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Introduction

Les sources naturelles comme les plantes, les venins et les champignons constituent un
réservoir important pour la découverte de nouvelles molécules thérapeutiques. L’étude des
veégetaux dans leurs utilisations traditionnelles (ethnobotanie) est souvent utilisée comme
premiére piste de réflexion pour dénicher des familles chimiques potentiellement actives sur
certaines pathologies. Dans ce sens, notons que 80 % de la population mondiale a déja eu
recours aux ressources des flores et des pharmacopées locales pour se soigner a défaut ou par
volonté de ne pas utiliser la médecine scientifique conventionnelle (1). Ceci renforce I’intérét

de la botanique dans le domaine pharmaceutique en particulier.

Plusieurs molécules issues de sources végetales sont déja utilisées dans les pathologies du
systeme cardiovasculaire. C’est le cas de la digitaline, un glycoside cardiotonique, issue de la
plante Digitalis purpurea (digitale pourpre) exploitée pour traiter l'insuffisance cardiaque. La
rutine et ses dérivés rutosidiques comme la diosmine retrouvée dans les espéces du genre Vicia,

sont usuellement préconisés en thérapeutique dans I’insuffisance veineuse chronique (2,3).

Afin d’évaluer ’activité de nouvelles molécules potentiellement intéressantes, les
chercheurs disposent de différentes méthodes, parmi lesquels se distinguent les tests in vitro et
in vivo. Cela permet, entre autres, de mettre en évidence la famille chimique responsable de
I’effet biologique révélé. Ce type de recherche, pouvant étre qualifiée de recherche préclinique,
occupe de nombreux laboratoires notamment au Brésil, pays bénéficiant d’une faune et d’une
flore tres riche et diversifiée. C’est pourquoi 1’état brésilien offre un financement aux projets
évaluant des especes naturelles régionales. Cela permet de valoriser le patrimoine de chaque

région et de mettre en avant I’étendue du potentiel de celles-ci.

C’est ainsi que le laboratoire de pharmacologie cardiovasculaire de 1’université fédérale de
Paraiba (Brésil) se consacre pleinement a 1’exploration de nouvelles sources végétales pour

identifier et évaluer les effets des molécules, extraites de cette flore, sur des modeles animaux.

Parmi les travaux en cours dans ce laboratoire, les molécules issues du fruit de I’espéce
Spondias mombin montrent une activité intéressante quant a 1’effet vasodilatateur endothélium
dépendant observé chez les rats. Cet effet est visible aussi bien in vivo qu’ex vivo. L’idée
développée est d’élargir le nombre d’especes du genre Spondias explorée. Le fruit de 1’espéce

hybride Spondias sp. appelé « umbu-caja » fait figure de candidat prometteur et inédit.
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Ainsi, j’ai débuté un nouveau projet au sein du laboratoire brésilien a Jodo Pessoa et 1’ai

poursuivi en France a I’Université Claude Bernard Lyon 1.

L’objectif de mon travail a été de décrire et d’analyser les effets provoqués par 1’extrait hydro-
méthanolique de 1’exocarpe d’umbu-caja. Ceci a été réalisé sur des modeles animaux, en
utilisant des méthodes in vivo et ex vivo chez le rat. Dans une premiere partie, plusieurs
définitions ainsi qu’une revue de la littérature sur le genre Spondias et le systeme cardio-
vasculaire seront abordées. Puis les matériels et les méthodes utilisés lors des expériences seront
détaillés, suivis de la description des résultats obtenus. Enfin, dans une derniére partie, une
discussion sera établie au vu des précédentes considérations et des perspectives termineront ce

travail.
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1.
11

Le genre Spondias L.
Définition
Le genre Spondias L. désigne un ensemble d’espéces botaniques qui sont regroupées selon
leurs origines géographiques et données morphologiques. Selon la classification botanique
utilisée actuellement, Angiosperm Phylogeny Group (APG) qui est basée sur des criteres
génétiques, le genre Spondias appartient a la famille des Anacardiaceae et compte plus ou moins
23 especes distinctes dont 13 confirmées (4). Parmi ces 13 especes, nous pouvons citer Spondias
dulcis, S. mombin, S. purpurea, S. radlkoferi, S. tuberosa, S. xerophila. La taxonomie de ces
especes est complexe, en effet plusieurs synonymes désignent un méme nom scientifique, par

exemple : S. purpurea présente de nombreux synonymes comme : S. cirouella T, S. jocote-

amarilllo K et S. mexicana W entre autres (Tableau 1).

Tableau 1. Classification du genre Spondias L.(5)

Taxon Distribution Principal synonyms
= g cen sy S. dulcis Parkinson var. acida (Blume)
S. acida Blume W. Malesia Marchand, Fvia acida (Blume) Blume
India, Myanmar (Burma), | Treated as synonym of S. pinnara in Flora of
S aauminasa Roxb. ‘Thailand (not Malesia) China (Min & Barfod, 2008)
S. admirabilis J. D. Mitch. & Atlantic Forest of Rio de
Daly Janeiro, Brazil
S, dulcts Parkinson Paaﬁc;widclyctﬂnvamdin FEvia dulcis (Parkinson) Blume, S. gherea
tropics Sonn.
o Atlantic Forest of Espirito
3 aprdt’dog:ﬂa Jl S E Santo and Minas Gerais,
Brazil
> W Amazonia; outlier in
S. globosa J. D. Mitch. & Daly Zulia, Ve i
S. macrocarpa Engl. E Brazil 8. disddeis Parkinson var. macrocarpa (Engl.) Engl.
S. malayana Kosterm. Malesia

S. mombin 1.

Mexico to Bolivia and E
Brazil; widely cultivated in
MOIst tropics

S. hueal.

S. novoguineensis Kosterm.

Malesia E of Sulawesi

S. pinnara (Koenig ex 1.f) Kurz

Indian sub-continent,
Indochina, S China

Mangifera pinnara Koenig ex L.f., S. mangifera
Willd., S. amara Lam., S. bivenomarginalis
Feng K. M., P Y. Mao, & P Y. Mao

NW Mexico to Panama
s Sl T (possibly N Colombia S. cirouella Tussac, S. jocore-amaritlo Kosterm.,
- purp and SW Ecuador; widely S. mexicana Watson, S. negrasensis Kosterm.
cultivated in tropics
Mexico to C America to NW 2.
S. mdlkoferi Donn.-Sm. Ve Ia and Colombia S. nigrescens Pittier
S. refyi J. D. Mitch., Daly, & y s
Resibiin Madagascar
S. resrudinis J. D. Mitch. & Daly SW Amazonia
: NE Brazil; cultivated
e e elsewhere in Brazil
S. venulosa (Mart. ex Engl.) Engl. E Brazil S. purpurea 1. var. venulosa Mart. ex Engl.
S. xerophila Kosterm. Sri Lanka Eeratesman: (L‘)91 ’: Lh.is mmiy: he 2y ok
S. acuminara)
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Cette pluralité de synonyme se retrouve egalement avec les noms vernaculaires qui différent
selon les régions et pays. Par exemple 1’espéce S. mombin possede les noms vernaculaires
suivant : Prunier mombin, Prunier myrobolan, Creole Plum, Plum Bush, Yellow Mombin. Il en
est de méme pour les noms de fruit de cette méme espéce. Les fruits de S. mombin se nomment

céja ou tapereba.

1.2 Origine et localisation

En 1753 serait décrite la premiére espéce du genre : S. mombin L; puis S. purpurea L et S.
cytherea Sonn sont apparues quelques temps apres (6). Aujourd’hui encore de nouvelles
especes sont décrites comme S. Testudinis, identifiée en 2008 (5). Nous savons maintenant que
le genre Spondias est présent sur les continents asiatique, africain, en Océanie et sur le continent
américain, plus particulierement en Amérique centrale et tropicale. Afin de se familiariser avec
la relative complexité géographique de ce genre, une carte des différentes espéces présentes

dans le Monde est présentée ci-apres (Figure 1).

La localisation des différentes espéces varie selon les continents. En effet, S. mombin, S.
pupurea et S. tuberosa sont des especes natives d’ Amérique tandis que S. cytherea et S. pinnata
se retrouvent en Asie (7). Il faut savoir également que des espéces natives d’ Amérique tropicale

ont été introduites artificiellement en Asie, ce qui est le cas de S. mombin et d’autres (8).
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Figure 1. Répartition mondiale du genre Spondias (5) (6) (7) (8)
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Les conditions propices a la culture des Spondias varient d’un climat semi-aride comme au
Brésil oriental ou en Amérique centrale (Mexique), a un climat tropical comme en Amazonie,
Afrique équatoriale et Asie subtropicale (9). En résumé les différentes espéces se retrouvent
délimitées par les deux tropiques avec une présence préférentielle au niveau de 1’équateur
(Figure 1).

2. Spondias sp. ou umbu-cajazeira

Parmi toutes les espéces de Spondias, la partie suivante se focalisera sur une en particulier,
Spondias sp. , que nous nommerons également par son nom vernaculaire « umbu-cajazeira ».
Dans la mesure ou cette espéce n’a pas €té clairement identifiée botaniquement parlant, elle est
désignée dans la littérature par : Spondias sp ou Spondias spp (cf 2.1 Taxonomie). L’acronyme
« Sp » signifie que les auteurs ignorent encore 1’origine botanique et/ou manquent d’éléments
pour identifier précisément 1’espece. On désigne aussi « Spp » si ’on considére qu’il y a

plusieurs espéces ou sous especes mises en cause pour décrire 1’espece.

2.1 Taxonomie

Nous allons aborder les différents points de vue rencontrés dans la littérature concernant la
classification de I’arbre umbu-cajazeira : Spondias sp ou spp. Cette espéce est pour la premiére
fois nommée ainsi au début des années 1990 (10). Son fruit est associé a plusieurs noms
vernaculaires : « cajd-umbu », « cajarana do sertad » et « umbuguela ». Ceux-ci attestent d’une

certaine discordance quant a 1’origine botanique de cette espéce.

2.1.1 Description botanique

2.1.1.1 Umbu-cajazeira

Umbu-cajazeira ou Caja-umbuzeiro (11) est appelé ainsi pour décrire un arbre fruitier a
cime globulaire, un peu aplatie ; avec une hauteur pouvant atteindre 8 meétres et une

circonférence globale de 20 metres (Figure 2).

L’écorce externe est grise, fréquemment ondulée avec des fissures, la surface est
relativement lisse mais irréguliére et divisée en plagues rectangulaires. Leurs racines sont
tubéreuses adaptees aux climats arides grace a leur tissu aquifere. Les feuilles mesurent de 6 a

17 cm de long, de forme elliptique a ovale ; un pétiole de 1,7 a 5 cm de long. Le pétiole et le
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rachis sont glabres. L’inflorescence est terminale avec un pédicelle mesurant de 2,2 a 3,5 mm

de long. La période de floraison s’étale du mois d’Aoft a Février.

[Foto: PJ.S. Gondim, 2012

Figure 2. Umbu-cajazeira et ses fruits(12)

Les fruits, umbu-caja, sont de forme obovoide a subglobuleuse avec un apex obtus. Son
exocarpe est jaune a maturité, sa surface lisse et terne; son mésocarpe est epais et charnu;
I’endocarpe est non sclérifié (5). D’un point de vue botanique, on appelle donc ce fruit une baie,
contenant une graine que dans 10% des cas (13). Ainsi leur reproduction est asexuee la plupart
du temps, et laisse part a une certaine variété phénotypique et physico-chimique entre les fruits

des espéces présentes dans les régions littorales et continentales brésiliennes (12).

2.1.1.2 Cajarana do Sertad.

Dans la littérature, nous pouvons également trouver la description botanique de Cajarana
do sertad. Cette espece (ou sous espece) (11) est décrite comme un arbre fruitier xérophile un
peu plus petit (6 m de haut) que umbu-cajazeira, en revanche plus large : jusqu’a 25 m;
possédant quasi les mémes caractéristiques morphologiques que le précédent (Figure 3). Celui-
ci posséde des caractéristiques reduites de S. tuberosa. La différence majeure se situe au niveau
du fruit qui est plus rond et de couleur mature orangé-jaune comparé a umbu-caja qui lui, est

plus jaune. L’apex et la base sont arrondis a tronqués avec une surface lisse.
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Figure 3. Cajarana do Sertad et ses fruits (12)

2.1.2 Analyse chromosomique

Plusieurs auteurs s’accordent a dire que I’espéce Spondias sp. proviendrait de I’hybridation
entre S. tuberosa («umbuzeiro ») et S. mombin (« cajazeira») (10,14), d’ou son nom
vernaculaire : umbu-caja. Pour cela des analyses génomiques évaluant ces hybrides ont été

réalisées dont les conclusions de deux d’entre elles sont mentionnées ci-dessous.

La premiéere des analyses utilise des sondes fluorescentes in situ sur différents ARNTr. Les
caryotypes pour ces 3 especes ont éte realisés (Figure 4). Ces marqueurs n’ont pas révélé la
preuve évidente validant I’hypothése de I’hybridation. La paire de chromosome 11 et la position
préférentielle des bandes sur les bras longs au lieu des bras courts de ses supposés parents,

réfutent cette théorie d’une éventuelle hybridation (15).

Une étude genomique plus récente et plus précise (16), utilisant des techniques de PCR-
AFLP (polymorphisme de longueur des fragments amplifiés) avec des enzymes de restriction
EcoR1/ Msel sur le genre Spondias compare plusieurs especes dans 3 régions du nord-est
brésilien (dans la ville de Petrolina- Pernambuco (PE), Picos- Piaui (PI) et Senhor do Bonfim -
Bahia (BA)). Elle révele que Spondias sp (umbu-caja) possede une similitude entre S. mombin
et S. tuberosa a hauteur de 50%. Ce résultat laisse penser a une éventuelle hybridation entre ces
deux espéces. L’étude montre également une intra-variabilité présente chez les especes

Spondias sp et S. mombin, ce qui n’est pas le cas pour S. tuberosa.
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En attendant de plus amples recherches sur ces difféerents hybrides, on considéra Spondias
sp ou spp. comme des variants de S. tuberosa comme le suggére une revision récente de la

littérature sur le genre Spondias (5).

