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RESUME

En pharmacopée traditionnelle, le traitement dgplértension artérielle (HTA) fait souvent appeles d
associations de plantes. L'objectif de cette étested’évaluelin vitro etin vivo, I'effet anti-hypertensif de
I'association Schrankia leptocarpa, Garcinia kolat Ocimum americanumlL’analyse phytochimique puis
I'évaluation de la toxicité ont été réalisées respement par la technique de caractérisation be,taur les
larves de crevettArtemia salinaet des rats de souche Wistar. L'effet de I'extegjtieux de cette association
de plantes a été apprécié sur des rats Wistar semghertendus par I'administration de L-NamedfNNitro-
L-Arginine-Méthyl Ester) a la dose de 20 mg/kg aadg corporel. Un traitement d’une semaine a catitx
aqueux a dose minimale (250 mg/kg de poids corposieéntrainé une baisse de la pression arté(iehe
moyenne (135,8 + 12,1 mm Hg), proche de la norrilE82,3 + 5,5 mm Hg). A la dose maximale de 500
mg/kg de poids corporel, la PA passe en dessolsm@male (116,6 + 52,6 mm Hg), sans toutefois! guait
une différence significative entre les deux doges 0,05). Les molécules des groupes chimiqueeptgsians
I'extrait aqueux interviendraient donc dans la tagjon des parameétres cardiovasculaires. L'assooiate
plantes étudiée a un effet positif sur 'HTA indudt les résultats semblent indiquer son innocuité.
© 2014 International Formulae Group. All rights sxged.
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INTRODUCTION sa prévalence est comprise entre 25 et 35%

L'hypertension artérielle est un chez les adultes de 25 a 64 ans avec une
probléeme de santé publique croissant dans les tendance a I'aggravation avec le temps (OMS,
pays en développement, ou le mode 2006 ; Fakher et al., 2006). Au Bénin, les
d'alimentation a I' « occidental » se propage données épidémiologiques montrent que la
et remplace souvent celui traditionnel (OMS, prévalence de I' HTA est passée de 13,6% en
2002). En Afrique, plus de 20 millions de 2001 a 20,2% en 2004 et a 27,9% en 2008
personnes souffrent d’hypertension artérielle ; (Houinato et al., 2008 ; OMS, 2008).
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Le traitement de I'HTA fait appel a
diverses molécules de synthése mais de plus
en plus les populations des pays en voie de
développement se tournent vers la
pharmacopée traditionnelle. Par ailleurs, outre
'adoption d’'une bonne hygiéne alimentaire,
plusieurs études ont montré que la pratique
réguliere d'activités physiques méme modérée
permet d’améliorer la circulation sanguine, de
protéger les artéres et d'abaisser la pression
artérielle (Poirier et Després, 2003).

La thérapeutique par les plantes, cette
pratique ancestrale, connait depuis quelques
années un regain d’intérét en raison de la
diminution du pouvoir dachat des
populations, du coit élevé des médicaments
conventionnels et de la crainte des produits de
synthése (Perroti, 1999). Comme cela a été
indiqué pour la Médecine moderne (Bassand,
2008), les tradipraticiens ont souvent recours a
cette méme stratégie dans le traitement de
'HTA. Dans le département de 'Ouémé au
sud du Bénin, une association de plantes faites
de Schrankia leptocarpa, Garcinia kolat
Ocimum americanumest particulierement
utilisée dans la lutte contre I'hypertension
artérielle. Cette thérapeutique est administrée
de fagon empirique sans aucune connaissance
réelle de la toxicité et des effets biologiques
connexes de ces plantes. Aussi, nous
proposons-nous de rechercher les effets anti
hypertensifs de cette association de plantes
utilisées au sud du Bénin afin de confirmer ou
d’'infirmer leurs actions thérapeutiques sur
I'hypertension artérielle.

