – 2. Antagonisme P1/AcOEt/AJse – nifédipine sur les contractions toniques 

  de l’artère aorte isolée de cobaye 

En vue d’apprécier l’action de la nifédipine sur les effets vasorelaxants de 

P1/AcOEt/AJse, cet anticalcique est testé sur l’artère aorte isolé de cobaye en présence ou 

avant l’administration de la substance purifiée. Dans une première série d’expériences, 

P1/AcOEt/AJse est d’abord administrée à la dose de 6.10-2 mg/ml, ensuite des doses 

croissantes de nifédipine sont ajoutées à la solution de survie contenant l’organe.              

Cette dose de P1/AcOEt/AJse entraîne une baisse de tonus aortique de 60,9.10-3 ± 8,2.10-3 g 

(effet significatif, P < 0,001).   
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Figure 114 : effets dose-réponse de P1/AcOEt/AJse sur les contractions toniques  

         de l’artère aorte isolée de cobaye 

a – Enregistrement type 

Enregistrement témoin (avant la première flèche) et effets cumulés de P1/AcOEt/AJse 

successivement à 10-2, 2.10-2, 4.10-2, 6.10-2, 8.10-2 et 10-1 mg/ml  

sur les contractions toniques aortiques. 

b – Diminution du tonus musculaire aortique en fonction de la concentration  

      de P1/AcOEt/AJse  

n = 3 ; ns P > 0,05 ; ** P < 0,01 ; *** P < 0,001. 

  

a 0,1 g 

4 min 
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La figure 115-a est un enregistrement type de l’effet de la dose unique de 

P1/AcOEt/AJse de 6.10-2 mg/ml. A cette dose, le tonus de base diminue progressivement pour 

atteindre une baisse maximale de 63,6.10-3 g après environ 6 min. 

L’administration de P1/AcOEt/AJse à la même dose de 6.10-2 mg/ml entraîne une 

baisse du tonus de base de l’artère aorte isolée jusqu’à une valeur de 37,5.10-3 g après 2 min  

(figure 115-b). Lorsqu’à la suite une dose de nifédipine de 10-8 mg/ml est administrée,          

il apparaît, 2 min après, une baisse supplémentaire du tonus de basse de 14.10-3 g. Le tonus de 

base baisse ainsi de 51,5.10-3 g ; soit une réduction de 11,5 % de la vasorelaxation 

normalement induite par la dose de P1/AcOEt/AJse de 6.10-2 mg/ml, dans le même temps de 

contact de l’aorte isolée avec cette substance. Lorsqu’une dose de nifédipine de 10-6 mg/ml est 

ensuite administrée, le tonus de base ne diminue plus et reste constant. La nifédipine               

à 10-6 mg/ml réduit donc de 16,67 % la baisse de tonus normalement induite par 

P1/AcOEt/AJse à 6.10-2 mg/ml. En administrant une dose de nifédipine de 10-4 mg/ml,          

le tonus de base augmente et revient à sa valeur normale. 

Les colonnes de la figure 115-c présentent les effets de la nifédipine sur la baisse du 

tonus de base de l’artère aorte isolée de cobaye normalement induite par P1/AcOEt/AJse        

à 6.10-2 mg/ml. 

 
Dans une deuxième série d’expériences (figure 116-a), l’organe reçoit d’abord la 

nifédipine, puis P1/AcOEt/AJse lui est administrée à des doses croissantes (≥ CE50).            

On note qu’en présence de la nifédipine à 10-4 mg/ml, P1/AcOEt/AJse, à des doses variant de 

4.10-2 à 8.10-2 mg/ml, agit peu sur le tonus de base. En effet, dans cette série d’expériences,   

la baisse du tonus de base de l’aorte prétraitée avec de la nifédipine est de 24,2 ; 26,8             

et 36,4 mg en présence de P1/AcOEt/AJse à 4.10-2, 6.10-2 et 8.10-2 mg/ml respectivement ; 

soient 49,9 %, 30 % et 26 % des effets normalement induits par cette substance à ces doses.  