Figure 4. Caryogramme-FISH de S. tuberosa (A), S. mombin (B), Spondias sp. (C)
(Umbu-cajd) (15)

2.2 Aspect régional

2.2.1 Origine et localisation

L’arbre Spondias sp. se développe dans une écorégion bien particuliére du Brésil appelée
Caatinga. Située dans le nordeste brésilien, la Caatinga est considérée comme la région
possédant un climat semi-aride avec la plus grande biodiversité au monde (Figures 5 et 6) (17).
Les conditions météorologiques y sont bien particulieres avec une température moyenne de
26°C tout au long de I’année et d’importantes précipitations saisonniéres atteignant une
moyenne annuelle de 600 millimétre par an. Ce type de biome est présent exclusivement dans
cette région au Brésil, avec une surface d’environ 900 000 km2, recouvrant prés de la moitié de
la région du Nordeste. Il est localise entre les paralléles 2°54'S et 17°21', englobant les états de
Ceara (CE), Rio Grande do Norte (RN), Paraiba (PB), Pernambuco (PE), Alagoas (AL), Sergipe
(SE), sud-ouest de Piaui (PI), et une partie intérieure de Bahia (BA) et Minas Gérais (18).
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Figure 5. Région géographique de la Caatinga

Figure 6. Photographies de la Caatinga. A, B et C font réference aux régions forestieres alors que D, E
et F montrent une végétation arboricole dominée par les especes Cactaceae et Bromeliaceae (11)
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2.2.2 Exploitation et usages traditionnels

Le nord-est Brésilien est réputé pour son activité agricole intense. Grace a son climat
subéquatorial et ses nombreux fleuves jalonnant la région, une tres grande variété de fruits est
produite (mangue, ananas, fruit de la passion, goyave, cajou, acai, graviola, prune mombin,
umbu-caja, papaye, coco et raisin). Cette activité agricole représente un intérét économique
majeur. Pour exemple, I’état de Bahia est 1’un des plus gros producteur de fruit de tout le Brésil
avec pres de 4 millions de tonnes produit (en 2005) pour une surface d’exploitation de 293 200

hectares, rapportant 92,3 millions de dollars US en recettes d’exportation (14,19)

Historiquement, umbu-caja est utilisé pour ses propriétés gustatives et nutritives par les
populations locales. Son intérét agro-industriel est grandissant, de par son adaptation a des
climats multiples (aride, semi-aride, tropical) et un pourcentage de chair (pulpe) du fruit élevé
comparé aux autres fruits. Chaque année un arbre produit 3 a 6 kg de fruit en fonction de son
age (10,20).

Ainsi le fruit peut étre destiné pour la consommation directe, ou en jus, ou bien transformé en
patisseries, glaces et sorbets. (Figures 7 et 8). A savoir que la population brésilienne posséde
une certaine apétence pour les jus de fruits de par leur grande diversité et leurs propriétés

gustatives (21).

Figure 7. Confitures a base d'umbu-caja Figure 8. Fruits vendus sur un marché (22)

Les feuilles de ce spondias sont utilisées en médecine traditionnelle pour traiter
I’inflammation et des infections courantes. En effet plusieurs études ont recensé des composés
actifs dans les feuilles (23,24). Des huiles essentielles des feuilles contiennent notamment des
terpenes (B-Caryophyllene) connus pour lutter contre les rhumes gréce a leur action antiseptique
(25,26).
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2.3  Etude phytochimique du fruit

2.3.1 Caractéristiques physico-chimiques

Notez que la plupart des études réalisées ne prennent pas en compte les deux descripteurs
recensés pour Spondias sp. et spp. (27). Ainsi nous appelleront, quand cela est clairement défini,

les especes par leurs deux noms vernaculaires : umbu-caja ou cajarana do Sertéo.

2.3.1.1 Morphologie

Commencons par la description du fruit: son poids moyen et son diameétre varient
respectivement de 15 a 27 g et de 3,5 a 4,8 cm. Ces deux parametres sont bien évidemment
corrélés entre eux, en prenant en compte les différents 4ges de chaque collection d’arbre. On
peut distinguer une collection de fruit dans la région de Paraiba avec des valeurs moindres :
10,52 213,79 get 2,6 a 3,1 cm (12, 26, 27). La pulpe représente en moyenne 11,5 g du fruit et
sa peau 2,1 g ; cela varie en fonction de la maturité du fruit (30). Comme vu précédemment le

fruit est de forme variée et cela en fonction des régions de récolte (Figure 9).

Figure 9. Fruit de umbu-caja : (A) ovale; (B) piriforme; (C) rond; (D) obovoide(28)

2.3.1.2 Composants nutritifs

Les etudes physico-chimiques permettent d’analiser la teneur en sucre et I’acidité de la
pulpe du fruit ainsi que ses compositions nutritives. Les résultats des composants nutritifs sont

exprimés en pourcentage pour 100 g de pulpe (Tableau 2).

30 BONNARD
(CC BY-NC-ND 2.0)



Tableau 2. Composeés nutritifs présents dans la pulpe de Spondias sp. (29)

Teneur en eau (%) 91,3+0,57 Fibre brute (%) 1,36 £ 0,02

Proteine (%) 0,63 £ 0,005 Célcium mg/100g 12,25 + 0,05

Lipides totaux (%o) 0,11+0,01 Phosphore mg/100g 17,76 £1,0

Résidus a 600°C (%0) 0,99 £ 0,01 Fer mg/100g 0,59 £ 0,02
Totaux (%) 7,49 +0,11

Glucides non réducteurs (%) 3,20+ 0,11

Glucides Potassium mg/100g 44 +£0,04
4,12 £0,23
Glucides reducteurs (%)
*7,67 £ 3,34 (12)
0,56 £ 0,035
Amidon (%) Sédium mg/100g 40+£1,0
0,52 +£0,86 (12)

*Notons que umbu-caja aurait un pourcentage plus élevé en sucres réducteurs que cajarana
do Sert&o (7,67 g.100g™ en moyenne contre 4,12 g) (12) : umbu-caja

La concentration totale des solides solubles (en anglais « total soluble solids » -TSS),
permet de mésurer, a 1’aide d’un réfractométre, la teneur en sucre dans une solution contenant
majoritairement du saccharose. L’unité est le Brix, cela corespond a une échelle (0-100 Brix%)
basée sur la valeur de réfraction et la masse totale de solide dissoud d’une solution de saccharose

pure a 20°C. i.e : 60° Brix est équivalent a une solution contenant 60% de saccharose.

L'acidité totale (en anglais « Total titratable acidity » - TTA) est la somme des acidités
titrables lorsqu'on amene le pH a 7 par addition d'une solution alcaline titrée (31). Il est
important que cette valeur soit supérieure a 1 pour garantir une protection contre le
développement des micro-organismes ; ceci constitue un criétre important pour les industriels.
Le rapport de deux TTS/TTA permet d’évaluer la qualité¢ du fruit. En effet les industries
agroalimentaires (bresiliennes) préférerent un rapport a valeur positive et élevée définissant une

meilleure apétance (32).

Ces deux parameétres précédemment décrits ont été mesurés et figurent dans le Tableau 3 pour

trois especes géographiques différentes d’'umbu-caja.
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Tableau 3. Caractéristiques physico-chimiques de plusieurs échantillons de fruits matures
d’umbu-caja (28-30,32)

Parametre
TTA

ooty | TTS%
(pour 100.9™) (% dacide TTSITTA

°Brix
( ) citrique)

BREJO PARAIBANO (PB)
6°58° 12 S 11,86 + 2,29 1,05 £5,75 11,49 +#5,87 3,40 + 2,09
35°42° 15 W

MATA PERNAMBUCANA (PE)
70°4°50°° S 14,84 + 4,84 1,66 + 8,67 9,05+1,92 2,2 +£3,29
3506’30 W

SANTA TERESINHA (BA)
120 46 19" S 10,6 + 3,4 1,75 +2,85 715+345 2,85+145

39°31'22" W

Notons également que le degré de maturité du fruit influe sur les parameétres décrits
précédemment, en effet I’acidité diminue (TTA) alors que la teneur en sucre augmente (TTS)

avec le temps (33).

2.3.1.3 Composes volatiles

Dans cette sous partie nous étudions les composés volatiles dégagés par le fruit entier
(pulpe et peau). Apres avoir mixé, filtré et distillé le fruit entier de Spondias sp. les composants
les plus volatiles s’évaporent pour étre ensuite capturés et analysés a 1’aide d’une colonne a
chromatographie & phase gazeuse. Parmis toutes ces molécules volatiles, les composants
majeurs sont des terpenes (88%) et des esters comme 1’éthyl-butyrate (34). Une étude
complémentaire, incluant le facteur de maturité, référence ces composants (93 pics sur le
chromatogramme) a des stades de maturité différents. Au total 67 molécules sont clairement
identifiées dans le fruit & maturité moyenne avec 22,2 % de B-Caryophylléne (terpéne), 19,3 %
de 2-méthylbutanal et 18,6 % de 2-hexanol. Cependant au cours du veillissement du fruit, le B-
caryophyllene et le 2-hexanol diminuent (respectivement 14,1 et 15%) tandis que le
2-méthylbutanal augmente (28,4%). De nouveaux composants tels que 1’isomethyl butanoate,
2,5-dimethylfurane, 2-ethylfurane, 2-methyl-2-pentanol, 3-caréne et le 1-hexanol apparaissent
seulement au stade mature. Ceux-ci contribuent, avec le butanal, a I’apparition d’un ardme plus

fort tout au long du processus de maturation (35).
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On observe ainsi un grand nombre de composés chimiques qui appartiennent a plusieurs
familles chimiques dont des terpénes et aldhéydes majoritairement. Cette chimiodiversité est
due au métabolisme secondaire des veégétaux impliqués dans la survie, le développement et la

reproduction de ces derniers.

2.3.2 Activité anti-radicalaire

Par définition I’activité anti-radicalaire est la capacité de capter des molécules instables,
non appariées éléctroniquement comme les radicaux libres. Cette activité est principalement
dde aux vitamines C et E, aux polyphénols, et aux caroténoides chez les végétaux. Notons que
les polyphénols ont une activité plus importante dans cette fonction comparés aux autres
composants précédemment cités. Ceci s’explique par leur faible potentiel redox, capables de
reduire rapidemment les radicaux libres oxydants, et par leur grande variété et concentration

importante dans les fruits (36,37).

Les tests généraux présentés ci-apres permettent d’identifier 1’activité anti-radicalaire (anti-

oxydante) d’un extrait végétal et d’effectuer sa quantification.

2.3.2.1 Tests généraux

Plusieurs méthodes existent pour mesurer le pouvoir anti-radicalaire, ce sont toutes des
méthodes associées a des tests colorimétriques (ou d’absorbance UV-Visible) d’oxydo-
réduction. Parmi elles, nous pouvons identifier : FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant
Parameter), ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), ABTSe (sel d’ammonium de
I’acide  2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) et  DPPHe  (Diphényl-
picrylhydrazyle). Les deux derniers acronymes sont des méthodes utilisant les radicaux libres
énoncés entre parenthéses. FRAP, ABTS et ORAC sont utilisés généralement pour apprécier
I’activité des composants hydrophiles, a contrario du test au DPPH qui permet aux deux
propriétés (lipophile et hydrophile) d’étre évaluées. Les tests sont exprimés genéralement en
concentration équivalente de Trolox active (TEAC). Ce qui représente en pumol de Trolox
(analogue hydrosoluble de la vitamine E) D’activité anti-radicalaire équivalente dans une
certaine quantité (ici en gramme) d’échantillon (38). Cette quantité équivalente est détectée par

spectrophotométrie UV.

Une multitude de composants moléculaires ont une activité séquestrante au méme titre que

les radicaux libres, c’est la raison pour laguelle il est recommandé de coupler au moins deux

33 BONNARD
(CC BY-NC-ND 2.0)



méthodes pour un échantillon afin d’étre au mieux représentatif. Par exemple le test au DPPHe

est conseillé lorsque ’extrait posséde des molécules avec des groupements thiol (-SH), amine
(-NH) ou hydroxyle (-OH) (36).

L’activité totale est définie et souvent déterminée grace aux méthodes ABTS et ORAC

(Tableau 4). Dans la littérature on trouve pour des fruits matures, les valeurs suivantes :

Tableau 4. Activité anti radicalaire de plusieurs fruits de [’espéce Spondias (pulpe) (12)

Test

ABTS (mg.g* de ORAC (mM.g? | FRAP (mM.g*

Espéce VCEAC) TEAC) TEAC)

Umbu-caja 0,28 + 0,05 0,25 + 0,06

Cajarana do Sertao 0,46 + 0,06 0,84 + 0,04

0,18 @9 et 0,31 + 0,04 0,78 + 0,08 0,011 +0,00540

0,012 +0,00540

NB : le Trolox a été remplacé par de la vitamine C pour le dosage ABTS, les résultats sont
exprimés en VCEAC (Vitamine C équivalant)

Nous trouvons pour un méme test, des valeurs du méme ordre de grandeur entre umbu-caja
et cajarana do Sertdo; elles oscillent respectivement de 0,28 & 0,46 mg.g* VCEAC avec la
méthode ABTS et de 0,25 a 0,84 mmol TEAC.g*avec la méthode ORAC (12). Dans la mesure
ou ces résultats ont été obtenus avec des méthodes différentes (ABTS et ORAC) et que I’unité
de référence n’est pas la méme (TEAC et VCEAC), nous ne pouvons pas comparer les deux
méthodes ABTS et ORAC entre elles, pour un fruit donné.

En ce qui concerne la pulpe des espéces Spondias tuberosa (« umbu ») et Spondias mombin
(« caja ») des résultats sont obtenus par la méthode FRAP en utilisant la méme unité de
référence : le mol TEAC.g . Leur pouvoir antioxydant est respectivement égal a 11,64 et
12,64 +0,5 pmol TEAC.g (40). Les valeurs obtenues avec la méthode FRAP pour umbu sont

plus basses (facteur 10) que pour celles obtenues avec la méthode ORAC (méme unité). Cette
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derniere comparaison vient confirmer la différence de sensibilité quant a I’¢évaluation du

pouvoir antioxydant d’un extrait végétal.

