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AcOEt
Adr
AF
Alse
AMP ¢
ARA I
ATP
ATPase
ATR
CcC
CCC

CCM

CCP
CEso(DEs0)
cf.

CH3;CN
CH3OH
CHCl3
CPG

CPL

d

D.E.

d.i.

Da

DAD

DL 5o
DMSO-d6
DMT
DPPH

: Acétate d'éthyle
: Adrénaline
. Acide formique (CHO,)
. Extrait agueux brut déusticia secund&ahl (Acanthaceae)
: Adénosine monophosphate cyclique
. Antagoniste des récepteurs de I'’Angiotensine dir{&@n)
: Adénosine triphosphate
: Adénosine triphosphatase
. Atropine
: Chromatographie sur colonne ouve@®Iiumn Chromatography

: Chromatographie centrifuge a contre-cour&urter-Current

Chromatography

: Chromatographie sur couche mince (TO@in Layer Chromatography
: Chromatographie sur couche préparative

: Concentration efficace 50 % (Dose efficace 50 %)

: Confer (reportez-vous a)

. Acétonitrile (MeCN)

: Méthanol (MeOH)

: Chloroforme

: Chromatographie en phase gazeuse (@3, Chromatography

: Chromatographie en phase liquide ou chromatogedfjuide

(LC, Liquid Chromatography

: Doublet

: Degré Engler

: Diametre interne

: Dalton (unité de masse moléculaire)

. Détecteur a barrettes (réseau) de dioDésde Array Detector
: Dose létale 50 % (G, concentration létale 50 %)

: Diméthylsulfoxyde hexadeutéré

: Dose maximale tolérée

: 1,1 -diphényl-2-picrylhydrazyle
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EDTA
ESI

F 11-14/MPLC

IACOEt/AJse
g/l

HAS

HPLC

HR
HTA
Hyper Ca**
Hyper K*
Hyper Na*
Hypo Ca?*
Hypo K*
Hypo Na
ICC (ICA, IC)
IEC (IECA)
IR

ISH

J

JNC

LDL

LLE

Log

Los

LP

LPLC

m
m/z
mAU
ME
mg/kg

: Ethylene diamine tétra acétique acide

. lonisation par electrosprafglectroSpray lonization

: Fractions 11 a 14 issues de la MPLC de la pha§&¥EAde Al
: Gramme par litre
: Haute autorité de la santé

: Chromatographie liquide a haute performahtigt{ Performance

Liquid Chromatography

: Haute résolutionHigh Resolutioip

: Hypertension artérielle

: Hypercalcique (solution physiologique)

. Hyperpotassique (solution physiologique)

: Hypersodique (solution physiologique)

: Hypocalcique (solution physiologique)

: Hypopotassique (solution physiologique)

: Hyposodique (solution physiologique)

. Inhibiteur des canaux calciques (inhibiteurs cples)

. Inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I'angisiae Il
. Infrarouge

. International Society of Hypertension

. Constante de couplage

: Joint National Committee

. Lipoprotéine de basse densltéW Density Lipoprote)n

: Extraction (séparation) liquide-liquideiquid-Liquid Extraction
: Logarithme décimal

: Losartan

. Libération prolongée

: Chromatographie liquide a basse pression (Lobar)

(Low Pressure Liquid Chromatography

: Multiplet

: Rapport entre la masse et le nombre de chargeeptéires d’'ions

: Unité d’absorbance utilisée en chromatograimidi Absorbance Unit
: Mac Ewen (solution physiologique de référence)

: Milligramme par kilogramme
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mg/mi
ml

mm Hg
MPLC

MS

MTT

NA

Nif

NO

OMS

P.C.
P1/AcOEt/AJse
P2/AcOEt/AJse
P3/AcOEt/AJse
PA

PAD

PAS

Praz

ppm

Pro

Rf

RMN

SLE

sp.

SPE

SRAA

TFA
TOF
UPLC

uv
VbE

: Milligramme par millilitre
. Millilitre
: Millimétre de mercure

: Chromatographie liquide & moyenne performaltedfum Pressure

Liquid Chromatography

: Spectroscopie de masddass Spectromelry

: Bromure de 3-(4,5-diméthyl-2-thiazolyl)-2,5-diplyg2H-tétrazolium
: Nangui Abrogoua (Université)

: Nifédipine

: Monoxyde d’azote

: Organisation Mondiale de la Santé (WH®@grld Health Organisation
: Poids corporel

: Produit pur 1 issu de la phase AcOEt dissA

: Produit pur 2 issu de la phase AcCOEt dissA

: Produit pur 3 issu de la phase AcOEt dissA

: Pression artérielle

: Pression artérielle diastolique

: Pression artérielle systolique

: Prazosine

. Partie par milliongarts per million= 10°)

: Propranolol

. Facteur de rétention ou rapport fronfaetention factor

: Résonance magnétique nucléaire (NMR¢lear Magnetic Resonance
. Extraction solide-liquideSolid-Liquid Extraction

: Espéce non précisée

. Extraction en phase solid8dlid Phase Extractign

. Systeme Rénine-Angiotensine-Aldostérone

: Témoin

: Acide trifluoroacétiqueT(rifluoroAcetic Acid

: Temps de vol{ime Of Flighj

: Chromatographie liquide ultra performanidt{a Performance

Liquid Chromatography

: Ultra-violet

: Viscosité relative en degré Engler
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Ver : Vérapamil

viv : Volume pour volume

® : Originale (marque)

°C : Degré Celsius

o : Déplacement chimique
Remarques

Les abréviations ont généralement été indiquées Eotdiorme la plus couramment
rencontrée dans la littérature. C’est pourquosedlent quelques fois issues de la terminologie
anglo-saxonne.

Les couplages analytiques entre une méthode deasi@paet une (ou plusieurs)
méthode(s) de détection sont indiqués par les &tigws successives de ces dernieres,
séparées par le signe « / ». Exemple : HPLC/UV, CIRIS, ... Lorsqu’il s’agit d’indiquer le
type précis de détection, on le fera a l'aide da®\aations correspondantes placées avant

celles désignant la méthode générale et séparéampaait d’'union. Exemple : DAD-UV,
ESI-MS, ...

e
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RESUME

Dans le cadre de la valorisation des plantes meales a travers la recherche de
nouveaux composés pharmacologiquement actifs, ipalenent dans le traitement de
I'hypertension artérielle (HTA), notre étude a gorsur Justicia secunda M. Vahl
(Acanthaceae), plante utilisée en médecine tramtibe pour le traitement de cette affection.

Dans ce contexte, l'effet d'un extrait aqueux brdé¢ feuilles fraiches de
Justicia secunda (AJse) a été évalué, a l'aide de méthodes de cribldgemgiques

et pharmacologiques, sur l'activité cardiovascelaie Mammiferes.

Nos résultats indiquent que cet extrait est peuqtex Il entraine essentiellement
des effets hypotenseurs, antihypertenseurs, cahiiieurs, vasodilatateurs, antioxydants et
une augmentation de la viscosité du sang et du délmnaire cardiaque. Ces effets sont dl
a la présence de substan@dsloquants, anticalciques et, probablement, d’'austgstances
non identifiées contenues dans cet extrait. Pkauad, Alse s’est révélé riche en métabolites
secondaires, notamment en stérols et polyterpatedoides, saponosides et anthocyanes.

Cette étude s’est poursuivie par lisolement et parification de composeés
responsables des divers effets de I'extrait agqumeuk deJusticia secunda. La méthodologie
de purification a été fondée sur la combinaisorifférentes méthodes chromatographiques
et d’études pharmacologiques bioguidées sur |sjpresartérielle.

Ainsi, trois composés ont été purifies. Celui dénm@mP1/AcOEt/Ase, qui s’est
révélé le plus pharmacologiqguement actif sur lsgion artérielle, a été retenu. A partir de
méthodes spectrométriques, il a été identifié cométent I'Acide 4-(octadecyloxy)-,
4-[[4-[[(2-méthylheptyl)oxy]carbonyl]phényl]léthynjdhényl ester benzoique AgElse0s).

Sa masse moléculaire est de 723,4993 Da. Il gdgiie nouvelle molécule qui n’a jamais été

décrite dans la littérature. Cette substance sagte peu toxique et 25 a 100 fois plus active
que l'extrait brut sur le systéeme cardiovasculaie Mammiféres. P1/AcOEtlse est

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

une cardioinhibition et une vasodilatation. Ce cosgpest par ailleurs un antihypertenseur.

Dans cette étude, I'extrait aqueux brut de feuilfagches delusticia secunda (AJse),
de méme que le produit purifié P1/AcOEIS8, ont montré des potentialités
pharmacologiques intéressantes dans le traitement’HITA. Ceci justifie l'indication
thérapeutique traditionnelle de I'extrait brut goiurrait donc désormais étre envisagé dans le
traitement de I'HTA afin de soulager les patienBe méme, le produit purifié
(P1/AcOEt/Alse), nettement plus actif que Jg& sur le systéme cardiovasculaire

de Mammiferes, pourrait étre indiqué dans le tnaétet de cette affection.
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| — INTRODUCTION

| — 1. Problématique

Depuis toujours, les plantes médicinales ont éiliségs pour des soins de santé.
D'apres les découvertes archéologiques, il y a ¢gu80 000 ans, 'homme de Neandertal
utilisait déja quelques plantes meédicinales comrchlliée : Achillea millefolium
(Astéracées) pour guérir les blessures. Les geapreces de Centaurée (Centaurea sp.) étaient
utilisées pour combattre I'atonie intestinale, hasladies fébriles touchant les glandes
abdominales), I'anémie et le surmenage. La Rosadré : Alcea roseaMalvaceae) servait
comme adoucissant laxatif. Ainsi, dans I'Antiquies, pharmacopées étaient utilisées sur tous
les continents dans le monde, de sorte qu’ellestitoant un vaste domaine ou I'étendue des
savoirs et de savoir faire traditionnels est caoérsible.

Dés 2900 avant J.C, en Chine, le plus vieux tiddténédecine, le Pen Tsao de Shen
Nung, mentionne quelques 365 remedes a base degl&n Egypte, 1600 ans avant J.C.,
le Papyrus d'Ebers cite 877 remedes a base deepldah Gréce, Hippocrate, pere de la
Médecine moderne il y a pres de 2500 ans, recehsede 400 plantes thérapeutiques,
certaines héritées d'Inde, d'autres issues desksrches.

La science du XXisiécle, avec des outils divers, poursuit toujdersnéme but :
trouver dans la matiere des éléments favorabledablissement et au maintien de la santé et
du bien-&tre physique et psychique de I'étre vivant

L’essentiel des substances thérapeutiques utilig@@sles soins de santé est issue des
plantes de la pharmacopée. En effet, le regne a&kgét une source jugée inépuisable de
molécules pouvant présenter un intérét thérapeait{ousset, 1989). Selon I'organisation
mondiale de la santé (OMS), prés de 6377 especpkads sont utilisées en Afrique, dont
plus de 400 sont des plantes médicinales qui ¢aaati 90 % de la médecine traditionnelle.
En Afrique, en 2002, jusqu’a 80 % de la populatititisait la médecine traditionnelle pour
répondre a ses besoins de soins de santé (OMS). ZD&A est encore valable de nos jours.
Les plantes thérapeutiques sont ainsi utilisées ptusieurs formes de préparations contenant
des mélanges complexes de constituants de prinaghiés.

L’approfondissement de la connaissance des pldhé&apeutiques est donc capital
pour optimiser leur utilisation. Dorénavant, lartdpgeutique exige des méthodes scientifiques.
Ainsi, depuis quelques années, il y a un regainté’ét pour les plantes médicinales comme
source de molécules biologiguement actives dans réaherche de substances

médicamenteuses plus efficaces, ayant peu d’effet®ndaires. En effet, beaucoup de
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médicaments en officine contiennent des princimi$ésad’origine végétale. C’est le cas par
exemple de l'artémisinine, un antimalarique obtamartir deArtemisia annugAsteraceae)
qui est actif contre des souches BRsmodiumrésistantes aux antimalariques utilisés
actuellement (Hamburget al, 1991).

Sachant gu’une plante peut contenir une multituelsubstances différentes, on peut
se rendre compte de la richesse naturelle du rgggétal. Relevons également que les
plantes, sources de médicaments, présentent l'ibenamantage d'étre accessibles a tous,
et particulierement aux pays en voie de développem€’est dans ce cadre, que le
programme de valorisation des plantes médicinaletéamis en place sous l'égide du
gouvernement ivoirien, depuis les années 197(0c#alit la participation des Laboratoires de
Botanique, de Chimie, de Biochimie, de Physiologirimale et de Cristallographie,
de I'Université Félix Houphouét-Boigny. Au Laboraode Physiologie Animale, les études
concernent l'observation des effets physiologigymss la mise en évidence des modes
d’action des molécules bioactives. La connaissaties mécanismes physicochimiques
responsables de la genese de l'activité celluldes tissus contractiles, offre un modele
d’étude idéal pour la mise en évidence des acti@ssdifférents composants des substances
naturelles de la pharmacopée. La comparaison desiges d'action d’avec ceux des
substances pharmacologiques et pharmacodynamiquesies, permet de déterminer la
qualité et la quantité de I'activité physio thérapgue de chaque composant des mixtures de
la pharmacopée.

Dans le contexte socio-économique des pays endeigéveloppement, I'étude des
plantes peut aboutir a I'obtention de réponsesafieirtiques adéquates et de faible prix.
L’approfondissement des connaissances de plantes dia tels pays est donc capital afin
d’optimiser leurs utilisations. La valorisation eciifique de la médecine traditionnelle doit
conduire notamment a la mise au point de médicameeritase de plantes. Cet engagement
dans la valorisation du patrimoine médical traditiel par la plupart des pays africains, la
découverte de nouvelles molécules, la formulatiemetdicaments accessibles et utilisables
dans le traitement des pathologies prioritaires snoouragés par I'OMS (OMS, 2002).

Considérées par 'OMS comme un probléeme de santdigoe dans le monde,
les pathologies cardio-vasculaires constituentaause majeure de mortalité en Cote d’lvoire
et dans le monde, et I'hypertension artérielle (HE€At la plus frequente de ces maladies
(Waeberet al, 1999).

En I'an 2000 la prévalence globale de I'hypertensitans la population mondiale

adulte était estimée a 26,4 %, soit 972 millionsdividus hypertendus. Il faut cependant
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noter que 639 millions d’entre eux proviennent geg/s en voie de développement,
soit 65,7% des cas (Kearney al, 2005). Selon cet auteur, la projection de cesssigties
fait redouter 1,56 milliard d’individus hypertendes 2025. Il est a craindre que le continent
africain soit submergé.

Face au nombre de plus en plus croissant de cgsedtbnsion révelés en Afrique et
dans le monde, et a la complexité de cette maldalithérapeutique moderne propose une
gamme importante de médicaments antihypertensddiass, malgré la disponibilité de
plusieurs types de médicaments faisant baisseégilar la pression artérielle par des
mécanismes différents (Waebetr al., 1999), le traitement de I'hypertension demeure un
tache difficile. Le traitement de cette affectioar ja médecine moderne colte en effet tres
cher et est bien hors de portée des populationgieds monde (Breckenridge, 1982 ;
Isah et al, 1997; OMS, 1998; Dionkouda, 2005; Guindo, 200Xavier, 2005 ;
Mbolla et al, 2010). Par conséquent, en Afrique, les maladegrisndus ont recours a la
meédecine traditionnelle par l'utilisation des meaients traditionnels qui sont, au plan
socioculturel et économique, a leur portée.

Face a I'expansion de cette maladie dont la priselarge est couteuse, 'OMS,
dans sa résolution AFR/RC50/R3 du 31 Aolt 2000¢erageait les pays africains a élaborer
des stratégies régionales sur la médecine tradglnafin d’entreprendre des recherches sur
les plantes médicinales et de promouvoir leurgsatibns optimales dans les systémes de
prestation des soins de santé (OMS, 2000).

Des travaux sont donc entrepris pour rechercheratagédes a moindre codt et ayant
l'innocuité, I'efficacité et la qualité prouvéesi@lo et al, 2010). C’est ainsi que plusieurs
plantes médicinales utilisées par les tradithérmgsewéputées antihnypertenseurs et reconnues
pour leurs effets thérapeutiques, ont fait I'olgj&itudes. C’est le cas dédareyamicrantha
(Euphorbiaceae) (Abo, 1996), Zizyphus mauritiana (Rhamnaceae) (Ba, 2005),
Hibiscus sabdariffdMalvaceae) (Ajayet al, 2007 ; Anga, 2007Bidens pilosgAsteraceae)
(Kouakou, 2008), Allium cepa (Liliaceae) (Naseri et al.,, 2008)Parkia biglobosa
(Mimosaceae) (Kassi, 2009) etHibiscus sabdariffa (Malvacée) (Mea, 2009).
Certaines plantes sont également proposées pagédaaime traditionnelle pour le traitement
de cette affection. C’est le cas, en Cote d’lvogelon Tra Biet al (2008), deAdansonia
digitata (Bombacaceae),Albizia adianthifolia (Mimosaceae), Alchornea cordifolia
(Euphorbiaceae) Allium sativum (Alliaceae), Anacardium occidentale (Anacardiaceae),
Bambusa vulgarigPoaceae)Cassia occidentalifCaesalpiniaceae);atharanthus roseus

(Apocynaceae), Ceiba pentandra (Bombacaceae), Cola nitida (Steculiaceae),
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Fagara macrophyllgdRutaceae)imperata cylindrica(Poaceae)Morinda lucida(Rubiaceae),
Ocimum gratissimum(Lamiaceae),Saccharum officinarum(Poaceae),Trema guineensis

(Ulmaceae) eYernonia coloratgAsteraceae).

Pour notre part, notre étude a porté sur une plaige la pharmacopée :
Justicia secundaM. Vahl (Acanthaceae), utilisée en médecine tiadlitelle pour ses vertus
thérapeutiques dans le traitement de I'hypertenaitarielle.

Justicia secund@Acanthaceae) est présente dans les zones trepieakubtropicales
d’Afrique, de Madagascar, des Antilles et d’AsidleEest cultivée, tout comme la majorité
des especes de cette famille, comme plante d’omtedes jardins (Heywooet al, 2007).

La décoction de feuilles dhusticia secundast utilisée en médecine traditionnelle par
les populations de la Coéte d’lvoire, et aux AnSllpar les Amérindiens (Etifier-Chalono,
2005), pour le traitement de I'’hypertension artlid.a tisane de feuilles et de tiges feuillées
est prise en cas d’ameénorrhée. Elle est aussi @épabortive (Grenaneét al, 1987).
Les feuilles de cette plante sont utilisées en wmiédetraditionnelle en Amérique centrale
pour traiter les calculs rénaux et I’hyperglycéifwéong, 1976 ; Cantillet al.,2007).

Certaines études ont montré que cette plante dsteadans la reproduction
(Lans, 2007) et présente des propriétés antimieroigis (Herrerat al, 2002 ; Rojast al.,
2006) et antianémiques (Chifundera, 2001 ; Mostal., 2008 ; Tossoet al, 2008).

Cependant, nos recherches bibliographiques sue @inte n'ont montré aucune
étude scientifique menée, ni sur I'hypertensioératie, ni sur le systeme cardio-vasculaire.

Ainsi, par l'utilisation d’outils modernes de lacteerche scientifique, il sera question,
dans un premier temps, d’étudier la toxicité d'witrat aqueux brut de feuilles dristicia
secundaM. Vahl (Acanthaceae), de mettre en évidence sagrigtés antihypertensives, de
déterminer ses composantes et de mettre en évidenaffets et son mécanisme d’action sur
le systeme cardio-vasculaire. Dans un second teilrgdagira de séparer, purifier et identifier
quelques composés bioactifs de I'extrait. Enfing ugtude de la toxicité et des effets
pharmacologiques mettra en évidence la cytotoxietél'effet antihypertenseur d’une
substance purifiée bioactive issue Jissticia secundases effets et son mécanisme d’action
sur le systeme cardio-vasculaire de Mammifered'@aide de la pression sanguine artérielle,

des activités électriqgues et mécaniques du coale kdctivité contractile des vaisseaux.
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| — 2. Justification

Ce travail a été motiveé par :

v La recrudescence des maladies cardio-vasculaive® tles premieres causes
de mortalité, en Cote d’ivoire et dans le mondepaeticulierement I'’hypertension artérielle
qui affecte de plus en plus les sujets jeunes.

v La prise en charge relativement onéreuse de I'hgpsion artérielle par la
médecine moderne qui n’est pas toujours accesaitdemajorité de la population en Cote
d’ivoire et en Afrique. Cette prise en charge citwie a la paupérisation des populations.

v La revalorisation et la promotion des plantes médles utilisées en médecine
traditionnelle, en utilisant des méthodes sciemtiéis rigoureuses, en vue de la formulation de
médicaments traditionnels améliorés efficaces,idalbs a partir des matiéres premieres
africaines. Les populations africaines restant &tschées aux ressources de la médecine
traditionnelle, cela représente des atouts éconasigt socioculturels indéniables.

v La nécessité de faciliter I'acces des populationsdes médicaments
antihypertenseurs a moindre codt, compte tenu ddt oéflevé des médicaments
conventionnels.

v L'utilisation de Justicia secundaM. Vahl (Acanthaceae), plante de la
pharmacopée ivoirienne, facilement accessible,tayes propriétés antihypertensives avérees
en médecine traditionnelle, et de techniques det@giour la mise en évidence de composés
pharmacologiquements actifs.

v La quasi inexistence sudusticia secundad’études toxicologiques et

pharmacologiques sur I'hypertension artérielleeetyistéme cardio-vasculaire.

| — 3. Objectifs de I'étude

| — 3 — 1. Objectif général
L'objectif général de cette étude est la valormaties plantes de la pharmacopée pour

une utilisation rationnelle et la recherche de m@aux composés a usage thérapeutique.

| — 3 — 2. Objectifs spécifiques
Cette étude consistera a :
> étudier la toxicité d'un extrait aqueux déusticia secundaM. Vahl

(Acanthaceae) par la détermination de las{dt la DMT (toxicité aigué) et la détermination
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"in vitro" des concentrations tolérables par les cellulgitaxicité) de I'extrait brut et d’'un
compose purifié bioactif ;

> identifier les différents groupes chimiques préseet mettre en évidence
I'existence ou pas de composés antioxydants darsdit brut ;

> séparer et purifier les composés de I'extrait brut

> étudier les effets pharmacologiques de I'extraiitbde ses fractions et de
produits purifiés sur la pression sanguine artiériel

> identifier la structure chimique d’'un composé biifguurifié de I'extrait ;

> étudier, en référence aux effets de substancesnplsadynamiques, les effets
pharmacologiques et les mécanismes d’action dé&diixorut et d’un produit bioactif purifié
de cet extrait sur le systeme cardio-vasculain@etamment sur I'électrocardiogramme,
les contractions cardiaques, les contractions tmsqde muscles lisses vasculaires
et la viscosité du sang.

| — 4. Structure du mémoire

Dans ce mémoire, la revue bibliographique puis &émel et les méthodes utilisées
sont d’abord présentées. Suivent les résultats ake travaux qui sont subdivisés en
deux parties :

- la 1°® partie aborde la toxicité aigué et la cytotoxiaitén extrait aqueux brut de
Justicia secundd. Vahl (Acanthaceae), la mise en évidence desdgrgroupes chimiques
présents dans cet extrait, ses effets pharmacoiegigur l'activité cardio-vasculaire de
Mammiferes et son mécanisme d’action sur la praessitérielle ;

- la seconde partie concerne la purification deesétait aqueux brut, guidée par une
étude pharmacologique sur la pression artériebecdmposé pur le plus actif a été identifié et
fait I'objet d’'une étude toxicologique et d’'un seneng pharmacologique pour déterminer
son(ses) mécanisme(s) d’action sur I'activité aandisculaire de Mammiféres.

Enfin, I'analyse de ces résultats permet de dégager conclusion générale et
d’envisager des perspectives.
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I - REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Il — 1. Hypertension artérielle (HTA)

Les pathologies cardio-vasculaires constituentaamee majeure de mortalité dans le
monde (Murray et Lopez, 1997 ; Marques-Vidahlet2004) et I'hypertension artérielle est la
plus fréquente de ces maladies, avec une prévapantieulierement élevée.

L’hypertension affecte de plus en plus les sujetmégs ; toutefois, la prévalence reste
plus importante chez les sujets agés (Dickers@natn, 1995).

L'OMS considére les maladies cardio-vasculaires géméral, et I'hypertension
artérielle en particulier, comme un probleme deéanblique dans le monde.

Pour comprendre I'hypertension artérielle qui est @lévation de la pression sanguine
artérielle, il convient de connaitre les caractignges et les méthodes de mesure de cette

pression.

Il — 1 — 1. Pression artérielle : définition et mesre
I —1—-1-1. Définition de la pression artérie#

L’appareil circulatoire est, pour 'ensemble derdgianisme, le systeme de distribution
de nombreuses substances (nutriments provenana akgéstion, oxygene provenant de
I'appareil respiratoire, hormones, etc.) et le &yst de drainage des déchets. Ces fonctions
sont assurées grace a la circulation sous preslsicgang. Cette pression gqu’exerce le flux
sanguin sur la paroi des artéres est appelée éteraitérielle ou pression artérielle.

"Le but de I'existence" de la pression artérieBe de pousser le sang jusqu’au niveau
des tissus de l'organisme pour gqu’ils puissent r@ssleurs fonctions dont par exemple
I'oxygéner des tissus. Au niveau de ces tissuprdasion artérielle est trés faible et le débit
d’écoulement trés réduit de maniere a ce que I'érggpuisse mieux pénétrer dans les tissus.

Ainsi, la pression artérielle se définit, d'apresldi de Hayen-Poiseuille, comme le
produit de la résistance du vaisseau dans lequebgee le sang et le débit imposé par le
cceur (Folkow, 1982 ; Royer, 1985 ; Guedeon, 198fiemla et Lecarpentier, 2001).

Pression artérielle (PA) = Résistance du vaissdux Débit cardiaque (Q)

L'unité de pression artérielle actuellement étabdst le millimetre de mercure
(mm Hg), mais le remplacement du mercure est prpau la commission sanitaire

européenne.
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La résistance du vaisseau (R) correspond a laitégides parois de lartere.
Elle peut varier dans de trés nombreuses circoossan

R=8Ly/ar* ol
- L = longueur des vaisseaux (constante)

- y = viscosité du sang
- r = rayon des vaisseaux
-r=3,14
Le débit cardiaque (Q) correspond a la capacite€aur a éjecter du sang lors de
chaque contraction (systole), correspondant donm &olume de sang éjecté par minute
(environ 5 litres par minute). Il est en fait leoguit du volume de sang €éjecté a chaque

systole ou volume d’éjection systolique (Vs) pafréguence cardiaque (Fc).

Q=VsxFc

Ce débit cardiaque sera fonction, simultanémenia geession différentielle, du rayon
de l'artére et de la viscosité du sang.
L’expression du débit sanguin selon la loi de Ralke(Boccalon, 1995) est donc la
suivante :
AP
Q= —m aveel P = pression différentielle (P1 — P2) en deux
8Ly points différents le long d’'une artére
Cette relation montre que la variation de l'un duspeurs des facteurs suivant :
viscosité du sangy], rayon des vaisseaux (r), fréquence cardiaquegfeolume d’éjection
systolique (Vs), modifie la pression artérielleaugmentation de la pression artérielle de
facon théorique résulte de I'élévation du débitd@gque, des résistances périphériques
vasculaires ou de la masse sanguine circulante {gvaé al, 1990). En réalité, la cause la
plus fréequente de [I'hypertension artérielle estléVétion 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 diation du sang. || démontra,
en évaluant la quantité de sang €jectée par le acehiaque contraction, qu'en une heure le
coeur déplace une masse de sang égale a troig foisds du corps. C'est pourtant seulement
en 1730 que la pression sanguine fut mesurée pqremiere fois par Hales Stephen avec un

manometre relié par une canule introduite dantetaicrurale d'un cheval. Cent ans plus tard,
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en 1828, Poiseuille Jean-Louis Marie fit les mémmesures avec un manometre a mercure
dont les unités (mm ou cm de mercure) sont endilieges en pratique médicale, convertible
avec le systéeme international d'unités acceptéeus@ilement aujourd’hui : Pascal (Pa).

La méthode courante en pratique clinique (méthoeldadsténose) a été inventée
en 1905 par Korotkoff Nikolai. Elle consiste a nmresuau manometre la contre pression

exercée sur une artere par un brassard gonflallemoauscultant I'artere.

I-1-1-2-2. Mesure directe de Ludwig

L'enregistrement graphique direct de la pressioriale est réalisé avec un
manometre relié par un cathéter introduit a conterant dans une artere. Il montre des
oscillations périodiques synchrones avec le cyeleliaque. La pression artérielle normale
varie a chaque cycle cardiaque entre une valeuimmala d'environ 10 kPa (80 mm Hg),
la pression diastolique (PD), et une valeur maxémdlenviron 16 kPa (120 mm Hg),
la pression systolique (PS).

L’'usage du cathétérisme artériel se justifie eraraides avantages que représente les
possibilités de monitorer la pression artérielleng@niére invasive et de réaliser facilement

des prélévements sanguins.

I-1-1-2-3. Mesure indirecte

La mesure non invasive de la pression artériefifestue avec tensiometre ou un
sphygmomanometre (sphygmos : pouls ; manometresumaele pression) et un stéthoscope
(Gired et al, 1998). Cette méthode est utilisée en cliniqgumdine. C’est la méthode par
« contrepulsion » ou de la sténose. Dans ce casgdiecin mesure deux nombres :

- la pression artérielle systolique (PAS) qui refle pression lors de la contraction du
ventricule gauche (systole) ;

- la pression artérielle diastolique (PAD) qui eddl la pression lors de la relaxation du
ventricule gauche (diastole).

Une pression artérielle moyenne (PAM) se calcuaréir des deux premiers.
PAM = (PAS + 2PAD) / 3

Les mesures de pression artérielle s'exprimentegnineetre ou en millimétre de
mercure (Hg) ; par exemple 12/7 veut mentionner t#ilimétres de mercure pour la
pression artérielle maximale (systolique) et 70limétres de mercure pour la pression

artérielle minimale (diastolique).
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L’association tensiometre et stéthoscope est de plu plus remplacée par des
appareils automatiques (tensiométres électronicmex) un brassard gonflé par un moteur et
la détection est faite soit par la perception deitbr(méthode auscultatoire), soit par des
variations d’amplitude de I'onde de pouls (méthodeillométrique).

Lorsqu’on couple un tensiomeétre électronique ahateerie et a une mémoire, on peut
prendre alors la pression artérielle de manierété&pdurant 24 heures : c’est le monitoring

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

Il — 1 — 2. Définition, épidémiologie causes et ti@ments de I'hypertension artérielle
I —1—2—1. Définition de 'HTA

L'hypertension artérielle, est définie par une gi@s du sang dans les artéres trop
élevée par rapport a une valeur dite "normale’hlitgar de nombreux comités scientifiques
a travers le monde. C’est I'élévation anormale n@arente ou paroxystique, de la tension
artérielle au repos. L'Organisation Mondiale de 3$anté et la société internationale
hypertension (OMS1999-a et 1999-b) indiquent que I'hypertensionraetié est I'élévation
de la pression régnant a l'intérieur des artenggérgseure a 139 mm Hg (maxima) et 89 mm
Hg (minima). Les valeurs doivent étre retrouvéevé&bs a trois occasions différentes pour
gu'on puisse parler d'hypertension artérielle. emt porteur d'une HTA est un hypertendu.

De cette définition de I'hypertension artériellgHeret al, 1984) et Guedeon (1987),
suggerent de prendre en compte l'age du sujetotimmd'antécédents familiaux et de
nombreux facteurs environnementaux.

En cas de normotension, les chiffres sont compriezel20 et 139 mm Hg pour la
tension artérielle systolique, et entre 80 et 89 Rignpour la tension artérielle diastolique
(Guidelines Subcommitee, 1999).

L'OMS a fixé des seuils. Elle précise les difféseniveaux de pression artérielle
(d’apres les dernieres recommandations europégitees en juin 2007).

Ainsi, selon 'OMS, il existe trois grades d'hyprsion :

* I'hypertension artérielle labile ou limite, lorsg les valeurs augmentées ne sont
retrouvées qu’occasionnellement ;

* 'hypertension artérielle modérée ;

* I'hypertension artérielle sévere ou maligne, die ereste élevée malgré
'administration concomitante de médicaments amt#nienseurs (Richeet al, 1984 ;

Dievart et Everaere, 1998).
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Le tableau | donne la classification de I'HTA selon les nornbessionnelles définies
par 'OMS (1999-b).

Il -1 -2-2. Epidémiologie de I'hypertension a#drielle
Les statistiques sont difficiles a établir car €ld®ncernent essentiellement, si ce n'est

exclusivement, les patients traités.

I-1-2-2-1. Dans le monde

Selon 'OMS, en 1980, I'hypertension est apparuaroe la maladie la plus répandue
dans le monde. Cette maladie est en continuellaresipn et atteint les personnes de tout age,
de tout sexe et de toute classe sociale.

En 2000, on estimait a environ 26,4 % la proporthypertendus (26,6 % des
hommes et 26,1 % des femmes) dans le monde et20d28, 29,2 % d’'Hommes devraient
étre atteintes (29 % des hommes et 29,5 % des fejniarmi les 972 millions d’adultes
hypertendus, 333 millions, soit 34,3 %, provienrmded pays « développés », et 639 millions,
soit 65,7 %, sont issus des pays «en développemdrd nombre d'adultes hypertendus
d'ici 2025 pourrait augmenter de 60 % et atteiddb® milliard (Kearneet al, 2005).

L'hypertension artérielle serait responsable dewn moins de 8 millions de décés par
an dans le monde et de prés 100 millions de jourgatidité (Laweset al, 2008). Elle serait
la cause de prés de la moitié des accidents vaszuleérébraux (AVC) et des accidents
cardiaques.

La prévalence de I'hypertension artérielle est alddd dans les difféerents pays.
Exemple : Grande Bretagne, 38 % (Colhetal, 1998) ; Etats-Unis, 20 % (Mulrow, 1998) ;
France, 31 % (Godet-Thobiet al 2008); Burkina Faso, 23 % (Ouedraogo, 2003);
Guinée, 43,6 % en milieu urbain, 14,9 % en miliatak (Baldeet al, 2006-a) et 29 % en
basse Guinée (Balda al, 2006-b) ; selon 'OMS, Madagascar, 17,67 % ; Mayr29,6 % ;
Algérie, 29,1 % ; Congo, 32,5 % ; Erythrée, 16 @ameroun, 24 % ; Zimbabwe, 27,6 %
(OMS, 2005). M#&ga indique que la prévalence de I'HTA était de 20/8au Sénégal, 23,7
% au Mali, 20 % au Togo et 16 % au Rwandai(da1989).

Dans une étude collaborative croisée régionaletapbisur les populations noires,
il a été également démontré que les taux d'HTA amgaent de 16 % en Afrique
occidentale, 26 % dans les Caraibes et 33 % aig-Bnis (Walinjorn et Face, 2000).
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Tableau | : classification de 'HTA chez I'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 sBv Hg
Tension artérielle normale haute 130 - 139 mm Hg - 8 mm Hg
HTA légere (stade 1) 140 - 159 mm Hg 90 - 99 mm Hg
Sous-groupe « limite » 140 - 149 mm Hg 90 - 94 mm Hg
HTA modérée (stade 2) 160 - 179 mm Hg 100 - 109HyM
HTA séveére (stade 3) > 180 mm Hg >110 mm Hg
Hypertension systolique isolée > 140 mm Hg <90 mm Hg
Sous-groupe « limite » 140 - 149 mm Hg <90 mm Hg

e
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Actuellement, I'hypertension artérielle est la pipale maladie cardio-vasculaire
en Afriqgue ou sa prévalence est estimée en moyar#te% au sein de la population de plus
de 18 ans, avec une fréquence hospitaliere comenise 30 et 70 % (Diallet al., 2010).
Cette affection est volontiers compliquée en Afeigavec 20 a 69 % d'atteinte rénale,
24 a 50 % d’accidents vasculaires cérébraux et 34 % d’insuffisance cardiaque, selon des

sources hospitalieres (Belila, 2002).

I-1-2-2-2. En Cote d’lvoire

En Céte d'lvoire, selon les études réalisées pardde et al. en 1974, la prévalence
de I'hypertension systolique ou diastolique étaitl®,89 %. Cette prévalence de I'HTA se
situait en 1993 a 13,4 % dans la population abaig(Comoet al, 1993). Selon I'Institut
de Cardiologie d’Abidjan (ICA), elle est passée3:01% de la population ivoirienne en 2000,
(Anonyme, 2003). En 2004, la prévalence de I'hngpesibn artérielle en Céte d'lvoire était de
15 % (Dionkouda, 2005). Selon une enquéte STEP#&t€Btes et Techniques pour
'Extension de la Protection Sociale), en 2005ypértension artérielle (PAS 140 mm Hg
et/ou PAD 90 mm Hg) touchait 21,7 % de la poputatieirienne agée de 15 a 64 ans
(OMS, 2005). En 2007, I'HTA concernait 21 % de lapplation de la ville d’Abidjan
(Koffi, 2007). Selon Kramo et al. (2011), entre Q@A 2009, les patients hypertendus agés de
59,1 + 12,5 ans (54,3 % de femmes), recus a ltiistle Cardiologie d’Abidjan, 21,7 %
avaient une HTA de stade 1, 32,3 % de stade 2,8t%4@le stade 3.

Tout comme dans le monde, en Céte d’lvoire, l'augtation de la prévalence de
I'hypertension artérielle en fait un probleme datégoublique majeur, apres le paludisme et
le SIDA.

Il -1 -2 - 3. Causes de I'hypertension artérielle

Dans 90 % de cas, I'hypertension artérielle (HTA) dite essentielle (primitive)
ou idiopathique (OMS, 1999}bAucune cause connue ne peut étre retrouveée éarasc

Dans 10 % des cas, I'hypertension artérielle aaause ; elle est alors qualifiée de
symptomatique ou secondaire. Plusieurs causes pieétre a l'origine d'une hypertension ;
certaines étant curables de facon définitive. Geses secondaires sont a rechercher par le
biais  d'exploration cardiaque  (€électrocardiogrammegchographie  cardiaque),
rénale (échographie rénale, bilan de la fonctiomaled, surrénalienne (scanner et bilan

hormonal surrénaliens).
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Dans la grande majorité des cas, le mécanismesplédiHTA reste inconnu. On peut
cependant déterminer un certain nombre de circoossaassociées statistiquement a I'HTA ;
c'est ce gqu'on appelle un facteur de risque (O2B6)L Ce terme implique que le lien de
causalité n'est pas établi (risque seulement ttatey. C'est une variabilité associée a la
probabilité de survenue de la maladie. La coextgdrequente de plusieurs de ces facteurs
chez le méme patient en fait une maladie multifaefle. La grande majorité des malades
hypertendus a au moins un facteur de risque caabotlaire (Xavier, 1999).

On distingue les facteurs ci-dessous comme favurl$g/pertension artérielle.

v L’age : la pression artérielle augmente avec |'&gs. études épidémiologiques
ont en effet montré que le risque de faire une HTF@it avec I'age (Dickerson et Brown,
1995 ; Bradyet al, 2005). Chez le sujet de plus de 45 ans, la fggea de I'hypertension
artérielle est plus élevée. Ainsi, moins de 2 %sigsts de moins de 20 ans sont hypertendus,
alors qu'ils sont plus de 40 % aprés 60 ans (Q@@6)L

v Le sexe : le niveau tensionnel des hommes estisupéx celui des femmes
jusqu'a 50 ans puis, au-deld, il y a inversion.i@stdd au fait que avant la ménopause les
hormones féminines représentent un facteur pratetdee au risque cardio-vasculaire.

v L’hérédité : il existe un déterminisme génétiquel' A essentielle dont la
nature composite a été mise en évidence. Le dgwetopnt de la génétigue moléculaire a
permis d'identifier sur le gene de l'angiotensimagaun polymorphisme génétique impliqué
dans I'hypertension artérielle essentielle (PierKigkiacharian, 1992). Ainsi, il existe des
familles d'hypertendusc'est-a-dire que si des parents font de I'hypsiten les enfants ont
plus de risques d'étre hypertendus que les afitesz plus de 50 % des sujets hypertendus,
il existe un antécédent d'hypertension artérieltezcl'un des parents (Meyer, 1979 ;
Gilbenkrantz, 1990).

v L'alimentation :

* le facteur le plus étudié a été la consommatiersel alimentaire (NaCl)
dont l'importance pourrait déclencher, sinon eatrietune HTA (Guedeon, 1987 ; Xavier,
1999 ; Strazzulletal., 2009) ;

* la consommation d'alcool de facon chronique én&aun accroissement
du niveau tensionnel. Les grands buveurs (alcoe$ijlont une élévation de la pression
systolique de plus de 1 cm Hg, en moyenne, paiorappx non-buveurs ;

* la consommation d'acides gras saturés a uneiaelg@ositive avec le
niveau tensionnel, alors que la consommation dscgtas polyinsaturés diminue le risque

d’hypertension (Keyst al, 1987) ;
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* une alimentation trop riche en matieres grassemales, pauvre en fruits
et Ilégumes, favorise I'hypertension ;

* la consommation de café s'accompagne d'une augtiende la tension,
mais l'effet est minime du fait du développemeunnd'tolérance a la caféine.

v L’'obésité : il existe une forte corrélation entfimdice de masse corporelle
(indice de surcharge pondérale, rapportant le paids taille) et le niveau tensionnel
(Froment, 1976 ; Horvatht al., 2008). L'HTA est significativement plus fréquertieez les
sujets présentant une surcharge pondérale, arfartiez les obeses (Khosla et Lowe, 1972).
A l'opposé, un régime hypocalorique chez un obgpertendu s'accompagne d'une baisse de
la tension.

v Le diabete : les sujets diabétiques ont, en moyeume tension artérielle plus
élevée que dans le reste de la population (Lorg@6)1

v La grossesse peut parfois entrainer une HTA (Abol2006;
Anonyme, 2007-a) ; on parle alors d’HTA gravide.

v La sédentarité et le stress: un stress aigu stgzagne d'une augmentation
transitoire de la tension. Il est possible que Has facteurs importants soit les conditions
psychologiques liées au mode de vie ou bien apange individuelle aux situations de
stress ; c'est-a-dire, certaines facons dont Viddiréagit face a un stress chronique, car il
n'est pas établi chez 'THomme qu’un stress chromiguisse entrainer une élévation durable

de la pression artérielle (Xavier, 1999).

Il -1 -2 —4. Traitements de I'hypertension artéelle

Dans les rares cas ou une cause est trouvéeitéeteat de I'HTA doit s’attaquer a la
cause. Le but de ce traitement est de rétablersion artérielle dans les conditions optimales
afin d’éviter les complications. Le traitement dertaines HTA d’origine définie peut
entrainer parfois la guérison du patient. Ce tnag¢tet repose sur la compréhension des
mécanismes physiopathologiques de régulation denision artérielle (Fattorusso et Ritter,
1995).

Plusieurs moyens sont a la disposition du pratipieumr la normalisation des chiffres
tensionnels du patient (Grossal, 1986 ; Almange, 1998 ; Waeber, 1998).
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II-1-2-4-1. Regles hygiéno-diététiques aaitements non pharmacologiques

Elles consistent a modifier certaines habitudesvige qui peuvent contribuer a
I'élévation de la tension artérielle. Elles peuveatfois suffire & normaliser la tension
artérielle et doivent toujours étre proposées. Celsiste a :

= perdre du poids en cas de surcharge (Horettlal, 2008), afin de maintenir
lindice de masse corporelle (IMC) en dessous d&glBY, ou & défaut, afin d’obtenir une
baisse de 10 % du poids initial (Anonyme, 2007-b) ;

= diminuer la consommation de sel (Guedeon, 1987jeXa%999 ;He et al, 2005 ;
Strazzullo, 2009), si possible moins de 6 g/joundAyme, 2007-b), éviter la saliére sur la
table, les salaisons ;

= [imiter la consommation d'alcool (Odi, 1986 ; K&aoa, 1994), par exemple,
a moins de 3 verres de vin ou équivalent par jdwezc’lhomme et 2 verres de vin ou
équivalent par jour chez la femme (Boffeta et Guel, 1990 ; Klatskyet al, 1990 ;
Anonyme, 2007-b) ;

= augmenter la consommation de fibres alimentaires, particulier avec une
alimentation riche en Iégumes et en fruits, et direr celle des graisses (Apgtlal, 1997),
en particulier les graisses dites saturées ;

= augmenter la consommation d'eau ;

= |utter contre les facteurs de risque associés djalmnolestérol, diabete,
sédentarité) ;

= utiliser une pilule faiblement dosée en cestrogeénes

= @viter le thé, le café, et associer éventuellerzerglaxation chez les neurotoniques ;

* mener si possible une vie calme et réguliére, specant les heures de sommeil ;

= pratiquer des exercices physiques (Arakawa, 199éhelton et al, 2002):
une activité physique aérobique réguliére (au mahsninutes environ, 3 fois par semaine)

diminue les risques coronaires (Whel&iral 2002 ; Anonyme, 2007-b).

l-1-2 —4-2. Traitements médicamenteux

Des valeurs de 140/90 mm Hg sont indiquées pouraitement antihypertenseur de
patients ni diabétique, ni insuffisant rénaux (Aeda etal., 2010). Les antihypertenseurs ou
hypotenseurs sont des médicaments qui sont admmsour réduire I'hypertension artérielle.
Le bénéfice du traitement pharmacologique est avaumt dépendant de la baisse de la

pression artérielle, quelle que soit la classetidigpertenseur utilisée.
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l-1-2-4-2-1. Médicaments antihypertensis.

On regroupe les médicaments antihypertenseurs usiepts classes. Chaque classe
agit différemment pour faire baisser la tensiorérégtle selon qu’elle agit sur le systeme
nerveux autonome, sur la fibre musculaire lisselad@aroi vasculaire ou sur le systeme
rénine-angiotensine.

La connaissance de la physiopathologie et de land@logie a permis la mise au
point d’'un arsenal thérapeutique de mécanismerdiif¢ qui comprend essentiellement quatre
grandes classes, a savoir: les diurétiques, leghiieurs adrénergiques bétabloquants
(B-bloguants), les inhibiteurs calciques (IC) ou btd@urs des canaux calciques et les
bloqueurs du systeme rénine-angiotensine comprelemntinhibiteurs de lI'enzyme de
conversion de l'angiotensine (IEC), les antagosisties récepteurs de l'angiotensine Il
(ARA 11) et, plus réecemment, des antagonistes $ipées de I'activité rénine plasmatique
(Waeber, 1998).

l-1-2-4-2-1-1. Diurétiques

Les diurétiques sont familierement appelés « gElyleur I'eau » parce qu'ils agissent
sur les reins pour faire évacuer par l'urine I'exdéeau et de sodium.

lls agissent par élimination, via l'urine, d'unertgade I'eau et du sodium contenus
dans le sang ; ceci induit une diminution du volwsaaguin et donc une baisse de la tension
artérielle.

On pense que le sodium contribue a la résistanseulare en augmentant le tonus
vasoconstricteur artériolaire et la réactivité wdaice a I'effet des différentes substances
endogenes vasoconstrictrices comme I'angiotensjresl catécholamines, I'endothéline etc.
(Katzung, 2006). Cette hyperréactivité pourraie &econdaire a la surcharge calcique induite
par la surcharge sodique intracellulaire chronifies effets sont annulés ou inversés par les
diurétiques ou la restriction sodée. En réduisastréserves de sodium de I'organisme, les
diurétiques diminuent la pression artérielle essdament. Cependant, leur action sur le
potassium (kaliémie) doit étre contrblée car, enégédle, le potassium est éliminé avec le
sodium.

Les traitements diurétiques augmentent I'élimirmativinaire de sodium en agissant a
différents niveaux de la surface luminale (pélenaire) des cellules du tubule rénal.
Cette propriété est mise a profit dans le traitdmea I'hypertension artérielle et de

I'insuffisance cardiaque.
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Il existe principalement quatre sites de réabsonptiu agissent les diurétiques en
augmentant la fraction sodée excrétée : trois welani du néphron et un sur une portion du
tube collecteur. Ainsi, on distingue trois catégerprincipales de diurétiques en fonction des
sites d’action au niveau du tubule rérfagyre 1).

* Ceux qui agissent au niveau de la branche aspgndie l'anse de Henlé :
diurétiques de I'anse de Henlé. Ce sont des désukamidés. Ces médicaments inhibent le
co-transport du sodium, du potassium et du chlamsda branche ascendante de I'anse de
Henlé, site habituel d’'une importante réabsorptodée estimée a 35-45 %. Les diurétiques
de l'anse sont ceux qui peuvent induire la plusndeaélimination sodée. En effet, la
natriurése induite est tres importante, puisqueréabsorption a ce niveau l'est aussi.
L'inhibition du transport actif du NaCl provoqueaiaugmentation associée de I'excrétion de
Mg** et de C&' (Katzung, 20086).

» Ceux qui agissent au niveau du tube contourntaldides thiazides et apparentés.
Tous ont en commun un groupement sulfamidé nontitudsLes thiazidiques et apparentés
inhibent le co-transport du sodium (Nat du chlore (C) & travers la portion proximale du
tube contourné distal rénal (face endoluminalecddisiles du tube contourné distal) ou 5 a 8
% du Nd est normalement réabsorbé (Katzung, 2006). En emapé la réabsorption de
NaCl, ils entrainent a court terme une diminutian wlume extracellulaire et du débit
cardiaque et une stimulation du systeme rénineséengine. A long terme, le débit cardiaque
se normalise, alors que le volume extracellulasta diminué.

» Ceux qui agissent au niveau du tube contoursi@ldet surtout du tube collecteur :
diurétiques distaux, appelés également épargneatesgques. Cette classe de diurétiques
comporte les diurétiques anti-aldostérones, loéala niveau du tube collecteur du néphron,
et les diurétiques dont le site d’action est leetabntourné distal (diurétiques distaux), mais
qui agissent indépendamment de l'aldostérone. le toontourné distal et les canaux
collecteurs assurent ’lhoméostasie potassique.

La sécrétion de potassium et d’'ion&é$t couplée a la réabsorption d€ Bastimulée
par l'aldostérone.

- Les épargneurs potassiques, qui agissent indépandnt de I'aldostérone au
niveau du tube contourné distal, associent uneséals I'excrétion potassique et hydrogénée
(H") & une augmentation d’environ 2 % de la fractiodég excrétée. Ces diurétiques distaux
inhibent ainsi la sécrétion potassique et d’'iondrbgene par les tubes distaux et collecteurs.
lIs sont faiblement saliurétiques et par natureenkaliémiants car retiennent le potassium

urinaire.

-20-
T hise de Doctorat d"Clat és Scierces ABO K. Jean Claude



Diurétiques de I'anss

ca” Tube contourné
dista

Tube contourné ~~ NaHCG NaCl NaCl (+ PTH)
proxima

Diurétiques thiazidiques

. Branche
-, descendante

Glomérule

@ g
Corte» @

Médullaire extern

collecteu

= »NaCl
(+ aldostérone)

Diurétiques distaux
Antialdostérone

+

e K
2 Cr h o i 5 A +
| || -_ H
@ Branche ik @ Acétazolamide
ascendante i
large HO o ! o _
<«—Branche (+ ADH) @ Diuréetiques osmotiques
descendante 1 Tub
fine i ube
A collecteu . )
! @ Diurétiques e I'anse
E -ﬁ._:r- Hzo i'
Branche L ¥
P ascendante i . @ Thiazides
. . i Anse de fine o A
Médullaire intern o Henlé ! | .
: | @ Antagonistes de I'aldostérone

. , L @ Antagonistes de 'ADH
Figure 1 : schéma de l'action des diurétiquef’apres Katzung, 2006)

-21-



- Les antialdostérones sont aussi faiblement matiques et bloguent de facon
compétitive les récepteurs minéralocorticoides gtation du tube contourné distal et du
tube collecteur. L’'amplitude de I'effet natriurétigjdes anti-aldostérones dépend du niveau de
sécrétion plasmatique d’aldostérone par la comigésale. Dans tous les cas, 'amplitude de
I'effet natriurétique des diurétiques distaux egéiieure a celle obtenue avec les diurétiques
thiazidiques et de l'anse de Henlé (Katzung, 20Q&s antagonistes de l'aldostérone
diminuent la composante de sécrétion couplée #deéson de Naet inhibent les effets

directs de I'aldostérone sur les mouvements de K

I-1-2-4-2-1-2. Bétabloquants

Les bétabloquants, ou bétabloqueurs ou adrénobgigéta ou anti-adrénergiques béta
sont des inhibiteurs compétitifs des effets desédatatlamines sur les récepteurs
B-adrénergiques (Giudicelli, 1984 ; Castaigne, 1988tchitz, 1994 ; Brown, 1995).

Selon Landset al. (1967 et 1976), il existe essentiellement deaMssypes de
récepteurs adrénergiques : les réceptpuet B, adrénergiques. Des réceptefgsimpliqués
dans le métabolisme lipidique ont été plus récemndantifiés. Ils renforcent la lipolyse
dans les tissus adipeux (Niselial., 1996). Les trois (3) types de récepteurs coexistans
la plupart des tissus, avec une prédominance deold’autre.

Outre les effets communs, les [-bloquants ont desseparticuliers a un certain
nombre d’entre eux. Ainsi, ils sont classés entionade I'inhibition plus ou moins sélective
des récepteur$; et Bo. Certains p-bloqueurs inhibent a la fois les réceptefiset B,
(B-bloqueurs dits « non sélectifs », type propranpldlautres seulement les réceptefirs
Ces derniers sont dits « cardiosélectif », typena@td (Witchitz, 1994 ; Brown, 1995 ;
Moulin et Coquerel, 2002).

Du point de vue des caractéristiques pharmacolegicen distingue :

- les B-bloqueurs liposolubles comme le propranolol qunthissent la barriere
cérébro-méningée ;

- lesB-bloqueurs hydrosolubles comme I'aténolol qui pearétpeu le cerveau.

Le pouvoir adrénolytique est la seule propriété mame a tous les bétabloquants.

Les bétabloquants inhibent de fagon spécifigue @mnpetitive les récepteurs
béta-adrénergiques périphériques mais aussi cargfiggipassent la barriere hémoméningée.
lIs ont des effets communs qui sont essentiellemzardio-vasculaires. lls agissent
principalement en réduisant l'activité des catémmahes sur le coeur et les vaisseaux sanguins

et diminuent aussi la pression artérielle (Giudiic&984).
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Les bétabloquants réduisent la transmission d¥nflerveux au cceur et aux vaisseaux
sanguins. Ainsi, le coeur bat moins vite et avecnsadie force et la tension artérielle chute.
L’effet hypotenseur est associé a un abaissemena @i@quence cardiaque et du volume
d’éjection ventriculaire gauche. En fait, en pl@sléur action hypotensive, les bétabloquants
diminuent la fréquence cardiaque (effet chronotropgatif), la contractilité myocardique
(effet inotrope négatif), le débit cardiaque ewiesse de conduction auriculo-ventriculaire
(effet dromotrope négatif). lls s’opposent aux &ff@roarythmogénes de la stimulation
béta-adrénergique (effet bathmotrope négatif) paggnnent a la classe Il des médicaments
anti-arythmiques (Vaughan-Williams, 19801984 ; Motteet al, 1996).

Les bétabloquants inhibent la sécrétion de réninepeut-étre inhibent le tonus
sympathique par effet central (Witchitz, 1994 ;\Bnp 1995 ; Gireckt al, 1998).

lIs réduisent aussi le travail cardiaque et la oamsation myocardique en oxygene.

Les bétabloquants sont particulierement indiquésande cardiopathie ischémique
associée. lls sont contre-indiqués en cas de baadigc (fréquence cardiaque inférieure a
50 battements par minute), d’asthme, de diabéte, trdebles de la conduction

auriculo-ventriculaire, etc.

Il-1-2-4-2-1- 3. Inhibiteurs de 'enzymae conversion (IEC)

Les inhibiteurs de I'enzyme de conversion de l'atmgisine (IECA) sont utilisés
principalement dans le traitement de I'’hypertensidarielle.

Comme leur nom l'indique, les inhibiteurs de I'emzy de conversion empéchent
I'action de cette enzyme.

L’enzyme de conversion, une métalloprotéine a zilcdipeptidylcarboxypeptidase,
ubiquitaire, active la transformation de l'angiatere |, substance dépourvue d’'effet
physiologique, en angiotensine Il (Anonyme, 1988}, la bradykinine en peptides
physiologiquement actifs. L'angiotensine |l, pas giissantes propriétés vasoconstrictrices,
entraine une augmentation des résistances pépiedrvasculaires, et donc un puissant effet
hypertenseur. Au niveau rénal, l'angiotensine thidue la perfusion rénale ainsi que la
filtration glomérulaire et stimule la sécrétion Id@stérone par la cortico-surrénale
(Tufro-MeReddiect al., 1994). L'aldostérone, quant a elle entraine éhention sodée et une
augmentation de la volémie (Bouchard, 1999). Ef) &atte enzyme de conversion assume
deux missions principales dans I'organisme. D’'ua#g,elle est compétente pour la synthese
de l'angiotensine Il, octapeptide actif sur la v@aststriction, a partir de son précurseur

inactif : I'angiotensine | (décapeptide), en scimdées deux acides aminés C terminaux.
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D’autre part, elle catalyse la dégradation du mtédia la bradykinine en produits inactifs
(Ferreiraetal., 1970).

L’inhibition de I'enzyme de conversion de I'angingne entraine une diminution de
la concentration d’angiotensine Il au niveau deepéurs AT et AT, de l'angiotensine
(Azizi et al, 1997-b). Premierement, de ce fait, le tonus Mageudiminue et la pression
artérielle baisse. Deuxiemement, la baisse desdangiotensine Il induit une diminution de
la libération d’aldostérone de la corticosurrénatedonc un effet sur le bilan hydrique.
Au niveau cellulaire, on peut observer une baisss dffets mitogénes mediés par
'angiotensine Il sur les fibroblastes et les mytesydu cceur, qui conduisent, nhotamment
apres un infarctus, a des changements défavor@blasdelage).

Le mécanisme d’action moléculaire des inhibitewed’'€hzyme de conversion repose
sur la similitude des IEC avec une fin de chaingiggue de I'angiotensine I. De ce fait, les
IEC sont considérés par erreur par I'enzyme de e&mn de l'angiotensine comme le
substrat physiologique angiotensine |. A la différe du substrat physiologique, ils ne sont
pas transformés par I'enzyme et bloquent cette iglexn Ainsi, les IEC empéchent ce
meétabolisme de l'angiotensine | en angiotensineetll réduisent les taux circulants
d'angiotensine Il et d'aldostérone. Les IEC vomtcd@duire la vasoconstriction normalement
induite par l'angiotensine Il (Griendlingt al., 1997). Les IEC, en supprimant I'effet
vasoconstricteur de I'angiotensine |l sur I'artéiefférente du glomérule, peuvent diminuer
la filtration glomérulaire. En effet, au niveau ckin, le blocage des récepteursAaQit sur
les artérioles post-glomérulaires préférentiellemawec pour conséquence une diminution de
la fraction filtrée. Les IEC induisent ainsi unedwétion des résistances artérielles et
artériolaires périphériques ainsi qu'une diminutiera volémie. Il s’ensuit une vasodilatation
et une baisse de la pression artérielle.

Par ailleurs, les IEC empéchent la dégradation aebidadykinine, substance
vasodilatatrice, en métabolites inactifs. En effethradykinine a des effets tissulaires locaux
de vasodilatation par stimulation de la productitoxyde nitrique (NO) et de prostaglandines
vasodilatatrices (Seyeét al, 1995 ; Katzung, 2006). Ces effets sont donc fa@erpar les
IEC. L’inhibition de la dégradation de la bradykiai par les IEC potentialise leurs effets
vasodilatateurs et restaure la fonction endotleéti@ls artéres et artérioles si elle était altérée.
Toutefois, cette inhibition de la dégradation détadykinine entraine son accumulation et
par conséquent ses effets indésirables associés.

Le mécanisme d’action des IEC est schématisdiguee 2.
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C= EOSE ‘
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. | |
Augmentation des résistances  Augmentation de la rétention | J
vasculaires périphériques de sodium et d’eau Diminution des résistances
e 0} g vasculaires périphériques
N *
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@ Sites d’action des IEC (blocage de la conversiobatgiotensine | en angiotensine Il et inhibitaala dégradation de la bradykinine)

@ Sited’action des ARA |
Figure 2 : schéma du mécanisme d’action des inhilgitirs de 'enzyme de conversion de I'angiotensine (IECA) (D’aprés Katzung, 2006)
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Les IEC ont d’autres actions :

- ils inhibent l'augmentation induite par l'angiogne Il de la libération de
noradrénaline (effet pré-synaptique) et I'effetstienulation de la croissance cellulaire et de la
production de collagene par les fibroblastes ;

- ils stimulent la production des prostaglandinesspnt vasodilatatrices et ils ont un

effet protecteur rénal chez les diabétiques.

I -1-2-4-2-1-4. Antagonistes des réceptedes’angiotensine Il (ARA II)

L’indication officielle des antagonistes des réeeps de lI'angiotensine Il (ARA 1l ou
sartans) est le traitement de I'hypertension légarmodérée (Bouchard, 1999).

Les ARA Il sont des antagonistes, soit compétisfst non compétitifs des récepteurs ;AT
de l'angiotensine Il (Goodfrien@ét al, 1996 ; Nichollset al, 1997). Il est connu que
I'angiotensine Il stimule deux types de réceptedes récepteurs Al(forte affinité) et les
récepteurs AT (faible affinité). La plupart des effets de l'aaggnsine Il sont dus a la
stimulation des récepteurs AT(Boutouyrie, 1999). L'angiotensine Il cause une
vasoconstriction et une production d’aldostéroné&raémant une rétention sodée et une
augmentation du volume intra-vasculaire.

Les ARA Il bloguent I'action de I'angiotensine lhegissant sur son récepteur AT
diminuant ainsi ses effets (Goodfrieadal, 1996). lls protegent ainsi les vaisseaux sanguins
de l'angiotensine Il ; par conséquent, les vaissesudilatent et la tension artérielle baisse.
Le mécanisme d’action des ARA 1l est schématise digure 3.

Les ARA Il ont des effets tres proches de ceux idésbiteurs de I'enzyme de
conversion (IEC). Toutefois le mécanisme d’actioss dantagonistes des récepteurs de
I'angiotensine |l difféere de celui des IEC par &t fgu'ils bloquent directement les effets de
I'angiotensine Il en bloquant ses récepteurs plgti sa formation (Roffman, 1998) et, ceci,
sans blocage de la dégradation de la bradykinieard_effets pharmacologiques sont donc
ceux des IEC moins les effets d’inhibition du calame de la bradykinine (Katzung, 2006).
De ce fait, I'effet vasodilatateur des bradykiningsurrait étre important. De plus, les
bradykinines pourraient diminuer [l'agrégation pletfaire et avoir des effets
antithrombotiques et antiprolifératifs bénéfiques.

Il 'y aurait ainsi des avantages au mécanisme dey@mstes des récepteurs de
I'angiotensine Il. Premiérement, une inhibition pkpécifique et compléte de I'angiotensine
Il puisque, contrairement aux IECA, les antagosiste I'angiotensine Il bloquent

aussi I'effet de I'angiotensine Il produite parufiges voies que celle impliquant 'enzyme de
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Figure 3 : schéma du mécanisme d’action des antagetes des récepteurs
de l'angiotensine Il (ARA IIYD’aprés Katzung, 2006)

R
-27 -
T hise de Doctorat " Clat és Sciences ABO K. Jean Claude




conversion de I'angiotensine (Roffman, 1998). Erosd lieu, I'enzyme inhibée par les IECA
métabolise les bradykinines. Les IECA causent ainsiaccumulation de bradykinines, qui
serait a I'origine de certains de leurs effets sidbles majeurs, tels la toux et 'angioedeme.
Par leur mécanisme d’action différent, les antagfeside I'angiotensine Il sont moins sujets a
causer ces effets (Mancini, 1996 ; Niche@tsl., 1996).

I-1-2-4-2-1-5. Inhibiteurs calcique$Q)

Les inhibiteurs calciques (IC, ICA), ou inhibiteudgs canaux calciques (ICC) ou
anticalciques, représentent une classe pharmago®gelativement importante car largement
utilisés dans le traitement de I'hypertension &tiér et de l'insuffisance coronaire (Safar,
1985 ; 1zzo et case, 1995 ; Legalerey, 2001 ; Rahw, 2001). lIs font partie des traitements

de 3™intention de I'hypertension artérielle essenti@Martouche, 2001).

» Classification

Chaque inhibiteur calcique a, en fonction de sofinitg# pour certains canaux
calciques et pour certains tissus, un effet prédani auquel correspond une indication
thérapeutique préférentielle (Almange, 1998). Lahkihiteurs calciques a effet cardio-
vasculaire sont donc classés en fonction de |det pfédominant, vasculaire ou cardiaque.
On obtient ainsi deux types de profil d'antagonisaécique, selon que I'effet vasculaire ou
que l'effet cardiaque est prédominant (dépendaritaffenité de I'antagoniste calcique pour
les canaux vasculaires et cardiagues).

Il s’agit d’'un groupe hétérogéne de molécules qutpétre divisé chimiqguement en
dihydropyridines (DHP) et non-dihydropyridines (ADRIP). Les non-DHP appartiennent au
groupe des benzothiazépines et au groupe phéniaikyes. La conséquence principale est
une sélectivité vasculaire plus grande pour les DHP

On distingue ainsi trois (3) familles ou groupesribues selon le site préférentiel de
leur action (Antonius-Gunawaret al, 1981 ; Fleckenstein, 1983 ; Spedding, 1985 ;
Legalerey, 2001).

v Les dihydropyridines : ils sont les antagonistes calciques a actioculage
préférentielle. En effet, les inhibiteurs calciquetectifs des canaux calciques présents dans
la famille des dihydropyridines ont un tropisme ctdaire prépondérant avec un effet
vasodilatateur artériel tres puissant supérieurehiicdes autres inhibiteurs calciques.