MATERIEL ET METHODES
Matériel
Matériel végétal

Le matériel végétal était constitué de
parties aériennes @cimum americanumde
Schrankia leptocarpaet des noix d&arcinia
Kola récoltées en octobre 2012 a Porto-Novo,
identifiees a I'Herbier National du Bénin
(N°AA 6431/HNB et N°AA 6432/HNB.). Les

2686

plantes ont été séchées a I'abri de la lumiére
pendant 14 jours puis moulues. Les noix de
Garcinia kolaont été aussi réduites en poudre
puis mélangées a celle des plantes a
proportions égales soit 150 g de poudre par
plante.
Matériel animal

Le matériel animal était constitué de 55
rats de souche Wistar et des larves de
crevetteArtemia salina

Les rats étaient gardés dans les
conditions d'élevage de I'animalerie de
'Unité de Biologie Humaine de la FSS de
I'Université d’Abomey-Calavi. lls avaient
libre acces a l'eau et a la nourriture avec un
cycle de 12 heures de lumiere et 12 h
d’'obscurité. Leur poids moyen était de 162 +
5,57 g pour I'étude de la toxicité aigiievivo
et de 203 £ 21,63 g pour I'étude de l'effet de
'extrait aqueux. Les larves de crevettes
Artemia salinaont servi a I'étude de la
toxicité larvaire (toxicitén vitro).

Méthodes

Tests de toxicité

- Test préliminaire de toxicité non clinique:

les larves de crevette étaient obtenues apres
incubation et sous agitation douce pendant

quarante-huit heures d’ceufsAdfemia salina

a la température du laboratoire (28 °C — 30

°C) dans un erlenmeyer de 1000 ml, contenant
de l'eau de mer prélevée dans I'océan

Atlantique a Cotonou.

Une solution mere de I'extrait aqueux
est préparée dans l'eau de mer a une
concentration de 50 mg/ml. Puis dans dix
tubes a essai, une gamme de concentrations
décroissantes de l'extrait a été réalisée, en
procédant a une dilution en série de raison
deux de la solution mére (soit 25 mg/ml dans
le premier tube et 0,05 mg/ml dans le dernier).
Dans chaque tube ainsi préparé, il est alors
ensemencé 16 larves contenues dans 1 ml
d'eau de mer. L'ensemble a été incubé
pendant 24 heures a la température du

.
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laboratoire, c'est-a-dire 28- 30 °C. Apres 24
heures, les tubes a essai ont été examinés et le
nombre de survivants dans chacun a été
compté et enregistré. Les larves ont été
considérées comme mortes, si elles ne
présentent pas de mouvement interne ou
externe pendant 10 secondes d'observation.
Les larves étaient maintenues a jeun pendant
I'expérimentation. Pour s’assurer que la mort

induction et cinq lots, de G2 a G6, ayant regu
par gavage du L-Name (N)J-Nitro-L-
Arginine-Méthyl Ester) a la dose unique
journaliere de 20 mg/kg de poids corporel
pendant sept jours.

Au huitieme jour, aprés une nouvelle
pesée des animaux, ceux des lots G2 a G5 ont
été soumis pendant sept jours respectivement
aux traitements suivants :

observée dans les tubes & essais est attribuée - lot G2: rats sacrifiés au’® jour c'est-a-

uniquement aux extraits et non a la faim, on
compare les tubes expérimentaux contenant
I'extrait & des tubes témoins contenant des
solutions larvaires uniquement. Les larves de
crevetteArtemia peuvent survivre jusqu'a 48
heures sans s’alimenter (Michael et al., 1956 ;
Harwig et al., 1997) du fait qu'elles se
nourrissent de leur sac vitellin (Migliore et al.,
1997).
- Test de toxicité aiguein vivo: I'étude de
toxicité sur les animaux a été réalisée selon les
recommandations de [I'Organisation de
Coopération et de Développement
Economique (OCDE, 2001). Six rats de
souche Wistar, femelles nullipares et non
gravides répartis en deux lots ont été utilisés
pour cette étude; un groupe contrOle était
constitué de sept rats. Au premier lot de trois
rats, il a été administré I'extrait a la dose de
300 mg/kg de poids corporel puis au second
lot la dose limite de 2000 mg/kg de poids
corporel. Un suivi sur 14 jours apres
administration a permis de rechercher
d’éventuels signes cliniques de morbidité ou
de mortalité et d’apprécier I'évolution du
poids corporel. Au jour J14, des dosages
biochimiques (N& CI, K', ASAT, ALAT,
Glycémie, Créatininémie, Cholestérol total) et
I'étude histologique des reins et du foie ont
été réalisés apres sacrifice des animaux.
Traitements

Au premier Jour (JO), les rats ont été
pesés et répartis en six lots (G1 a G6) de sept
animaux: le lot G1 est celui des rats contrble
(ttmoin négatif) n'ayant subi aucune
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dire a la fin de linduction de I'HTA par
'administration de L-Name.