2.3.2.2 Identification et quantification des composants antiradicalaires
Vitamine C (12,33)

Cette vitamine est un composé dérivé des itols (oses) aussi appelé acide ascorbique, c’est
une molécule hydrophile. Elle est présente dans la pulpe du fruit avec une concentration allant
de 3,6 2 16,4 mg (pour 100 g de pulpe de Spondias sp.). C’est une moyenne faible comparé aux
autres agrumes tels que le Citron ou 1I’Orange qui atteingnent 50 mg. Cependant, il semblerait

que Cajéarana do Sertad contienne plus de vitamine C : 33,07 a 38,19 mg.100g.* (12).

La maturité du fruit est également source de variabilité. En effet, un fruit totalement mar
aura un taux d’acide ascorbique plus bas (12,90 mg.100 g) qu’un fruit totalment vert (14,25
mg.100 g}), et qu’un fruit @ maturation moyenne (18,35 mg.100 g1) (33).

Caroténoides (12,19,41)

Formés grace a des sous unités d’isoprénoides, les caroténoides sont des molécules plutot
lipophiles. Dans les fruits d’'umbu-caja on retrouve 0,905 a 1,207 mg. 100g™* de caroténoides
totaux (TC) ; parmi eux sont présents comme molécules majeures : la zeaxanthine (0,802 mg.
100 g!) et la B-cryptoxantine (0,137 mg. 100 g1). Pour Cajarana do Sertdo nous obtenons un
TC de 0,5147 21,73 mg. 100 g* ; une étude a retrouvé jusqu’a 2,59 mg. 100 gt avec un mélange
de la pulpe et la peau du fruit. Tout comme umbu-caj, la zeaxanthine est le composant majeur
: 0,463 mg. 100 g2, suivi cette fois-ci du B-caroténe 0,279 mg. 100 g* et de la B-cryptoxantine
0,189 mg. 100 g*. Le B-caroténe et la B-criptoxantine ont une activité pro-vitamine A, cette

fonction les classe dans la catégorie des molécules précurseurs antioxydants.

Umbu (S. tuberosa) et Caja (S. mombin) ont également des concentrations similaires avec
umbu-caja (40), excepté une valeur de TC retrouvée pour umbu & 4,8 mg. 100 g (4 fois

supérieur) (42).
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Polyphénols (12,41,43)

Dans cette grande classe, ou le terme le terme « phénol » regroupe approximativement
1000 composes naturels identifiés, on distingue les familles des acides phénoliques,
coumarines, flavonoides, tanins condensés et des lignanes. Ce sont des molécules plutdt
hydrophiles, caractérisées par la présence d’au moins un noyau phénolique a 6 carbones, auquel
est directement lié au moins un groupe hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre fonction

éther, ester ou hétéroside (Figure 10).

HO

Acide hydroxy-4-cinnamique

OH Kaempférol
OH
0
0 OH
HO o
o]

Acide ellagique

Procyanidine

Figure 10. Formules chimiques de quelques polyphénols

Pour déterminer la teneur en polyphénol de la pulpe du fruit I’index du contenu phénolique
total (TPC) est utilisé, déterminé grace au réactif de Folin-Ciocalteu, et exprimé en mg
équivalent d’acide gallique (EAG) par gramme de fruit. Les différentes valeurs moyennes
retrouvées pour umbu-caja sont 29,63, 44,68 et 149,7 mg EAG.100g™. Tandis que pour cajarana
do Sertdo 26,87 et 36 mg EAG.100g*. Toutes ces valeurs sont du méme ordre de grandeur que
celle de S. tuberosa (umbu) : allant de 23,38 & 92,4 mg EAG.100g* (Tableau 5).

Les flavonoides donnent une coloration jaune au fruit (ici, la pulpe) et leur contenu en

flavonoide total (TFC) atteint 1,98 a 2,69 mg équivalent en quercétine (QE) pour 100 g* de
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pulpe de fruit pour umbu-caja et 3,17 mg QE. 100 g* pour cajarana do Sertio. Cependant une
étude a montré une valeur de 27,76 mg QE. 100g™ pour umbu-caja (19). Umbu (S. tuberosa)
posséde des valeurs comprises entre 2,69 et 6,9 mg QE.100g™! (Tableau 5).

Tableau 5. TPC et TFC de la pulpe sur différentes especes de Spondias

Test

TPC, Folin Ciocalteu (mg EAG.100 g1) TFC (mg QE.100 g%)

Espéce

Umbu-cajé 29,63 19, 44,68 (12 ¢t 149.7 ) 1,98 42, 2,69 3 et 27,76 19

Cajarana 26,87 12 et 36 (19 3,17 12
do Sertdo

22,38 12), 32,7 49 44,6 42 92 44 2,69 6,9 @2

La catéchine et I’epicatéchine sont des flavonoides retrouvés dans des jus et vins analises
par étude brésilenne réalisée en 2014, comptant parmi eux un extrait d’'umbu-caja (44). Nous
pouvons remarquer que la valeur la plus élevée du TPC parmi les différents extraits de jus de
fruit est obtenue avec le vin commercial de type Merlot (Figure 11). Notons que umbu-caja est
I’extrait le plus riche en polyphénol parmi les « vins » préparés par 1’étude. De plus des analyses

chromatographiques de ces jus ont permis de confirmer la présence de ces deux flavonoides.

Tous ces composes anti-radicalaires constituent un intérét majeur dans la consommation
de fruit et Iégumes pour I’Homme. En effet il est connu du grand public la nécessité de maintenir
un apport régulier d’au moins « 5 fruits et légumes par jour » pour étre en bonne santé (45).
Une multitude d’effets qualifiés de bienfaisants sont conférés a ce mode d’alimentation,
permettant de lutter contre le vieillissement, la fatigue chronique et d’autres maladies

notamment vasculaires.
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Figure 11. TPC de plusieurs jus de fruits exotiques et de vins commerciaux (44)
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3.  Le systéme cardio-vasculaire
3.1  Rappels anatomiques et physiologiques

3.1.1 Vaisseaux sanguins et pression artérielle

Ce systéme permet de transporter le sang et ses composants partout dans 1’organisme
alimentant les différents organes. Le corps humain est composé de deux grands types de
vaisseaux sanguins : le réseau artériel et le réseau veineux (Figure 12). Le premier est
caractérise par un flux sanguin pulsatile riche en oxygene (excepté pour les artéres
pulmonaires), expulsé du cceur pour atteindre les ramifications en aval (artéres, artérioles puis
capillaires). Le second possede un flux continu, pauvre en oxygeéne (sauf pour les veines
pulmonaires), se réunissant pour former des vaisseaux de plus gros calibre (veinules, veines)
pour atteindre le cceur et ses veines caves (46). A noté que les veines ont un plus gros diamétre

que les arteres.

Tunique interne: Tunique interne:

* Endothélium * Endothélium——
* Couche sous-endothéliale
Tunique moyenne
Tunique externe

Tunique moyenne-

Lumire /- Tunique externe —

Limitante
élastique interne

élastique externe

{ A

Figure 12. Différentes couches des vaisseaux : veine (a gauche) , artere (a droite) (47)

Les vaisseaux sanquins

o L'adventice est la couche la plus externe, composée d’un tissu conjonctif élastique. Des
petits vaisseaux (vasa vasorum) capillaires vascularisent la paroi. Des fibres nerveuses (para et
orthosympathiques) sont également presentes; les veines ne possédent que 1’afférence
orthosympathique. Dans les artéres de gros calibre, I’adventice et la media sont séparées par la

limitante élastique externe, une couche acellulaire élastique.
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o La couche moyenne appelée media est composee de collagéne et d'élastine, ainsi que
des cellules musculaires lisses (CML) permettant la vasoconstriction. On remarque que les

artéres ont une couche plus épaisse ; permettant une contraction plus forte que les veines.

o L'intima, étant la couche la plus interne, est tapissée par de I'endothélium vasculaire :
couche unicellulaire reposant sur une couche de tissu conjonctif. Cette couche est trés
importante, elle permet la synthese et la transmission de substances vaso-actives entre autres,
stimulant les CML (voir plus bas 3.1.2). Pour les artéres cette couche est séparée de la Media
par une limitante élastique interne. Les veines présentent la particularité d’avoir des valves a
I’intérieur de leur lumiére, cela permet un retour sanguin depuis les membres distaux. Ces

valves sont mises en cause lors des insuffisances veineuses.

La pression sanguine

Le flux présent a I’intérieur des vaisseaux exerce une pression contre les parois, pression
mesurée en millimétre de mercure (mm Hg). Les valeurs normales sont comprises entre 120-
140 mm Hg (systole) et 80-89 mm Hg (diastole). Les veines n’ont presque pas de pression au
sein de leur lumiere. Seul I’action des muscles squelettiques se contractant autour d’elles
permettent d’engendrer un retour sanguin jusqu’au cceur. C’est pour cela que pour la suite on
admettra que pression sanguine est confondue avec la pression artérielle (PA). D’un point de
vue physique, la pression artérielle peut étre reliée au débit cardiaque (DC) et a la résistance

périphérique des vaisseaux (RP) par la formule simplifiée suivante :

PA=DC x RP

Les artérioles sont les principaux déterminants de la RP (résistance offerte par I’ensemble des
artérioles systémiques) en fonction de leur diamétre qui peut varier trés fortement. Si le
diamétre diminue, la RP augmente. Deux autres facteurs rentrent aussi en compte dans la RP :
la viscosité du sang, si elle augmente, la RP augmente ; et la longueur totale des vaisseaux
sanguins, si elle est grande, la RP croit également. La régulation physiologique de la PA

s’effectue grace a plusieurs systemes dont les deux principaux sont (46,48) :

o Les Barorécepteurs (aortiques et carotidiens) via les centres bulbaires para et
orthosympathiques et les centres orthosympathiques médullaires vont diminuer ou augmenter
le tonus vasculaire ainsi que 1’activité du cceur. Cette régulation est réalisée en réponse a une

pression sanguine « mesurée » par ces barorécepteurs.
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o Le systéme rénine angiotensine aldostérone (SRAA) : C’est le rein qui a le réle de
régulateur de la pression sanguine ici, une baisse de la PA va activer le SRAA. La rénine
secrétée par le rein va catalyser la transformation d’angiotensinogeéne en angiotensine I qui sera
convertie en angiotensine Il par une enzyme pulmonaire (I’enzyme de Conversion). Cette
angiotensine Il agira sur les vaisseaux (via les récepteurs spécifiques AT2) ainsi que sur la
stimulation des glandes surrénales qui secréteront de 1’ Aldostérone (hormone augmentant la
volémie). On le reverra par la suite mais notons que le rein est a 1’origine principalement de

probléme d’hypertension secondaire.

3.1.2 Mécanisme endothélial et facteurs vasculaires circulants

L’endothélium posséde plusieurs fonctions physiologiques. Il contréle le tonus vasculaire,
il a un rdle dans 1’agrégation plaquettaire, 1’adhésion de cellules leucocytaires et dans la
fibrinolyse. 1l régule la perméabilité des vaisseaux sanguins, et participe a la libération de

diverses substances plasmatiques.

3.1.2.1 Principaux facteurs vasoconstricteurs

Physiologiqguement la Noradrénaline et 1’Adrénaline, via les récepteurs alpha-
adrénergiques, vont amorcer une vasoconstriction. L’ Angiotensine II via ses récepteurs AT2,
I’Endotheline-1 via ses récepteurs ET-A, les facteurs sécrétés par les plaquettes lors de
I’hémostase primaire (le PGF2a, le thromboxane et la sérotonine), ainsi que 1’histamine

relachée par les mastocytes contribuent a une contraction des CML.

3.1.2.2 Facteurs secondaires vasoconstricteurs

Ensuite il existe des facteurs secondaires conduisant a la vasoconstriction. lls agissent par
diminution quantitative des facteurs vasodilatateurs. Ce sont majoritairement les especes
réactives oxygenées (appelés ROS - Reactive Oxygen Species) synthétisées de facon endogene
par des enzymes dont la NADPH oxydase (voir plus loin 3.2.4.1). Les ROS favorisent
notamment 1’inactivation du facteur vasodilatateur oxyde nitrique (NO); et ont une double

particularité conduisant un phénomene de vasorelaxation (voir chapitre 3.3.2.2) (49,50).
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3.1.2.3 Facteurs vasodilateurs

Le principal composant vasodilatateur physiologique est le NO et qui est un radical libre
par définition. Petite molécule, elle diffuse a travers la paroi endothéliale pour aller activer la
formation de guanosine monophosphate cyclique (GMPc) dans les CML impliquant un
relachement musculaire. Elle posséde également d’autres roles au sein de I’endothélium (voir
partie I. 3.3.2.2). Cet oxyde nitrique est principalement synthétisé dans 1’endothélium par la

NO synthétase endothéliale (eNOS) a partir de 1’acide aminé la L-Arginine (Figure 13).

Le second composant vasodilatateur est le facteur hyperpolarisant dérivé de 1’endothélium
(EDHYf). 11 n’est pas encore bien caractérisé sur le plan biochimique mais il est responsable
d’une action hyperpolarisante locale via des canaux potassiques calcium dépendant a haute et
moyenne conductance (IKca, SKca) ou bien des jonctions gap, induisantune relaxation des
CML (Figure 13). Le nombre de jonctions gap est inversement proportionnel a la taille des

vaisseaux (51).

Enfin, le troisieme facteur vasodilatateur peut se décliner sous plusieurs formes dérivees
de I’acide arachidonique (AA) telles que la Prostacycline Gl. (PGl2), et des prostaglandines
(PGE2...), synthétisées par la cyclooxygénase de type 2 (Cox-2). lls vont augmenter la
formation d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) dans les CML et provoquer le
relachement musculaire (Figure 13). Dans certaines conditions la PGIl, peut favoriser la
vasoconstriction. D’autres substances comme le peptide natriurétique atrial, la bradykinine,
I’acétylcholine exercent leur action vasodilatatrice de fagon indirecte via une réponse

endothéliale accompagnée d’une sécrétion de NO (52).

Cellule Endothéliale i

Jonctions gap
myonendothellales

Hyperpolarisation G rrre

I Relaxation

A GMPc

Figure 13. Principaux facteurs vasodilatateurs communicant entre [’endothélium et les CML
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3.2 L’hypertension artérielle

3.2.1 Définition

L’hypertension artérielle (HTA) est définie par une trop forte pression sanguine et ceci de
maniere permanente contre les parois artérielles. Elle doit étre confirmée par au moins 3
consultations médicales consécutives sur une période de 3 a 6 mois. Les valeurs seuils sont de
140 mm Hg pour la pression systolique et 90 mm Hg pour la diastolique selon la fédération
francaise de cardiologie (voir Tableau 6).