De plus, ils ont une action moins marquée sur leagasde. lls n‘'ont aucune action sur le tissu
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de conduction. Leurs effets s'expriment donc ppalement par une baisse de la pression
artérielle sans modification du rythme cardiaque.

La nifédipine, anticalcique de courte durée d’attiest utilisée dans le traitement des
hypertensions séveres qui résistent aux traitembatstuels (Frishmaret al, 1984 ;

Klein, 1984). C’est l'inhibiteur calcique a effetsculaire prédominant de référence.

v Les benzothiazépines ils ont un tropisme mixte, a la fois vasculage
myocardique, avec une prédominance de l'action naailatatrice sur I'action inotrope

négative. Le seul représentant de cette classe éstiazem.

v Les phénylalkylamines: ils ont un tropisme également mixte, a la fois
vasculaire et myocardiqgue avec une prédominancel’adtion cardiaque sur I'action
artériodilatatrice périphérique. Le seul représentest le Vérapamil qui est l'inhibiteur
calcique ayant I'effet inotrope négatif le plus oa& (Motte et al, 1996 ; Legalerey, 2001).

Il déprime davantage les fonctions chronotropepitope et inotrope du myocarde que les

benzothiazépines (diltiazem).

» Mécanisme d’action

Les inhibiteurs calciques ou antagonistes du calcgont des médicaments qui
permettent d'inhiber le transfert membranaire diciwa dans les cellules musculaires
cardiaques et les cellules musculaires vasculai@shen, 1997; Giredet al, 1998 ;
Lullmannet al, 1998 ; Moulin et Coquerel, 2002 ).

Les inhibiteurs calciques ont en commun la progreg bloquer de fagon sélective
I'entrée du calcium au travers des canaux calcidg®s ou voltage dépendants (canaux de
types L) situés dans la membrane plasmique desleeldu myocarde et des cellules
musculaires lisses des vaisseaux (par oppositioncanaux de type N présents sur les
neurones et de type T présents au niveau des glaédeétrices), en se fixant sur ces canaux
(Slonick et Frishman, 1989 ; Laureat al, 1994 ; Giredet al, 1998 ; Legalerey, 2001,
Moulin et Coquerel, 2002). Les canaux L sont uli&tes, mais ils sont largement
majoritaires dans le cceur ou ils ont deux rblesrggds : un roéle électrogéne et un rdle dans
le contréle de la contraction. Dans les vaissedes,canaux L sont impliqués dans le
développement et le maintien du tonus contradite empéchant I'ouverture de ces canaux,
les inhibiteurs calciques entrainent une relaxafiwmuscle lisse vasculaire et une diminution
des résistances vasculaires. lls entrainent unéndliion des résistances périphériques par

leur effet vasodilatateur.
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X Au niveau cellulaire, ce blocage induit ldiminution de I'entrée du calcium au
cours du plateau du potentiel d'action, succédammalement I'excitation d'une cellule
contractile, et une inhibition de I'action de I'Ad9e@ des myofibrilles. Cet effet est lié a une
inhibition sélective de la fréquence d'ouverture danaux calciques dépendant du voltage
cellulaire. Ceci entraine ce qui suit.

* Au niveau vasculaire, la diminution de l'influalkcique entraine une relaxation
musculaire et une diminution des résistances périghes, avec pour conséquence une
vasodilatation et une chute de la pression artérfidhii et al, 1980 ; Karaki et Weiss, 1988 ;
Stoll et Spector, 1989 ; Michiru et Quentin, 200Bn effet, en agissant sur les canaux
calciques de type L, les inhibiteurs calciques fatefasculaire prédominant entrainent une
vasodilatation des artéres, y compris des coronaiégluisent des résistances périphériques et
abaissent la pression artérielle. Si cet abaissesstrtrop rapide ou trop brutal, il entraine
une libération de catécholamines qui ont une actasoconstrictive et des effets inotrope et
chronotrope positifs. Au niveau des cellules musices lisses des artérioles, il y a une
diminution de l'activité des protéines contractiggmutissant donc a un effet vasodilatateur.
Les inhibiteurs calciques, en inhibant le transfexhsmembranaire du calcium, réduisent le
tonus des artéres en diminuant les capacités vastmrices (calcium-dépendant) des fibres
musculaires lisses artérielles.

* Au niveau myocardique, l'inhibition de I'entréai atalcium provoque une
réduction du relargage du calcium par le réticubarcoplasmique, entrainant donc, au niveau
des cellules musculaires cardiaques, une diminweita force contractile (Godfrairet al,
1986 ; Cosma, 1989 ; Schwingaral, 1990 ; Cohen, 1997). Au niveau des fibres cgus,
une réduction de I'entrée de calcium lors du pagéédtaction réduit la contractilité et ralentit
la conduction auriculo-ventriculaire. De plus, eers antagonistes du calcium ont des effets
inotropes négatifs et chronotropes négatifs car iobghiteurs calciques ralentissent la
conduction de linflux cardiaque qui s'accompagme oeitre d'un ralentissement de la
fréequence sinusale, permettant donc d'obtenir wti®naanti-arythmique associée a une
action anti-spastique majeure.

* Au niveau du nceud sinusal, les anticalciques @uaent une diminution de la
frequence de décharges entrainant un effet chapwtrnégatif ou bradycardisant
(Kawai et al, 1981 ; Caroret al, 1993 ; Laurenet al, 1994). A ce niveau, le blocage des
canaux calciques aboutit a une réduction de I'aatmité sinusale et donc des effets inotrope,
dromotrope et chronotrope négatifs.
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* En outre, les inhibiteurs calciques diminuent x€gabilité du noeud
sino-auriculaire (effet bathmotrope négatif) eerdissent la conduction auriculo-ventriculaire
(effet dromotrope négatif) (Carat al, 1993 ; Motteet al, 1996).

X Au niveau de l'organisme le blocage des canaux calciques entraine ladaiss
des résistances artériolaires, provoquant une dimim de la charge du travail systolique et
de la fréquence cardiaque, et donc une baisse denEommation d'oxygéne au niveau du

myocarde.

I-1-2-4-2-1-6. Autres antihypertensesir
Les autres antihypertenseurs sont plutdt utilisésnroe traitement d'appoint.

Il en existe différents types.

X Les antihypertenseurs centrauxtels que les alpha-stimulants centraux :
ils agissent sur le tronc cérébral (siege du cenégulateur de la tension artérielle).
lIs inhibent le systéme nerveux sympathiqgue au auveentral en stimulant la voie
az-adrénergique (Patet al, 2007). La clonidine en est le chef de file. aesihypertenseurs
centraux ont pour effet de diminuer les déchargegpathiques des centres vasopresseurs du
tronc cérébral et favorisent le sommeil. lls dingntile tonus sympathique vasoconstricteur.
lls ont une action centrale et donc diminuent lagfrence cardiaque, les résistances
périphériques, de méme que l'activité du systemaecangiotensine-aldostérone. Toutes ces

actions concourent a diminuer la pression artériell

X Les antihypertenseurs vasodilatateurs périphériques ils augmentent
directement le calibre des vaisseaux sanguins eontf@ctant les muscles de la paroi
vasculaire (action vasodilatatrice) entrainant lo@ésse de la résistance périphérique et
accroissent les débits cardiaque et rénal. Lesdiasateurs artériolaires constituent un
groupe chimiquement hétérogene capable d’abaissecHiffres tensionnels de fagcon non
spécifiqgue quel que soit le type d’hypertensioirigtle et les cofacteurs de risque associés.
lIs n'ont pas prouvé leur capacité a réduire la bimortalité, méme si leur efficacité
hypotensive est incontestable.

L’apparition des nouvelles classes thérapeutiquesorssidérablement réduit leurs

indications.

> Les alphabloquants périphériques ils diminuent la transmission d’influx
nerveux vers les vaisseaux sanguins, ce qui peametang de circuler plus facilement.

Les a-bloguants sont des antagonistes compétitifs ddstset;-adrénergiques des
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catécholamines. Leur activitg-bloquant trés sélective antagonise la noradrémalenfacon
compétitive au niveau des récepteurs postsynatigpégiphériques (Patedt al, 2007).
La prazosine est I'antagonisiga indication vasculaire de référence de ce groupe.

Les antagonistes des récepteurs en réduisant la stimulation des récepteurs
ay périphériques, entrainent une diminution de laoeanstriction artérielle et veineuse
(Woodman et Vatner, 1987) et une diminution desista@sces périphériques et,
conséguemment, un abaissement de la pressionehletérls induisent également une
diminution de l'agrégation plaquettaire, une f&aiion de I'‘évacuation de la vessie en
réduisant la constriction au niveau du trigoneréguisant la stimulation des récepteursiu
systeme nerveux central, les antagonistegui traversent la barriere hémato-encéphalique
ont un effet sédatif. Les antagonistgsont des indications vasculaires ou urologiguesrsel
leur point d'impact préférentiel (Schmétzal, 1981 ; Woodman et Vatner, 1987).

Le tableau Il indique les médicaments couramment utilisés dansaitement de

I'hypertension artérielle et leurs mécanismes act

II-1-2-4-2-2. Associations fixes d’antipgrtenseurs

La connaissance de la physiopathologie et de lan@logie a permis la mise au
point d’'un arsenal thérapeutique de mécanismeerdiifs, qui comprend essentiellement
quatre grandes classes : les diurétiques, lesiiahib adrénergiques bétabloquants, les
inhibiteurs des canaux calciques (ICC) et les ogsl du systeme rénine-angiotensine
associant les inhibiteurs de I'enzyme de converdmfiangiotensine (IECA), les antagonistes
des récepteurs de l'angiotensine Il (ARA II). Casqcclasses d’antihypertenseurs sont
recommandées en premiere intention dans [I'HTA d&dlen non compliquée
(Anonyme, 2007-b).

Pour traiter I'hnypertension artérielle, tous lesdméaments antihypertenseurs sont
prescrits soit isolément (monothérapie) si I'hypesion est modérée, soit diversement
associes (traitement combiné).

L’'association fixe de classes thérapeutiqgues digpgrtenseurs est utilisée pour
ameéliorer le pronostic (Anonyme, 2007-b ; Gnakanedred, 2009). Par exemple :

- bétabloquant et diurétique thiazidique ou bétaqbémt et inhibiteur calcique
de type dihydropiridine ;

- diurétique thiazidique et IEC ou diurétique thitque et ARA Il ;

- inhibiteur calcique et IEC, inhibiteur calciqué ARA 1l ou inhibiteur

calcique et diurétique thiazidique.
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Tableau Il : antihypertenseurs courants et leurs méanismes d’action

Médicaments (noms scientifiques

ou chimiques)

Mécanisme d’action

Diurétiques thiazidiques
* Chlorthalidone
» Hydrochlorothiazide

* Indapamide  Métolazone

Les diurétiques sont familierement appelés « slule
pour I'eau » parce qu'ils agissent sur les reing po

faire évacuer par l'urine I'excés d’eau et de sodiu

Bétabloquants
* Acébutolol « Aténolol
» Métoprolol « Nadolol

* Pindolol « Propranolol ¢ Timolol

Les bétabloquants réduisent la transmission d¥nflu
nerveux au coeur et aux vaisseaux sanguins. Amsi, |
coeur bat moins vite et avec moins de force. La

tension artérielle chute et le coeur travail moins.

Inhibiteurs de I'enzyme de

conversion de I'angiotensine (IECA)

» Benazeépril « Captopril
« Enalapril » Fosinopril
* Lisinopril « Perindopril
* Quinapril « Ramipril

Les inhibiteurs de I'lECA empéchent la sécrétion
d’angiotensine I, une hormone qui entraine
normalement un rétrécissement des vaisseaux
sanguins. Il s’ensuit un relachement des vaisseaux

sanguins et une baisse de la tension artérielle.

Antagonistes des récepteurs de

I'angiotensine Il (ARA II)
* Losartan ¢ Valsartan

Ces agents protegent les vaisseaux sanguins de
'angiotensine Il. 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 empéchent le
calcium de pénétrer dans les cellules musculaires d
coeur et les vaisseaux sanguins, ce qui entraine la

décontraction des vaisseaux sanguins et la réauctio

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, e
demeurant relaxés, permettent au sang de circuler

plus facilement.

%&e e Dictorat " Stat és Sererces

-33-
ABO K. Jean Claude



Dans certains cas, I'association de deux antihgpséurs est utilisée pour minimiser
les effets secondaires qui s’opposent. Par exerppla; éviter des troubles de la kaliémie
dans les associations de deux diurétiques comntieiagidique avec un antialdostérone pour
lesquels la diminution et 'augmentation du potasssanguin s’annulent plus ou moins.

Il apparait donc nécessaire chez I'hypertendu dliétan profil de risque, en fonction
de tous les cofacteurs de risque, afin de chorsrthérapeutique adaptée qui dans la grande
majorité des cas doit étre poursuivie a vie. Il amip que le traitement soit poursuivi
régulierement, car un arrét intempestif expose & hmsque hausse de la tension artérielle

(phénoméne de rebond) et, éventuellement, a dedeats cardiaques, cérébraux, rénaux, etc.

Il-1-2-4-2-3. Bases pharmacologiques daitement de I'hypertension artérielle

Les médicaments antihypertenseurs sont des agergseasymptomatique puisque la
plupart des hypertensions artérielles sont d’oeigimconnue. Le but de l'utilisation de ces
médicaments est de ramener les chiffres tensio@nkelsmormale, et ce, par une réduction des
divers facteurs d’hypertension que sont: le dditdiaque, la résistance périphérique,
le volume sanguin circulant (Meyer, 1978 ; Leclkeatal, 1982). Les différents produits
utilisés vont agir sur un ou plusieurs de ces taste

Le bénéfice des traitements meédicamenteux antitepezurs chez les patients
hypertendus, sans complication cardio-vasculagemadeste : réduction de 2 a 10 accidents
vasculaires cérébraux (AVC) sur 1000 patients ésappendant 2 a 6 ans; réduction de
2 a 5 infarctus du myocarde sur 1000 patient€sgendant 2 a 6 ans (Horvattal, 2008).

Le médicament est donné a vie. Il doit étre, idéelat, simple, efficace et bien toléré.
Il doit étre naturellement expliqué au patient. doaultiplicité des médicaments implique
gu'aucun n'est parfait. Le choix est fait par lelewdn en fonction du type d'hypertension, des
maladies associées, de I'efficacité et de la tot&rales différents produits. Il est courant qu'il
Soit nécessaire d'essayer successivement plusieeagcaments avant de trouver celui qui
convient au patient traité (Rossigmalal, 2004).

Il a été relevé que les inhibiteurs de I'enzymecdaversion de l'angiotensine Il
(IECA) et les antagonistes des récepteurs de kdegsine 11 (ARA 1l) semblent étre moins
efficaces chez la population noire d’origine afimeapuisque les niveaux de rénine sont moins
élevés chez cette catégorie de patients (Roffm@98 1Anonyme, 1999).

Les travaux de Matersaat al (1993) ont démontré que les diurétiques et, aiveau
moindre, les anticalciques, ont une efficacité siepée aux bétabloquants et aux IEC chez les

sujets de race noire. Les recommandations actupti&sonisent l'utilisation de ces deux
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antihypertenseurs (diurétiques et ICA) chez lestsuje race noire car plus efficaces dans ce
type de population (Chobaniahal, 2003 ; Douglagt al, 2003). En plus, les diurétiques ont
un co(t beaucoup moins élevé que les autres astiteyseurs (Bertrand, 2005).

En premiere intention (c'est-a-dire, le patienyard jamais été traité), le médecin peut
choisir une molécule (monothérapie) a une dose amionnelle (Monaneet al, 1997)
ou deux molécules (bithérapie) a doses faiblestéipse, 2000). Si I'objectif tensionnel est
atteint, le traitement est reconduit.

En cas d'inefficacité (ou d'efficacité insuffisgnbel d’effets indésirables au traitement
initial, on peut, soit poursuivre une monothéragiec une autre classe de médicaments, soit
faire une bithérapie a pleine dose en deuxiementioie Les recommandations actuelles
tendent a conseiller une bithérapie comme traiténigitial de I'hypertension artérielle
modérée, particulierement dans 'HTA du sujet deenaoire qui a une hypertension reconnue
comme difficile a normaliser (Roffman, 1998 ; Anamg, 1999 ; Chobaniaat al, 2003 ;
Douglaset al, 2003). Il faut noter cependant que la premietseal’inefficacité reste la prise
irréguliere ou lI'absence de prise du médicamersicptec'est-a-dire une mauvaise observance
(Yiannakopoulowet al, 2005 ; Adoubet al, 2006).

Si I'HTA est sévéere, on peut étre amené a prendis (trithérapie), voire plus de
classes de molécules différentes. L'inefficacitandfaitement comportant trois médicaments
de trois classes différentes définie une «hypsiben artérielle résistante »
(Calhounet al, 2008 ; Sarafidis et Bakris, 2008).

La stratégie thérapeutique la plus communémentsapour le traitement de 'HTA
est celle dite par palier. Elle consiste a presanine thérapeutique et a rajouter une autre en
cas d’inefficacité de la premiere prescrite se@lasi, un traitement peut se faire par un, voire
deux, trois ou quatre antihypertenseurs (Bouvehat, 1995 ; Gnakamenst al, 2009).

Le schéma de Idigure 4 indique les modes de traitement de I'hypertension
systolo-diastolique sans maladie coexistante.

L’étude HOT Hypertension Optimal Treatmgrda montré que la protection maximale
sur le plan cardio-vasculaire est obtenue soutetnaint antihypertenseur lorsque la pression
artérielle est abaissée, entre 80 et 85 mm Hg peupression diastolique, et 135 et
140 mm Hg pour la pression systolique (Hanssioal., 1998). Depuis cette étude, il est établi
gue la monothérapie est insuffisante pour normalesechiffres tensionnels de la plupart des
hypertendus (Gnakameeeal, 2009). Ainsi, la monothérapie qui était le maigetraitement
prédominant a la phase initiale a été supplantétagmathérapie. En outre, les prescriptions de

polythérapie (trithérapie ou plus) ont quadruplé.
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MODIFICATIONS DU MODE DE VIE
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Figure 4 : schéma du traitement de I'hypertension érielle

IECA :inhibiteurs de I'enzyme de conversion denjatensine Il
ARA 1l : antagonistes des récepteurs de I'angiatenH
ICC - inhibiteurs des canaux calciques

Autres : autres antihypertenseur
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Il — 2. Méthodes de séparation et d’identificatiorde composés des végétaux

Les trés nombreux travaux orientés vers l|'étude sildsstances naturelles (études
structurales, propriétés biologiques, études de laasynthese, chimiotaxonomie, etc.)
impliquent le plus souvent leur purification & pad'une matiére premiere trés complexe
(plante, organe animal, culture cellulaire, etd.a premiére étape (extraction) vise a
l'obtention la plus sélective possible d'un compageplus généralement d'un ensemble de
composés chimiquement proches. Les étapes suiv@piesication, isolement), souvent
longues et fastidieuses, doivent respecter au mietggrité chimique (donc biologique) des
molécules initialement présentes dans la matieamijare. Cette étape fait généralement appel
a tout l'arsenal des techniques chromatographid@epharmacopée exige ainsi le recours a
diverses techniques chromatographiques afin de ngardidentité et la qualité
pharmaceutique d'une drogue.

L’évolution des technologies a permis la mise aimpdinstruments trés performants
pour la séparation et l'identification de compodés végétaux. Ces technigues ouvrent ainsi
la voie a des possibilités nouvelles, notamment &udroduction des methodes couplées et
des méthodes non destructives qui se contentepetits échantillons ne nécessitant pas, ou

trés peu, de préparation préalables a la mesure.

Ce chapitre a pour objet de présenter, sans étnauskf, quelques techniques
couramment utilisées en Laboratoire pour sépatgifigr et identifier des composés présents

dans les extraits végétaux.

Il — 2 — 1. Techniques de séparation et de préparan de I'échantillon

Pour l'analyse de médicaments, le prétraitement ébbsntillons est un passage
souvent obligatoire. Le but du prétraitement dehbdtillon est I'élimination des constituants
qui interférents avec la méthode d'analyse utilisé@arfois, également I'augmentation de la

concentration des composeés a déterminer.

Il -2 —1-1. Préparation de I'échantillon
Chaque analyse a sa ou ses solutions ; mais lanatém de I'échantillon est souvent
indispensable et est aujourd’hui considérée comme étape fondamentale du processus

analytique.
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II-2-1-1-1. Généralités sur I'analyse desichantillon

La mise en ceuvre d’'une analyse de médicaments ergesdisposer d’un échantillon.
Celui-ci contient généralement les espéces reclesch encore appelées analyte
(terme anglais), et le reste des composeés, en mondmiable, qui constituent dans leur
ensemble ce qu’on appelle la matrice. L’analyte,dgsigne I'espéce a analyser, doit étre en
quantité suffisante et sous une forme qui conveertinstrument utilisé. La plupart des
échantillons nécessitent donc un prétraitement ifqgpée. Cette étape, qui fait suite a
I'échantillonnage proprement dit, conditionne lsul&t au méme titre que la mesure
elle-méme ou la précision de l'instrument utilistoffat et al, 1986 ; Rouessac et Rouessac,
2004).

Sachant que la moitié des analyses tombe danstégaree des analyses de trace
(moins de 1 ppm d’analyte dans I'échantillon briitfaut des méthodes d’enrichissement
importantes. Quant il s'agit de doser des tracesipd’autres composés des milliers de fois
plus abondants, on peut toujours craindre que é&siltats soient influencés par la
composition de la matrice. Ce type d’'interférencéree analyte et autres composés rend
nécessaire de procéder a un pré-traitement spéeifig I'échantillon.

Il existe plusieurs méthodes pour [I'élimination de®duits génants. Ce sont:
la filtration, la centrifugation, l'extraction pachange d'ions, I'extraction solide-liquide,
I'extraction liquide-liquide, [I'extraction en phasesolide, la recristallisation,
la chromatographie, etc.

Pour concentrer le produit a analyser, on peutegample, I'extraire puis €liminer le
solvant & l'aide d'un évaporateur rotatif (Rotavapd| est alors possible d'utiliser le résidu
pour I'analyse ou de le remettre en solution damgalume connu. Les principes actifs, sous
forme de résidu sec ou en solution organique, somins sujets aux dégradations qu’en
solution aqueuse.

Pour les petites quantités, on peut parfois coneehanalyte directement sur colonne
ou sur une pré-colonne lors d'une analyse par HRb{C Il — 2 — 2 — 2., page 64) ou sur une
cartouche d’extraction avant analyse (voir Il —2—1 — 4., page 41).

Lorsque deux produits ne sont pas séparables 'lans éxtraction, d'autres techniques
de séparation, tels que les techniques chromatoigpags (voir Il — 2 — 1 — 2., page 44),
sont applicables.

Suivant les appareils et les méthodes, on fait lagojpverses techniques d’extraction
(Mahuzier et Hamon, 1997 ; Houghton et Raman, 1998)
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-2 —-1-1- 2. Extraction solide-liquide (SLE)

Un échantillon sous forme de poudre peut contees g@rincipes actifs et des
excipients, tous solides. On procéde tout d'abordurge extraction solide-liquide
(SLE, Solid-Liquid Extractiofh. Ce type d’extraction se base sur l'immersion l&t
décantation, d’ou son nom populaire de lessivagmir Re faire, il existe différentes
techniques d’extraction : la macération, la déowgti'infusion, etc.

L’extraction solide-liquide flgure 5) permet d’extraire par solubilisation les
composants solubles de matiéres solides a 'aigie sblvant.

La SLE permet de séparer les constituants d’'unmgélan fonction de leur solubilité
dans le solvant extracteur. Ce dernier sera domisiclen fonction de la solubilité des
constituants a séparer.

Le solvant contenant le soluté dissous est séparégénéré, le plus souvent par
évaporation/distillation, et il reste une solutiextrait concentrée comme produit.

Les facteurs influencant le rendement de I'extoaciont les suivants :

» |le temps de contact de la poudre avec le solvant ;

= |e volume de solvant utilisé ;

= |e type de solvant utilisé ;

» |la granulométrie de la poudre: plus la surface cdatact est grande,
plus I'extraction sera rapide ;

» latempérature : un traitement thermique peut arelil’extraction.

Afin d'obtenir une extraction aussi rapide et ca¥tplque possible, le solvant
nécessite de grandes surfaces d'échange et desmshdiffusionnels courts. Ceci peut étre
obtenu par le broyage de la matiere solide a egtraoutefois, une granulométrie trop petite

peut entrainer la formation de grumeaux et rerelpaksage du solvant plus difficile.

-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 e wgolution aqueuse et un solvant
organique) sont mis en contact I'une avec l'aufire de permettre le transfert de matiere
(soluté), selon leurs différentes affinités, erdimux phases liquides (Rossatal, 1995 ;
Mahuzier et Hamon, 1997). Cette mise en contadiagepar agitation pendant quelques
minutes au sein d'une ampoule a décanter ou danappareils destinés a mélanger les deux
phases (mélangeurs). L'agitation du milieu a pdeted’augmenter la surface de contact
entre les phases et de favoriser la diffusion duté@u sein de chaque phase.
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Avant extraction

pr&s extraction

1 — Solvant

2 — Matiére a extraire

3 — Soluté

4 — Phase stationnaire lavée

5 — Solvant avec soluté dissous

Figure 5 : schéma de I'extraction solide-liquidg¢D’aprés Mahuzier et Hamon, 1997)
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Dans l'extraction liquide-liquide on cherche a axé&, a I'aide d’'un solvant, un soluté
contenu dans un mélange liguide homogene (les dmixtions ne doivent pas étre
miscibles). Avec I'extraction liquide-liquide, uromposant sous forme liquide (A : soluté)
peut étre séparé de I'éluant (C) par dissolutiagtfgoentielle dans un solvant (BDn utilise
pour cela une certaine quantité d'un solvant qudaiepas étre miscible avec I'éluant, mais
étre miscible avec le soluté. Les deux phasesdeguiéluant + solvant) sont mélangées
intimement (mélange non homogéne) et le solutésteldie dans chacune des phases selon
un équilibre physico-chimique. Le mélange non hoemagest alors décanté en deux phases
non miscibles :

 l'extrait (A + B), contenant majoritairement du\sait, et le soluté extrait ;

« le soluté qui peut contenir une partie de solutgexdrait igure 6).

Pour extraire de fagon quantitative une substahoeghase aqueuse, il est préférable
d'extraire plusieurs fois avec un petit volume diwant organique plutét qu'une fois avec un
grand volume (Jeffergt al, 1989).

Afin d'obtenir le soluté le plus pur possible, tl@action est suivie, le plus souvent,
par une étape de séparation dans laquelle le sabgarséparé du soluté. Pour débarrasser le
soluté du solvant d’extraction, il existe plusiearéthodes dont la décantation gravimétrique
ou centrifuge, I'évaporation (a4 l'aide d'un évapera rotatif), la lyophilisation et la

recristallisation.

I—2—-1-1-4. Extraction en phase solide (SPE

L'extraction en phase solide (SPBplid Phase Extractign est différente de
I'extraction solide-liquide dans laquelle le soli@xemple : feuilles séchées) contient un ou
plusieurs principes actifs que l'on peut extravecaun solvant. A cette fin, on utilise une
petite cartouche ouverte en matiere plastiqueenagk&nt a un corps de séringue, contenant
un absorbant solide approprié sur lequel on fagspaun volume connu de I'extrait brut.
Actuellement, il existe une grande variété de cettes contenant différents types de
garnissage. La nature de la phase solide est ehaisionction du type de composés que I'on
veut extraire. Il existe deux modes d'utilisation.

v Le mode le plus courant consiste dans un premigpded retenir sur
I'adsorbant les composés d’intérét pour I'analysggtée et a éliminer de la matrice initiale,
par rincage le plus possible de constituants jugéésirables pour la suite du dosage. En
général, on dépose I'échantillon sur un supportaisse passer les impuretés et retient le ou
les produits a analyser. Dans ce cas, il est pesdéddéposer un grand volume d'échantillon.
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= Soluté

Solvant

C

Eluant

AEB

Extrait

Figure 6 : schéma de I'extraction liquide-liquide(D’aprés Mahuzier et Hamon, 1997)

R
-42 -
T hise de Doctorat " Clat és Sciences ABO K. Jean Claude




Ensuite, on récupere par élution les analytes awefaible volume de solvant adéquat, ceci
permettant en plus d'en augmenter la concentramn.a ainsi reconstitué une solution
fortement enrichie en analyste ; une nécessité lpsumnalyses de traces.

v L’autre mode, moins fréquent, bien que trés simpst,de choisir la stratégie
inverse qui consiste a retenir les composés noinédgempuretés) sur la phase solide et a ne
laisser passer que les composés d’intérét. Damagels sont purifiés mais non concentrés

(Rouessac et Rouessac, 2004). Un exemple commua @sase inverse 18 ou des chaines

contenant 18 atomes de carbone sont greffées supaticules de silice. Ces greffons vont
interagir avec les composés organiques hydrophodrele biais des forces de Van der Waals
et ceux-ci seront alors extraits de I'échantillgueux en contact avec la silice. Ainsi, on fait
passer I'échantillon sur le remplissage pour retkss composés non désirés tandis que les
analytes passent librement.

La méthode pour la séparation par SPE des commbsdérét se déroule comme

décrit ci-dessous.

a) Conditionnement de la cartouche. C’est une étapes timportante.
Le conditionnement change suivant la nature dénés@ solide. Chaque type de phase a une
procédure spécifique de conditionnement.

Pour une cartouche1@ par exemple, il est recommandé de passer dansenmgy

temps du méthanol (ou de I'acétonitrile). La raisghque lorsque les particules de silice sont
greffées avec des chaines hydrophobes, cellesvi@ragnt imperméables, les chaines sont
en quelque sorte “collées” a la particule. Le aabl pénétre dans la phase greffée et
“décolle ” les greffons, les rendant ainsi acdassi au solvant aqueux et aux solutés.
La seconde étape du conditionnement consiste & ffasser le solvant de I'échantillon pour
laver les restes de méthanol qui saturent la phabde et empéchent les interactions de
partage entre la phase solide et les solutés.
Cette étape permet aussi de se retrouver dansodegions identiques de pH et de

force ionique avant le passage de I'échantilloreagu

b) Dépbt de I'échantillon. Le volume du dépbt de Bdthion peut varier du microlitre
au litre. Il dépend de la capacité du tube, deatune de la matrice (milieu dans lequel se

trouve le produit a analyser), de la nature deataiture, etc.

c) Lavage. Pour le lavage (rincage), il est nécessd@ bien choisir le solvant;
c’est-a-dire celui qui permet d'éluer seulemenirgsuretés. Aprés avoir lavé la phase solide,

on séche la cartouche en appliquant le vide peridarg minutes.
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d) Elution. Il consiste a faire passer un solvantrappé permettant de récupérer

l'analyte.

Lafigure 7 donne le schéma de la séparation d’'un analyta detrice par extraction
en phase solide.

I-2—-1-1-5. Extraction des métabolites seudaires

Les métabolites secondaires des plantes ont destss chimiques trés variées et
sont souvent présents sous forme de glycosidesaglycdones dans les matrices végétales.
Ces composés peuvent en plus avoir un caractede aci basique, ce qui fait que leurs
propriétés physico-chimiques difféerent grandemengein d’'un extrait brut.

Pour avoir une idée de la nature des constituaotsedplante, le matériel végétal
séché et broyé est généralement extrait successintgmar macération avec des solvants de
polarité croissante (par exemple dichlorométhang méthanol).

Selon les cas, des extractions spécifiques seréesessaires pour obtenir un
enrichissement dans une classe bien précise deosaésmgWagner et Bladt, 2001). C’est le
cas des constituants volatiles des huiles essestiginsi que certains groupes de composés
tels que les alcaloides, les flavonoides, las sapsnles stéroides, etc., pour lesquels un

solvant d’extraction spécifique est choisi.

Il -2 —1- 2. Méthodes chromatographiques

Toutes les méthodes chromatographigues sont forgléeles mémes phénomenes.
Ce sont des méthodes d'analyse qui permettentpdeesdes constituants d'un meélange en
utilisant leurs difféerences de comportement loréede passage entre une phase mobile et une
phase fixe dite phase stationnaire (Munier, 19EHes servent en analyse pour identifier et
qguantifier des composés au sein d’échantillons rdiv&lles sont aussi utilisées pour la
séparation ou la purification des échantillons.

On peut employer ces techniques a des fins prépesgbour des quantités notables
(10% g & 10 g) ou analytiques (10y & 10° g) afin de déterminer la présence (analyse
gualitative) et la concentration (analyse quanuégtd'une substance (Moffat al, 1986).

I-2—-1-2-1. Principes de la chromatographie
Les analyses chromatographiques reposent sur anigei constant : les substances
présentes en mélange sont séparées, a l'aide djppod solide (plaque, colonne, etc.),

en les faisant circuler a travers un milieu fixerte (alumine, silice, etc.) a I'aide d’un solvant
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mobile (gaz, liquide) qui les entraine. Chaque titwant adopte une vitesse de migration qui

lui est propre en fonction de sa solubilité danghase mobile et de son affinité pour la phase
fixe qui tend a le retenir. Finalement on obtiemtsEparation des constituants du mélange
initial. Le principe de base repose sur les équibde concentrations qui apparaissent
lorsqu’un composé est mis en présence de deux phasamiscibles.

Les méthodes chromatographiques, bien que tressdsiemettent en jeu un certain
nombre de principes communs :

e les substances se répartissent entre deux phaisesiscibles, selon un équilibre lié
a un coefficient de partition, qui dépend a la fdésla nature des composés et de celle des
deux phases considérées ;

e le renouvellement continu de la phase mobile rearetcause cet équilibre et
entraine une succession d'autres équilibres, ceequiaduit par une migration des substances
le long de la phase stationnaire ;

e |a séparation est obtenue car chague composé rNg® une vitesse qui lui est
propre et dépend du coefficient de partition (Myni®72).

On peut classer les différents types de chromapbgga de plusieurs fagons selon que
'on considére la nature des phases utilisées (tiqaide, etc.) ou les mécanismes de
séparation des composés (chromatographie d’adsoypltiexclusion, d’échange d’ions, etc.).

L’expérience de base en chromatographie peut étnéte comme suit :

v un solide finement divisé, appelé phase statioenaist immobilisé dans une
colonne ;

v' au sommet de cette colonne, un petit volume daditillon a séparer est posé ;

v’ cet échantillon est forcé a traverser la colonnanayen de la phase mobile
afin d’entrainer ses divers constituants. La plsaatonnaire retient plus ou moins fortement
les substances contenues dans I'échantillon seltenkité des forces d'interactions de faible
energie (comme les forces de Van der Waals, lesohia hydrogéne, etc.) réalisées entre les
différentes especes moléculaires et la phase rstaiie@. Si plusieurs composés sont présents,
ils se trouvent entrainés a des vitesses diff&sept®voquant leur séparation. La séparation
s'opére suivant les interactions chimiques ou pjags des analytes avec la phase mobile
ainsi qu'avec la phase stationnaire. Si les conggassents migrent a des vitesses différentes,
ilIs pourront étre recueillis séparément, chacunsd#m phase mobile (Rouessac et
Rouessac, 2004).
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-2 —-1-2-2. Chromatographie liquide (LC)

La purification des substances naturelles fait B@pede nombreuses techniques
chromatographiques utilisant une phase mobile diguet une phase stationnaire solide,
regroupées sous le terme générique de chromatagraphphase liquide (CPL oliquid
chromatography LC, en anglais). C’est une technique d’analysantjtative, qualitative et
séparative. Elle est principalement fondée sumésanismes d'adsorption, de distribution de
masse, d'échange d'ions, d'exclusion ou d'interastéréochimique (Munier, 1972).

La chromatographie liquide est une technique darséipn reposant sur la distribution
différentielle des espéces entre deux phases namibles. En LC, l'une des phases,
dite stationnaire, est contenue dans une colonrfexé@ a un support solide sur une surface
plane, et l'autre, dite mobile, se déplace au adrda la premiére en entrainant les analytes.
Les facteurs qui interviennent dans le partage me$icules a séparer entre la phase
stationnaire et la phase mobile sont : la solébdidns un solvant liquide, la taille (la forme),
la polarité, la charge électrique, la présence arigements d'atomes formant des sites
particuliers (Houghton et Raman, 1998).

L'appareillage en chromatographie liquide se compmtisn systeme de pompage, d'un
injecteur, d'une colonne chromatographique (évdletuent thermostatée), d'un détecteur et
d'un systéme d'acquisition des données (ou d'égriateur ou enregistreufjgure 8).

La phase mobile, délivrée a partir d'un ou plusieidservoirs, circule a travers la
colonne, généralement a débit constant, puis @asswers le détecteur.

Chaque séparation effectuée donne lieu & un emmegent particulier appelé
chromatogramme, qui correspond au tracé des \argatie composition de la phase €éluée au
cours du temps. Il présente un graphique d’unetimmale la concentration en analyte en
fonction du temps (ou du volume) d’élution. Poutertir ce chromatogramme, il faut placer a
I'extrémité aval de la colonne un capteur dontxiste un grand nombre de variantes.
Le chromatogramme, passage obligé de toute analysenatographique, est obtenu a partir
des variations en fonction du temps d'un signactetpie envoyé par le détecteur.
Le chromatogramme est une courbe qui traduit leatian au cours du temps d'un parametre
relié a la concentration instantanée du solutéoetiesde colonne. Le temps (ou trés rarement
le volume d'élution) est porté en abscisse etehsité du signal de détection en ordonnée.
La ligne de base correspond au tracé obtenu esebiak de composé élué. La séparation est
compléte quand le chromatogramme présente autgitslehromatographiques revenant a la
ligne de base qu'il y a de composés dans le mékagalyser.
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Détecteu

Réservoir de Intégrateur
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Chromatogramme

Figure 8 : schéma d’un dispositif de chromatographe liquide
(D’apres fascicule de travaux pratiques de chimealgtique pharmaceutique

et pharmacognosie-phytochimie, Ecole de Pharmassmeve-Lausanne, 2008)
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I -2 —1-2- 3. Chromatographie sur colonne oevte (CC)

La chromatographie sur colonne ouverte (CCplumn Chromatography
est constituée d'une colonne de verre remplie dicples de phase stationnaire, le solvant
migrant sous le simple effet de la pesantégufe 9).

Le conditionnement manuel d’'une colonne commence Ipadépdt d'un coton
hydrophile dans I'embouchure d’écoulement. La phgtaionnaire est mise en suspension
dans I'éluant de départ, puis versée dans la cel@mplusieurs fois jusqu’a stabilisation au
niveau deésiré. La quantité de phase stationnaitséat est généralement 30 a 50 fois
la quantité de I'échantillon a déposer.

L’échantillon peut étre introduit sous forme ligeicbu solide dans la colonne.
Lorsque I'échantillon se solubilise totalement dame petite quantité d’éluant de départ,
il est utilisé sous forme liquide. Dans ce casdhtion obtenue est déposée délicatement sur
la phase stationnaire. Par contre, lorsque I'édi@mtn’est pas soluble dans I'éluant de
départ, il est utilisé sous forme solide (poudrensi, I'échantillon est d’abord adsorbé sur
une quantité de phase stationnaire, correspond@&nba 3 fois sa masse, au moyen d’'un
solvant dans lequel I'échantillon est totalemenlulsie. Apres évaporation du solvant,
I'échantillon adsorbé sur la phase stationnairedégiosé soigneusement a la surface de la
phase stationnaire. Le tout est ensuite recouvenedine couche protectrice de sable, afin
que l'introduction d’éluant ne perturbe pas le dél’échantillon.

La composition de I'éluant de départ est détermaeanalyses chromatographiques
sur couche mince (CCM) préalables (Hostettmanal, 1998), en essayant de faire migrer
les substances d’intérét a un facteur de réter{(fdh d’environ 0,3 (voir Il — 2 — 2 — 1.,
page 61). L'élution se fait en mode gradient ourarde isocratique et les dernieres fractions
sont lixiviées avec du méthanol pur. En princigephase mobile est composée des mémes
solvants que ceux utilisés pour la CCM analytigheutefois, I'élution peut-étre accélérée
grace a l'addition progressive de solvant de ptuplas polaire par rapport a la phase initiale.
Le débit varie en fonction du type de séparatiomhadé et peut aller d’environ 1 ml/min
(fractions enrichies) a 10 ml/min (extrait brut)ouS I'action de I'éluent et des liaisons
qu’elles établissent avec I'adsorbant, les molécwient se déplacer differemment dans la
colonne et prendre un certain retard les unes gg@vort aux autres pendant la migration.
Elles vont donc se présenter avec un certainsdretasortie de colonne.

Les différentes fractions sont collectées dans tdes a essai (10 a 250 ml)
disposés sur un collecteur, dans des erlenmeyeadamsides piluliers. L’analyse par CCM du

contenu des tubes permet ensuite de regroupenmatiement les fractions selon leur profile
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Figure 9 : schéma du montage pour chromatographieus colonne ouverte (A)

et expérience de base en CC (H)’aprés Rouessac et Rouessac, 2004)
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chromatographique. Les différentes fractions ctdles peuvent également étre regroupées
selon leur activité biologique. Les solvants de &@xtions regroupées sont finalement

éliminés a I'’évaporateur rotatif.

I-2-1-2-3-1. Chromatographie d’adsorptio

La chromatographie d'adsorption est une chromagbbggdiquide-solide dans laquelle
la phase stationnaire est un adsorbant solide rpolgphase normale) ou apolaire
(phase inverse). Elle est basée sur la (ré)partites solutés entre I'adsorbant fixe et la phase
liquide mobile et permet la séparation des coretitel d’'un mélange de substances en
utilisant les propriétés qui les relient a un stdisiéterminé.

Chacun des solutés est soumis a une force deiogtdpaar adsorption) et une force
d'entrainement par la phase mobile. L'équilibre euirésulte aboutit a une migration
différentielle des solutés de I'échantillon & asafyce qui permet leur séparation.

La chromatographie d'adsorption est appliquée siftérentes techniques :

. sur papier : en chromatographie ascendante oulegdians cette technique le
papier constitue la phase fixe ;

. sur couche mince : le gel adsorbant (cellulos&esikest coulé sur une plaque
(verre, aluminium, plastique), mélangé a un ligutétfe) ;

. sur colonne : ouverte a pression ambiante, en ftashmatographie, a basse,
moyenne ou haute pression.

Dans cette derniéere forme de chromatographie, éselstationnaire étant contenue
dans une colonne, I'éluant, qui peut-étre sougdagion d’une pompe ou non, entre par une
extréemité et sort par l'autre. Il peut-étre un aotvunique ou un mélange de solvant.
Sous l'action de I'éluent et des liaisons qu’ekablissent avec I'adsorbant, les molécules
vont se déplacer difféeremment dans la colonne ehdre un certain retard les unes par
rapport aux autres pendant la migration. Elles \dmwic 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 appeléaron@atographie
d'exclusion-diffusion, tamisage moléculaire, gétdiion quand la phase stationnaire est
hydrophile (phase mobile aqueuse) ou perméationgelequand elle est hydrophobe

(la phase mobile est un solvant organique) (RogsestsRouessac, 2004).
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Dans la chromatographie d'exclusion stérique lesposants sont séparés selon leur
dimension moléculaire (taille et forme). La phatsignnaire est un solide comportant des
pores dont les dimensions sont choisies en rappa@t la taille des espéces a séparer.
Elle se comporte comme un tamis et sépare les cedspen fonction de leur taille
(figure 10).

On réalise ainsi une sorte de perméation sélectiV/échelle moléculaire. En effet,
lorsqu’un mélange de deux molécules (des grossdssepetites) est déposé sur une colonne
remplie d'un gel de sephadex (1), les grossescpbasi (dont le diamétre est supérieur a celui
des pores) ne peuvent pénétrer dans les pores, exsghies du gel (d'ou le nom de
chromatographie d'exclusion) et ne se répartisdent que dans le volume extérieur aux
billes, c'est-a-dire dans la phase mobile (élu@)jt)Elles sont donc éluées les premieres (3)
car n'étant pas retenues par la phase fixe. Emobsea les petites particules diffusent plus
lentement, car incluses dans les pores du get€2gui freine leur migration. Elles sont donc
sont €éluées les derniéres (4) car elles ont uregrlande distance a parcourir pour arriver en
bas de la colonndigure 11).

La vitesse de migration d’'un composé va donc démemmbur une méme famille de
molécules, de sa masse moléculaire. Les solutésdamt €lués dans l'ordre inverse des
masses moléculairefigure 12) ; ainsi la durée de séjour dans la colonne autgmiensque
la taille des analytes diminue.

La chromatographie d’exclusion est réalisée soitsdie but d’éliminer les sucres
contenus dans les extraits, employant alors commasepstationnaire du Diaion® HP20/L,
soit comme meéthode de purification de fractions,pleyant du Sephadex® LH-20

(gel de dextrane®).

Il -2 —-1-2- 4. Chromatographie sur couche prépative (CCP) ou
chromatographie sur couche mince (CCM) prarative
La plupart du temps, les extractions permettent séparer les constituants.
Mais, si quel que soit le pH de la phase agueuda eature de la phase organique, les
principes actifs ne sont pas séparés, il est néicessle faire une séparation par
chromatographie sur couche préparative (Mofatal, 1986). De méme, lorsque deux
principes actifs sont chimiquement proches et m¢ gas séparables par LLE, on a recours a

la chromatographie sur couche préparative.

e
_52-
T hise de Doctorat d"Clat és Scierces ABO K. Jean Claude




Grosses molécul B o
exclue—po g . o.. @

Petites molécult —ps * . & *e* *

inclues L L.

Granules de g —m
d’exclusior

Elution avec leg

L
volumemort @ ® ¢ ¢

Granule de gel
d’exclusion

Les petites molécul

sont inclue

Les grosses molécules
sont exclues
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Figure 11 :schéma du principe de la chromatographie d'exclusit
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La CCP dérive de Ila chromatographie sur couche eninanalytique
(voir Il —= 2 — 2 — 1., page 61) mais, dans ce cas, les zansgdick qui correspondent aux
taches sont récupérées de la plaque, contrairemEnCCM analytique. A cette différence
s’ajoute la quantité d’échantillon appliquée supleque chromatographique (20 mg a 40 mg)
ainsi que I'épaisseur de la couche du gel de sslicda plaque (1 a 3 mm).

Dans cette technique, les plagues utilisées sardrgiement des plaques en verre de
20 x 20 cm recouvertes de gel de silice. L'adsdrlest le méme que pour les CCM
analytique. Pour séparer des produits par CCRt ihécessaire d'avoir des hRf (= Rf x 100)
tres difféerents compris entre 30 et 70, car la légm est moins bonne que sur CCM
analytique. La préparation de la cuve de migraéisinla méme que pour la CCM analytique,
seule la taille et le volume d'éluant changent.

Le mélange & séparer est solubilisé dans un minirdansolvant adéquat, le plus
apolaire possible, tel I'éther ou le chloroforme, ™aniére a obtenir la dissolution totale.
La solution est déposée tres soigneusement, a thite pipette pasteur au bout trés effilé ou
d’un capillaire a point de fusion, ouvert aux dextrémités. Le dépdt se fait en ligne a 2 cm
du bord inférieur et 2 cm des cb6tés ; I'épaisseute@vant pas dépasser 5 mm. Il peut s’avérer
utile d’effectuer le dépdt sous courant d’air (scheveux) pour évaporer le solvant au fur et
a mesure et éviter ainsi une dispersion sur une lame bande. Il est nécessaire de bien
sécher avant d'éluer. La plaque est développée dlamscuve saturée contenant I'éluant
adéquat. Aprés migration sur environ 16 cm, la yagst séchée a température ambiante
(sous une hotte) ou avec un séche-cheveux, eadbed sont localisées sous lumiére UV.
Si les produits ne sont pas visibles a 254 ou 366ihest nécessaire de pulvériser un réactif
adéquat 4dd hoc"sur une petite bande, en bord de plaque, pui®ckiser les differents
éluats sur la partie "vierge" de la plaque.

La silice correspondant aux différentes tacheseasgmeusement grattée a l'aide d’'un
scalpel ou d'une fine spatule. Les composés déhtérés sur la silice sont recueillis
individuellement puis finement broyés et extraitspdusieurs fois sous agitation magnétique,
dans un solvant adéquat. Les différents extraisqjpilité de contrdle par CCM analytique)
sont réunis, séchés sur sulfate de sodium anhyiltrés puis concentrés au moyen de

I'évaporateur rotatif dans un ballon taré.

I -2 —-1-2-5. Chromatographie centrifuge a edre-courant (CCC)
Depuis  plusieurs années, parallélement aux noméseustechniques

chromatographiques utilisant une phase mobile diguet une phase stationnaire solide,
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regroupées sous le terme générique de chromatogsaphuides, se sont développées les
techniques de chromatographies liquide-liquidesdde contre-courant (CCC) (lto, 1982 ;
Mandaveet al, 1982 ; Murayamat al, 1982 ; Renault et Zeches-Hanrot, 1995). La CCl@ et
chromatographie liquide a haute pression (HPLC)t samisines par beaucoup d'aspects
(Foucault et Nakanishi, 1990 ; Abboutt et Kleim&a891 ; Berthocet al, 2009). En effet, les
séparations sont basées sur le partage des sehitésleux phases, et la chaine d'appareillage
est la méme : réservoir, pompe, injecteur, colodagecteur (s), collecte(figure 13).

La CCC a la particularité d’employer comme phasgiginaire une phase liquide.
Il ya donc absence de support solide au niveawndmlonne (Conway et Petroski, 1995).
Cette technique est donc basée sur le partageali#®ss entre deux phases liquides non
miscibles, préparées par mélange de deux ou phssselvants ou solutions. Ces phases sont
maintenues en contact dans la colonne chromatogussmhJne des phases, dite stationnaire,
reste dans la colonne grace au champ de forcesifggas (d’ou la dénomination de
chromatographie de partage centrifuge, CPC) ggrarte mouvement planétaire synchronisé
de colonne enroulée ; l'autre phase liquide, péecal travers, joue le role de phase mobile
(Slacaninet al 1989 ; Foucault, 1995). Des échanges sont assilples entre les deux
phases. L'extrait est traité dans une colonne déication et son élution permet la séparation
progressive des solutés en fonction de leur coefficde partage respectif. Le solvant de
I'extraction provient d’'un bac tampon et est ingedians la colonne par I'intermédiaire d’'une
pompe.

Le choix du systéeme de solvants peut se faire satodiagramme ternaire de phases
(Conway, 1990 ; Foucault et Nakanishi, 1990 ; @kaal, 1991), ou par l'utilisation de
gammes préétablies (Abbott et Kleiman, 1991).

-2 —-1-2-6. Flash chromatographie

C’est une technique de fractionnement et de patiba utilisant un systeme manuel
de pression hydraulique. Le systéme est compos® diauteille d’air comprimé qui alimente
une pompe pneumatique, d'une vanne d’injectiordelex modules de compression utilisable
selon les quantités d’échantillon et d’'un régulatiipression (manometrgigure 14).

Dans cette technique, le support chromatographiquiepeut étre de la silice normale
ou de la silice en phase inverse, est conditioranés dles cartouches. Les échantillons a
purifier sont déposés sur des pré-colonnes deslicde phase inverse. La colonne de phase
stationnaire sous pression (7 Bar maximum) perm&iccdlérer la purification,

par rapport a un systéeme équivalent a pressionsginéoique, avec un débit élevé.

-55.-
T hise de Doctorat d"Clat és Scierces ABO K. Jean Claude



2 ‘
Pompes HPLC ‘ U U D D
A [= f ‘ - Détecteur ~ Collecteur de
B 5J L. fractions
=

Boucle

—} d’échantillon ﬁw—‘ﬂh}z—_‘
B Fﬁ Contrepoids
rotatior
S —
% [ '

Solvants

- ST
Phase Phase
supérieureinférieure @

Figure 13 : schéma d’un dispositif de chromatograpie de partage centrifuge
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Figure 14 : schéma d’un dispositif de flash chromatgraphie

(D’aprés http://www.interchim.com/interchim/chroroafalog_chrom_pdf/pdf5.htm)
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Cette technique permet également une amélioratams ta résolution de séparation et une

quantité plus élevée d’échantillon.

-2 —-1-2-7. Chromatographie liquide a basgaession (LPLC)

La chromatographie liquide a basse pression (Lofa#?).C, Low Pressure Liquid
Chromatography est une technique d’élution basée sur les mémaesies que ceux de la
chromatographie classique sur colonne et, a unee athelle, similaire a celle de la
chromatographie liquide a haute performance (HPQ®@jr Il — 2 — 2 — 2., page 64).
Une manipulation de LPLC se déroule a une bassssipre de travail comprise entre 1 et
10 bars, et la quantité déchantillon a analyselaetlimension des colonnes sont plus
importantes. La résolution est par conséquent mbotne qu'en HPLC, mais plusieurs
centaines de milligrammes d’échantillon peuverg &tictionnés en une analyse.

Le dispositif est constitué d’'une pompe, d’'un dieca longueur d’onde fixe et d'un
enregistreur. La colonne est une cartouche contéagrase stationnaire, connectée par son

extrémité inférieure a une cuve de collecte sogsdaression.

Il -2 -1 -2 - 8. Chromatographie liquide a moyare pression (MPLC)

Le principe de la chromatographie liquide a moyempnession (MPLC,Medium
Pressure Liquid Chromatographgst semblable a celui de la chromatographiedeja haute
performance (HPLC) (voir Il — 2 — 2 — 2., page fDette technique de séparation, a mis
chemin entre la LPLC et la HPLC permet, en uneyaealla séparation d'une plus grande
guantité de mélanges complexes tout en conserventéasolution convenable. La MPLC est
réalisée a l'aide d’'une pompe péristaltique, sulorazes de chromatographie en verre
contenant la phase stationnaire (en phase normalenophase inverse). Des colonnes de
calibres variables sont utilisées. La colonne estmentée d'une pré-colonne permettant
d'effectuer un dépét d'échantillon et reliée auesye de solvants. L'échantillon est introduit
sous forme solide mélangé a la phase stationraure3(fois son poids) ou sous forme liquide
(1 a 20 ml) suivant sa solubilité. L’éluant est pe@ipar pression d’air délivrée par une pompe
a travers la pré-colonne, puis la phase statioen&n MPLC, la pression de travail est
comprise entre 15 et 20 bars.

Les systémes d’élution employés avec un deébit élewntre 2,5 et 250 ml/min)
sont généralement des mélanges binaires ou tegsmawaophasiques permettant de travailler
en gradient polarité ou en isocratique. Des frastisont collectées dans des tubes a essai

grace a un collecteur de fraction programmableoentfon du volume, du temps ou du seuil
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de détection par couplage a un photomeétre UV (tieca longueur d’onde variable de 190
a 740 nm.

-2 —-1-2-9. Chromatographie liquide & hautpression semi-préparative
(HPLC semi-préparative)

La chromatographie liquide a haute pression seégpgmative est une technique tres
utilisée pour les étapes finales de purificatioto @t al, 1994). Elle est utilisée pour la
séparation de mélanges de 1 a 100 mg. La chronagtoigr préparative est utilisée pour
purifier des produits pour d'autres utilisation©onSbut est d'obtenir de la substance ;
c'est pourquoi, a toute échelle, elle implique aléecter des fractions.

La HPLC semi-préparative est une technique basékesumémes principes que ceux
de la chromatographie liquide a haute performahtfelLC) analytique (voir Il -2 — 2 — 2.,
page 64). Le montagéidure 15) se compose d'une pompe, d’un injecteur, d’'uneruae,
d’'un détecteur UV a longueur d’onde fixe ou var@aét d’'un collecteur de fractions.

Par convention, la chromatographie liquide a haptession semi-préparative
correspond aux colonnes avec un diamétre intermng dé 8 a 25 mm et avec des particules
de 5a 10 um (Hostettmaenal, 1998).

-2 —-1-2-10. Chromatographie en phase gaza(CPG)

La chromatographie en phase gazeuse (CPG ou GC, amglais, pour
Gas Chromatography est tres voisine de la chromatographie liquidajsmici, la phase
mobile est un gaz. Elle se fonde sur le partagediuté entre une phase mobile gazeuse et
une phase stationnaire liquide ou solide immolalisar un support inerte. La CPG est une
technique de séparation chromatographique repaaanta distribution différentielle des
especes entre deux phases non miscibles, une gthtisanaire contenue dans une colonne et
un gaz vecteur, comme phase mobile, qui traverse pkase stationnaire. Elle est fondée sur
les mécanismes d'adsorption, de distribution desenasl d'exclusion. La séparation sur la
colonne se faisant sur des composés qui doivemiaététat gazeux, I'analyse des liquides ou
solides impose de pouvoir les transformer a ld¢atapeur par chauffage (Tranchant, 1995 ;
Rouessac et Rouessac, 2004).

Un appareil de CPGigure 16) réunit, dans un bati unique, outre les trois nheslu
classiques (injecteur, colonne et détecteur), wmr finermostaté qui permet de porter,
si nécessaire, la colonne a une température éleadghase mobile qui entraine I'échantillon

dans la colonne est un gaz, appelé gaz vecteuddlsts, contrélés avec précision,
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Figure 15 : schéma d’un dispositif de chromatograpie liquide a haute pression
semi-préparative

(D’apres http://www.snv.jussieu.fr/lbmedia/lafont@mato/A4.html#A4)
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Figure 16 : schéma d’un dispositif de chromatograpie gazeuse
(D’'apreés fascicule de travaux pratiques de chimialgiique pharmaceutique
et pharmacognosie-phytochimie, Ecole de Pharm&iameve-Lausanne, 2008
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permettent une grande répétabilité des temps dentrén (Ettre et Hinshaw, 1993 ;
Tranchant, 1995).

L’installation de chromatographie gazeuse est satiéde comme suit.

La phase mobile, c’est a dire le gaz, est soussimesians un cylindre métallique.
C'est dans son flux que I'on injecte le mélangealyaer, et c'est lui qui le véhicule jusqu'au
détecteur a travers toute la colonne. Un ou detendéurs permettent de réduire la pression
entre 1 et 4 bars avant passage dans la colonngudléé de la séparation dépendant de la
vitesse de la phase mobile, il est important de bégler cette pression (Hinshaw et Ettre,
1994). On utilise comme phase mobile I'un des tgag suivants : hélium, diazote ou
dihydrogéne (Rouessac et Rouessac, 2004). Il exristigellement 3 grandes classes de
colonnes : les colonnes remplies, capillaires egahéres.

L’échantillon & analyser, facilement volatil, eséa@lablement mis en solution dans un
solvant trés volatil. Il est injecté (1 a kb, a I'aide d’'une microseringue, a travers un sept
qui obture la chambre d’injection ou injecteur. Barette chambre d'injection, I'échantillon
est volatilisé et homogénéisé avec le gaz vectepore en téte de la colonne (Rouessac et
Rouessac, 2004). La température de l'injecteuré&@td'au moins 30 °C supérieure a celle de
la colonne.

La colonne est placée dans une enceinte a tempgraégulée par un four
(type chaleur tournante). Il est possible de medifia température en cours d'analyse
(gradient de température) afin de séparer, dantemps court, des composés de volatilités
différentes.

La phase stationnaire dans la colonne peut étreligmde non (ou peu)
volatil (chromatographie gaz-liquide) ou un sol@gsorbant (chromatographie gaz-solide).
Dans les deux cas, la phase stationnaire va prevogm phénoméne de rétention
chromatographique avec les différents composésatés)l Plus le composé a d'affinité avec la
phase stationnaire, plus il mettra de temps arstetia colonne.

Les différentes molécules du mélange vont don@parsr et sortir de la colonne les
unes apres les autres apres un certain laps des tgm@st fonction de l'affinité de la phase
stationnaire avec ces molécules.

La phase gazeuse qui a traversé la colonne reecantrélément essentiel qui est
appelé détecteur avant de sortir a lI'air libre.détecteur permet de mesurer en continu le
signal émis par les différentes molécules et devpiodes identifier. Il envoie un signal
électronique vers un enregistreur qui dessineradasbes de chaque pic en fonction de leur

intensité (courbe de type Gaussienne) appeléemeatogrammes (Tranchant, 1995).
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Il — 2 — 2. Techniques de séparation analytique
Il -2 — 2 — 1. Chromatographie planaire ou chromaigraphie sur couche mince
analytique (CCM analytique)

La chromatographie sur couche mince (CCM ou enasdILC, pourThin Layer
Chromatography est une technique analytique rapide, simple et g@iteuse, utilisée au
cours de la séparation et de l'identification dedaholites (Randerath, 1971 ; Moffat, 1986).
Elle s’applique aux molécules pures, aux extraitélénge complexes de métabolites) et aux
échantillons biologiques. Elle permet d’avoir udée de la pureté relative des échantillons a
analyser ou a fractionner. C’est également un stigpoilement utilisable pour caractériser
ultérieurement des substances par leurs réactieftibsiques ou leurs activités sur certaines
cibles biologiques ou biochimiques (Wagner et Blad01).

La chromatographie sur couche mince repose prilgignt sur les phénomenes
d’adsorption et de partage (Vernin, 1970 ; Rantierd®71). Sa mise en ceuvre nécessite
plusieurs matériels.

v Une plaque de chromatographie sur couche mince adam la phase
stationnaire. Elle se compose d’'un support rigidate (plague de verre, feuille d’aluminium
ou de plastigue) de dimensions variables (génémien20 x 20 cm, 10 x 10 cm
ou 5 x 10 cm), avec une épaisseur comprise enfree02 mm, sur lequel a été étalée
uniformément une fine couche d’'un milieu d’adsaptiusuellement du gel de silice, de
l'oxyde d'aluminium ou de la cellulose) comme phagationnaire (exemple gel de
silice 60 B54: le nombre 60 indique le diametre moyen des patesl'adsorbant en

angstrom ; la lettre F indique I'addition d'un cateur fluorescent ; le chiffre 254 précise la

longueur d'onde d'excitation a laquelle il fautanelgr la plaque). L'épaisseur de la couche de
phase stationnaire est de l'ordre de 0,2 mm (20Q [tautes les couches prétes a I'emploi

renferment un liant organique (incorporé au cowr$adfabrication) destiné a leur assurer une
stabilité suffisante, une bonne adhérence et usedgrrésistance aux frottements.

v' Une cuve chromatographique. C’est un récipienveme, de forme variable
(selon les manipulations a effectuer) fermé pacauvercle maintenu étanche.

v' La phase mobile: solvant (éluant) approprié. Lhase mobile est
généralement un mélange binaire ou ternaire deastdy adapté au type de séparation
recherché (Renaudt al, 2002). Le solvant de migration doit étre chdisimaniére a obtenir
une bonne séparation des principes actifs, sansoquer de dégradation en cours de la

migration des composeés. La phase mobile est intieodians la cuve de migration quelques
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minutes (environ 5 a 10 min) avant son utilisatibes parois de la cuve sont garnies de
papier buvard imbibé de solvant et la cuve est éexnteci pour faciliter sa saturation en
vapeur de solvant d'élution.

v Les échantillons. lls sont le plus souvent solséd dans un solvant volatil qui
n'est pas forcément le méme que I'éluant. Les édlmars a analyser sont déposés, a 1 cm du
bas de la plague, en petits spots sous forme ddspde 2 a 3 mm de diametre ou de trait
horizontal de 1 a 2 cm de longueur, sur I'absorblaed dépbts doivent étre espacés entre eux
d'environ 1 cm et se trouver a 1,5 ou 2 cm dessblatérales. Les quantités déposées sur les
plagues sont normalement de 10§ pour les extraits et de 1@ pour les produits purs.
Ce dépodt est réalisé délicatement, en plusieurs, favec 1 a 5 pl de ces solutions,
soit manuellement avec un capillaire, soit de nrare&itomatique (Wagner et Bladt, 2001).

La plaque ainsi préparée est déposée obliguemastldacuve munie d’'un couvercle,
plongeant d’environ 0,5 cm dans la phase mobileasgrd’éluant. Pour une bonne migration
des composeés, la cuve contenant la phase mobtlétdeisaturée. L’endroit ou I'échantillon se
trouve doit étre situé au-dessus du niveau d'imimerd.es composés déposés sont alors
dissous par la phase mobile qui migre lentementajgitlarité, en mode ascendant, le long de
la phase stationnaire seche, entrainant a desedtadifféerentes les constituants a séparer
(figure 17A).

Selon la nature des phases mobile et stationndieex types de mécanismes
d’interaction permettent la séparation de comp@sésents en mélange : I'adsorption sur la
surface de la phase stationnaire solide et le garatre un film de phase stationnaire liquide
et la phase mobile. Les constituants du mélang®garent ainsi par migration différentielle
(Moffat, 1986).

Lorsque le front de solvant a parcouru une distacoresidérée comme suffisante
(en général une dizaine de centimeétres), la plagtiectirée de la cuve. Immédiatement apres
avoir sorti la plaque, le front de solvant (positiimite atteinte par la phase mobile)
est marqué avec un crayon a papier, la plaque éxttée a l'air ou éventuellement au
séche-cheveux pour évaporer entierement le sofiRamtessac et Rouessac, 2004).

Lorsque les constituants sont colorés, ils sontctiément visibles sur la plaque.
Des produits fluorescents incorporés dans la pheiatonnaire des plagues utilisées
permettent également la visualisation des compdd¥sactifs; les constituants de
I'échantillon désactivant la fluorescence du matérla plaque est fluorescente partout sauf
aux endroits ou se trouvent les constituants. Aires taches sont localisées sous

éclairage ultraviolet a 254 nm (extinction de leoflescence) et 366 nm (fluorescence propre)
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Couvercle Front Rf = Xi/X,

de I’éluant|

A
l«— Cuve chromatographique
(saturée en vapeur de solvant) ‘ .
Plaque de CCM X,
® o
X
o O '
——Lieu de dépot .
de I’échant?llor Ligne de base— — Xy
Solvant de migration
B

Figure 17 : schémas d’'une chambre de développemeatd CCM et plaque de CCM

(D’apres Rouessac et Rouessac, 2004)

A - Cuve chromatographique (munie d'un couvercle)astantt la plaque de CCM
portant les échantillons

B - Aspect classique d'une plaque de CCM apres dgwetoent ; calcul du Rf

R ——
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et entourés au crayon a papier ou photographiéed. germet la détection des produits a
faible activité spectrale dans le domaine du vs{ehviron 450 a 700 nm).