Les colonnes de la figure 116-b présentent la baisse du tonus de base des contractions 

de l’artère aorte induite par P1/AcOEt/AJse en absence et en présence de la nifédipine            

à 10-4 mg/ml. 
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Figure 115 : effets de la nifédipine sur la baisse du tonus de base des contractions  

           de l’artère aorte isolée de cobaye induite par P1/AcOEt/AJse  

a – Enregistrement type de l’effet d’une dose unique de P1/AcOEt/AJse  

      sur les contractions toniques de l’artère aorte isolée de cobaye 

  Enregistrement témoin (avant la flèche) et effet de P1/AcOEt/AJse à 6.10-2 mg/ml  

sur les contractions toniques aortiques. 

b – Enregistrement type des effets de la nifédipine sur la baisse du tonus de base  

       induite par P1/AcOEt/AJse 

Enregistrement témoin (avant la première flèche) et effets de P1/AcOEt/AJse  

à 6.10-2 sur les contractions toniques aortiques, puis de la nifédipine (Nif) 

successivement à 10-8, 10-6 et 10-4 mg/ml. 

c – Baisse du tonus de base induite par P1/AcOEt/AJse à 6.10-2 mg/ml  

      en fonction de la concentration de nifédipine  

n = 3 ; * P < 0,05 ; ** P < 0,01.  

0,1 g 

1 min 
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Figure 116 : baisse du tonus de base des contractions de l’artère aorte isolée de cobaye 

          induite par P1/AcOEt/AJse en présence de nifédipine  

a – Enregistrement type 

Enregistrement témoin (avant la première flèche), administration de la nifédipine (Nif) 

à 10-4 mg/ml et effets de P1/AcOEt/AJse successivement à 4.10-2, 6.10-2  

et 8.10-2 mg/ml sur les contractions toniques aortiques. 

b – Baisse du tonus de base induite par P1/AcOEt/AJse en absence et en présence  

      de nifédipine à 10-4 mg/ml  

n = 3 ; ns P > 0,05 ; ** P < 0,01. 
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IV 2 – 4 – 3 – 3. Discussion 

La substance P1/AcOEt/AJse  induit, sur les contractions toniques de l’artère aorte 

isolée, une vasorelaxation. P1/AcOEt/AJse est donc une substance vasodilatatrice.           

Cette substance agit sur le tonus aortique à des doses beaucoup plus faibles que l’extrait brut. 

En effet, les effets vasorelaxants de P1/AcOEt/AJse apparaissent à partir de la dose de       

2.10-2 mg/ml, alors que AJse n’est active qu’à partir de la dose de 2 mg/ml. P1/AcOEt/AJse 

est donc 50 fois plus active sur la force contractile de l’artère aorte que l’extrait brut (AJse). 

La vasorelaxation induite par P1/AcOEt/AJse est dose-dépendante et présente un 

plateau de saturation pour les fortes doses, comme le montre la courbe de la baisse du tonus 

de base de l’aorte en fonction du logarithme de la concentration de P1/AcOEt/AJse.          

Cela indique que les effets de P1/AcOEt/AJse passeraient par l’activation de récepteurs. 

La nifédipine, un anticalcique à effet vasculaire prédominant (Frishman et al., 1984 ; 

Werner, 1984), réduit considérablement, annule, et même reverse les effets vasodilatateurs de 

P1/AcOEt/AJse. Il est connu que la nifédipine, en agissant sur les canaux calciques de type L, 

entraîne une diminution de l’influx calcique. Ceci provoque, au niveau vasculaire, une 

relaxation musculaire, une diminution des résistances périphériques, entraînant une 

vasodilatation et une chute de la pression artérielle (Ishii et al., 1980 ; Karaki et Weiss, 1988 ; 

Stoll et Spector, 1989 ; Michiru et Quentin, 2003). 

L’inhibition des effets vasorelaxants de P1/AcOEt/AJse par la nifédipine indique que 

cette substance purifiée agirait, comme la nifédipine, sur les canaux calciques en les inhibant, 

d’où la vasodilatation conduisant à la baisse de la pression artérielle observée. 

La substance purifiée P1/AcOEt/AJse serait donc également un anticalcique à effet 

vasculaire. 

 

 

IV 2 – 5. Conclusion 

L’extraction solide-liquide de feuilles fraiches de Justicia secunda (Acanthaceae)         

a permis d’obtenir un composé solide sous forme de poudre, nommé AJse. Le rendement de 

cette extraction est de 30 %. 