Tableau 6. Valeurs et classification de [ ’'hypertension artérielle (53)

Risque d'accident

Définitions Systolique Diastolique cardiovasculaire*
Tension optimale <120 <80

Tension normale 120-129 80-84

Tension normale élevée 130-139 85-89 <15%
Hypertension légére 140-159 90-99 15220%
Hypertension modérée 160-179 100-109 20a30%
Hypertension sévere > 180 >110 >30%

*Risque de faire un accident cardiovasculaire dans les 10 ans (hommes de plus de 45 ans et femmes
de plus de 55 ans)

3.2.2 Epidémiologie

L’HTA est un facteur de risque (FDR) majeur provoquant 1’apparition de maladies
cardiovasculaires (MCV) comme I’accident vasculaire cérébral, 1’insuffisance cardiaque ou
bien coronaires aigties. L’HTA est d’autant plus grave qu’elle est associée a d’autres facteurs
de risque tels que le diabéte, 1I’hypercholestérolémie-LDL, le tabac, 1’obésité, et 1’absence
d’exercice physique. Avec un moindre degré : I’age, le sexe masculin et les antécédents

personnels et familiaux sont également des facteurs de risques des MCV (45, 51, 52).
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En 2012, 17,5 millions de personnes mourraient de MCV et selon les projections de ’OMS
(Organisation mondiale de la Santé) ce chiffre atteindrait 27 millions en 2030. C’est pourquoi
il est important d’agir sur les FDR majeurs tels que ’'HTA. C’est ce que des pays comme la
France (Fr) ou le Brésil (Br), semblent avoir pris conscience de cet enjeux sanitaire majeur. En
effet, la mortalité due aux MCV a diminué entre 2000 et 2012 : respectivement de 131,2 a 85,6
(Fr) et 288,8 a 214,2 (Br) morts pour 100 000 habitants.

Malgré tout, les MCV restent la 2°™ cause de décés en France en 2012, et la premiére au
Brésil en 2015, selon les dernieres données épidémiologiques disponibles et vérifiées au cours
de I’année 2016 (56,57).

3.2.3 Etiologie et facteurs de risque

Comme pour bon nombres d’autres pathologies, aucune cause directe n’est retrouvée quant
a ’origine de son développement, dans ce cas I’hypertension artérielle est dite « essentielle ».
Cependant de nombreux FDR sont connus pour augmenter cette HTA : le surpoids, I’absence
d’activité physique ou I’alimentation et en particulier I’excés de sel, le diabete sucre, le stress.
Des maladies du rein et des arteres rénales (sténose), des glandes surrénales ou de maladies
hormonales peuvent, dans 10% des cas, provoquer une hypertension artérielle dite
« secondaire ». Et plus exceptionnellement (< 5% selon les auteurs), I’HTA est dite
« familiale » résultant d’une mutation génétique et impliquant les récepteurs a I’angiotensine

AT1 et AT2 (45, 51, 52).

3.2.4 Altérations vasculaires

L’HTA est connue pour étre a I’origine d’une hausse de la vasoconstriction sous-jacente a
une altération de ’endothélium. La compliance des vaisseaux, notamment celle des artéres se
verra fortement diminuée. Plusieurs mécanismes sont en mis en jeu tout particulierement ceux
associés a la création d’un stress oxydant qui augmente les ROS dans 1’organisme. Ces ROS
ont un réle primordial dans le développement des MCV (artériosclérose, insuffisance cardiaque,
HTA, AVC) en abaissant la biodisponibilité du NO dans les vaisseaux et les reins (58-60). Ils
provoquent également un effet sur la croissance des CML et leur différenciation, un
remaniement de la matrice-extra cellulaire, ainsi qu’une stimulation de molécules telles que les

kinases et des genes pro-inflammatoires (Figure 15). Tous ces changements physiologiques et
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biochimiques participent et alimentent ce « stress oxydatif », impliquant une augmentation de

la concentration en ROS dans les cellules (61).

On retrouve ce phénomeéne oxydatif dans plusieurs modeles d’animaux hypertendus. Les
concentrations de ROS sont augmentées chez ces animaux, comme les rats SHR (spontanément
hypertendus par croisements génétiques) et DOCA-salt (administration de Deoxycorticosterone

+ uni-néphrectomie), par rapport aux valeurs mesurées chez les animaux normaux-tendus (62).

3.2.4.1 Généralités sur les radicaux libres

Les ROS, sont des espéces chimiques tres fugaces, produites par des réactions d’oxydation-
réduction, a 1’égal du dioxygeéne (O2) oxydée en eau (H20), par des successions de réactions

avec des molécules instables comprenant un électron non appariés (Figure 14) :

£
D: —_— D:- —_— ]'].3D3 —_— I._.:'[-E " ]]3D+L:Il

Figure 14. Dérivés réactifs de I'oxygéne

Les principaux radicaux sont 1’anion superoxyde (O2°), le radical hydroxyl (OH*) et I’oxyde
nitrique (NO). Les autres ROS comme le peroxyde d’hydrogene (H202), le peroxynitrite
(ONOO?), le dioxyde d’azote (NO2) ne sont pas considérés comme des radicaux libres mais
comme des radicaux ayant des pouvoirs oxydants importants. Des systémes enzymatiques
permettent d’éliminer et d’éviter un surplus de ces ROS. 1l s’agit de la superoxyde dismutase

(SOD), la catalase ou bien la glutathion peroxydase (52).

3.2.4.2 Origine des especes radicalaires

La production radicalaire endogéne est assurée par des enzymes également : les NADPH-
oxydases (Nox), les xanthine-oxydases (XO), les cyclo-oxygénases (Cox), les lipoxygénases,
le cytochrome Paso (CYP450) et les enzymes mitochondriales de la chaine respiratoire. D’autres
facteurs exogeénes sont vecteurs de ROS comme les rayons UV, le tabac, les poussiéres fines

(amiantes, charbon...) et I’effort physique intense, ainsi que 1’age (58, 60, 61).
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3.2.4.3 Situation pathologique

Les conséquences majeures de I’action de ces molécules oxydantes (ROS) sur
I’endothélium sont trés préjudiciables, que ce soit au cours de la genése, ou lors de I’installation
chronique des altérations cellulaires. Toutes les fonctions biologiques normalement
responsables d’un équilibre entre les différents systémes seront in extenso perturbées. C’est ce

que montrent les effets des ROS sur le NO (Figure 15).
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Figure 15. Action des ROS sur les fonctions physiologiques du NO et ses conséguences sur
[’endothélium et les cellules musculaires

Le monoxyde d’azote normalement régulateur des fonctions d’adhésion cellulaire,
d’agrégation plaquettaire, sera dégradé : processus qui va favoriser une augmentation de la
perméabilité endothéliale. Par conséquent une breche pourra se former, propice aux dépdts de
LDL-cholestérol et créant un phénomene inflammatoire qui peut mener a une prolifération des
CML et aboutissant jusqu’a la formation d’une plaque athérosclérotique. Des migrations
cellulaires modifieront 1’architecture du vaisseau notamment a cause des metalloprotéases
matricielles. Ainsi I’endothélium ne sera plus capable de remplir correctement ses fonctions de
régulation de la PA (62, 63). De plus le NO sera oxydé en ONOO qui aura pour action (a haute
concentration) de stimuler la formation de ROS via le découplage de (e)NOS (uncoupled-NOS)
et d’inhiber la SOD, la Guanylate Cyclase soluble ainsi que la prostacycline synthase (67). Tous
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ces mécanismes pourront conduire a un vieillissement prématuré et/ou une HTA essentielle
(68). Tout comme le NO, I’EDHF et ses canaux potassiques seront altérés structurellement par
les ROS provoquant une baisse d’activité de la voie de signalisation vasodilatatrice des cellules

endothéliales médiee par les CML (69).

Notons que ce sont les mémes enzymes (XO, Nox, Cox, CYP450...) qui synthétisent les
ROS aussi bien en situation pathologique qu’en situation normale physiologique. 1l se crée dans
certaines conditions (faible apport en L-arginine et/ou en cofacteur BH4) un phénomeéne appelé
« uncoupled-NOS » qui paradoxalement, impliqgue eNOS synthétisant ONOO?® a la place du
NO*. De plus nous pouvons remarquer que les ROS augmentent quantitativement avec 1’age
(61, 67). En effet chez les rats SHR et DOCA-salt, I’activité des XO et du phénoméne
uncoupled-NOS sont exacerbés (71,72). Enfin il semblerait que les Nox activent également la
production enzymatique radicalaire par la XO et le phénoméne uncoupled-NOS précédemment

décrite.

Ainsi, de par la multitude d’isoformes de Nox (Nox1, 2, 3, 4, 5 et Duox let 2) dans le corps
humain, le cceur du processus de genése des ROS, au cours d’un stress oxydatif, implique
majoritairement cette enzyme (Figure 16). Parmi elles, les isoformes 1&4 des Nox sont
majoritairement présentent dans les vaisseaux sanguins. Elles répondent a plusieurs facteurs
comme le PDGF, EGF, TGF ; aux cytokines (TNF, IL-1) ; aux forces mécaniques (étirements,
contraintes de cisaillement) ; a des états métaboliques (hyperglycémie, hyper-insulinémie, taux
d’acides gras libres) ; et a des agonistes des récepteurs couplés aux protéines G (sérotonine,

bradykinine, endothéline, angiotensine Il et thrombine) (67, 70).
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Figure 16. Implication des Nox dans le mécanisme pro-oxydant (74)
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3.2.5 Traitements actuels contre ’HTA

L’arsenal thérapeutique contre ’HTA se compose de plusieurs familles médicamenteuses.
Sachant que la pression artérielle est égale au produit du débit cardiaque et de la résistance
périphérique (PA = DC x RP), ces familles agissent sur un ou deux de ces parameétres (75-77).

¢ Les diurétiques agissent sur le rein. Leurs mécanismes d’action se résume a une
augmentation de 1’excrétion sodée (diminution de la RP). Parmi eux, on compte les thiazidiques
et apparentés, les « épargneurs potassiques », les diurétiques de 1’anse de Henlé et les

antialdostérones.

¢ Les inhibiteurs adrénergiques bétabloquants comme le propanolol ou le bisoprolol
diminuent le DC. Cette seconde molécule présente une « cardiosélectivité » (elle se lie
préférentiellement aux récepteurs Béta 1), et limite ainsi les effets secondaires, notamment
bronchiques, dus a la stimulation des récepteurs Béta 2. Avec ces inhibiteurs, la composante

débit cardiaque de la PA est diminuée.

¢ Les Inhibiteurs calciques sont, eux, séparés en 2 groupes : les dihydropyridines (DHP)
et les non-dihydropyridines (non-DHP). Les DHP ont une plus grande sélectivité vasculaire. lls
inhibent la contraction des CML et du muscle cardiaque en agissant sur le canal calcique de
type L voltage-dépendant. Citons parmi eux : amlodipine, nicardipines comme DHP et
vérapamil, diltiazem comme non-DHP. Avec ces inhibiteurs, la composante débit cardiaque de

la PA est diminuée.

¢ Les inhibiteurs de I’enzyme de conversion (IEC) empéchent la formation de
I’angiotensine 11 vue précédemment (chapitre 3.1.2.1). Ce sont des prodrogues liposolubles de
la molécule active, qui sont généralement bien absorbées par les tissus. Citons ramipril,

captorpril comme molécules utilisées.

¢ Les antagonistes des récepteurs de I’angiotensine II (ARA II) encore appelés « Sartans »
bloquent de fagon compétitive les récepteurs AT1 et completent I’action des IEC. Nous avons

Losartan, Candésartan ou bien Olmésartan.

¢ Les alpha-bloquants périphériques inhibent 1’action de la noradrénaline par leur activité
antagoniste des récepteurs alpha-1- noradrénergiques postsynaptiques périphériques. 1ls ont

une efficacité équivalente aux diuretiques, et parmi eux citons prazosine et térazosine.
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¢ Les antihypertenseurs centraux agissent au niveau du systeme nerveux central
sympathique. lls sont de moins en moins utilisés car ils créent une hypotension orthostatique

chez le sujet agé. Clonidine, Méthyldopa font partie de cette famille.

¢ Les vasodilatateurs artériolaires agissent directement sur les récepteurs alpha
adrénergiques en tant qu’antagoniste. Parmi eux, citons prazosine et hydralazine. Mais
aujourd’hui, on leur confére d’autres indications que I’HTA, comme pour la prazosine :
I’insuffisance ventriculaire gauche congestive ou le traitement symptomatique du syndrome de
Raynaud (78).

En dépit de I’efficacité clinique des molécules actuellement utilisées quant au traitement
de ’HTA, celles-ci n’agissent que sur les mécanismes symptomatiques de I’HTA comme la
rétention hydrosodée, 1’activité orthosympathique, les prédispositions génétiques (ATI1 et
AT2). Soulignons que ces actions thérapeutiques n’opérent pas sur les effets délétéres du stress
oxydatif au sein de I’endothélium vasculaire. Ce stress représente le cceur du probléme, initiant
et/ou perpétuant le phénoméne d’HTA. C’est pourquoi il semble intéressant d’étudier

I’utilisation des antioxydants qui sont par définition des espéces anti-radicalaires.

3.3 Rales des antioxydants dans la santé humaine : cas des polyphénols

Dans la partie 1. 2.3.2 nous avons défini les différentes molécules anti-radicalaires pouvant
étre retrouvées dans les fruits et dans ceux de Spondias sp. plus particuliérement. Il s’agit de

préciser maintenant le lien entre ces molécules et leurs actions sur le systeme cardiovasculaire.