Les différents constituants de I'échantillon nenanig pas a la méme vitesse le long de
la plaque, on obtient alors, dans le cas idéahraute taches que de constituants sur le trajet
de migration du solvant.

Les hauteurs de migration des différentes tachesmesurées et on détermine alors,
pour chaque constituant, le rapport frontal oudactde rétention (RRRetention factgrqui
caractérise la position de chaque tache et quiagattéristique d’'une seule espece chimique
(figure 17-B). C’est le rapport de la distance de migrationpdoduit (centre de la tache
quand elle est ronde) sur la distance de migratmtiéluant (front du solvant) (Randerath,
1971).

Distance parcourue par le constituant
Rf

= XI'X
Distance parcourue par le front de I'éluant

Si nécessaire, l'utilisation de réactifs chimiques solution, vaporisés sur les
chromatogrammes, permettent de compléter les odismmg faites visuellement sous les
lampes UV (Krebset al, 1969). La révélation par "sprayage" consistei@d fane réaction
chimiqgue a méme le support en pulvérisant un riéapfproprié ou un mélange de réactifs
(Wagneret al, 1984 ; Wagner et Baldt, 2001). En effet, un ghaiapté de réactifs permet
non seulement de mettre en évidence des consstoartlasses de constituants présents dans
un extrait (criblage général), mais offre en plag iéthode simple et rapide pour localiser

un compose particulier dans un meélange (extraittion enrichie, etc.).

Il -2 -2 — 2. Chromatographie liquide a haute pdormance (HPLC)

La technique de séparation la plus utilisée en yaralphytochimique est la
chromatographie liquide a haute performance, aler€@diP (ou HPLC,High Performance
Liquid Chromatography La HPLC analytique est utilisée pour analyser égtraits et les
fractions, pour guider et optimiser les conditidiesséparation et d'isolement avec la MPLC et
la HPLC semi-préparative, et pour vérifier la péretdes produits d'isolement
(Adams et Nakanishi, 1979 ; Snydsral, 1997). Elle dérive de la forme la plus ancienae d
la chromatographie liquide sur colonne dont lesgoerances, en termes de sélectivité et de
résolution, se sont trouvées grandement améliggaeda miniaturisation et l'utilisation de

phases stationnaires trés élaborées.
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A lorigine la lettre P du sigle HPLC correspondait mot "Pression”. La grande
efficacité de cette technique, qui combine leskatts rapidité et résolution élevée, fait que la
lettre P désigne actuellement le mot "PerformafiRetiessac et Rouessac, 2004).

La méthode de séparation qu’elle utilise fait apgoet mémes éléments de base que
ceux de la chromatographie classique sur coloniresi,Aune installation de HPLC comporte
divers modules spécialisés : les solvants (phadale)ole dégazeur, les pompes, l'injecteur
automatique, la colonne thermostatée, le détece&tute micro-ordinateur (intégrateur)
(figure 18).

Ces modules se présentent dans des boitiers thsinc intégrés dans un méme
chassis et sont reliés entre eux par l'interméside canalisations de trés faible diametre
interne (0,1 mm) pour assurer la circulation dpHase mobile. Ces appareillages sont pilotés
automatiquement par un programme informatique.

v' La phase mobile est une combinaison miscible d&ale divers liquides organiques
(alcools, acétonitrile, dichlorométhane, etc.) (Rdhet al, 2002). Ces solvants doivent étre
dégazés (par barbotage de gaz neutre dans legaiésele phase mobile ou par des dégazeurs
en ligne) afin d'en retirer l'air dissous qui paitrrformer des bulles pouvant géner la
progression du liquide dans les tubes (mauvaistg)ébi créer des faux pics ou artéfacts au
niveau du détecteur.

La composition de la phase mobile peu étre moddiecours de l'analyse : c'est le
mode dit « gradient » ou « élution graduée ». Eposition, il y a le mode « isocratique »,
pour lequel la composition de la phase mobile réstenéme tout au long de l'analyse.
Dans une élution avec deux pompes, un meélangeuaussi nécessaire afin d'obtenir une
phase mobile homogene.

v Les pompes servent a déplacer les solvants a hmession (150 a 200 bars).
Elles permettent de délivrer, a un débit non pelsétable, un éluant de composition fixe
(mode isocratique) ou au contraire de compositianable pour faire un gradient d'élution
(mode gradient).

v" L'injection est effectuée par un injecteur a boudéchantillonnage. Il permet
d’introduire I'échantillon, solubilisé dans un saht adéquat et exempt de particules en
suspension, en téte de colonne, dans le systemgtea pression.

v" La colonne est un cylindre calibré, généralemenaaear inoxydable, parfois doublé
d’'un matériau inerte (verre ou plastique spéciabdg contient la phase stationnaire de fine
granulométrie (diametre compris entre 2 et 5 pmjaipe et hydrophile (phase normale)

ou apolaire et hydrophobe (phase inverse). La phaseale la plus utilisée est a base de
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1 Solvants
(phase mobile)

!

2 Dégazeur
!

3 Pompe
!

4 Injecteur
!

5 Colonne

thermostatée

!

6 Détecteur — [Integrateur-Enreglstreur] .

(Ordinateur)

Figure 18 : schéma d’un dispositif de chromatograpie liquide

a haute performance (HPLC)
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gel de silice. La phase "inverse" est en généralposée de petites particules de silice sur
lesquelles on a greffé des fonctions chimiqueg]ue souvent des chaines a 8 ou 18 atomes
de carbones (C8 et C18). Selon le taux de greffagepbtient une plus ou moins grande
résolution. Cette phase stationnaire qui remplieolonne est maintenue entre deux disques
frittés. La colonne peu étre précédée d’'uéecplonne qui permet d’éviter les colmatages
éventuels occasionnés par I'accumulation de matéade trés grosse taille.

La colonne chromatographique permet la séparates molécules chimiques en
fonction de certaines de leurs propriétés respesffaille, polarité, hydrophilie, affinité, etc.).
Les molécules sortiront ainsi de la colonne a ckfiés temps appelés temps de rétention,
suivant leurs interactions avec la phase statioarsila phase mobile.

v Un détecteur chromatographigue (spectroscopie IdNe, barrette de diode,
fluorimeétre, réfractometre, etc.), qui suit la aule, permet de détecter en continu, dans le
flux sortant, les analytes séparés. Le plus répastide détecteur UV-visible a barrette de
diode (DAD, Diode Array Detector d'ou l'appellation HPLC/DAD-UV. Il mesure
I'absorption de la lumiére par le produit, a latisode la colonne, et opére a longueur d'onde
fixe (celle-ci ayant été fixée par I'opérateur)joagueurs d'ondes variables entre 190 et
800 nm ou a longueurs d'ondes multiples commetkssaux de diodes.

v" Un ordinateur (intégrateur, enregistreur) complétglus souvent le dispositif, pour la
commande du systéme chromatographique, ainsiaggulsition et le traitement des données
provenant du détecteur.

L’analyse qualitative consiste a identifier les Igtes par leur temps de rétention qui,
pour des conditions données (solvant, débit, caoete.), est caractéristique du compose.
Le résultat observable d'une analyse HPLC se pieesenis la forme d'une courbe du signal
détecté en fonction du temps : c'est le chromatogra. || comporte plusieurs pics de forme
gaussienne, de caractéristiques différentes. Oretadoe chaque pic correspond a un seul

COMpose.

Il -2 —2 — 3. Chromatographie liquide ultra-perfamante (UPLC)

La chromatographie liquide ultra-performante (UPLdira Performance Liquid
Chromatography permet, par rapport a un systeme HPLC classiqdiaméliorer
sensiblement la séparation et la résolution des gicomatographiques. La UPLC repose sur
I'emploi de phase stationnaire composée de patiad diameétre inférieur a 2 um (alors que
les colonnes HPLC sont habituellement remplies aeiqules de 3 a 5 um). De ce fait,
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il est possible d'augmenter le débit, et donc tesge d'analyse, sans altérer les performances
chromatographiques.

L'avenement de la UPLC a toutefois nécessité leeldppement instrumental d'un
nouveau systeme de chromatographie en phase liquidevant tirer avantage des
performances de séparation (en limitant les volumess) et compatible avec les pressions
générées (de I'ordre de 550 a 1000 bar, companativiea 170 a 400 bar en HPLC).

Le systeme UPLC est composé des mémes élémentsn gysteme HPLC
(cf.1-2-2-2).

Le couplage de cette technique séparative avecnayseur de masse a haute
résolution (UPLC/ESI/TOF-MS) (voir Il — 2 — 3 — 3age 71) est idéal pour établir une
comparaison de fractions ou d’extraits, ou d'efiectde la déréplication (Spitsmeisegral.,
2010 ; Favretet al, 2012).

Il — 2 — 3. Techniques d'identification structurale

L’identification des structures moléculaires orgams se fait généralement par
utilisation combinée de plusieurs techniques spsctpiques telles que la spectrométrie de
masse, la spectrométrie UV-visible, la spectroraéinfrarouge, la résonance magnétique
nucléaire du proton et/ou du carbone.

Ces techniques permettent, dans un temps rédawoid’ des données importantes
conduisant a I’élucidation structurale des molégulesur principe de base repose sur le fait
gue la molécule est soumise a des sources d'éngtrgige sa réponse est enregistrée sous la

forme d’un spectre.

Il -2 —3 — 1. Spectrométrie d’absorption de 'ultaviolet et du visible (UV-visible)

La technique de spectrophotométrie est basée suprdariété de la matiere,
et plus particulierement de certaines moléculeahsdrber certaines longueurs d'ondes du
spectre UV-visible (ultraviolet : 200 & 400 nmsitsle : 400 a 750 nm).

La spectrométrie UV-visible est une méthode quatng et qualitative de grande
utilité pour les analyses chimiques. Les technigdesspectrométrie UV-visible sont des
méthodes simples et rapides qui fournissent desrniations sur la nature chimique,
les propriétés physico-structurales et les canstifues optiques des composés (Meyer et
Denier, 1996). Dans les substances, chaque congize¥be a une longueur d’onde bien

déterminée, ce qui permet de caractériser les mielecLa mesure de I'absorption UV permet
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également de connaitre ou de déterminer la comosichimique dun mélange,
par comparaison avec des témoins.

La chromatographie liquide et ['électrophorese |zpm ont favorisé le
développement de détecteurs UV-Visible perfectisnr@él'origine d'un mode trés courant
d'obtention des chromatogrammes, accompagné deibiitss d'identification et de
quantification des composeés. Les détecteurs UV bargettes de diodes (DADjode Array
Detecto) sont couramment utilisés comme détecteurs ddwmitpees chromatographiques
(HPLC).

La plupart des spectrometres vont de 185 a 900 Roudssac et Rouessac, 2004).
Les appareils principalement utilisés en spectramétUV-visible sont des
spectrophotometres a double faisceaux qui se pgergegomme schématisé ci-dessous
(figure 19).

Dans cet instrument, le faisceau monochromatige®y d'une lampe au tungsténe
(180 a 1100 nm), est divisé en deux de maniérdiglen: un des rayons traverse une cellule
de référence (celle du fond) contenant le solvantl€ milieu utilisé sans la (les) substance(s)
étudiée(s)) et l'autre rayon traverse la cellulelléc de devant) contenant I'échantillon
(Hamonet al, 1990). Pour I'UV, on utilise des cuves en quédaverre absorbe en UV) et,
pour le visible, il est possible d'utiliser des esvjetables en plastique. Le signal da a
l'absorption de la référence est automatiquemenstst de celui d0 a l'absorption de
I'échantillon ; le spectre résultant est donc céeliiiexclusivement a la substance étudiée.
Il est nécessaire de faire la correction de ligaébdse (le zéro) en mettant le solvant (ou le

milieu utilisé sans la (les) substance(s) étud)@el@ns les deux cuves.

Il — 2 — 3 — 2. Spectrométrie infrarouge (IR)

La spectrométrie infrarouge (spectrométrie IR) wst classe de spectroscopie qui
traite de la région infrarouge (longueur d'onde pose entre 780 nm et 1 000 000 nm)
du spectre électromagnétique. Elle recouvre umgelgamme de techniques, la plus commune
étant un type de spectrométrie d'absorption. Conpuoar toutes les techniques de
spectroscopie, elle peut étre employée pour lifieation de composés ou pour déterminer la
composition d'un échantillon. Elle permet de déteem la présence de groupements
fonctionnels (fonctions chimiques) dans les molésubrganiques, et les structures dans

certaines molécules simples.
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Echantillon rotatif

Figure 19 : schéma d'un spectrophotometre UV
(D’apres fascicule de travaux pratiques de chimialgiique pharmaceutique

et pharmacognosie-phytochimie, Ecole de Pharm&imeve-Lausanne, 2008
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Le spectre infrarouge d'un échantillon est étahlif@isant passer un faisceau de
lumiére infrarouge au travers de cet échantilldaxamen de la lumiére transmise indique la
guantité d'énergie absorbée a chaque longueur a'ddd peut le faire avec un faisceau
monochromatique, avec une modification de la longukonde dans le temps, ou en utilisant
un instrument a "transformée de Fourier" afin desuner toutes les mesures d'onde
simultanément. On peut alors produire les spearesbsorbance ou en transmittance et
indiquer les longueurs d'ondes d'absorption. Lismealde ces caractéristiques indique des
détails de la structure moléculaire de I'échanmtillo

La spectrométrie infrarouge exploite le fait ques lenolécules possedent des
fréequences spécifiques pour lesquelles elles totiroe vibrent en correspondance avec des
niveaux d'énergie discrets (modes vibratoires). llaasons entre les atomes composant une
molécule peuvent étre considérées comme des «tessqui possedent des fréquences de
vibration propres et absorbent les rayons électgm@iiques d’énergie correspondante.
Lorsqu'une molécule est exposée a un rayonnementellRs absorbent a différentes
fréequences dont chacune est caractéristique d'onetibn chimique (Mukamel, 2000).
Afin qu'un mode vibrationnel dans une molécule saitif dans l'infrarouge, il doit étre
associé a des modifications du dip6le permanent.

La figure 20 est la représentation schématique d'un spectremétfrarouge
“classique”.

Le principe de fonctionnement d’un tel appareil@stn rayon de lumiére infrarouge
est produit et séparé en deux faisceaux. L'un gass@avers de I'échantillon, l'autre au travers
d'une référence qui est parfois le composé danseletiechantillon a été dissous.
Les faisceaux sont ensuite réfléchis jusqu'a uactiédr, apres étre passés par un séparateur
qui alterne rapidement les faisceaux entrant densldtecteur. Les deux signaux sont
comparés et le spectre ainsi obtenu tracé.

Les appareils les plus utilisés en spectrométriestiRt le spectrophotometre IR
a double faisceau et le spectrophotometre IR ansfteamée de Fourier® (FT-IR)
(Demirdbvenet al, 2004).

Il -2 — 3 — 3. Spectrométrie de masse (MS)

La spectrométrie de masse (MBlass Spectromefyyou SM en francais, est une
technique structurale incontournable pour I'étuddadmatiere organique. C’est une méthode
d’identification structurale des composés orgarsqugli repose sur la détermination

des masses atomiques ou moléculaires des espdoaduglles présentes dans I'échantillon
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Figure 20 : schéma d'un spectromeétre infrarouge "@dssique”
(D’apreés http://upload.wikimedia.org/wikipedia/corans/thumb/5/56/SpectrolR.svg/709px-
SpectrolR.svg.png
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(De Hoffmann, 1996). La MS permet, grace aux infations recueillies a partir de la
fragmentation de la molécule, de déterminer la amsitipn, la structure et la masse
moléculaire du composé (Nakanishi et OccolowitZ99Dans le cas des produits nouveaux,
des mesures en spectrométrie de masse a hautetigrssbnt nécessaires afin de confirmer
leur formule chimique brute.

Il existe de nombreux types de spectrométres desend®us ont en commun trois
éléments : une source, un analyseur et un déte@euchonnetet al., 1999). Leur principe
de fonctionnement apparait dans la successionp@gtauxquelles I'échantillon est soumis.

» Introduction de I'échantillon sous forme gazeusgiide ou solide, ou encore par
I'association a une méthode séparative (chromaibgraen phase liquide, chromatographie
en phase gazeuse, électrophorése capillaire, ...).

> lonisation : I'échantillon porté sous forme de gazde vapeur est ionisé dans la
source de l'appareil. Les ions ainsi obtenus sppelés ions moléculaires. A ce stade,
tout composé formé de molécules conduit a un mélatgtistique d’ions de fragmentation.
Il existe plusieurs types de source d’ionisatiorspactrométrie de masse (Bouchoretedl,,
1999).

- L’électrospray ou l'ionisation par électronébulisat(ESI, ElectroSpray lonization
L’électrospray permet de détecter I'ion pseudo-mulire, et donc de connaitre la masse
moléculaire du composé.

- Lionisation par impact électronique (ElElectron Impact ionization
L’impact électronique provoque une fragmentatioriefpimpliquant une disparition presque
totale de I'ion moléculaire. Par contre, ce procpdémet d'obtenir des informations sur les
processus de fragmentation, et donc sur la strickes composés étudiés.

- Lionisation chimique a pression atmosphérique (AP&tmospheric Pressure
Chemical lonizatioh

- Le bombardement par atomes rapides (FA&st Atom Bombardment

- La désorption-ionisation laser assistée par un&icea(MALDI, Matrix-Assisted
Laser Desorption lonisation)

En fonction de la source d’ionisation employéendllyse par spectrométrie de masse
permet d’obtenir des informations sur le proces®ufragmentation d’'un composé ou sur sa
masse moléculaire.

Les ions de fragmentation sont alors soumis, sougras bon vide, a I'action d'un

champ électrique et/ou magnétique selon les cas.fhees qui s'exercent sur ces ions
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permettent de déterminer leur rapport masse/chalgec éventuellement leur nature.
La spectrométrie de masse est fondée sur la megeae du rapport entre la masse et le
nombre de charges élémentaira¥Z, positives ou négatives, d’'ions obtenus a paeida
substance a analyser. Ce rapport est exprimé donddl Da = masse de l'atome
d’hydrogéne).

» Accélération : aussitot formés, les ions sont éstrde cette partie de I'appareil,
focalisés et accélérés par des lentilles électumsgpour accroitre leur énergie cinétique.

» Séparation : les ions sont alors « filtrés » suianr rapport masse/charge/e)
par I'analyseur. Il est possible de combiner presgutes les techniques d’ionisation avec les
analyseurs de masse, mais les plus répandues ISomgact électronique avec le quadrip6le
(Q, Quadrupolg, l'ionisation a pression atmosphérique avec ladgydle ou la trappe d’ions
(IT, lon Trap et le MALDI avec l'analyseur de temps de vol (TOFme of Flight
(March, 1997 ; Bouchonnet, 2001).

» Détection : aprés séparation, les ions terminemt ¢®urse en venant frapper le
capteur d’'un détecteur dont le signal est propontb aux charges des ions regus.

» Affichage du spectre de masse issu du traitemestghal envoyé par le détecteur.

La figure 21 est le schéma d'un spectrométre de masse a spwgnétique associé a
une source d'ionisation d'impact électronique.

Les résultats sont présentés au moyen d'un grappelé spectre de masse, sur lequel
figurent les abondances relative des différent@eas ioniques formés, classés par ordre
croissant de leur rapport masse/charge (Vollhar@chore, 1994 ; Silverstert al, 1998).
Cela représente en abscisse le rapport masse aigectn/2 des ions et en ordonnée leur
intensité. En principe le ternm/zest un symbole (toujours exprimé en italique)@icdune
unité. En opérant dans des conditions identiquasfrdgmentation est reproductible et,
de ce fait, caractéristigue du composé étudié (emier est détruit par I'analyse).
Le spectre de masse correspond ainsi a un tracéefiant I'identification de la masse des

composeés moléculaires.

Remarque

De nos jours, la détection par spectrométrie desenast généralement utilisée couplée
a des techniques de chromatographie liquide (Desv@rat al, 1986 ; Niessen, 2000 ;
Cleon et Sevrain, 2002 ; Cleon et D’'Angeli, 2008))els que la chromatographie liquide a
haute performance (Nortoat al, 2007) ou la chromatographie liquide ultraperfantea
(Spitsmeisteet al.,2010 ; Favretet al, 2012).
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Figure 21 : schéma d’un spectrometre de masse
(D’apres http://upload.wikimedia.org/wikipedia/comns/c/c4/Spectrographe de Masse.png)
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La chromatographie liquide ultra-performante (UPLldBuplée a la spectrométrie de
masse combine les avantages de ces deux technigusayoir la haute sélectivité et
I'efficacité de séparation de la UPLC et une débectpuissante et sensible de la MS.
A cela s’ajoutent les informations structuralesurfoes par la MS, importantes pour
I'identification structurale de la molécule (Niess000). Ainsi I'analyse par spectrométrie
de masse a haute résolution couplée a la UPLC (UERKTOF-MS) permet, grace a un
couplage entre I'électrospray (ESI) et un analysumasse de type temps de vol (TOF),
de déterminer la formule brute du composé (le T&tFeennecté a la sortie du détecteur DAD
par une interface de type ESI).

La chromatographie gazeuse (GC) et la spectromd¢rimasse (MS) sont également
couplées de facon satisfaisante (Hanedrel, 1990 ; Novak et Heinrich, 1993 ; Niessen,
2000). La combinaison de la technique de séparé@®@) avec la technique d’analyse (MS)
est désignée par chromatographie en phase gazeugke a la spectrométrie de masse ou
GC-MS. Dans ce cas, I'échantillon est injecté denshromatographe en phase gazeuse.
Mais, sitbt passé en GC, les gaz ionisés sonttégedans un spectrographe de masse.
Le chromatogramme généré discrimine les différeatsstituants chimiques qui apparaissent
sous la forme de pics individuels. On obtient pcheque pic de GC (au temps de rétention

correspondant) un spectre de masse permettantatddsser le composé obtenu.

Il — 2 — 3 — 4. Spectrométrie de résonance magnétig nucléaire (RMN)

La méthode incontournable pour l'identification ldestructure des composés naturels
isolés ou de nombreuses molécules chimiques, egteletrométrie de résonance magnétique
nucléaire (RMN ou NMR, en anglais, poNuclear Magnetic Resonanc€Young, 1975 ;
Bria et Watkin, 1997). Utilisée en complément dethndes de spectroscopie optique et de la
spectrométrie de masse, la spectrométrie RMN pediéablir la formule développée,
la stéréochimie et, dans certains cas, la confaomatu composé étudié (Gunther, 1993 ;
Rouessac et Rouessac, 2004).

La RMN est basée essentiellement sur le phénomeémeagnétisme et repose sur la
propriété qu’ont les noyaux de certains atomes tels 'H, °C, N, YO, F et 3P
de posséder un moment magnétique nucléaire permasiest-a-dire qu’ils se comportent
comme des aimants microscopiques caractérisépagrandeur quantique appelée "le spin”
(Canet, 1991 ; Gunther, 1993). Placés dans un clmaagmétique extérieur, ils prennent, par
rapport & celui-ci, certaines orientations bienirdé$ auxquelles correspondent des niveaux

d’énergie distincts. Pour une valeur donnée de phades transitions entre niveaux
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immédiatement contigus sont dues a l'absorptionragiations électromagnétiques de
longueurs d’onde caractéristiques dans la régianrddiofrequences (Vollhardt et Schore,
1994 ; Silversteiretal., 1998).

Les RMN du proton *H-RMN), du carbone*fC-RMN), du phosphore*{P-RMN)
et du fluor {°F-RMN), dont les noyaux sont de spin 1/2, sont lies psouvent étudiées.
La faible abondance diC dans la nature (1 % environ) fait que la RMN dtbone est peu
sensible. Sont étudiés également'@ de spin 5/2 et IEN de spin 1.

Pour réaliser une analyse en RMN I'échantillon mstalablement dissout dans un
solvant deutéré qui peut étre du méthanol, du ofdame, de la pyridine, etc. Ces solvants
possedent des déplacements chimiques spécifiqagabe contenant cet échantillon est alors
soumis au champ magnétique (Silverseial, 1998). Lafigure 22 représente le schéma d’un
spectrometre de résonance magnétique nucléaire.

Lorsqu'ils sont soumis au rayonnement électromaget(radiofréquence), le plus
souvent appliqué sous forme dimpulsions, les noyatomiques absorbent I'énergie du
rayonnement puis la relachent lors de la relaxatidenergie mise en jeu lors de ce
phénomeéne de résonance correspond a une fréquerscerécise, dépendant du champ
magnétique et d'autres facteurs moléculaires. @ag@héne permet I'obtention des spectres
utiles a I'élucidation structurale ; le spectre RMbnt un graphe de l'intensité des pics en
fonction de leur fréquence d’absorption (Ginth883L; Trahms et Burghoff, 2010).

La technique RMN utilise plusieurs méthodes regémspen deux grands groupes :
la RMN monodimensionnelle et la RMN bidimensioneell

% RMN monodimensionnelle (RMN — 1D)
« RMN proton (*H)

Le spectre RMN du proton est une méthode utilisgesda détermination structurale
des composeés organiques inconnus (McQuarrie, 1888urnit les informations essentielles
sur les différents types de protons présents damsolécule analysée. Par I'intégration des
signaux, il est possible de déterminer le nombieydfogéne présent dans la molécule.
Les signaux, appelés "déplacement chimiqués"spnt exprimée en partie par million (ppm)
de la valeur du champ magnétique.

« RMN carbone (°C) : DEPT 135° et Jmod

Dans cette technique, chaque atome de carbonestgdaes un environnement unique

provoque une créte distincte sur un spectre. Glamdeat, cette technique permet de

mettre en évidence tous les carbones de la moléGiilether, 1993). L'analyse se base sur les
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Figure 22 : schéma d'un spectrometre RMND’apres Silverstein et al., 1998)
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déplacements chimiques observés en fonction deirtemement de chacun des atomes de
carbone Cette expérience permet la mise en évidence ddsoroes primaires (Ch
secondaires (C}, tertiaire (CH) et, dans une moindre mesurecégbones quaternaires (C).
La difféerence majeure entre le DEPT 135Distorsionless Enhancement by
Polarization Transfer et le Jmod J-modulated spin-echo réside dans le fait que les

carbones quaternaires sont détectés avec le Jorsdgalils ne le sont avec le DEPT.

% RMN bidimensionnelles (RMN — 2D)
Les expériences de RMN-2D reposent sur une succesk trois intervalles de
temps : le temps de préparation, le temps d'éwuidt le temps de détection (Derome, 1989).
Dans certaines autres expériences, il peut s'ajaute autre période avant la détection :

c’est le temps de mixage (Gunther, 1993).

e
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I — MATERIEL ET METHODES

[l — 1. Matériel végétal

L’étude a porté sur un extrait de feuilles fraichies Justicia secundaM. Vahi
(Acanthaceae).

Cette plante(figure 23) a été identifiee et authentifiée par Monsieur AKESI
Laurent, Professeur Emérite de Botanique a I'UsitérFélix Houphouét-Boigny, sous le
numéro d’herbier 21160 du Centre National de Higue (CNF) de cette Université.
L’échantillon a été récolté dans la commune d’Aholdo Abidjan (Cbéte d’lvoire),
le 18 juillet 2007.

Le diagramme dutableau Il donne la classification systématique de

JusticiasecundaM. Vahl (Acanthaceae).

[l — 1 — 1. Description et répartition géographique

Justicia secundaM. Vahl (Acanthaceae) est un arbuste de 0,5 a 1 ndetteaut qui
posséde une tige subérigée, un peu angulée, aldmes pubérulentes. Les feuilles sont
ovales et oblongues ; les feuilles supérieures gloist petites avec une base arrondie, parfois
obligue. Leurs apex sont longuement acuminés efoiparobliquement mucronulés.
La panicule, terminale, est composée d'épis oppasésde subombelles, entierement
pubérulents. Les fleurs sont brievement pédicellées loges de I'anthére sont obtuses,
presque également fixées, mais inégales. L'ovastegkabre. Les fruits sont des capsules
finement pubérulentes et acuminées et les graingslles contiennent sont lenticulées.
La floraison a lieu dans la période de novembreaa(Fournet, 1978).

Justicia secundaM. Vahl (Acanthaceae) est présente dans les zonexdlep et
subtropicales d’Afrique, de Madagascar, des Arstide d’Asie. Elle est cultivée, tout comme
la majorité des especes de cette famille, commentglad’ornement des jardins
(Heywoodet al, 2007).

Il — 1 - 2. Usages ethnobotaniques

Les feuilles et les tiges feuillées donnent unanisde couleur rouge qui aurait, pour
les créoles, une action clarificatrice. Cette tsast prise en cas d’aménorrhée. Elle est aussi
réputée abortive (Grenared al, 1987). La décoction de feuilles de cette plageutilisée
pour lutter contre I'anémie au Congo (Chifundei@)D), a Madagascar (Moswé al, 2008)

et au Bénin (Tossoet al.,2008). Pour cela, au Bénin, la plante est communéappelée en
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Justicia secunda (Acanthaceae)

~_,{:\27,' 09/2011

B

Figure 23 : photographies delusticia secunda M. Vahl (Acanthaceae)

A —Plante
B —Rameau feuillet floriféere

Nom scientifique Justicia secundd. Vahl (Acanthaceae)

Synonymes :
- Rhacodiscusecundudv. (Vahl) Bremek ;
- Gonzalea coccocypselum
- Dianthera secunda.

Référence : ABO KOUAKOU, in AKE-ASSI, N° 21160, région d’Abidja Abobo,
18 juillet 2007 (Centre National de Fltigse, Université Félix
Houphouét-Boigny).

Auteur : ABO Kouakou Jean Claude
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Tableau Il : classification systématique delusticia secunda M. Vahl (Acanthaceae)

Classification Systématique

Régne
Sous-regne
Embranchement
Sous embranchement
Classe
Sous-classe
Ordre
Famille
Sous famille
Tribu
Sous tribu
Genre

Espéce

Végétal
Cormophytes
Spermaphytes
Angiospermes
Dicotylédones
Asteridae
Scrophulariales
Acanthaceae
Acanthoidae
Ruelliae
Justiciinae
Justicial.

Justicia secunda M. Vahl
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langue fongbé « hounsiman», c’est-a-dire plantedguine le sand.a décoction de feuilles
de Justicia secundast également utilisée en médecine traditionregll€06te d’lvoire et aux

Antilles (Etifier-Chalono, 2005) pour le traitemetd I'hypertension artérielle.

Il — 1 — 3. Préparation d’un extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse)

Cinquante grammes (50 g) de feuilles fraicheduiicia secundadont mis dans un
litre (1 1) d’eau distillée. Le mélange est porté&ladullition pendant dix minutes (10 min).
La décoction obtenue est filtrée trois fois sur ahton hydrophile et sur du papier filtre
Wattman n° 1. Le filtrat est séché a I'étuve a 8) puis lyophilisé. La poudre obtenue,
de couleur marron, constitue I'extrait aqueux lleiusticia secundéAJse).

Lafigure 24 représente le schéma de I'extraction deeA

[l — 2. Matériel biologique

Il — 2 — 1. Matériel animal
Les différentes expériences ont été réaliséesesuMammiféeres : souris, rats, cobayes

et lapins.

-2 —-1-1. Les souris
Des souris blanches, males et femelldgs musculugMuridae), de souche Swiss, sont

utilisées pour I'étude de la toxicité aigué. Eilesent en moyenne 222 g.

ll-2-1-2.Lesrats

Des rats blancs albinos, males et femelRattus norvegicugMuridae), de souche
Wistar, sont utilisés pour I'étude de I'activitént@ctile du coeur isolé. lls pésent entre 200 et
250 g.

-2 -1 - 3. Les cobayes
Des cobayes de l'especeavia porcellus(Caviidae), pesant entre 300 et 400 g,

sont utilisés pour I'étude des contractions tonsodee I'artére aorte isolée.

e
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50 g defeuilles de

Justicia secunda M. Vahl (Acanthaceae)
+

1000 ml BO distillee

Ebullition | 10 min

Décoction

Filtrage sur cotgn et papikrd
hydrophile Wattman

Résidus Filtrats

Séchage a I'étuve  Lyophilisation
(50 °C)

Figure 24 : préparation d’un extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse)
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-2 —-1-4. Les lapins
Des lapins, de I'espec@ryctolagus cuniculugLeporidae), ont été utilisés pour I'étude

de la pression sanguine artérielle et de I'éleetrdiogramme. Ils pesent entre 2 et 2,5 Kg.

Remarques

- Les lapins et les cobayes proviennent de diftéiefermes d’élevages situées dans la
banlieue d’Abidjan (Céte d’lvoire). Avant les expaentations, ces animaux sont acclimatés
pendant une semaine a l'animalerie de I'Unité denfabion et de Recherche (UFR)
Biosciences de I'Université Félix Houphouét-Boigmayin de réguler et d’harmoniser leurs
états physiologiques.

- Les rats et les souris proviennent de l'animeletie 'UFR Biosciences de
I'Université Félix Houphouét-Boigny.

- Dans cette animalerie, les souris, les rats tldpins sont nourrisad libitum
aux granulés produits par Ivograin (Abidjan) poatelvage de rongeurs. Les cobayes y sont
nourris auPanicum maximur(Poaceae).

- Les procédures d’élevage, d’acclimatation et pgnentation ont été menées en
conformité avec les lignes directrices pour lessei I'utilisation des animaux de Laboratoire

publiées par I'Institut National de la Santé (NMhtional Institutes of Healh

Il -2 - 2. Sang

Du sang de beeuf est utilisé pour étudier la viséasinguine.

Ce sang est préleveé lors de 'abattage de beeuébattbir municipal de Port-Bouet
(Abidjan). Il est rendu incoagulable par ajout ddusolution de NaCl 9 %, + EDTA 5 % +

héparine 1 %o.

[l -2 — 3. Cellules
Trois lignées cellulaires de leucocytes ont étksags dans I'étude de la cytotoxicite.
Ce sont : des neutrophiles péritonéaux de ratsndesophiles humains et des macrophages

de souris.

e
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[l — 3. Techniques d’études

Il — 3 — 1. Etudes toxicologiques

Il -3 -1 - 1. Etude de la toxicité aigué chez lsouris

La toxicité aigué est la capacité d'un produit ¢hire d'engendrer des effets nocifs
relativement tot, apres lI'administration d’'une ddsms produit ou d'une exposition de quatre
heures a un produit chimique dans l'air. On défpgénéralement « relativement tot »
en termes de minutes, d'heures (jusqu'a 24 h) gouwls (jusqu'a environ deux semaines),

mais rarement plus.

-3 —-1-1-1. Echantillonnage

Des souris pesant entre 22 g sont réparties, dans des cages étiquetées, lets de
10 souris, chaque lot comportant autant de malesdguemelles. Les tests portent sur un lot
témoin et 9 lots traités. Le poids moyen de chaguest déterminé.

L’extrait étudié est dilué dans une solution isajae de NaCl 9 %o.

L'étude toxicologique est réalisée en injectant paie intra-péritonéale, dans un
premier temps, différentes doses de la substangdiéét aux 9 lots tests de souris.
Chaque souris recoit 0,5 ml d’'une dose unique (&e&len g/kg de poids corporel) de la
substance. Chaque souris du lot témoin recoit ggale 0,5 ml d’'une solution de NaCl 9 %o
par voie intra-péritonéale. Les taux de mortaligntsdéterminés aprés une période
d’observation de 48 heures. Cette premiére étapagi de déterminer deux doses limites de
I'extrait : celles provoquant respectivement 0 %.@2 % de mortalite.

La seconde étape consiste a faire des dilutionsrni@diaires entre ces deux
concentrations limites, et a injecter 0,5 ml d'wlese unique de la substance a 10 souris dans
une autre série de 9 autres lots de 10 souris.effets sur le comportement des animaux
traités sont observés durant 2 heures et les gsldyimptomatiques sont notés. Le nombre de
souris mortes est comptabilisé 48 heures apresiliastration de la substance.

Chaque étape de cette étude est réalisée trois fois

-3 —-1-1- 2. Détermination de la dose maxiate tolérée (DMT) et de la dose létale
50 % (DLso)
La dose maximale tolérée (DMT) ou dose maximales sdfet (en anglais NOAEL,
no observable adverse effect |§wedt la dose la plus élevée pour laquelle aucien &ikique

n'est relevé. Elle est déterminée par une méthoaehipue.
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La dose létale 50 % (Bb) est la dose de substance causant la mort de 86 P4
population de souris étudiée. Elle est déterminge yme méthode graphique et par une

méthode de calcul.

-3-1-1-2-1. Méthode graphique de déterination de la DMT et de la DLso

La méthode utilisée est celle de Miller et Tain{@é©44). Dans cette méthode,
les pourcentages de souris mortes permettent der i courbe de mortalité en fonction du
logarithme de la concentration du produit, exprire@emg/kg de poids corporel. La courbe
est obtenue grace au program@raphPad Prism §Microsoft, San Diego USA).

La DMT correspond a la concentration qui induit Od&mortalité et la Dig a celle
qui induit 50 % de mortalité.

-3 -1-1-2-2. Méthode de calcul pour ldétermination de la DLsg

La méthode de calcul de Dragsted et Lang (1957)éegsiement utilisée pour
déterminer la Dko. Cette méthode repose sur le postulat suivant :

- tout animal ayant survécu a une dose donnée dubstance qui lui est administrée,
survivrait a toute autre dose inférieure de cattestance ;

- de méme, tout animal ayant succombé a une dosedal’'une substance qui lui est
administrée, succomberait également a toute aose supérieure.

Ainsi, le pourcentage de mortalité (M %), pour whese donnée de la substance
administrée, est donné par le nombre de spécimerts ((INm) a cette dose, sur le nombre de

spécimens morts plus le nombre de survivants (Nv) :

M % = Nm x 100 / Nm + Nv

Le calcul de la Dkgselon la méthode de Dragsted et Lang se fait paapg{ation,
c’est-a-dire la recherche de la valeur approxineatie la dose qui correspond a 50 % de
mortalité dans un intervalle (X1-X2).

La formule consacrée est :

DLso = [50(X2 —X1) + (X1Y2 — X2Y1)] / [Y2 -Y1]

- X1: dose inférieure encadrant la £3L
- X2 : dose supérieure encadrant laspjL
-Y1: pourcentage de mortalité correspondant a X1 ;

-Y2 : pourcentage de mortalité correspondant a X2.

e
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Il -3 —1- 2. Etude de la cytotoxicité

Ce test a été realisé par le Professeur M.C. Retidniversité de Valence (Espagne),
Faculté de Pharmacie, Département de Pharmacologie.

La cytotoxicité des substances a tester a été &au moyen du test colorimétrique
du MTT (bromure de 3-(4,5-diméthyl-2-thiazolyl)-2fphényl-2H-tétrazolium, Sigma
Aldrich, France), test développé par Mosmann (1@83hodifié par Denizot et Lang (1986).
Ce test colorimétrique du MTT est un téstvitro mesurant la croissance globale d’'une
population cellulaire. Il s'agit d'un test coloritmg@ue basé sur la capacité des cellules a
réduire un composé tétrazolium, le bromure de 3-¢éméthyl-2-thiazolyl)-2,5-diphényl-2H-
tétrazolium, par les déshydrogénases mitochondr@ésentes uniquement dans les cellules
vivantes métaboliquement actives, en formazan wvidle produit absorbe fortement vers
570 nm. Cette absorbance est mesurée a l'aidesgectrophotométre pour microplaque.
Sous condition contrélée, l'intensité de la coloraest proportionnelle au nombre de cellules
vivantes.

Trois lignées cellulaires de leucocytes sont @#sdans cette étude : des neutrophiles
péritonéaux de rats, des neutrophiles humain8 ¢&bules) et des macrophages de souris
RAW 264.7 (2.18 cellules). Ces cellules ont été incubées pendért @ans des plaques de
96 puits a fond plat (Costar, Cambridge, USA), avartraitement avec la substance dont on
souhaite mesurer I'effet sur la croissance celleldtlles sont exposées a I'extrait aqueux brut
de Justicia secundau a la substance purifiée a raison de &e différentes concentrations de
solution de la substance testée dans les plafijgase(25), a 37 °C, pendant 1-3 heures pour
les neutrophiles humains et de rats, et pendartie2des pour les macrophages de souris.
Ensuite, 10Qul d’une solution a 5 mg/ml de MTT sont ajoutés gulxques, lesquelles sont
incubées dans une étuve a 37 °C, en atmosphéredumto de CQ(3-4 heures) jusqu’a ce
que des dépbts violets (réduction du MTT en formazdore) apparaissent.

Ce métabolite formé par les cellules est par ldesaolubilisé dans 10@l de
diméthylsulfoxide (DMSO, Merck, Darmstadt, Allemajn

Toutes les expériences ont été réalisédsmita.

Les cristaux de formazan dissouts dans du DMSOupsedt une solution violette.
L’intensité de cette coloration est mesurée pactspghotomeétrie. L’absorbance est mesurée
a 570 nm a l'aide d’'un lecteur de plague Labsystslukiskan® MCC/340.

Le nombre de cellules vivantes apres I'incubatiorpgésence ou non des composés a
tester ou de produit de référence est directemenoptionnel a I'intensité de la coloration

violette mesurée quantitativement par spectrophétoen
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Figure 25 : illustration d’'une plaque de 96 puits @ns laquelle le test colorimétrique
du MTT a été réalisé
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Une diminution de I'absorbance de la solution in@iqine diminution de la viabilité

cellulaire et donc une cytotoxicité du composéétest

[l — 3 — 2. Etude de la pression sanguine artéritd
Il - 3 -2 — 1. Dispositif expérimental

La pression sanguine artérielle est enregistréaipaméthode dite sanglante a l'aide
d’'un manometre a mercure de Ludwigy(re 26).

Le manométre de Ludwig (1) comporte un tube en bhpmrtant deux branches
contenant du mercure. Dans la branche de gaucbseega la surface du mercure, un flotteur
surmonté d'une tige métallique au sommet de laguedk fixé un stylet inscripteur (6).
Ce stylet marque le tracé de la pression sanguiéeedle sur un cylindre, recouvert de papier
enduit de noir de fumée (7) et entrainé en mouvénagattif par un moteur (8). La branche de
droite du tube en U comporte 2 ouvertures reliédssacathéters :

- le cathéter supérieur est relié a une seringuet(Bermet de remplir toute la branche
droite, au-dessus du mercure, de solution physmleghéparinée et, éventuellement, de créer
une surpression dans le manometre ;

- le second cathéter (2) sert a intuber la caratatd la pression sera mesurée.

Il - 3 -2 - 2. Technigue d’enregistrement de lanession artérielle de lapin
-3 -2-2-1. Réalisation de la surpression

La branche de droite du manomeétre de Ludwig estlgipiement remplie, au dessus
du mercure, avec une solution physiologique héparifour cela, le tube de polyvinyle (2)
est plongé dans un bécher contenant une solutidviadeEwen hépariné. Les pinces (4 et 5)
sont ouvertes et le liquide est aspiré a l'aidaderingue (3) jusqu'a ce que la branche droite
du tube soit entierement remplie de solution pHggique héparinée. Ensuite, la pince (4)
est fermée et la seringue est relevée (pour negpasdes bulles d'air retournent dans le
manometre) et la solution physiologique héparireeg@uvant dans la seringue est réinjectée
dans le manometre. On crée ainsi une surpressiofaiguemonter le mercure dans l'autre
branche du manometre. La pince (5) est enfin feraté® enregistre sur le papier enduit de
noir de fumée du cylindre (7) le niveau de réféeeda stylet qui correspond au niveau du
mercure de ladite branche gauche sur lequel rdpdksteur.

Apres la réalisation de la surpression dans le matre, I'on passe a la phase

de dissection de I'animal et a l'intubation de a@tide pour l'enregistrement de sa pression
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Figure 26 : schéma du dispositif d’enregistrement &l la pression artérielle
(D’aprés Laboratoire de Physiologie Animale, Univg¥d-€élix Houphouét-Boigny, 2010

1 - Manomeétre a 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 a l'intidmatde sa veine saphene pour l'injection des

substances a tester.

Il -3 —-2—-2-2. Anesthésie du lapin
Le lapin est d'abord anesthésié par injection p#rdonéale d'éthyle carbamate
(MERCK, France) dosé a 40 %, a raison de 1 g/kgaids corporel et placé en décubitus

dorsal. On procéde ensuite a la dissection.

Il -3 -2 -2 - 3. Intubation de la veine saphéene

Le lapin anesthésié et placé en décubitus dosgladie postérieure est tournée sur le
cOté et la peau est incisée le long de la facemxide la cuisse. La peau est ensuite écartée et
un garrot est posé a la racine du membre pour &iiléir la veine saphéne qui apparait,
recouverte de tissu conjonctif. Cette gaine deutezmjonctif est incisée latéralement le long
de la veine qui est mise a nu sur environ 2 cmyveéiae saphene est ensuite ligaturée en
amont et une deuxieme ligature est préparée en pual fixer le cathéter lorsqu'il sera
introduit dans cette veine. Une hémisection esinepfatiquée sur cette veine pour y
introduire et ligaturer le cathéter qui est relieuae seringue contenant une solution
physiologique héparinée.

Les substances pharmacodynamiques et pharmacatggsgront injectées au lapin

par cette veine saphéne a l'aide d'une autre sering

Il -3 -2 —-2-4. Mise a nu du nerf sympathique

Un nerf sympathique est dégagé au niveau du colamo anesthésié, et un fil est
passé en dessous. Ce fil facilitera la pose, sonsrf sympathique, des électrodes excitatrices
reliées a un stimulateur JEULIN (Réf: 554 035) mpoweventuellement, stimuler

électriguement ce nerf.

Il - 3—-2—-2-5. Intubation de la carotide

Elle s'effectue a l'aide de la canule (1) reliéar@nometre de Ludwig et remplie de
solution physiologique héparinée.

Les poils du lapin anesthésié sont tondus au nivéaucou et une incision
longitudinale d'environ 5 cm y est pratiquée. Poela, on coupe soigneusement d'abord la
peau le long de la trachée artere, puis différplaiss musculaires pour mettre en évidence la

trachée artére puis I'une des deux carotides.
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Une ligature est ensuite faite en aval, le plus pmssible de la zone de I'hémisection a
pratiquer sur la carotide dégagée, pour empéchsarlg de la téte de refluer a ce niveau.
La carotide est ensuite pincée en amont a l'aide adamp, du c6té du cceur, afin d'empécher
I'arrivée du sang. Un fil est passé sous la carqgimur préparer un nceud entre la ligature et le
clamp. Une hémisection est pratiquée sur la caatida canule (1), remplie de Mac Ewen
héparing, reliée au manometre ou a été réaliséswrpeession, y est introduite en direction

du cceur. Cette canule est fortement ligaturéedalhap de la carotide est enlevé.

Il -3 -2-2-6. Enregistrement de la pressiosanguine artérielle

Pour I'enregistrement de la pression sanguine icikeone, le cylindre enregistreur est
d’abord mis en marche et le niveau de référencstylat inscripteur est inscrit sur le papier
d'enregistrement enduit de noir de fumée, qui lrcylindre (7). La pince (4) est ensuite
ouverte et le sang, arrivant du cceur, entre dimesbé en contact avec la solution
physiologique héparinée du manometre. On enregatre une chute du stylet inscripteur et
le tracé normal des variations de la pression saegartérielle moyenne. En fait, toute
variation de la pression artérielle au niveau dedeotide intubée est transmise au liquide
physiologique de la branche de droite, puis a &ntine de gauche du tube en U grace au
mercure. Le flotteur qui repose sur ce mercuretsiesi mémes variations qui sont ainsi
inscrites, grace au stylet inscripteur, sur le pagienregistrement.

Le tube du manométre de Ludwig en forme de U ayaptsection uniforme, a toute
variation de niveau du mercure dans la brancheadehg comportant le stylet inscripteur
correspond une variation égale, mais dans le samsaire, dans l'autre branche. Ainsi, pour
déterminer la valeur exacte du tonus de base etategions de la pression artérielle du lapin,
il faudra doubler la hauteur inscrite par rapporha/eau initial.

La dénivellation de la chute initiale du stylet iempond a la pression artérielle

moyenne de référence du lapin.

[l = 3 — 3. Etude de I'électrocardiogramme (ECG)
Il - 3 — 3 — 1. Dispositif expérimental

L’activité électrique globale du cceur ou électrda@gramme est enregistrée a l'aide
d’'un électrocardiographe de marque NIHON KOHDEN @TARFAX, model ECG-6851K
(figure 27). C’est un appareil a une piste d’enregistrememecal2 dérivations
(CARDIETTE AUTORULER 12/1).
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Compartiment
du papier
d’enregistrementg

Prise du cable
patient

Ecran

Etalonnage (1 mV)

Figure 27 : photographie du cardiographe utilisé par I'enregistrement
de I'électrocardiogramme (ECG)
(Nihon Kohden, Cardiofax Electrocardiographe, Mdei@ G-6851K)
(D’aprés Laboratoire de Physiologie Animale, Univig¥$-élix Houphouét-Boigny, 2010

- Charge / Operate : interrupteur de mise en neafelrét du cardiographe

- Paper feed : déroulement du papier d’enregisirgm

- Peper speed : vitesse de déroulement du papier

- Filter (HUM/EMG): filtres

- Sensitivity : sensibilité

- Reset > remise a zéro

- Auto / Manuel : sélecteur du mode de dérivatiotomatique / manuel
- Lead selector : sélecteur de la dérivation

- Start / Stop : marche / arrét de I'enregistreimen
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Il - 3 -3 — 2. Technique d’enregistrement de 'EG de lapin

Le lapin est anesthésié par injection intrapériabmél’éthyle carbamate dosé a 40 %,
a raison de 1 g/kg de poids corporel et placé enhitus dorsal.

La veine saphene est intubée (cf. Ill - 3 — 2 —2,+page 93) a l'aide d’'un cathéter
relié a une seringue contenant une solution phygiglie héparinée. Les substances a tester
seront injectées a I'animal par cette voie.

L'ECG du lapin est enregistré a partir de la déiovaDIl des dérivations standards
ou bipolaires d’Einthoven (Einthoven, 1912). Cetregiistrement en mode différentiel
ou bipolaire nécessite la mise en place de 3 éldesr actives et 1 électrode indifférente sur
I'animal. Aussi, le lapin une fois anesthésié dsselles des deux membres antérieures et les
aines des deux membres postérieurs, destinées\ieles électrodes d’enregistrement, sont
rasées et nettoyées avec de l'alcool éthylique® alL@8 4 électrodes sont enduites d'une pate
électrolytigue (Cardio Cream, NIHON KOHDEN CORPORBN, Japon) et fixées aux
zones rasees des 4 membres de I'animal, puis sediée 4 fiches du cable d’enregistrement
connecté a I'électrocardiographe comme suit :

- fiche R ¢ight) reliée a l'aisselle du membre supérieur droit ;

- fiche L (eft) reliée a I'aisselle du membre supérieur gauche ;

- fiche F foot) reliée a I'aine du membre inférieur gauche ;

- fiche N (électrode neutre, "Terre") reliée an@idu membre inférieur droit.

L’enregistrement de I'ECG est effectué sur papiermosensible (papier pour ECG
Colson), animé d’'un mouvement rectiligne, a viteseastante (2,5 mm/s). Pour chaque
enregistrement, un calibrage du cardiographe e$tctaE. Avant ['enregistrement,

les différents parameétres de I'appareil (vitesdtee fet amplification) sont réglés.

[l — 3 — 4. Etude des contractions du cceur isolé
Il - 3 -4 — 1. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental utilisé pour I'enregestrent de l'activité mécanique du
coeur isolé et perfusédure 28) dérive de celui de Langendorff (1895). Il commten

- un systéme de perfusion composé d’'une cuve exigids qui contient un bain-marie
thermostaté avec une canule de perfusion reliée rdhinet a voies multiples qui permet de
sélectionner les solutions physiologiques a tegiatenues dans des godets ;

- un systeme d’enregistrement composé d'un styfetcentact avec un cylindre

enregistreur qui repose sur un moteur.
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Solutions
a teste
Cuve
du bair-marie / [ Bulleur_
[f [f '[f_ﬂf"ﬁv d’aquarium
Sélecteur de voie ] >3

Voie de vidange

/ Canule
de perfusion

de perfusion

Coeeur isolé
Fil

Cylindre——»
enregistreur

Support
—] —— du stylet
Moteur—»
du cylindre ——
Stylet

enregistreur

Figure 28 : schéma du dispositif d’enregistrement &l I'activité mécanique du cceur isolé
et perfusé

(D’aprés Laboratoire de Physiologie Animale, Unive¥d-¢élix Houphouét-Boigny, 2010
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La canule de perfusion est reliée a un robinetv@iés. Chaque voie est connectée
a 1 godet par lintermédiaire d'un serpentin qumienge dans un bain-marie thermostaté
a 38 °C. La solution physiologique de référence dMaven glucosé) et les solutions tests,
contenues dans ces godets, sont oxygénées partdgghaiair en provenance d'un bulleur
d'aquarium. Afin de permettre une perfusion du ceepression constante, et une perfusion
par les arteres coronaires, tous les godets sasépla une hauteur d'environ 50 cm par
rapport au niveau de la canule de perfusion.

Avant la perfusion, les différentes voies du robisent purgées de facon a chasser
toutes les bulles d'air.

Le cceur isolé est fixé a la sortie du dispositifpeefusion et relié par son apex a un
stylet. Ce stylet inscripteur, monté en systemé&eder horizontal fixé sur un support, permet
de transcrire les battements cardiaques qui sordgetrés sur le cylindre enregistreur
entrainé en mouvement rotatif, a vitesse constgateun moteur électrique. Tout le systeme
de levier du stylet enregistreur est fixé sur uppsut muni de vis micrométriques qui
permettent son déplacement vertical et horizorftal dlassurer un bon contact de ce stylet

avec le papier d’enregistrement.

Pour la mesure du débit coronaire, le perfusaresieilli et le temps de perfusion
chronométré. Pour recueillir le perfuséat, un entdnen verre, porté par un anneau fixé au
support muni de vis micrométriques, est disposéessous du coeur isolé. En dessous de
I'entonnoir se trouvent des tubes a essai poueck le perfusat. Un chronométre mesure le

temps de recueillement dans chaque tube a essai.

Il - 3 -4 - 2. Techniques d'enregistrement de I&ivité mécanique et de mesure
du débit coronaire du cceur isolé de rat
[l —3—-4-2-1. Anesthésie de I'animal
Le rat est anesthésie par injection intrapéritanébéthyle carbamate dosé a 20 %,

a raison de | g/kg de poids corporel.

-3 —-4-2-2.Isolement du coeur

Une fois anesthésié, l'animal est placé en déculdtrsal sur une planchette de
contention et placé rapidement sous respiratioficegtle. Pour cela, une trachéotomie est
pratiquée et la trachée artére est intubée a ldide cathéter relié a une pompe a air, réglée

convenablement, afin d'assurer a I'animal une bogsy@ration.
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Une thoracotomie médiane est ensuite effectuée #torax est maintenu ouvert par
des écarteurs. Apres avoir dégageé le péricardepdar est mis a nu, ainsi que la crosse
aortigue et les artéres collatérales (trois) gpignnent naissance, en dilacérant le thymus qui
les enrobe. Du fil est passé en dessous de chacoesdraisseaux pour préparer des noceuds.

Une hémisection est pratiquée sur la crosse aettiguplus loin possible du ceceur et,
une canule, reliée a une seringue préalablemerglieede Mac Ewen héparinée et dépourvue
de bulle d'air, y est introduite. La canule etdd&rentes artéres collatérales sont ligaturées,
puis la solution physiologique héparinée est igjeatans le cceur afin d’'empécher le sang de
coaguler a l'intérieur du myocarde.

Toutes les adhérences du cceur sont enfin sectionadéesi que les vaisseaux,

en deca des ligatures, de facon a l'isoler totadéme

Il -3 -4 -2 - 3. Enregistrement de I'activité antractile du coeur isolé

La canule d'intubation rattachée au cceur isoléedigie au dispositif de perfusion et
raccordé dans un premier temps au godet conteaasulltion de Mac Ewen de référence.
La solution physiologique parvient dans l'aorte saune pression suffisante (quelques cm
Hg), et ainsi, les valvules sigmoides se fermeatliuide emprunte la circulation des deux
artéres coronaires et, apres les avoir travers&entd dans l'oreillette droite, puis dans le
ventricule droit avant d’étre déversé a I'extériefapex du cceur maintenu par une pince
serre-fine, est ensuite relié au levier inscripdwicardiographe par un fil. Le stylet du levier
frotte sur un cylindre couvert de papier enduitndé& de fumée, et entrainé en mouvement

rotatif par un moteur électrique. Il y inscrit lesttements cardiaques.

Il -3 -4 -2 -4, Mesure du débit coronaire duaeur isolé

Avant de perfuser le cceur avec la solution tegpelbusat est recueilli pendant 2 min
dans un tube a essai lors de la perfusion du ceegrla solution de Mac Ewen de référence.
Ensuite, lors de la perfusion du cceur avec la isoiuest, le perfuséat est recueilli dans un
autre tube a essai. Le prélevement du perfusattel@btsque les effets du produit testé
apparaissent stables sur les contractions cardiadiire chronomeétre mesure la durée de ce
prélevement.

Le débit coronaire, calculé par le rapport du vadutoi perfusat recueilli sur le temps

de prélevement, est exprimé en ml/min.
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[l - 3 — 5. Etude des contractions de I'artere ade isolée
[l — 3 — 5 — 1. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental utilisé pour I'enregestient de l'activité contractile de
'aorte isolée comporte un enregistreur polygragREKADENKI (1), un transducteur
(F30 HSE372), un amplificateur de type HUGO SACHEETRONIK (2) et un systeme de
maintien en survie de I'organe isofég(re 29).

Le transducteur (3), qui transforme le faible maueat mécanique en variation de
potentiel électrique par I'intermédiaire d’'une ‘aion d’angle de sa partie mobile, est fixé sur
un support muni de vis micrométrique qui permet déplacement vertical afin de tendre le
fil relié a 'organe isolé et assurer une bonneggtion des variations de tonus musculaire.

Pour la survie de l'organe, I'on dispose d'un engienmde deux cuves a organe
isolé (4), d'une capacité de 20 ml, qui plongemtgdan bain-marie & 38 °C. Ce bain-marie est
irrigué en continu en eau bidistillée par un baircudant thermostaté (LAUDA Ecoline
E100) a circulation fermée (5). Un générateur d(@ir assure I'oxygénation des solutions
physiologiques dans les cuves a organe isolé,iptarmédiaire d’'un cathéter en polyvinyle.

L’ensemble des cuves est monté sur un support.

Il - 3 -5 - 2. Technigue d’enregistrement de l'aivité contractile de bandelettes
d’artere aorte isolée de cobaye

Le cobaye est sacrifié par dislocation cervicale agtrés une thoracotomie, des
fragments de crosse aortique d’environ 3 mm deudeng dégagés des conjonctives qui
I'entourent, sont préleves et déposés dans une Heipétri contenant du Mac Ewen glucosé
et oxygéné. Chaque fragment de crosse aortiqueredtl longitudinalement puis, apres avoir
éliminé la graisse, découpé en deux ou trois lambe@n obtient des bandelettes d’environ
2 mm de largeur sur 3 mm de longueur, dont chadesaleux extrémités est attachée par du
fil, en laissant un nceud ouvert a lI'une des exti®sniCes bandelettes sont maintenues en
survie dans I'une des cuves a organe isolé.

Une bandelette d’aorte est montée dans l'autre aumgane isolé (fixée a un crochet
au fond de la cuve) et est reliée par un fil aysupde la jauge de contrainte du transducteur.
Ce transducteur est relié a 'amplificateur. Aid&ctivité contractile de I'organe est captée
par le transducteur, puis amplifiée par I'amplifeaar et transmise a I'enregistreur
graphique qui transcrit les contractions sur duigragéroulant a vitesse constante

(2 mm/s).
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Figure 29 : photographie du dispositif d’enregistrenent de I'activité contractile de

I'artére aorte isolé

(D’aprés Laboratoire de Nutrition et Pharmacologigniversité Félix Houphouét-Boigny, 2010

1 - Enregistreur graphique (RIKADENKI)

2 - Amplificateur (HUGO SACHS ELECTRONIK)
3 - Transducteur (F30 HSE372)

4 - Cuves a organe isolé

5 - Bain-marie circulant (LAUDA Ecoline E100)

6 - Générateur d’air
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Pour chaque préparation, un étalonnage du traregtlustécano-électrique est réalisé
avec une masse marquée de 1 g. L'amplitude desactiohs de 'artere aorte enregistrées,
qui traduit la force des contractions, est aingirenée en gramme (g ou gramme force).

La bandelette d’artere aorte, montée dans la caméenant du Mac Ewen glucosé,
est équilibrée pendant 1 heure, puis précontrgzéeine solution de KCI, selon la méthode
décrite par Naseret d. (2008). Pour cela, une solution de KCI (80 mMj} ajoutée a la
solution de survie. Cela entraine une augmentatiotonus de base, preuve que l'organe
étudié est fonctionnel.

Apres le lavage de la préparation, les solutioséstsont ajoutées au Mac Ewen

glucosé, dans la cuve contenant I'organe isolé.

[l — 3 — 6. Mesure de la viscosité du sang

Il — 3 — 6 — 1. Dispositif expérimental

La mesure de la viscosité du sang de bceuf a él&séeaau Laboratoire de
Pharmacologie et Physiologie de I'UFR des Scietegmmaceutiques de I'Université Félix
Houphouét-Boigny a l'aide d’un viscosimetre d’Engliggure 30).

Le viscosimetre d’Engler comprend deux cuves migtak (réservoir a double paroi)
dont la plus petite (1) plonge dans la plus gra@jlecontenant de I'eau servant de bain-marie
thermostaté a 38 °C. La petite cuve est percée dhifice central (2,8 - 2,9 mm d.i.)
obturé par un mandrin (3) de bois avant le remgdjes

Un chronomeétre de marque KENKO de sensibilité 1910 seconde sert & mesurer

le temps d’écoulement.

[l — 3 -6 — 2. Technigue de mesure de la viscositlu sang de bceuf

Le principe du viscosimeétre d’Engler consiste aunesle temps nécessaire pour que
s’écoule un volume donné de liquide a travers tficerpercé au centre de la petite cuve de
I'appareil. Le constructeur de I'appareil donnerdtation entre ce temps d’écoulement et la
viscosité du liquide. La mesure se rapporte a alaleux temps au chronometrg dt t).
Connaissant la masse volumique du liquidgest appelé degré Engler (D.E.).

La détermination de la viscosité relativerf\consiste a calculer le rapport entre le
temps d’écoulement ou vitesse d’écoulement d’unmel de sang et celui du méme volume

d’eau, mesuré a la méme température.
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Figure 30 : photographies du viscosimétre d’Engleutilisé pour la mesure

de la viscosité du sang
(D’aprés Laboratoire de Pharmacologie et Physiolodimiversité Félix Houphouét-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 stde (sang de bceuf) est versée dans
le réservoir de la petite cuve. Une fiole jaugéarffue Kavalier) spéciale a 2 traits, placée en
dessous du viscosimeétre, sert a recueillir et aureesle volume écoulé. Au temps O,
le mandrin qui obture l'orifice est soulevé et lang s’écoule. Le temps d’écoulement
laminaire est chronométré. Lorsque la quantité degsaffleure 50 ml dans la fiole,
le chronométre est arréteé.

Les tests sont réalisés avec 1 ml d’une solutiofed&rait aqueux ddusticia secunda
(AJs2), a des concentrations variables, mélangée a 99emsang rendu incoagulable
(avec NaCl 9 %o + EDTA 5 % + héparine). Le témoindssl'eau distillée a 37 °C.

Il — 3 — 7. Mise en évidence de quelques composkms I'extrait

Il = 3 -7 — 1. Chromatographie sur couche minceQCM)
-3 -7-1-1. Méthodes d’analyses par chronbagraphie sur couche mince

Les analyses par chromatographie sur couche minteét@ effectuées avec des
feuilles d'aluminium de 20 x 20 cm recouvertes dedg silice 60 b54 d'une épaisseur de

0,2 mm (Merck & Co., Inc., Whitehouse Station, Geany), découpées suivant les besoins.

Le solvant de migration, qui est un meélange binairéthanol-eau (9: 1 Vv/v),
est introduit (0,5 a 1 cm de hauteur) dans la alsenigration (Camag, Muttenz, Suisse)
quelques minutes avant son utilisation. Les pateita cuve sont garnies de papier buvard et
la cuve est fermée. Cette disposition permet détéacsa saturation.

Apres avoir coupé la plaque aux dimensions vouduefonction du nombre de dépots
a faire et des dimensions de la cuve de migratior, ligne est tracée au crayon a papier a
1,5 ou 2 cm du bord inférieur de la plaque et utit pa&it marque I'emplacement du dépot
a effectuer.

Les produits a analyser sont solubilisés de prééé&relans de I'eau, du méthanol ou un
mélange eau-méthanol (1 : 1 v/v). Des volumes délul de ces solutions (109 pour les
extraits et de 1Qlg pour les produits purs) sont déposés délicateraehb ou 2 cm des bords
inférieur et latéraux, a l'aide d'un capillaire. dé&p6t a un diamétre qui ne dépasse pas 5 mm.
Lorsqu’il y en a plusieurs, ces dép6ts doivent ésgacés d'environ 1 cm. lIs sont séchés sous
courant d'air ou au séche-cheveux.