- lot G3: rats n'ayant
traitement (témoin positif),

- lot G4 : rats traités a I'extrait aqueux a la
dose de 250 mg/kg de poids corporel/jour;

- lot Gb5: rats traités a I'extrait aqueux a la
dose de 500 mg/kg de poids corporel/jour ;

- lot G6: rats traités au Captofitilun
inhibiteur de I'enzyme de conversion de
'angiotensine a la dose de 100 mg/kg de
poids corporel/jour.

Au lendemain de la fin des différents
traitements, c'est-a-dire a J15, les masses
corporelles des rats ont été relevées une
derniére fois (Tableau 1) ainsi que leurs
pressions artérielles (Tableau 2). Le dispositif
expérimental utilisé pour I'enregistrement de
la pression artérielle est un moniteur de
marque Spacelabs. Le rat a été anesthésié par
injection intrapéritonéale de thiopental a la
dose de 40 mg/kg de poids corporel. Sa
carotide a été disséquée et intubée a l'aide
d'un cathéter relié au manometre qui intégre
les variations de la pression carotidienne. De
plus les différents organes tels que le foie, les
reins et I'estomac ont été prélevés aux fins
d’'études histologiques. L'observation des
coupes histologiques a été faite sur un
microscope photonique de marque Olympus
BX 60 couplé a un ordinateur.

recu aucun

Analyse statistique
Les données enregistrées ont été traités
a l'aide du logiciel Statistica Version 7.1 de

.
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STAT Soft Inc. Pour chaque variable, la
moyenne (m) et l'erreur standard de la
moyenne (SEM) ont été calculées. Les
résultats des différents groupes ont été
comparés en utilisant I'analyse de variance
(ANOVA) de Kruskal Wallis et le test U de

Mann Whitney. Le test de rang de Wilcoxon a
été utilisé pour les comparaisons intra-
groupes. Le niveau de signification statistique
des résultats a été fixé a p < 0,05.

RESULTATS
Analyse phytochimique

Des tanins galliques, des flavonoides,
des dérivés quinoniques, des mucilages et des
composés réducteurs constituent les grands
groupes chimiques présents dans cette
association de plantes.

Etude de la toxicité
Test de toxicité larvaire

La lecture de la courbe permet de
déduire que la mortalité des larves respecte
une relation de dose-réponse du fait que le
nombre de larves mortes augmente quand la
concentration augmente au moyen de
I'ajustement logarithmique présenté sur la
Figure 1, la concentration qui cause la mort de
la moitié des 16 larves introduites (£l
correspond a une valeur de 0,63 mg/ml.

Tests de toxicité aigue chez le rat

De rares effets indésirables et un cas de
déces d'animaux a été enregistré durant les 14
jours d’observation clinique. Il est mort au
cours de la période de traitement (c'est-a-dire
aprés J7) et un autre a survécu mais avec une
paralysie des membres antérieurs.

Une légére augmentation de la masse
corporelle des rats est observée quelle que soit
la dose de lextrait tout au long de
I'expérimentation (p = 0,06). Le Tableau 3
récapitule les valeurs des parameétres
biochimiques obtenus aussi bien chez les rats
traités que chez les rats témoins.
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La glycémie parait plus élevée pour les
deux doses utilisées par rapport au groupe
témoin avec une différence significative
p = 0,004, alors que les valeurs de la
créatininémie et du potassium ont diminué de
facon significative par rapport au groupe
témoin a p = 0,004. Quant au cholestérol total,
une diminution insensible a été observée
(Tableau 3). Une différence significative a été
également enregistrée entre la dose minimale
et maximale en ce qui concerne la
créatininémie, le potassium et le chlore
(Tableau 3). Cependant, nous notons une
différence significative entre les deux doses
(minimale et maximale).