3.3.1 Généralités

Une multitude d’études ont montré les bienfaits des molécules antioxydantes pour
I’homme. Leurs propriétés anti-cancéreuse et anti-apoptotique, leur efficacité contre les MCV,
et les maladies neurodégénératives en font des molécules dignes d’intérét (79,80). Parmi les
molécules antioxydantes présentes dans 1’alimentation humaine, les polyphénols et plus
particulierement les flavonoides (Figure 17) sont considérées comme composés majoritaires
(81).
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Chague jour un adulte ingére prés d’un gramme de composants polyphénoliques, cela est
respectivement 100 fois plus que pour la vitamine C, E et les caroténoides (82). Cependant la
biodisponibilité de ceux-ci est assez faible : environ 5% de la quantité absorbée se retrouve dans
le sang (pour la vitamine C, ce chiffre peut atteindre 80 % et plus) (83). Leurs principales
sources sont les fruits, les jus de fruits et boissons dérivés tels que le thé, le café et le vin rouge.
Les légumes, céréales, féves et chocolat contribuent également a [’apport général de

polyphénols dans I’organisme (84).
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Figure 17. Répartition moyenne des principaux types de polyphénols dans I’alimentation
humaine journaliére (en mg pour 100g de fruit) (82)

Plus particuliérement, les polyphénols contenus dans le vin seraient a 1’origine d’une faible
incidence des MCV dans les pays méditerranéens. C’est ce qui a été initialement montré par
une grande étude épidémiologique « WHO-MONICA » menée par 1I’Organisation Mondiale de
la Santé (WHO en anglais) dans les années 1980. Cette cohorte a permis de définir le « French
paradox », en mettant en évidence un faible taux de mortalité concernant les MCV en France
comparé aux pays Nordiques. Ce gradient Nord-Sud a méme été démontré a I’intérieur de la
France (des taux de mortalité différents entre Lille et Toulouse, en faveur du gradient Nord-
Sud). Par la suite on a défini le régime méditerranéen et crétois, riches en polyphénols végétaux,
avec ou sans consommation de vin ; abaissant les maladies coronariennes et plus généralement
les MCV (85-87). Ces modes d’alimentation ont une action bénéfique : ils agissent contre
I’oxydation en protégeant les lipoprotéines de faibles densités (LDL-cholestérol) diminuent

I'agrégation plaguettaire et inhibent la prolifération des CML vasculaires (88-90).
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En dépit de leur grande distribution au sein du regne vegétal, les effets cardiovasculaires
des polyphénols ne furent guére étudiés avant les années 1990. On peut évoquer leur grande
complexité et leur diversité de structures comme facteurs limitants au développement de leurs
études. Les premiéres études de 1995, mettent en évidence leurs « possibles » effets
cardiovasculaires ; et ce n’est qu’en novembre 2004 que la premiére conférence internationale
sur les Polyphénols et la Santé eut lieu (Vichy, France). Plus de 30 pays étaient présents et se
sont mis d’accord sur les effets in vitro et in vivo potentiellement retrouvés chez 1’animal a des
doses trés supérieures au régime alimentaire humain. Un des objectifs était d’approfondir les
études cliniques et épidémiologiques chez ’homme afin de confirmer les effets retrouves chez
I’animal (91).

3.3.2 Polyphénols et endothélium

Premiérement, il faut garder en téte que cette famille de molécules est tres grande et
comporte plusieurs sous-familles dont quelques unes sont représentées sur la Figure 18. Leurs
mécanismes d’action peuvent étre différents selon ces diverses sous-familles ou sous classes
(81).
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Figure 18. Classification sommaire des polyphénols

La littérature décrit un grand nombre de polyphénols provenant du vin et/ou certains fruits
ayant une action chez le rat in vivo et ex-vivo. En revanche, aucune donnée n’est encore

disponible sur le genre Spondias.
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Des résultats provenant d’études sur le vin, ont montré que plus les polymeres de procyanidine
(tanins condensés) ont un degré de polymérisation éleve, plus leur activité antioxydante est
importante (92). Dans ce sens, les dimeres possédent une activité antioxydante plus marquée
comparée aux acides phénoliques simples (93). Certains polyphénols ont une activité supérieure
a d’autres, c’est le cas dans la famille des flavonoides, ou la quercétine posséde une activité
supérieure a celles de la rutine et de la catéchine (94,95). De plus, on note une action synergique
entre eux : leur activité antioxydante est d’autant plus importante avec un mélange de plusieurs

types de polyphénols qu’avec un type isolé (96).

Notons que les polyphénols du vin et/ou d’autres fruits et jus de fruits entrainent une
vasodilatation endothélium-dépendant via le facteur NO et ’EDHF chez le rat (97-100).

3.3.2.1 Mécanisme impliquant les propriétés antioxydantes (chez le rat)

Les polyphénols ont un pouvoir antioxydant leur permettant de contrer 1’action néfaste des
ROS et in fine le stress oxydant. Leurs modes d’action peuvent se décliner selon quatre
mécanismes principaux : le piégeage direct des ROS; I’inhibition des enzymes génératrices de
ROS ; la chélation des ions de métaux, responsables de la production des ROS ; I’induction de

la biosynthése d’enzymes antioxydantes.

Le premier mécanisme d’action, piégeant directement les ROS, peut se résumer par

I’équation suivante :

Ar-OH+ X° —»  Ar-0" +XH

Ar-OH représente un polyphénol sous forme réduite ;
Ar-0O° : un polyphénol sous forme oxydée ;

X*® : une ROS ; XH une ROS neutralisée sous forme réduite

Les polyphénols interagissent également avec d’autres types de molécules comme les
facteurs d’adhésion vasculaires : VCAM-1 et ICAM-1; ils diminuent leur activité biologique.
Ils inhibent par ailleurs I’activation du facteur nucléaire NF-kB, atténuant 1’expression des
matrix métalloprotéinase-9 (MMP-9), cyclooxygénases (COX)-2, et le macrophage chemo-
attracteur protéine-1 (MCP-1) (Figure 19). Ceci a été observé pour le resvératrol et la quercétine

chez les rats hypertensifs et sur des cellules vasculaires humaines (99, 100).
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On retrouve la quercétine et la théaflavine comme facteur abaissant significativement le stress
oxydatif par activation des enzymes détoxifiantes (SOD, CAT, GPx et HO-1) et une régulation
positive de 1’eNOS. Elles inhibent la MMP-2 et réduisent également les quantités des ions
superoxydes, de la prostaglandine Fo-isoprostane (F2-iso), et des leucotrienes B4

extracellulaires (103).

D’autres études montrent que les polyphénols agissent également contre les enzymes NOX et

réduisent les facteurs inflammatoires diminuant ainsi le risque d’artériosclérose (70,104-107).

3.3.2.2 Mécanisme impliquant les propriétés pro-oxydantes (chez le rat)

Tandis que les propriétés antioxydantes des polyphénols corroborent I'nypothése d'un réle
positif dans la nutrition humaine et la prévention de maladies, certains auteurs invoquent
I'activité pro-oxydante de ces composés in vitro (108). La signification biologique de ces effets
pro-oxydants est dépendante de la présence d’ions ferriques libres, c’est-a-dire non liés aux
protéines. Ainsi par leur effet pro-oxydant, les polyphénols peuvent endommager des

biomolécules comme I’ADN, les lipides et autres.

Paradoxalement, une légére augmentation locale des ROS, témoignant d’un phénoméne pro-
oxydant, peut stimuler la libération de NO (98). Les deux principales voies impliquant ce
phénomeéne pro-oxydant incluent le Plsk/Akt/eNos et Plsk/Akt/EDHf (Figure 19). Ce sont deux
mécanismes reliés par un phénomene de réduction-oxydation activant la voie Plsk/Akt. Ce
couple de kinases stimule ensuite I’EDHf ainsi que la phosphorylation d’eNOS au niveau de la
sérine 1177. Cette stimulation implique également la kinase p38 MAPK qui régule positivement
ces deux voies (102, 103) (Figure 19).

En paralléle, les polyphénols provoquent une augmentation intracellulaire du calcium (Ca?*)
dans I’endothélium. En ce sens, deux études reportent I’effet de la delphinidine (une
anthocyane) et I’apigénine (une flavone) sur I’augmentation du Ca®* libre dans des cultures de
cellules endothéliales. Cela va activer I’eNOS et les canaux potassiques IKca et SKca et
provoquer un relachement des CML (104, 105) (Figure 19).
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Figure 19. Représentation synthétique de [’action vasodilatatrice médiée par les Polyphénols -

Oxyde Nitrigue (NO); le facteur hyperpolarisant dérivé de I’endothélium (EDHf); molécule
d’adhésion aux cellules vasculaires-1 (VCAM-1); molécule d’adhésion intercellulaire-1
(ICAM-1); facteur nucléaire-kB (NF-kB); matrix metalloproteinase-9 (MMP-9);
cyclooxygénase (COX-2); macrophage chemoattractant protein-1 (MCP-1); oxyde nitrique
synthase endothéliale (eNOS); superoxyde dismutase (SOD); catalase (CAT); heme oxygénase
1 (HO-1); glutathion peroxydase (GPx); F2-isoprostane (F2-iso); leucotriene B4 (B4);
phosphoinositide-3 kinase (PI3K)/Akt; p38 protéine kinase activée par les mitogénes (p38
MAPK).

3.3.3 Etudes chez ’Homme

Tous les mécanismes précédemment décrits impliquent des polyphénols provenant de
facon majoritaire du vin et conferent a cette boisson des effets vasoprotecteur et

antihypertenseur.

Il s’avére que les polyphénols d’autres sources végétales comme Crataegus. sp diminuent la
pression artérielle et ceci proportionnellement a leur quantité ingérée (106, 107). Pareillement,
le thé abaisse respectivement de 0,46 et 0,98 mm Hg la PA (p-value < 0,05) chez I’homme et
la femme (115). Une récente étude démontre les effets antihypertenseurs de 1’acai (Euterpe
oleracea Mart) ingérée quotidiennement a une dose élevée (109, 110).
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D’autres études cliniques ont essayé de confirmer ces actions, nonobstant certaines d’entre elles
n’ont pas réussi a démontrer une amélioration des fonctions cardiovasculaires et en particulier
une baisse de la PA (118-123). Les raisons de ces résultats discordants sont encore en cours de
discussion mais elles sont probablement dues a I’hétérogénéité des études cliniques de par leur
construction et leur réalisation. On peut évoquer aussi ’immense diversité des polyphénols

présents dans les végétaux (ou boissons testes) sur le plan aussi bien quantitatif que qualitatif.

Evoquons aussi le fait que certains polyphénols agissent préférentiellement en activant une voie
plus qu’une autre, pour permettre une vasodilatation. Comme le montre une étude sur un vin

brésilien impliquant des cellules endothéliales in vitro (98).

Ainsi, dans le but d’évaluer au mieux les effets potentiels des polyphénols sur
I’endothélium de plus amples études sur une plus longue durée sont nécessaires (124). D’autant
plus que les polyphénols ne sont pas les seuls responsables d’une action vasoactive, c’est ce
que I’on remarque lors d’un régime alimentaire dit de type « méditerranéen ». En effet les
caroténoides, la vitamine C et autres antioxydants apportés par ce type de régime interagissent
avec le systeme cardio-vasculaire lors d’un stress oxydant, diminuant les ROS. Cependant les
mécanismes de ces deniers ne sont pas trés bien connus (125). On peut mentionner 1’action de
certains caroténoides identifiés, comme le lycopéne, qui ont pour effet de diminuer I’activité de
I’THMG-coA réductase productrice de LDL-cholestérol dans des cellules macrophages, pouvant

ainsi prévenir le phénomeéne d’athérosclérose (126).

C’est en tenant compte des études déja réalis€es et des résultats obtenus sur 1’évaluation de
certains polyphénols que ce soit sur le modéle animal ou directement chez I’Homme, que les
expériences menées sur 1’exocarpe du fruit de Spondias sp vont étre définies dans la partie

suivante.
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Partie Il : Matériels et Méthodes
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1. Obtention de I’extrait méthanolique a partir d’exocarpe d’umbu-caja

1.1 Matiere premiére

Les fruits utilisés ont été achetées au marché central de Jodo Pessoa — Paraiba (Brésil). lls
proviennent de la région de Baia da Traicdo a Mamanguape — Paraiba a 50 km au nord de Joéo
Pessoa mais il n’est pas exclu que certains marchands possédent des fruits venant de régions
plus éloignées. Ainsi l'origine géographique des fruits peut varier selon les fournisseurs, allant
de I’état de Bahia (12°00'S 42°00'W) jusqu’au Ceara (05°00'S 40°00'W). 11 a été nécessaire
d’étre attentif a la provenance et a 'uniformité des fruits achetés. Des fruits a maturation

moyenne ont été choisis pour cette étude.

1.2  Etapes d’obtention de I’extrait d’exocarpe

Pour cette etape d’extraction, nous utiliserons un lyophilisateur : LABCONCO Freezone
(Kansas City, MO, USA), un mixeur ménager, des ustensiles de cuisine (éplucheur a légumes,
couteau d’office), un mortier et son pilon, un tamiseur industriel, un bain a ultrasons, un
évaporateur rotatif (Rotavap®) et enfin un systéme de filtration sous vide avec un entonnoir
Biichner®. Toutes les étapes ont été réalisées a I’abri de la lumiére du soleil pour ne pas dégrader

les composants photosensibles.

Premiérement, le fruit est lavé a 1’eau puis pelé. La peau obtenue est ensuite lavée une
deuxiéme fois pour se débarrasser des résidus de pulpe. Les pelures sont laissées immergées
pendant 15 minutes dans une solution a 9,6 % d’hypochlorite de sodium (10 mL) et d’eau
osmosée (1 L), afin de se débarrasser des microorganismes résiduels. Cette opération de
nettoyage nécessite 1 L de solution précédemment décrite pour 1’équivalent de 1 kg d’exocarpe
de fruit. Enfin, les échantillons seront lavés une derniére fois a I’eau osmosée, séchés a 1’air
30 minutes, puis congelés a -80°C. Ces pelures subissent un cycle de lyophilisation pendant 24
h afin de retirer I’eau résiduelle. A la fin de ce cycle on obtient des peaux déshydratées et
totalement rigides. Celles-ci sont ensuite mixées et broyées et réduites en poudre grossiere.
Ainsi, la poudre va étre homogénéisée grace a un tamiseur industriel en utilisant un tamis avec
un criblage de 0,35 mm pendant 5 minutes pour chaque échantillon (Figure 20). On élimine
alors les résidus mucilagineux restant sur le tamis. 1l est possible de re-triturer la poudre qui
n’est pas passée a travers le tamis, afin de s’assurer de ne pas perdre quelques milligrammes

d’échantillon.
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Figure 20. Mise en forme de [’extrait : trituration (a gauche), tamisage (a droite)

Dans un second temps, cette poudre de couleur jaune/orangé va étre dissoute dans une
solution hydro-méthanolique (50/50 en volume) a une concentration de 100 g.L . L’eau utilisée
est de I’eau ultra-pure obtenue par osmose inverse (Milli-Q, Millipore, Sdo Paulo, SP, Brésil).
Gréace a un bain a ultrasons, on obtient une solution limpide lIégérement orangée qui, ensuite est
filtrée et évaporée sous vide a 40°C pour ne pas dégrader les composants chimiques,
phénoliques notamment. Une fois 1’alcool évaporé, il reste un extrait aqueux deux fois plus
concentré. Enfin, cet extrait est lyophilisé durant un autre cycle de 24 h et il en résulte une
poudre composée de gros cristaux jaunes vifs a ocres qui sont conservés au sec et a -20°C

jusqu’a utilisation.
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2.  Analyse phytochimique de I’extrait hydro-méthanolique

Nous nous attacherons ici a décrire les méthodes mises en place afin d’identifier quelques

familles d’espéces chimiques leurs propriétés physicochimiques associées.