La plaque est introduite délicatement dans la desenigration, le plus verticalement
possible (cffigure 17-A, revue bibliographique Il — 2 — 2 — 1., page &3) migration se fait
sur une distance d’'une dizaine de centimetrespatpue est sortie de la cuve.
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Le front de solvant est marqué avec un crayon &pales la sortie de la plaque, et
celle-ci est séchée. Les taches sont observédsotigraphiées a la lumiere visible ou sous
ultraviolets (254 et 366 nm). Elles peuvent étrgékées par pulvérisation d'un réactif
approprigWagneret al, 1984 Wagner et Bladt, 2001), puis photographiées.

Le rapport frontal ou facteur de rétention (Rf)azdérise la position de chaque tache

(cf. figure 17-B, revue bibliographique 1l -2 — 2 — 1., page 63).

-3 -7-1-2. Méthodes de révélation

Conformément a leurs caractéristiques optiquessubstances séparées sont mises en
évidence dans le domaine de la Ilumiere visible ow lemiére ultraviolette.
La mise en évidence des composés peut égalemefaireeapres coloration (révélation)
avec un réactif approprié sous forme de pulvéasdfispray”).

Les spots sont révélés par leur coloration propoeis lumiere UV a 366 nm ou
a 254 nm (produits fluorescents lorsqu’ils sontitésca cette longueur d'onde) ou encore par
pulvérisation ("sprayage") d'un réactif appropr@agneret al, 1984 ; Wagner et Bladt,
2001) qui va donner des taches colorées.

-3 -7 - 2. Mise en évidence de quelques métdibes secondaires

L’étude consiste a caractériser les grands grouwsescomposes chimiques que
contiennent les extraits de plantes. Ces classemélabolites sont, en général, mises en
évidence par des réactions -caractéristigues, emsemré de réactifs « spécifiques »
(Wagneret al, 1984 ; Wagner et Bladt, 2001).

Cette étude a été réalisée a partir des méthodssiaglies utilisées en chimie des
substances naturelles pour la recherche des miggbsécondaires tels que : les stérols et
terpenes, les saponosides, les alcaloides, leorpsn les polyphénols, les flavonoides,
les tanins, les anthocyanes et les glycosidesarpuds.

La mise en évidence des grands groupes chimigeés i@alisée par les réactions en
tubes basées sur des réactions différentielle®ldeation, de précipitation et d’apparition de
mousse, dont les intensités permettent en outremid'ane idée sur la concentration en
principes actifs. Elles sont adaptées pour destitoasts présents en quantité importante et
servant de marqueur ou de traceur. Des essais rignsont réalisés avec des composes

connus.
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Par la suite, des tests de révélation sur des @dtogrammes de chromatographie sur
couche mince (CCM) sont effectués pour confirmerditection rapide des groupes
chimiques, qui satisfont ces criteres, par lestidas en tube qui n'ont qu'une valeur
indicative. Pour valider le résultat de la rév@afiun principe actif donnant une réaction

positive (témoin) est déposé sur la méme plaque CCM

II-3—-7—-2-1. Mise en évidence des alcalogde

» Tests en tubes

La méthode la plus générale pour mettre en évidéaselcaloides consiste a les
précipiter par les « réactifs généraux des alcatid Ces réactions générales de précipitation
sont fondées sur la capacité qu'ont les alcaloi@e®rmer des complexes insolubles
(précipités) avec des métaux lourds (bismuth, nmercyplatine, tungsténe), et/ou des
métalloides (iode, iodure ...) sous forme de selsds

Trois réactifs sont en général utilisés pour medtreédvidence la présence d’alcaloides.
Ce sont le réactif de Bouchardat (AcOH iodo-ioduré réactif de Dragendorff
(iodobismuthate de potassium) et le réactif de &faldayer (mercuri-iodure de potassium).

Dans cette étude, la mise en évidence des alcal@idst faite par les réactifs de
Bouchardat et de Dragendorff. Pour ce faire, OcBegtrait sont dissouts dans 10 ml d’alcool
a 60° ; les alcaloides étant solubles dans l'alcDahs 2 tubes a essai, 8 ml de la solution

alcoolique ainsi obtenue sont repartis et sounisdawix tests ci-apres.

v' Mise en évidence par le réactif de Bouchardat

Ce réactif est composé essentiellement de solidgaioduré. Dans le®ltube a essai
contenant 4 ml de la solution a étudier, 2 gouttesréactif de Bouchardat sont ajoutées.
L’apparition d’un précipité ou d’une coloration braougeatre montre une réaction positive,
c'est-a-dire la présence des alcaloides.

v' Mise en évidence par le réactif de Dragendorff

Ce réactif est composé de I'iodobismuthate de patas Dans le 9™ tube a essai
contenant 4 ml de la solution a étudier, 2 goutteséactif de Dragendorff sont ajoutées.
L’apparition d’un précipité ou d’'une coloration aggée indique la présence d’alcaloides.

Dans ces deux tests, un essai témoin est réaksedavia quinine.
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» Réveélation des chromatogrammes sur couche mince
Deux tests fondés sur la capacité qu'ont les aldatoa se combiner avec les métaux

lourds ou avec I'iode ont été effectués.

v' Test de Dragendorff

Aprés migration, les spots sont pulvérisés avec réactif de Dragendorff
(iodobismuthate de potassium). Ce réactif est pépapartir de deux solutions A et B.
La solution A est obtenue en dissolvant 1,7 g dessutrate de bismuth et 20 g d’acide
tartrique dans 80 ml d'eau. La solution B s’obtigrar dissolution de 16 g d’iodure de
potassium dans 40 ml d’eau.

Au moment de I'emploi, 2,5 ml de la solution A &t mnéme volume de la solution B
sont mélangeés, puis 10 g d’acide tartrique et 5@’'edu y sont ajoutés. La solution obtenue
est ensuite pulvérisée.

L’apparition en lumiére visible de taches orangésndigne de la présence
d’alcaloides.

Un essai témoin est effectué avec la réserpine.

v' Test d'iodoplatinate

La révélation s’effectue avec le réactif d'iodoplate de potassium.

Pour préparer ce réactif, dissoudre 0,25 g dectdteure de platine (PtGJlet 5 g
d’'iodure de potassium (KI) dans 100 ml d’eau, pajsuter prudemment 5 ml d’acide
chlorhydrique concentré.

Apres pulvérisation du réactif, 'apparition d’'uoeloration bleue a violette marque la
présence d’alcaloides.

Le témoin utilisé dans ce test est le diphenyldremi

-3 -7 -2-2. Mise en évidence des flavoneisl

» Tests en tubes
Les flavonoides sont caractérisés par la réactiancanidine. Le principe est basé
sur le fait que les hétérosides flavoniques entisolwalcoolique et en présence d’hydrogéne
naissant donnent des dérivés diversement colordenation de la structure chimique des
flavonoides. Ainsi, les flavones donnent une cdiomraorange, les flavonols donnent une

coloration rouge et les flavonones donnent uneratitm rouge-orangée.
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Pour la mise en évidence des flavonoides, 5 mtadlchlorhydrique 2 fois dilués
sont ajoutés, dans un tube a essai, a 10 mg diexteatout est porté au bain-marie a 65 °C
pendant 15 min, puis filtré a chaud. 2 a 3 copdgaognure) de magnésium sont ajoutés au
filtrat alcoolique. L’addition de 3 gouttes d’aldomoamyl fait apparaitre une coloration
rouge-orangeée ou violacée qui se développe lenteamgorésence de flavonoides.

La coloration est comparée a celle du quercétoldstal (0,05 mg/ml) traité avec la

méme quantité de réactif.

» Révélation des chromatogrammes sur couche mince

La mise en évidence des flavonoides se fait apr®sation avec le réactif de NEU
(2-aminoéthyl-diphénylborate), NP/PEGN4gtural Products-Polyethylene Glygol ou
NST/PEG Naturstoff-Polyethylenglykpl

Ce réactif est préparé a partir de deux solutionme solution méthanolique de
diphénylboryloxy-éthylamine (NST, solution 1) eteusolution éthanolique de polyéthylene
glycol & 5 % (PEG, solution IlI). Pour préparer cksix solutions, on dissout 1,5 g de
diphenylboryloxyéthylamine et 2,5 g de polyéthylagigcol, respectivement dans 50 ml de
méthanol et 50 ml d’éthanol. Les deux solutiond sonservéees a 4 °C.

La réaction est positive lorsqu’on observe unerftsoence en UV a 365 nm aprés
pulvérisation des deux réactifs.

Le test se déroule suivant les étapes ci-apres :

- le chromatogramme est chauffé pendant 10 minait8® °C, puis il est laissé se
refroidir ;

- la solution | est ensuite pulvérisée sur ce clatmgramme ;

- apres séchage, les taches sont visualiséesutnlaré UV (365 nm) et, 15 minutes
apres, la solution Il est pulvérisée sur le chraga@mme.

Une fois les deux solutions pulvérisées, d’intenflasrescences se produisent,
immédiatement ou aprés 15 minutes, a la lumiére(866 nm). La solution Il (PEG) permet
d’augmenter l'intensité de la fluorescence.

Les flavonoides apparaissent sous forme de tadhese$centes oranges, rouges,
jaunes, bleues ou vertes (Wagner et Bladt, 2001).

Le témoin utilisé est la rutine.

e —————————————
- 108 -

T hise de Doctorat d"Clat és Scierces ABO K. Jean Claude




Il -3 -7 -2 — 3. Mise en évidence des tanins

» Tests en tubes

La réaction de Stiasny au formol chlorhydrique petrrde distinguer les tanins
catéchiques (par précipitation) des tanins galkqipar saturation a I'acétate de sodium).

A 10 mg d’extrait, on ajoute 10 ml de réactif ddgasty (formol 30 % - HCI
concentré, 2 : 1 v/v). Le mélange est porté aun Béarie a 80 °C pendant 30 minutes, puis
refroidi sous un courant d’eau. L'observation deécppités en gros flocons brun-clairs
témoigne de la présence de tanins condensés ms Eatiéchiques.

La catéchine sert de témoin.

Apres filtration de la solution précédente pouregsl les flocons, le filtrat recueilli est
saturé avec de l'acétate de sodium. L'addition dgoGttes de chlorure ferrique 2 % fait
apparaitre une coloration bleu-noire intense proulaprésence de tanins hydrosolubles ou
de tanins galliques non précipités par le réaetiStlasny.

Un essai témoin est réalisé avec l'acide gallique.

» Réveélation des chromatogrammes sur couche mince

La mise en évidence de tanin catéchique ou tanimdexsé est réalisée par
pulvérisation du réactif a I'anisaldéhyde sulfugqu

Ce réactif est préparé comme suit :

- 0,5 ml d’anisaldéhyde (4-méthoxybenzaldéhyde} soglangés avec 10 ml d’acide
aceétique glacial ;

- 85 ml de méthanol sont ajoutés a la solutiongménte puis mélangés ;

- enfin, 5 ml d’acide sulfurique concentré sontuds au mélange.

La solution ainsi obtenue est homogénéisée et codsa 4 °C pendant toute la durée
d’utilisation.

Pour le test, environ 10 ml de la solution sontv@rsés sur le chromatogramme,
puis celui-ci est chauffé a 100 °C pendant 10 neiswut

Les taches sont observées en comparant leursatiolts a celle du témoin:

la catéchine (rouge-orangeée).
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Il -3 -7 —-2-4. Mise en évidence des polyphédso

» Tests en tubes

Les polyphénols ont la capacité de former des t®lzolorés avec des sels de métaux
lourds. Ills sont caractérisés par la réaction alorgte ferrique. L'appréciation de la
coloration met en évidence la formation de comphbesex I'ion ferrique.

Pour la mise en évidence des polyphénols, a 20@'mgrait, dans un tube a essai,
sont ajoutés un meélange de 2 ml d’eau distillé& el d’acétone. Ce mélange, placé au bain-
marie (60 °C maximum) pendant 5 minutes, est atgittemps en temps, puis filtré a la fin de
cette période. Au filtrat sont ajoutées 2 gouttessdlution alcoolique de chlorure ferrique
10 %. L’'apparition d’'un précipité vert-noiratre emise indique la présence de composés
polyphénoliques.

Un essai témoin est réalisé avec une solution itpeod’acide gallique.

» Réveélation des chromatogrammes sur couche mince

Le Fast Blue Salt B (3,3-diméthoxy-biphenyl-4,45l{diazonium-dichloride)) est un
réactif utilisé dans la mise en évidence des codgpphénoliques. C’est une solution a 0,5 %.
Il est préparé en dissolvant 0,5 g de Fast Blue B4FBS B) dans 100 ml d’eau distillée,
suivi d’'une agitation jusqu’a dissolution totale &olution est conservée au réfrigérateur.

Pour chaque test, 5 a 8 ml de la solution de Fast Balt B sont pulvérisés sur le
chromatogramme. Ce dernier est séché puis obsangle visible.

Le test est positif lorsqu’on observe une coloratimuge.

Le témoin utilisé est le thymol.

-3 —-7-2-5. Mise en évidence des saponasd

» Tests en tubes

La mise en évidence des saponosides est basé@spolivoir aphrogéne, c'est-a-dire
la possibilité qu’ont leurs solutions aqueuses @eiseer par agitation. La caractérisation des
saponosides repose ainsi sur leur propriété phgsiguest que les solutions agueuses qui les
contiennent moussent apres agitation.

Pour la mise en évidence des saponosides, 1 exigalt est dissout dans 100 ml
d’eau distillée puis 10 ml de cette solution ageessnt mis dans un tube a essai. Celui-ci est
ensuite bouché avec le pouce et agité vigoureudemmeposition verticale, pendant environ

15 secondes et laissé au repos pendant 15 mirustggersistance d’une mousse résiduelle
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d’'une hauteur supérieure a 1 cm indique la présdasesaponosides. On appelle « indice de
mousse » l'inverse de la dilution correspondarg &ube.

Exemple de calcul : on utilise un extrait dilug b, soit 1 g/100 ml.

Si un tube contenant 1,5 ml de cet extrait a 1 98,8tml d’eau & une hauteur de

mousse de 1 cm apreés agitation, les 1,5 ml debeedontiennent :

1/100¢ [1,5/10 = 0,0015 gl'extrait contenu dans 10 ml ;
™ dilution

initiale dans le tube

concentration

c'est-a-dire une dilution finale a 0,0015/10. Licelde mousse est lI'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 réalisépupetrisation du réactif a la
vanilline sulfurique. Environ 10 ml de cette sadmtisont pulvérisés sur le chromatogramme,
puis celui-ci est chauffé a 100 °C pendant 10 neswu€Ce chromatogramme peut-étre examiné
a la lumiére UV (365 nm).
Les taches sont observées en comparant leursaatiolts a celle du témoin : I'easine

(rose violette).

-3 -7 —-2-6. Mise en évidence des composgsnoniques

» Tests en tubes

La mise en évidence des composés quinoniquestgeafdia réaction de Borntraeger.
Cette réaction est fondée sur le fait que les queaaonnent, sous I'action de lessive alcaline
ajoutée en faible quantité (ammoniaque, soudedealnaux), une coloration rouge cerise.

Deux (2) ml de la solution a étudier sont évaparésc. Le résidu est trituré dans 5 ml
d’acide chlorhydrique a 1/5 puis, dans un tubesaieda solution est portée au bain-marie
bouillant a 95 °C pendant 3 minutes. Apres un tedgsefroidissement sous un écoulement
d’eau froide, I'hydrolysat est extrait par 20 ml dadoroforme. Cette phase chloroformique
est recueillie dans un tube a essai et 0,5 ml damague (1/2) y est ajouté.
L’apparition d’'une coloration allant du rouge awlet caractérise la présence de composés
quinoniques.

Un test témoin est réalisé avec de la vitamine E.
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» Réveélation des chromatogrammes sur couche mince
La mise en évidence des anthraquinones et anthestegsalisée par pulvérisation du
réactif a I'hydroxyde de potassium composé d'unéutem éthanolique (5 a 10 %)
d’hydroxyde de potassium.
Le chromatogramme est révélé par vaporisation dell@e cette solution de potasse
éthanolique. Celui-ci est observé sous lumiere U\B6® nm. Les taches rouges qui
apparaissent caractérisent les anthraquinonedlet,gaunes, les anthrones.

Un test témoin est réalisé avec la rhéine.

-3 —-7—-2-7. Mise en évidence des stérotgelyterpenes

» Tests en tubes

Les terpenes et les stérols sont caractérisesapaattion de Liebermann-Burchard.
lIs sont mis en évidence par une coloration mawnaet pale) virant au vert, du fait de la
transformation de ces composés chromogenes en séspolorés par I'acide sulfurique.

Pour la mise en évidence des terpenes et dessst@ydlg d’extrait sont mis a macerer
dans 5 ml d’éther éthylique pendant 30 minutesmiagéré obtenu est filtré et évaporé a sec.
Le résidu est dissout a chaud dans 1 ml d'anhyarid¢ique et recueilli dans un tube a essai.
0,5 ml d’acide sulfuriqueoncentré est coulé le long de la paroi du tubssaielLa présence
des stérols et polyterpenes est caractérisée pppdtition, a l'interphase, d’'un anneau
pourpre ou violet, virant au bleu puis au vert.

Un essai témoin est réalisé avec une solution efdomique de cholestérol.

» Réveélation des chromatogrammes sur couche mince

Le réactif de Liebermann Burchard permet la miseéeidence des triterpénes de
types oléanane, ursane, lupane ainsi que lesadsroi

Trois solvants sont utilisés dans la préparatiorrahctif et la réalisation de ce test.
Il s’agit de I'éthanol, de I'anhydride acétiqueds I'acide sulfurique. Pour réaliser ce test,
on prépare une premiere solution composée d’'unngéla volume égal (5 ml) d’acide
sulfurique et d’anhydride acétique. A cette solution rajoute 50 ml d’éthanol absolu.
La préparation est effectuée a froid dans de leegla

Apres pulvérisation, la plaque est chauffée a IDPéndant une dizaine de minutes.

Selon le type de composé mis en évidence, on abs#es taches de colorations
diverses a la lumiere UV a 365 nm :

- coloration rouge pour les triterpénes de typamdée et ursane ;
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- coloration jaune-orangée pour les triterpenetype lupane ;
- coloration jaune ou jaune-vert pour les stéraides

Un essai témoin est réalisé avec du sitostérol.

-3 —-7-2-8. Mise en évidence des anthocyem

» Tests en tubes

Les anthocyanes, pigments vacuolaires, sont sawlales I'eau et leur couleur dépend
du pH.

Pour la mise en évidence des anthocyanes, uneiosolatiueuse de l'extrait est
préparée en dissolvant 1 g de poudre de cet extiag 10 ml d’eau distillée. Cette solution
est repartie dans plusieurs séries de tubes a(@ssd) et, dans chaque tube, 1 ml de solution
tampon phosphate a différents pH (5 a 8) est ajalwdservation de variation de couleur en
fonction du pH de la solution tamponnée ajoutééjmel la présence d’anthocyanes.

Le vin rouge (J. P. CHENET, MERLOT, France, 20@3}, utilisé comme témoin.

» Révélation des chromatogrammes sur couche mince

La mise en évidence des anthocyanes par la CCkagtée a la suite de I'extraction
des anthocyanidines. Pour cela, 1 g de poudreedtdit est introduit dans une fiole conique.
On y ajoute 10 ml d’eau distillée. Le mélange edtadét 2 fois au n-butanol, qui extrait les
anthocyanidines de couleur rouge.

L’'observation de la CCM effectuée a partir d’aliteiale la phase butanolique fait
apparaitre des taches de coloration pourpre ou eroqgi indiquent la présence
d’anthocyanidines.

Un test témoin est réalisé avec la cyanidine.

-3 —-7-2-9. Mise en évidence des glycossdeardiaques

» Tests en tubes
La mise en évidence des glycosides cardiaquesaktge avec le réactif de Kedde
qui est composé dun mélange de 5 ml dune solutiéthanolique (3 %)
de 3,5-dinitrobenzoique et 5 ml de NaOH 2 M.
Pour cette mise en évidence, 1 g de poudre derdiexst introduit dans une fiole
conique. On y ajoute 10 ml d’alcool a 60° et 5 riné solution d’acétate de plomb a 10 %.
Le mélange est porté au bain-marie bouillant pend@nmin, puis refroidi et filtré sur du

coton. Le filtrat est agité dans un tube & essac &0 ml de chloroforme et laissé décanter.
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La phase chloroformique (inférieure) est récupétaas un tube a essai et évaporée au
bain-marie bouillant jusqu’a obtention d’'un résgkc qui est par la suite repris dans 0,4 ml
d’isopropranol. A la solution obtenue, 1 ml de tdate Kedde est ajouté, puis 2 gouttes de
potasse.

La réaction donne une coloration rose ou violette ppésence de glycosides
cardiaques. Cette réaction colorée est due a Isepcé 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 paCdM est réalisée par
pulvérisation du réactif de Kedde.

Le chromatogramme est révélé par vaporisation ége & ml du réactif de Kedde
fraichement préparé. L'observation de la CCM faparaitre des taches roses ou violettes qui
indiquent la présence de glycosides cardiaques.

Un test témoin est réalisé avec la k-strophanthine.

Il -3 -7 - 3. Mise en évidence par le DPPH de mposés antioxydants
(test antiradicalaire sur le DPPH)

Pour détecter l'activité antiradicalaire, le 1,pludnyl-2-picrylhydrazyle (DPPH)
est utilisé. Le DPPH est un radical stable, de ratilan violette en solution. Il présente un
maximum d’absorption caractéristique a 517 nm. lketqeole appliqué repose sur la
disparition de ce maximum d’absorption lorsque IBPBI est réduit par un composé a
propriété antiradicalaire, entrainant ainsi uneott#ation (Cuendett al, 1997).

Le test est effectué sur plaque CCM, spotée av€c P d’extrait, développee et
séchée.

Une solution méthanolique de DPPH a 2 mg/ml esons@e sur la plaque CCM,
faisant apparaitre une coloration violette sur dolat plague. Aprés un temps de réaction
optimal de 30 minutes, les composés a propaigtiéxydante (antiradicalaire) sont localisés
par I'apparition de zones jaune-blanches (tachesldeéges) sur fond violet.

La quercétine (1 pg), un antioxydant de synthéses &ctive, est utilisée comme

témoin.
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Il — 3 — 8. Purification de I'extrait brut : sépar ation et identification des composés
Il - 3 — 8 — 1. Extraction liquide-liquide (LLE) d e I'extrait aqueux brut
deJusticia secunda

Dix (10) grammes d’extrait aqueux brut @iesticia secundgAJse) sont dissouts dans
500 ml d’eau distillée. 500 ml de chloroforme (CkB)&ont ajoutés a cette solution aqueuse et
le mélange est agité vigoureusement et mis a décaldns une ampoule a décanter.
La phase chloroforme (inférieure) est récupéréevaporée. Cette opération est reprise deux
autres fois avec la phase agqueuse.

500 ml d'acétate d’éthyle (AcOEt) sont ensuite #eua la phase aqueuse.
Le mélange est agité vigoureusement et mis a d&cal@ns une ampoule a décanter.
Cette opération est répétée trois fois. Les phasms (inférieure) et acétate d’éthyle
(supérieure) sont récupérées et évaporeées.

Lafigure 31 représente le schéma de I'extraction liquide-tiguie Alse.

Il - 3 — 8 — 2. Méthodes chromatographiques
Il - 3-8 -2 - 1. Chromatographie sur couche mie
Idem a lll - 3 — 7 — 1 (matériel et méthodes, pHY®).

Il = 3 -8 —2— 2. Chromatographie liquide a moyene pression(MPLC)

Le systéme utilisé pour la Chromatographie liqaideoyenne pression (MPL®edium
Pressure Liquid Chromatographyfigure 32) est constitué d'une pompe Blchi 684 (Blichi
Labortechnik AG, Flawil, Suisse), d’'un collecteug ttaction de type ISCO Retriever lI®
(Buichi Labortechnik AG, Flawil, Suisse), d'un dé&a a longueur d’'onde fixe Bichi 683
(UV Detector Knauer 2001, Berlin, Allemagne), d'enregistreur Pharmacia LKB 2210
(Bromma, Suede) et d’'une colonne de verre a gdastigue (4 x 45 cm) surmontée d’'une
pré-colonne de verre a gaine métallique (2 x 4 cm).

La colonne est remplie de phase inverse LiChropRgl8 (40-63 um, Merck KGaA,
Darmstadt, Allemagne) suspendue dans I'éluanOD(BH;OH 5 %) et stabilisée pendant
guelques heures. L'échantillon (2,5 g), absorbéplase stationnaire (LiChroprep RP-18)
sur 3 fois sa masse, est introduit dans une colgaobe (3 x 10 cm) et complété avec du
sable de Fontainebleau pour remplir le volume nf@ette colonne est ensuite raccordée au

systéme a moyenne pression, juste avant la préioelo
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10 g Alse
+
500 ml KO distillée

l Dissolution

500 ml A aqueux

+ 500 ml CHC} (3 fois)

Phase KO
Phase CHC} +500 mI AcOEt (3 fois)

‘l.'
/\

Phase HO Phase AcOEt

Figure 31 : extraction liquide-liquide de I'extrait aqueux brut deJusticia secunda (AJse)

- Adse . extrait aqueux brut dristicia secund®. Vahl (Acanthaceae)
- Phase CHGI : phase chloroformique
- Phase AcOEt : phase acétatique

- Phase O  : phase aqueuse

e —————————————
-116 -

T hese de Doctorat " Glat és Sciences ABO K. Jean Claude




N
w
~—~
—
—_
—
N
o
o
(50

0C: vl

Figure 32 : photographie du dispositif pour chromabgraphie liquide
a moyenne pressiofMPLC)
(D’'aprés Laboratoire de Pharmacognosie et Phytochjriiniversité de Genéve, 2008

1 - Solvant (phase mobile) 6 - Détecteur

2 - Pompe 7 - Enregistreur

3 - Colonne seche 8 - Collecteur de fractions
4 - Pré-colonne 9 - Tubes collecteurs

5 - Colonne
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L’éluant utilisé pour cette chromatographie est raglange binaire méthanol-eau
(CHsOH-H,;0) + 0,1 % d’acide formique (G}, Fluka, Allemagne). Le gradient de la phase
mobile varie de 5 % a 100 % @BH et le changement de phase mobile en cours g'smal
s’effectue manuellement (« gradient par paliestepgradien). La pression de travail est
comprise entre 15 et 20 bars et le débit est dalzqin.

Des fractions de 140 ml sont collectées a l'aide abllecteur automatique.
La détection est effectuée a 254 nm.

Le suivi de la séparation et le rassemblement @desidns ont été effectués sur la base
d’analyse par CCM ou par HPLC avant d’éliminer ksdvants a |'évaporateur rotatif
(Buichi Rotavapor®, Buchi Labortechnik AG, FlawiljiSse).

Il — 3 -8 -2 - 3. Chromatographie sur colonne aterte (CC)

La colonne ouverte (cfigure 9-A, revue bibliographique I -2 -1 -2 — 3., pa@¢ 5
utilisée lors de la chromatographie sur colonne,(C&umn Chromatographyest effectuée
avec une phase stationnaire de gel de Silice 6@M6@®200 mm, Merck).
Cette phase stationnaire est introduite dans lano@ (2,5 x 40 cm), mélangée a la phase
mobile (HO-CH;OH 5 %) et laissée stabiliser.

L’échantillon (10 mg), absorbé au préalable avegelude Silice sur 3 fois sa masse,
est déposé sur le Silica gel 60 dans la colonmmukeert d’'une fine couche de solvant.
Le tout est protégé avec une couche de sable daiRebleau.

L’éluant utilisé pour cette chromatographie estOFCH;OH + 0,1 % d’'acide
formique (Fluka, Allemagne). Le gradient de la ghawbile varie de 5 % a 100 % &BH.

Le débit est de 2,5 ml/min. Des fractions de 20somt récupérées dans des tubes a essai
disposés sur un collecteur de fraction Bichi B-@8&€0 Retriever 1I®, Blchi Labortechnik
AG, Flawil, Suisse).

Le suivi des séparations, ainsi que le rassemblefmath des fractions sont effectués
sur la base d’analyses HPLC ou CCM avant d’élimiesrsolvants a I'évaporateur rotatif
(Buchi Rotavapor®, Buchi Labortechnik AG, FlawiljiSse).

Il = 3 -8 — 2 — 4. Chromatographie liquide a hawd performance(HPLC) analytique

La chromatographie liquide a haute performance (EiRtligh Performance Liquid
Chromatography est couplée a la spectrophotométrie ultravioigtite (HPLC/DAD-UV).
Les analyses HPLC sont réalisées avec un systedmgrénHP (Hewlett-Packard, Palo Alto,
CA, USA) 1090 série Il, composé d'une pompe, dnjedteur automatique et d’'un détecteur
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a réseau de diode (DADjode Array Detectorsérie 1090 poutenregistrement des spectres
UV/Visible. Cet ensemble est contrélé par une amatVectra 486/66XM munie d'un
programme informatique HPChemstatidigire 33).

Les injections des échantillons (10 pg) sont effées par un injecte@utomatique
intégré. Les temps d’analyses sont compris entret30 min, et la pression est d’environ
100 a 150 bars.

Pour les analyses, une colonne en phase inversem&yynC 18 (5 um ; 150 x 3,9 mm
d.i., eau), précédée d’'une pré-colonne, est wilis@ phase mobile est un mélange binaire
méthanol-eau (C¥OH-H,O) contenant 0,1 % d'acide formique (Fluka, Allemeg
a un débit de 1 ml/min.

Le solvant est élué en mode gradient (phase mdbileomposition variable en cours
d’analyse). Le gradient d’élution est le suivant :

Temps (min) % CH3OH
1 0,00 a 3,00 2,0
2 3,00 a 33,00 50,0
3 33,00 a 38,00 100,0
4 38,00 a 43,00 100,0
5 43,00 a 43,10 2,0
6 43,10 a 50,00 2,0

Il - 3 -8 — 2 —5. Chromatographie liquide a hawd pressionsemi-préparative
(HPLC semi-préparative)

Dans le présent travail, la HPLC semi-préparatsteugilisée pour purifier et séparer
les fractions précédemment obtenues par MPLC oC@ar

Les séparations par chromatographie semi-préparatimt réalisées sur un appareil
muni d’'un détecteur UV LKB 2151 (Bromma, Suédeyrdinjecteur 7125 (Rheodyne), d’'une
pompe a 2 voies Shimadzu LC-8A (Shimadzu, Kyotpada et d'un enregistreur LKB 2210
(Bromma, Suede). L’ensemble du disposififjijre 34) est contrélé par le programme
HPChemstation.

Pour ces analyses HPLC semi-préparatives, une m®lan compression radiale
uBondapak® (phase inverse) de dimension 100 x 25 dim granulométrie 10um

(eau, Milford, MA, USA), précédée d'une pré-colonast utilisée.
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Figure 33 : photographie du dispositif pour chromabgraphie liquide
a haute performance(HPLC) analytique
(D’'aprés Laboratoire de Pharmacognosie et Phytochjriiniversité de Genéve, 2009

1 - Réservoirs de solvants 5 - Détecteur

2 - Systeme de dégazage 6 - Pré-colonne
3 - Systeme de pompes 7 - Colonne

4 - Systeme d’injection 8 - Ordinateur
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Figure 34 : photographie du dispositif pour chromabgraphie liquide & haute pression

semi-préparative (HPLC semi-préparative)
(D’'aprés Laboratoire de Pharmacognosie et Phytochjriiniversité de Genéve, 2009

1 - Réservoirs de solvants 7 - Chambre d’injection

2 et 3 - Pompes 8 - Détecteur

4 - Dégazeur 9 - Enregistreur

5 - Pré-colonne 10 - Collecteur de fractions
6 - Colonne 11 - Ordinateur
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Un systéeme de solvant méthanol-eau {OH-H,O), acidifié (+ 0,1 % d’acide
formique), est utilisé comme phase mobile, en msderatique ou gradient, avec détection a
254 nm. Le débit est de 20 ml/min. Les gradiengsiables en fonction de I'extrait injecté
(20 ug), sont indigués en dessous des chromatogearoonrespondants.

La collecte des fractions est réalisée manuellement

Il — 3 — 8 — 3. Méthodes d'’identification
Une fois les composés purifiés, il est nécessareslidentifier.
Les composés purifiés sont identifies grace a lactspmétrie de masse (MS)

et a la spectrométrie de résonance magnétiqueaitec(@MN).

Il - 3 -8 -3 - 1. Chromatographie liquide ultraperformante couplée a la
spectrométrie de masse (UPLC/ESI/TOF-MS)

Dans cette étude, le systeme de la chromatograjiipede ultra-performante
(UPLC, Ultra Performance Liquid Chromatographest couplé a la spectrométrie de masse
(MS, Mass Spectromefry(figure 35). Les extraits analysés par cette technique sont
préalablement purifiés.

Ces analyses UPLC/ESI/TOF-MS ont été menées sppdiaillage constitué des
éléments suivants :

e un systeme UPLC (UPLC®, Waters, Milford, USA)hgqoosé des mémes éléments
gu'un systeme HPLC (cflll - 3 — 8 — 2 — 4., page 118), ayant le méme gipim de
fonctionnement que ce dernier, mais améliore laarsdjpn et la résolution des pics
chromatographiques ;

e un analyseur de masse de type temps de vol (TOme Of Flight
(LCT Premier, Micromass®)\aterd connecté a la sortie du détecteur DAD par urerfate
de typeelectrosprayou ionisation paelectrospray(ESI, ElectroSpray lonization;

e un spectrometre de masse a analyseurs quadrgmlaiSQ Triple Stage
Quadrupolg 700 Finnigan MAT (Thermo Electron Corporation, Mdam, MA, USA).

Pour les analyses, les solutions d’échantilloflsy@ml dans CHOH-H,O 85 : 15
v/v) sont injectées en quantité d@l5La colonne employée (Acquity UPLC® BEH) possede
les caractéristiques suivantes : dimensions 50100xmm d.i. ; phase stationnaire C18 ;

diamétre des particules 1y ; température 35 °C.
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Figure 35 : photographies du dispositif pour chromé&graphie liquide ultra-performante

ultra-performante couplée a la spectrométd de masse (UPLC/ESI/TOF-MS)
(D’aprés Laboratoire de Pharmacognosie et Phytochjriiniversité de Genéve, 2009

1 - Réservoirs de solvants
2 -UPLC

3-MS

4 - Colonne

5 - Ordinateur
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Le systeme de solvants employés es@¥H,O + 0.1 % d’acide formique, a un

deébit de 0,3 ml/min. Le gradient utilisé est levauit :

Temps (min) % CH3CN
1 0,00 a 0,22 5,0
2 022 a350 95,0
3 350 a 3,60 100,0
4 3,60 a 5,00 100,0
5 500 a 5,10 5,0
6 510 a 6,00 5,0

L’'analyseur de masse de type temps de vol (TOR)astecté a la sortie du détecteur
DAD par une interface de type électrospray ou @m® par €électrospray (ESI).
L’analyse par spectrométrie de masse a haute té&solpermet, grace a un couplage entre
'ESI et un analyseur TOF, de déterminer la mas®e guatre chiffres aprés la virgule et la
formule brute du composé. Les analyses sont réalidéns les conditions suivantes : mode
négatif ; voltage du capillaire, 2800 V ; voltage cbne, 40 V ; voltage de I'ouverture « 1 »,
15 V ; température de désolvatation, 250 °C ; teatpée de la source, 120 °C ; voltage du
« multiple channel plate> (MCP), 2650 V. La masse de référence est donoée yne
solution de Leucine Enkephaline (Sigma) synthétigiessiquée a pg/ml dans CHCN-H,O
(Q:1vi).

Cette solution est infusée au moyen dune deuxigmoenpe (LC-10AD VP
Shimadzu®) avec un débit de 30min et une fréquence de 1stans En mode normal,
la masse de référence est la Leucine Enképhali®€ pI-H]- am/z556.2672. Pour éviter un
déplacement des signaux de trop forte intensitéx-ce sont référencés par rapport a la
Leucine Enkephaline [M-H]-n(/z554.2615).

Les spectres de masse obtenus en mode d’ionispiionmpact électronique (EI)
et D/IC sont enregistrés avec un spectrometre desena analyseurs quadripolaires TSQ 700

Finnigan MAT (Thermo Electron Corporation, Walthavd, USA).

Il — 3 -8 —3— 2. Spectrométrie de résonance magtique nucléaire (RMN)
Les mesures de RMN sont effectuées sur spectrodatmpulsions UNITY Inova 500
de Varian (Palo Alto, CA, USA), piloté par le logit Solaris VNMR du méme fabriquant,

installé sur une station de travail Stigyre 36).
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4g/,12/2088" 10:53

Figure 36 : photographie d’'une station de travail 8n pour la spectrométrie de
résonance magnétique nucléaire (RMN)
(D’'aprés Laboratoire de Pharmacognosie et Phytochjriiniversité de Genéve, 2008

1 - Console
2 - Aimant supraconducteur

3 - Station informatique
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Les spectres RMNH et *C sont enregistrés sur un appareil VRX-200 (Varian)
a 200 MHz. Le standard interne est le tétramétlayisi (TMS) et les valeurs de déplacements
chimiquesd [ppm] sont exprimées par rapport au signal du TMSsolvant deutéré utilisé
pour la préparation des échantillons est le dimstitfipxyde hexadeutéré (DMS@B).

Le solvant deutéré utilisé pour les mesures RMNIef2dMSOd6 (Dr Glaser SA).

La température de travail est fixée a 30 °C.

Les spectres RMNH sont enregistrés a une radiofréquence de 4998% bt les
spectres RMN?C & 125,70 MHz. Des mesures complémentaires, dibégimensionnelles »,
sont souvent nécessaires pour mettre en évidersceadetlations homo- et hétéronucléaires
entre les atomes de carbone et d’hydrogéne audssimmolécules analysées. Il s’agit des
expériences suivantes, réalisées grace a des pnogs de séquences d'impulsions fournis
par Varian pour le spectrometre cité plus haut M€ (Gradient Heteronuclear Multiple
Bond CoherencegHSQC Gradient Heteronuclear Single Quantum CoherengdyifCOSY
(Gradient Double Quantum Filtered COrrelation SpestopY, DEPT Qistorsionless
Enhancement by Polarization TransfegHSQCTOCSY Gradient Heteronuclear Single

Quantum Coherence TOtal Correlation SpectrosgopY

[l — 4. Solutions physiologiques et substances ¢hiques et pharmacologiques utilisées
Il — 4 — 1. Solutions physiologiques

Le Mac Ewen est la solution physiologique de réféee utilisée au cours des
expérimentationsifi vivo' sur les Mammiferes et pour maintenir en survigrdeorganes
isolés (n vitro™). Il est préparé a partir de solutions ioniqueses. Ces solutions meres sont
issues de dilutions, dans de I'eau distillée, aelpits chimiques cristallisés.

Le tableau IV donne la composition et les concentrations degisaklioniques meres
utilisées dans la préparation de la solution phygique de type Mac Ewen.

Les solutions physiologiques de compositions ioegjumodifiées sont préparées
comme la solution de Mac Ewen mais en modifiantcaurs de leur préparation, dans la
proportion indiquée, la concentration de I'ion cema.

Le tableau V ci-dessousddonne la composition de la solution physiologiqeetybe
Mac Ewen et des milieux physiologiques de compmsitioniques modifiées.

Le pH de la solution physiologique est ajusté aakdc du HCI ou du NaOH et du
glucose y est ajouté (2 g/l de Mac Ewen) juste Blenexpérimentations.
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Tableau IV : solutions meres utilisées dans la prgpation du Mac Ewen

Substance sous Poids moléculaire Concentration Concentration
forme cristallisée (g/mol) pondérale molaire
(a/l) (mmole/l)
NaCl 58,44 80 1368,93
KCI 74,56 20 268,24
CaCl, 110,99 20 180,20
H>POs;Na 156,01 15 96,15
HCO3Na 84,01 40 476,13
MgCl, 203,31 10 49,19

Tableau V : composition de la solution physiologige de type Mac Ewen et des milieux

physiologiques de compositions ioniquesodtifi€ées pour 1 litre de solution

Substance Mac Ewen | Solutions physiologiques de compositions ioniquesadifiees
en |de référence HypoCa®* HyperCa* HypoNa* HyperNa® HypoK*® HyperK*
solution | V C 75 % 125 % 90 % 125 % 75 % 125 %
mere ((ml) (mM)| C(mM) C(mM) C(mM) C(@mM) C(mM) C(mM)
NacCl 95 13005 130 130 117 162,5 130 75,63
KCI 21 5,63] 5,63 5,63 5,63 5,63 4,23 7,04
CaCl, |12 2,16 4,14 6,9 5,52 5,52 5,52 5,52
H,PO,Na | 9,5 0,91 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93
HCOsNa |25 11,90, 11,90 11,90 11,90 11,90 11,90 11,90
MgCl, |5 0,25 0,24 0,24 0,24 0,24 0,24 0,24

V : volume

C : concentration

QC/T[éJe e Dictorat " Stat és Sererces
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La solution physiologique saline (NaCl 9 %.) estlégeent utilisée pour certaines

dilutions.

Il —4 — 2. Substances chimiques et pharmacologigs
Les substances chimiques et pharmacologiques éefilissont indiqguées dans le

tableau VI. Ce sont des produits de synthese.

Il — 5. Traitement des résultats
Il - 5 — 1. Enregistrements sur le papier enduit deoir de fumée

Les enregistrements effectués sur le papier edeuiioir defumée (pression artérielle
et contractions cardiaquesdnt fixés avec du vernis cellulosique. lls sorgugie scannés et
traités a I'ordinateur a I'aide des logicidd8BYY FineReade3.0 etPaint, de facon a obtenir

des tracés en noir sur fond blanc.

Il -5 — 2. Analyses statistiques

Le programme informatiquéraphPad InSta{San Diego CA, USA) a été utilisé pour
I'analyse statistique des résultats. Les valeuns données sous forme de moyenne suivie de
I'erreur standard sur la moyenne.

La différence entre deux valeurs a été déterminge Ip test de comparaison
Student-Newman-KeulElle est considérée comme non significative frg)r une probabilité
supérieure a 5 % (P > 0,05) ou significative : f®ur P < 0,05 ; (**) pour P < 0,01 ;
(***) pour P < 0,001.

Il -5 — 3. Graphiques
Le programme informatiqu&raphPad Prism §San Diego CA, USA) a permis de
tracer les graphiques. Les courbes sigmoides sacdds aprés transformation des valeurs

obtenues. Les valeurs de I'axe des abscissesraosfdrmeées en logarithme décimal.
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Tableau VI : substances chimiques et pharmacologiques lisées

Nom Nom Laboratoire Structure chimique  Usage
scientifique commerciale d’origine et
ou chimique provenance
Atropine Atropine SIGMA N% Pt Antagoniste
(USA) D‘E'/\T_I:fj cholinergique
Ethyle Ethyle MERCK 1 Anesthésique
HaN7 o7
carbamate carbamate (France)
Ethyléne EDTA SIGMA am Chélatan du
diamine tétra- (USA) TN/\»\‘ cea”
acétique acide o o
Héparine Héparine Sanofi-aventis o L Anticoagulant
1 b ) f O
sodique choay® (France) e B
L- adrénaline  Adrénaline FLUKA @ Hypertenseur
(Allemagne) o AN Vasoconstricteur
Cardiotonique
Losartan Cozaar® MSD Chibret /{ Inhibiteur des
récepteurs a
A on ) .
(USA) n O l'angiotensine I
'S O
Nifédipine Nifédipine SIGMA H Inhibiteur
(USA) crzo AN och, calcique
o] o]
NO,
Prazosine Alpress L® AI;FIZER CH,O:QfINCN.CO_HoTI as-bloquant
(Allemagne) e 5. Vasodilatateur
Propranolol Propranolc SIGMA 0/\{\”)\ B-bloquant
(vsm )
Vérapamil Vérapamil MERCK ”’°‘1f°”° oty Inhibiteur
LP® (France) H]CO,»'\_:: B ij\m calcique

Q%Je e Dictorat " Stat és Sererces
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IV — RESULTATS

IV, —Premiére partie :

Etudes toxicologiques, tri phytochimique, effets pairmacologiques
et mécanismes d’action sur I'activité cardio-vascalire de Mammiféres

d’un extrait aqueux brut de Justicia secunda M. Vahl (Acanthaceae)

La premiere partie de notre étude consistera a :

» étudier d’abord la toxicité aigiie et la cytotox@cd’'un extrait aqueux brut de
feuilles de Justicia secundaafin de déterminer les doses limites pour un usage
pharmacologiques ;

» verifier ensuite les propriétés antihypertensives abt extrait, justifiant
I'utilisation de cette plante en médecine traditielte ;

» mettre en évidence les grands groupes chimiquetermas dans I'extrait,
probablement a l'origine des effets thérapeutiques

» enfin, étudier ses effets sur le systeme cardioutase de Mammiféres et

déterminer son mécanisme d’action sur la pressigénielle.

IV 1 — 1. Etudes toxicologiques d’un extrait aqueux brude Justicia secunda (AJse)

Les études toxicologiques visent a prévoir d'unet pa symptomatologie aprés
I'administration de I'extrait aqueux brut desticia secunddin vivo" a des souris, rechercher
les parametres toxicologiques et la limite de Kionité de cet extrait (toxicité aigué) et,
d’autre part, déterminer "in vitro" la viabilité deellules exposées alée (cytotoxicité).
Ceci permettra d’apprécier les risques potentiads I'ddministration de cette nouvelle
substance et de déterminer les niveaux de dosesgsoétudes pharmacologiques ultérieures.

IV, —1- 1. Toxicité aigué d’'un extrait aqueux brut @ Justicia secunda chez des souris

Cette étude consiste a déterminer quantitativemequalitativement les phénomeénes
nocifs (dommages biologiques graves ou mortelskgunanifestent chez des souris, pendant
une peériode déterminée, résultant de 'administrati’'une dose unique de I'extrait agqueux

brut deJusticia secunda.
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Ainsi, AJse, en solution physiologique saline (NaCl 9 %.), adiministré par voie
intrapéritonéale a 9 lots de 10 souris chacun, sadieses uniques comprises entre 0,5 et
10 g/kg de poids corporel (P.C.). Un lot témoinl@esouris rec¢oit une injection de la solution
isotonique de NaCl 9 %.. Les animaux traités sorst @m observation pendant 2 heures aprés
I'administration de Ase pour relever d’éventuels troubles symptomatiqgd8sheures apres

I'administration de I'extrait, le nombre de soum®rtes par lot est comptabilisé.

IV;—1-1-1. Comportement des souris aprés traitemt a 'AJse

L’injection de Alse, a des doses comprises entre 0,5 et 10 mg/k@ids porporel
provoque, de facon générale, dans les 10 premigiragtes, un déplacement de la souris en
longeant les recoins de la cage et un étiremequémd de son tronc. Les doses inférieures
n'ont pas d’effets sur les animaux.

Pour des doses de supérieures a 2 mg/kg P.Cmbhusie déplace en trainant son train
arriere, et ce, durant les 30 premiéres minutes.

Apres cette période, pour les doses non létaledrdebles symptomatiques observés
apres I'administration de I'extrait s’estompentgmessivement. Ainsi, I'animal se déplace de
plus en plus normalement, s’abreuve et mange nemeit.

Les doses létales entrainent une diminution de ddilité de la souris qui reste
frequemment immobile, blottie dans les angles deage, avec une respiration saccadée.
Il s'alimente peu ou pas. Les yeux, le museau extdlémité de la queue rougissent
légérement. La mort survient entre 1 heure et L@dseapres I'injection. L’animal meurt sans

agitation et reste couché sur le coté.

IV, —1-1-2. Mortalité des souris traitées en fotien de la dose de Ase

Une premiére série de tests sur 9 lots de 10 sowistre que l'injection de doses
inférieures ou égale a 0,5 g/kg P.C. provoquentde%nortalité. Celles supérieures ou égales
a 10 g/kg de poids corporel provoquent 100 % deartitd.

Des dilutions sont réalisées dans cette gamme decentration de Ase
(0,5 a 10 g/kg P.C.) et le traitement d'une deuxés@rie de 9 autres lots de 10 souris induit,
en fonction de la dose, la mort ou pas des anintaités. Le taux de mortalité des souris
augmente de maniere dose dépendante.

Le tableau VIl ci-dessous indique le nombre de souris mortesuet pourcentage en
fonction de la dose deJ®e injectée, pour une série d’expérience type.
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Tableau VII : nombre de morts et pourcentage de nalité des souris en fonction

de la dose de I'extrait aqueux brut delusticia secunda (AJse) injectée

Lots Doses de Ase Nombre de Nombre de % de morts
(g/kg P.C)) souris testées souris mortes

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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IV1—1-1-3. Détermination de la dose maximale éo€e (DMT) et de la dose létale 50 %
de Alse par la méthode graphique de Miller et Tainter

Les taux de mortalité, obtenus a la suite de {®)iséries d’expériences, ont permis de
tracer la courbe de fgure 37 qui donne les moyennes de variation du taux deaiitérdes
souris en fonction de la dose dd<A injectée. Le tracé obtenu (courbe de Trevan, 1927
est une courbe sigmoideglre 37-3). Cette courbe dose-réponse est linéarisée (BI&33)
par le tracé de la courbe de la mortalité expriee&aleur probit en fonction dogarithme
de la concentration deJ& (figure 37-b). L'équation de la droite obtenue est :

Y = 3,65LogX + 3,4 ou X est la concentration delg.

Sur la courbe linéarisée, I'on détermine la doseimale tolérée (DMT) et la dose
létale 50 % (Dkg). Les parametres toxicologiques déterminés panédthode graphique de
Miller et Tainter (1944) sont les suivants :

- DMT =117 mg/kg P.C.
- DLso =2 742 mgl/kg P.C.

IV1—1-1-4. Détermination de la dose létale 50 ML 50) de Alse par la méthode de
calcul de Dragsted et Lang
La méthode de calcul de Dragsted et Lang (1957)eemis de déterminer,

pour 3 séries d’expériences, la dose létale 5Qivaste :

DLso= 2 250 + 327 g/kg P.C.

Le tableau VIII ci-dessous récapitule les valeurs desPlobtenues par calcul ou
par graphique, et de DMT delge.

IV1—1 - 2. Cytotoxicité d’'un extrait aqueux brut deJusticia secunda

Cette étude vise a déterminer la toxicité daefau niveau cellulaire.

Pour cela, une étude de cytotoxicité de cet exasiitréalisée sur des neutrophiles
péritonéaux de rats, des neutrophiles humains st ndacrophages de souris, dans les
conditions expérimentales décrites en Il — 3 -2L(ef. matériel et méthodes).

Il ressort de cette étude que la cytotoxicité déseAest supérieure ou égale

a 6 400ug/ml et sa Dk supérieure ou égale a 10 7@§ml.
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Figure 37 : variation de la mortalité des souris e fonction de la dose de I'extrait aqueux

brut deJusticia secunda (AJse) injectée

a — Courbe dose-réponsgourbe sigmoide de Trevan, 1927)

b — Courbe linéariségtransformation "probit" de Bliss, 1938)
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Tableau VIII : récapitulatif des valeurs de DLsp et DMT obtenues

Doses uniques d’'un extrait aqueux brutldsticia secunda des souris

DL spcalculée DL spographique DMT graphique

2 250 = 327 mg/kg P.C. (n = 3) 2 742 mg/kg P.C. kg P.C.
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IV1—1 - 3. Discussion
Des expériences pour déterminer la toxicité de tdax aqueux brut de
Justicia secunddAJse), ont été réalisées sur des souris (toxicité&igt sur des cellules

sanguines humaines et de souris.

v Au niveau des souris "in situ"

La toxicité aigué est I'étude qualitative et qutmiive des phénomenes toxiques
susceptibles d'étre induits apres administratiomqua de la ou des substances actives
contenues dans le médicament (Dragsted et Lang()1@Be substance engendrant une
toxicité aigué est donc capable de provoquer unndage biologique grave ou mortel chez le
sujet considéré, peu apres une exposition uniqu@lesorption d'une dose. Cette étude décrit
les symptdmes observés, y compris les phénomermasiXdp et fournit par ailleurs une
indication sur la dose Iétale 50 %, (§gl.avec ses limites de confiance (95 %).

Nos résultats montrent que des doses de 0,5 &PgC. de I'extrait aqueux brut de
Justicia secundafont apparaitre, chez la souris, une diminution ke mobilité.
Les doses mortelles induisent, en plus, une dinanute 'activité respiratoire. Ces effets de
AJs suggerent une action probable de cet extraiiessystéme de locomotion et le systéeme
nerveux.

Des doses de Jse supérieures ou égales a 0,75 g/kg P.C. sont lieerigour les
souris. Dans cette gamme de doses, le taux delitd@oeagmente de facon dose dépendante,
et 100 % de mortalité sont obtenus pour la dos&0dg/kg P.C. Cette dose correspond a la
dose létale 100 % (Dbo).

La courbe des pourcentagée souris mortes par lot (mortalité) en fonction du
logarithme de la dose deJf&e injectée (Trevan, 1927) présente une allure digeno
Ceci, d'une part, confirme que l'effet deJ#& est dose-dépendante et, d’autre part, suggere
gue son activité pourrait passer par I'activatierrécepteurs (Miller et Tainter, 1944).

L'étude de la toxicité aigué permet aussi d’expritaedose qui tue 50 % des animaux
d’expérience (Dkg) ainsi que la dose maximale sans effet toxiqueaae maximale tolérée
(DMT), c’est a dire la dose la plus élevée pouutlp aucun effet toxique n’est relevé par
rapport au lot témoin.

La méthode graphique de Miller et Tainter (1944eamnis de déterminer pourdée la
DMT de 117 mg/kg p.c. et la Bbde 2 742 mg/kg P.C.

La méthode de calcul de Dragsted et Lang (1957¢renis de déterminer pour cet
extrait une Do de 2 250 + 327 mg/kg P.C.
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Les valeurs des D de Als, déterminées selon les deux méthodes : graphique
(2 742 mg/kg P.C.) et par calcul (2 250 + 327 md?@G.) sont assez proches (différence non
significative, P > 0,05). Cela indique que les l&ds sont concordants et que les méthodes
utilisées sont crédibles.

La DLso, indicateur quantitatif de la toxicité d'une salpste, permet de mesurer le
potentiel toxique, a court terme (toxicité aigudne substance.

Selon les travaux de Diezi (1989), la valeur dBla, permet une classification de la
substance en fonction de son degré de toxicité.

Pour cet auteur, les substances dont leg Bant :

- supérieures a 5 000 mg/kg P.C., sont dites ndaques ;

- comprises entre 5 000 mg/kg P.C. et 500 mg/kg, B@ht rangées dans la gamme
des substances peu ou faiblement toxiques ;

- comprises entre 500 mg/kg P.C. et 50 mg/kg Rdht des substances toxiques ;

- comprises entre 50 mg/kg P.C. et 5 mg/kg P.Qit, des substances trés toxiques ;

- inférieures a 5 mg/kg P.C., sont classées dagartane des substances extrémement
toxiques.

Selon cette classification, J&, avec une Dig de 2 250 mg/kg P.C., est peu ou
faiblement toxique. En conséquence, cette drogueedorte tolérance a I'égard des souris.

Le potentiel toxique a court terme (toxicité aigdé)cet extrait est inférieur a ceux de
certains extraits de plantes telles @exuridaca longepeduncula(Rolygalaceae)Swartzia
madagascariensi@aesalpiniaceaejamarindus indicdCaesalpiniaceae) Bidens pilosd..
(Asteraceae) qui sont aussi utilisées en médecaaktionnelle. En effet, I'extrait aqueux de
feuilles deSecuridaca longepedunculafidone, 1980), I'extrait agueux des écorces denexi
de Swartzia madagascariens{3raoreet al, 2002), I'extrait aqueux des écorces de tiges de
Tamarindus indicgSouza, 2005) et la fraction active F2 de I'extemjueux des feuilles de
Bidens pilosgKouakou, 2008) ont des [B.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 doacsdbstances toxiques.

L’étude de la toxicité aigué de I'extrait aqueuxtbdeJusticia secundaur des souris
ayant montré que cet extrait est peu ou faiblerteatue, cette substance pourrait donc étre

préconisée en pharmacologie.

v" Au niveau cellulaire
Pour déterminer les doses dd<dA tolérables au niveau cellulaire, une étude de la

cytotoxicité de cet extrait a été réalisée engdit le test du MTT. Ce test est un indicateur de
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I'intégrité et de l'activité mitochondriale assiafile & une mesure de la vitalité cellulaire
(Gerlier et Thomasset, 1986). Il permet une quiaatibn rapide et sensible de la
prolifération et de la viabilité cellulaires.

En fait, ce test est basé sur l'activité d'une emzgnitochondriale des cellules viables :
la succinate déshydrogénase. En présence du suld§ifa(bromure de 3-(4,5-diméthyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphényl-2H-tétrazolium), les sele tétrazolium du substrat sont transformeés
en cristaux insolubles de formazan grace a l'détide la succinate déshydrogénase
(Mosmann, 1983 ; Gerlier et Thomasset, 1986 ; Mgrt#88). Le MTT est un colorant jaune
qui est oxydé par le succinate déshydrogénase oitattiale en cristaux de formazan de
couleur bleue. Il s’agit d’une réduction mitochaate du MTT, par les cellules vivantes, en
un compose cristallin bleu (Hzt al, 1990 ; Skehaat al, 1990). La quantité de sel formazan
produite par les cellules a partir du MTT est mésurapres dissolution des cristaux, par
spectrophotométrie. L'absorbance, c’est-a-diretdfigité de la coloration mesurée, est
proportionnelle au nombre de cellules vivantesgtes et a leur activité métabolique lors du
test, et donc leur viabilité (Mossman, 1983).

L'étude de la cytotoxicité de I'extrait aqueux bdéJusticia secundaréalisée par le
test du MTT, a porté sur trois lignées celluladesleucocytes : neutrophiles péritonéaux de
rats, neutrophiles humains et macrophages de souris

Les résultats montrent que la cytotoxicité ddseA est supérieure ou égale a
6 400 ug/ml. La DLsp ou Clso (concentration létale 50 %) de cet extrait estsepre ou
égale a 10 70@g/ml. Cette valeur de cytotoxicité donne une ediimnades concentrations
tolérables par les cellules en présence de I'éxdrpieux brut ddusticia secunda

Cantillo et al, (2007), en étudiant [activitt hématolytique nl'uextrait
hydro-méthanolique (1 : 8 v/v) dausticia secundaa déterminé une Gk supérieure
a 1 000ug/ml. L’extrait aqueux brut ddusticia secundast moins toxique qu’un extrait
hydro-alcoolique de cette plante dont l'usage erarplacologie est recommandé par
Cantilloet al, (2007).

Ainsi AJse parait approprié pour une utilisation thérapeugicet son usage en
phytothérapie pour le traitement de certaines tffies peut étre conseillé.

L’étude des effets pharmacologiques de cet eximit donc étre envisagée.

En effet, aprés avoir mis en évidence que I'extagiteux brut ddusticia secundast
peu ou faiblement toxique, et défini ses conceiomat tolérables it viva' sur des souris
(DMT = 117 mg/kg P.C.) etifl vitro" sur des cellules (cytotoxiciteé 6 400 ug/ml),
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il convient de vérifier les propriétés antihypedimes de cette plante qui ont été revélées par
la médecine traditionnelle. Ceci se fera par I'étdes effets pharmacologiques de cet extrait

sur la pression sanguine artérielle et sur I’hygresion artérielle.

IV 1 — 2. Effets pharmacologiques d’un extrait aqueux fut de Justicia secunda
(AJse) sur la pression sanguine artérielle normale eus I'hypertension
artérielle induite chez le lapin

IV1—2 - 1. Effets dose-réponse delge sur la pression artérielle normale de lapin

L'objectif de cette expérimentation est d’étudies leffets, sur la pression artérielle
moyenne de lapin, de I'administration par voie amgineuse de doses croissantes dss A
inférieures a la dose maximale tolérée détermihée a souris (DMT = 117 mg/kg P.C.).

Ainsi, une fois la pression artérielle moyenne gistece et stabilisée, des doses
croissantes de J (< 117 mg/kg P.C.) sont injectées aux animaurs akes intervalles de
temps de 15 minutes apres I'effet de chaque dawénadrée.

AJse, administrée a des doses croissantes de 1,25may/kKg P.C., induit une baisse
de la pression artérielle. Cette hypotension atitériest dose-dépendante et commence
a apparaitre dans moins de 10 secondes apres iisthaiion de I'extrait. Les doses dds
inférieures a 1,25 mg/kg P.C. sont sans effetaspréssion sanguine artérielle.

La figure 38-a présente un enregistrement type des effets d&e Aur la pression
sanguine artérielle de lapin.

Dans la série d’expériences de cette étude (n fa4)ression artérielle de référence
des lapins utilisés est de 95 + 6 mm Hg. L'admiaistn de Alse permet d’obtenir trois types
de résultats en fonction des différentes dosestlextrait.

- Les doses de J comprises entre 1,25 et 40 mg/kg P.C. induiseathypotension
variant de 5 a 28 mm Hg ; soit une chute de prassoiant de 5,21 % a 29,17 % par rapport
a la pression artérielle de référence du lapirisétilA ces doses, les effets ddsA sont
totalement réversibles moins de 5 minutes apnactiion.

- Par contre, des doses variant de 50 a 60 mg/kg iRduisent une hypotension
partiellement réversible. La chute de pressionriefté varie de 33 a 36 mm Hg ; soit une
réduction de la pression artérielle variant de 348 a 37,5 % par rapport a la pression

artérielle de référence du lapin utilisé.
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Figure 38 : effets dose-réponse d’un extrait aqueusrut de Justicia secunda (AJse)

I o m m O O W >»

(@

sur la pression sanguine artérielle de lapi
a — Enregistrement type
A - Enregistrement de la pression artérielle de rét&ren
B & K - Effets de Al (apres les fleches) a 0,5 (B) ; 1,25 (C) ; 2,p;(®(E) ; 10 (F) ;
20 (G) ;30 (H) ;40 (1) ; 50 (J) et 75 (Kprkg de poids corporel (P.C.)
b — Chutes de la pression en fonction de la dose ddse administrée
n=4;nsP>0,05;*P<0,05;* P<0,01;**PG001.
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- Pour des doses del# supérieures ou égales a 75 mg/kg P.C., I'hypmtemsduite,
supérieure ou égale a 38 mm Hg, est irréversibtie@ent quelques fois mortelle a partir de
la dose de 100 mg/kg P.C.

La courbe de lafigure 38-b indique les pourcentages de baisses de pressions
sanguines artérielles enregistrées, par rapporpeessions artérielles de référence des lapins
utilisés, en présence de doses croissanteslg® pour 4 expeériences. Cette courbe sigmoide
permet de déterminer la valeur de la dose effi&eo (DEg de Alse sur la pression
artérielle. Elle est de 15,17 mg/kg P.C.

IV, -2 — 2. Effets de Bse sur I'hypertension artérielle induite chez le lap

IV1—2-2-1. Effets de 2se sur I'hypertension induite par I'adrénaline

Le but de cette étude est d'observer les effetsAdse, substance hypotensive,
sur I'’hypertension induite par I'administration dfénaline.

Ainsi, dans une premiére série d’expériences,ditipn de A a différentes doses
est précédée de celle d'une dose unique dadrénalia figure 39-a présente un
enregistrement type des résultats de cette séigéfiences.

L’adrénaline, & la dose de 5:4@ng/kg P.C., induit une augmentation de la pression
artérielle de 52,75 + 4,25 mm Hfigure 39-a-A).

Lorsque linjection de la méme dose d'adrénalinel@ mg/kg P.C.) est suivie,
10 s apres, de celle deJ#& dans la gamme de concentrations de 10 a 30 niykg
I'hypertension induite par l'adrénaline est réduitette réduction est dose-dépendante et
varie de 4,74 % a 51,18 %.

Lorsque linjection de I'adrénaline est suivie delle de Alse a 40 mg/kg P.C.,

il apparait une hypertension transitoire de 8,22,#8 mm Hg, suivie d’'une hypotension
de 6,5 £ 2,04 mm Hg. Ainsi e, a 40 mg/kg P.C., reverse totalement I'hypertansiduite
par 'adrénaline & 5.1bmg/kg P.C. et laisse place & une hypotension.

Les effets de Bse sur I'hypertension induite par l'adrénaline, podir séries

d’expériences, sont présentés par les colonnesfidgite 39-b.

Dans une deuxiéme série d’expériences, I'adrénaiseld mg/kg P.C., associée a
des doses croissantes dds#\ est administrée aux lapins. Kfigure 40-a présente un

enregistrement type des résultats de cette sec@miged’ expériences.
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Figure 39 : effets d’'un extrait aqueux brut deJusticia secunda (AJse)

sur I'’hypertension induite par I'administration d’adrénaline au lapin

a — Enregistrement type
A - Effets de I'adrénalinéADR) & 5.10" mg/kg de poids corporel (P.C.)
B 4 E -Effets de ADR a 5.16mg/kg de poids corporel, suivi de I'injection de
Alxe a 10 (B), 20 (C), 30 (D) et 40 (E) mg/kg de paidgoorel

b — Réduction par Alse de I'hypertension artérielle induite par I'adréndine
n=4;nsP>0,05;*P<0,01;** P <0,001.
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Figure 40 : effets cumulés d’un extrait aqueux brute Justicia secunda (AJse)

et de l'adrénaline sur la pression sanguirertérielle de lapin

a — Enregistrement type

A - Effets de ADR a 5.16mg/kg de poids corporel (P.C.)