Les différentes coupes histologiques
observées (estomac, foie et rein) nous
montrent des structures parfaitement normales
(Figures 4, 5 et 6).

Etude des propriétés anti-hypertensives de
I'extrait

Les chiffres tensionnels des rats traités
par I'extrait aqueux a la dose maximale (500
mg/kg de poids corporel) sont plus bas que
ceux des rats traités au Captopiil16,6 +
52,6 mm Hgversus118,7 + 53,7 mm Hg), qui
par ailleurs sont plus bas que ceux des rats
témoins (118,7 + 53,7 mm Hgersus124,6 +
55,7 mm Hg).

Le Tableau 3 indique qu'a la dose
minimale (250 mg/kg de poids corporel), la
pression artérielle moyenne des rats diminue
avoisinant presque la normale (135,3 mm Hg
versus 132,3 £+ 55 mm Hg); a la dose
maximale de 500 mg/kg de poids corporel, la
pression artérielle moyenne tend vers une
hypotension (116,3 mm Hgersus132,3 + 5,5
mm Hg).

.
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Tableau 1: Caractéristiques biométriques des rats.

Rats T positif Extrait aqueux Captopril ® HTA Controle
(G3) max (G5) (G6) (G2) (G1)
m + SEM m £ SEM m + SEM m £ SEM m £ SEM
MCJO (g) 200,1+18,9 214,0+24,7 195,1+19,1 196,6 £ 10,9 190,6 £ 10,9
MCJ7 (g) 198,4+18,0 204,7+22,2 197,4+19,8  205,2+10,2 188,2 + 10,7
MCJ14 (g) 211,3+19,4 224,3+22,1 197,0+£19,5 - 187,4+8,3

Rats T positif : rats du groupe des témoins pasitExtrait aqueux max : extrait aqueux a la doseimale ; HTA :
hypertension artérielle ; m : moyenne ; SEM : errstandard de la moyenne ; MC : masse corporel:; £ jour

d’induction; J7 : 7™ jour d'induction; J14 : 1" jour d'induction

Tableau 2: Caractéristiques de la pression artérielle dissda souche Wistar de I'étude.

Pression Rats T Extrait Captopril® HTA (G2) Controle
artérielle positifs (G3)  aqueux (G5) (G6) (G1)

m £ SEM m £ SEM m £ SEM m £ SEM m £ SEM
PAS (mm Hg 162,3+16,3 149,0+12,4 153,3+14,8 176,884 145,0 £ 3,7
PAD (mm Hg 136,8+7,9 129,6+12,7 131,2+136 161,8+14,9 126,0+7,3
PAM (mmHg 124,6+55,7 116,6+52,6 118,7+53,7 166,8+12,3 132,3%+55

Rats T positifs : rats du groupe des témoins gssitExtrait aqueux (G5) : rats ayant recus I'eiktemjueux a la dose
maximale ; HTA : hypertension artérielle ; m : moge ; SEM : erreur standard de la moyenne ; PASsspn artérielle

systolique ; PAD : pression artérielle diastoliqu®AM : pression artérielle moyenne

Tableau 3: Comparaison des valeurs biochimiques entrerespgs G3, G4 et G5.

Parameétres Rats T positifs Dose minimale Dose maximale
(G3) (G4) (G5)
m + SEM m + SEM m + SEM

GLY (g/dL) 0,83+0,16 1,49 +0,03** 1,37 £0,21tt7
CREA (mg/L) 9,28 £ 0,95 5,22 +0,38** 6,00 = 2,00ttt
Na" (mEg/L) 141,28 + 1,89 142,33 +1,15 140,67 + 1,53
K" (mEg/L) 6,11 £ 0,67 3,78 £0,61** 5,24 + 1,34ttt
CI'(mEqg/L) 98,57 £1,81 105,33 + 1,15** 104 + 2 ,00tt7
CT (g/L) 0,85+0,13 0,66 + 0,07 0,67 +£0,14
ASAT (UI/L) 182,66 + 31,72 168,00 + 6,08 144,66 +51,5
ALAT (UI/L) 91,00 + 4,58 70,00 + 8,72 82,00 + 8,88