La séparation liquide-liquide (LLE) de l’extrait aqueux brut de Justicia secunda 

(AJse) a donné trois fractions chromatographiques : les phases chloroformique, acétatique et 

aqueuse. Cette technique (LLE) permet d’obtenir une bonne séparation des composés de 

l’extrait brut avec peu de perte de produits (1 %). En effet la LLE donne des rendements de   2 

%, 20 % et 77 %, respectivement pour les phases CHCl3, AcOEt et H2O.  
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Les multiples constituants contenus dans l’extrait brut ont été repartis différemment 

dans les trois phases issues de la séparation liquide-liquide de AJse, ce qui est confirmé par la 

chromatographie sur couche mince (CCM) et par la chromatographie liquide à haute 

performance (HPLC) analytique de l’extrait brut et des phases issues de la LLE de AJse. 

 
L’étude pharmacologique des trois phases issues de la LLE sur la pression sanguine 

artérielle de lapin montre que ces substances sont toutes hypotensives, avec un effet plus 

important pour la phase acétatique ; la phase chloroformique étant la moins active. 

Cependant, les effets de ces trois phases sont inférieurs à ceux de l’extrait brut.          

Toutefois, ces phases issues de la LLE ont des effets synergiques sur la pression sanguine 

artérielle, et l’effet des trois phases cumulées est sensiblement égal à celui de l’extrait brut. 

Ainsi, la séparation liquide-liquide a séparé les constituants et les principes actifs contenus 

dans l’extrait brut et a permis leur répartition, dans des proportions variées, dans chacune des 

phases, tout en préservant leur bio-activité. 

 
Trois composés différents, contenus dans la phase acétatique (la plus active sur la 

pression artérielle), ont été isolés et purifiés. Pour cela, diverses techniques 

chromatographiques ont été utilisées. Il s’agit de la chromatographie sur couche mince 

(CCM), de la chromatographie liquide à moyenne performance (MPLC),                               

de la chromatographie sur colonne ouverte (CC), de la chromatographie liquide à haute 

performance (HPLC) analytique et de la HPLC semi-préparative. L’un de ces trois composés 

(P3/AcOEt/AJse) n’a aucune activité pharmacologique sur la pression sanguine artérielle.    

Le produit pur P1/AcOEt/AJse est le plus actif des produits purifiés et s’avère être également 

25 fois plus actif que l’extrait brut (AJse).  

 
Grâce à la spectrométrie de masse (MS) et à la spectrométrie par résonance 

magnétique nucléaire (RMN), la masse moléculaire et la structure de la substance 

P1/AcOEt/AJse ont été déterminées. Il s’agit de l’Acide 4-(octadecyloxy)-, 4-[[4-[[(1-

méthylheptyl)oxy]carbonyl]phényl]éthynyl]phényl ester benzoïque (C48H66O5).                    

Sa masse moléculaire est de 723,4993 Da.  

Ce composé n’a jamais été décrit ou cité dans la littérature. En effet, nos recherches 

bibliographiques n’ont montré aucune description ou citation de cette substance.  

 



 

 

- 313 - 

Thèse de Doctorat d’Etat ès Sciences  ABO  K.  Jean Claude 

La substance P1/AcOEt/AJse est également antihypertensive. On en veut pour preuve 

que P1/AcOEt/AJse réduit considérablement l’hypertension artérielle induite chez le lapin par 

l’administration d’adrénaline ou la stimulation du nerf sympathique.  

 
Comparativement à d’autres substances, le produit P1/AcOEt/AJse est peu toxique au 

niveau cellulaire. Sa cytotoxicité, déterminée grâce au test au MTT sur trois lignées 

cellulaires, est plus faible que celle d’un extrait hydro-alcoolique de cette plante, déterminée 

par d’autres auteurs qui, en la comparant à la toxicité au niveau cellulaire de d’autres plantes, 

sont arrivés à la conclusion que cet extrait est peu toxique. Ainsi, la substance P1/AcOEt/AJse 

est recommandée pour son utilisation en pharmacologie. 

 
Cette substance P1/AcOEt/AJse, en plus de son effet hypotenseur, induit une 

inhibition de l’activité cardiaque et une vasorelaxation. En effet, P1/AcOEt/AJse est 

cardioinhibitrice aussi bien sur l’activité électrique globale que sur l’activité mécanique du 

cœur. Elle induit également une vasorelaxation au niveau des coronaires et de l’artère aorte. 

Le parallélisme des effets cardiodépresseurs et vasodilatateurs de P1/AcOEt/AJse laisse 

penser que l’action de cette substance sur la pression artérielle résulte de son effet simultané 

sur ces deux paramètres.  