BaF -Effets de ADR & 5.16mg/kg de poids corporel +J& & 5 (B), 10 (C),
20 (D), 30 (E) et 40 (F) mg/kg dedsocorporel

b — Hypertension induite par I'adrénaline en présene de Alse

n=4:*P<0,05;

*** P <0,001.
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L’adrénaline, injectée seule au lapin & la dose5d@* mg/kg P.C., induit une
hypertension de 50,75 + 3,25 mm Hg. Lorsque cettsedd’adrénaline est associée
a différentes doses deJ#&, I'hypertension est réduite proportionnellementaadose de
I'extrait. Elle s’annule pour une dose de&<A de 40 mg/kg P.C. En effet, avec une dose
d’adrénaline de 5.1bmg/kg P.C. associée & des doses d Aariant de 5 & 30 mg/kg P.C.,
les augmentations de pression artérielle qui,aleitnent, étaient de 50,75 = 3,25 mm Hg en
présence d’'adrénaline seule diminuent. Pour cessdds A, les valeurs d’hypertensions
induites par l'adrénaline sont comprises entre 88,72,95 mm Hg et 4 + 1,91 mm Hg;
ce qui correspond a des réductions d’hypertensitiast de 23,65 % a 92,12 %.

La dose de Bs de 40 mg/kg P.C. annule totalement I'hypertensiaiuite par
I'adrénaline & 5.16 mg/kg P.C. En effet, les deux composés, assoaiés doses, ne font pas
apparaitre d’hypertensioffiqure 40-a-F). Il est plutét observé une hypotension artéridie
4,5 £ 2,65 mm Hg.

Les colonnes de légure 40-b représentent I'hypertension induite par I'adrémali

en absence ou en présence desApour 4 séries expériences.

IV1—2-2-2. Effets de 2se sur I'hypertension induite par la stimulation dunerf
sympathique

Dans cette étude, I'objectif est d'étudier les tsffde Alse sur une hypertension
induite par la stimulation du systeme nerveux pénmue. Ainsi, dans cette série
d’expériences, le nerf sympathique du lapin esadé et, immédiatement aprées, différentes
doses de Ase sont administrées. Un enregistrement type desltaés de cette série
d’expériences est présenté pafigare 41-a

Une stimulation électrique du nerf sympathique ajirl induit, pendant toute la durée
de la stimulation (45 s), une augmentation de Esgion artérielle de 15 + 2,82 mm Hg
(figure 41-a-A).

Lorsque la stimulation du nerf sympathique estisyi8 s aprés, de I'administration
de Al a 10 mg/kg P.C., l'augmentation de la pressiotériale obtenue est de
11,25 + 3,82 mm Hg ; soit une réduction de I'hypesion induite de 25 %, alors que la
stimulation est maintenue (1 mn).

AJse, administré a la dose de 20 mg/kg P.C., justesdprdebut de la stimulation du
nerf sympathique, induit une baisse transitoirgoaession artérielle de 6,76 + 3,86 mm Hg,
suivie d’un retour a la pression artérielle normaialgré le maintien de la stimulation du nerf

sympathique (pendant 1 mn).
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Stimulation du nerf sympathique
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Figure 41 : effets d’'un extrait aqueux brut deJusticia secunda (AJse) sur I'hypertension
induite par la stimulation du nerf sympathgue de lapin
a — Enregistrement type
A - Effets de la stimulation du nerf sympathique
(intensité = 6 mV ; durée = 0,6 ms ; fréquen@s Hz)
B a D -Effets de la stimulation du nerf sympathique elidgction de Alse
a 10 (B), 20 (C) et 30 (D) mg/kg daeds corporel (P.C.)
b — Réduction par Alse de I'hypertension artérielle induite par la stimdation
du nerf sympathique(n=4;*P <0,05;* P <0,01; ** P <0,001)
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Dans les mémes conditions expérimentales, l'impactie Al a 30 mg/kg P.C. fait
disparaitre, de maniére immédiate, I'’hypertensimtuite, remplacée, moins de 20 s plus tard,
par une hypotension de 4,5 + 2,66 mm Hg.

Ainsi, AJse réduit significativement et méme annule I'hypesten induite par la
stimulation du nerf sympathique.

Les résultats de 4 séries d’expériences ont peduidracer les colonnes de la
figure 41-b montrant les effets deJ& sur I'hypertension induite par la stimulation rarf

sympathique.

IV, — 2 — 3. Discussion

L’extrait aqueux brut ddusticiasecunda(AJse), a des doses comprises entre 1,25 et
75 mg/kg P.C., doses inférieures a la dose maxirtidérée déterminée chez la souris
(DMT =117 mg/kg P.C.), induit chez le lapin ungbtension artérielle dose-dépendante.

L’allure sigmoide de la courbe de la chute de laspion sanguine artérielle en
fonction de la dose deJ®e et la détermination de la Bfgpermettent de suggérer qu’il s’agit
d’'une substance a effets pharmacologiques. Paugsll elle met en évidence, selon Miller et
Tainter (1944), que les mécanismes d’action dee caibstance pourraient passer par une
activation de récepteurs.

Cet extrait réduit jusqu’a annuler I'hypertensiomuite aussi bien par I'adrénaline
a 5.10 mg/kg P.C. que par la stimulation électrique dbse$ nerveuses sympathiques du
lapin. AJse, en plus de ses effets hypotenseurs, seraitdmsubstance antihypertensive.

La stimulation des fibres orthosympathiques engraia libération, a partir des
terminaisons nerveuses, de l'adrénaline. Cette tants, pour agir sur le systéme
cardio-vasculaire se fixe sur les récepteisadrénergiques (Castaigne, 1988 ; Rehal,
2001). Selon Landst al (1967 et 1976), il existe deux sous-types deptécesp : f1 et
adrénergiques.

Au niveau de la cellule myocardique, les récept@ursont prédominants. La liaison
d’'un agoniste adrénergiqyie a son récepteur spécifique entraine une augmemtdtialébit
cardiaque due a une augmentation de la contraatéitdiaque qui entraine une augmentation
du volume d’éjection (Lompret al, 1990 ; Witchitz, 1994 ; Brown, 1995 ; Cohen, 199
Almange, 1998 ; Moulin et Coquerel, 2002 ; WestalWestfall, 2006).
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Classiquement, les récepteurd-adrénergiques vasculaires sont de tyfe
et leur stimulation engendre une vasoconstrictidBerqeaux et Edouard, 1997 ;
Guimaraes et Moura, 2001).

Les effets cardioactivateurs et vasoconstrictewgs 'ddrénaline engendrent une
hypertension artérielle (Castaigne, 1988 ; Berdededouard, 1997 ; Ramg al, 2001).

L’inhibition par AJse de I'hypertension artérielle induite par I'adriéma administrée
ou libérée a la suite de la stimulation des fibnesveuses sympathiques indique que cet
extrait agirait en inhibant les effets de l'activat des récepteurg-adrénergiques.
L’extrait aqueux brut ddusticia secund@ontiendrait donc des substances agissant comme
des bétabloquants.

En effet, les bétabloguants, ou bétabloqueurs ouwénatitigues béta ou
anti-adrénergiques béta sont des inhibiteurs cdtiipétes effets des catécholamines sur les
récepteurs B-adrénergiques (Giudicelli, 1984 ; Castaigne, 1988Witchitz, 1994 ;
Brown, 1995 ; Westfall et Westfall, 2006 ; Wiysorggeal, 2007). Les bétabloquants inhibent
de facon spécifique et compétitive les réecepteéta-adrénergiques périphériques, mais aussi
centraux s'ils passent la barriere hémoméningée.oiit des effets communs qui sont
essentiellement cardio-vasculaires. lls agissenicipalement en réduisant l'activité des
catécholamines sur le coeur et les vaisseaux sengudiminuent aussi la pression artérielle
(Giudicelli, 1984 ; Waebert al, 1990 ; Bradleyet al, 2006 ; Heusseet al, 2007 ;
Wiysongeet al, 2007).

Les propriétés antihypertensives de I'extrait agquewuit deJusticiasecundaayant été
confirmées, il convient de rechercher les grandsiggs chimiques que contient cet extrait et
qui seraient a l'origine de ces effets pharmacaojogs et thérapeutiques.

IV 1 — 3. Mise en évidence de quelques composés dettakaqueux brut

deJusticia secunda (AJse)

IV1—3 - 1. Mise en évidence de quelques métabolisesondaires

La mise en évidence des métabolites secondairesistenen des essais de
caractérisation des principaux groupes chimiquederws dans I'extrait aqueux brut de
Justicia secunda(Acanthaceae). Ces différentes catégories de métsbosecondaires
recherchés sont choisies en fonction de la nathimigue commune partagée par les

principes actifs majeurs auxquels elles donnergsaetde leur utilisation en thérapeutique.
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Le but de ces tests est d’identifier les classemétabolites secondaires qui entrent
dans la composition de I'extrait aqueux brutidsticia secunda

Les techniques de détection des métabolites seteadet permis de rechercher dans
cet extrait la présence de stérols et polyterpaesaponosides, d’alcaloides, d’anthocyanes,
de composés quinoniques, de polyphénols, de flddesp de tanins et de glycosides
cardiaques.

La mise en évidence des grands groupes chimigqéés @talisée par les réactions en
tubes et confirmée par des révélations sur plageeshromatographie sur couche mince
(CCM).

IV;—-3—-1-1. Réactions en tubes

Les tests en tubes réalisés ont permis de mettévidance la présence des stérols et
polyterpénes, des alcaloides, des saponosides entteocyanes dans I'extrait aqueux brut de
Justicia secundeEn effet :

- le test au réactif de Liebermann-Burchard fapaapitre, a I'interface, un anneau
violet caractéristique de la présence de stérofmobterpenes dans I'extrait aqueux brut de
Justicia secunda

- a la suite d’'une agitation vigoureuse du tubessaiecontenant #s en solution
aqueuse, il apparait une mousse résiduelle pergstiune hauteur supérieure a 1 cm
(indice de mousse = 275), montrant la présencepe®sides dans cet extrait ;

- la réaction de Dragendorff et celui de Bouchafdét apparaitre respectivement un
précipité orangé et une coloration brun-rougeatsiquant la présence d’alcaloides dans
I'extrait ;

- la présence d’anthocyanes danksda été mise en évidence par I'apparition d’'une
coloration bleue par la réaction a 'ammoniaque.

Par contre, cet extrait ne contient pas de compqgsésniques, de polyphénols,
de flavonoides totaux, de tanins (tanins catécligaealliques) et de glycosides cardiaques.
Ceci a été prouvé par l'utilisation respectivemduatréactif de Borntraeger, du réactif au
chlorure ferrique, du réactif a la cyanidine, daatéf de Stiasny et du réactif de Kedde qui
donnent des tests négatifs.

Les résultats des essais phytochimiques réaligédepacactions en tubes sont donnés
dans lgableau IX ci-dessous. lls sont représentatifs de trois éxygdntations.

La présence ou pas des métabolites, mise en éeidpac les tests en tubes,

a éete vérifiee par des tests de révélations réatise CCM.
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Tableau IX : résultats des réactions en tube pousl mise en évidence de quelques

métabolites secondaires dans I'extraifjaeux brut de Justicia secunda

Composés Réactif Résultat Témoin
recherchés
Stérols et Réactif de Liebermann- ++ Cholestérol
polyterpénes Burchard (anneau violet)
Saponosides  Agitation vigoureuse (solution +++ Mousse
aqueuse) (mousse visible) >1cm
Réactif de Dragendorff +++ Quinine
(lodobismuthate de potassium) (précipité orangée)
Alcaloides Réactif de Bouchardat ++ Quinine
(iodure de potassium) (coloration brun-
rougeatre)
Anthocyanes Réactif au tampon phosphate ++ Vin rouge
(couleurs variées)
Composés Réactif de Borntraeger - Vitamine E
quinoniques
Polyphénols Réactif au chlorure ferrique - Phénol
Flavonoides Réactif & la cyanidine - Quercétol
Tanins - Catéchine
catéchiques Réactif de Stiasny
Tanins galliques - Acide gallique
Glycosides Réactif de Kedde - Digoxine
cardiaques

- . composeé non détecté (test négatif)

+ : composeé présent (test positif). Le nombre dexest fonction de I'intensité

de la coloration et/ou des précipités.
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IV1—3-1-2. Chromatographie sur couche mince
L’extrait aqueux brut ddusticia secundg§Acanthaceae) a été solubilisé dans de I'eau

distillée a raison de 10 mg/ml. 10 pl de I'extrest spoté sur plaque de gel de silice 684

et élué avec le mélange de solvants suivants;OEFH,0 (9 : 2 v/v).

La figure 42 donne la photographie des plaques, aprés élutédextrait, observées a
la lumiére du jour (A) et sous lampe UV a 254 nméB366 nm (C).

La CCM a permis de faire apparaitre plusieurs ¢mastts dans I'extrait aqueux brut
deJusticia secunda

L'observation des chromatogrammes de I'extraitadplante a 'UV a permis de noter
la présence de constituants UV actives a 254 nmuéiples fluorescences a 366 nm.

Outre les observations a la lumiere du jour et saysnnements UV a 254 nm et
366 nm, les plaques ont été réevélées a l'aide detife chimiques présentés dans matériel
et méthodes (cf. lll - 3 — 7 — 2., page 16&élation des CCM), dans le but de vérifier la
présence des composés chimiques mis en évidentespéactions en tubes dans I'extrait.

Le screening phytochimique effectué sur I'extraju@ux brut delusticia secunda
permis d’obtenir les résultats suivants :

- apres pulvérisation du réactif de Liebermann-Bard, apparaissent sur la plaque
CCM des taches de colorations diverses : rougegjanangée et jaune vert, a la lumiere UV
a 365 nm, indiquant respectivement la présence ltatigit de triterpenes de type oléanane
et ursane, de triterpenes de type lupane et deicbsr;

- la révélation du chromatogramme a la vanillindusigue donne, sous lumiere UV
(366 nm), une coloration rose-violacée témoignamrésence dans I'extrait de saponosides
de nature triterpénique ;

- le réactif de Dragendorff donne sur les CCM déaxdes majeures d’'une légére
coloration orange observable en lumiére visiblerélation des chromatogrammes par le
réactif a l'iodoplatinate de potassiuen permis d’observer en lumiére visible des bandes
majeures de coloration violette. Ceci indique k&spnce d’alcaloides dans I'extrait ;

- les CCM de la phase butanolique d’'un extrait awtafol de Alse mettent en
evidence deux bandes majoritaires de colorationsppe et rouge témoignant de la présence

d’anthocyanidines dans cet extrait aqueux bruludticia secunda
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A(lumiére du jour)B (254 nm) C (366 nm)

Figure 42 : photographies des plaques CCM apreés dlan d’'un extrait aqueux brut
delusticia secunda (AJse) en solution aqueuse

Support : gel silice 60 Bggq Merck
Echantillon :100ug de Alse

Phase mobile: CH;OH-H,O (9 : 2 v/v).

A — Observation a la lumiére du jour
B — Extinction de fluorescence a 254 nm
C — Fluorescence a 366 nm

R
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- le réactif a I'hydroxyde de potassium, le réadef Fast Blue Salt B, le réactif de
NEU, le réactif a I'anisaldéhyde sulfurique et cela Kedde ont permis de montrer I'absence
dans l'extrait aqueux brut déusticia secundarespectivement, de composés quinoniques
(anthragquinones et anthrones), de polyphénoldasierfoides totaux, de tanins catéchiques et
de glycosides cardiaques.

Le tableau X répertorie les résultats des criblages chimiques pdaques CCM.

lIs sont représentatifs de trois expérimentations.

IV1—3 - 2. Mise en évidence par le DPPH de composésioxydants

La mise en évidence de composés antioxydants daisalt aqueux brut ddusticia
secundgAJse) a été réalisée par le test de réduction duahdljt diphenyl-2 picrylhydrazyle
(test antiradicalaire sur le DPPH) sur des pladiiéM de gel de silice F254 en aluminium
(figure 43).

Le chromatogramme deJée sur plague de CCM, révélé par une solution deHDPP
a la concentration de 2 mg/ml dans le méthanokgmt& une tache jaune sur un fond violet.
Cette tache est la zone d’inhibition qui indiqug@tésence de constituants capables de réduire
le radical DPPH oxydant, ce qui démontre une @étiantiradicalaire et donc une activité
antioxydante de Ase. Le témoin utilisé est la quercétiriigygre 43-C).

La figure 43-B donne la photographie d’'un chromatogramme montfaetivité

antiradicalaire de Ase.
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Tableau X : résultats des révélations sur CCM poula mise en évidence de quelques

métabolites secondaires dans I'extrait agux brut de Justicia secunda

Composés Réactif Résultat Témoin
recherchés
Stérols et Réactif de Liebermann- + Sitostérol
triterpenes Burchard (apparition de taches de
colorations :
- jaune
- rouge et jaune-orangée)
Saponosides  Réactif a la vanilline + Easine
sulfurique (apparition de tachege
coloration bleu-violacée)
Réactif de Dragendorff + Réserpine
(|odob|_smuthate de (apparition de taches de
Alcaloides potassium) coloration orange)
Réactif d’iodoplatinate de + Diphenyl-
potassium (apparition de taches de dramine
coloration violette)
Anthocyanes Extraction au n-butanol + Cyanidine
(apparition de taches de
colorations pourpre et rouge)
Composés Réactif a I'hnydroxyde de - Rhéine
quinoniques potassium
Polyphénols Réactif de Fast Blue Salt B Thymol
(3,3’-diméthoxy-biphenyl-
4,4’-bis (diazonium-
dichloride)) )
Flavonoides Réactif de NEU (2- Rutine
aminoéthyl-
diphénylborate) ;
NST/PEG (Naturstoff-
Polyethylenglykol)
Tanins Réactif & I'anisaldéhyde Catéchine
catéchiques sulfurique }
Glycosides Réactif de Kedde - k-strophanthine
cardiaques

- :composé non détecté (test négatif)

+ . composeé présent (test positif).
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Rf

e

A (normal) B (DPPH) C (DPPH)

Figure 43 : photographies des plagues CCM a la lurare du jour montrant I'activité
antiradicalaire (DPPH) d’'un extrait aqueuxbrut de Justicia secunda (AJse)

Support : gel silice 60 Bg4 Merck
Echantillon :100ug de Alse

Phase mobile: CH;OH-H,O (9 : 2 viv).

A — Chromatogramme del&e avant le test
B — Activité antiradicalaire de Js révélée par le DPPH
C — Témoin (quercétine) révélé par le DPPH
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IV, — 3 — 3. Discussion

La mise en évidence de métabolites secondaires@égbar réactions en tubes avec
des réactifs chimiques appropriés, et basée surébations différentielles de coloration,
de précipitation et d’apparition de mousse, a nélatprésence, dans I'extrait agueux brut de
Justicia secundade stérols et polyterpénes, d’anthocyanes, dabbes et de saponosides.
Par contre, les composés quinoniques, les polypfides flavonoides, les tanins catéchiques
et les glycosides cardiaques n’ont pas été obsameatsles réactions en tubes.

Il est a signaler que pour les tests en tubespi&gpation des activités est faite de
maniere visuelle. C’est donc une analyse baséermiéchelle relative et non absolue.

Dans ce criblage, il ne faut pas perdre de vuel@gigests sont réalisés avec un extrait
brut et qu’un résultat positif est la composantaldex parameétres : I'activité intrinseque des
produits actifs et leur quantité relative dans tfei. Il convient également de souligner
gu’'une activité observée pour ces tests, apprasgellement par une coloration donnée,
pourrait apparaitre subjective, vue la colorationge-violacée intense de l'extrait aqueux
brut de Justicia secundaen solution aqueuse. Par conséquent, les résud@atselles
investigations doivent toujours étre considérésigmment.

Les révélations sur plagues CCM ont confirmé Is@née de stérols et polyterpénes,
d’anthocyanes, d’alcaloides et de saponosides laatiait. De méme, les composés dont la
présence n'a pas été mise en évidence par lesetesiitbes n’ont pas, non plus, été révélés par
les criblages chimiques sur plagues CCM.

La confirmation des résultats obtenus lors desstest solution par le criblage
chimique sur plaques CCM a été motivée par le fpie I'extrait aqueux brut de
Justicia secundaen solution agueuse a une vive coloration rougdaeée. Cette vive
coloration pourrait quelque peu masquer des chaegemprobables de colorations en
présence des réactifs lors des tests en tube. Ud, @D permettant la séparation des
composes présents dans I'extrait, pourrait permelitrs des révélations sur plaques CCM,
une plus grande réactivité de ces composés sépaeésles réactifs, et donc une meilleure
appréciation des changements probables. De plisspport présente I'avantage de permettre
la solubilisation des échantillons dans le solNamilus appropri€, contrairement aux tests en
solution souvent réalisés en milieu aqueux.

Les résultats de la mise en évidence des métabskeondaires obtenus par réaction
en tubes sont conformes a ceux obtenus par crilolsigaque sur plaques CCM. Cela montre
la fiabilité des techniques de détection utilisées.

e —————————————
- 156 -

T hise de Doctorat d"Clat és Scierces ABO K. Jean Claude




Toutefois, la bonne corrélation entre les résubtatenus par le biais de tests sur CCM
et de tests en solution n'a pas toujours été dadenOr, les tests en solution sont de
manieres générales plus fiables, d’'une part a cdeideur nature, en se rapprochant plus des
conditions réelles et, d’autre part, du fait que tésultats sont quantifiables (Rouessac et
Rouessac, 2004).

La présence, dans l'extrait aqueux brut #esticia secundad’alcaloides et de
polyterpénes a été également montrée par Cald2@2) qui a mis en évidence dans cette
plante la présence d’alcaloides peptidiques, d@ides indoquinoles, de triterpenes et de
dérivés de phénylalanine. De méme, Toussbal. (2008) ont mis en évidence la présence
d’alcaloides, d’anthocyanes et de tanins dans tmiekydro-alcoolique ddusticia secunda
lIs ont en plus révélé la présence des ilovonoadedes leucoanthocyanes dans cet extrait.
Des anthocyanes ont été isolés par Mpiahal (2010) dans des extraits partiellement
éthanolique (95 %) et aqueux de feuillesldsticia secundgreuve que cette plante contient
ce composeé.

Les différents groupes chimiques retrouvés damxsréié aqueux brut de Justicia
secunda a savoir les stérols et polyterpenes, les aldefi les anthocyanes et les
saponosides, substances couramment utilisées a@ahérhpeutique, de par leurs propriétés,
seraient responsables des effets faiblement odgxégues sur les souris traitées a I'extrait et

des effets hypotenseurs et antihypertenseurs sigartcet extrait.

Les alcaloides sont des substances naturelles ueasiglont les structures
polycycliques complexes présentent de puissantisefihysiologiques. Cette importante
activité biologique revét un intérét pharmacologiat, a ce titre, ces substances entrent dans
la composition de nombreux médicaments comme @scactifs. lls sont particulierement
utilisés dans l'industrie pharmaceutique.

Qing Li et Blevins (2004) indiquent que les prirespactifs importants d'un grand
nombre de remédes asiatiques (plantes et autres) des alcaloides. Leurs propriétés
anticholinergiques, bronchodilatatrices, antihypestves, antipaludéennes, antitussives,
analgésiques et cytotoxiques sont le reflet de Ilegrande activité biologique
(Rasoanaiveet al. 1996). Ce sont également des substances tox{qudasut a I'état pur),
et parfois a faibles doses, qui ont des effetsaffgrtiques connues. lls agissent directement
sur le systeme nerveux avec des effets sur la smtscet la motricité.

Des auteurs ont montré que certaines drogues ariteles alcaloides telles que les

liliacées, les papavéracées, les rutacées et lesymgcées agissent sur le systéme
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cardio-vasculaire et sur le systtme nerveux ceptrgirésentent par ailleurs des propriétés
anticancéreuses (Quevauviller et Hamonniere, 19D@s effets cardioinhibiteurs et
hypotenseurs induits par les alcaloides ont égalerdge décrits par Prietet al (1998).
Des drogues a alcaloides isoquinoléiques type lwofue telle que la Colchique sont
myorelaxantes (Hamoet al, 1985).

Ainsi, les alcaloides contenus dans I'extrait agquiewt deJusticia secundaerraient
en partie responsable de la cardiodépression éa dasorelaxation a l'origine de I'effet
hypotenseur de cet extrait. lls pourraient étrdedgant la cause de I'effet faiblement toxique

de cette plante et de la diminution de la motridg8 animaux traité aveclge.

La révélation du chromatogramme a la vanilline widiue donne une coloration rose
violette témoignant de la nature triterpénique sisonosides mis en évidence dans I'extrait
aqueux brut ddusticia secunda

Les saponosides (saponines) sont des hétérosideselaadont la matiere est un
composé hydrosoluble, qui la rend moussante commeeeau de savon. lls modifient la
tension superficielle de I'eau. Les saponosidestent dans les plantes, condensées a de
nombreux sucres, sous forme «inactive ». Elles $wydrolysées, en cas de nécessité,
et prennent alors leurs formes actives ; ce quidenféere tout I'intérét thérapeutique comme
antimicrobien, antibactérien, antivirale, antifoqge, parasiticide, anti-inflammatoire,
anti-hémorroidaire, antispasmodique, diurétiquecatdsant et protecteur veineux
(Lacaille-Dubois et Wagner, 1996 ; Spatcal, 2004 )

Ces plantes a saponines auraient plus d'effete sivant :

- elles facilitent la pénétration des autres sutrsia au niveau de la peau, de lintestin
et de toutes les muqueuses ;

- elles dissolvent les graisses, et par voie de@gmence, elles sont irritantes pour les
mugqueuses.

Les saponosides ont une autre propriété caraagéest celle d'hémolyser les globules
rouges, (érythrocytes), c'est-a-dire de libérer F@moglobine, ce qui explique l'effet toxique
de certaines d'entre elles.

Des saponosides sont décrits dans la littératunene possédant une forte activité
cytotoxique prouvée. Ces saponosides sont connoes Ipur action hémolytique et leur
toxicité sur les animaux a sang froid (Pedtifal.,1991).

La présence de saponosides dans I'extraitudticia secundgourrait justifier I'effet

faiblement toxique de cette plante, relevé précédemt. lls n’ont pas d’effets réveélés sur le
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systeme cardio-vasculaire et ne seraient doncicen&nt pas directement a l'origine des
effets de Alse sur la pression sanguine artérielle. Toutefaes, éffets diurétiques des
saponosides (Spagg al, 2004 ; Lacaille-Dubois et Wagner, 1996) préselaiss cet extrait
pourraient étres bénéfiques dans le traitemerihgpdrtension artérielle parJse.

Le rble le plus connu des anthocyanes est la dalorales fleurs et des fruits.
Mais leur présence est également révélée dansuékies$, les racines, les tiges et les graines.
Il est indiqgué que les anthocyanes sont des sutestaqui préviendraient I'hnypertension
artérielle. En effet, selon Cassiéy al (2011), la consommation de polyphénols de type
anthocyanes permettrait de réduire le risque dhigpsion. Une étude publiée dans
I’American Journal of Clinical Nutrition a mis ewidence les bienfaits des anthocyanes sur
la tension artérielle. Il ressort de cette étuddgmb sur 34 647 personnes que le risque de
développer une hypertension est réduit de 8 % t®zersonnes qui consomment plus
d’anthocyanes. Par ailleurs, les bénéfices desoapsimes semblent plus importants chez les
moins de 60 ans, puisque dans cette populatiomsdaee d’hypertension est réduit de 12 %
chez les plus gros consommateurs d’anthocyanessiffyagt al, 2011). Pour ces
scientifiques, I'activité anti-hypertensive deslattyanes pourrait étre liée au processus de
vasodilatation.

Ainsi, les anthocyanes, présents dans I'extraieagulelusticia secundaauraient des
propriétés vasodilatatrices qui pourraient congibuaux effets hypotenseurs et

antihypertenseurs de cet extrait.

Les stérols contenus dans l'extrait aqueux Jissticia secundapourraient étre
a l'origine des effets hypotenseurs de cette pldfeeffet, I'effet hypotenseur induit par les
stérols a été rapporté par Lorenzana-Jiméieal. (2006). lls ont en effet montré que les
polyphénols de I'extrait d8truthanthus venetysoranthaceae) ont des effets hypotenseurs et
cardioinhibiteurs.

Les stérols végétaux, en réduisant le taux de stéold a lipoprotéines de basse
densité (LDL,Low Density Lipoprotein font baisser la cholestérolémiki{g et Jones,
1995; Gill et al, 2008 ; Derdemeziset al, 2010), renforcent le systéme immunitaire,
et réduisent les risques de coronaropathie et dairme cancers (Steinberg, 1997 ; Hu, 2003 ;
Ettingeret al, 2004 ; Trautwein et Demonty, 2007 ; Murphy dinkon, 2008 ; Coonest al,
2009 ; Roget al, 2009). Il est en effet bien établi un lien entaeigmentation du taux de
cholestérol sanguin, et plus particulierement doledtérol a lipoprotéines de faible densité
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(cholestérol LDL : mauvais cholestérol), et 'augrtaion du risque de coronaropathie. Sur la
base de donnés épidémiologiques, on estime quinmeution de 10 % du cholestérol LDL
permet de réduire de 20 % le risque de maladienanienne a vie. Des études montrent que
la consommation quotidienne de 1 a 3 grammes delstéégétaux fait baisser le cholestérol
LDL de 8 a 15 % (Gylling et Miettinen, 1996 ; Heikd et al, 1999 ; Kataret al, 2003)
sur une période de 3 a 6 semaines (Henetilas, 2003).

Les stérols végétaux ou phytostérols forment urtégoaie de composés naturels
ressemblant a des corps gras et structurellememblables au cholestérol. lls réduisent le
cholestérol LDL parce que, pour l'absorption a é&r@vla paroi intestinale, ils entrent en
concurrence avec le cholestérol issu de lalimematet du cycle du cholestérol.
Ainsi, les phytostérols, en inhibant de facon cotitipé I'absorption et le captage du
cholestérol dans l'intestin gréle (Heinemaahal., 1993 ; Gylling et Miettinen, 1996 ;
Trautweinet al, 2003 ; Wang, 2007), réduisent de fagon notahfgpbrt en cholestérol dans
le sang et le risque de coronaropathie. Etant dgoeales taux sanguins €élevés de cholestérol
brut et de cholestérol a lipoprotéines de basssitdesont les principaux facteurs de risque
pour la coronaropathie (Trautwein et Demonty, 20@&rdemeziset al, 2010) et d’autres
maladies liées a I'athérosclérose (Schaller, 20@8ya et Schipper, 2007), la réduction du
taux de cholestérol diminue le risque de coronatopa

Ainsi, la présence de stérols dans I'extrait aqueexjusticia secundgourrait étre
bénéfique dans la prévention des maladies cardiowaires en faisant baisser le taux de
LDL.

Des composés tels que les polyphénols totaux dtaesnoides, dont les propriétés
hypotensives et antihypertensives ont été largenmanntrées par plusieurs auteurs
(Aroraet al, 1998 ; Geleijnset al, 1999 ; Charet al, 2000 ; Duartet al, 2001-a ; Duarte
et al, 2001-b ; Javorkouat al, 2004 ; Jun-hua&t al, 2006 ; Ojewole, 2006), ne sont pas

présents dans I'extrait aqueux brutldsticia secundgui, pourtant, fait apparaitre ces effets.

Une activité antiradicalaire sur le DPPH a été wmléeavec I'extrait aqueux brut de
Justicia secundamettant en évidence I'existence de composés)yaamts dans cet extrait.
Ces substances antioxydantes entrent dans larsd@aapeutique de la lutte contre
I'athérosclérose, la polyartrite chronique, I'asthet les cancers (Takabal., 1994 ; Potterat,
1997 ; Chevalley, 2000), ainsi que la protectiomtm® les accidents cardio-vasculaires
(Hertog et al., 1993 ; Tangiraleet al, 1995 ; Caocet al., 1997 ; Cai et Harrison, 2000 ;
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Griendling etal., 2000 ; Zalbaet al, 2000 ; Sudesh et Vicki, 2005). Tous les factalgs
risque cardio-vasculaire ont un effet commun aeaivde la paroi artérielle : ils augmentent
la production de radicaux libres et entrainentiaing diminution de la disponibilité de NO
qui se manifeste par une atténuation de la vadatida dépendante de l'endothélium.
Par ailleurs, la production excessive de radicabres oxyde les lipoprotéines de basse
densité. Ces LDL oxydées jouent un rOle de prenplem dans la pathogenese de
I'athérosclérose et de ses complications.

Ainsi, la présence de composés antioxydants dassicia secundarend utile cette
plante dans la lutte contre le stress oxydatif potnendommager ou détruire les cellules et
préviendrait en conséquence certaines pathologresoevasculaires.

Toutefois, les réactions en tubes et les révélatar CCM ont montré la présence,
dans l'extrait aqueux brut dhusticia secundagle stérols et polyterpénes, d’alcaloides et de
saponosides dont les activités anti-radicalaireatrpas été indiquées dans la bibliographie.

Seuls les anthocyanes présents dans cet extraiteonus comme des antioxydants.
L’activité antioxydante des anthocyanes est dueua $tructure de base, constituée par un
systéme tricyclique aromatigue a quinze atomesadbooe ainsi que du cation flavylium,
dont la réactivité est illustrée par la formation dérivé bisulfitique et d’'une réaction
d’oxydoréduction (antioxydant).

Aussi, I'activité antiradicalaire marquée de 't aqueux brut ddusticia secunda
pourrait provenir des anthocyanes ou d'un autrepom@ présent dans cet extrait, mais non
identifié par les tests phytochimiques utilisés.

Le résultat observé lors de I'évaluation de I'aitéivd’un extrait brut provient de deux
parametres : d’'une part, I'activité intrinséquerdproduit et, d’autre part, sa quantité relative
dans I'extrait. Ainsi, l'activité marquée deJ& peut tout aussi bien provenir d’'une faible
quantité de constituants tres actifs, que d'unendgaquantité de constituants peu actifs.
Il se peut également que l'activité observée résdi la somme d’activités de plusieurs
constituants.

L'ensemble des résultats démontre l'intérét de spdwre des recherches visant a
approfondir la détermination des composés resptesatbe ces activités hypotensives,
antihypertensives et antioxydantesldsticia secunda

Mais, avant cela, il importe de voir I'effet de a@sttrait brut sur les parametres du

systéme cardio-vasculaire qui peuvent influenceréssion artérielle.
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IV 1 — 4. Effets d’un extrait aqueux brut deJusticia secunda (AJse)
sur le systeme cardio-vasculaire de Mammiferes

La Pression Artérielle (PA) est la pression quinegur la paroi interne des vaisseaux
pendant la circulation sanguine. Elle est physiojogment définie comme le produit de la
résistance du vaisseau (essentiellement artéapldans lequel se trouve le sang et le débit
imposeé par le cceur qui, lui, est lié a la fréequatheelécharge du pacemaker sinusal et la force
avec laquelle les fibres musculaires des ventricide contractent a chaque décharge
(Folkow, 1982 ; Royer, 1985 ; Chemla et Lecarpenfie0l).

Ainsi, la pression artérielle est une grandeur dgpend des parameétres du systéme
cardio-vasculaire. Ces parameétres sont au hombbe de

- le débit cardiaque, donc l'activité du cceur ;

- les résistances périphériques (surtout dues aotaractilité des artérioles ou
vasomotricité) ;

- I'élasticité des parois des grosses arteres ;

- la viscosité du liquide sanguin ;

- le volume de sang ou volémie.

Ces facteurs qui déterminent la pression artéripbeivent varier dans de trés
nombreuses circonstances. En effet, tout facteuregtrainera une variation de l'un des
parametres cités ci-dessus provoquera une modbiicde la pression artérielle.

Ainsi, pour comprendre les effets de I'extrait aggubrut deJusticia secundaur la
pression sanguine artérielle, il convient d'étudisur I'animal entier, I'action de cette
substance sur les parametres cardio-vasculaiesg|tel I'activité cardiaque, la vasomotricité
et la viscosité du sang. Vue quds8, administré a I'animal, agit rapidement sur lasgion
sanguine artérielle (temps de latence inférieud &econdes) et que ces effets sont tout aussi
rapidement réversibles, il est peu probable quejsdes conditions expérimentales,

a court terme, I'action de cette substance passengamodification de la volémie.

IV1—4 - 1. Effets d'un extrait aqueux brut deJusticia secunda

sur I'activité cardiaque
IV1—4-1-1. Effets de 2se sur I'électrocardiogramme (ECG) de lapin

IVi—4-1-1-1. Effets dose-réponse désa sur 'ECG de lapin
Les effets de l'extrait aqueux brut desticia secundasur 'ECG ont été étudiés

en administrant a des lapins des doses croissaetecumulées de cet extrait,
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variant de 1,25 a 50 mg/kg de poids corporel. Deervalles de temps de 15 min sont
respectés entre les différentes injections.

L’'analyse de I'ECG révele un certain nombre de m&taes biologiques parmi
lesquels la fréquence cardiaque, I'amplitude dégrdntes ondes et la durée des intervalles
séparant ces ondegglre 44).

Cette étude nous a amené a mesurer ces paraméregsehapres I'administration de
I'extrait aqueux brut ddusticia secunda

La figure 45 est un enregistrement type des effets deeAadministré a des doses
variant de 1,25 a 50 mg/kg de poids corporel, gledtrocardiogramme.

Il apparait que, dans cette gamme de concentragidmenistrées aux lapins,Jée n'a
pas d’effet notable sur la durée des intervallesePRT et du segment ST séparant les
différentes ondes de 'ECG. Les effets dés#\ en fonction de la dose, sont essentiellement
remarquables sur I'amplitude des ondes P et T,dlande du complexe QRS et sur la
fréequence cardiaque.

La figure 45-A représente 'ECG témoin de 'enregistrement tygpa, montre une
apparition rythmique et réguliére des ondes P et [E complexe QRS dont les amplitudes
sont respectivement de 125, 100 et 650 pV, avecfnéggience cardiaque, donnée par le
nombre de complexes QRS par unité de temps, caastar231 cycles/min.

AJse, administré a des doses inférieures a 5 mg/kgodks corporel n’a pas d'effet
notable sur l'activité électrique globale du ccewtapin.

A partir de la dose de 5 mg/kg P.C.J<A 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 laUedge cardiaque s’accentue et
s’accompagne d’'une diminution de 'amplitude detle T de 24,6 + 2,3 %.

Les doses de Jse supérieures a 10 mg/kg P.C. entrainent sur I'E6& diminution
dose-dépendante de 'amplitude des ondes P etiffeeliminution de la fréquence cardiaque.

Pour les doses variant de 5 a 50 mg/kg P.C., fessede Al sur le complexe QRS
sont variables. En effet :

- les dose de 2se inférieures a 30 mg/kg P.C. font apparaitre wgmeentation de
I'amplitude du complexe QRS (15,4 + 2,5 % d’augnaéoh pour la dose de 20 mg/kg P.C.) ;

- par contre, la dose delge de 30 mg/kg P.C. entraine, transitoirement, @assb du
complexe QRS de 12,25 + 2,4 %, puis survient ungmamtation de ce complexe de
6,1+ 1,7 %;
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Comples
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QT Interval

Figure 44 : enregistrement de 'TECGnormal montrant les différentes ondes
intervalles et segment

(D’apres http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:SindghythmLabels.sv
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Figure 45 : effets dose-réponse deJ&e sur I'ECG de lapin

A - Enregistrement témoin (Te) de I'ECG normal et étabme (Et)

Bal -Effetsde Alseal1,25(B);2,5(C);5(D);10(E); 20 (B0 (G); 40 (H) et 50 (I)
mg/kg de poids corporel
F1, G1, H1 et I1- Effets aprés 15 s F2, G2, H2 et 12- Effets aprés 3 min
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- une dose de s de 40 mg/kg P.C. et les doses supérieures imduisggquement
une diminution de l'amplitude du complexe QRS. Eisp ces doses entrainent des
perturbations de la ligne isoélectrique de 'ECG mpireste plus stable. Ces perturbations de
la ligne isoélectriqgue de I'ECG, induite pad# a partir de la dose de 40 mg/kg de poids
corporel, s’accentuent avec l'augmentation de Isedale l'extrait et 'onde T tend
a disparaitre en administrant des doses supériaut@sng/kg P.C.

Les effets sur 'TECG des doses dé@sAvariant de 5 et 30 mg/kg P.C. sont totalement
réversibles. La diminution des parametres de I'ESM@t partiellement réversibles avec la
dose de A de 40 mg/kg P.C. et irréversibles pour les dphesfortes.

Le tableau Xl donne, pour une expérience type, les variation$ameplitude des
ondes P et T, du complexe QRS et de la fréquent&@& en fonction de la dose delge

administrée au lapin.

IVi—4-1-1-2. Effets de doses uniques désé&sur 'ECG de lapin

Lesfigures 46, 47, et 48eprésentent les effets en fonction du tempsidedtion de
doses uniques delJ&e, respectivement a 20, 30 et 40 mg/kg de poidsocer sur 'ECG de
lapin. Ces doses représentent celles qui induissntrois types d'effets de cet extrait sur
I'ECG.

En effet, ces doses del# induisent une diminution dose-dépendante de litunde
des ondes P et T et une diminution de la fréqueaodiaque. En plus de ces effetdséfait
apparaitre :

- a 20 mg/kg P.C., une augmentation de I'amplitddecomplexe QRS, et ces effets
sont totalement réversibles, moins de 5 min apednanistration de I'extrait ;

- a 30 mg/kg P.C., on assiste d’'abord a une baisdamplitude du complexe QRS,
suivie, 30 secondes apreés, d’'une augmentatiorad®litude de ce complexe. Ces effets sont
totalement réversibles moins de 10 min apres d’atnation de I'extrait ;

- a 40 mg/kg P.C., on observe uniquement une dimoimale 'amplitude du complexe
QRS. Cet effet est partiellement réversible.

Le tableau Xl donne les effets deJ&e, aux doses de 20, 30 et 40 mg/kg P.C., pour
4 expériences, sur 'amplitude des ondes P, T etatuplexe QRS et sur la fréquence

cardiaque durant 5 min.
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Tableau Xl : effets dose-réponse de Jse sur I'amplitude des ondes P et T,

du complexe QRS et sur la fréquence HECG chez le lapin

Concentrationde 0 1,25 25 5 10 20 30 40 50

AJse (mg/kg P.C.)
Parametre de 'ECG
Onde P (uV) 125 125 125 125 125 100 75 62,5 50
Complexe QRS (uv) 650 650 650 675 675 750 600 575 550

| 725

Onde T (uV) 100 100 100 100 75 50 375 25 12,5
Fréquence (cycle/min) 233 233 231 225 221 203 194 190 187

Q%Je e Dictorat " Stat és Sererces
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Figure 46 : effets de Alse a 20 mg/kg de poids corporel en fonction du temps
sur 'ECG de lapin
A - Enregistrement témoin (Te) de 'ECG normal et étabmge (Et)
B a G -Effets de Alse a 20 mg/kg de poids corporel sur 'ECG apres () s$30 s (C) ;
45 s (D) ; 1 min (E) ; 3 min (F) et 5 min (G)
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Figure 47 : effets de Alse a 30 mg/kg de poids corporel en fonction du temps
sur I'ECG de lapin
A - Enregistrement témoin (Te) de 'ECG normal et étabmge (Et)
B a F -Effets de Alse a 30 mg/kg de poids corporel sur 'TECG apres ) $30 s (C) ;
45 s (D) ; 1 min (E) ; 3 min (F) et 5 min (G)
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Figure 48 : effets de Ase a 40 mg/kg de poids corporel en fonction du temps
sur 'ECG de lapin
A - Enregistrement témoin (Te) de I'ECG normal et étabme (Et)
B a F -Effets de Alse a 40 mg/kg de poids corporel sur 'ECG apres () s$30s (C) ;
45 s (D) ; 1 min (E) ; 3 min (F) et 5 min (G)
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Tableau Xl : effets durant 5 min de doses uniquede AJse sur 'amplitude des ondes P

et T, du complexe QRS et sur la fréquence de 'ECGhez le lapin (n = 4)

Temps O0s 15s 30s 45s 1min 3min 5 min

Concentration
de Alse Paramétre de 'ECG Effets de Alse (%)

0 -10 -20 -10 -10 O 0

Onde P +24 +32 +14 +18
*%k ,kk *% * ns ns
0 0 +38 +154 +115 +7,7 O
CEMEEE QIR £0,7 +12 +21 %15
20 mg/kg P.C. ns ns *kKk *kKk *% ns
0 -375-5 -50 -50 -25 O
Onde T +35 +42 +25 +34 +26
*kk *kk *kk *kk *kk n S
, 0 -62 -126 -98 -77 -36 0
Frequence +25 +26 +24 +21 +25
ns * * ns ns ns
0 -10 -30 -40 -20 -10 -5
Onde P +21 +23 +31 +26 +24 +35
* *kk *kk *kk * ns
0 -115 -7,7 +7,7 +115 +7,7 +7.7
SRlRESORS £21 +13 #22 +31 #35 %23
30 mg/kg P.C. * ns ns i ns ns
0 -375-50 -75 -75 -50 -375
Onde T +45 +37 +41 +52 +41 +36
, 0 -116 -16,7 -137 -115 -95 -88
Frequence +17 +31 +27 +18 +21 +34
0 -20 -30 -50 -40 -20 -40
Onde P

+26 *3,7 +*28 *35 =34 46

*kk *kk *kk *kk Kk Kk

0 -38 -62 -115 -7.7 -77 -38
Complexe QRS +25 +27 +31 +22 +18 +17
40 mg/kg P.C. ns ns * ns ns ns

0 -75 -50 -75 -875 -75 -875

Onde T +35 +46 +33 +38 +26 +43
, 0 -122 -179 -105 -92 -114 -118
Frequence +32 +34 +28 +24 +19 +23

ns P >0.05;*P <0,05;*P<0,01;** P <001

- : diminution + :augmentation
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IV1—4-1-2. Effets d'un extrait aqueux brut ddusticia secunda

sur les contractions du cceur isolé de rat

IVi—4-1-2-1. Effets deJse sur I'activité mécanique du cceur isolé de rat

Les effets de Ase sur I'amplitude et la fréquence des contractiarsliaques ont été
étudiés en perfusant le cceur isolé avec des desest éxtrait allant de Z8a 10* mg/ml.

Il ressort de cette étude quedsd, pour des concentrations inférieures &%1@g/ml,
est sans effet sur les contractions cardiaques.

Pour les doses supérieures &%fg/ml, Al entraine une réduction de la fréquence
des contractions. Ces effets sur la fréquence aesactions sont faibles (moins de 16 % de
réduction). A ces doses, les effets de I'extraihtsplus perceptibles et variables sur
I'amplitude des contractions. En effet, les effé¢slI’'extrait aqueux brut déusticia secunda
surl'activité mécanique du cceur isolé de rat variehbis 5 gammes de concentrations de cet
extrait.

La figure 49 présente des enregistrements types montrant léiets différents de
AJse, en fonction de la dose, sur les contractionsodur isolé de rat.

- La concentration de 18 mg/ml est la dose minimale deJ# agissant sur le coeur.
Cela se traduit par une faible augmentation de plaode des contractions cardiaques de
'ordre de 7,7 £ 1,6 %figure 49-A). A cette dose, l'effet de I'extrait sur la fréque des
contractions n’est pas significatif (p>0,05).

- Pour des doses entre f0et 10" mg/ml, AJe induit une augmentation de
'amplitude et une baisse de la fréquence des actidns du coeur. Léigure 49-B qui
représente les effets del# a la dose de T mg/ml est un enregistrement type des effets de
cet extrait dans cette gamme de concentration.t#® de®se, Ase induit des effets inotrope
positif et chronotrope négatif.

- Pour la dose de Jse de 10 mg/ml figure 49-C), des effets inotrope positif et
chronotrope négatif sont également observés dapsemier temps et, par la suite, cet extrait
n'a plus d’effet sur 'amplitude des contractioregdiaques qui revient a la normale et il ne
subsiste qu’un effet chronotrope négatif.

- Dans la gamme de concentrations d&%® 10° mg/ml, les effets de Jse sur les
contractions se traduisent d’abord par des effetdrope positif et chronotrope négatif,
puis I'amplitude des contractions diminue et il at des effets inotrope et chronotrope

négatifs. Laigure 49-D est un enregistrement type montrant les effeis e & 16 mg/ml.

e —————————————
-172 -

T hise de Doctorat d"Clat és Scierces ABO K. Jean Claude




Amplitudes
témoins

L i _- | ! AR U TR LR B ' ‘
A n\":‘ VT .'-H-.,_' i ".-Z;l .\':' WL II'l. I"L -". Yy i-l'e | .'I";_ LG 1l { "II-, : il 1 IIll'

¥ :lll, I" H Tl I|

AlJse 108 ma/ml

B LUMALA ALk A

A

AJse 10* mg/ml

A

AJse 10 mg/ml

AJse 10® mg/ml

AJse 10° mg/ml

Figure 49 : effets dose-réponse del&e sur les contractions du cceur isolé de rat
Enregistrements témoins (avant les flechesjfets de 8se & 10'° (A),
10" (B), 10%?(C), 10° (D) et 10° (E) mg/m.
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A cette dose, il apparait, au déebut de la perfudiooceur avec cet extrait, des effets inotrope
positif et chronotrope négatif, et dans un secamps, des effets inotrope et chronotrope
négatifs.

- Les effets des doses dedsd supérieures & Tomg/ml se traduisent uniquement par
des effets inotrope et chronotrope négatifsfigiare 49-E, qui est un enregistrement type des
effets de Al=e & la dose de TOmg/ml, montre les effets de cet extrait sur lest@m@tions
cardiaques dans la gamme de doses variant i@ 10° mg/ml. A cette dose de fang/ml,
AJse induit des effets inotrope et chronotrope négaldé 32,4 + 4,7 % et 13,2 + 2,5 %
respectivement.

Le tableau XIII donne les effets deJ&, en fonction de la dose, sur 'amplitude et la

fréquence des contractions du coeur isolé de raé{n

IV;-—4-1-2-2. Effets deJse sur le débit coronaire du cceur isolé de rat

Il ressort de cette étude que 188, pour des doses inférieures &%mMg/ml, n'a pas
d’effet notable sur le débit coronaire cardiaquergsate quasiment constant avec une valeur
de 1,09 + 0,26 ml/min. Pour les doses déssAvariant de 16° & 10" mg/ml le débit
coronaire diminue avec une réduction maximale addse de Ase de 10° mg/ml
(41,6 £ 6,5 % de réduction). Dans cette gamme daeeadration de Ase, la réduction du
débit coronaire est inversement proportionnelléaagimentation de la dose de I'extrait et
variede 41,6 + 6,5% (2 1dmg/ml) 4 14,7 + 4,2 % (& T8 mg/ml).

Les doses de Jse supérieures & 16 mg/ml entrainent une augmentation dose-
dépendante du débit coronaire cardiaque, alladdd® + 6,5 % a 80,7 £ 7,3 % pour des doses
de A= qui varient de I8 & 10> mg/ml.

Le tableau XIV indique les effets de s sur le débit coronaire cardiaque de rat pour

4 expériences.
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Tableau XIllI : effets dose-réponse de Ase sur I'amplitude et la fréquence

des contractions du cceur isolé de rat (n = 4)

Effets sur 'amplitude et la fréquence

Concentration de Alse des contractions cardiaques
< 10"® mg/ml Sans effet
10—18 mg/ml | + (+ 7,7 + 1,6 %)

|+ (+12,3+2,5% a +20,6 + 3,8 %kt

10"® & 10" mg/ml
C-(-32+14% a -85+24%)

| + (+10,4 £ 3,5 %kt

C—(-9,2 4,6 %)
102 mg/mli puis

C—(-10,7 + 3,5 %)

|+ (+7,7£t1,6% a +4,5%3,2 %)t

C-(-95+35% a -10,8+2,8%)
10°3 10® mg/ml puis

|- (-54+22% a -11,5+2,4 %kt

C—(-112+33% a -12,3 + 4,3 %)

C-(>-13,2%£2,5%)
| + : effet inotrope positif | — : effet inotrope négatif
C +: effet chronotrope positif C — : effet chronotrope négatif

Tableau XIV : variations du débit coronaire du coeurisolé de rat en fonction
de la dose de 8se (n = 4)

Concentration de 10*® 10%*® 10 10 10 10® 10° 10* 102

AlJse (mg/ml)

Effets sur le débit O -41,6 -25,2 -14,7 +18,9 +32,8 +47,9 +56,2 + 80,7
coronaire +65 *46 *42 %63 73 *55 £81 73
Cardlaque (%) *kk *% * * *% *kk *kk KKk

*P<0,05;*P<0,01;**P<0,001

- diminution du débit

+ :augmentation du débit
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IV;—4—1- 3. Discussion

L’étude des effets de I'extrait aqueux brutdiesticia secundaur I'activité cardiaque
a été réalisée en testant cet extrait sur I'aétigiectrique globale du cceur (EC@) Situ'
de lapin et sur les contractions rythmiques du deelg de rat.

L'analyse de [I'électrocardiogramme comprend la mesde la fréquence,
des amplitudes et durées des ondes P et T, du eeefIRS, des intervalles PR et QT et
du segment ST, ainsi que l'examen de la morpholagieces ondes (Fisch, 1980 ;
Wellens, 1986 ; Pipberget al, 1990).

De l'analyse de 'ECG, avant et apres administratle Als, il ressort que cet extrait
n'a pas d'effet notable sur les intervalles sépates ondes, mais agit essentiellement sur
I'amplitude de ces ondes et sur la fréquence cqudia

Ces intervalles et segments du tracé électrocaapbgjue sont des parameétres
importants, permettant d'évaluer la normalité own ride l'espace entre 2 événements
électriques (Kent, 1914 ; Mann, 1920 ; Durrer, 196&bergeet al, 1990 ; Liet al, 1995).

En effet, l'intervalle PR correspond au délai etdrdépolarisation des oreillettes et celle des
ventricules (temps de conduction auriculo-ventaael)) ou encore le temps de propagation de
'onde de dépolarisation (a travers les oreillettesnceud atrio-ventriculaire, le faisceau de
His, ses branches et le réseau de Purkinje) auxleslmyocardiques ventriculaires,
jusqu'au début de l'activation ventriculaire. It é8 témoin du temps nécessaire a la
transmission de l'influx électrique des oreillettes< ventricules. L'intervalle QT, qui va du
début de I'excitation des ventricules jusqu'aradie leur relaxation, correspond au temps de
systole ventriculaire

Le segment ST représente le temps de stimulatiomplgte des ventricules
correspondant a la phase 2 de la repolarisatiottrizelaire, phase pendant laquelle les
cellules ventriculaires sont toutes dépolarisée® (@t Rudy, 1994).

Le cceur est le centre d’'une activité électriquensé a I'origine de la contraction
cardiaque (Waller, 1887). L'activité électrique lggbe du coeur, due a une dépolarisation de la
membrane des cellules cardiaques, exprime lestwmsade potentiel pendant le cycle
cardiaque. L’enregistrement de ces variations denpiel constitue I'électrocardiogramme
(ECG).

Chaque cycle de dépolarisation/repolarisation dwrcoerrespond au passage du
courant électrique des oreillettes vers les vaunlgg qui se contractent dans le méme ordre.

Sur le plan électrocardiographique, cela se trgmhrnt'enregistrement, toujours dans le méme
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ordre, des différentes ondes P, Q, R, S et T (Ma8&0 ; Henson, 1971; Snellen, 1995 ;
Guenard, 1996) qui traduisent chaque battementiacprd, au rythme sinusal normal
(Krikler, 1987 ; Hurst, 1991).

Il est connu qu'au cours du rythme sinusal norrfelgdépolarisation du myocarde
auriculaire procéde a partir du nceud sino-auricell@il nceud sinusal de Keith et Flack qui est
situé dans la partie supérieure de l'oreillettater@ proximité de I'abouchement de la veine
cave supérieure. De la, I'excitation se propag@rdehe en proche pour dépolariser toute
l'oreillette droite, ensuite le septum inter-auldite et l'oreillette gauche, par l'intermédiaire
de trois faisceaux intra-auriculaires antérieuryemoet postérieur. C'est le faisceau antérieur
(faisceau de Bachman) qui donne une branche regjotdioreillette gauche et assurant ainsi la
conduction inter-auriculaire. La dépolarisation dewillettes se traduit par I'onde P.
Cette dépolarisation auriculaire précede et débkena contraction (systole) auriculaire
(Bers, 2002).

La dépolarisation va ensuite traverser le nceud@aoriventriculaire avant de gagner
le faisceau de His. Cette traversée est freindéentra, et I'amplitude de la dépolarisation est
trop faible pour pouvoir étre visible sur 'TECG. De fait, 'onde P est suivie d’un retour a la
ligne isoélectrique qui est la traduction électrdaagraphique du passage nodal.

Les trois faisceaux auriculaires se rejoignent gpdaie postéro-basale du septum
inter-auriculaire, en avant de l'abouchement dwssitoronaire, y formant le nceud
auriculo-ventriculaire d'Aschoff-Tawara par ou gabactivation. A son extrémité inférieure,
les fibres conductrices se reunissent en faisceaualléles pour former le faisceau de His.
Le tronc commun du faisceau de His court le londadpartie postéro-inférieure du septum
inter-ventriculaire membraneux et, aprés un coudjet, au sommet du septum
inter-ventriculaire musculaire, il se divise en xiéwanches principales. Les deux branches du
faisceau de His envoient d'innombrables ramificetia I'intérieur de la musculature septale et
sous l'endocarde ventriculaire gauche et droit. i@es ramifications forment le réseau de
Purkinje dont la trame s'étend pratiguement a $ol#s couches sous-endocardigues des
ventricules, un peu moins au niveau de leur padséro-supérieure.

Apres le passage nodo-hissien débute la dépoiansaentriculaire au niveau du
septum. Ce dernier est dépolarisé en commencants@arendocarde gauche pour se
poursuivre vers son endocarde droit ; puis les deuntricules se dépolarisent simultanément.
Cela se traduit par un complexe polyphasique oteptexe QRS qui est le ventriculogramme
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ou potentiel d’action ventriculaire (Caiet al, 1996). Cette dépolarisation ventriculaire
précede et déclenche la systole ventriculaire (E882).

La dépolarisation ventriculaire ayant permis latcaetion ventriculaire, le myocarde
doit retrouver ses conditions antérieures au phénengui lui permettent a nouveau le cycle
dépolarisation/contraction : c’est la repolarisatitran et al, 2003 ; Hlainget al, 2005 ;
Zhu et al, 2009; Xueet al, 2010). Elle est inscrite sur 'ECG par londe T.
Cette repolarisation ventriculaire précede le tedacent musculaire ou diastole
(Brutsaert et Sys, 1989).

La courbe ainsi enregistrée représente les vanmtie@s courants de dépolarisations et
de repolarisations des tissus auriculaires et wetdires, au cours de chaque cycle cardiague
(Durrer, 1968).

L'extrait aqueux brut ddusticia secundagit sur le coeur en diminuant la fréquence
des battements. Cette bradycardie induite pkse &st dose-dépendante.

La fréequence de I'ECG peut étre évaluée par le nonde complexes QRS
(donc de dépolarisations des ventricules par uneulsion électrique) a chague minute.
Celle-ci correspond au nombre de battements cardgagpar minute (Durrer, 1968 ;
Fisch, 1980) ; le rythme cardiague normal étantroamdé par la fréquence intrinseque du
nceud sinusal, ensemble de cellules situées darelldtbe droite, qui se dépolarise
rythmiquement (Durrer, 1968).

La bradycardie observée en présence d& A&st révélatrice d'un probable trouble de
la conduction cardiaque ou, plus rarement, d'unuble du rythme cardiaque.
Cet extrait n‘ayant pas d'effets notables sur letervalles séparant les différentes ondes,
cette bradycardie induite par cet extrait seraitrigine sinusale, car I'électrocardiogramme
montre un tracé d'aspect normal avec un rythmentialéPipbergeret al, 1990 ;
Keating et Sanguinet, 2001).

Selon Fisch (1980), les causes non-cardiaques @uytlemie telle que la bradycardie
sinusale sont habituellement secondaires a l'usdgedrogue ou de médicaments
(bétabloquant, digitalique, inhibiteur calcique dyeardisant), a une endocrinopathie
(Hypothyroidie), un déséquilibre électrolytique pgbkaliémie, acidose), des facteurs
situationnels tels un repos au lit prolongé, et da®blémes auto-immunitaires.
L’arythmie qui apparait suite a 'administration Alése peut donc étre liée a la présence dans

cet extrait de composés bétabloquants, digitaliguegiteurs calcique bradycardisants.
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Les effets de Bse sur les ondes de 'ECG se traduisent essentiefierpar une
diminution dose-dépendante de I'amplitude des oles T et, en fonction de la dose, une
augmentation ou une diminution de I'amplitude dmptexe QRS.

En effet, dans la gamme de doses comprises ergte26 mg/kg P.C., 2 induit
essentiellement une diminution de 'amplitude dmdle T et une augmentation de celle du
complexe QRS. Les effets del# sur 'onde P ne sont apparents qu’a partir ddoke de
20 mg/kg P.C., avec une faible réduction de I'atndi de cette onde. L'onde P correspond a
la dépolarisation (et la contraction) des oreietidepuis le nceud sinusal vers le nceud
atrio-ventriculaire, le complexe QRS indique la alépsation (et la contraction)
des ventricules et I'onde T est consécutive auardude repolarisation (et la relaxation)
des ventricules.

L’augmentation de I'amplitude du complexe QRS poentaines doses delge traduit
une augmentation de la dépolarisation ventricul@i¢adambeet al, 1999) et donc une
augmentation de sa contraction et justifierait iaumse augmentation de I'amplitude des
contractions cardiaques en présence de certairsss die cet extrait. En effet, une action
cardiotonique est également observée sur les abioima cardiaques en présence de faibles
doses de Ase. Cet extrait, & la dose defang/ml, fait apparaitre un effet cardiotonique qui
se traduit par une augmentation de I'amplitude ategractions du coeur isolé et perfusé de
rat.

A la dose de 10 mg/kg P.C.J#e induit, en plus de 'augmentation de I'amplitutie
complexe QRS, une diminution de 'amplitude de #lenT. Cette diminution indique une
réduction de la repolarisation ventriculaire et ppail expliquer la baisse de la fréquence des
battements cardiaques. Les effets inotropes positithronotropes négatifs, induits palsi\
pour certaines doses, laissent supposer l'existelars cet extrait de composés de type
digitalique. Cet effet "digitalique-like" est égalent observé sur les contractions cardiaques.
En effet, les doses deJfe de 10° & 10" mg/ml font apparaitre une augmentation de
'amplitude et une diminution de la fréquence destactions du cceur isolé et perfusé de rat.

Ces effets inotrope positif et chronotrope négatifrainés par Ase sont semblables
a ceux des substances cardiotoniques telles quealte chloroformique des écorces de
Mansonia altissima(Guede-Guina et Attias, 1977 ; Aka, 1980 ; Allagh al, 1990),
la digoxine (Allam et al, 1990; Mensah, 1992 ; ltsuet al, 1996), la mansonine
(Ehile et al, 1990 ; Mensah, 1992 ; Guede-Guatal, 1995). Ces substances ont surtout une

activité inhibitrice de 'ATPase N#&K™ qui provoque l'augmentation de I'amplitude des
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contractions des fibres myocardiques des Mammifésgge a une intensification de I'influx
calciqgue (Coraboeuf, 1960; Rougieet al, 1968; Aka, 1980; Ehile, 1983).
Cette propriété des glycosides cardiotoniques @stamitante a I'effet chronotrope négatif
qui résulterait alors d’une intensification du flsartant potassique entrainant ainsi une baisse
de 'excitabilité du muscle cardiaque (Vassort etugler, 1972). Il ne faut pas ignorer qu’en
plus, I'activation de Iinflux calcique entraine ersortie massive de*K ce qui induit donc
une hyperpolarisation de la membrane et une baigsda fréquence des contractions
mécaniques (Lenfanet al, 1968 ; Fauconnieret al, 2003 ; Perrieret al, 2004 ;
Richardet al., 2007).

Cependant, nos études phytochimiques n’ont pasréndamtprésence de glycosides
cardiaques dans I'extrait aqueux brutldsticia secundd_es effets cardiotoniques et ceux de
type digitalique ne reléveraient donc pas de ceuglycosides cardiotoniques, mais
d’autres composeés contenus dans cet extrait.

Les doses de Js supérieures a 20 mg/kg P.C., induisent la dirronatde toutes les
ondes de 'ECG.

Les réductions des amplitudes de I'onde P, du cexepQRS et de 'onde T indiquent
des réductions respectives de la dépolarisatianidaire, de la dépolarisation ventriculaire et
de la repolarisation ventriculaire (Durrer, 196&isch, 1980 ; Pipbergeet al 1990).
Ces réductions de dépolarisations et repolarisatidoites par I'extrait seraient a l'origine
d'une baisse de l'activité cardiaque. Dans cettewrga de concentration, J& est ainsi
exclusivement cardioinhibiteur.

La cardioinhibition induite par #se est mise en évidence, au niveau des contractions
cardiaques, pour les fortes doses de cet extrait.

Il est en effet connu que les courants électriguesirculent dans le cceur entrainent
des potentiels électriques et sont responsables l'aigivité musculaire cardiaque.
Chaque cycle de dépolarisation/repolarisation durcaepour conséquence de permettre la
contraction cardiaque. Ainsi, l'inhibition de I'a&dté électrique induite par s et mise en
evidence par les réductions de la fréquence cardiat|de I'amplitude des ondes P, T et du
complexe QRS, justifie les effets inotropes ebabtropes négatifs induits par cet extrait sur
les contractions du cceur isolé et perfusé de rat gdes doses de cet extrait supérieures
a 10" mg/ml.

Les effets variés de I'extrait aqueux brutddsticia secundaen fonction de la dose de

I'extrait administré, sur les contractions rythmegudu cceur, suggerent qudsé contient
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plusieurs composés dont certains seraient cardiagetirs et d’autres cardiodépresseurs,
avec des effets dominants pour les composés caniljpies pour les faibles doses
(10 & 10 mg/ml) et des effets cardioinhibiteurs prédomisgmiur les doses plus fortes
(supérieures & 10 mg/ml). Les doses intermédiaires entrainent, trainsment,

des effets cardiotoniques suivis d'effets carditiiburs. L’action des composeés
cardiotoniques serait donc précoce ; celles despoeés cardioinhibiteurs s’installant

tardivement, avec un effet prépondérant.