Rats T positifs : rats du groupe des témoins gesitDose minimale : extrait aqueux a la dose madém Dose
maximale : extrait aqueux a la dose maximale ;noyenne ; SEM : erreur standard de la moyenne ; Gglycémie ;
CREA : créatininémie; Na sodium ; K : potassium ; CL chlorure ; CT : cholestérol total ; ** : différee entre les
groupes G4 et G5, significative a p = 0;0itHt : différence entre G3 et G5, significative 2 @004.
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¥ = 2,819 In(x) + 9,288
R: = 0,94
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Concentration de I'extrait (img/'kg)

Figure 1. Courbe de variation de la mortalité larvaire enction de la concentration de I'extrait
aqueux.
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Figure 2 : Evolution de la masse corporelle des rats eliret J141 : rats sains ; 2 : témoins ; 3 : extrait
aqueux a la dose maximale (11 : différence engrenlasses corporelles de J7 et J14, significative ®,02; 1+ : différence
entre les masses corporelles de JO et J14, s@ifica p = 0,03) ; 4 : extrait aqueux & la dog@male ; 5 : Captopfl JO :

1% jour de linduction ; J7 : septiéme jours d'indoat; J14 : 18™jour d’induction.
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Figure 3: Evolution de la pression artérielle en foncti@nla dose de I'extrait aqueux.

Figure 4 : Estomac témoin : vue d’ensemble de la paroi digesthontrant de gauche a droite
I'épithélium gastrique.

Figure 5 : Estomac témoin montrant un épithélium gastriquenabet des glandes gastriques.

(HE x 10).Les différentes tuniques de la paroi gastrique sornales.
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DISCUSSION

A notre connaissance, aucune étude
antérieure n'a évalué l'effet biologique de
notre association de plantes sur un modeéle
animal d’HTA. Par contre, des études ont été
réalisées sur chacune des plantes de facon
séparée. L'analyse phytochimique de
I'association des plantes a révélé la présence
des tanins, coumarines, flavonoides, stéroides,
mucilages et composés réducteurs. Ces
résultats confirment les travaux de Yemoa et
al. (2008) qui ont porté suparcinia kolaet
ont noté la présence de tanin et de
flavonoides. Ocimum canum Simsencore
appelée Ocimum americanum, est une
herbacée annuelle, aromatique et endémique
de I'Afrique subsaharienne. La
chromatographie sur couche mince (CCM) y
indiqgue la présence de flavonoides et de
phénols (Khalil, 2009). Il a des propriétés
antimicrobiennes (Yayi-ladekan et al., 2011 ;
Atanasova et al., 2009).

En effet, les tanins interviendraient
entre autres dans linhibition de certaines
enzymes telles que la 5-lipo oxygenase et
I'enzyme de conversion de I'angiotensine. Ces
molécules pourraient augmenter la
biodisponibilité du mono-oxyde d’azote (NO)
en apportant un surplus en L-arginine (Jian-
Wei et al, 2009). Alors que les flavonoides
constituent un groupe de métabolites tres

Quant aux coumarines simples, elles
contribuent généralement a fluidifier le sang
par leur activité veinotonique, vasoprotectrice
et vasodilatatrice coronarienne. Cette fluidité
faciliterait la circulation sanguine donc
baisserait la pression au niveau des arteres
(OMS, 2006).

Les stéroides constituent un groupe
de lipides dérivant de triterpénoides et sont
cardiotoniques. Les mucilages quant a eux
constituent des polysaccharides. Ces différents
groupes chimiques présents dans notre extrait,
d’'apres leurs propriétés interviennent dans la
régulation des troubles cardiovasculaires. De
récentes études comme celle de Lagnika et al.
(2012) indique queSchrankia Leptocarpa
posseéde des propriétés anti-oxydantes et que,
le Garcinia kolaest utilisé pour le traitement
de I'HTA. L'utilisation de cette association de
plantes, serait donc justifiée puisque Bassand
(2008) a montré qu'il est rare de ramener les
chiffres tensionnels a un niveau désiré grace a
une monothérapie conventionnelle. Des
associations contenant deux, trois, voire
guatre médicaments sont parfois nécessaires.