2.1  Tests généraux

2.1.1 Pouvoir antioxydant: DPPH

L’activité du radical libre DPPH est exploitée dans une des méthodes les plus utilisées dans
le laboratoire pour évaluer la capacité antioxydant d’un composant chimique. Ce test au DPPH
est réalisé en suivant la méthodologie décrite par Brand-Williams et al. (1995). Le radical DPPH
posséde des cycles aromatiques et absorbe de fagon maximale des longueurs d’onde comprises
entre 515 et 520 nm. Nous mesurons 1’absorbance grace a un spectrophotomeétre UV-vis
(Shimadzu 2550). La diminution de I’absorbance traduit la dégradation des radicaux DPPH par
une molécule antioxydante telle que les polyphénols, identifiables a la molécule AO-H dans la
Figure 21. Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé,

les résultats sont souvent rapportés a un antioxydant de référence comme le Trolox.
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Figure 21. Spectres d'absorption du DPPH sous la forme réduite (en jaune) et oxydée (en
rose) (38)
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Les quantités suivantes sont préparées afin de réaliser ’essai au DPPH : 12,5 mg de Trolox
pour 50 mL de méthanol, 4 mg de DPPH dans 100 mL de méthanol et 40 ug d’extrait d’umbu-
caja pour 200 uL de DPPH. Ensuite, des quantités de méthanol appropriées sont ajoutées pour

obtenir une gamme de concentration allant de 200 pg/L a 30 pug/L d’extrait d’'umbu-caja.

L’essai est réalisé en triplica, la lecture de I’absorbance se fait 30 minutes apres 1’ajout de
I’extrait a une longueur d’onde de 517 nm. Au final nous obtenons la quantité nécessaire pour
neutraliser les radicaux libres (DPPH) présents dans une certaine quantité (en gramme) d’extrait

lyophilisé. Le résultat est exprimé en mmol TEAC.gL.

2.1.2 Contenu phénolique total (TPC)

La mesure du TPC, en accord avec la méthode de Slinkard déterminée gréace au réactif de
Folin-Ciocalteu. Dans un aliquot, 60 pL de ce réactif et 2,61 uL d’eau distillée sont mélangés
a I’extrait d’umbu-caja préalablement pesé afin d’obtenir une concentration finale de 5 pg/mL.
Une fois le mélange homogeénéisé, 180 uL de solution saturée de carbonate de sodium a 15%
(Na2CO3) est ajoutée. Le contenu est agité de nouveau et est maintenu dans 1’obscurité durant
30 min a une température de 45°C. Le contenu est agité de nouveau et est maintenu dans

I’obscurité durant 30 min a une température de 45°C.

L’absorbance est mesurée avec une longueur d’onde incidente de 760 nm grace a un
spectrophotomeétre UV-Vis (Shimadzu UV-2550). La concentration en TPC est déterminée par
I’interpolation de 1’absorbance obtenue, comparée a la courbe étalon de 1’absorbance de 1’acide
gallique dont sa concentration est comprise entre 1 et 20 mg. L. Les résultats sont exprimés

en mg EAG. g! d’extrait lyophilisé.

2.2 Analyses UHPLC DAD-ESI/QTOF

Afin de réaliser une identification précise des composés chimiques contenus dans 1’extrait
hydro-méthanolique de 1’exocarpe d’umbu-caja, une chromatographie liquide a ultra-haute
pression est utilisée. Plus précisément, il s’agit d’'une UHPLC (Agilent 1290 Infinity) couplée a
un spectrophotometre UV a barrette de diode (DAD) et un spectromeétre de masse de type Q-
TOF (Quadrupole-Time of Flight ; Agilent 6530) équipé d’une source de type electrospray
(ESI). L’extrait sec est remis en solution dans un mélange aqueux contenant 80% de méthanol.

La concentration obtenue est de 10 g/L d’extrait de peau de fruit.

61 BONNARD
(CC BY-NC-ND 2.0)



C’est ainsi qu’1 pL de I’extrait est injecté dans une précolonne (Poroshell 20 EC-C18
2,7 um, 5 x 3,0 mm (Agilent)), puis dans une colonne (Poroshell 120 EC-C18 2,7 um, 150 x
3,0 mm (Agilent)) a un débit de 1 ml/min a 60°C. Il est entrainé par un gradient d’élution
composé d’un solvant A (H20, 0,4% Acide formique) et d’un solvant B (Acétonitrille) en
suivant ’ordre suivant : 0 min : 1% B ; 6 min : 15% B ; 12 min: 35% B ; 13 min: 100% B ;
14 min : 100% B. Un détecteur a barrettes de diodes permet les enregistrements aux longueurs
d’onde : 254, 280, 300, 320, 366, 450 nm des molécules chromatographiées. Les paramétres de
réglages du spectrométre de masse sont les suivants : fragmenteur 110 V, VCap: 3500 V,
Nozzle Voltage: 2000 V, Drying Gas: 12 I/min ; 310°C, nébuliseur 40 psig et une énergie de
collision de 20V. Le mode d’acquisition est en Auto-MS/MS en mode d’ionisation positif avec

un balayage m/z 50 a 2000.

3. Evaluation in vivo des parameétres cardiovasculaires

Nous utiliserons des rats males type Wistar pesant environ 200 grammes, élevés dans un
environnement a température stable (21 £ 1 °C) et un cycle d’exposition a la lumiére de 6h a
18h. De plus, les rongeurs ont un accés libre a la nourriture et a I’ecau (Labina, PURINA, Sao
Paulo, Brazil). Toutes les expérimentations et procédures ont été approuvées par le comité de

protection et d’éthique animale de 1’Université Fédérale de Paraiba.

Afin de mesurer les paramétres hémodynamiques du rongeur, nous allons suivre le
protocole préétabli par Nunes FC, Ribeiro TP et al. (2010) (127). 1l s’agira d’enregistrer les
variations de pression artérielle et de rythme cardiaque mesurés chez le rat conscient en réponse

aux injections de produits d’expérimentation (Figure 22).

Dans un premier temps, deux cathéters en polyéthyléne sont posés sur I’animal anesthésié par
I’administration de kétamine et de xylazine (respectivement 75 et 10 mg/kg, 1.p.). Ils sont
insérés dans la partie abdominale inférieure dont un dans la veine cave inférieure gauche et
’autre dans I’artere fémorale gauche pour remonter jusqu’a 1’aorte abdominale inférieure. Une
fois poses, ils sont pré-remplis de solution saline a 0,9 % NaCl et d’héparine afin d’éviter une
coagulation a I’intérieur du cathéter lors de la phase de repos de 24h (voir plus bas). Les
cathéters sont ensuite guidés en sous cutané a 1’aide d’une canule permettant de transpercer la
peau du rongeur. lls sont premiérement insérés dans la partie glutéale en direction dorsale pour
remonter le long du diaphragme et passer par-dessus la cage thoracique (toujours en région

dorsale) pour ressortir au-dessus des cervicales de I’animal. Ceci est réalisé afin d’éviter que le
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rongeur sectionne le conduit en le mordant. Une fois réveillé, I’animal est soigneusement remis

dans sa cage avec une ration d’eau et nourriture.

Dans un second temps, 24h apres la chirurgie, les cathéters sont connectés a un transducteur de
pression et a un systéme d’acquisition/enregistrement (PowerLab, AD Instruments, Australia)
reliés a un ordinateur équipé du logiciel LabChart 5.0 (AD Instruments). Les doses des produits
a expérimenter sont administrées aléatoirement en i.v donc, toutes les 5 minutes ou jusqu’a ce
que le rat soit dans une position adaptée c’est-a-dire sur ses quatre pattes ou allongé au sol et
restant immobile pendant au moins 5 secondes. Le volume injecté est de 10 pL, ce qui
représente un faible volume (0,01%) par rapport a la volémie totale du rat (environ 100 mL).
Cela est important a prendre en considération car il ne faut pas augmenter de maniere
significative le volume total circulant sanguin au risque de voir la PA augmentée a cause du

trop grand volume injecté.

Une attente est observée permettant le retour des parametres enregistrées a leur valeurs initiales

entre chaque dose injectée, ceci permet a lI'animal de retrouver son état basal.

Figure 22. Systemes d'injection et d enregistrement

Les données ont été collectées sur 7 rats (n = 7). La pression artérielle moyenne (PAM), la
PA systolique (PAS), la PA diastolique (PAD) et la fréquence cardiaque (FC) sont enregistrées

avant et aprés I’injection i.v de la dose de I’extrait d’umbu-caja. La PAM est calculée en faisant
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I’addition de 1/3 de la PAS et de la 2/3 PAD. Chacun des paramétres est comparé en fonction
des différentes doses administrées. La réponse pharmacologique est mesurée apres 1’injection
et les données recueillies peuvent étre traitées et représentées comme suit : les valeurs sont
moyennées parmi les 7 rats ; les PA sont exprimées en millimétre de Mercure (mm Hg) et la
FC en battements/min (batt/min). Les différences des indicateurs cardiaques mesurés (A) sont
calculées en retranchant la valeur obtenue aprés 1’injection a la valeur initiale, et ceci pour les
4 doses administrées. Une différence négative signifiera une baisse de ce parametre apres

injection et inversement.

Par soucis de conformité, nous avons convertis les doses i.v. injectées exprimees
initialement en mg/mL en mg/kg de poids d’animal. Le volume injecté étant de 10 pL pour un
poids d’animal de 100 g et les concentrations des extraits sont respectivement de 5, 10, 50 et

100 mg/mL. Ainsi les doses prennent comme valeur : 0,5, 1, 5 et 10 mg/kg.

4. Evaluation des effets pharmacologiques sur le systeme artériel

Les rats utilisés pour ces expériences ont les mémes caractéristiques que ceux
précédemment décrits dans le premier paragraphe de la partie 1l. 3. Evaluation in vivo des
parametres cardiovasculaires, a I’exception des rats utilisés pour les expériences de
microscopie a fluorescence dans la partie 11 4.2.1 Préparation des tissus au dernier paragraphe
qui seront, pour une partie d’entre eux, rendus hypertendus grace a un prétraitement au

L-NAME.

4.1  Réactivité d’anneaux artériels mésentériques supérieurs ex vivo

La réactivité des anneaux d’artéres mésentériques (i.e. leur contractilité) sera analysée dans
une cuve a organe isolé apreés administration de différents produits a tester. L’artére
mésentérique est utilisée dans cette méthodologie car ce sont les tissus contractiles les plus
sensibles, en effet elles sont tres réceptives aux changements de conditions experimentales et

I’amplitude de leur réponse est élevée.

Sous anesthésie et par dislocation, nous sacrifions les animaux et les ouvrons en région
péritonéale afin de réaliser la dissection de leur artere mésentérique supérieure ; celle-ci est
nettoyée délicatement pour 1’isoler des tissus et de la graisse résiduelle. Nous coupons

délicatement des morceaux homogeénes de vaisseaux de 2 a 3 cm de longueur afin d’obtenir des
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anneaux d’artéres mésentériques. Certains seront nettoyés de leur endothélium par un délicat
frottement mécanique de facon a enlever la quasi-totalité de celui-ci et d’autres seront utilisés
avec leur endothélium intact. Puis, les anneaux seront suspendus a une amorce métallique située
en position supérieure et une autre amorce la maintiendra en position inférieure, ce qui permet

d’exercer et de mesurer une force de contraction (Figure 23).

Chaque rat sacrifié, permet la dissection d’environ 4 anneaux d’artére mésentérique. Nous
avons pu constituer 2 groupes (avec et sans endothélium) avec au total 28 anneaux répartis
équitablement dans les deux groupes.

Une fois fixés, les anneaux sont immergés dans les bains contenant une solution physiologique
de thyrode thermostatés a 37°C et alimentés par un mélange gazeux (95 % O2 et 5 % CO2) a
un pH de 7,4. 1l s’en suit une phase de stabilisation durant laquelle les anneaux sont soumis a
une tension d’environ 0,75 g, en changeant de solution physiologique toutes les 15 min pour
éviter I’accumulation des métabolites. L’enregistrement de la force tensionnelle commence
aprés cette phase de stabilisation a 1’aide d’un transducteur (Miobath-4, WPI, Sarasota, FL,

USA) couplé a un amplificateur-enregistreur et a un ordinateur (Figure 23).

Figure 23. Systeme d'acquisition et cuves a organe isolé (anneaux artériels mesentériques)

La viabilité des anneaux artériels est testée par administration d’Adrénaline (Ad) (ou
Phenyléphrine en anglais (Phe)) dans la cuve a organe isolé en concentrations croissantes de
10 &4 10 M, ceci constituant la premiére phase de contraction. Puis de I’Acétylcholine (Ach)

est introduite aux mémes concentrations afin de provoquer une vasodilatation. Les anneaux
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d’artéres mésentériques qui ont une réponse vasodilatatrice atteignant 85 % de la valeur
tensionnelle initiale (avant 1’ajout d’Ad) seront considérés comme possedant un endothélium
fonctionnel et utilisable pour I’expérience. Est considérée comme réponse maximale de 100%,
une relaxation mesurée égale a la valeur de la tension (~ 0,75 g) durant la premiere phase de
stabilisation (avant I’addition croissante d’Ad). Nous considérons comme sans endothélium, les
anneaux qui ont une réponse ne dépassant pas 10 % (128). Enfin, les anneaux artériels ayant
une réponse biologique, que ce soit avec ou sans endothélium, sont considérés comme vivants
(répondeurs) et vont étre & nouveau soumis & une phase de contraction provoquée par 1’ajout
d’Ad & la concentration maximale (10 M) utilisée lors de la premiére phase de contraction.
Ceci est effectué afin de vérifier que la capacité contractile observée a la premiere phase soit
toujours fonctionnelle lors de la deuxieme phase et que le vaisseau ne soit pas considéré comme

mort (non répondeur).