Les effets de Ase, qui different en fonction de la dose, sont épal& observés au
niveau du débit coronaire. En effet, la mesure dhitdcoronaire fait apparaitre, pour des
doses de A inférieures & I mg/ml, une diminution de ce paramétre, alors gsedoses
supérieures induisent son augmentation.

Dans la technique d’enregistrement de I'activitécaméque du cceur isolé et perfusé
qui dérive de celle de Langendorff (1895), le cemtiperfusé en lui faisant parvenir le liquide
nourricier par la circulation coronaire qui fourtattotalité du sang qui irrigue le myocarde.
Les arteres coronaires, au nombre de 2 (droitaethe), sont des branches de l'aorte dont
elles se détachent a un niveau un peu supérieceldiedu bord libre des valvules sigmoides.
Elles cheminent a la surface du cceur, dans lensibodiaque, et se ramifient pour pénétrer a
l'intérieur du myocarde. Elles ont une partie derl&ajet a la surface du coeur et donnent
naissance a des artérioles qui pénetrent dans éearge perpendiculairement a la surface
épicardique. Dans la technique de perfusion, latsewol physiologique parvient dans I'aorte
sous une pression suffisante (quelques cm Hg).i,Aes valvules sigmoides se ferment, le
liquide emprunte donc le circuit coronaire et, aptavoir traverser, aboutit dans l'oreillette
droite, puis dans le ventricule droit avant d'@éwversé a I'extérieur.

Dans la gamme de concentration allant d&"°18 10" mg/ml, Al induit une
diminution du débit coronaire cardiaque. Cette dimtion pourrait étre relative a une
constriction des coronaires. De méme, 'augmematio débit coronaire, pour des doses de
AJse variant de 18’ & 10° mg/ml, pourrait provenir d’une vasodilatation. sinpour les
faibles doses, 2ee induirait une vasoconstriction et donc une diriorudu débit coronaire.
Par contre, les effets de cet extrait pour leefodoses seraient une vasodilatation, et donc un
écoulement plus aisé du liquide nourricier dansce®onaires (Segal, 2005), et ainsi une
augmentation du débit coronaire (L'’Abbateal, 2002 ; Wei et Kaul, 2004).

Cette action vasodilatatrice deJ#& au niveau coronaire qui augmente le débit

coronaire favoriserait un apport en oxygene au raggee Les actions inotrope et chronotrope
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négatives de cet extrait sur les contractions agtgis diminueraient la consommation
myocardigue en oxygene. Ces deux actions @& Auraient 'avantage de rendre cet extrait
agueux brut ddusticia secundaotentiellement anti-ischémique.

IV, — 4 — 2. Effets d'un extrait aqueux brut deJusticia secunda
sur les contractions de l'artére aorte idée de cobaye
Le but de ces expériences est d’étudier les effets extrait aqueux brut déusticia
secundasur la force contractile du muscle lisse aortiqReur cela, différentes doses désA
sont cumulativement administrées aux fragments tates aortes isolées de cobaye,

intacts ou dépourvus d’endothélium.

IV, -4 -2 - 1. Effets dose-réponse dd# sur les contractions toniques de I'artere
aorte isolée intacte de cobaye

Des doses croissantes et cumulées de I'extraituaduit deJusticia secundavariant
de 10° & 10 mg/ml, ont été testées sur des fragmentsadéré aorte isolée de cobaye,
dont I'endothélium est resté intact. Les résultidscette série d’expériences sont présentés
par lafigure 50. Cette figure montre en (a) et (b) deux enregistras types des effets de
AJse sur les contractions toniques, et en (c), ladtads pour 4 expériences.

Il apparait que, pour des doses inférieures a Inin@Je est sans effet notable sur
les contractions toniques de I'artére aorte isdkeobaye.

Des doses de B, allant de 2 a 7,5 mg/ml, entrainent une dimamutle la force
contractile de I'artére aorte isolée intacte deagyeb Pour ces doses ddsA, la vasorelaxation
induite est dose-dépendante, avec une baisse nlexinta tonus de base
de 112,12.18 + 5,6.10° g & la dose de 7,5 mg/ml. Les doses dieAsupérieures
a 7,5 mg/ml, administrées ensuite, ne modifiens piutonus musculaire aortique qui reste
stable.

La figure 50-b montre qu'une dose unique deJ®& de 3 mg/ml induit une
vasorelaxation de 30,30.#& 3,7.10% g aprés 3,5 min. A cette dose, tout comme les autres
doses actives, I'effet maximum de cette substastel@enu moins de 4 minutes apres avoir
administré I'extrait. C'est pourquoi les doses cilgra de Ase sont successivement ajoutées

apres 4 minutes.
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Figure 50 : effets dose-réponse deJ&e sur les contractions toniques de l'artere aorte

isolée intacte de cobaye

a — Enregistrement type
Enregistrement témoin (avant la premiere flecheffets cumulés de Fe

successivement 2 0,05;0,5;1;2;3;4 ;5710 mg/ml sur les contractions.

b — Effet d’'une dose unique de Bse
Enregistrement témoin (avant la fleche) et effiets\Jse a 3 mg/ml sur les

contractions.

¢ — Eourcentage de diminution du tonus musculaireatique en fonction du logarithme
de la concentration de Ase
n=4;nsP>0,05;*P<0,01;**P<0,001.
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La courbe de la baisse du tonus musculaire en ionatiu logarithme de la
concentration de 2se (figure 50-c) est une sigmoide qui présente un plateau pouoites
doses de l'extrait. Cette courbe permet de détemmpour cet extrait une concentration
efficace 50 % (Ck) de 3,588 mg/ml.

IV, -4 -2 - 2. Effets dose-réponse dd# sur les contractions toniques de I'artere
aorte isolée dépourvue d’endothélium de cobaye

Dans cette série d’expériences, des doses craéssahtumulées de I'extrait aqueux
brut deJusticia secundavariant de 18 & 7,5 mg/ml, ont été testées sur des fragments de
I'artere aorte isolée de cobaye, dépourvus d’eréioiim.

La figure 51, qui représente un enregistrement type des résuléaces expériences,
montre que Ase a partir de la concentration de 2 mg/ml, entraime faible diminution du
tonus de base de lartére aorte dépourvue d'enfilotimé Cette diminution est
dose-dépendante et est de 25,48.10 5,8.10° g pour la dose maximale deJds
de 7,5 mg/ml.

Les valeurs obtenues pour 4 expériences ont peatenisacer les deux courbes de la
figure 52 qui présentent les effets del#&, en fonction de la dose, sur les contractions

toniques de l'artere aorte isolée de cobaye, esepee et en absence d’endothélium.
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Figure 51 : effets dose-réponse deJ&e sur les contractions toniques de I'artere aorte
isolée de cobaye, dépourvue d’endothélium
Enregistrement témoin (avant la premiere fleete&ffets cumulés deJe

successivement a0,05;0,5;1;2; 3; 4 ;R®mg/ml sur les contractions toniques.
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Figure 52 : effets dose-réponse deJ&e sur les contractions toniques de I'artere aorte

isolée de cobaye, en présence et en abseherdothélium

(n=4;nsP>0,05;*P<0,05;*P<0,01;** PG001)
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IV, —4 -2 - 3. Discussion

L’extrait aqueux brut ddusticia secundgpour des doses variant de 2 a 5 mg/ml, agit
sur l'artere aorte isolée intacte de cobaye en rdiamnt ses contractions toniques.
AJse est donc une substance vasorelaxante.

Cette relaxation des arteres, induite palsed justifie 'augmentation du débit
coronaire induite par de fortes doses de cet éxduile coeur isolé et perfusé par ses artéres
coronaires. Cette augmentation pourrait en effetiltér d’'une relaxation de ces vaisseaux
coronaires en présence de I'extrait.

Les effets vasorelaxants deJ# sur l'artere aorte ne sont importants que Si
I'endothélium de cet organe est intact. En eff@tsdue I'aorte est dépourvue d’endothélium,
AJs a peu d’effet sur I'activité contractile du mushtisse aortique. Il entraine une baisse peu
significative du tonus aortique. Les effets vasmxahts de A sur le muscle lisse aortique
passeraient donc par une action de cette subssancéendothélium vasculaire.

L’allure sigmoide de la courbe montrant les effi#sAJse sur le tonus musculaire de
I'artere aorte intact en fonction du logarithmeldalose de I'extrait indique que l'action de
AJ sur lartére aorte pourrait passer par une daliva de récepteurs
(Miller et Tainter, 1944).

Le faible effet de Ase sur le tonus vasculaire de l'artere aorte isalépourvue
d’endothélium indigue que cette substance auraitopepas d’effet notable sur la musculature
des vaisseaux sanguins. Les récepteurs des psnagiés contenus danslge seraient donc
localisés sur I'endothélium, d'ou son importancengdd’action vasorelaxante de cette
substance. On peut suggérer que les principes aeiA)Jse forment un complexe qui est de
type enzyme-substrat avec un facteur localisé dlandothélium. Cette hypothése est en
conformité avec I'évolution de la courbe de la &aon de la vasorelaxation du muscle
aortique en fonction de la concentration déssAqui tend a se stabiliser aux fortes doses de
I'extrait (supérieures a 5 mg/ml). La vasorelaxatipui demeure constante a ces fortes doses
exprime I'état de saturation des complexes.

Furchgott et Zawadzki (1980) ont montré le roleigdibire de I'endothélium dans la
relaxation vasculaire. Le r6le de I'endothélium sl¢en vasorelaxation a été eégalement relevée
par d’autres auteurs (Baisehal, 2004 ; Jiangt al, 2005). L’endothélium vasculaire est une
couche de cellules tapissant lintérieur des vaigsesanguins. De par son équipement
enzymatique, I'endothélium vasculaire joue un rgetdominant dans le controle

de la pression artérielle et de la vasomotricitéoufie et Berdeaux, 1992).
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L’activité de I'endothélium s’étend au contréle thnus, de la réactivité vasculaire et la
libération des médiateurs vasorelaxants. En effes, cellules endothéliales régulent
activement le tonus vasculaire basal et la réaétidans des conditions physiologiques et
pathologiques, en répondant aux forces mécanigueasxemédiateurs neuro-humoraux par la
libération d’'une variété de facteurs relaxants attactants (Cosentino et Luscher, 1999).
Les facteurs relaxants issus de I'endothéli@mdbthelium-derived relaxing factorEDRF)
comprennent I'oxyde nitrique (NO), la prostacyclietieun facteur hyperpolarisant dérivé de
I'endothélium éndothelium-derived hyperpolarizing factors  EDHF).
Les cellules endothéliales peuvent également preduies vasoconstricteurs comme
l'angiotensine Il, I'endothéline-1 (ET-1), la thrtwoxane A2 (Quyyumi, 1998) et des
promoteurs de croissance tel que la prostaglandh@GH?2).

AJs, substance vasorelaxante, pourrait ainsi agitesonuscle lisse aortique par I'un
de ces mécanismes. Aussi, la suppression de 'eélilon inhibe I'action de cet extrait.

Les tests tri-phytochimiques ayant révélé la présatans Ase de stérols qui, ayant la
capacité de lutter contre I'athérosclérose, méitefaveur de I'implication dans le mécanisme
d’action de cet extrait de I'oxyde nitrique. Eneatffselon Ross (1993), I'oxyde nitrique est
le facteur principal impligué dans les propriétasti-athérosclérose de I'endothélium.
NO interfére «in vitro » avec des événements cléddveloppement de I'athérosclérose
(Wever et al., 1998 ; Cosentino et Luscher, 1968jnme I'adhésion des monocytes et des
leucocytes a [I'endothélium, ainsi que [linteractioparoi vasculaire-plaquettes.
NO décroit aussi la perméabilité endothéliale @titde tonus du vaisseau.

La présence des anthocyanes dans I'extrait aquetixdb Justicia secundgourrait
étre I'une des causes de l'effet vasodilatateurAdee. En effet, Cassidgt al. (2011)
ont montré que l'activité antihypertensive des anglanes pourrait étre liee a un processus de
vasodilatation.

Les polyterpénes mis en évidence darkseA qui sont réputés étre des substances
vasorelaxantes (Rodriguez-Rodrigustzal, 2004), pourraient également favoriser les effets

vasorelaxants de cet extrait.
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IV, — 4 — 3. Effets d’un extrait aqueux brut deJusticia secunda sur la viscosité du sang

de boeuf

IV,—4 -3 - 1. Effets dose-réponse dd# sur le temps d’écoulement du sang

La viscosité du sang est déterminée par la mesuterdps d’écoulement de 100 mi
de sang de bceuf, contenant ou pas différentes des&ke.

Au cours de cette série d’expériences, le sangéil une viscosité moyenne de degré
Engler de 1,09 ; c’est-a-dire 1,09 fois celle aéadl.

Il apparait que, I'extrait aqueux desticia secundadditionnées au sang de bceuf, a
des concentrations variant de 5°1@ 24 mg/ml, induit une augmentation du temps
d’écoulement du sang et donc une diminution detésse d’écoulement de ce sang. Cet effet
est dose-dépendant et caractérise ainsi une augtioentiose-dépendante de la viscosité
sanguine.

Les valeurs de temps d’écoulement et de viscos#i@sives, déterminées a partir de
I'écoulement de 100 ml de sang, contenant ou @as,Aont données danstébleau XV.

Les résultats obtenus pour 10 tests ont permisadertla courbe de la variation de la
viscosité sanguine, exprimée en % d’augmentatiomadéscosité relative, en fonction du
logarithme de la concentration dd# (figure 53). Cette courbe est une sigmoide et montre
gu’'a partir de la dose de 20 mg/ml, la viscosisgaeonstante. La dose correspondante a la
CEsp est de 4,407 mg/ml.
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Tableau XV : temps d’écoulement de 100 ml de sang dboeuf et viscosité en fonction de la concentratiale Alse (n = 10)

Concentration de Alse (mg/ml)

0 0 10° 5.10° 10° 5.10° 10° 5.10" 1 4 8 12 16 20 24
(T H,O) (T sang)
Temps 11,59 12,69 12,70 12,93 13,01 13,10 13,36 13,49 13,61 14,27 14,81 15,26 15,98 16,13 16,13
d’écoulement + + + + + + + + + + + + + + +
de 100 ml(s) 0,29 0,46 o655 115 145 111 o080 126 1,20 103 123 086 1,33 0,75 0,63
Vi o 2 1 1,09 109 1,11 112 113 1,15 116 1,17 123 1,27 1,32 138 1,39 1,39
iscosité
(D.E) + + + + + + + + + + + + + +
T 0,06 0,04 006 003 005 0,11 0,06 006 0,10 004 005 0,06 0,03 0,05
T H,0 : témoins eau T sang:témoins sang D.E. : degré Engler

100 }K

(%)

Augmentation de la viscosité relative

Log de la concentration en mg/ml de 4se

Figure 53 : augmentation de la viscosité relativeudsang de boeuf en fonction de la concentration delge
=10;nsP>0,05;*P<0,05;* P <0,01;** PG001)

-189 -



IV,—4—-3-2. Discussion

Soumis a son poids, un liquide s’écoule d’autarguxique sa viscosité est faible.
Ainsi, le temps d’écoulement, et donc la vitessécdulement d’'une quantité donnée de
liquide est donc un indicateur de sa viscosité.

La mesure du temps d’écoulement du sang en fond&da concentration deJ&e fait

ressortir que la vitesse d’écoulement du sang def,badditionné de I'extrait aqueux de
Justicia secunda diminue avec l'augmentation de la concentratioa det extrait.
En d’autres termes, & induit une augmentation dose-dépendante de t¢asité du sang,
comparativement a celle du sang de référencet dax permis de penser quésa pourrait
modifier les caractéristiques hémodynamiqués Viva'; en particulier, la circulation
sanguine dans le systeme cardio-vasculaire.

Une diminution de la vitesse d’écoulement du sabhgd@nc une augmentation
de la viscosité du sang qui entrainerait une auggtien de la résistance périphérique
des artérioles pourrait entrainer une augmentatienla pression sanguine artérielle.
Ainsi, AJse, en augmentant la viscosité du sang devrait iaduie hypertension artérielle.
Cependant, cet extrait entraine un effet contraitest a dire une hypotension artérielle.
On peut donc suggérer que, dans I'organismie A’entraine pas une augmentation de la
résistance périphérique des artérioles.

Dans les tests physiologiquds Vivo' la résistance a I'écoulement du sang n’est pas
provoquéee par le frottement du sang contre lesipates vaisseaux sanguins, mais aux
frottements entre les couches adjacentes du s&msj;aedire le frottement interne lié a la
viscosité du sang lorsque ces couches glissenk 'contre l'autre avec des vitesses
différentes. En effet, les forces de cohésion elgreang et la paroi du vaisseau sanguin
empéchent le déplacement de la couche de plasémigseur infinitésimale, directement en
contact avec la paroi endothéliale. Il n'y a doms jgle glissement du sang au niveau de la
paroi. Dans la quasi-totalité des vaisseaux sasguen sang se déplace de maniere tres
organisée selon un écoulement linéaire ou "Poignlil Les écorces de sang ou cylindres
creux concentriques se déplacent avec une vitesgdud en plus grande au fur et & mesure
que lon se déplace vers le centre axial dun esss sanguin cylindrique.
La vitesse maximale du sang est donc atteinte iatmecdu vaisseau alors que, au niveau de la
paroi, la vitesse est nulle (Artigou et Monsue)20

Ainsi, la diminution de la vitesse d’écoulementdenc I'augmentation de la viscosité

induite par I'extrait aqueux dausticia secundane devrait pas entrainer une augmentation de

-190 -
T hise de Doctorat d"Clat és Scierces ABO K. Jean Claude



la résistance vasculaire et donc pas d’augmentdida pression sanguine artérielle dans les
expériences de mesure de la pression sanguingbetén présence delée.

Le sang contenant une phase liquide et une phase des éléments cellulaires,
protéiniques et minéraux, sa viscosité est fonctlera concentration relative de ces deux
phases. La viscosité du sang augmente lorsque &toemite augmente ou lorsque la vitesse
d’écoulement du sang diminue. La viscosité d’unidiu caractérise les modifications
transversales que subit la vitesse de déplaceneecd fluide. L'augmentation de la viscosité
sanguine exprime donc la difficulté qu’'ont les éd#s figurés a circuler a travers le plasma.
Il est également connu, d’'une part, que la viséasdnguine croit lorsque la solvatation des
molécules augmente grace aux particules du sohir@ieant ainsi une augmentation des
frottements entre particules. D’autre part, ellgitcsuite & une polymérisation ou toute autre
association de molécules (Gaboriaudr, 1996 ; Gag@®00).

AJ, en réduisant la vitesse d’écoulement du sangmenterait la force de
cisaillement. Ceci pourrait aussi entrainer la rhtién doxyde nitrigue (NO)
par I'endothélium vasculaire et donc induire unsodlatation et une hypotension artérielle.
En effet, selon Zeiher (1996), I'endothélium sdibére du NO en réponse a divers stimuli
physiques et chimiques, le plus important étanfotae de cisaillement, assurant ainsi la
vasodilatation.

Il est a relever que la circulation du sang daaggdinisme dépend de nombreux
facteurs, a la fois biochimiques et mécaniquess@#d : I'onde de pression et la vitesse au
sortir du ceeur, la visco-élasticité des parois wases, les ramifications successives des
vaisseaux, la nature du fluide en lui-méme (a saaosuspension concentrée de particules
déformables), les propriétés mécaniques des cellaieulantes, les interactions de ces
cellules entre elles ou avec les cellules endatledli qui tapissent la paroi interne des
vaisseaux.

En fait, les effets de #se sur la pression artérielle sont dus a des effatplusieurs
parametres cardio-vasculaires, chacun étant senaibtet extrait et réagissant de fagon

spécifique ; I'ensemble aboutit a une hypotensitérialle.

La variation de la viscosité en présence deeApromet un intérét certain dans les
investigations sur les caractéristiques hémodynaesigilu sang dans la circulation sanguine

qui pourraient avoir un impact au niveau du systeardio-vasculaire.
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Apres avoir montré que Je agit sur plusieurs parametres du systéme
cardio-vasculaire qui concourent a ses effets leysstur et antihypertenseur, il importe de

connaitre son mécanisme d’action sur la pressi@mielte.

IV1—5. Mécanisme d’action de I'extrait aqueux brutle Justicia secunda (AJse)
sur la pression artérielle

Les études effectuées ont montré que I'extrait axjude Justicia secunddAJe)
contient des substances hypotensives, cardioiniist vasodilatatrices et antihypertensives.

Les effets hypotenseurs, cardioinhibiteurs et vieadeurs induits par fse sont
semblables a ceux des substances cholinomimétigoes.vérifier si cet extrait contient des
substances cholinergiques, une étude de l'intenra@ntre Alse et I'atropine, un antagoniste
des récepteurs cholinergiques, a été effectuée.

De plus, il a été montré queJ& est une substance antihypertensive. Les effets
antihypertenseurs révélés en présence ife Ant permis de préconiser cette substance dans
le traitement de I'hypertension artérielle.

Ainsi, a I'instar des médicaments antihypertensezgsextrait pourrait étre :

- un diurétique ;

- un bétabloquant ;

- un inhibiteur calcique ou inhibiteur des canaaicigjues ;

- un antihypertenseur a action centrale ;

- un antihypertenseur vasodilatateur périphérique ;

- unay-bloquant périphérique ;

- un bloqueur du systéeme rénine-angiotensine-adws¢ qui est soit un inhibiteur de
I'enzyme de conversion de l'angiotensine (IEC){ swi antagoniste des récepteurs de
l'angiotensine Il (ARA Il ou Sartan).

La caractérisation pharmacodynamique d’'un nouveadicament est I'étude de
I'effet de ce médicament sur I'organisme. Cet effgtlié a I'interaction du médicament avec
son site d’action, qui est généralement un récepbeais qui peut aussi étre une enzyme, une
protéine de transport, un canal ionique, une sabst@ndogene ou un élément non encore
identifié (Landry et Gies, 2009). L'interaction duédicament avec son site d’action va
entrainer,via des mécanismes de signalisation intracellulaire,effat pharmacologique

quantifiable au niveau de la cellule, d'un orgasw@é ou de I'organisme entier.
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Aussi, pour vérifier le type d’antihypertenseur gegait Al et ainsi comprendre son
mécanisme d’action, cette substance, a une dos80deng/kg P.C. qui entraine une
hypotension de 26,6 + 4,3 mm Hg, significative (B,801) et totalement réversible, est testée
en présence d’atropine ou des antagonistes depteéce des classes d’antihypertenseurs

principaux, Th vivo' sur la pression sanguine artérielle de lapin.

IV1—5—1. Interaction Alse — atropine sur la pression artérielle de lapin

L'objectif de cette étude est de vérifier I'existenou pas de composés de type
cholinergique dans I'extrait aqueux digsticia secundaju que cet extrait présente des effets
hypotenseurs, vasodilatateurs et cardioinhibiteuissont semblables a ceux de substances
cholinergiques.

Ainsi, dans cette étude, I'administration ddsA a la dose de 30 mg/kg P.C. est
précédée de celle de doses variables d'atropineR}ATes doses d’ATR utilisées
(5.107, 5.10° et 5.10° mg/kg P.C.) n‘ont pas d’effet propre sur la pressartérielle des
lapins utilisés.

Lafigure 54-aest un enregistrement type des résultats de si&ite d’expériences.

Il apparait que, latropine, dans des gammes deesdosariant de 5.10
a 5.10° mg/kg P.C. n'a pas d'effet notable sur I'hypotenmsiinduite par Ase.

En effet, TATR & 5.10 mg/kg P.C., est sans effet notable sur I'hypotengiduite parAJse

a 30 mg/kg P.C.figure 54-a-B). Lorsque l'injection de A a la dose de 30 mg/kg P.C.
est précédée de celle de I'ATR a 5°1€ 5.10° mg/kg P.C., I'hypotension induite par cette
dose de Ax (26,6 + 4,3 mm Hg) est faiblement réduite, avespectivement 1,82 %
et 3,77 % figures 54-a-C et a-D de réductions d’hypotension pour ces deux doses
de I'ATR.

Les colonnes de léigure 54-b présentent les effets non significatifs (P > 0,05)
de l'atropine sur I'hypotension induite pad# pour 4 expériences. Les baisses de pression
artérielle sont quasi identiques en absence etésepce d'ATR.

Ainsi, I'ATR n’agit pas de facon significative slihypotension induite par I'extrait

aqueux ddusticia secunda
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Figure 54 : interaction AJse-atropine sur pression sanguine artérielle de lapi

a — Enregistrement type
A - Effets de Al a 30 mg/kg de poids corporel (P.C.) (aprés tzhég
B aD - Effets de Alse & 30 mg/kg de poids corporel (aprés f@8eches),
précédés de I'administration d'atropine (ATR).4 (B), 5.10° (C)
et 5.10° (D) mg/kg P.C

b — Effets de Alse sur la pression artérielle en présence d’atropine
n=4;nsP >0,05.
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IV1—5—2. Interaction Alse — propranolol sur la pression artérielle de lapin

Le but de cette expérience est de voir si I'extagiteux delusticia secundagit sur la
pression sanguine artérielle par [lintermédiaires deécepteurs béta-adrénergiques.
Ainsi, AJse est administré a un animal prétraité avec unganiate des récepteurs
béta-adrénergiques : le propranolol.

La figure 55-aest un enregistrement type des résultats de éettie. Lafigure 55-b,
qui montre les colonnes représentant les effetprdpranolol sur I'hypotension induite par
I'extrait, est construite a partir des résultatgldxpériences.

Il apparait que Ase, administré seule au lapin a la dose de 30 m@Kg.,
entraine une hypotension artérielle de 22,5 mm ftgure 55-a-A). Mais, lorsque les
animaux sont prétraités avec des doses croissaht®sccessives de propranolol de 5,10
5.10° et 5.10° mg/kg P.C. avant de recevoir, aprés chaque doseprdpranolol,
AJs a la dose de 30 mg/kg P.C., les hypotensionsagparaissent sont respectivement
20,18 et 11 mm H¢figures 55-a-B et a-¢ ; soient des réductions respectives d’hypotension
de 11,11 %, 20 % et 51,11 %.

Le propranolol réduit donc significativement, prapmmnellement a la dose, comme le
montrent les colonnes defigure 55-b, I'hypotension induite par I'extrait aqueux digsticia

secundachez le lapin, mais ne I'annule pas.

IV, —5 - 3. Interaction Alse — vérapamil sur la pression artérielle de lapin

Le vérapamil est un anticalcique a effets sinusabeonaire prédominants. Dans cette
étude, pour veérifier si l'extrait aqueux dausticia secundacontient des composeés
anticalciques, le vérapamil est antagonisé avete caibstance. Cette série expeériences
consiste donc a administrer préalablement diff@ewloses de vérapamil qui, seules, n'ont
pas d’effet propre sur la pression artérielle, aVadministration de Ase a dose unique.

AJ®, a la dose de 30 mg/kg P.C., fait apparaitre hyeotension artérielle
de 26 mm Hdfigure 56-a-A). Cette hypotension induite pad#e est réduite respectivement
de 11,54 %, 26,92 % et 61,15 %ggres 56-a-B, a-C et a-I) lorsque I'animale recoit
préalablement les doses successives de vérapanBl1@é, 5.10° et 5.10° mg/kg P.C.
Cette figure 56-a est un enregistrement type des résultats de cétie d’expériences
et lafigure 56-b donne les résultats pour 4 expériences. Les cetoda cette derniere figure

représentent les hypotensions induites peAen absence ou en présence de vérapamil.
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Figure 55 : interaction AJse-propranolol sur pression sanguine artérielle deapin

a — Enregistrement type
A - Effets de Alse a 30 mg/kg de poids corporel (apres la fleche)
B aD - Effets de Alse & 30 mg/kg de poids corporel (aprés f@§eches),
précédés de I'administration du propranolobjRr5.10' (B), 5.10° (C)
et 5.10° (D) mg/kg de poids corporel (P.C.)

b — Effets de Alse sur la pression artérielle en présence du propranhol
n=4;nsP>005;*P<0,05;*P<0,01.
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Figure 56 : interaction AJse-vérapamil sur pression sanguine artérielle de lap

a — Enregistrement type
A - Effets de Alse a 30 mg/kg de poids corporel (apres la fleche)
B aD - Effets de Alse & 30 mg/kg de poids corporel (aprés f@8eches),
précédés de I'administration du vérapamil j\%e5.10" (B), 5.10° (C)
et 5.10° (D) mg/kg de poids corporel (P.C.)

b — Effets de Alse sur la pression artérielle en présence du vérapaim
n=4;nsP>0,05;*P<0,05;** P <0,001.
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Elles montrent que la baisse de la pression alieeriest réduite par le vérapamil
proportionnellement a sa dose.

Il ressort donc de ces expériences que le vérapagéalit significativement,
et de maniére dose-dépendante, les effets hypoisnsde I'extrait aqueux de

Justicia secundamais ne les annule pas.

IV, —5—4. Interaction Alse — nifédipine sur la pression artérielle de lapin

Pour vérifier si I'extrait agit sur la pression aielle, comme un anticalcique, par
I'intermédiaire de récepteurs localisés sur lesseaux sanguins, cette étude est réalisée en
antagonisant Ase avec la nifédipine, un anticalcique a effet véaoe prédominant.

Ainsi, les animaux sont prétraités avec des dosessantes de nifédipine avant
d’administrer une dose unique de&JsA (30 mg/kg P.C.) qui, seule induit une hypotension
artérielle de 26,6 £ 4,3 mm Hg. lfegure 57-a est un enregistrement type des effets de la
nifédipine sur I'hypotension induite pardge. Ces effets, pour 4 expériences, sont représentées
par les colonnes de fggure 57-b. Ces figures montrent que, de facon dose-dépemdant
la nifédipine réduit I’hypotension induite padge.

Les doses de nifédipine utilisées, seules, n’omst giaffets propres sur la pression
artérielle. A la dose de 5.10mg/kg P.C. figure 57-a-A), la nifédipine n'a pas d'effet sur
I’hnypotension induite par 2se (25 mm Hg). Par contre, lorsque I'administrati@nnifédipine
a 5.10° et 5.10° mg/kg P.C. précéde celle deJ& a 30 mg/kg P.C., les hypotensions qui
apparaissent sont respectivement de 20 et 14 miffigliges 57-a-C et a-D) ; soient des
réductions d’hypotension respectives de 20 % éb44

Ainsi, la nifédipine ne supprime pas I'hypotensimauite par I'extrait aqueux de
Justicia secundamais la réduit significativement, de fagon doépahdante.

IV1—5-05. Interaction Alse — prazosine sur la pression artérielle de lapin

L'objectif de cette étude est de veérifier sU8 esta;-un bloguant tout comme
la prazosine (alpre8€sLP) qui est lay-bloquant de référence a indication vasculaire.

Pour cela, le lapin est prétraité avec la prazogoe, 1min, 10 min et 1 heure apres,
une dose de Jee est administrée a I'animal. La prazosine esisétl aux doses respectives de
5.10° 5.10" et 5.10° mg/kg P.C. et, 'administration de chacune de deses est suivie de
celle de A a 30 mg/kg P.C. Ces doses de la prazosine, seal#@ssans effet propre sur la

pression artérielle.

————————————
- 198 -

T hise de Doctorat d"Clat és Scierces ABO K. Jean Claude



a
A : 1 E———— T T —
1 \ S 15 ¢
.,
‘h.__h“_______,..-—""""rr'_#f
AJse 30 mg/kg P.C.
B e o ————
1 1 \_,_,-f""’ I ———
Nif Ase
510° 30 mglkgP.C.
C R S Py, T R ) R
LY Pl T
"N i -
“\\_‘1—#"‘_’__.--'
Nif Ase
51¢c% 30 mglkgP.C.
D Mo A -h-"'-"\. Ty S i R 0 b T g o et i e .
1 1 11“- it i
Nif Ase
516° 30 mglkgP.C.
o
b T
5 401
G
g 30-
g a —_1— ns
6z
%% 204
o | ——
©
() 104
()]
2 L
T
@ 0 Ll T T
Q Iy & & Dose de nifédiping
g g %Y préadministrée
* * * f (mg/kg P.C.)
Alse 30 mg/kg P.C.

Figure 57 : interaction AJse-nifédipine sur pression sanguine artérielle de fan

a — Enregistrement type
A - Effets de Alse a 30 mg/kg de poids corporel (apres la fleche)
B aD - Effets de Ale & 30 mg/kg de poids corporel (aprés f8§eches),
précédés de I'administration de la nifédipiNé) a 5.10° (B), 5.10* (C)
et 5.1¢ (D) mg/kg de poids corporel (P.C.)

b — Effets de Alse sur la pression artérielle en présence de la nifipine
n=4;nsP>0,05;*P<0,05;*P<0,01.
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Il ressort de cette étude que la prazosine ne modjfiasiment pas les effets
hypotenseurs de Je sur la pression artérielle.

En effet, comme le montre fegure 58-a qui est un enregistrement type de cette série
d’expériences, les effets de la prazosine sur bigmpsion induite par #se se traduisent par
de faibles réductions (non significatives, P > 0,d8 cette hypotension respectivement
de 7,14 et 3,57 % avec les doses successivessdbestance;-bloquant (prazosine) de 5:40
et 5.10° mg/kg P.C. figures 58-a-C et a-[). La dose de prazosine de 5°1fg/kg P.C.
(figure 58-a-B) est sans effet sur I'hypotension induite padsA a 30 mg/kg P.C.
(28 mm Hg).

Ces effets sont identiques lorsquésé est administré 1min, 10 min ou 1 heure apres
le prétraitement de I'animale avec la prazosine.

Pour 4 expériences, les colonnes ddidare 58-b, qui présentent les effets de la
prazosine sur I'’hypotension induite paisd, a été tracées. Elles montrent que les baisses de
pressions artérielles induites padsA sont quasi identiques en absence et en présence d
prazosine.

Ainsi, la prazosine est sans effet notable sutibacde Alse sur la pression artérielle.

IV1—5—6. Interaction Alse — losartan sur la pression artérielle de lapin

Cette étude vise a montrer siJ#& agit sur les récepteurs de I'angiotensine Il
pour induire ses effets. Ainsi, I'étude de l'intetian entre Alse et le losartan (Coza@y,
un antagoniste des récepteurs de I'angiotensifARIA II), a consisté, dans une premiere
série d’expériences, a prétraiter I'animal avec dkses variables de la substance
pharmacologique avant de lui administrer, 1min,ndi@ et 1 heure aprés (pic sérique du
losartan a 1 heure),J& a la dose unique de 20 mg/kg P.C. Les dosessdetdo utilisées
seules sont sans effets propres sur la pressi@nedlg des lapins.

Il ressort de cette série d’expériencéigufe 59-a) que Alx, seul, a la dose de
20 mg/kg P.C., fait apparaitre une hypotensiorriatteé de 18,75 mm Hdfifure 59-a-A).
Lorsque I'administration de cette dose désfest précédée de celle du losartan a™%,10
5.10°, 5.10° et 5.10 mg/kg P.C., I'hypotension induite par I'extrait camente,
proportionnellement a la dose de I'ARA Il. En efféds doses successives de losartan,
indiquée ci-dessus, induisent des augmentatiomecéges de 28 %figure 59-a-B), 48 %
(figure 59-a-C), 76 % igure 59-a-D) et 84 % figure 59-a-D).
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Figure 58 : interaction AJse-prazosine sur pression sanguine artérielle de lap
a — Enregistrement type
A - Effets de Alse a 30 mg/kg de poids corporel (apres la fleche)
B aD - Effets de Alse & 30 mg/kg de poids corporel (aprés f@8eches),
précédés de I'administration de la prazosinagPa 5.16 (B), 5.10% (C)
et 5.10° (D) mg/kg de poids corporel (P.C.)
b — Effets de Alse sur la pression artérielle en présence de la pragine
n=4;nsP>0,05.
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Figure 59 : interaction AJse-losartan sur pression sanguine artérielle de lapi

a — Enregistrement type
A - Effets de Ale a 30 mg/kg de poids corporel (apres la fleche)
B 4E - Effets de Alse & 30 mg/kg de poids corporel (aprés f@8eches),
précédés de I'administration du losartan (Lo5)1®™° (B), 5.10° (C),
5.10° (D) et 5.10' (E) mg/kg de poids corporel (P.C.)

b — Effets de Alse sur la pression artérielle en présence du losarta
n=4;nsP>005;*P<0,05;*P<0,01.

R
-202 -
T hise de Doctorat " Clat és Sciences ABO K. Jean Claude




Ces effets du losartan sur I'hypotension entrapa¥eAJse sont identiques lorsque cet
extrait est administré 1 min ou 10 min aprés légnaent de 'animale avec cette substance.
Par contre, apres 1 heure, cette substance estféeinsur I'action de Ase.

Dans cette étude, la réversibilité de I'hypotensimiuite par Alse est d’autant plus
lente que la dose de losartan augmente. En effes, lp dose de losartan administrée
augmente, plus I'hypotension induite par I'extest durable.

Les colonnes de lfigure 59-b représentent les effets du losartan sur I'hypadens
induite par Ale pour 4 expériences. Elles montrent que I'hypatensnduite par Ase

augmente proportionellement a la dose de losartan.

Dans une deuxiéme série d’expériences, une dosesdean (5.10 mg/kg P.C.) est
d’abord administrée a l'animal et, 1 min apres, udese de A est injectée.
Cette expérience est reprise avec I'administratienla dose unique de losartan suivie,
a chaque fois, de celle de doses variablesJde allant de 0,1 & 20 mg/kg P.C.

Il ressort de cette deuxiéme étude qu’en présencmshrtan a 5.10 mg/kg P.C.,
les doses de Js inférieures a 0,5 mg/kg P.C. sont sans effetslasyoression sanguine
artérielle du lapin. La dose de 0,5 mg/kg P.C.anér une chute de la pression de 4 mm Hg
(figure  60-B). Cette hypotension augmente avec l'augmentatienlad dose de 2se
pour atteindre une chute de pression artérielle3g8lemm Hg avec la dose de l'extrait
de 20 mg/kg P.Cfigure 60-G).

Ces hypotensions induites pajs& sont totalement réversibles pour des doses Yarian
de 0,5 a 5 mg/kg P.C. Par contre, I'hypotensioriatg\partiellement réversible pour la dose
de I'extrait de 10 mg/kg P.C., et irréversible ptas doses plus fortes.

Les courbes de léigure 61 montrent les baisses de pression artérielle dmdap
en fonction du logarithme de la dose d@s® chez des animaux prétraités avec le losartan
a 5.10' mg/kg P.C. pour I'une, et chez des animaux n'ays recu cette substance pour
l'autre courbe. Il apparait que la baisse de poesartérielle enregistrée, pour chaque dose
active de Alse, est plus importante en présence du losartapli3e la dose minimale active
de Al est plus faible (0,5 mg/kg P.C.) en présence abdarfan qu'en son absence
(1,25 mg/kg P.C.).
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Figure 60 : effets dose-réponse delJ&e en présence du losartan sur la pression

sanguine artérielle de lapin

A aG - Effets de Al a 0.1 (A), 0.5 (B), 1.25 (C), 2.5 (D), 5 (E), (B et 20 (G) mg/kg
de poids corporel (aprés le€"%fleches) aprés I'administration du losartan (Los)

a5.10' mg/kg de poids corporel {fleches).
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Figure 61 : effets dose-réponse deJ&e sur la pression sanguine artérielle de lapin

en présence et en absence du losartan
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IV, —5—7. Discussion

Nos résultats ont mis en évidence que I'extraiteagudeJusticia secundagit en
entrainant des effets hypotenseurs, cardioinhitstet vasodilatateurs qui sont semblables
a ceux de l'acétylcholine et de substances conteties composés de type cholinergique
tels que Mareya micrantha (Euphorbiaceae) (Abo, 1996Bidens pilosa (Asteraceae)
(Kouakou, 2008) efarkia biglobosa (Mimosaceae) (Kassi, 2009).J8 serait donc une
substance cholinomimétique.

Le terme d’acétylcholinomimétique désigne I'enserd#s médicaments qui, par des
mécanismes directs ou indirects, reproduisent leHetse de I|'acétylcholine
(Duchene-Marulhaz, 1973 ; Galpet al, 1977 ; Fieldset al, 1978 ; Nargeot, 1978 ;
Hartzell, 1980 ; Gocaynet al, 1987 ; Nathanson, 1987 ; Peradtal, 1987).

L'acétylcholine a des effets muscariniques périghés (ce sont les mieux connus) et
centraux (Fieldet al, 1978 ; Nargeot, 1978 ; Peradtaal, 1987 et 1988 ; Doodd al, 1989).
Ces effets sont inhibés par I'atropine. En effatrdpine est un antagoniste non sélectif qui
bloque tous les sous-types de récepteurs musazemideraltat al, 1988).

L’étude de linteraction Ase-atropine montre que cette derniere n'a pas d’effe
significatif sur I'hypotension induite par I'exttaiEn conséquence, I'extrait aqueux de
Justicia secundane contient pas de substances cholinergiques p#e myscarinique et son
action ne fait pas intervenir des récepteurs ckailgues muscariniques.

De méme, cet extrait ne contiendrait pas de sutssan-bloquants. Les;-bloquants
sont des médicaments utilisés en pharmacologie p@iter I'hypertension artérielle.
Ce sont des antagonistes compétitifs des efégtadrénergiques des catécholamines.
La prazosine est le meédicament de référence a atoiis vasculaires de ce groupe.
Leur activitéay-bloquant trés sélective antagonise la noradrémalan fagcon compétitive au
niveau des récepteurs postsynaptiques périphériRegslet al, 2007). Lesa;-bloquants
réduisent la stimulation des récepteursadrénergiques périphériques, entrainant une
diminution de la vasoconstriction artérielle etnaise et une diminution des résistances
périphérigues, et conséguemment, abaisse la pnessérielle (Patedt al, 2007).

Les effets vasodilatateurs et hypotenseurs dke,Ade méme que ses effets inhibiteurs
de I'hypertension artérielle produite par I'adréna) sont semblables a ceux de la prazosine.
Cependant, I'étude de l'interaction entrdsA et la prazosine, um-bloquant de référence
a indications vasculaires, révele que cette dexniéa pas d’effet notable sur I'hypotension

induite par I'extrait aqueux déusticia secundaCela suggéere que les effets désfAne sont
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non plus pas mediés par des récepteuedrénergiques, et que cette substance ne senait do
pas unuz-bloquant.

Il est donc a envisager quel# puisse agir, non pas par l'intermédiaire de técep
cholinergiques ow-adrénergiques, mais par d'autres sites réceptaunmvers lesquels

il induirait ses effets.

Il peut étre suggéré quelfe, substance hypotensive, cardioinhibitrice, vdatatrice
et antihypertensive, pourrait agir comme un antigake ou une substand&bloquante.
Ces hypothéeses sont sous-tendues par I'étuderderdiction entre Ase et, respectivement,
le vérapamil, la nifédipine et le propranolol.

Les inhibiteurs calciques, encore appelés antmpads ou bloqueurs des canaux
calciques, représentent une classe pharmacologelagvement importante car largement
utilisés dans I'hypertension artérielle et danesliffisance coronaire (1zzo et case, 1995 ;
Legalerey, 2001 ; Partouche, 2001). lls inhibemntfée du calcium dans les cellules
musculaires du coeur et les vaisseaux sanguins élinenuant les résistances périphériques
des vaisseaux, ils abaissent la pression artérigehen, 1997; Giredet al, 1998 ;
Lullmannet al, 1998 ; Moulin et Coquerel, 2002).

Le vérapamil et la nifédipine représentent deuxss#a pharmacologiques
d’inhibiteurs calciques.

La nifédipine est l'inhibiteur calciqgue a effet vakire prédominant de référence
(Frishmanet al, 1984 ; Klein, 1984). En agissant sur les canealciques de type L,
ces inhibiteurs entrainent une dilatation des @stey compris des coronaires, réduisent des
résistances périphériques et abaissent la preadiénielle (Ishiiet al., 1980 ; Karaki et Weiss,
1988 ; Stoll et Spector, 1989 ; Michiru et QuenB03).

Le vérapamil a un tropisme mixte, a la fois vascelat myocardique, avec une
préedominance de [l'action cardiaque sur [I'action érotdilatatrice périphérique.
C’est l'inhibiteur calcique ayant I'effet inotropeegatif le plus marqué (Mottet al, 1996 ;
Legalerey, 2001). En effet, le vérapamil, en inhibdentrée du calcium, provoque,
au niveau des cellules musculaires cardiaques, alentissement de la conduction
auriculo-ventriculaire et une diminution de la frcontractile (Godfraincet al, 1986 ;
Cosma, 1989 ; Schwinget al, 1990 ; Cohen, 1997). Il induit également uneidirtion de
la fréquence de décharges, entrainant un effetnotnape négatif ou bradycardisant
(Kawaiet al, 1981 ; Caromt al, 1993 ; Laurenet al, 1994).
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Chacun des deux types dinhibiteur calcique (vémdpaet nifédipine)
réduit I'hypotension induite par I'extrait aqueue dlsticia secundaCeci laisse supposer que
AJs contiendrait des inhibiteurs calciqgues ayant napisme mixte, a la fois vasculaire
et myocardique.

Des effets similaires ont été observés par &aal (1999) avedVlimusops elengi
(Sapotaceae). Ces auteurs ont en effet montré 'gypotension induite par I'extrait
méthanolique ddimusops elengest réduite chez le rat anesthésié en présenciédigpine
(0,9 mg/kg P.C.) et de vérapamil (3,9 mg/kg P.d9g.ont donc évoqué la présence
de substances anticalciques dans cet extrait.

Selon Guazziet al (1980), Slonick et Frishman (1989), Laurestt al (1994),
Gired et al (1998), Legalerey (2001) et Moulin et CoquereD(02), les antagonistes
des canaux calciques agissent de facon généralengréchant I'entrée du calcium
extracellulaire dans les cellules musculaires $isses vaisseaux ou dans les cellules
musculaires cardiaques, diminuant ainsi le tonusscwmlaire vasculaire et la force de
contraction du myocarde, ce qui provoque une hyysidae.

Ainsi AJse, tout comme les autres anticalciques, auraitrégrigté de bloquer de
facon sélective I'entrée du calcium au travers dasaux calciques lents ou voltage
dépendants (canaux de types L) situés dans la raemiptasmique des cellules du myocarde
et des cellules musculaires lisses des vaisseatie @iminution de l'influx calcique causée
par Al dans les cellules musculaires cardiaques etlkdes musculaires vasculaires aurait
pour conséquence une cardioinhibition, une vastadiiken et ainsi une baisse de la pression
artérielle.

Cependant, les effets inhibiteurs du vérapamil eetadnifédipine sur I'hypotension
induite par Alse ne sont que partiels. En effet, sur des animagixgités avec chacune de ces
substances pharmacologiques, I'hypotension inchaie Al est significativement réduite,
mais il subsiste une hypotension résiduelle.

L’extrait aqueux brut delusticia secundaontiendrait donc, en plus des composés
anticalciques, d'autres types de substances reablaeiss de I'hypotension artérielle qui

persiste en présence des antagonistes calcique®qule vérapamil et la nifédipine.

Par ailleurs, I'étude de l'influence du proprandot I'hypotension induite parJée
a révelé le caractefebloquant partiel de cet extrait.

Le propranolol est urB-bloqueur dit « non sélectif » car il inhibe a laisf les
récepteur$; et pr-adrénergiques (Witchitz, 1994 ; Brown, 1995 ; Mowt Coquerel, 2002).
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Les bétabloquants agissent principalement en raéduiBactivité des catécholamines et,
diminuant la sécrétion de rénine, diminue ausspression artérielle (Giudicelli, 1984 ;
Castaigne, 1988 ; Witchitz, 1994 ; Brown, 1995).

L’étude de l'interaction entre Js et le propranolol montre que le propranolol rédui
I'nypotension induite par Js, mais ne I'annule pas. Ainsi, cet extrait cordrait, en plus de
composés anticalciques, des substafeadrénergiques et agirait donc en partie par les bia
de récepteurg-adrénergiques.

La réduction des effets hypotenseurs par le prapoha également été observée par
Kouakou, (2008) avec une fraction aqueuse chromapbgnue de I'extrait d8idens pilosa
(Asteraceae), par Srinivast al, (2003) avec l'extrait alcoolique d&erminalia arjuna
(Combretaceae) et par Ames al, (2003) avec I'extrait éthanolique des feuillesRhavetta
crassipes(Rubiaceae). Ces auteurs ont donc suggéré lanmesde substances agonistes
B-adrénergigues dans ces extraits.

En fait, en plus de leur action hypotensive, lemtiéquants diminuent la fréquence
cardiaque (effet chronotrope négatif), la conttéétidu myocarde (effet inotrope négatif),
le débit cardiaque et la vitesse de conductiorcalariventriculaire (effet dromotrope négatif)
(Witchitz, 1994 ; Brown, 1995).

Ainsi, AJse, tout comme les bétabloquants, pourrait égalenéeltire la transmission
d’influx nerveux au cceur et aux vaisseaux sangunssi, le cceur bat moins vite et avec
moins de force, et la tension artérielle chute ffetehypotenseur pourrait étre associé a un
abaissement de la fréquence cardiaque et du vold@&ection ventriculaire gauche.
Ce mécanisme d’action probable de I'extrait estfiomé par la baisse de la fréquence de
I'activité électrique globale (ECG) du cceur, lefetsf inotropes négatifs et, pour certaines

doses de Ase, la baisse du débit coronaire du cceur isoléraige

Une étude de l'interaction entreJ# et le losartan, un antagoniste des récepteurs de
l'angiotensine 1l (ARA Il ou sartan), a montré quoe dernier potentialise les effets
hypotenseurs de Je.

Un tel effet additif d’antihypertenseurs a été abtpar Aziziet al, (1997-a et 1997-b)
en associant le losartan a un inhibiteur de I'erezgi® conversion de I'angiotensine II.

Le losartan est indiqgué dans le traitement de Entgmsion artérielle essentielle
(Nelsonet al, 1992 ; Tsunodat al, 1993 ; Gradmaet al, 1995 ; Oparil et Guthrie, 1998),
mais également Iégére ou modéréee (Mancini, 1997 joffrRan, 1998).

Son activité antihypertensive est la conséquenceldoage spécifiqgue et compétitif des
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récepteurs A7 de [langiotensine Il (Doig et al, 1993; Johnston, 1995;
Goodfriend et al, 1996 ; Nichollset al, 1997 ; Roffman, 1998 ; Boutouyrie, 1999).
En effet, le losartan est un antagoniste des réoeptde type AT de I'angiotensine II.
L’angiotensine 1l se lie sélectivement aux récefseAil; existant dans de nombreux tissus,
en particulier les cellules musculaires lisses wases, les surrénales, les reins et le coeur.
Elle entraine plusieurs effets biologiques impddationt la vasoconstriction, la sécrétion
d’aldostérone par la corticosurrénale et la lihératde noradrénaline (Brasai al 1993 ;
Touyz et Schiffrin, 2000). Du fait de la réductides résistances artérielles et artériolaires
périphériques (réduction de la vasoconstriction @liangiotensine 1), le losartan induit une
baisse de la pression artérielle. Le losartan at swétabolite acide carboxylique
pharmacologiquement actif (E-3174), en se fixamtles récepteurs AT bloquent les effets
que l'angiotensine Il exerce sur ces récepteurs.bloeage de ces récepteurs réduit la
vasoconstriction et la libération de noradrénataasées normalement par I'angiotensine Il
(Maeso et al, 1997). Il s’oppose également aux processus etggphie cardiaque
et artérielle causés par I'angiotensine |l.

Dans l'étude de linteraction Jse-losartan, les doses de losartan n'ont pas d’effet
propre sur la pression artérielle, néanmoins, gl@entialisent les effets hypotenseurs de
I'extrait. Cette action pourrait résulter du faitieqles faibles doses de losartan utilisées
agissent en inhibant la vasoconstriction et laréiién de noradrénaline qui entrainerait une
hypertension et ainsi s’opposeraient aux effetsodidetateur et hypotenseur deJs#.

La suppression par le losartan des effets antagsnie ceux de Jse permettrait donc une
plus forte expression des effets de cet extraihsiil’action hypotensive de JAe est
potentialisée, et donc plus importante chez lesnank prétraités avec le losartan.
Cette potentialisation des effets delsA en présence du losartan, un antihypertenseur,

conforte I'idée que I'extrait aqueux brut diesticia secundagit comme un antihypertenseur.

IV, —6. Conclusion
Les études toxicologiques, qui ont consisté a diétde la toxicité aigle chez des
souris et de la cytotoxicité sur trois lignéesualkes, ont montré que I'extrait aqueux brut de

Justicia secundast une substance peu toxique qui pourrait éiliségt en pharmacologie.

Les études pharmacologiques avelsAont réveélé un fort potentiel antihypertenseur

de cet extrait brut, ce qui pourrait justifier, gartie, son utilisation en médecine traditionnelle
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contre I'hypertension artérielle. Ainsi, I'extraijueux brut ddusticia secundgourrait étre
préconisé dans le traitement de cette affection.

Outre l'effet antihypertenseur, cet extrait brutgente des effets hypotenseurs,
cardioinhibiteurs et vasodilatateurs. Il entraiigalément une augmentation de la viscosité
sanguine. Tous ces effets sont dose-dépendants.

Il est & noter, pour certaines doses, sur 'aéicardiaque, un double effet dd<A.

En effet, les faibles doses de cet extrait induisame augmentation de I'amplitude du
complexe QRS de 'ECG et un effet inotrope positif les contractions rythmiques du cceur
isolé. Ces effets sont accompagnés par des effetsaropes négatifs. Par contre, les fortes
doses de A font apparaitre une diminution de I'amplitude ahmplexe QRS de 'ECG

et un effet inotrope négatif sur les contractioasdiaques, en plus des effets chronotropes
négatifs sur ces deux parametres. Ces résultagersrg la présence d’au moins deux types
de composeés dans I'extrait aqueux bruddsticia secunda

- des composés cardioinhibiteurs, prédominants ;

- des composeés cardiotoniques de type digitalique.

La présence de deux types de principes actifs gaement mise en évidence par
I'étude du débit coronaire qui montre que, pourfédisles doses de I'extrait, le débit coronaire

diminue, alors que l'effet est contraire (augmeatgtpour les fortes doses.

Tous ces effets de J&e seraient dus aux alcaloides, saponosides, stétols
polyterpénes, anthocyanes et antioxydants que rreafd’extrait. En effet, des tests
phytochimiques réalisés par des réactions en tabesnfirmés par criblage sur CCM ont
permis de mettre ces composeés en évidence daegtcat. Toutefois, il n'est pas exclut que
d’autres composés, qui n'ont pas été révélés paekds utilisés, puissent participer, en partie,
a l'apparition des effets delée.

Il est a noter que si les principes actifs a effearmacologique sont bien souvent
connus depuis longtemps, il est beaucoup plusctiéfd’identifier tous les constituants actifs
dans une plante médicinale, notamment dans unitekiat. Bien souvent, dans ces cas,
I'effet ne peut pas étre attribué a un seul camstit, mais plutét & une ou plusieurs classes de
substances présentes dans I'extrait.

Cette derniere hypothése est confortée par letsaftetype digitalique observés avec

AJs, alors gu'il a été montré I'absence de glycosaadiotoniques dans cet extrait.
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L’étude de la pression sanguine artérielle montie lgs substances pharmacologiques
telles que l'atropine et la prazosine sont saret @fbtable sur I’hypotension induite paisa.
Ceci indique que l'extrait ne contient pas sigrificement de composés cholinergiques
et n’est pas un;-bloquant.

Par contre, le propranolol, le vérapamil et la difigne inhibent partiellement
I'hnypotension induite par 2se. Aucune de ces substances utilisées ne suppritiggeenent
les effets hypotenseurs de cet extrait. AinsisgAcontiendrait des substandebloquants,
des substances anticalciques a prédominance caedetqvasculaire et d’autres substances
non mises en évidence.

Suite a un prétraitement des animaux dexpérimemtatavec le losartan,
un antagoniste des récepteurs de lI'angiotensingtilisé a des doses qui n'ont pas d'effets
propres sur la pression artérielle, les effets tym&eurs de 2se sont potentialisés.
L’extrait devient alors actif a des doses plusl&slet entraine des baisses plus importantes de
la pression artérielle.

Ainsi, dans le traitement de I'hypertension ari@i@vec I'extrait aqueux brut de
Justicia secunda,l'association d'un autre antihypertenseur tel qu’antagoniste des

récepteurs de I'angiotensine Il pourrait donc &mmmandée en bithérapie.

Ces différents mécanismes d’action de I'extrait eagqu brut deJusticia secunda
ne sont toutefois pas exclusifs, et cet extrair@oemprunter I'ensemble de ces mécanismes
et bien d’autres, qui n‘ont pas été mis en évideaates degrés divers, pour induire les effets

observés.

Ces résultats restent préliminaires et pourraienstituer une base scientifique pour
la recherche de nouveaux composés efficaces daratiEment de I'hypertension artérielle.
Des études complémentaires sont donc nécessaitgsr@udre ce travail utilisable dans

le cadre de la mise au point d'un nouveau phytooa@aéent.

Compte tenu de la complexité des composants dérdiexaqueux brut ddusticia
secunda(Acanthaceae), et de ses divers effets et mécasigiizetion sur le l'activité
cardio-vasculaire, il est nécessaire de purifisrcemposés contenus dans cet extrait brut.

Cette étude sera donc complétée dans le but diéepwi d’identifier des composés
bioactifs de I'extrait aqueux brut desticia secundéAcanthaceae). La démarche consistera,
par l'utilisation de techniques séparatives et @itples rigoureuses, a séparer les composes

de I'extrait brut, & tester l'activité des fracBochromatographiques sur la pression sanguine
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artérielle, a purifier les fractions les plus aes\wet a isoler les molécules qui sous-tendent les
diverses activités détectées dans les différerdetidns. En plus, des études complémentaires
approfondies, concernant l'identification de lausture de composeés purifieés bioactifs seront
menées et les effets pharmacologiques ainsi quenégsmnismes d’action sur le systeme
cardio-vasculaire de Mammifere du composé respémsales effets hypotenseur et

antihypertenseur seront mis en évidence.
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IV, — Deuxieme partie:

Purification, identification structurale, étude toxicologique, effets
pharmacologiques et mécanisme d’action cardio-vastkaire de substances

contenues dans un extrait aqueux déusticia secunda (Acanthaceae)

La deuxieme partie de notre étude consistera a :

» séparer d’abord, puis purifier quelques composébedérait aqueux brut de
Justicia secunda

» au cours des différentes étapes de la purificatasier les différents composés
sur la pression artérielle et retenir les substwfeeplus actives ;

» identifier ensuite la substance purifiée la plusvacen déterminant sa masse
moléculaire, sa formule brut, sa structure chimigugon nom ;

» enfin, étudier la toxicité, vérifier les propriétastinypertensives et déterminer
le mécanisme d'action sur le systéme cardio-vaseulale Mammiferes de cette

substance purifiée.

Plusieurs méthodes de séparation et d'analysell(ef. 2, revue bibliographique)
facilitent I'obtention de composés purs. La comisoa judicieuse de ces différentes
techniques est la clef d’'une purification efficace.

Ainsi, pour la purification de I'extrait aqueux brale Justicia secundaAJse),
différentes techniques de séparation et d’analystdilisées. Ce sont :

- la séparation liquide-liquide (LLE) ;

- la chromatographie sur couche mince (CCM) argi;

- la chromatographie liquide a haute performandel(€) analytique ;
- la chromatographie liquide & moyenne pression (&P,

- la chromatographie sur colonne ouverte (CC) ;

- la chromatographie liquide a haute pression ggéparative (HPLC semi-préparative).

Une étude bioguidée permettra de retenir les sobss$abioactives au cours des

différentes étapes de la purification.
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IV, — 1. Purification bioguidée dd’extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse)

et identification de la structure chimique d’'un @mposé purifié bioactif

IV,—1- 1. Séparation liquide-liquide (LLE) de Alse

Avec 50 g de feuilles fraiches dasticia secundéAcanthaceae), 15 + 1 g d'un extrait
aqueux brut sont obtenus par décoction, filtragbriyophilisation ; soit un rendement de
30 %.

Une séparation liquide-liquide de 10 g de cet déxtem solution aqueuse, dans du
chloroforme (CHG) et de [lacétate d'éthyle (AcOEt), a permis d'atite les
phases chloroformique, acétatique et aqueuse. bssan de chaque phase, apres évaporation

des solvants, ainsi que le rendement de ce pagageindiquées a lkigure 62.

IV, —1- 2. Analyses chromatographiques de I'extralirut de Justicia secunda (AJse)
et des phases chloroformique, acétatique a&fueuse issues de la
séparation liquide-liquide (LLE) de Alse

IV,—-1-2-1. Chromatographie sur couche mince (CCMJe Alse et des phases issues
de la LLE de cet extrait

L'extrait brut et les différentes phases obtenuest solubilisés dans un solvant
adéquat : méthanol-eau (1 : 1 v/v). lls sont ersaitalysés par chromatographie sur couche
mince (CCM). Un chromatogramme de la CCM de l'axtaqueux brut ddusticia secunda
a été présenté et analysé en\3 — 1 — 2 (cf. résultatBgure 42, page 152).

La figure 63 montre les photographies des plagues CCM de dgxdqueux brut de
Justicia secundat des phases (CH{IACOEt et HO) issues de la LLE deJ&e, observées
aprés migration des composeés, a la lumiere visdseextinction de fluorescence a 254 nm
(rayonnement UV a 254 nm) et sous fluorescencesan86(rayonnement UV a 366 nm).

Les CCM font apparaitre plusieurs constituants dd&esgtrait aqueux brut
de Justicia secunda(AJs) et dans les phases issues de sa séparation ligyuicie.
Certaines taches sont observables uniquement sdus 254 et/ou 366 nm. D’autres le sont

uniquement a la lumiere visible.
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Figure 62: bilan de masse et rendemente la séparation liquideliquide de 10 g

del’extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse) (n = 4)
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t ot 44 R

ot 4t

Ase CHCl; AcOEt H,O Alse CHCE AcOEt H,0 Ase  CHCE AcOEt HO

A — Lumiere visible B — Détection UV a 254 nm C —Détection UV a 366 nm

Figure 63 : photographies des plaques CCM des phas€HCIz;, AcOEt et H,O issues
de la séparation liquide-liquide de I'extré aqueux brut de
Justicia secunda (AJse) et de Alse

Support : gel silice 60 Bggq Merck
Echantillons : 100ug

Phase mobile: CH;OH-H,O (9 : 2 viv).
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L’'observation des plagues CCM a la lumiere visilmentre plusieurs taches
a différents niveaux de migration. Des taches sembpparaissent également, séparées les
unes des autres lorsque les plagues CCM sont @eseau rayonnement UV, en extinction de
fluorescence, a 366 nm. Ces taches sont plus nosgset plus apparentes pour les phases
CHCI; et AcOEt.L'observation des plagues CCM a I'UV a permis déenda présence de
plusieurs constituants UV actives a 254 nm, avemdkiiples fluorescences, principalement
pour l'extrait brut et les phases CH@t AcOEt. Ces taches sont de colorations variées,
principalement pour les phases Ckl€i AcOEt.

Certaines taches présentes dans I'extrait brut &gaiement présentes dans les autres
phases, particulierement dans la phase aqueuse,dagecolorations moins intenses et des

fluorescentes plus ou moins faibles.

IV, —1-2-2. Chromatographie liquide a haute perfenance (HPLC) de Alse et des
différentes phases de la LLE

Pour les analyses par HPLC/DAD-UV, l'extrait brué dusticia secundaa été
solubilisé dans un solvant adéquat : méthanol-géaul(v/v). Apres dissolution et filtration,
les solutions ont été injectées dans un systemeCHRlanalysées.

Les chromatogrammes del# obtenus par analyse HPLC/DAD-UV a 210, 254, 280,
360 et 520 nm sont présentés adare 64.

Tous les produits de cet extrait brut, aux longsewdrondes utilisées pour
'HPLC/DAD-UV, apparaissent sur le chromatogramnre raoins de 30 min d’analyse.
Ainsi, les analyses par la chromatographie liquédenaute performance sont réalisées
durant 30 min.

Les analyses par HPLC/DAD-UV des phases issuesa ieE ont été réalisees dans
les mémes conditions que celle de I'extrait bruaiMla détection DAD-UV a été faite
uniqguement a 254 nm, longueur d’'onde a laquellecteaposés de Fse sont les mieux
détectésfigure 64-B).