En se référant a I'échelle de toxicité
établie par Mousseux (1995), la valeursgL
de I'extrait est supérieure a 0,1 mg/ml, valeur
au-dessus de laquelle I'extrait est considéré
comme ne présentant pas de toxicité. Il ressort
donc que I'extrait aqueux de I'étude ne serait

répandus dans les plantes. lls se retrouvent pas toxique.
dans presque toutes les parties de la plante, a Une diminution significative de la
différentes concentrations ou ils jouent un réle créatinémie a été observée entre les différents
déterminant dans le systeme de défense groupes et le lot témoin. Ceci traduit son
comme antioxydants (Middleton et al., 2000). innocuité relative au niveau rénal. Bien qu'il
Ces différents composés énumérés sont n'y ait pas de différence significative entre les
intéressants car associés a de nombreuseslots de rats G3 et G4 en ce qui concerne la
activités  biologiques : anti-inflammatoires  transaminasémie, notons néanmoins que
(Middleton et al., 2000), anti-hépatotoxiques, I'activité hépatique était plus importante a la
anti-tumorales  (Milane, 2004), anti- dose minimale (ASAT : 182,66 + 31,72 UI/L ;
hypertensives, anti-thrombiques, antibacté- ALAT: 91,00 + 4,58Ul/L) qu'a la dose
riennes, antivirales, antiallergiques et anti- maximale (ASAT: 168,00 + 6,08 UI/L;
oxydantes. ALAT : 70,00 = 8,72 UIl/L). Ceci pourrait
indiquer qu'a la dose maximale, I'extrait et
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principalement Ocimum americanumaurait
révélé ses propriétés hépato protectrices
(Milane, 2004 ; Sharma et al., 2012). Ceci
conforte les résultats de I'étude histologique
du foie. L’'augmentation de la glycémie parait
surprenante d’autant plus queGarcinia kola
devrait favoriser sa diminution. (Adaramoye,
2012). Une attention particuliére devrait donc
étre accordée a la surveillance de la glycémie
au cours du traitement.

La baisse non significative du taux
cholestérol total suggére que I'extrait aqueux
étudié n'aurait pas d'effet sur la lipidémie et
ne contribuerait donc pas a linstallation de
pathologies de surcharge pondérale et leurs
corollaires.

L'extrait étudié réduit la pression
artérielle induite par le L-NAME de facon
plus remarquable que la drogue de référence
quest le Captoprfl. Il Iéverait donc
l'inhibition de la synthése du NO (puissant
vasodilatateur) provoquée par le L-NAME.
Son mécanisme d'action pourrait étre un
relachement de la musculature lisse vasculaire
conduisant a une diminution des résistances
périphériques. Quant a I'efficacité de I'extrait,
deux doses respectives ont été utilisées (250 et
500 mg/kg de poids corporel). La dose
minimale ayant ramené la forte pression
artérielle observée au huitiéme jour a presque
la normale, nous en déduisons que l'extrait
aqueux étudié aurait une action positive sur
I'hypertension artérielle et cette dose pourrait
étre considérée comme dose minimale
efficace de cet extrait.

Le pouvoir antihypertenseur de
I'extrait serait principalement dd a la présence
des flavonoides, des tanins et des coumarines
qui sont des composés phénoliques dont le
pouvoir antioxydant et anti radicalaire sont
bien connus.

Conclusion
Cette étude avait pour objectif de
déterminerin vitro et in vivo l'effet anti-
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hypertensif de [I'association Schrankia
leptocarpa, Garcinia kola et Ocimum
americanum Les groupes chimiques présents
dans l'extrait aqueux interviennent dans la
régulation des parametres cardiovasculaires.
Le traitement par I'extrait aqueux qui a suivi
I'induction de I'HTA chez les rats de souche
Wistar met en évidence une amélioration des
chiffres tensionnels par rapport aux témoins
positifs et méme plus que ceux ayant été
traités au Captopfil(drogue de référence), ce
qui témoigne de [efficacité de [Iextrait.
L'association de plantes étudiée a donc une
action positive sur I'hypertension artérielle et
son innocuité a été prouvée. Tous ces résultats
soutiennent la phytothérapie. Pour que la
médecine traditionnelle soit viable, il faut
s'efforcer de préserver tant les populations
végétales que les connaissances relatives a
leur utilisation a des fins médicales.
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