Cette substance est beaucoup plus active que l’extrait brut. En effet, la substance 

P1/AcOEt/AJse apparaît 25 à 100 fois plus active que l’extrait brut sur les différents 

paramètres du système cardio-vasculaire de Mammifères. 

 
L’étude du mécanisme d’action de P1/AcOEt/AJse a montré que cette substance agit 

sur les paramètres cardio-vasculaires essentiellement en inhibant l’influx calcique et la 

libération du calcium intracellulaire. En effet, P1/AcOEt/AJse atténue les effets 

cardiotoniques des milieux hypercalcique, hyposodique et hypopotassique qui relèvent le taux 

de Ca2+ et accentue les effets cardioinhibiteurs des milieux hypocalcique, hyposodique, 

hypersodique et hyperpotassique. Ces milieux agissent en diminuant le Ca2+ disponible pour 

les contractions cardiaques. En conséquence, la substance P1/AcOEt/AJse est un anticalcique 

qui inhibe non seulement l’influx calcique, mais aussi la libération du calcium intracellulaire.  

Cet anticalcique a un tropisme mixte, à la fois myocardique et vasculaire car ses effets 

sur les contractions cardiaques et le tonus vasculaires sont inhibés respectivement par le 

vérapamil et la nifédipine. 

L’inhibition du flux calcique, la cardioinhibition et la vasodilatation seraient ainsi à 

l’origine de l’effet antihypertenseur de P1/AcOEt/AJse. Ces propriétés de P1/AcOEt/AJse 
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justifient en effet la réduction de l’hypertension artérielle induite par l’adrénaline administrée 

au lapin ou libérée suite à la stimulation du nerf sympathique de cet animal, étant donné que 

l’adrénaline, substance cardioactivatrice et vasoconstrictrice, agit en activant le flux calcique. 
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V – CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 

 
Dans le but de valoriser les plantes médicinales dans le cadre de la recherche             

de nouveaux composés pharmacologiquement actifs, principalement dans le traitement         

de l’hypertension artérielle, notre étude a porté sur Justicia secunda M. Vahl (Acanthaceae). 

Cette plante de la pharmacopée  africaine est utilisée en médecine traditionnelle pour ses 

nombreuses vertus thérapeutiques dont le traitement de l’hypertension artérielle.  

Dans ce contexte, la toxicité et l’action d’un extrait aqueux brut de feuilles fraîches de 

Justicia secunda, dénommée AJse, a été évalué, à l’aide de méthodes de criblages biologiques 

et pharmacologiques, sur l’activité cardio-vasculaire de Mammifères. 

Nos résultats indiquent que cet extrait est peu toxique. Il entraîne essentiellement des 

effets hypotenseurs, antihypertenseurs, cardioinhibiteurs, vasodilatateurs, antioxydants et une 

augmentation de la viscosité du sang et du débit coronaire cardiaque. Pour certaines doses de 

cet extrait brut, il a également été mis en évidence des effets cardiotoniques et une diminution 

du débit coronaire cardiaque. Ces effets de AJse sur la pression artérielle sont dû à la présence 

dans sa composition de substances β-bloquants, anticalciques et, probablement, d’autres 

substances non identifiées. 

Cet extrait est riche en métabolites secondaires, notamment des stérols et polyterpènes, 

des alcaloïdes, des saponosides et des anthocyanes, couramment utilisés en thérapeutique 

pour leurs propriétés pharmacologiques.  

 
Cette étude s’est poursuivie par l’isolement et la purification de composés 

responsables de ces divers effets de l’extrait aqueux de Justicia secunda. La méthodologie   

de purification, fondée sur la combinaison de différentes méthodes chromatographiques        

et d’études pharmacologiques bioguidées sur la pression artérielle, a permis de séparer         

les composés de l’extrait brut en trois phases (chloroformique, acétatique et aqueuse). 

La phase acétatique, qui présente l’activité pharmacologique la plus marquée parmi les 

trois phases issues de la séparation liquide-liquide de AJse, a été retenue. Dans cette fraction 

acétatique, notre choix d’isolement s’est porté sur trois composés largement majoritaires sur 

les chromatogrammes HPLC/DAD-UV. Parmi ces trois composés qui ont été purifiés, il a été 

retenu P1/AcOEt/AJse, le plus pharmacologiquement actif sur la pression sanguine artérielle. 