Les chromatogrammes analytiques HPLC/DAD-UV a 2bB% abtenus pour 2se et
pour les phases chloroformique, acétatique et agleont présentés respectivement par les
figures 65, 66, 67 et 68

La figure 69 donne les chromatogrammes analytiques HPLC/DAD-déVI'extrait
brut et des trois phases issues de la LLE d& AElle montre que, pour chacune des phases,

les pics apparaissent a des temps d’analyse dit&ere

————————————
-218 -

T hise de Doctorat d"Clat és Scierces ABO K. Jean Claude




DAD1 A, Sig=210,4 Ref=590,4 (G:\UNIGE2~1\HPLC\21-05-~2\21050986.D)
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Figure 64 : chromatogrammes analytiques HPLC/DAD-UVde I'extrait brut de Justicia secunda
a 210 (A), 254 (B), 280 (C), 360 (D) et 52) (hm
Colonne: Symmetry C 18 (5 um, 1%@®,9 mm d.i., KO) ; éluant: CH3OH-H,O
(CHsOH : 2 % en 3 min; 2 a 50 % en 30 min ; 50 a 10@/% min ; 100 % en 5 min) ;
débit de la phase mobitel ml/min ;_injection: 5 pg.
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Figure 65 : chromatogramme analytique HPLC/DAD-UV a254 nm de I'extrait aqueux brut deJusticia secunda (AJse)

Colonne: Symmetry C 18 (5 um, 1%®,9 mm d.i., KO) ; éluant: CH;OH-H,O (CH;OH : 2 % en 3 min ; 2 a 50 % en 30 min ;
50 a 100 % en 5 min ; 100 % en 5 min) ; débitadpHase mobile 1 ml/min ;_injection 10 pg.
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Figure 66 : chromatogramme analytique HPLC/DAD-UV a254 nm de la phase chloroformique (CHG) issue de la LLE de Alse

Colonne: Symmetry C 18 (5 um, 1%®,9 mm d.i., KO) ; éluant: CH;OH-H,O (CH;OH : 2 % en 3 min ; 2 a 50 % en 30 min ;
50 & 100 % en 5 min ; 100 % en 5 min) ; débitadpHase mobile 1 ml/min ;_injection 10 pg.
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Figure 67 : chromatogramme analytique HPLC/DAD-UV a254 nm de la phase acétatique (AcOEt) issue dellaE de AJse

Colonne: Symmetry C 18 (5 um, 1%®,9 mm d.i., KO) ; éluant: CH3;OH-H,O (CH;OH : 2 % en 3 min ; 2 a 50 % en 30 min ;
50 & 100 % en 5 min ; 100 % en 5 min) ; débitadpHase mobile 1 ml/min ;_injection 10 pg.
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Figure 68 : chromatogramme analytique HPLC/DAD-UV a254 nm de la phase aqueuse £8) issue de la LLE de Alse

Colonne: Symmetry C 18 (5 um, 1%®,9 mm d.i., KO) ; éluant: CH;OH-H,O (CH;OH : 2 % en 3 min ; 2 a 50 % en 30 min ;
50 & 100 % en 5 min ; 100 % en 5 min) ; débitadpHase mobile 1 ml/min ;_injection 10 pg.
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Figure 69 : chromatogrammes analytiqgues HPLC/DAD-UVa 254 nm de Ase (A)
et des phases CHg(B), AcOEt (C) et H,O (D)

Colonne: Symmetry C 18 (5 um, 1%®,9 mm d.i., KO) ; éluant: CH3;OH-H,0
(CHOH: 2 % en 3 min; 2 & 50 % en 30 min ; 50 a 10@A5 min; 100 % en 5 min) ;

débit de la phase mobitel ml/min ;_injection: 10 pg.
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Apres avoir séparé les composés diEeAen trois phases, il importe de vérifier les
effets pharmacologiques de ces phases sur la gnesgérielle.

IV, — 1 - 3. Effets pharmacologiques des phadssues de la séparation liquide-liquide
(LLE) de I'extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse)

sur la pression artérielle de lapin

IV,—1-3- 1. Effets dose-réponse des phasssies de la LLE de Ase sur la pression
artérielle de lapin

La séparation liquide-liquide (LLE) de AJse a donrifis (3) phases
chromatographiques (CHE£IACOEt et HO) de compositions différentes. Les effets de
chacune de ces phases ont été étudiés sur lagoressiguine artérielle de lapin, a des doses
croissantes, allant jusqu’a 20 mg/kg P.C., qui ste® doses physiologiques pour lesquelles
les effets de I'extrait brut (#s2) sont totalement réversibles.

Cette étude a pour but de voir, tout comme pouxtriagt brut, les effets

pharmacologiques de chacune de ces phases sestqur sanguine artérielle de lapin.

IV,—1-3-1-1. Effets dose-réponse de la phas®mformique sur la pression
artérielle de lapin
La phase chloroformique (CHg{}l & des doses inférieures a 5 mg/kg P.C., est sans
effet sur la pression artérielle. Les doses comaprisntre 5 mg/kg P.C. et 20 mg/kg P.C.
induisent une hypotension allant de 6 + 2,3 a B]14#mm Hg figure 70).
A partir de la dose de 10 mg/kg P.C., I'hypotensiotuite par cette phase CHCI

devient irréversible, et la dose de 20 mg/kg PsCrnertelle.

IV,—-1-3-1-2. Effets dose-réponse de la phasétatique sur la pression artérielle
de lapin
La phase acétatique (AcOEt), aux doses allant Blen@ykg P.C. a 20 mg/kg P.C.,
induit une hypotension artérielle dose-dépendaigeiré 71). A ces doses, les baisses de
pression artérielle, qui varient de 6 £ 1,3 a 13,& mm Hg, sont totalement réversibles.
Cette phase acétatique est sans effet sur la pnessiérielle, pour des doses inférieures
a 2,5mglkg P.C.
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Figure 70 : effets dose-réponse sur la pression értelle de lapin de la phase

chloroformique (CHCIs3) issue de la LLE de Alse

A a D - Effets de la phase CHECA 2,5 (A), 5 (B), 10 (C) et 20 (D) mg/kg

de poids corporel (apres chaque fleche)
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Figure 71 : effets dose-réponse sur la pression artelle de lapin de la phas@cétatique

(ACOEt) issue de la LLE de Alse

A a E - Effets de la phase AcOEt a 1,25 (A), 2,5 (B), 5 (@) (D) et 20 (E) mg/kg
de poids corporel (apres chaque fleche)
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IV,—-1-3-1- 3. Effets dose-réponse de la phageeuse sur la pression artérielle
de lapin

La phase aqueuse {B), pour des doses inférieures a 2,5 mg/kg P.@.pas d'effet
sur la pression sanguine artérielle. Les effetcatte phase aqueuse apparaissent pour des
doses supérieures ou égales a 2,5 mg/kg P.C.,teadagsent par une hypotension artérielle
dose-dépendante allant de 3 + 1,2, pour la dos2,5leng/kg P.C., & 14 + 3,6 mm Hg,
pour celle de 20 mg/kg P.didure 72). Ces effets sont totalement et rapidement réviessi
(moins de 30 s) pour les doses variant de 2,5 mdfig P.C., et deviennent partiellement
réversibles a la dose de 20 mg/kg P.C.

Les courbes de lagure 73 donnent les effets dose-réponse de I'extrait axjbeut de
Justicia secundat des trois phases issues de la LLE deeACette figure montre que, parmi
les phases issues de la LLE dés#\ la phase acétatique (courbe en rouge) est $agaiive
sur la pression artérielle, alors que la phasercfdonique (courbe inférieure, en vert)
est la moins active. Toutefois, chacune des trba&ses reste moins active que I'extrait brut

(courbe supérieure, en noir)

IV,—1-3- 2. Effets sur la pression sanguine artélle de lapin des phases, issues de la
LLE de Alse, cumulées deux a deux

Cette étude consiste a tester les effets des pissses de la LLE de Jse, cumulées
deux a deux. Pour cela, les solutions des deuxeghsumulées sont additionnées apres la
LLE, puis évaporées et le produit obtenu est tegtda pression artérielle de lapin (n = 3),
a des doses variant de 1,25 a 20 mg/kg P.C.

Le but de cette étude est de voir si les effets plemses sont cumulatifs ou non.
Ceci permettra de vérifier si la technique de sipar utilisée (séparation liquide-liquide)
a entrainé des pertes de principes actifs de ##xirut ou les a conservés mais repartis dans
les trois phases de la LLE, vu que les effets depteses sont plus faibles que ceux de
I'extrait brut.

IV,—1-3-2-1. Effets sur la pression artérieltde lapin des phases chloroformique
et acétatique cumulées
La figure 74 est un enregistrement type des effets dose-réptesghases CHEI
et ACOEt cumulées, a des doses variant de 1,25mg2p P.C. Il apparait, a partir de la dose
de 2,5 mg/kg P.C., une hypotension artérielle di#gmendante, allant de 6 £ 1,6 mm Hg,
pour cette dose, a 18 + 3,2 mm Hg pour la doséddadlkg P.C. Ces effets sont totalement
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Figure 72 : effets dose-réponse sur la pression artelle de lapin de la phas@queuse

H20) issue de la LLE de Ase

A a E - Effets de la phase @ a 1,25 (A), 2,5 (B), 5 (C), 10 (D) et 20 (E) mgy/k

de poids corporel (apres chaque fleche)
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Figure 73 : baisses de la pression artérielle dedan en fonction de la concentration
de I'extrait aqueux brut de Justicia secunda (AJse) et des phases
chloroformique (CHCI3), acétatique AcOEt) et aqueuse K,0)

issues de la LLE de Ase

(n=3;nsP>0,05;*P<0,05;*P<0,01;** PG001)
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Figure 74 : effets dose-réponse sur la pression artelle de lapin des phases

chloroformique(CHCI3) et acétatique AcOEt) cumulées

A a E - Effets des phases CHCH AcOEt a 1,25 (A), 2,5 (B), 5 (C), 10 (D) et 2) (

mg/kg de poids corporel (apres chaque fleche)
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réversibles pour les doses inférieures ou égale® rmag/kg P.C., et partiellement réversibles
a la dose de 20 mg/kg P.C.

IV,—-1-3-2-2. Effets sur la pression artérieltde lapin des phaseshloroformique
et agueuse cumulées

Les phases chloroformique et agueuse cumulées,desuloses supérieures ou égales
a 2,5 mg/kg P.C., induisent une hypotension attéridose-dépendante. Des doses plus
faibles sont sans effet sur la pression artéri¢les hypotensions induites, qui varient de
4 + 1,1 mm Hg, pour la dose de 2,5 mg/kg PfiQufe 75-B), a 16 £ 3,3 mm Hg, pour celle
de 20 mg/kg P.C.figure 75-E), sont totalement réversibles pour les dosesiefégs ou
égales a 10 mg/kg P.C. Elles deviennent partieléméversibles a la dose de 20 mg/kg P.C.

IV,—-1-3-2- 3. Effets sur la pression artérieltée lapin des phaseacétatique
et agueuse cumulées

Les phases acétatique et aqueuse cumulées, testdagression artérielle, entrainent
une hypotension dose-dépendante, pour les dosestvde 1,25 mg/kg P.C. a 20 mg/kg P.C.
A ces doses, ces effets hypotenseurs qui varier8 ¢el,2 mm Hg a 20 + 3,2 mm Hg
sont totalement réversiblefgure 76).

Les courbes de lagure 77 donnent les effets, sur la pression artérielléagen, des
trois phases issues de la LLE dés#&, cumulées deux a deux, et ceux de cet extrdit Gaite
figure 77 indique que les phases AcOEt etCHcumulées sont les plus actives, mais
présentent des effets hypotenseurs légerementieimfér a ceux de I'extrait brut.
La dose minimale active de ces deux phases cum{dléds mg/kg P.C.) est identique a celle
de I'extrait aqueux brut. Les phases CEHEél HO cumulées ont le plus faible effet sur la
pression sanguine artérielle. Cette figure montgalement que les trois phases,

cumulées deux a deux restent toujours moins aatjwred’extrait brut.

Le chromatogramme analytigue HPLC/DAD-UV de la gh@xOEt, la plus active
des phases issues de la LLE dieA présente quatre (4) composés majoritaires (3,e2,4)
(figure 78-B) avec les absorbances les plus importantes (>n%®80). Lorsque ces phases
sont cumulées deux a deux et testées sur la pnesdérielle, le mélange AcOEt +@ est le
plus actif. Son chromatogramme analytique HPLC/DBD- 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@uxposes 1, 2 et 3 de la phase AcOEt.
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Figure 75 : effets dose-réponse sur la pression értelle de lapin des phases

chloroformique (CHCI3) etaqueuse K,0) cumulées

A a E - Effets des phases CHCH H,O a 1,25 (A), 2,5 (B), 5 (C), 10 (D) et 20 (E)
mg/kg de poids corporel (aprés chaque fleche)
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Figure 76 : effets dose-réponse sur la pression értelle de lapin des phases

acétatique AcOEt) et aqueuse K,0) cumulées

A a E - Effets des phases AcOEH,0 a 1,25 (A), 2,5 (B), 5 (C), 10 (D) et 20 (E)
mg/kg de poids corporel (aprés chaque fleche)
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Figure 77 : baisses de la pression artérielle dedm en fonction de la concentration
de I'extrait aqueux brut deJusticia secunda (AJse) et des phases
chloroformique (CHCI ), acétatique AcOEt) et aqueuse K,0)

issues de la LLE de 2se, cumulées deux a deux

@=3;nsP>0,05;*P<0,05;*P<0,01;**PG001)

—————————————
-235-

T hise de Doctorat d"Clat és Scierces ABO K. Jean Claude




)

7254 4 ReF=500.1 (ABOR5050305 0] '
may
2500
2000
1500
1000
500
o

- 2

o ] “«—

o /@
w |

A1 B, S1g=254 4 Ref=590, (G1UNIGE2-THPLORT-05- 002 1- 05~ 121050386 0]

e

Figure 78 : chromatogrammes analytiques HPLC/DAD-UVa 254 nm montrant

les composés qui absorbent majoritairememfans les phases
AcOEt + HO (A) et la phase AcOEt (B) aprés la LLE de Ase (C)

Colonne: Symmetry C 18 (5 um, 1%®,9 mm d.i., KO) ; éluant: CH;OH-H,0
(CHOH: 2 % en 3 min; 2 & 50 % en 30 min ; 50 a 10@A5 min; 100 % en 5 min) ;
débit de la phase mobitel ml/min ;_injection: 10 pg.
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IV,—1- 3 - 3. Effets sur la pression sanguine artélle de lapin des trois phases
(aqueuse, chloroformique et acétatig)issues de la LLE de 8se,
cumulées

Cette étude a pour but de vérifier si, apres lasdn liquide-liquide, les trois phases
obtenues renferment toujours la totalité des coépasi principes actifs de I'extrait brut.
Ainsi, aprés la LLE, les trois phases sont cumubidss solvants sont évaporés. Le produit
obtenu est ensuite testé sur la pression artédellapin.

Les tests sont réalisés avec des doses variargnégial de 1,25 a 20 mg/kg P.C.
La figure 79, qui donne les résultats de cette étude pour upériexce type, montre que les
trois phases, aux doses testées, entrainent unetelmgion variant de 4 + 1,4 mm Hg
(figure 79-A) a 20 = 4,1 mm Hdfigure 79-E). Ces effets sont dose-dépendants et totalement
réversibles.

Les effets de I'extrait brut (#s2) et ceux des trois phases cumulées sont donnés pa
les courbes de lagure 80. Cette figuremontre que la courbe de I'extrait brut et celle des
trois phases cumulées sont quasiment superposéesculerement pour les doses
supérieures ou égales a 5 mg/kg FCEci indique quéAJ<e et les trois phases cumulées ont
des effets quasi identiques sur la pression saaguigrielle.

La figure 81, qui représente le chromatogramme analytique HPLOYRA de Alse
et ceux des trois phases cumulées, montre queaka-tpialité des composeés présents dans les
phases cumulées sont également présents dmas Peuls quelques composés, qui absorbent

faiblement, présents dand#®, n'apparaissent plus dans les phases cumulées.

IV, — 1 - 4. Purification de trois produits majoritaires de la phase acétatique (AcOEt)

issue de la séparation I'extrait aqueux It de Justicia secunda (AJse)

IV, -1 -4 - 1. Chromatographie liquide a moyenne psion (MPLC) de la phase
acétatique
La phase acétatique issue de la LLE d=eAqui est la phase la plus bioactive sur la
pression sanguine artérielle, a été soumise a éperation par MPLC. Ainsi, avec 2,5 g de
phase AcOEt, 300 a 320 fractions de 140 ml someciées.
Le tableau XVI donne le bilan de masse des fractions ou regroepesntle fractions,

a l'issue de la MPLC, pour une séparation type.
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Figure 79 : effets dose-réponse sur la pression értelle de lapin des trois phases
chloroformique (CHCI33), acétatique @AcOEt) et aqueuse K,0)

issues de la LLE de 2se, cumulées

A a E - Effets des phases CHCH AcOEt + HO a 1,25 (A), 2,5 (B), 5 (C), 10 (D) et 20 (E)
mg/kg de poids corporel (aprés chaque fleche)
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Figure 80 : baisses de la pression artérielle dedm en fonction de la concentration
de I'extrait aqueux brut deJusticia secunda (AJse) et des trois phases
chloroformique(CHCI3), acétatique AcOEt) et agueuse K0)

issues de la LLE de 2se, cumulées

06=3;nsP>0,05;*P<0,05;*P<0,01;** PG001)
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Figure 81 : chromatogrammes analytiques HPLC/DAD-UVa 254 nm de I'extrait

aqueux brut deJusticia secunda (AJse) et des trois phases (CHGJ| AcOEt
et HO) issues de la LLE de Ase, cumulées

Chromatogrammes delge (A) et des phases CHCH H,O + AcOEt B).

Colonne: Symmetry C 18 (5 um, 1%®,9 mm d.i., KO) ; éluant: CH;OH-H20
(CHsOH: 2 % en 3 min; 2 & 50 % en 30 min ; 50 a 10@A5 min; 100 % en 5 min) ;
débit de la phase mobitel ml/min ;_injection: 10 pg.
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Tableau XVI : bilan de masse de la MPLC pour 2,5 gle phase AcOEt et identification
de composés a séparer par CC ou arifier par HPLC semi-préparative

+ ++ ++ ++ +

Fractions 1 3 4 8 9 11 15 35 36 38
de la et a et a a et a
MPLC 2 7 10 14 34 37 40

Masse |68,69| 101,5 35,6 6,3 8 33,7 | 642| 6,5 98 | 11,3
(mg)

Suite 1 tableau XVI

+ ++ | ++ ++ ++ +
Fractions | 41 43 48 50 57 73 87 99 | 111 | 118 | 126 | 132
de la et a et a a a a a a a a a

MPLC 42 | 47 | 49 | 56 | 72 | 86 | 98 | 110| 117 | 125 | 131 | 142

Masse | 11 |11,1|19.4|13,9| 8 |12,7| 17 | 186| 7,2 | 6,2 | 13,6/ 8,5
(mg)

Suite 2 tableau XVI

++ ++ +
Fractions | 143 | 168 | 178 | 193 | 209 | 224 | 237 | 260 | 270 | 284 | 293 | 302
de la a a a a a a a a a a a a

MPLC 167 | 177 | 192 | 208 | 223 | 236 | 259 | 269 | 283 | 292 | 301 | 318

Masse | 20,3|18,1|18,5| 30,6/ 47,9 18 35,359 40,3|34,5| 60,9 80,5
(mg)

+ . fractions susceptibles d’étre séparées par chogregthie sur colonne ouverte (CC)

++ . fractions susceptibles d’'étre purifiées par HPe@ispréparative
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Il ressort de ces analyses que certaines fracions composées de produits presque
purs. Certaines feront donc l'objet d'une sépamasor colonne ouverte (CC) et d'autres
seront purifies par HPLC semi-préparative.

La figure 82-B présente le chromatogramme analytique HPLC/DAD-dVn
composé semi-purifié (fraction 11-14), issu de I@I de la phase AcOEt deJse,
susceptible d’étre purifié par HPLC semi-prépagativ

Parmi les fractions, collectées seules ou regraymisix d’entre elles (fractions 38-40
et 41-42), qui paraissent susceptibles d’étre g&sarsont retenues pour une séparation par
chromatographie sur colonne ouverte. Trois autrastibns et regroupements de fractions
(fractions 35, 36-37 et 48-49), dont certains cos@gosont susceptibles d’étre isolés, sont

utilisées pour une purification par HPLC semi-pragiae.

IV,—1-4-2. Chromatographie sur colonne ouvert€(C) de composés issus de la
MPLC de la phase AcOEt de Ase

Les fractions 38-40 (11,3 mg) et 41-42 (11 mg) s@parees sur colonne ouverte de
gel de silice 60. Ainsi, pour chaque produit, destions de 20 ml sont collectées.

Des analyses sur plaques CCM et par HPLC ont pedmivérifier la pureté de
certains composés issues de la CC et regroupemirmst fractions ayant leurs
chromatogrammes identiques, avant de purifier patPLC semi-préparative celles qui sont
susceptibles de I'étre.

La figure 83 présente les chromatogrammes analytiques HPLC/DADde trois
composeés issus de la CC qui sont susceptibleegétifiés par la HPLC semi-préparative.

IV,—-1-4-3. Chromatographie liquide a haute press semi-préparative
(HPLC semi-préparative) de composeés issus de |lalMC et de la CC
Les fractions 35 (6,8 mg), 36-37 (9,8 mg) et 48:¥®4 mg), issues de la MPLC de la
phase AcOEt, et des composés collectées de la E@amtions 38-40 et 41-42 issues de cette
MPLC ont été purifies par HPLC semi-préparativett€technique a permis d’isoler trois (3)

produits.
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Figure 82 : chromatogrammes analytiques HPLC/DAD-UVa 254 nm de la phase AcOEt
issue de la LLE de 8se (A) et d’un produit semi-purifié (B), issu de
la fraction 11-14 de la MPLC de la phase@®Et

Colonne: Symmetry C 18 (5 um, 1%®,9 mm d.i., KO) ; éluant: CH;OH-H,0
(CH3OH: 2 % en 3 min; 2 a 50 % en 30 min; 50 & 10@A5 min ; 100 % en 5 min) ;
débit de la phase mobitel ml/min ;_injection: 10 pg.
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Figure 83 : chromatogrammes analytiqgues HPLC/DAD-UVa 254 nm de la phase AcOEt

issue de la LLE de Bse (A) et de produits semi-purifiés issus de la CC

des fractions 38-40 (B et C) et 41-42 (D¢ ¢b phase AcOEt
Colonne: Symmetry C 18 (5 um, 1%®,9 mm d.i., KO) ; éluant: CH;OH-H,0
(CHOH: 2 % en 3 min; 2 & 50 % en 30 min ; 50 a 10@A5 min; 100 % en 5 min) ;
débit de la phase mobitel ml/min ;_injection: 10 pg.
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IV,—1-4-4. Chromatographie liquide a haute perfmance (HPLC) de composés
purifiés par HPLC semi-préparative

La HPLC analytique est utilisée pour vérifier lagté des produits isolés.

Les trois (3) produits purifiess par HPLC semi-pnigp@e sont nommeés
P1/AcOEt/Ale, P2/AcOEt/Asx et P3/AcOEt/Ax. Leurs chromatogrammes analytiques
HPLC/DAD-UV sont donnés a ldigure 84. Ce sont les trois produits qui absorbent
majoritairement dans la phase acétatique issuelde fgure 84-A).

Ces trois (3) produitdigure 85-A) sont ceux présentant les pics les plus élevés dan
les chromatogrammes analytiques HPLC/DAD-UV dessphaAcOEt et HD cumulées
(figure 85-B) qui donnent les effets physiologiques synergidas®lus importants. Ces trois
produits se retrouvent également parmi les quaineposes qui apparaissent avec les pics
d’absorption les plus élevés dans le chromatogrardena phase AcOEtfigure 85-C),
la plus active des trois phases issues de la LLEJe 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 phastatique, purifies par HPLC semi-
préparative. Ces chromatogrammes montrent que lesduils P1/AcOEt/As,
P2/AcOEt/Alx et P3/AcOEt/As isolés sont purs.

Le tableau XVII donne les fractions ou regroupements de fractissges de la

MPLC de la phase AcOEt delée qui contiennent les composeés purifiés.

Apres avoir purifié les produits 1, 2 et 2f.( figure 78 qui apparaissent
majoritairement sur les chromatogrammes des phbesesplus biologiquement actives,

il convient de vérifier leurs effets pharmacologigisur la pression artérielle.
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- 245 -

T hise de Doctorat d"Clat és Scierces ABO K. Jean Claude
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Figure 84 : chromatogrammes analytiqgues HPLC/DAD-UVa 254 nm de la phase AcOEt
issue de la LLE de 8se (A) et des produits purifiés P1/AcOEt/Ase (B),
P2/AcOEt/Alse (C) et P3/AcOEt/Alse (D) issus de la phase AcOEt

Colonne: Symmetry C 18 (5 um, 1%®,9 mm d.i., KO) ; éluant: CHz;OH-H,O

(CHOH: 2 % en 3 min; 2 & 50 % en 30 min ; 50 a 10@A5 min; 100 % en 5 min) ;

débit de la phase mobitel ml/min ;_injection: 10 pg.

——————————
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Figure 85 : chromatogrammes analytiqgues HPLC/DAD-UVa 254 nm des 3 produits
purifiés (A), majoritairement présents das les phases AcOEt et D
cumulées (B) et dans la phase AcOEt (Cyiges de la LLE de Ase

Colonne: Symmetry C 18 (5 um, 1%®,9 mm d.i., KO) ; éluant: CH;OH-H,O
(CH3OH: 2 % en 3 min; 2 a 50 % en 30 min; 50 & 10@A5 min ; 100 % en 5 min) ;

débit de la phase mobitel ml/min ;_injection: 10 pg.
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Figure 86 : chromatogramme analytique HPLC/DAD-UV a254 nm du produit purifié¢ P1/AcOEt/AJse issu de la phase AcCOEt de Jse

Colonne: Symmetry C 18 (5 um, 1%®,9 mm d.i., KO) ; éluant: CH;OH-H,O (CH;OH : 2 % en 3 min ; 2 a 50 % en 30 min ;
50 a 100 % en 5 min ; 100 % en 5 min) ; débitadpHase mobile 1 ml/min ;_injection 10 pg.
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DADL1 B, Sig=254,4 Ref=590,4 (ABO\21050969.D)
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Figure 87 : chromatogramme analytique HPLC/DAD-UV a254 nm du produit purifié¢ P2/AcOEt/AJse issu de la phase AcCOEt de Jse

Colonne: Symmetry C 18 (5 um, 1%®,9 mm d.i., KO) ; éluant: CH;OH-H,O (CH;OH : 2 % en 3 min ; 2 a 50 % en 30 min ;
50 & 100 % en 5 min ; 100 % en 5 min) ; débitadpHase mobile 1 ml/min ;_injection 10 pg.
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DADL1 B, Sig=254,4 Ref=590,4 (ABO\21050968.D)
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Figure 88 : chromatogramme analytique HPLC/DAD-UV a254 nm du produit purifié¢ P3/AcOEt/AJse issu de la phase AcCOEt de Jse

Colonne: Symmetry C 18 (5 um, 1%®,9 mm d.i., KO) ; éluant: CH;OH-H,O (CH;OH : 2 % en 3 min ; 2 a 50 % en 30 min ;
50 & 100 % en 5 min ; 100 % en 5 min) ; débitadpHase mobile 1 ml/min ;_injection 10 pg.
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Tableau XVII : localisation, dans les fractions dda MPLC, des 3 composés
isolés de la phase AcOEt deJ&se

Composeé 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/AlJse 36-37 ; 38-40 ; 41-42 ; 43-47 ; 48-49 ; 57-72.

e
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IV, -1 - 5. Effets pharmacologiques, sur la pressi@anguine artérielle de lapin, de trois
substances purifiées, issues de lepe acétatique de Ase

Le but de cette étude est de rechercher les gifeismacologiques des substances
purifiées, isolées de la phase acétatique issue deE de Alse, sur la pression sanguine
artérielle. Ainsi chacune des trois substancesfipas (P1/AcOEt/Ase, P2/AcOEt/Ax et
P3/AcOEt/Al), & des doses allant de?18 12,5.13 mg/kg P.C., est testée sur la pression
sanguine artérielle de lapin. La dose maximale 2/6.10" mg/kg P.C. de produits purifiés
administrés correspond a la dose minimale de Béxtrrut (Alse) ayant un effet sur la
pression artérielle de lapin.

Il apparait que, dans cette gamme de doses, laiipf@d8/AcOEt/Al® est sans effet
pharmacologique notable sur la pression artériiléapin. Seuls les produits P1/AcOEIsA
et P2/AcOEt/Als, pour certaines doses, agissent sur la pressiériele, entrainant une
hypotension artérielle.

La figure 89, qui montre les effets dose-réponse de P3/AcQEBYAa des doses
variant de 10 & 10.10' mg/kg P.C., indique en effet que c’est seulemagaréir de la dose de
7,5.10" mg/kg P.C. que cette substance agit sur la pressigrielle, entrainant une faible
hypotension irréversible de 4 + 1,8 mm Hg, stajistiment non significative (p > 0,05).
Cette substance est mortelle & partir de la dod®d®' mg/kg P.C.figure 89-D).

Les effets de P1/AcOEtl&e sur la pressiorfigure 90) apparaissent a partir de la
dose 5.18 mg/kg P.C. avec une hypotension artérielle 5 +rr6 Hg. Cette hypotension
augmente avec la dose pour atteindre 36 = 2,8 mrpddg une dose de P1/AcOEf# de
12,5.10" mg/kg P.C.figure 90-F). A toutes ces doses, ces effets sont totalerdeatsibles.

A des doses inférieures a 2,54 mMg/kg P.C., P2/AcOEt/3s est sans effet sur la
pression artérielle de lapin. Aux doses comprisesee?,5.10 et 12,5.13 mg/kg P.C., cette
substance induit une hypotension artérielle vam@nB + 1,2 a 12,5 + 2,8 mm Hifigure 91).
Ces effets sont dose-dépendants et totalement sibheesr pour les doses inférieures
& 10.10' mg/kg P.C. Mais, a la dose de 10'1fg/kg P.C., I'hypotension artérielle induite
par P2/AcOEt/As est partiellement réversible. Les effets hypaers de cette substance
sont irréversibles pour la dose 12,5 ¥g/kg P.C.

Les courbes de leigure 92 donnent les effets dose-réponse de P1/AcQitAet
P2/AcOEt/AJ sur la pression sanguine artérielle de lapinr Boexpériences. Cette figure
montre que la substance P1/AcOEMA (courbe supérieure) est nettement plus activdaque
substance P2/AcOEtl&e (courbe inférieure).
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Figure 89 : effets dose-réponse de la substance puP3/AcOEt/Alse sur la pression
artérielle de lapin

A a D - Effets de P3/AcOEt/A (aprés les fléches) a'1@A) ; 5.10* (B) ; 7,5.10' (C)
et 10.10" (D) mg/kg de poids corporel (P.C.)
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Figure 90 : effets dose-réponse de la substance puP1/AcOEt/Alse sur la pression

artérielle de lapin

A & F - Effets de P1/AcOEt/A (aprés les fléches) a 1(A) ; 5.10% (B) ; 2,5.10' (C) ;

5.10' (D) ; 7,5.10" (E) et 12,5.108 (D) mg/kg de poids corporel (P.C.)
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Figure 91 : effets dose-réponse de la substance puP2/AcOEt/Alse sur la pression

artérielle de lapin

A & F - Effets de P2/AcOEt/A (apreés les fleches) a1A) ; 2,5.10" (B) ; 5.10" (C) ;
7,5.10' (D) ; 10.10" (E) et 12,5.18 (D) mg/kg de poids corporel (P.C.)
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—— P1/AcOEt/AJse

(mm Hg)

e+ P2/AcOEt/AJse

Baisse de la pression artérielle

Log de la dose en mg/kg P.C.
de P1/AcOEt/Alse et P2/AcOEt/Alse

Figure 92 : baisses de la pression sanguine artdiede lapin en fonction
de la concentration de P1/AcOEt/3se et de P2/AcOEt/Alse

f=3;nsP>0,05;*P<0,05;* P <0,01;** PG001)
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Les doses efficaces 50 % de P1/AcOHHA et P2/AcOEt/As sur la pression
artérielle sont respectivement 0,63 mg/kg P.C,4t thg/kg P.C.

Le produit purifié P1/AcOEt/As étant le plus pharmacologiguement actif sur la
pression artérielle, il importe de l'identifier eléterminant sa masse moléculaire, sa formule

brut, sa structure chimique et son nom.

IV, —1 - 6. Identification du composé purifié P1/AcO#A Jse isolé de la phase AcOEt
de Alse

IV,—1-6 - 1. Chromatographie liquide ultra-perfornante couplée a la spectrométrie
de masse (UPLC/ESI/TOF-MS) du compogérifié P1/AcOEt/AJse

Le composé PI1/AcOEtse a été analysé par chromatographie liquide
ultra-performante couplée a la spectrométrie desse@3dPLC/ESI/TOF-MS).

La formule brute de ce composé a été déterminéelasubase d'analyse par
spectrométrie de masse a haute résolution (ESINIS)-{figure 93). Dans cettdigure 93,
les formules brutes sont données dans I'ordre d&sanot d’exactitude.

Ainsi, le composé P1/AcOEt0& a une formule brute 4815605 (masse calculée :
722,491025). Son poids moléculaire est de 723,£803

IV,—1-6 - 2. Spectrométrie de résonance magnétiquecléaire (RMN) du composé
purifié¢ P1/AcOEt/Alse
Pour I'élucidation de la structure chimique de RIDEt/Als, les spectres RMN
proton ¢H) et carbone 135C) de ce composé ont été réalisés.
Le tableau XVIII indique les données spectroscopiques RMN de arujinourifié.

IV,—1-6 - 3. Détermination de la structure du congsé purifié P1/AcOEt/Alse

La combinaison des résultats de la spectrométrimaese et de la spectrométrie de
résonance magnétique nucléaire a permis de démrdanstructure chimique du composé
P1/AcOEt/Al= figure 94).

Le tableau XIX indique les constantes physiques et les donnéesirajes de ce
composé P1/AcOEt/#se isolé.
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Figure 93 : rapport d’analyse TOF-MS du composé PRAcOEt/AJse
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Tableau XVIII : données spectroscopiques RMNH et **C de P1/AcOEt/Alse

Position 13C (ppm) 'H (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/AcOEAJse
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Tableau XIX : constantes physiques et données speaies du composé P1/AcOEt/Ase

Composé P1/AcOEt/Ase

Structure

Nom chimique

Acide 4-(octadecyloxy)-, 4-[[4-[[(1-

méthylheptyl)oxy]carbonyl]phényl]éthynyllphényl esbenzoique

Formule

Cus8He60s5

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 RMNH

cf. tableau XVIII

Données RMN*3C

cf. tableau XVIII

—————————————
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IV,—1-7. Discussion

Les résultats de la séparation liquide-liquide @xtiait aqueux brut delusticia
secundamontrent que parmi les différentes phases derdiédirut, la phase aqueuse donne le
rendement le plus élevé (77 %), suivi de la phasétatique (20 %) et la phase
chloroformique (2 %). L'obtention d’'une masse beayc plus importante dans la phase
agueuse se justifie par le fait qudsa, I'extrait de départ, est un extrait aqueux.sli gar
conséquent tres riche en composés hydrophiles @®ésp polaires) qu’en composés
lipophiles (composés apolaires).

La somme des pourcentages des trois phases issuasséparation liquide-liquide
(LLE) de A= est de 99 %. Ainsi, seulement 1 % de I'extrailt lar é&té perdu. Cette perte
pourrait provenir de la collecte des produits apadgophilisation. La faible perte de produit
lors de la LLE indique que ce procedeé utilisé pauséparation des composeés présents dans

I'extrait brut est fiable car conserve la quasalité de la masse de produit de cet extrait.

Les composés qui sont observés sous UV a 254 ounB66ur les plagues CCM
possederaient des insaturations simples ou mudtigd@s leur structure carbonée. Les autres
gui ne sont pas visibles sous UV seraient des ceégpsaturés.

Les phases CHglet AcOEt renferment beaucoup plus de composésalognrbent
mieux sous UV que la phase® Cette observation est normale puisque I'AcOEtles
solvant d’extraction par excellence des composésmatiques ou benzéniques.
La phase AcOEt renferme donc les composés insasuwésut aromatiques ou benzéniques.
La phase CHG] quant a elle, contient des diterpenes saturésmepnmsaturés et des
stéroides. Ceci justifie la présence de stérolsobtterpénes mis en évidence dans I'extrait
brut (AJse).

La multitude des taches qui apparaissent dansrdieéxbrut ont des facteurs de
rétention (Rf) différents. Cette différence desd@$ taches indique que les composés présents
dans cet extrait brut sont de natures différentes.

Cette nature complexe de I'extrait brut justifiendssa séparation en composés plus
simples.

La différence de coloration et de fluorescencecales Rf différents, pour les taches
qui apparaissent dans les phases issues de la eLEJg, confirment que les composés
présents dans chacune des phases sont de naftéemntks. Ceci montre par ailleurs que les
composeés se trouvant dans I'extrait brut ont gh@rgs et se retrouvent différemment dans les

trois phases, ce qui indique que la technique paraéon liquide-liquide utilisée est bonne.
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La bonne séparation des composeés aprés migratsoooneposés sur les CCM indique
également que le solvant utilisé (€bH-H,0) et sa composition (9 : 2 v/v) sont convenables
pour la séparation des composés présents ddges Be solvant binaire sera dont utilisé pour
les autres méthodes chromatographiques de séparetia’analyse des constituants de

I'extrait.

Les analyses chromatographiques HPLC/DAD-UV detla@kaqueux brut ddusticia
secundarévelent la nature composite des constituantsénadisée par la présence de
plusieurs pics sur les chromatogrammes a 210,288,360 et 520 nm. Ces pics apparaissent
a des temps d’analyse différents, ce qui traduét fais de plus I'existence de composés de
natures différentes.

La longueur d’onde qui fait apparaitre le maximuenpits sur les chromatogrammes
analytiques HPLC/DAD-UV de I'extrait brut, avec dassorbances les plus importantes, est
254 nm. En effet, le chromatogramme, enregistréetde dongueur d’onde fait apparait
plusieurs pics dont une dizaine sont remarquables a@les absorbances nettement plus
élevées (> 20 mAU).

La bonne séparation des composés de I'extrait pantla méthode de séparation
liquide-liquide utilisée est confirmée par les aghaiogrammes analytiques HPLC/DAD-UV
des phases CHEIACOEt et HO, qui apparaissent différents. Mais, le chromatogne
analytique HPLC/DAD-UV de la phase aqueuse est Ebtgha celui de I'extrait brut, a la
différence que I'absorbance est plus faible aveghlase aqueuse, comparativementJaeA
Ceci s’explique par le fait que la phase aqueuseésente les restes dds& qui n'ont pas été
séparés par les solvants polaires choisis, ougitr méthode de séparation liquide-liquide.

L’étude des effets dose-réponse de chacune des phaises issues de la LLE de
I'extrait aqueux brut ddusticia secundanontre que ces phases entrainent des baisses de la
pression artérielle. Mais les effets hypotensearseas trois phases restent inférieurs a ceux de

I'extrait brut. Leur efficacité relative par orddécroissant est :

AJs > phase AcOEt > phase®> phase CHGI

La phase CHGlest également la plus mortelle.

Les phases cumulées deux a deux aprées la LLEstéetesur la pression artérielle,
induisent des effets hypotenseurs plus importanie geux de ces phases testées
individuellement. Ceci indiqgue une synergie desetsffdes produits contenus dans ces

différentes phases issues de la LLE daeAMais les effets des phases cumulées deux a deux
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restent inférieurs a celui de I'extrait brut. LieHicité relative de ces composés par ordre

décroissant est :

AJse > phases AcOEt +J@ > phases AcOEt + CHE phases kD + CHCE.

Les trois phases cumulées font apparaitre des éypions quasi identiques a ceux de
I'extrait aqueux brut ddusticia secundaCes deux types de substances contiendraient donc
les mémes principes actifs. De méme, le chromatagea analytique HPLC/DAD-UV des
trois phases cumulées est trés semblable a celuledtrait brut. En effet, sur les
chromatogrammes, les composés présents dans ifdxtud, principalement ceux ayant des
temps de rétention situés entre 14 et 29 minuted,également présents dans les trois phases
cumulées.

La séparation liquide-liquide n’a donc pas entrainé perte de constituants et de
principes actifs contenus dans I'extrait brut, més a séparés et répartis, dans des
proportions variées, dans chacune des phasesrdephases, la phase acétatique renferme
des composés plus actifs ou le plus de composiés. dct LLE permet donc de conserver la
guantité de produits de I'extrait brut, tout engenévant la bioactivité de ses constituants. Cela
justifie le fait qu'apres la séparation liquidetlide, les trois phases obtenues, cumulées,
donnent quasiment les mémes effets que ceux dedrelrut.

Ces résultats confirment une fois de plus que danigue utilisée (LLE) est bonne
pour la séparation des composés de I'extrait aqbeutkdeJusticia secundakn effet, une
bonne méthode de séparation, en plus de I'aspexttitatif, doit tenir compte de la qualité

des extraits, autrement dit, de la bioactivitéede$ principes actifs.

La phase acétatique, la plus active sur la pressamiguine artérielle parmi les trois
phases issue de la LLE dd#, sera donc retenue pour une purification en eugsblement
de quelques principes actifs qu’elle contient.

Les produits 1, 2 et 3 qui apparaissent majoritaémet lorsque les phases AcOEt
et H,O (les plus actives des trois phases) sont cumyb@esraient étre a I'origine des effets
hypotenseurs les plus importants lorsque les plogses sont cumulées deux a deux. Ceci est
d’autant plus probable que ces trois produits appsent également majoritairement dans la
phase AcOEt, la plus active des trois phases, tggepte un chromatogramme analytique

HPLC/DAD-UV avec quatre pics majoritaires.

Fort de cette étude bioguidée, le choix disolemsetdst porté sur ces trois

composés 1, 2 et 3. Ainsi, par l'utilisation de aises techniques chromatographiques,
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notamment la chromatographie liquide a moyennesiore{MPLC), la chromatographie sur
colonne ouverte (CC) et la chromatographie liqualehaute pression semi-préparative
(HPLC semi-préparative), ces trois produits maginéts ont été isolés puis leurs activités
biologiques vérifiees sur la pression artérielldagen.

La chromatographie sur couche mince (CCM) analgtigd la chromatographie
liquide a haute performance (HPLC) analytigue ounssa été utilisées pour guider le
regroupement des fractions comportant des compdsgtques et pour vérifier la pureté de
certains produits isolés.

Les 3 produits purifiés, provenant de la phase AciO&lie de la séparation liquide-
liquide de Alse, sont nommés P1/AcOEtige, P2/AcOEt/As et P3/AcOEt/A.

De ces trois produits isolés, P3/AcOEI®A n'a pas d’effet pharmacologique
significatif sur la pression artérielle. Seuls PADEt/AJe et P2/AcOEt/As sont actifs,
entrainant une hypotension artérielle dose-dépd¢adan

Les courbes montrant les chutes de la pressioniedigéen fonction des doses de
P1/AcOEt/AlJ et P2/AcOEt/As sont des sigmoides. Les allures sigmoides deotebes
permettent de suggérer que ces deux produits gaiftfioactifs sont des substances a effets
pharmacologiques et mettent en évidence, seloneMidit Tainter (1944), que leurs
mécanismes d’'action passeraient, entre autresingaactivation de récepteurs.

Il apparait que les effets hypotenseurs de P1/AJI&t sur la pression artérielle sont
5 fois plus importants que ceux induits par P2/At@8se. La substance P1/AcOEU# est
donc la plus bioactive sur la pression sanguirériatte.

P1/AcOEt/Al est également 25 fois plus active que I'extrajjueax brut
de Justicia secundgdAJse) sur la pression artérielle. En effet, la substaR1/AcOEt/Ase
agit sur la pression artérielle entrainant une bymsion a partir de la dose
de 5.1 mg/kg P.C., alors que les effets hypotenseurs e A'apparaissent qu’a partir de
la dose de 1,25 mg/kg P.C.

Le produit purifié P1/AcOEt/As étant le plus pharmacologiguement actif sur la
pression artérielle, il est paru nécessaire dedtidier.

L’analyse par spectrométrie de masse (MS) a hastution permet de déterminer la
masse et la formule brute du composé. En effapéetre de masse ESI-MS indique comme

masse du composé 723,499 Da. L'analyse TOF-MS eéval présence d'un ion
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pseudo-moléculaire [M+Hpbservé an/z723,4993. Cet ion détecté correspond a la formule
brute GgHgeOs (Mmasse calculée : 722,491025).

La spectrométrie de résonance magnétique nucl§&MN) renseigne sur la
disposition des protons et des carbones dansitédifructurale de la molécule.

Sur le spectre RMNH, on observe des signaux entre 8,03 et 6,92 ppriogupenser
a la présence de systeme aromatique. En outreigtalsintense a 1,29 ppm permet
d’annoncer la présence d’une longue chaine carbonée

Le signal a 8,03 ppm (2 H, d, J = 8,1 Hz) appatisnx noyaux aromatiques. Il en est
de méme pour les signaux a 6,92 ppm (2 H, d, 1H&), 7,53 ppm (2 H, d, J = 7,5 Hz),
7,11 ppm (2H,d,J=7,5Hz), 7,57 ppm (2 H, 4,810 Hz) et 7,95 ppm (2 H, d, J = 8,0 Hz).

Il y a au total douze (12) protons aromatiquesapnnent tous des doublets. Cela ne peut
s’expliquer que par la présence de trois (3) noyammatiques portant chacun
guatre (4) protons, deux a deux chimiquement étpnts

Le multiplet a 4,13 ppm (1 HmM) indique la présence de liaisons du type
(-O=C-0O-CH-) ; probablement un ester. Les groupdmeanéthyles (Ckt) donnent les
signaux a 0,96 et 1,40 ppm.

Sur le spectre RMNFC, I'hypothése de noyaux aromatiques est confirpaédes pics
entre 162,7 et 114,3 ppm. Les pics a 166,0 et @fré d'une part, et 165,2 et 151,1 ppm
d’autre part, confirment eux aussi I'hypothése decfion ester ; deux au total. La longue
chaine carbonée donne le pic intense a 29,7 ppreuat des groupements méthyles a 21,7
et 14,1 ppm. Le signal intense a 92,9 ppm indigyerésence d’une liaison triple.

En confrontant ces données a celles de la litraiiNguyen et al, 1996),
P1/AcOEt/AJ¢ est identifié  a 'Acide  4-(octadecyloxy)-, 4-[[4-[[(1-
meéthylheptyl)oxy]carbonyl]phényl]éthynyllphényl estbenzoique. Ce composé est une

nouvelle molécule qui n’a jamais été décrite oaeclans la littérature.

Apres avoir montré que le composé purifie P1/Ac@HE# est une nouvelle substance
pharmacologique bioactive, il convient d’étudietsscite.

En effet, l'efficacité d'une substance ne se lirpas a I'évaluation de ses propriétés
physiologiques. Ces substances étant destinéemeuder dans I'organisme, une toxicité peut
induire, apres des absorptions réguliéres, unerastir la prolifération cellulaire, néfaste pour
'organisme. Ainsi, il est nécessaire de réalises tbsts non cliniques, c'est-a-dime Vitro",
de cytotoxicité du produit purifié bioactif P1/AcOEJ<e.
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IV, — 2. Etude toxicologique de la substance purifi@@l/AcOEt/AJse

IV, — 2 — 1. Cytotoxicité de P1/AcOEt/Bse

Pour déterminer les doses de P1/AcOH#Atolérables au niveau cellulaire, une étude
de la cytotoxicité de ce composé purifié est réalisn utilisant le test du MTT (bromure de
3-(4,5-diméthyl-2-thiazolyl)-2,5-diphényl-2H-tétralim).

Ainsi, I'étude cytotoxique de P1/AcOEtl&e, effectuée sur trois lignées cellulaires
(neutrophiles péritonéaux de rats, neutrophilesdinsnet macrophages de souris), a mis en
évidence que la cytotoxicité de cette substancdigriest supérieure ou égale a 2 §g0ml.

La CLso de P1/AcOEt/As est supérieure ou €gale a 4 ggiml.

IV, — 2 — 2. Discussion

Le test au MTT, permettant la détermination quatitie de la viabilité cellulaire
(Mosmann, 1983), indique que la cytotoxicité de ARDEt/AJse est supérieure ou égale
a 2 800ug/ml, avec une Clg supérieure ou égale a 4 208/ml. La toxicité au niveau
cellulaire de P1/AcOEt/Ase est plus importante que celle de I'extrait bvds€) dont la
cytotoxicité est supérieure ou égale a 6 4@0ml, avec une Clg supérieure ou égale a
10 700ug/ml.

Toutefois, la cytotoxicité de P1/AcOEt&e reste 4 fois plus faible que celle d’'un
extrait hydro-alcooligue delusticia secunda plante d'ou est issu ce produit purifié.
En effet, Cantilloet al, (2007), ont déterminé une §lsupérieure a 1 00Qg/ml pour
I'activité hématolytique d’'un extrait hydro-méthdigoe (1 : 8 v/v) delusticia secundat,
en la comparant a celle des extraits d’'autres @éargont arrivés a la conclusion que cet
extrait deJusticia secundast peu toxique et peut étre utilisé en pharmagelo

Cette conclusion est largement favorable a unésafiibn aisée de P1/AcOEtlée

en pharmacologie.

Le produit purifié P1/AcOEt/As étant le plus pharmacologiquement actif sur la
pression artérielle et faiblement toxique, il paraicessaire de vérifier si celle-ci présente des
propriétés antihypertensives, tout comme I'extoaitt (AJse). Ainsi, une étude des effets de

P1/AcOEt/Als sur I'hypertension artérielle induite chez leitagst menée.
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IV, — 3. Effets de P1/AcOEt/Ase sur I'hypertension induite chez le lapin
Le but de cette étude est de voir les effets dAdIE/AJse, substance hypotensive,
sur I'hypertension induite par I'administration difénaline ou par la stimulation des fibres

nerveuses sympathiques de lapin.

IV, — 3 —1. Effets de P1/AcOEt/Ase sur I'hypertension induite par I'administration
d’adrénaline au lapin

La figure 95-a présente un enregistrement type des résultats afie cérie
d’expériences.

L’adrénaline, & la dose de 5:1@ng/kg P.C., induit une augmentation de pression
artérielle de 49 mm Hdigure 95-a-A).

Par la suite, I'administration de I'adrénaline &' mg/kg P.C. est suivie, 5 s apres,
de celle de doses croissantes de P1/AcQB¥Aigure 95-a -B -C et -D. Il apparait qu’en
présence de P1/AcOEte a des doses de3,(6.10" et 1mg/kg P.C., I'hypertension induite
par 'adrénaline & 5.1 mg/kg P.C. est réduite respectivement de 24,493%65 %
et 69,39 %. Pour la dose de P1/AcOH&8Ade 1 mg/kg P.C., en plus de la réduction de
'hypertension artérielle induite par l'adrénalinéd, apparait, a la suite de cet effet,
une hypotension artérielle de 3 mm Higyre 95-a-D).

Les colonnes de Idigure 95-b présentent les effets de P1/AcOBEMA sur
I'hypertension induite par I'administration d’adedime & 5.1¢ mg/kg P.C. au lapin, pour

3 expériences.

IV, — 3 — 2. Effets de P1/AcOELt/Ase sur I'hypertension induite par la stimulation
du nerf sympathique de lapin

La figure 96-a est un enregistrement type de cette série d’expers. Les effets de
P1/AcOEt/AJ2 sur [I'hypertension induite par la stimulation débres nerveuses
sympathiques de lapin, pour 3 expériences, sontéseptés par les colonnes de la
figure 96-b.

L’enregistrement type montre que la stimulationcélque du nerf sympathique fait
apparaitre, pendant toute la durée de la stimulad® s), une hypertension artérielle de
19 mm Hg figure 96-a-A).
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Figure 95 : effets de P1/AcOEt/Ase sur I'hypertension induite par 'administration
d’adrénaline au lapin

a — Enregistrement type
A - Effets de I'adrénalinéADR) & 5.10" mg/kg de poids corporel (P.C.)
B & D- Effets de ADR a 5.16mg/kg de poids corporel, suivi de I'injection de

P1/AcOEt/A= a 10" (B) ; 5.10" (C) et 1 (D) mg/kg de poids corporel

b — Réduction par P1/AcOEt/Alse de I'hypertension artérielle induite par I'adréndine

n=3;*P<0,05;**P<0,001
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Figure 96 : effets de P1/AcOEt/Ase sur I'’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 meggience = 25 Hz)
B a D - Effets de la stimulation du nerf sympathique etidgction de
P1/AcOEt/Ale a 10" (B) ; 5.10" (C) et 1 (D) mg/kg de poids corporel (P.C.)
b — Réduction par P1/AcOEt/Alse de I'hypertension artérielle induite par la stimudation
du nerf sympathique(n =3;ns P >0,05;*P <0,05;* P <0,01)

——————————
-270 -

T hese de Doctorat " Glat és Sciences ABO K. Jean Claude




Lorsque cette stimulation du nerf sympathique esie, 3 s aprés, de I'administration
de P1/AcOEt/As a 10" mg/kg P.C. figure 96-a-B), 5.10" mg/kg P.C. figure 96-a-C)
et 1 mg/kg P.C. figure 96-a-D), I'hypertension artérielle est réduite respectieat
de 15,79 %, 42,11 % et 73,68 %. Pour la dose ded@Et/AJs de 1 mg/kg P.C., il apparait,
a la suite de la réduction de I'hypertension agtkiinduite par la stimulation du nerf

sympathique, une hypotension artérielle de 4 mnffiggre 96-a-D).

IV, — 3 — 3. Discussion

P1/AcOEt/AJ réduit significativement, proportionnellement aa sdose,
I'hypertension artérielle induite par I'adrénaliadministrée directement ou libérée suite a la
stimulation des fibres nerveuses sympathiques. ¢OAJ est donc également une
substance antihypertensive. Ces résultats indigégatement que ce composé agirait en

inhibant les effets de I'activation des réceptgdesirénergiques.

Le produit purifié P1/AcOEt/Bs présentant des propriétés hypotenseurs et
antihypertenseurs, il convient de connaitre sonaméme d’action sur le systeme cardio-
vasculaire. De ce fait, il s'impose une détermmratde son site de fixation sur le systeme
cardio-vasculaire. Ceci se fera par I'étude desrautions de P1/AcOEt0% avec des
antagonistes qui occupenh 'vivo' les sites d’action des principales classes deicagtnts
antihypertenseurs. Les expérimentations porterordi dur la pression sanguine artérielle,
I'électrocardiogramme, les contractions du cceudéiset les contractions toniques de

vaisseaux isolés.

IV, — 4. Mécanisme d’action de la substance purifieelPACOEt/AJse sur le systeme

cardio-vasculaire de Mammiféres

IV,—4 - 1. Mécanisme d’action de la substance puéi P1/AcOEt/Alse sur la pression
sanguine artérielle

L'étude du mécanisme d’action de I'extrait aquewmt lnle Justicia secunddAJse) a
montré que cet extrait contient des substancesaijues,p-bloquants et a son effet
hypotenseur potentialisé en présence d'un antagodiess récepteurs de I'angiotensine II.
Pour déterminer le(s) site(s) d'action de la sulrstgpurifiée P1/AcOEt/Ase issue de Ase
sur le systeme cardio-vasculaire, celle-ci est domtagonisée par des antagonistes des sites
d’action de chacune des principales classes decar@énts antihypertenseurs que contient

I'extrait brut.
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Ainsi, dans cette série d’expériences, les aninsamn prétraités avec le propranolol
(antagoniste des réceptefradrénergiques), le vérapamil et la nifédipine iGahtiques) ou
le losartan (antagoniste des récepteurs de |'aenggate 1), a des doses pour lesquelles ces
substances n'ont pas d’effets propres sur la mesartérielle, avant de leur administrer
P1/AcOEt/Als & la dose de 5.f0mg/kg P.C. Cette dose de P1/AcOENA entraine une
hypotension de 22,8 + 3,2 mm Hg, significative (P,801) et totalement réversible.

IV,—4-1-1. Antagonisme P1/AcOEt¥se — propranolol sur la pression artérielle
de lapin

Le but de cette série d’expériences est de vdrl$AcOEt/Alse agit sur la pression
sanguine artérielle par I'intermédiaire des réagyst®éta-adrénergiques.

Ainsi, dans cette étude, le propranolol, aux dades5.10 et 5.10° mg/kg P.C.,
est administré au lapin avant I'injection de P1/&t@J< & la dose de 5.10ng/kg P.C.

Il apparait que, le propranolol, aux doses indiquéedessus, n'a pas d'effet sur
I’hypotension induite par P1/AcOEtlke.

La figure 97-a est un enregistrement type des résultats de cétigle.
Pour 3 expériences, les colonnes ddigare 97-b, représentant les baisses de la pression
artérielle induites par P1/AcOEtle, en absence ou en présence de propranolol,

ont été construites.

IV,—4-1-2. Antagonisme P1/AcOEti#se — vérapamil sur la pression artérielle de lapin

Pour vérifier si P1/AcOEt/Ase agit sur les canaux calciques localisés au niveau
cardiaque, dans cette étude, le vérapamil, un aaticie a effets sinusal et coronaire
prédominants, est antagonisé avec cette substance.

Ainsi, dans cette série d’expériences, I'admintgirade P1/AcOEt/As a la dose de
5.10" mg/kg P.C. au lapin est précédée de celle de aérihpa différentes doses.
La figure 98-aest un enregistrement type des résultats de éteitie.

Il ressort que P1/AcOEtFse seul induit une hypotension de 21 mm Hg
(figure 98-a-A). Lorsque I'animal recoit préalablement le vérapamox doses de 5.10
5.10° et 5.10° mg/kg P.C., 'hypotension induite par P1/AcOE% & 5.10 mg/kg P.C.,
administrée 15 s apres, est réduite respectiverdentl4,29 %, 52,38 % et 61,19 %
(figure 98-a -B -C et -D.

La réduction par le vérapamil de I'hypotension imglupar P1/AcOEt/Ase,
pour 3 expériences, est représentée par les caamiefigure 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/Ase & 5.10 mg/kg de poids corporel (aprés la fleche)
B etC - Effets de P1/AcOEt/Ase & 5.10 mg/kg de poids corporel
(aprés lesP"®fleches), précédés de I'administration du propia@r{&ro)
a5.1C (B) et 5.1C° (C) mg/kg de poids corporel (P.C.)

b — Effets de P1/AcOEt/Alse sur la pression artérielle en présence du propranol
n=3;nsP>0,05.
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Figure 98 : interaction P1/AcOEt/Alse-vérapamil sur la pression artérielle de lapin

a — Enregistrement type
A - Effets de P1/AcOEt/Ase & 5.10 mg/kg de poids corporel (aprés la fleche)
B aD - Effets de P1/AcOEt/As a 5.10 mg/kg de poids corporel
(aprés les P"*5fleches), précédés de I'administration du vérapévir)
a5.10' (B), 5.10° (C) et 5.1¢ (D) mg/kg de poids corporel (P.C.)
b — Effets de P1/AcOEt/Alse sur la pression artérielle en présence du vérapam
n=3;nsP>0,05;*P<0,01.
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IV, -4 -1-3. Antagonisme P1/AcOEti#se — nifédipine sur la pression artérielle
de lapin

Cette étude de I'antagonisme P1/AcOB#&nifédipine vise a vérifier si la substance
purifiée agit sur la pression artérielle, comme amticalcique, par lintermédiaire de
récepteurs localisés sur les vaisseaux sangumsifédipine étant un anticalcique a effet
vasculaire prédominant.

Les résultats de cette série d’expériendegie 99) montrent que cet anticalcique
réduit significativement I'’hypotension induite p&1/AcOEt/Ale. En effet, lorsque la
nifédipine est préalablement administrée au lapindes doses de 5.10 5.10° et
5.10°mg/kg P.C. avant d’administrer, 15 s aprés, P1/A¢@Fe & la dose de 5.10ng/kg
P.C., 'hypotension de 22 mm Hg qu’entraine cettiestance pure est réduite de 13,63 %,
36,36 % et 59,09 % pour les doses respectivesfédipine utiliséefigure 99-a).

Les colonnes de ldigure 99-b, tracée a partir des résultats de 3 expériences,

présentent les effets de la nifédipine sur I'hypsien induite par P1/AcOEte.

IV,—4-1-4. Antagonisme P1/AcOEtFse — losartan sur la pression artérielle de lapin
Pour voir les effets du losartan (Cozaar sur [I'’hypotension induite par

P1/AcOEt/Als, le lapin est prétraité avec cet antagonista@mepteurs de I'angiotensine I,

aux doses de 5.F0et 5.10'mg/kg P.C., avant de recevoir la substance pur{fiémin aprés)

a la dose de 5.10mg/kg P.C. Le but de cette étude est de savédlBACOEt/Alse agit par

I'intermédiaire des récepteurs de I'angiotensinedur induire ses effets ou si, tout comme

pour I'extrait brut, ses effets sont potentialipés cette substance.

Il apparait, comme le montre fggure 100-a qui est un enregistrement type des
résultats de cette série d’expériences, que letinsaaux doses de 5:i@t 5.10" mg/kg P.C.,
est sans effet notable sur I'hypotension artérialieiite par P1/AcOEt/Ase.

La figure 100-b présente les colonnes montrant les effets de PHE#&&Os sur la
pression artérielle, en absence ou en présencesdutdn, 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/Ase & 5.10 mg/kg de poids corporel (aprés la fleche)
B aD - Effets de P1/AcOEt/As a 5.10 mg/kg de poids corporel
(aprés les P"*Sfleches), précédés de I'administration de la mgfiée: (Nif)
a5.10' (B), 5.10° (C) et 5.1C (D) mg/kg de poids corporel (P.C.)

b — Effets de P1/AcOEt/Alse sur la pression artérielle en présence de la ndipine
n=3;nsP>0,05;*P<0,01.

——————————
-276 -

T hise de Doctorat " Clat és Sciences ABO K. Jean Claude



20 mm Hg

15s

A P g Y A A AT A A Y

f

P1/ACOEYAJse
5.10" mg/kg P.C.

Los_ P1/ACOEtAJse
5.10" mg/kg P.C. 5.10" mg/kg P.C.
Los, P1/ACOEUAJSe
5.10° mg/kg P.C. 5.1¢" marka P.C.
Q@
b T
@ 30-
@
g ns ns
o —T—
% ~ 20‘
(@]
g T
S
< £
g 101
(]
[)]
7]
T
m 0 T -
Q & & Dose de losartan
v " 4 inistré
& & préadministrée
* * * (mg/kg P.C.)
P1/AcOEt/Alse 5.10* mg/kg P.C.

Figure 100 : interaction P1/AcOEt/Alse-losartan sur la pression artérielle de lapin

a — Enregistrement type
A - Effets de P1/AcOEt/Ase & 5.10 mg/kg de poids corporel (aprés la fléche)
B aD - Effets de P1/AcOEt/As a 5.10 mg/kg de poids corporel
(aprés les*?*fléches), précédés de I'administration du losatas)
a5.1¢ (B) et 5.10' (C) mg/kg de poids corporel (P.C.)

b — Effets de P1/AcOEt/Alse sur la pression artérielle en présence du losaria
n=3;nsP>0,05.
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IV,—4—1-5. Discussion

Les effets hypotenseurs de P1/AcOBgA sont semblables a ceux de substances
cholinergiques. Mais, I'étude du mécanisme d’actiten I'extrait aqueux brut ddusticia
secunda(AJse) dont est issue cette substance purifiée a réuades effets des substances
contenues dans J& ne sont pas médiés par l'activation de réceptebddinergiques.
De méme, A n'agit pas par l'intermédiaire de réceptemrsadrénergiques. Ainsi, I'action
de la substance P1/AcOEU# se ferait indépendamment des récepteurs chadlijes
et des récepteurg-adrénergiques, mais par l'intermédiaire d’autressgécepteurs.

Pour connaitre le mécanisme d’'action de la subst&#idAcOEt/As, issue de la
purification d'un extrait aqueux brut déusticia secundagui s’est révélé contenir des
substance$-bloquants et anticalciques, et dont les effetd potentialisés en présence d’'un
antagoniste des récepteurs de l'angiotensine H, été mené I'étude de l'interaction entre
cette substance et des antagonistes qui occupentsites d’action des récepteurs
B-adrénergiques (propranolol), des canaux -calcig(esapamil et nifédipine) et des
récepteurs de I'angiotensine Il (losartan).

Le propranolol, urB-bloqueur qui inhibe a la fois les réceptepy et o-adrénergiques
(Witchitz, 1994 ; Brown, 1995 ; Moulin et Coquer202), n’a pas d’effets sur I'hypotension
induite par P1/AcOEt/Ase. De méme, le losartan, un antagoniste des réaspide
I'angiotensine Il, qui se lie sélectivement auxepteurs AT (Doig et al, 1993 ; Johnston,
1995 ; Goodfriencet al, 1996 ; Nichollset al, 1997 ; Roffman, 1998 ; Boutouyrie, 1999)
et bloque les effets que I'angiotensine Il exenaeces récepteurs (Maeso al, 1997), n'a
pas deffet sur [I'hypotension induite par P1/Ac@Eke. La substance purifiée
P1/AcOEt/Al® n'agit donc pas par le biais de réceptptadrénergiques ou de récepteurs de
I'angiotensine Il et nest donc pas uyhbloquant, ni un antagoniste des récepteurs de
I'angiotensine II.

Les effets hypotenseurs de cette substance P1/A&@Etsont partiellement inhibés
par le vérapamil et par la nifédipine. Le vérapastilla nifédipine sont deux classes
pharmacologiques d’inhibiteurs calciques. Le prenfv&rapamil) a un tropisme mixte, a la
fois vasculaire et myocardique, avec une prédonsmate I'action cardiaque sur l'action
artério-dilatatrice périphérique. C’est I'inhibitecalcique ayant I'effet inotrope négatif le plus
marqué (Motte et al, 1996 ; Legalerey, 2001). La nifédipine, quantlge, a un effet
vasculaire predominant (Frishmanal, 1984 ; Werner, 1984).

Chacun des deux types d’inhibiteur calcique (vémdpaet nifédipine) réduit,

proportionnellement a la dose, I'hypotension inglgiar P1/AcOEt/Ase. Ceci laisse supposer
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que P1/AcOEt/As agit sur les canaux calciques localisés aussiduiele myocarde que sur
le muscle lisse vasculaire. P1/AcOEI& a donc un tropisme mixte, a la fois myocardigue e
vasculaire.

Ainsi P1/AcOEt/Als, tout comme les autres anticalciques, a la pgtgpde bloquer
de facon sélective I'entrée du calcium au travess danaux calciques lents ou voltage
dépendants situés dans la membrane plasmique Helesalu myocarde et des cellules
musculaires lisses des vaisseaux. Cette diminutien l'influx calcique causée par
P1/AcOEt/AJ2 dans les cellules musculaires cardiaques et &liles musculaires
vasculaires a pour conséquence une cardioinhibitioe vasodilatation et ainsi une baisse de

la pression artérielle.