Les arteres sont stabilisées suite a cette deuxiéme phase de contraction durant 40 minutes au
minimum. Notons que la valeur tensionnelle obtenue suite & I’administration de 10° M d’Ad,

doit étre identique entre les deux phases de contraction.

Ensuite, des quantités croissantes cumulées d’extrait de Spondias sp. aqueux sont ajoutées
toutes les 2 minutes pour les solutions d’extrait ayant des concentrations comprises entre
0,1 mg/mL et 10 mg/mL, puis toutes les 5 minutes pour les concentrations supérieures a
10 mg/mL. Chaque dilution d’extrait est préalablement réalisée dans une solution de Thyrode.
Les quantités d’extrait ajoutées dans la cuve a organe isolé représentent en réalit¢ des
concentrations en extrait de 0,1 pg/ml a 1000 pg/ml lorsque I’on prend en compte 1’effet

cumulatif.

4.2  Activité antioxydante évaluée au microscope a fluorescence sur des coupes de

micro-vaisseaux

4.2.1 Préparation des tissus

Les animaux précédemment euthanasiés pour 1’expérience de réactivité des arteres
mésentériques sont utilisés afin de prélever leurs micro-vaisseaux qui représentent la
ramification de I’artére mésentérique supérieure en artérioles. Dans un premier temps, nous
allons les nettoyer et les isoler des autres tissus (graisses, vaisseaux...) puis les congeler dans
un gel fixateur (OCT : optimum cutting temperature) en les plongeant d’abord dans du

Nitrogéne liquide -172°C pendant quelques minutes puis ensuite ils seront conserves a -80°C.
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Dans un second temps, ces tissus congelés vont étre decoupés en fines lamelles de 14 pum gréce
a un microtome (LEICA CM 1860) sous une température maintenue autour de -25°C. Puis les
coupes seront déposées sur des lames de microscope en verre, chargées positivement, ce qui
attirera les charges négatives des protéines tissulaires ; puis celles-ci sont gardées jusqu’a

utilisation au congélateur a -80°C.

Nous disposons également de rats hypertendus, obtenus suite au traitement de ces derniers
avec une solution de Nw-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME) diluée dans
I’eau de boisson journaliére (40 mg/kg/jour) pendant deux semaines (122, 123). La molécule
L-NAME (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri - USA) est un inhibiteur de la eNOS,
diminuant la formation du facteur vasodilatateur NO et a pour but de recréer une situation
pathologique de stress oxydatif, observée lors de 1’hypertension vasculaire. Cela a pour
conséquence d’augmenter la quantité de ROS dans les tissus et particulierement dans les
vaisseaux sanguins. Ce phénomeéne oxydatif débute au niveau micro-vasculaire, ¢’est pourquoi
les petits vaisseaux (micro-vaisseaux) sont utilisés dans ce protocole. Ils sont plus sensibles aux
variations des conditions expérimentales (ajout de L-NAME) et vont développer un stress
oxydant plus rapidement que les gros vaisseaux (artéres mésentériques et aorte). En effet
I’augmentation de ROS dans les couches cellulaires composant 1’aorte, apparaitrait

tardivement, une fois que tous les autres vaisseaux soient saturés en ROS (130).

4.2.2 Marquage et visualisation des ROS

Dans un premier temps nous allons valider le modéle visant a recréer une situation
pathologique d’hypertension entre les vaisseaux normaux et ceux traites au L-NAME. Les
lames sont décongelées et mises au contact d’une solution tampon (PBS : NaCl :137 mM,
HPO4/POsH20 11,76 mM, KCl1 2,7 mM) ainsi que d’une sonde moléculaire fluorescente de
Dihydroéthidium (DHE) (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) marquant les ROS au sein du
noyau des cellules grace a sa propriété d’agent intercalant. Les lames sont ensuite mises a
I’étuve pendant 30 min a 37,5°C en respectant une échelle de concentration entre 3 et 7,5 uM
de DHE afin de ne pas sous ou sur-marquer les ROS. Puis elles sont montées et ajustées afin
d’observer au microscope a fluorescence (Nikon ECLIPSE Ti-S; Laser: Nikon
INTENSILIGHT C-HGFI) les coupes des différents vaisseaux, en les protégeant de la lumiére
extérieure (le DHE est photosensible). Un faisceau incident d’une longueur d’onde de 396 nm
vient réveler le DHE fixé aux ROS dans les cellules, en émettant une fluorescence maximale a
590 nm. A I’aide d’une caméra (Nikon DS-Ril, Nikon DIGITAL Sight DS-U3) et d’un logiciel
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de traitement d’image (NIS-Elements AR v. 4.20.00), la quantification de fluorescence
traduisant la quantité de ROS présente sur les coupes de vaisseaux est réalisée chez les animaux
normaux-tendus et hypertensifs L-NAME. Nous mesurons I’intensité de la fluorescence (rouge)
de chacun des clichés réalisés pour les différentes coupes de vaisseaux en utilisant les propriétés
du signal numérique des pixels matérialisés par les matrices Rouge-Vert-Bleu (RVB). La
différence de fluorescence entre les deux groupes (normaux-tendus et hypertensifs L-NAME)
est obtenue en moyennant les valeurs des matrices RVB obtenues et en les comparant

statistiquement.

Dans un second temps, seuls les vaisseaux des rats hypertendus L-NAME vont étre testés
avec différentes concentrations de I’extrait d’'umbu-caja, en respectant les mémes méthodes
précédemment utilisées pour valider le modele. C’est-a-dire que la préparation et I’observation
microscopique se font de maniére identique, a la différence des lames qui sont immergées
durant 30 min dans I’extrait d’umbu-cajé (concentrations allant de 10 a 100 mg/mL) dilué dans
du PBS a 37,5°C ; avant de les mettre en contact avec la sonde de DHE. Comme précédemment,
le logiciel permet de mesurer I’intensité de la fluorescence sur les coupes des vaisseaux et de

calculer la moyenne de celle-ci.

5.  Tests statistiques

Toutes les données sont exprimées selon leur moyenne plus ou moins leur erreur standard
a la moyenne, encore appelé en anglais : « standard error of the mean » (x £ S.E.M). La
normalité de la distribution des variables quantitatives est vérifiée de facon a pouvoir utiliser
les tests statistiques paramétriques. Quand les données le permettront, le test de Student ou le
test ANOVA a un ou deux facteurs (lorsqu’on dépasse 2 groupes) seront utilisés. Si les
conditions du nombre d’animaux (n) ou d’échantillons ne le permettent pas, les tests non
paramétriques correspondant seront effectués comme les tests de Wilcoxon Mann-Whitney (U-
Test), ou Kruskal-Wallis pour plus de 2 groupes. Lorsque 1’0n dépasse deux groupes, une

comparaison deux a deux pourra étre réalisée avec le test de comparaison multiple de Dunn.

Les tests et représentations graphiques sont réalisés par les logiciels R et GraphPad PRISM7.
Les résultats obtenus des tests statistiques seront considerés comme significatifs pour des

valeurs de p calculées inférieures a 0,05 ou 0,01 dans certains cas.

Pour le test de comparaison multiple de Dunn, sont considérées comme significatives les

valeurs de p- obtenues lors de I’expérience in vivo pour les différents paramétres cardiaques :
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- p<0,05 (0O) avec la concentration de 1 mg/kg comme référence

- p<0,05(A) avec la concentration de 5 mg/kg comme référence

Pour le test de Wilcoxon Mann-Whitney, sont considéerées comme significatives les valeurs de

p- obtenues lors de I’expérience ex vivo de réactivité des vaisseaux mésentériques pour :

- p<0,05(X)etp<0,01(xX) entre les conditions avec et sans endothélium pour une

concentration donnée

Pour le test de Student, sont considérées comme significatives les valeurs de p-obtenues lors de

I’expérience ex vivo de fluorescence :

- p<0,05 (k) avec la condition A comme référence
- p<0,05 (®) avec la condition B comme référence

- p<0,01(®®) avec la condition B comme référence
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Partie 111 ;: Résultats
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1.  Analyse phytochimique

Nous avons tout d’abord cherché a isoler les molécules présentes dans 1’exocarpe du fruit

selon le procede décrit dans la partie matériels & méthodes.

Pour ce faire, 14,46 g de poudre primaire d’exocarpe d’'umbu-caja ont été obtenus a partir de la
peau du fruit préalablement lyophilisée et broyée. Apres extraction et a nouveau lyophilisation
de cette derniere, nous recueillons 1,60 g de poudre cristalline. Ce lyophilisat nous servira a
identifier les constituants chimiques présents au sein de I'extrait et a réaliser les tests in vivo et

ex Vvivo.

1.1  Pouvoir antioxydant

1.1.1 DPPH

//////

ces itérations nous avons travaillé en triplicat ; ainsi nous obtenons 9 valeurs. Leurs moyennes
ne sont pas significativement différentes selon le test non-paramétrique de Kruskal-Wallis
(p-value = 0,73).

La valeur moyenne obtenue est égale a 27,6 + 0,4 umol TEAC. g*. Cela signifie que 1 gramme
d’extrait de peau posséde un pouvoir antioxydant correspondant a environ 28 umol de Trolox

en terme d’activité.

Ainsi nous pouvons comparer ce premier résultat avec les valeurs recueillies dans la

littérature concernant umbu-caja et d’autres espéces de Spondias (Tableau 7).

Seule I’activité antioxydante de la pulpe du fruit (excluant I’exocarpe) de Spondias sp. a déja
été étudiée. Elle a été mesurée par une méthode différente (ORAC) et est comprise entre 250 et
840 pmol TEAC. g (12). Elle est 10 fois supérieure a 1’activité de I’exocarpe mesurée par la
méthode DPPH (Tableau 7).

En ce qui concerne le fruit de Spondias tuberosa, I’activité antioxydante de la pulpe du fruit a
également éte évaluée par la méthode ORAC. La valeur moyenne obtenue est égale a 780 + 8
umol TEAC. g1 (12). Cette valeur est du méme ordre de grandeur que celle de la pulpe mesurée

cheze Spondias sp. (Tableau 7).

Si nous comparons les valeurs obtenues entre les deux méthodes ORAC et FRAP pour Spondias

tuberosa, nous remarquons que la valeur moyenne obtenue avec la méthode ORAC présente
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des résultats bien plus élevés (x70) que les résultats obtenus avec la methode FRAP
(Tableau 7).

Enfin, la peau du fruit de S. mombin possede une valeur moyenne similaire a celle de S. tuberosa
selon la méthode FRAP: respectivement 11,64 + 0,2 et 12,64 + 0,09 umol TEAC. g* (40)
(Tableau 7).

Tableau 7. Valeurs des pouvoirs antioxydants de trois espéces de Spondias

Espece Test utilisé Test DPPH en umol Test ORAC en Test FRAP en pumol
végétale TEAC. g*! umol TEAC. gt TEAC. g*
. (e) 27,6 0,4 (*) - -
Spondias sp. ©) ) 250 3 840 (2 )
Spondias (e) - - -
tuberosa (p) - 780 +8 12 11,64 +0,2 40
Spondias (e) - - i
mombin (p) - - 12,64 +0,09 “0

exocarpe :(e) ; pulpe : (p) ; (*) Obtenu expérimentalement dans cette étude

1.1.2 Contenu Phénolique Total (TPC)

La mesure du TPC est obtenue par la méthode Folin-Ciocalteu de Slinkard et a été réalisée
3 fois. Les valeurs moyennes obtenues ne sont pas significativement différentes selon le test de
Kruskal-Wallis (p-value = 0.37)..

La valeur moyenne du TPC expérimental mesurée avec 1’exocarpe de Spondias sp est égale a
102,63 * 4,28 mg d’équivalent en acide gallique par gramme (EAG. g*). Ce résultat est
supérieur a ceux retrouvés pour la pulpe : la différence atteint un facteur 100. En effet, les
valeurs moyennes oscillent entre 0,27 et 1,49 mg EAG. g* pour la pulpe de Spondias. sp
(Tableau 8) (12,41,43).

La différence du TPC constatée entre I’exocarpe et la peau de Spondias sp. est également
retrouvée pour I’espéce Spondias tuberosa, cette différence atteint environ un facteur 10. En
effet la quantité de composés phénoliques mesurée est de 4,66 + 0,2 mg.g™* pour la peau et de
0,22 40,92 mg.g™* pour la pulpe (Tableau 8) (43).
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Ainsi nous constatons que 1’exocarpe de Spondias sp. possede un TPC bien supérieur a
celui de Spondias tuberosa. En revanche la pulpe de Spondias sp. possede un TPC du méme
ordre de grandeur a celui de Spondias tuberosa (Tableau 8).

Tableau 8. Valeurs des TPC obtenues (en mg. EAG. g})

Spondias sp. () 102,63 + 4,28 (*)
(p) 0,27 41,49 1
e 4,66 +0,2*
Spondias tuberosa (€) \
() 0,22 40,92 4143

(e):exocarpe, (p):pulpe, (*):Obtenu expérimentalement dans cette étude

1.2 Chromatographie UHPLC/Q-TOF

Le chromatogramme, lu & 280 nm, représente 1’ordre d’élution des différentes especes
chimiques matérialisées par des pics en fonction de leur temps de rétention (tr). La hauteur des
pics est corrélée a la quantité de I’espéce correspondante contenue dans 1’extrait d’exocarpe de
Spondias sp. Le temps d’analyse est d’environ 10 min. Chaque pic principal est intégré et le
temps de rétention correspondant en min est indiqué en haut. Leur intensité (hauteur) est

déterminée grace a une échelle en unité arbitraire (AU) allant de 0 a 12,5 mAU (Figure 24).