Par l’utilisation de techniques physicochimiques et spectroscopiques incluant la spectroscopie 

de masse et la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire, ce composé                          

a été identifié comme étant l’Acide 4-(octadecyloxy)-, 4-[[4-[[(1-

méthylheptyl)oxy]carbonyl]phényl]éthynyl]phényl ester benzoïque (C48H66O5).                    
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Sa masse moléculaire est de 723,4993 Da. Il s’agit d’une nouvelle molécule qui n’a jamais été 

décrite ou citée dans la littérature.  

Des études pharmacologiques ont permis de déterminer sa toxicité, ses effets et son 

mécanisme d’action sur l’activité cardio-vasculaire de Mammifères. Ainsi, cette substance 

s’avère être peu toxique et 25 à 100 fois plus active que l’extrait brut sur le système       

cardio-vasculaire de Mammifères. P1/AcOEt/AJse est un anticalcique qui, par ses propriétés 

d’inhibiteur calcique, induit une hypotension artérielle, une cardioinhibition et une 

vasodilatation. Ce composé est par ailleurs un antihypertenseur.  

 
Dans cette étude, l’extrait de feuilles fraiches de Justicia secunda (Acanthaceae) ainsi 

que le produite naturel purifié P1/AcOEt/AJse isolé ont montré des potentialités 

pharmacologiques intéressantes dans le traitement de l’hypertension artérielle. 

Par ailleurs, l’extrait brut présente un intérêt réel et prometteur par son activité 

antioxydante qui a été établie. En effet, en raison de la toxicité des antioxydants synthétiques, 

le recours à des substances naturelles douées d’activités antioxydantes s’avère très avantageux 

et d’actualité. 

 
Ainsi, nos résultats confirment et valident l'indication thérapeutique traditionnelle de 

Justicia secunda M. Vahl (Acanthaceae) dans le traitement de l’hypertension artérielle.    

Etant donné que l’extrait aqueux brut de feuilles de Justicia secunda est peu toxique, 

l'utilisation de cette forme traditionnelle peut être envisagée dans le traitement de 

l’hypertension artérielle afin de soulager les patients. Une préparation aqueuse traditionnelle 

peut donc être proposée en thérapeutique pour lutter contre l’hypertension artérielle. De 

même, la substance purifiée P1/AcOEt/AJse, beaucoup plus active que l’extrait brut sur le 

système cardio-vasculaire de Mammifères, pourrait être indiquée dans le traitement de cette 

affection. 

 

Nous envisageons ultérieurement mettre en valeur les résultats obtenus par une 

formulation galénique de l’extrait aqueux brut de feuilles fraiches de Justicia secunda 

(Acanthaceae) et de la substance purifiée P1/AcOEt/AJse, issue de cet extrait. Nous pourrons 

ainsi mettre à la disposition des patients, souffrant d’hypertension artérielle, de médicaments 

traditionnels améliorés ou de phytomédicaments standardisés à coût modéré et donc 

accessibles aux populations. Une telle initiative doit être accompagnée d’une production 

végétale de cette plante afin d’assurer sa disponibilité. 
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Le travail réalisé dans le contexte actuel présente des limites. En effet, la nécessité de 

réaliser des tests non cliniques, c'est-à-dire "in vitro", de toxicité (cytotoxicité) présente un 

intérêt pour tous les produits bioactifs. Ces études "in vitro" représentent un prérequis 

important, mais elles ne prétendent en aucun cas se substituer aux études cliniques ultérieures. 

C’est pourquoi nous envisageons également réaliser, avec l’extrait aqueux brut de Justicia 

secunda (Acanthaceae) et le composé purifié P1/AcOEt/AJse issu de cette plante, des études 

de biotolérance. 

Ces études seront complétées par des études expérimentales des effets de ces 

substances sur certaines pathologies cardio-vasculaires induites, puis par des tests cliniques 

pour le traitement de l’hypertension artérielle, eu égard aux propriétés antihypertensives 

avérées des ces produits.  

De même, des études approfondies sur la pharmacocinétique et la 

pharmacodynamique de ces principes actifs seraient utiles pour la détermination des doses 

préventives et thérapeutiques. 

 
Un tel travail que nous envisageons mener s’insère dans une longue chaîne.                  

Il implique une collaboration étroite avec des Universités et Instituts disposant du savoir faire 

et de Laboratoires performants. Il exige également des moyens matériels et financiers et une 

coopération avec des industries qui, seules, sont en mesure de produire en quantité suffisante 

et commercialiser les produits obtenus à partir des plantes. 
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