IV,—4 - 2. Mécanisme d’action de la substance pugi P1/AcOEt/Alse sur I'activité
cardiaque
Cette étude vise a voir les effets de P1/AcOHE#Asur I'activité électrique globale
(ECG) et lactivité mécanique (contraction). Pardaite, une étude des effets de cette

substance sur ’lhémodynamie cardiaque se ferapaesure du débit coronaire cardiaque.

IV,—-4 -2 - 1. Effets de la substance purifiee P1LBEt/AJse sur I'activité cardiaque

IV,—4-2-1-1. Effets dose-réponse de P1/AcOEMA sur I'électrocardiogramme
(ECG) de lapin

Lors de I'enregistrement de 'ECG de lapin, desedosroissantes de P1/AcOEIR,
variant de 18 & 1,25 mg/kg P.C., sont administrées & I'anima.figure 101 est un
enregistrement type de cette série d’expériences.

L’'analyse de 'ECG a porté sur 'amplitude des d@iéintes ondes, sur la durée des
intervalles séparant ces ondes et sur la fréquenaadiaque (cf. figure 44,
résultats M —4 -1 -1 - 1., page 164).

Il apparait que P1/AcOEt(Re est sans effet sur les durées des intervallegagpes
ondes, mais agit essentiellement sur 'amplitudeak ondes et sur la fréquence cardiaque.
Les effets de P1/AcOEtse sur 'ECG apparaissent a partir de la dose d&®arig/kg P.C.,
et se traduisent par une diminution de l'amplitudie complexe QRSfigure 101-B).
Cette dose, P1/AcOEtl&e est sans effet sur les autres parameétres de I'E€$Gdoses plus

faibles n'ont aucun effet sur 'ECG.
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Figure 101 : effets dose-réponse de P1/AcOEtige sur I'électrocardiogramme de lapin

A - Enregistrement témoin (Te) de 'ECG normal et étabmge (Et)
BaF - Effets de P1/AcOEt/Asea 5.10° (B) ; 10" (C) ; 5.10" (D) ; 1 (E) et 1,25 (F)
mg/kg de poids corporel
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A partir de la dose de T0Omg/kg P.C., et pour les doses supérieures, endgus
diminution de Il'amplitude du complexe QRS, P1/Ac@Bte, il apparait aussi une
diminution de Il'amplitude de l'onde T et une baisse la fréquence cardiaque.
Les effets sur l'amplitude de l'onde P ne sont apps qu'a partir de la dose
de 5.10' mg/kg P.C.figure 101-D). Ces effets se traduisent par la diminution deplitude
de cette onde P, en plus de la diminution de I'aong¢ de I'onde T et du complexe QRS,
et la baisse de la fréquence cardiaque. Tous dets efur les paramétres de 'ECG sont
dose-dépendants.

Aux doses inférieures ou égales a 5.19g/kg P.C., les effets de P1/AcOEl& sur
'TECG sont totalement réversibles. A partir de 1 /kgg P.C. (figure 101-E),
ces effets deviennent partiellement réversibles, ipiéversibles au dela de cette dose.

La figure 102 donne les courbes montrant les effets de P1/A&J&/ sur 'amplitude
des ondes P et T et du complexe QRS et sur ladneagucardiaque. Ces courbes permettent
de déterminer les doses efficaces 50 % s(DEle P1/AcOEt/Ase sur les différents
paramétres de I'ECG, notamment sur les amplituded'ahde P (= 0,495 mg/kg P.C.),
du complexe QRS (= 1,307 mg/kg P.C.) et de I'ondé=T0,534 mg/kg P.C), et sur la
fréequence cardiaque (= 2,721 mg/kg P.C.).

IV,—4-2-1-2. Effets dose-réponse de P1/AcOEXA sur les contractions du cceur
isolé de rat

P1/AcCOEt/Ale, & des doses variant de 230a 10° mg/ml, entraine,
sur les contractions du cceur isolé et perfusé teea effets inotrope et chronotrope négatifs.
Des doses de P1/AcOEti#e inférieures & I8 mg/ml sont sans effet sur les contractions
cardiaques. La cardiodépression induite par P1/AKJE est dose-dépendante
et totalement réversible jusqu'a une dose dé®Ifig/ml. Ces effets restemartiellement
réversibles pour les doses variant d&€a0.0° mg/ml, puis deviennent irréversibles au dela
de 10° mg/ml.

La figure 103 est un enregistrement type des effets de P1/AéQB/ sur les
contractions du cceur isolé de rat. Elle montre dm’'dose de I8 mg/ml, P1/AcOEt/As
induit une diminution de I'amplitude des contrangsode 26,09 % et une réduction de la

fréquence cardiaque de 13,97 %.
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Figure 102 : diminutions, en fonction de la dose de1/AcOEt/AJse, de 'amplitude des
ondes P et T, du complexe QRS et de l&@duence de 'ECG de lapin

f=3:nsP>0,05:*P<0,05;* P <0,01;**PG001)
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Figure 103 : effets de P1/AcOEt/Ase & 10" mg/ml sur les contractions du cceur isolé
de rat

A - Enregistrement témoin (avant la fleche) et effet®d/AcOEt/As a 10°° mg/ml

B - Suite de A et retour au Mac Ewen de référence ({dpjes la fleche)
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Lafigure 104 représente les courbes montrant les effets irhitstde P1/AcOEt/2se
sur 'amplitude et sur la fréquence des contrasticardiaques. Les concentrations efficaces
50 % de P1/AcOEt/Ase, déterminées & l'aide de ces courbes, sont && m@/ml pour

I'amplitude des contractions et 10mg/ml pour la fréquence cardiaque.

IV,—4-2-1- 3. Effets dose-réponse de P1/AcOEIA sur le débit coronaire du coeur
isolé de rat

Sous imprégnation de doses croissantes de P1/Aa@E}l/le débit coronaire du caeur
isolé et perfusé est mesuré.

Il apparait que des doses de P1/AcOB#Avariant de 16° & 10 mg/ml entrainent une
augmentation dose-dépendante du débit coronairaliagae. Les doses inférieures
& 10°° mg/ml, n’ont pas d’effet notable sur ce débit cmice cardiaque.

La figure 105 représente la courbe de la variation du débitraire cardiague en
fonction du logarithme de la concentration de POBtAJs, pour 3 expériences.
Elle permet de déterminer une &8e 1,44.18° mg/ml.

IV,—4 -2 - 2. Mécanisme d’action de la substancerpgi¢e P1/AcOEt/AJse
sur les contractions cardiaques

Pour connaitre le mécanisme d’action de la subst&idAcOEt/Asx, le vérapamil,
un anticalcique qui inhibe partiellement les effd¢scette substance sur la pression artérielle,
a été utilisé. Le but est de voir I'effet de ceti@alcique sur I'action de P1/AcOEtl&e,
directement sur I'une de ses cibles potentielléssfjlie cceur sur lequel la substance purifiée
agit.

L’activité cardiague étant sous-tendue par les faniques, une étude des effets de
P1/AcOEt/AlJ en solution physiologique de compositions ionsqueodifiées sera menée

afin d’apprécier le réle éventuel des ions quiipgrént a son mécanisme d’action.

Dans ces expériences, P1/AcOBMA est utilisée & la dose defomg/ml (CEy).
A cette dose, il induit des effets inotrope et clotoope négatifs de 14,53 + 3,33 %
et 10,64 + 4,32 % (n = 3) respectivemdigure 106). Ces effets sont significatifs (P < 0,01),

totalement et rapidement réversibles (en moins0d&) .6
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Figure 104 : diminutions de I'amplitude et de la féquence des contractions du cceur

isolé de rat en fonction de la concentian de P1/AcOEt/Alse

06=3;nsP>0,05;*P<0,05;*P<0,01;** PG001)
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Figure 105 : diminution du débit coronaire du cceurisolé de rat

en fonction de la concentration delPAcOEt/AJse

6=3;nsP>0,05;*P<0,05;* P <0,01;**PG001)
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Figure 106 : effets de P1/AcOEt/Ase & 10" mg/ml sur les contractions du cceur isolé
de rat

A - Enregistrement témoin (avant la fléche) et effet®d/AcOEt/A= a 10°° mg/ml

B - Suite de A et retour au Mac Ewen de référence ({dpjes la fleche)
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IV,—4-2-2-1. Antagonisme P1/AcOEtl&e — vérapamil sur les contractions
du cceur isolé de rat

La figure 107-A montre les effets de P1/AcOEf# & 10° mg/ml sur les
contractions cardiaques. A cette dose, P1/AcQE#Aseul induit une réduction de
I'amplitude et la frequence des contractions d@7165 et 6,52 % respectivement.

Lorsque la perfusion du cceur est reprise éwvenéme dose de P1/AcOEdg,

il apparait des effets inotrope et chronotrope tifsgde 16,86 % et 8,70 %idure 107-B).
A la suite de cet effet de la substance, le vérdpam solution physiologique contenant
P1/AcOEt/Alse a 10'° mg/ml est administré & la dose de®1@g/ml, puis & 18 mg/ml.
Avec la dose de vérapamil de ®0ng/ml, les effets inotrope et chronotrope négatifs
deviennent respectivement 3,57 % et 6,52 % ; salestréductions respectives des effets
inhibiteurs de P1/AcOEt/2se sur les contractions cardiaques de 17,33 % d172%,.
Lorsque la dose de vérapamil passe & m@/ml, ces effets inotrope et chronotrope négatifs
induits par P1/AcOEt/Bse sont annulés et les paramétres cardiaques reviearia normale.

Dans une autre expérience, la perfusion du vérdgmétede celle de P1/AcOEtlge
(figure 107-C). Il apparait que le vérapamil seul, &I@ig/ml, n'a pas d’effet propre sur les
contractions cardiaques. L'administration de P1/Bt@Js= & 10 mg/ml, en solution
physiologique contenant le vérapamil & Ifig/ml, n'entraine pas non plus de modification
de I'activité cardiaque

Ainsi, I'effet cardioinhibiteur induit par P1/AcORtJse & 10° mg/ml est inhibé en

présence du vérapamil & 1fg/ml.

IV,—4—-2-2- 2. Effets de P1/AcOEtl&e sur les contractions du cceur isolé de rat
en solutions physiologiques de compositioimiques modifiées
Le but de cette étude est d’apprécier le rle $§ipéel des ions dans l'action de
P1/AcOEt/Al, vu que, dans les conditions normales, I'activagdiaque est régulée par un
certain nombre de flux ioniques et aussi par I'emwiement ionique extracellulaire.
Ainsi, cette étude des effets de P1/AcOBHA dans des milieux physiologiques de
compositions ioniques modifiées est réalisée erorgmt en exces ou en réduisant les taux

des principaux cations qui interviennent dans iNétét cardiaque.
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Figure 107 : interaction P1/AcOEt/AJse-vérapamil sur les contractions

du coeur isolé de rat

A - Enregistrement témoin (avant I°fleche), effets de P1/AcOEt&e & 10° mg/ml
(aprés la®fleche) et retour au Mac Ewen de référence (ME)&&la 2™ fleche)
B - Enregistrement témoin (avant I&°Héche), effets de P1/AcOEtie & 10'° mg/ml
(aprés la®fleche) et effets du vérapamil (Ver) &%@ig/ml (aprés la?™fleéche)
et & 16 mg/ml (aprés la%"*fleche) en solution contenant P1/AcOEA & 10" mg/ml
C - Enregistrement témoin (avant I4°fléche), effets du vérapamil (Ver) a3dmg/ml
et de P1/AcOEt/#se & 10'° mg/ml en solution physiologique contenant du vénaib
a 10 mg/ml (aprés la?'*fleche)
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Dans cette étude, P1/AcOEfl& est utilisée & une dose de*iOng/ml dans des
solutions physiologiques dont la composition eA"COda’ ou K a été modifiée. A cette dose,
'action de P1/AcOEt/As seul sur les contractions cardiaques se traduitdps effets
inotrope et chronotrope négatifs de 14,53 + 3,38t%0,64 + 4,32 % (n = 3) respectivement
(cf. figure 106, page 287).

IV,-11-2-2-2-1. Effets de P1/AcOEtIge en solution hypocalcique
sur les contractions cardiaques

La solution hypocalcique (75 % Callinduit, sur les contractions du cceur isolé de
rat, des effets inotrope et chronotrope négatif2i87 + 4,22 % et 18,83 £ 2,62 % (n = 3)
respectivement.

La figure 108 présente, pour une série d’expériences, des stnagients types des
effets du milieu hypocalcique (75 % CaCkeul, puis en présence de P1/AcOHSA
Il apparait que la solution hypocalcique (75 % Gpéhtraine une diminution de I'amplitude
et de la fréquence des contractions cardiaques7¢de8 26 et 19,5 %figure 108-A).
Cette expérience est reprise en B et, lorsqu’ilaagip des effets inotrope et chronotrope
négatifs constants de 20 % et 18,39 %, la solyilyysiologique hypocalcique est remplacée
par une autre solution hypocalcique (75 % Ga€bntenant P1/AcOEt/#se & 10° mg/ml.
Dans ce cas, les effets inotrope et chronotropeatiiggs’accentuent et les diminutions
d’'amplitude et de fréquence des contractions cquodia sont respectivement de 50 %
et 36,36 %fijgure 108-B).

La figure 108-C montre les effets de la solution hypocalcique¥y&aC}) contenant
P1/AcOEt/Al® & 10'° mg/ml, perfusée directement. Ce milieu entraine dieninutions
d’amplitude et de fréquence des contractions cqudisde 50 % et 39,93 %.

Les effets inotrope et chronotrope négatifs du euilihypocalcique sont donc

accentués en présence de P1/AcOERA

IV,—-4-2-2-2-2. Effets de P1/AcOEtige en solution hypercalcique
sur les contractions cardiaques
Suite a la perfusion du coeur avec une solution regpEque (125 % Cag)l,
I'amplitude et la fréquence des contractions augerdrde 18,48 + 4,09 % et 33,71 + 3,18 %
(n =3).
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Figure 108 : effets d’une solution physiologique tpocalcique (75 % CaC}) et de
P1/AcOEt/Alse en solution physiologique hypocalcique (75 % Cag)l

sur les contractions du coeur isolé de rat

A - Enregistrement témoin (avant la fléche) et effetadsolution hypocalcique (hypo €a
B - Enregistrement témoin (avant I?s{@lléche), effets de la solution hypocalcique
(aprés la®fléche) et effets de P1/AcOEtIge a 10'° mg/ml en solution hypocalcique
(aprés la%™fleche)
C - Enregistrement témoin (avant la fléche) et effet®d/AcOE/Al & 10'° mg/ml

en solution hypocalcique

B
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Dans une série d’expériencdgre 109), la solution hypercalcique (125 %) induit,

au début de sa perfusion, des effets inotrope reinokrope positifs de 37,23 % et 35,63 %.
Par la suite, ces effets cardiotoniques sont redtites contractions cardiaques se stabilisent
avec des augmentations d’amplitude et de fréqueader,39 % et 34,68 %. Cette expérience
reprise fait apparaitre des effets inotrope et wmbrwpe positifs constants de 37,78 %
et 35,63 % respectivemenfigure 109-B). La perfusion, a la suite, d’'une solution
hypercalcique (125 % Cagllcontenant P1/AcOEt#se & 10'° mg/ml entraine un effet
inotrope négatif se traduisant par une diminutien’dmplitude des contractions de 6,67 %
par rapport a I'enregistrement témoins. Dans ce ené&mps, il y a réduction de l'effet
chronotrope positif, qui passe de 34,68 % a 21,748 igmentation de la fréquence
cardiague. Dans ESx expériencefigure 109-C), le cceur est directement perfusé avec une
solution hypercalcique (125 % Call contenant P1/AcOEtFse & 10° mg/ml.
Il apparait, dans ce cas, d’abord de faibles autatiens de la fréquence et de I'amplitude
des contractions cardiaques respectivement de%, 2D 1,49 % ; par la suite, la fréquence
cardiaque passe a 13,43 % d’augmentation tandid’aulitude des contractions baisse,
faisant apparaitre un effet inotrope négatif dé& 4.3

De cette série d’expériences, il ressort quen gnés de P1/AcOEt/Als,
'augmentation de I'activité cardiaque induite gar solution hypercalcique est atténuée,
et méme, la force des contractions cardiaques dinpar rapport au témoin.

IV,—-4-2-2-2- 3. Effets de P1/AcOEtige en solution hyposodique
sur les contractions cardiaques

Une solution hyposodique (90 % NaCl) perfusée indtiansitoirement, une
augmentation de I'amplitude des contractions cauia de 19,75 + 3,43 % et une réduction
de la fréquence de 6,19 * 2,23 % (n = 3). Par e sliamplitude et la fréquence des
contractions baissent donnant des effets inotrodrenotrope négatifs de 10,64 + 2,39 %
et 12,36 + 4,25 %En effet, lafigure 110 qui présente en A les effets d’'une solution
hyposodique (90 % NaCl) montre gu’'une telle solutemtraine, 10 s aprés le début de la
perfusion, un effet inotrope positif de 21,88 %uet effet chronotrope négatif de 4,17 %.
Par la suite, 'amplitude des contractions diminaedis que la diminution de la fréquence
s’'accentue pour se stabiliser tous les deux aves daleurs de réduction
de 12,5 % et 14,58 % respectivement par rappdenaelgistrement témoin. En B, l'effet de
la solution hyposodique (90 % NaCl) seule qui saduit par des effets inotrope
positif et chronotrope négatif de 12,5 % et 186 précede celui de ce méme milieu,

—————————————
-292 -

T hise de Doctorat d"Clat és Scierces ABO K. Jean Claude




Amplitudes
témoins

I- I

A '|=|1+'l't.1‘."—| L_HI

W

i _”1.1_ l ln,;_;-L.;E.'!;I "-',1'- ‘”\\1*“‘1%\“\1‘\ HhE

B
Hyper Ca** Hyper Ca?*
+ P1/AcOEt/Alse 10" mg/ml
1 LAY . '\ 1 H i Y -
iy | ..5‘ LI st 1% \ Il i 1 ] AW | A I|-1
C LA ||,'|11'.\'iléq'l&- \L \ 1"1 rll"l \\ “l]l Klll.-;.'l .:|4[ e 11I:t l"‘!;';:-:'I,El."::'.'ll;{i:.i.ll-: FI':EI.'-HFH.;._']L.
A N O

Hyper Ca?* 6 <
+ P1/AcOEt/AJse 10 mg/ml

Figure 109 : effets d’une solution physiologique Ipercalcique (125 % CaC}) et de
P1/AcOEt/Alse en solution physiologique hypercalcique (125 % @y)

sur les contractions du cceur isolé de rat

A - Enregistrement témoin (avant la fléche) et effettadsolution hypercalcique (hyper®a
B - Enregistrement témoin (avant I8°Fléche), effets de la solution hypercalcique
(aprés la®*fleche) et effets de P1/AcOEtIge a 10'° mg/ml en solution hypercalcique
(aprés la%"fleche)
C - Enregistrement témoin (avant la fléche) et effet$d/AcOEt/Ase & 10° mg/ml

en solution hypercalcique
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Figure 110 : effets d’une solution physiologique posodique (90 % NaCl) et de
P1/AcOEt/Alse en solution physiologique hyposodique (90 % NacCl)

sur les contractions du cceur isolé de rat

A - Enregistrement témoin (avant la fleche) et effetsadsolution hyposodique (hypéa’)

B - Enregistrement témoin (avant I8°Fléche), effets de la solution hyposodique
(aprés la®*fleche) et effets de P1/AcOEtIge a 10'° mg/ml en solution hyposodique
(aprés la%"fleche)

C - Enregistrement témoin (avant la fléche) et effet$d/AcOEt/Ase & 10° mg/ml

en solution hyposodique
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mais contenant P1/AcOEtl&e & 10'° mg/ml. Ce deuxiéme milieu fait chuter 'amplitudes
contractions de 22,58 % et la fréquence baisse @¢31 % figure 110-B).
Lorsque le cceur est perfusé avec la solution logiqee (90 % NaCl) contenant
P1/AcOEtY/Alse & 10'°° mg/ml, il apparait uniqguement une diminution damplitude des
contractions de 25 % et une baisse de la frequeardéaque de 23,08 %iqure 110-C).

Il apparait donc que P1/AcOEtige annule l'effet inotrope positif transitoire obaer
en présence d'une solution hyposodique, et acceetieeffets inotrope et chronotropes

négatifs induits par une telle solution.

IV,—-4-2-2-2-4. Effets de P1/AcOEtige en solution hypersodique
sur les contractions cardiaques

La perfusion du cceur avec une solution de Mac Emgersodique (125 % KCI)
induit une diminution de 'amplitude des contrangade 5,23 + 3,03 % et une augmentation
de la fréquence cardiaque de 12,03 + 2,97 % (n Er3kffet, un tel milieu, dans I'expérience
de lafigure 111-A, entraine des effets inotrope négatif de 7,89 %hebnotrope positif de
10,77 %. Dans I'expérience qui suitggre 111-B), la solution hypersodique (125 % KCI)
fait apparaitre des effets inotrope négatif et shtmpe positif de 3,23 % et 13,33 %.
La perfusion, a la suite, d’'une solution hypersadi§l25 % KCI) contenant P1/AcOEU#
a 10'® mg/ml entraine uniqguement une diminution de cegxdearamétres de 25,81 %
et 3,33 % respectivement. En présence d'une saluhigpersodique (125 % KCI)
contenant P1/AcOEt/#se & 10° mg/ml, I'amplitude et la fréquence des contraction
cardiaques diminuent et atteignent des valeurs éthictions respectives de 31,25 %
et 23,33 % par rapport a I'enregistrement témbgufe 111-C).

La substance P1/AcOEtl&e annule ainsi I'effet chronotrope positif causé @
solution hypersodique, faisant apparaitre un eftettraire, c'est-a-dire chronotrope négatif,
et accentue I'effet inotrope négatif induit parteetolution.

IV,—-4-2-2-2-5. Effets de P1/AcOEtige en solution hypopotassique
sur les contractions cardiaques
Dans cette série d’expériences, le coeur est damseamier temps perfusé avec une
solution physiologique hypopotassique (75 % KCielelle solution n’a pas d’effet notable
sur la fréquence cardiaque, mais il apparait esflenient une augmentation de I'amplitude
des contractions cardiaques de 12,76 + 4,37 %3n Bans la série d’expériences présentée
par la figure 112-A, le résultat de la perfusion du coeur avec la ®olut

hypopotassique (75 % KCI) est une augmentatioradeplitude des contractions de 8,82 %,
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Figure 111 : effets d’une solution physiologique tpersodique (125 % NacCl) et de
P1/AcOEt/Alse en solution physiologique hypersodique (125 % N4C

sur les contractions du coeur isolé de rat

A - Enregistrement témoin (avant la fleche) et effetsadsolution hypersodique (hyper Na
B - Enregistrement témoin (avant I&°Hléche), effets de la solution hypersodique
(aprés la®®fleche) et effets de P1/AcOEtIge & 10'° mg/ml en solution hypersodique
(aprés la¥*fleche)
C - Enregistrement témoin (avant la fléche) et effet®d/AcOE/A & 10'° mg/ml
en solution hypersodique

R ———
-296 -
T hise de Doctorat " Clat és Sciences ABO K. Jean Claude




Amplitudes
témoins

.

t t

Hypo K* Hypo K*
+ P1/AcOEt/AJse 1C® mg/ml

gy

Hypo K*
+ P1/AcOEt/AJse 10 mg/ml

Figure 112 : effets d’une solution physiologique Ipopotassique (75 % KCI) et de
P1/AcOEt/Alse en solution physiologique hypopotassique (75 % HC

sur les contractions du cceur isolé de rat

A - Enregistrement témoin (avant la fleche) et effetsadsolution hypopotassique (hypd)K

B - Enregistrement témoin (avant I8°Fléche), effets de la solution hypopotassique
(aprés la®fleche) et effets de P1/AcOEtI&e a 10 mg/ml en solution hypopotassique
(aprés la¥fleche)

C - Enregistrement témoin (avant la fléche) et effet$d/AcOEt/Ase & 10'° mg/ml

en solution hypopotassique
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alors que la frequence cardiaque ne varie pas.efugion de cette solution, reprise dans
I'expérience qui suit figure 112-B), entraine un effet inotrope positif de 13,33 %,
avec une fréqguence constante de 40 battementsAnia.suite de cet effet, une solution
hypopotassique (75 % KCI) contenant P1/AcOHSA & 10 mg/ml fait apparaitre
uniquement une réduction de I'amplitude et de é&gudence des contractions cardiaques de
13,33 % et 18,52 %. Il en est de méme lorsque, tlarpérience de Idigure 112-C,
le coeur recoit directement la solution hypopotassi(f5 % KCI) contenant P1/AcOEtge
a 10% mg/ml. Dans ce cas, les effets inotrope et chropet négatifs observés sont plus
importants. lls sont de 26,67 % et 27,59 % respectent.

Il est donc a retenir que I'effet inotrope posititluit par la solution hypopotassique
est annulé par P1/AcOEt)& qui, en plus, entraine un effet inotrope négatificcentue

I'effet chronotrope négatif.

IV,—-4-2-2-2-6. Effets de P1/AcOEtige en solution hyperpotassique
sur les contractions cardiaques

La figure 113-A montre gqu’une solution hyperpotassique (125 % Ki@duit une
cardiodépression qui se traduit par une diminutien'amplitude et de la fréquence des
contractions de 19,05 % et 8,06 %. La solution hyp@ssique (125 % KCI) entraine
normalement des effets inotrope et chronotropetiiégke 15,19 + 4,03 % et 9,71 + 2,65 %
(n = 3). Les effets inotrope et chronotrope négatdspectifs de 12,26 % et 11,76 %
(figure 113-B) qui sont obtenus suite a la perfusion du cceurc auee solution
hyperpotassique (125 % KCI) sont renforcés lorstptée solution contient P1/AcOEtige
a 10™® mg/ml. En effet, dans ce cas, les diminutions giltode et de fréquence atteignent
respectivement 41,03 % et 15,91 %. figure 113-C montre que lorsque le coeur recoit
directementP1/AcOEt/Ale & 10'° mg/ml en solution hyperpotassique, des effetsrimpat
et chronotrope négatifs de 42,11 % et 22,22 % closerves.

P1/AcOEt/AJ2 accentue donc la cardioinhibition induite par $blution

hyperpotassique.
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Figure 113 : effets d’une solution physiologique Iperpotassique (125 % KCI) et de
P1/AcOEt/Alse en solution physiologique hyperpotassique (125 %Cl)

sur les contractions du cceur isolé de rat

A - Enregistrement témoin (avant la fleche) et effetsadsolution hyperpotassique (hypei K

B - Enregistrement témoin (avant I%{elléche), effets de la solution hyperpotassique
(aprés la®fleche) et effets de P1/AcOEtIge a 10'° mg/ml en solution
hyperpotassique (aprés f%léche)

C - Enregistrement témoin (avant la fléche) et effet$d/AcOEt/Ase & 10'° mg/ml

en solution hyperpotassique
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IV,—4 -2 - 3. Discussion

L'étude des variations de potentiels qui accompagr@ctivité cardiaque sous
limprégnation de P1/AcOEt/#2s&e a été réalisée par Ienregistrement de
I'électrocardiogramme de lapin.

Des modifications des difféerents parametres de GE®nNt été enregistrées.
En effet, la substance P1/AcOEf& agit sur l'activité électrique globale du coeur en
entrainant une diminution de la fréquence cardiaguane diminution de I'amplitude des
ondes P et T et de celle du complexe QRS.

Ces effets cardioinhibiteurs induits par P1/AcOB8Asur 'TECG apparaissent a des
doses plus faibles que celles de I'extrait bruls). En effet, & la dose de 54mg/kg P.C.,
P1/AcOEt/Al agit sur 'TECG en occasionnant une diminution’aaplitude du complexe
QRS et les effets inhibiteurs de cette substancéasiiequence cardiaque et sur I'amplitude
de I'onde T et de celle du complexe QRS sont appsiepartir de la dose de™1g/kg P.C.
Par contre, I'extrait brut n'est actif sur 'ECG 'qupartir d’'une dose de 5 mg/kg P.C.
entrainant une augmentation de l'amplitude du cem®IQRS et une diminution de la
frequence des battements cardiaques. Les effetsetleextrait sur les ondes T et P,
qui se traduisent par la diminution de leurs amagks n’est perceptible qu’a partir de la dose
de 10 mg/kg P.C. pour 'onde T et 20 mg/kg Bh@ur 'onde P. Ainsi, P1/AcOEt/#s est
100 fois plus active sur I'activité électrique ghtd du cceur que I'extrait brut initial.

Cette substance n’a pas d'effets notables surnesvialles séparant les ondes de
'ECG. P1/AcOEt/Al n'a donc pas d’effets sur le temps nécessaiee tteahsmission de
l'influx électrique des oreillettes aux ventriculéatervalle PR), sur le temps de systole
ventriculaire (intervalle QT), et sur le temps démsalation compléte des ventricules
(segment ST). Le fait que P1/AcOEd# n’agisse pas sur la conduction de I'influx aueaiy
cardiaque laisse suggérer que la bradycardie mcdugir cette substance serait d’origine
sinusale, car I'électrocardiogramme montre un trd@spect normal avec un rythme
ralenti (Pipbergeet al, 1990 ; Keating et Sanguinet, 2001).

L’observation d’une diminution significative du hyhe cardiaque peut étre attribuée
a une action inhibitrice directe de P1/AcOEI# au niveau de I'excitabilité des structures
cellulaires a l'origine de I'automatisme cardiadqonesud de Keith et Flack) et responsables de
la commande excito-motrice et de la conductibitit¢ myocarde. En effet, Di Matteo et
Vacheron (1987) ont montré que le mécanisme élgtyiologique intime de I'action
chronotrope négatif est la dépression de l'aut@naisinusale par ralentissement de la pente

de dépolarisation lente.
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La réduction de l'amplitude des ondes P et T etcdmplexe QRS de 'ECG
par P1/AcOEt/As indique que l'action de cette substance est cotigé a une diminution
de la dépolarisation (et la contraction) des attédls, une diminution de la repolarisation
(et la relaxation) des ventricules et une diminutde la dépolarisation (et la contraction)
des ventricules (Durrer, 1968 ; Fisch, 1980 ; Bratset Sys, 1989 ; Pipbergetrral. 1990 ;
Cainet al, 1996 ; Bers, 2002 ; Yaet al, 2003 ; Hlainget al, 2005 ; Zhuet al, 2009 ;
Xue et al, 2010). Ces réductions de dépolarisations et lagpation induites par

P1/AcOEt/Als seraient a I'origine de I'inhibition de I'actigitcardiaque.

La cardioinhibition induite par P1/AcOEtl&e est également observées sur l'activité
meécanique du coeur isolé. En effet, sur les comrasttardiaques, P1/AcOEtI&e induit des
effets inotrope et chronotrope négatifs. Ceci peoure action directe de P1/AcOEI& sur
le myocarde. Ainsi, I'inhibition de I'activité életque induite par P1/AcOEt#e et mise en
évidence par les réductions de la fréquence cardiainsi que I'amplitude des ondes P, T
et du complexe QRS, aurait pour conséquence lessdfiotropes et chronotropes négatifs
induits par cette substance sur I'activité mécamidu coeur isolé. Waller (1887) indique que
I'activité électrique du cceur, due a une dépoltideade la membrane des cellules cardiaques,
est a l'origine de la contraction cardiaque. Laidution de cette activité électrique engendre
une diminution de I'activité mécanique du cceurllut@ sigmoide des courbes de I'évolution
de I'amplitude et de la fréequence des contract@argdiaques en fonction du logarithme de la
concentration de P1/AcOEtl&e permet d’émettre l'idée, selon Miller et Tain{@944),
gu'il s’agit bien d’'une substance a effet pharmagmue dont I'action, au niveau cardiaque,
passe par l'activation de récepteurs.

Les effets cardioinhibiteurs de cette substancefigerr(P1/AcOEt/Als) sont plus
marqués que ceux de l'extrait brut J&). En effet, P1/AcOEt/2se agit sur le cceur,
entrainant une cardioinhibition & partir de la dd8&° mg/ml, alors que Ase induit un effet
chronotrope négatif seulement a partir de la desd@® mg/ml. P1/AcOEt/Ase est donc

100 fois plus actif que I'extrait brut sur les c@ations cardiaques.

P1/AcOEt/Als, & des doses supérieures ou égales & a@/ml, entraine une
augmentation dose-dépendante du débit coronaimmalr isolé. A cette dose, I'extrait brut
reste sans effet sur le débit coronaire. Cet dxtraist actif qu'a partir de la dose de
10*® mg/ml, entrainant une diminution du débit coroeaifinsi, P1/AcOEt/As, tout
comme sur les contractions cardiaques, est 100pfass actif que I'extrait brut sur le débit

coronaire cardiaque.
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L’allure sigmoide de la courbe de la diminution dibit coronaire en fonction du
logarithme de la concentration de P1/AcOBgA atteste que l'action de cette substance sur
les artéres coronaires passerait par des récept€ette diminution du débit coronaire
cardiaque serait relative a une dilatation desseaigsx coronaires, et donc un écoulement plus
aisé du liquide nourricier dans ces vaisseaux (b#bet al, 2002 ; Wei et Kaul, 2004 ;
Segal, 2005). La substance P1/AcOBHA serait donc vasodilatatrice, en plus d’étre

cardioinhibitrice.

Les effets de P1/AcOEtd%e sur les contractions cardiaques seraient ductdh de
cette substance sur les canaux ioniques. En kffeérapamil, un anticalcique a effets sinusal
et coronaire prédominants (Mottet al, 1996 ; Legalerey, 2001), inhibe la cardioinhdpit
induite par P1/AcOEt/Ase. L’action du vérapamil passe par le blocage deaux calciques.
En inhibant I'entrée du calcium, le vérapamil pgwe, au niveau des cellules musculaires
cardiagques, un ralentissement de la conductiort@arventriculaire et une diminution de la
force contractile (Godfraindet al, 1986 ; Cosma, 1989 ; Schwinget al, 1990 ;
Cohen, 1997). Il induit également une diminutionaé&équence de décharges, entrainant un
effet chronotrope négatif ou bradycardisant (Kawgial, 1981 ; Caronet al, 1993;
Laurentet al, 1994). Le fait que le vérapamil inhibe les effele P1/AcOEt/Bs laisse
suggeérer que cette derniere substance agiraieswahaux calciques en les bloquant.

P1/AcOEt/Al® serait donc un anticalcique a effet cardiaquasiAP1/AcOEt/A,
tout comme les autres anticalciques a prédomineabiaque, aurait la propriété de bloquer
de facon sélective l'entrée du calcium au travees ctanaux calciques lents ou
voltage-dépendants situés dans la membrane plasnidgs cellules du myocarde. Cette
diminution de [linflux calcique causée par P1l/Ac@Bte dans les cellules musculaires

cardiaques aurait pour conséquence une cardioiitmbi

Dans les conditions normales, I'activité cardiagaerégulée par un certain nombre de
flux ioniques (Abe et Goto, 1964 ; Langer, 196%pty, 1971), dont les plus importants sont
Cca&*, Na' et K', et aussi par I'environnement ionique extraceitaléNiedergerke et Liittgau,
1957 ; Littgau et Niedergerke, 1958 ; Aka, 19803s Lmodifications des concentrations
extracellulaires de ces ions, qui entrainent dedifications de leur transit transmembranaire,
ont permis de mettre en évidence l'influence deAPOEt/AJse sur les flux ioniques qui

sous-tendent I'activité mécanique des structuresractiles.
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Il apparait que l'inhibition par P1/AcOEtl&e de la libération du calcium serait
a lorigine des effets cardioinhibiteurs plus prooés de cette substance en solutions
physiologiques hypocalcique, hyposodique, hypemseazlet hyperpotassique.

En effet, la cardioinhibition engendrée par la diation du taux de calcium dans un
milieu hypocalcique est renforcée par P1/AcOH#Aqui inhiberait en plus la libération du
calcium intracellulaire ; le milieu hypocalciquedtgsant I'influx calcique et donc la force
contractie du myocarde (Coraboeuf et Garnier, 196Fleckenstein, 1977 ;
Kyosukeet al, 1991). Godfraincet al, (1986) ont rapporté que les inhibiteurs de lifl
calcique peuvent diminuer le courant calcique emtdans les cellules et exercer un effet
inotrope négatif sur I'activité cardiaque. Ces atgeont en outre montré que les effets des
substances qui inhibent l'influx calcique cardiadgiesasculaire étaient comparables a ceux
observés lors d’une diminution dualans les milieux de survie des préparations.

En milieu hyposodique, une augmentation transitdgd’amplitude des contractions
cardiaques apparait initialement, ensuite il ymaigition de I'amplitude et de la fréquence de
ces contractions. Cette décroissance ultérieuréadwlitude des contractions serait liée au
déséquilibre ionique engendré par la baisse deofwentration de Naextracellulaire
(Bronner et Freslon, 1992). Le sodium favorisandéaolarisation membranaire, la présence
d’un faible taux de Naentraine la diminution de I'excitabilité du myodaret ainsi la baisse
de I'activité cardiaque. Ces effets inotrope ebaotrope négatifs en milieu hyposodique sont
plus importants en présence de P1/AcOH#A Ceci indique que cette substance agirait en
réduisant I'excitabilité du myocarde.

Le milieu hypersodique diminue quelgue peu I'anuyolé des contractions et augmente
la fréquence cardiaque. La baisse de la force actii du myocarde observée dans
un tel milieu est accentuée par I'addition de POEUAJs. Cet effet pourrait s’expliquer
par le fait que la baisse de [linflux calcique emgjge par I'exces de sodium
(Godfraind et al, 1986) est renforcée par la présence de P1/AcQEt/Aui inhiberait
également cet influx calcique. Cette substance ird@itluégalement I'augmentation
de I'excitabilit¢ qu'engendre une augmentation médédu taux de Naextracellulaire.
Ainsi, en présence de P1/AcOE#g, il ya diminution de la fréquence -cardiaque
et renforcement de la diminution de I'amplitude destractions cardiaques.

Il a été observé que le milieu hyperpotassique rdimil’activité cardiaque. Selon
Skou (1988), toute augmentation du potassium extrdaire stimule I'activité de la pompe
Na'/K" par accroissement de la déphosphorylation. Cesiogue une hyperpolarisation de la

membrane cellulaire pouvant désactiver les canaalgiques voltage-dépendants avec,
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conségquemment, une réduction de la concentratid@eduintracellulaire (Bronner et frelson,
1992). Ce mécanisme serait a l'origine de la baidsel'activité cardiaque lorsque le
potassium est modérément augmenté dans la sophigiologique de survie. La présence de
P1/AcOEt/Als dans la solution hyperpotassique accentue latiédwle I'activité cardiaque
induite par I'excés de K extracellulaire. Ceci est en faveur d’'un renfoream par
P1/AcOEt/Als de la réduction de la concentration intraceltalale C4' induite par le
milieu hyperpotassique.

Aussi, les effets cardioinhibiteurs des milieux ogalcique, hyposodique,
hypersodique et hyperpotassique sont renforcéslgpgrésence de P1/AcOEtg qui,

en bloquant les canaux calciques, diminue la lim@ralu calcium intracellulaire.

Une solution hypercalcique, par la mise a dispmsities cellules cardiaques d’un taux
élevé de C4, entraine une augmentation de I'amplitude et dzéquence des battements
cardiaques (Fleckenstein, 1971 ; Hess et Gabeb 1®€sset al., 1984; Overgaarcet al,
2005 ; Galliet al, 2006). Ces effets inotrope et chronotrope pasiibservés en milieu
hypercalcique sont atténués en présence de P1/ASDEL

L’augmentation transitoire de I'amplitude des cantions en solution hyposodique
résulte de 'augmentation de l'influx calcique (Nézgerke et Orkand, 1966 ; Reuter et Seitz,
1968 ; Glitshet al, 1970 ; Leblanc et Hume, 1990 ; Bronner et Fresl®92 ; Shanet al,
1992 ; Leviet al, 1994). En effet, la baisse du Nextracellulaire entraine, d’'une part,
I'activation de la sortie de Kpar le biais du canal d’échange®@i* suite & I'inhibition du
canal N&/K*: ceci favorisant I'entrée du €aet donc une augmentation de la force
contractile du myocarde. D’autre part, la réductionNadu milieu extérieur crée un gradient
favorable a une sortie de Nde la cellule. Ce mouvement provoque secondairemes
pénétration de Gadans la cellule par le biais de I'échangeuf/R&*, ce qui est également
responsable de 'augmentation de I'amplitude dedraotions apparaissant dans un premier
temps, sur les préparations cardiaques placéesum@nsolution de survie appauvrie en”Na
(Bronner et freslon, 1992 ; Nuss et houser, 199Bamet al, 1992). Reuter et Seitz (1968)
et Glitshet al, (1970), examinant les effets des ions intra dtaerllulaires sur le flux
calcique dans le muscle cardiaque de Mammifereggatement montré que la baisse de la
concentration de Naextracellulaire accroit I'influx calcique. En peése de P1/AcOEt/Jse,
'augmentation de 'amplitude des contractions @aqdes en milieu hyposodique n’apparait

pas et laisse place a des effets inotrope et clmapwnégatifs.
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En milieu hypopotassique, on observe une augmentatie I'amplitude des
contractions cardiaques (Lepeschlenal, 1957; Funk-Brentano, 1992). Eisner et Lederer
(1979-a et 1979-b) ont montré, sur la fibre veotdoe de Mammifere, que le milieu
hypopotassique bloquerait la pompe “Md, induisant ainsi un appauvrissement
intracellulaire en ions K Il en résulterait une baisse de la conductantaspimue et donc une
dépolarisation de la membrane (Aka, 1980). Il gsi&ment admis que I'effet inotrope positif
des solutions pauvres en kst di a l'inhibition de la pompe NK* (Hodgkin et Horowic,
1960 ; Glynn, 1962 ; Reuter et Seitz, 1968). Celadait secondairement a une augmentation
de C&" intracellulaire suite & l'activation de I'échangeNa’/C&* par I'accroissement
du Na intracellulaire (Luttgau et Niedergerke, 1958; i@aliet et Vereecke, 1969 ;
Reiteret al, 1971 ; Beuckelmann et Wier, 1988 ; Letial, 1994). Il s’en suivrait alors une
accumulation intracellulaire de EgLevi et al, 1994) responsable de I'effet inotrope positif
observé en milieu hypopotassique. En effet, depgisravaux de Thomas (1961), il est admis
que la réduction de la concentration extracellalaie K entraine une augmentation de la
prise de calcium par le muscle cardiaque. Corabeeaf (1961) ont rapporté que cet effet
pourrait étre d(i & un échange direct entre leskdnst C&”, par le canal d'échange €&,
en milieu hypopotassique. Dans un tel milieu hypagsique, la réduction de la fréquence des
contractions cardiaques proviendrait, selon lewvatra de Coraboeufet al. (1961),
puis ceux de Vassale (1965), de la réduction deolacentration extracellulaire de*K
Ce processus accelére l'efflux potassique resptmsdiune hyperpolarisation dont la
conséquence est I'effet chronotrope négatif (AlB0). Morad et Goldman (1973) indiquent
que 'augmentation du gradient déa€célére I'efflux potassique et que le mouvemetraan
de C&" est couplé avec le mouvement sortant depkr le systétme d’échange’/R&".
Dans nos conditions expérimentales, la présencePHACOEt/Ale fait qu’en milieu
hypopotassique il n’y a plus d’augmentation de péitnde des contractions cardiaques,
laissant ainsi cours a des effets inotrope et atrope négatifs.

En présence de la substance P1/AcOEHA la suppression des effets inotropes
positifs des milieux hyposodique et hypopotassiqud’atténuation des effets inotrope et
chronotrope positifs en solution hypercalciquesdai suggérer que cette substance inhibe

I'influx calcique.

En définitive, l'action de P1/AcOEt#se se traduirait par la diminution de

I'excitabilité du myocarde, le blocage des canaalkciques conduisant a une inhibition du
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flux entrant calcique et de la libération du *Cacytosolique et, conséquemment,
une baisse des contractions cardiaques. Ainsi,(IFEAAJE serait un anticalcique avéré.

La diminution de linflux calcique causée par PXDkt/AJse dans les cellules
musculaires cardiaques, et la baisse de l'actratdiractile du cceur, pourraient également

rendre compte de la baisse de la pression sangu#réelle induite par cette substance.

IV, —4 — 3. Mécanisme d’action de la substance pugf P1/AcOEt/Alse sur I'activité
vasculaire
IV,—4 -3 - 1. Effets dose-réponse de P1/AcOEl& sur les contractions toniques
de I'artére aorte isolée de cobaye

Cette série d’expériences a consisté a adminidégidoses croissantes et cumulées de
P1/AcOEt/Als variant de 16 mg/ml & 10" mg/ml & des bandelettes d’artére aorte isolée de
cobaye.

Dans nos conditions expérimentales, des dosesdnfés & 2.16 mg/ml sont sans
effet sur le tonus musculaire aortique. Par cofé® doses variant de 2:4@ 8.10° mg/ml
induisent une diminution dose-dépendante du tonuscuolaire de l'artére aorte isolée,
allant de 21,8 + 6,5.10g & 121,2 + 12,7.19g. Les doses de P1/AcOEf# supérieures
a 8.10° mg/ml, administrées postérieurement, ne modifiéus le tonus musculaire aortique.

La figure 114-aest un enregistrement type des effets de P1/AéQHE/ a des doses
variant de 18 mg/ml & 10" mg/ml, sur les contractions toniques de I'artésgtaisolée de
cobaye. La courbe de fegure 114-b donne les effets dose-réponse de P1/AcQEEAur le
tonus musculaire aortique de cobaye, pour 3 expeggetypesla valeur de la concentration
efficace 50 % de P1/AcOEtl&e sur les contractions toniques de l'artére aosie de
4,56. 10° mg/ml.

IV, -4 -3 - 2. Antagonisme P1/AcOEtiFse — nifédipine sur les contractions toniques
de I'artére aorte isolée de cobaye

En vue d'apprécier l'action de la nifédipine surs leffets vasorelaxants de
P1/AcOEt/Als, cet anticalcique est testé sur l'artére aox ide cobaye en présence ou
avant I'administration de la substance purifié@ans une premiere série d’expériences,
P1/AcOEt/Alse est d’abord administrée & la dose de 6.b@g/ml, ensuite des doses
croissantes de nifédipine sont ajoutées a la solutiie survie contenant l'organe.
Cette dose de P1/AcOEti&e entraine une baisse de tonus aortique de 63,2 8)2.10°g
(effet significatif, P < 0,001).
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Figure 114 : effets dose-réponse de P1/AcOEtlge sur les contractions toniques
de I'artére aorte isolée de cobaye

a — Enregistrement type
Enregistrement témoin (avant la premiere fleche&ffets cumulés de P1/AcOEtige
successivement & £02.10% 4.10% 6.10% 8.10° et 10" mg/ml

sur les contractions toniques aortiques.

b — Diminution du tonus musculaire aortique en fontion de la concentration
de P1/AcOEt/Alse
n=3;nsP>0,05;*P<0,01;** P <0,001.
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La figure 115-a est un enregistrement type de l'effet de la doseque de
P1/AcOEt/Als de 6.13 mg/ml. A cette dose, le tonus de base diminuerpesivement pour
atteindre une baisse maximale de 63,8.4@prés environ 6 min.

L’administration de P1/AcOEt/2ee & la méme dose de 624@ng/ml entraine une
baisse du tonus de base de I'artére aorte isoépifu une valeur de 37,5:3@ aprés 2 min
(figure 115-b). Lorsqu’a la suite une dose de nifédipine dé® Hg/ml est administrée,
il apparait, 2 min aprés, une baisse supplémerdaitenus de basse de 14°1f) Le tonus de
base baisse ainsi de 51,5°1@ ; soit une réduction de 11,5 % de la vasorelaxat
normalement induite par la dose de P1/AcOB#Ade 6.1G mg/ml, dans le méme temps de
contact de I'aorte isolée avec cette substancesgiune dose de nifédipine delhg/ml est
ensuite administrée, le tonus de base ne diminus pt reste constant. La nifédipine
a 10° mg/ml réduit donc de 16,67 % la baisse de tonusmaement induite par
P1/AcOEt/Als & 6.1G mg/ml. En administrant une dose de nifédipine 6& ing/ml,
le tonus de base augmente et revient a sa valewnata

Les colonnes de lfigure 115-c présentent les effets de la nifédipine sur ladeadu
tonus de base de l'artére aorte isolée de cobagmatement induite par P1/AcOEtlge
& 6.10° mg/ml.

Dans une deuxieme série d’expériencigufe 116-g), I'organe recoit d’abord la
nifédipine, puis P1/AcOEt/2se lui est administrée a des doses croissarteHs).
On note qu’en présence de la nifédipine & &@®/ml, P1/AcOEt/As, a des doses variant de
4.10% & 8.10° mg/ml, agit peu sur le tonus de base. En effats dztte série d’expériences,
la baisse du tonus de base de l'aorte prétraitée de la nifédipine est de 24,2 ; 26,8
et 36,4 mg en présence de P1/AcOH#AA 4.1F, 6.10° et 8.10° mg/ml respectivement ;
soient 49,9 %, 30 % et 26 % des effets normaleme€nits par cette substance a ces doses.

Les colonnes de figure 116-b présentent la baisse du tonus de base des camteact
de lartere aorte induite par P1/AcOEd#& en absence et en présence de la nifédipine

a 10* mg/ml.

——————————
- 308 -

T hise de Doctorat d"Clat és Scierces ABO K. Jean Claude




0,19

T 1 min
P1/AcOEtY/AJse 6.10° mg/ml
0,19
: |
T T T T 1 min
P1/AcOEt/AIse Nif Nif Nif
6.18 10° 10° 10 mg/ml
¢ 1001
[}
@ ]
< g 80
T
E 60-
Q =
I B
i NE 40-
0 3 .
©
5 5  20-
L
LIJ | *kk
0 . T
o 3 Concentration de nifédipine
(mg/ml)

Figure 115 : effets de la nifédipine sur la baiss#u tonus de base des contractions
de I'artére aorte isolée de cobaye indeipar P1/AcOEt/AJse

a — Enregistrement type de 'effet d’'une dose unigeide P1/AcOEt/Alse
sur les contractions toniques de l'artere ade isolée de cobaye
Enregistrement témoin (avant la fléche) et efeeP1/AcOEt/As a 6.1¢ mg/ml
sur les contractions toniques aortiques.
b — Enregistrement type des effets de la nifédipingur la baisse du tonus de base
induite par P1/AcOEt/Alse
Enregistrement témoin (avant la premiere flecheffets de P1/AcOEt/2se
& 6.10° sur les contractions toniques aortiques, puigdgfédipine (Nif)
successivement & £p10° et 10* mg/m.
c — Baisse du tonus de base induite par P1/AcOEte & 6.10 mg/ml
en fonction de la concentration de nifédipine
n=3;*P<0,05;*P<0,01.
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Figure 116 : baisse du tonus de base des contractiode I'artére aorte isolée de cobaye

induite par P1/AcOEt/Alse en présence de nifédipine

a — Enregistrement type
Enregistrement témoin (avant la premiere flechdiiaistration de la nifédipine (Nif)
a 10 mg/ml et effets de P1/AcOEtJ& successivement a 4:4,.10°
et 8.10° mg/ml sur les contractions toniques aortiques.
b — Baisse du tonus de base induite par P1/AcOEtl8& en absence et en présence
de nifédipine & 1 mg/mi
n=3;nsP>0,05;*P<0,01.
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IV,—4 -3 - 3. Discussion

La substance P1/AcOEtle induit, sur les contractions toniques de |'a&taorte
isolée, une vasorelaxation. P1/AcOEI#A est donc une substance vasodilatatrice.
Cette substance agit sur le tonus aortique a dessdmeaucoup plus faibles que I'extrait brut.
En effet, les effets vasorelaxants de P1/AcOE#Aapparaissent a partir de la dose de
2.10% mg/ml, alors que Ase n'est active qu'a partir de la dose de 2 mg/mfABROEt/Alse
est donc 50 fois plus active sur la force contlacte I'artére aorte que I'extrait brut J£e).

La vasorelaxation induite par P1/AcOEl&#& est dose-dépendante et présente un
plateau de saturation pour les fortes doses, colmm®ntre la courbe de la baisse du tonus
de base de l'aorte en fonction du logarithme decdacentration de P1/AcOEtlée.
Cela indique que les effets de P1/AcOB# passeraient par I'activation de récepteurs.

La nifédipine, un anticalcique a effet vasculairédmminant (Frishmaet al, 1984 ;
Werner, 1984), réduit considérablement, annule)@ne reverse les effets vasodilatateurs de
P1/AcOEt/Al=. Il est connu que la nifédipine, en agissantesicanaux calciques de type L,
entraine une diminution de linflux calcique. Cgmiovoque, au niveau vasculaire, une
relaxation musculaire, une diminution des résigan@ériphériques, entrainant une
vasodilatation et une chute de la pression artérfidhii et al, 1980 ; Karaki et Weiss, 1988 ;
Stoll et Spector, 1989 ; Michiru et Quentin, 2003).

L’inhibition des effets vasorelaxants de P1/AcOB8Apar la nifédipine indique que
cette substance purifiée agirait, comme la nifégipsur les canaux calciques en les inhibant,
d’ou la vasodilatation conduisant a la baisse gwéasion artérielle observée.

La substance purifiée P1/AcOEtI#& serait donc également un anticalcique a effet

vasculaire.

IV, —5. Conclusion

L’extraction solide-liquide de feuilles fraiches desticia secundgAcanthaceae)

a permis d’obtenir un composé solide sous formpalglre, nommeé 2se. Le rendement de
cette extraction est de 30 %.

La séparation liquide-liquide (LLE) de I'extrait @eux brut deJusticia secunda
(AJs2) a donné trois fractions chromatographiques pleses chloroformique, acétatique et
aqueuse. Cette technique (LLE) permet d’obtenir boene séparation des composés de
I'extrait brut avec peu de perte de produits (1 Eb) effet la LLE donne des rendements de 2
%, 20 % et 77 %, respectivement pour les phases{ZACGOELt et HO.
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Les multiples constituants contenus dans I'extoaitt ont été repartis différemment
dans les trois phases issues de la séparatiodéidjiguide de Ase, ce qui est confirmé par la
chromatographie sur couche mince (CCM) et par leorohtographie liquide a haute

performance (HPLC) analytique de I'extrait brutles phases issues de la LLE dbssd

L’étude pharmacologique des trois phases issuda HeE sur la pression sanguine
artérielle de lapin montre que ces substances teoites hypotensives, avec un effet plus
important pour la phase acétatique; la phase afdonique étant la moins active.
Cependant, les effets de ces trois phases sontiemmf@ a ceux de [I'extrait brut.
Toutefois, ces phases issues de la LLE ont detsefimergiques sur la pression sanguine
artérielle, et I'effet des trois phases cumulédssensiblement égal a celui de I'extrait brut.
Ainsi, la séparation liquide-liquide a séparé lesstituants et les principes actifs contenus
dans I'extrait brut et a permis leur répartitioand des proportions variées, dans chacune des

phases, tout en préservant leur bio-activite.

Trois composés différents, contenus dans la pheSmateque (la plus active sur la
pression artérielle), ont été isolés et purifiésouP cela, diverses techniques
chromatographiques ont été utilisées. Il s’agit lalechromatographie sur couche mince
(CCM), de la chromatographie liquide a moyenne q@aearhnce (MPLC),
de la chromatographie sur colonne ouverte (CC)Jadehromatographie liquide a haute
performance (HPLC) analytique et de la HPLC ser@pprative. L'un de ces trois composeés
(P3/AcOEt/Al®) n'a aucune activité pharmacologique sur la prassanguine artérielle.
Le produit pur P1/AcOEt/Ase est le plus actif des produits purifiés et s’avére également
25 fois plus actif que I'extrait brut (&e).

bY

Grace a la spectrométrie de masse (MS) et a latrepeftrie par résonance
magnétique nucléaire (RMN), la masse moléculairelaetstructure de la substance
P1/AcOEt/AJ ont été déterminées. Il s’'agit de I'Acide 4-(deteyloxy)-, 4-[[4-[[(1-
méthylheptyl)oxy]carbonyl]phényl]éthynyl]phényl est  benzoique (48H660s).
Sa masse moléculaire est de 723,4993 Da.

Ce composé n’'a jamais été décrit ou cité dandtixdiure. En effet, nos recherches

bibliographiques n’ont montré aucune descriptiortitation de cette substance.

—————————————
-312 -

T hise de Doctorat d"Clat és Scierces ABO K. Jean Claude




La substance P1/AcOEtl}&e est également antihypertensive. On en veut pauvp
que P1/AcOEt/Ase réduit considérablement I'’hypertension artériglthuite chez le lapin par

I'administration d’adrénaline ou la stimulation derf sympathique.

Comparativement a d’autres substances, le proddd®Et/AJse est peu toxique au
niveau cellulaire. Sa cytotoxicité, déterminée gréau test au MTT sur trois lignées
cellulaires, est plus faible que celle d’'un extrgitro-alcoolique de cette plante, déterminée
par d’autres auteurs qui, en la comparant a laitéxau niveau cellulaire de d’autres plantes,
sont arrivés a la conclusion que cet extrait egttpeique. Ainsi, la substance P1/AcOE18A

est recommandée pour son utilisation en pharmaieolog

Cette substance P1/AcOEg#, en plus de son effet hypotenseur, induit une
inhibition de l'activité cardiaque et une vasoreltian. En effet, P1/AcOEt/#se est
cardioinhibitrice aussi bien sur I'activité élequie globale que sur l'activité mécanique du
cceur. Elle induit également une vasorelaxationiaean des coronaires et de I'artére aorte.
Le parallélisme des effets cardiodépresseurs ebdiasateurs de P1/AcOEtle laisse
penser que l'action de cette substance sur laipreastérielle résulte de son effet simultané
sur ces deux parametres.

Cette substance est beaucoup plus active quediextrut. En effet, la substance
P1/AcOEt/AJ apparait 25 a 100 fois plus active que l'exttaiit sur les différents

parameétres du systéme cardio-vasculaire de Mamasifer

L’étude du mécanisme d’action de P1/AcOB#A a montré que cette substance agit
sur les paramétres cardio-vasculaires essentiaiere inhibant I'influx calcique et la
libération du calcium intracellulaire. En effet, /RGEOEt/AJe atténue les effets
cardiotoniques des milieux hypercalcique, hyposoeligt hypopotassique qui relevent le taux
de C&" et accentue les effets cardioinhibiteurs des milidypocalcique, hyposodique,
hypersodique et hyperpotassique. Ces milieux agfisse diminuant le C4 disponible pour
les contractions cardiaques. En conséquence, &asue P1/AcOEt/2se est un anticalcique
qui inhibe non seulement I'influx calcique, maissida libération du calcium intracellulaire.

Cet anticalcique a un tropisme mixte, a la fois oaydique et vasculaire car ses effets
sur les contractions cardiaques et le tonus vaseslaont inhibés respectivement par le
vérapamil et la nifédipine.

L’inhibition du flux calcique, la cardioinhibitiomt la vasodilatation seraient ainsi a
I'origine de l'effet antihypertenseur de P1/AcOEIf. Ces propriétés de P1/AcOEI&
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justifient en effet la réduction de I'hypertensiariérielle induite par I'adrénaline administrée
au lapin ou libérée suite a la stimulation du sgrhpathique de cet animal, étant donné que

I'adrénaline, substance cardioactivatrice et vasstixtrice, agit en activant le flux calcique.
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V — CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Dans le but de valoriser les plantes médicinaless da cadre de la recherche
de nouveaux composés pharmacologiguement actifacipalement dans le traitement
de I'hypertension artérielle, notre étude a poweéJsisticia secunddl. Vahl (Acanthaceae).
Cette plante de la pharmacopée africaine esteégilien médecine traditionnelle pour ses
nombreuses vertus thérapeutiques dont le traitedeehitypertension artérielle.

Dans ce contexte, la toxicité et I'action d'un extaqueux brut de feuilles fraiches de
Justicia secundadénommée Ase, a été évalué, a I'aide de méthodes de cribbigésgiques
et pharmacologiques, sur l'activité cardio-vasaelg@ie Mammiféres.

Nos résultats indiquent que cet extrait est peigtex Il entraine essentiellement des
effets hypotenseurs, antihypertenseurs, cardiaielits, vasodilatateurs, antioxydants et une
augmentation de la viscosité du sang et du débitnaire cardiaque. Pour certaines doses de
cet extrait brut, il a également été mis en évidates effets cardiotoniques et une diminution
du débit coronaire cardiaque. Ces effets deeAur la pression artérielle sont di a la présence
dans sa composition de substan@esloquants, anticalciques et, probablement, d'autre
substances non identifiées.

Cet extrait est riche en métabolites secondai@snmment des stérols et polyterpenes,
des alcaloides, des saponosides et des anthocyameamment utilisés en thérapeutique

pour leurs propriétés pharmacologiques.

Cette étude s’est poursuivie par lisolement et parification de composés
responsables de ces divers effets de I'extrait @quie Justicia secundalLa méthodologie
de purification, fondée sur la combinaison de défites méthodes chromatographiques
et d’études pharmacologiques bioguidées sur lasipmesartérielle, a permis de séparer
les composeés de I'extrait brut en trois phase®fofdrmique, acétatique et aqueuse).

La phase acétatique, qui présente I'activité phaatogique la plus marquée parmi les
trois phases issues de la séparation liquide-leydiel Alse, a été retenue. Dans cette fraction
acétatique, notre choix d’'isolement s’est portétenis composés largement majoritaires sur
les chromatogrammes HPLC/DAD-UV. Parmi ces troisiposés qui ont été purifiés, il a été
retenu P1/AcOEt/Bse, le plus pharmacologiquement actif sur la pressanguine artérielle.
Par l'utilisation de techniques physicochimiquespctroscopiques incluant la spectroscopie
de masse et la spectroscopie par résonance magnétimicléaire, ce composé
a ete identifié comme étant I'Acide 4-(octadecylpxy  4-[[4-[[(1-
méthylheptyl)oxy]carbonyl]phényl]éthynyl]phényl est benzoique ($sH6605).
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Sa masse moléculaire est de 723,4993 Da. Il gfgiie nouvelle molécule qui n’a jamais été
décrite ou citée dans la littérature.

Des études pharmacologigues ont permis de détarrsin&oxicité, ses effets et son
mécanisme d’action sur l'activité cardio-vasculad® Mammiferes. Ainsi, cette substance
s’'avere étre peu toxique et 25 a 100 fois plusvactjue I'extrait brut sur le systeme
cardio-vasculaire de Mammiferes. P1/AcOEXA est un anticalcique qui, par ses propriétés
d’inhibiteur calcique, induit une hypotension ak#e, une cardioinhibition et une

vasodilatation. Ce composeé est par ailleurs urhgoéirtenseur.

Dans cette étude, I'extrait de feuilles fraichesldsticia secund@#Acanthaceae) ainsi
que le produite naturel purifie P1/AcOEf# isolé ont montré des potentialités
pharmacologiques intéressantes dans le traiteneditiygpertension artérielle.

Par ailleurs, I'extrait brufprésente un intérét réel et prometteur par sorvigti
antioxydante qui a été établie. En effet, en rag®ta toxicité des antioxydants synthétiques,
le recours a des substances naturelles douéegiéscantioxydantes s’avere tres avantageux

et d’actualité.

Ainsi, nos résultats confirment et valident l'iration thérapeutique traditionnelle de
Justicia secundaM. Vahl (Acanthaceae) dans le traitement de I'hignesion artérielle.
Etant donné que l'extrait aqueux brut de feuilles Jiisticia secundaest peu toxique,
l'utilisation de cette forme traditionnelle peutreétenvisagée dans le traitement de
I'hypertension artérielle afin de soulager les grats. Une préparation aqueuse traditionnelle
peut donc étre proposée en thérapeutique pour lotietre I'hypertension artérielle. De
méme, la substance purifiée P1/AcOBg#8, beaucoup plus active que I'extrait brut sur le
systéme cardio-vasculaire de Mammiféres, pourtedt i@diquée dans le traitement de cette

affection.

Nous envisageons ultérieurement mettre en valesirrdsultats obtenus par une
formulation galénique de I'extrait aqueux brut dmiifles fraiches delusticia secunda
(Acanthaceae) et de la substance purifiee P1/A&J&t/ issue de cet extrait. Nous pourrons
ainsi mettre a la disposition des patients, sonffthhypertension artérielle, de médicaments
traditionnels améliorés ou de phytomédicaments dstalisés a colt modéré et donc
accessibles aux populations. Une telle initiativet étre accompagnée d’une production

végeétale de cette plante afin d’assurer sa disp@ib
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Le travail réalisé dans le contexte actuel présdagelimites. En effet, la nécessité de
réaliser des tests non cliniques, c'est-a-dimevitro”, de toxicité (cytotoxicité) présente un
intérét pour tous les produits bioactifs. Ces é&utle vitro" représentent un prérequis
important, mais elles ne prétendent en aucun caslsgituer aux études cliniques ultérieures.
C’est pourquoi nous envisageons également réabse I'extrait aqueux brut déusticia
secunda/Acanthaceae) et le composé purifié P1/AcOH#AISsu de cette plante, des études
de biotolérance.

Ces études seront complétées par des études egptaies des effets de ces
substances sur certaines pathologies cardio-vassiliaduites, puis par des tests cliniques
pour le traitement de I'hypertension artérielle, é@yard aux propriétés antihypertensives
avérées des ces produits.

De méme, des études approfondies sur la pharma&togia et la
pharmacodynamique de ces principes actifs seraiiles pour la détermination des doses

préventives et thérapeutiques.

Un tel travail que nous envisageons mener s’inggaas une longue chaine.
Il impliqgue une collaboration étroite avec des lmgrtés et Instituts disposant du savoir faire
et de Laboratoires performants. Il exige égalendestmoyens matériels et financiers et une
coopération avec des industries qui, seules, sontesure de produire en quantité suffisante

et commercialiser les produits obtenus a partimdastes.
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