Soulignons la présence d’un composant majeur a tr = 6,486 min, ainsi que trois autres pics
respectivement tr = 0,512 ; 4,618 et 5,868 min. Le pic a tr = 4,618 min est plus large et moins

clairement défini que les 3 autres cités.

Chague composé majoritaire peut étre analyse par son spectre UV. Le pic dominant a
tr = 6,486 min possede un spectre avec 3 maxima a 225, 256 et 352 nm et un epaulement entre
ceux-ci a 302 nm. Le spectre du pic a tr = 5,868 min, comporte deux pics a 226 et 276 nm.
Enfin le pic du composant au temps tr = 4,618 min est quasi similaire au précédent avec deux
pics a 226 et 278 nm (Figure 24).

74 BONNARD
(CC BY-NC-ND 2.0)



k101
125
12
1,15
Ll
1,08

095
0%
085
0g
Q75
07
065
0B
Q55
05
045
04
035
04
05
02
Q15
01
005

Q05

analyse chromatographique. Ce spectre est présenté comme suit : la molécule mére correspond
au pic sélectionné sur la fenétre du haut de la Figure 25, avec sa masse moléculaire indiquée au
sommet (611,1585 g/mol). Les autres pics représentés sur la fenétre du bas représentent les ions

fils obtenus par fragmentation dans la cellule de collision située apres le quadrupole dans le
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Lorsque nous appliquons ce type d’analyse au composé majoritaire au tr = 6,486 min, il révele
un ion pseudomoléculaire [M+H"] de masse de 611,1585 g/mol équivalent a un composé de
formule brute de C27H30016 telle que calculée par le logiciel. Quatre autres pics sont annotés

avec une masse respectivement de 303,0483; 194,1167; 125,9853 et 60,0446 g/mol,

correspondant aux ions fils.
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Figure 24. Chromatogramme UV 280 nm — extrait Spondias sp (umbu-caja)

En plus du spectre UV, un spectre de masse haute résolution peut étre associé a cette
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Figure 25. Spectre de Masse et comparaison avec une base de données

D’aprés la base de données interne réalisée au laboratoire d’analyse (CESN, UMR 5557),
le composant majoritaire est un hétéroside de la quercétine : la rutine (score d’identification :
98%). La partie osidique est formée d’un hexose (glucose) et d’un désoxyhexose (rhamnose),
comme nous pouvons le voir sur la fenétre inférieure de la Figure 25. Cela est retrouvé dans les
sous fragments fils du spectre de masse : en effet, la fragmentation de la rutine dans la cellule
de collision permet de séparer les deux sucres de poids moléculaire ~146 et 162 g/mol de la
génine (quercétine) ayant une masse théorique de 303,0476 g/mol. Ceci est de plus corrélé avec
son spectre UV caracteéristique des flavonols 3-O-substitués pour lesquels la bande d’absorption

| est inférieure a 360 nm, comme représenté sur la fenétre supérieure droite de la Figure 24.
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2. Evaluation des effets pharmacologiques de ’extrait

2.1  Evaluation in vivo des parametres cardiovasculaires apres injection i.v.

Les résultats (n=7) obtenus sont représentés sous forme graphique pour chacun des
parametres PA et FC par la dispersion des valeurs mesurées en fonction des doses de 1’extrait
injectées en i.v. (0,5; 1; 5 et 10 mg/kg). En ordonnée sont indiquées 1’unité de mesure (mm
Hg pour la PA et batt/min pour la FC). Chaque point représente la différence d’un parametre
obtenue apres la soustraction de la valeur enregistrée apres injection a celle d’avant injection.
La moyenne des différences, obtenue pour chaque paramétre aux 4 concentrations, est
matérialisée par un segment horizontal (le plus large) tandis que les valeurs limites moyennes

(x SEM) sont matérialisées par les segments horizontaux plus étroits (Figure 26).

Les valeurs moyennes ainsi que les SEM sont également présentées pour tous les paramétres

dans un tableau de données (Figure 26 (Tableau)).

Nous allons tout d’abord examiner les deux principaux paramétres que sont la PAM et la
FC.Aux faibles doses injectées (0,5 et 1 mg/kg), la différence moyenne mesurée pour la PAM
n’est pas significativement modifiée. Elle est en revanche significativement différente a la dose
de 5 mg/kg, atteignant une différence de pression de -11 + 0,6 mm Hg comparée a la PAM
mesurée a la dose précédente de 1 mg/kg (p < 0,05 (O)). La PAM enregistrée a la dose maximale
de 10 mg/kg présente une différence similaire a celle obtenue & la dose de 5 mg/kg
(-12 + 6,1 mm Hg). Une grande dispersion des valeurs est observée pour cette dose maximale.

Nous observons de maniere générale une tendance a la diminution de la PAM en fonction des
doses croissantes testées. De plus le résultat du test non paramétrique de Kruskal-Wallis montre
que parmi les quatre doses étudiées, au moins une n'a pas le méme effet sur la PAM (p < 0,05).

Il s’agit de la valeur moyenne mesurée a la dose de 1 mg/kg (Figure 26 (PAM)).

En ce qui concerne les différences de FC, la moyenne des valeurs mesurées a la dose de 0,5
mg/kg est égale a 2,3 + 4,4 batt/min puis celle-ci augmente légerement (non significatif) pour
atteindre 5,6 + 4,4 batt/min a la dose de 1 mg/kg et 6,8 + 7,7 batt/min a celle de 5 mg/kg. La
difféerence moyenne atteint 10,7 + 26 batt/min a la dose maximale de 10 mg/kg. Si nous
comparons ces resultats entre eux, le test non paramétrique de Kruskal-Wallis montre que les
moyennes des variations de FC sont similaires. Nous notons cependant pour ce parametre
également, une tres grande variabilité (+ 26 batt/min) de la FC suite a I’injection de la plus forte
dose (Figure 26 (FC)).
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PAD (mm Hg) -7,64 0,93 -6,04 0,30 -11,51 0,56 -15,54 3,98
FC (batt/min) 2,29 4,36 5,57 4,40 6,84 3,37 10,71 26,24

Figure 26. Evolution des parametres cardiovasculaires enregistrés chez le rat suite aux
injections i.v. de [’extrait d ' umbu-caja avec la table des données associées
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Examinons maintenant les variations de PAS et PAD mesurées aprés 1’injection de 1’extrait
a des concentrations croissantes. Les valeurs moyennes de la PAS montrent une tendance a
I’augmentation. Cela est d’autant plus vrai la moyenne obtenue a la dose de 5 mg/mL n’est pas
considérée. En effet, le test de Kruskal-Wallis montre que les différentes doses ont le méme
effet sur la PAS excepté pour la dose de 5 mg/kg (p < 0,05) (Figure 26 (PAS)).

La PAD se comporte de fagon similaire a la PAM, telle que le montre les enregistrements. Ici
aussi, le test de Kruskal-Wallis montre que les différentes doses ont méme effet sur le paramétre
enregistré a I’exception de la dose a 1 mg/kg (p < 0,05) (Figure 26 (PAD)).

De maniére générale, nous observons que pour n’importe quelle dose administrée, la PA
(moyenne, systolique et diastolique) est abaissée, c’est-a-dire que les valeurs des différences
enregistrées sont négatives. Ce n’est pas le cas pour les moyennes de la FC, qui sont positives

et ont tendance a augmenter en fonction des doses injectées (Figure 26).

Notons que pour tous les parametres enregistrés, excepté pour la PAS, la dose de 10 mg/kg
provoque des effets ayant la plus grande variabilité parmi les quatre doses injectées. Cela se
traduit par une SEM plus élevées a la dose de 10 mg/kg comparée aux SEM calculées aux autres
doses (Figure 26 (Tableau)).

Notons également que ces effets observés in vivo sont temporaires. La PA et la FC
reviennent a leur état basal au bout de 2 a 3 secondes aprées I’arrét de 1’enregistrement pour les
doses de 0,5 mg/kg a 5 mg/kg. En effet les valeurs notées avant I’injection de I’extrait sont
retrouvées apres 2 a 3 secondes. Pour les doses de 10 mg/kg le retour a 1’état basal est observé

aprés une dizaine de secondes.
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2.2 Mesure la réactivité vasodilatatrice d’anneaux artériels mésentériques supérieurs

Les valeurs enregistrées traduisent la force exercée (en newton) par les anneaux artériels
sur les anses métalliques auxquelles elles sont suspendues. Nous avons transformé les résultats
en pourcentage, en prenant 0% la valeur de la force initiale obtenue suite a 1’administration
d’Ad a la concentration maximale de 10° M. Les valeurs évoluent en fonction des
concentrations de I’extrait d’'umbu-caja présentes dans la cuve, comprises entre 107 et

107 g/mL.

Nous obtenons une courbe effet-dose pour chacune des conditions expérimentales : avec et sans
endothélium. Cette courbe est représentée sur la Figure 27 avec en abscisse le logarithme de la

concentration de cet extrait et en ordonnée inverse le pourcentage de 1’effet.

log [Umbu-caja], g/mL

- b 3 4 2 2
n4-- ” Sans Endothelium
] 1 Max=42.8%
Endaothelium présent
5 ] * Max=927%
T 501
L]
3 ]
£
100

Figure 27. Courbe effet-dose inversée de la réactivité d'anneaux d'artéres mésentériques
supérieures chez les rats WKY normaux-tendus en présence de différentes concentrations
d’extrait d umbu-caja

Pour les anneaux dénués d’endothélium, une Iégere relaxation (10 % + 2) est observée pour
la deuxiéme concentration (2.107 g/mL). Ensuite, pour les concentrations comprises entre 10
et 10 g/mL, le pourcentage de relaxation se stabilise & environ 10 %. Au-dela de 10 g/mL
I’effet vasorelaxant augmente progressivement et atteint un maximum de 43% + 8 a la

concentration de 10 g/mL.
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L’effet vasodilatateur observé pour les anneaux possédant encore de I’endothélium
fonctionnel, est identique a celui des anneaux dénués d’endothélium aux premicres
concentrations comprises entre 107 et 10 g/mL. Pour une concentration supérieure a 104 g/mL
nous observons une importante relaxation. L’effet augmente trés fortement, passant

respectivement de 30 % +5 & 93 % + 7 pour les concentrations de 10 et de 10 mg/mL.

Si nous comparons les effets observés entre une préparation avec endothélium a ceux
obtenus sans endothélium a la concentration de 2. 10* g/mL, ’effet vasorelaxant est
significativement différent entre ces deux conditions (p < 0,05 (x)). A la concentration

maximale testée de 1.10° g/mL, cette différence est encore plus importante (p < 0,01 (xx)).

Ainsi, nous pouvons conclure que la relaxation des anneaux artériels mésentériques est plus
importante, a partir des concentrations testées supérieures a 10* g/mL en présence

d’endothélium qu’en absence de ce dernier.

2.3 Activité antioxydante évaluée au microscope a fluorescence.

Nous mesurons dans cette partie ’activité antioxydante de 1’extrait grace a un marqueur

fluorescent reflétant la quantité de ROS présente sur les coupes de tissus artériel.

L’intensité relative moyenne de la fluorescence est représentée par un histogramme pour
chacune des conditions expérimentales: (A :contrble) situation normo-tensive ;
(B : L-NAME) situation de stress oxydant; (C: L-NAME + Umbu-caja 10 mg/mL),
(D : L-NAME + Umbu-caja 50 mg/mL) et (E : L-NAME + Umbu-caja 100 mg/mL) addition
d’umbu-caji a la situation de stress oxydant (Figure 28). Le paramétre d’intensité relative
moyenne de la fluorescence représente la quantité de ROS existant dans les coupes de micro-

vaisseaux.

L’intensité moyenne du groupe contréle (A) est considérée comme 100% de la fluorescence.
Ainsi la fluorescence des autres conditions expérimentales (B) (C) (D) (E) est représentée en

pourcentage de celle mesurée pour le groupe (A) (Figure 28).

Dans un premier temps, il s’agit de vérifier I’hypothése de I’augmentation de la quantité
des ROS au sein du groupe traité au L-NAME comparée a la quantité mesurée dans le groupe

contréle. Cette hypothese est validée, en effet les micro-vaisseaux du groupe L-NAME voient
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leur intensité de fluorescence moyenne augmenter de facon significative comparee a celle du
groupe controle : 26% + 5 (p < 0,05 (%) (Figure 28).
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D: L-NAME + Umbu-caja 50 mg/mL
E: L-NAME + Umbu-caja 100 mg/mL

Figure 28. Activite fluorescente des micro-vaisseaux reflétant la quantité de ROS dans les
différentes conditions expérimentales

Dans un second temps, nous évaluons I’effet de 1’addition de I’extrait d’'umbu-caja sur

’intensité de la fluorescence comparée au groupe B (L-NAME).

A la premiére concentration de 10 mg/mL (groupe (C)), la fluorescence émise par les micro-
vaisseaux possede une intensité moyenne équivalente au groupe L-NAME seul (groupe (B)) :
123% + 5.

A la concentration de 50 mg/mL (groupe(D)) I’intensité de fluorescence augmente et elle est
significativement différente (163% + 15) par rapport a celle mesurée sous la condition L-NAME
seul (B) (p < 0,05 (®)).

L’intensité de la fluorescence atteint une valeur de 207% + 3 apres addition d’umbu-caja a
100 mg/mL. Cette valeur est significativement différente comparée a celle obtenue a la
condition L-NAME seul (p < 0,01 (o).
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Ainsi nous constatons une augmentation significative de 1’intensité fluorescente suite a 1’ajout
de I’extrait d’umbu-caja aux concentrations de 50 et 100 mg/mL comparé a la fluorescence

émise par le groupe B.

L’ensemble de ces résultats peuvent étre illustrés par les photographies des micro-
vaisseaux obtenues aux différentes conditions expérimentales : (A : contréle) correspond a la
photographie (CTL) ; (B : L-NAME) ) a la photographie (L-NAME) ; (C : L-NAME + Umbu-
caja 10 mg/mL) a la photographie (10); (D : L-NAME + Umbu-caja 50 mg/mL) a la
photographie (50) et (E : L-NAME + Umbu-caja 100 mg/mL) a la photographie (100)
(Figure 29). La fluorescence de couleur rouge vif sur les photographies, traduit la présence des

ROS dans les micro-vaisseaux.

Les vaisseaux sont faiblement marqués sous la condition du groupe CTL ce qui traduit une
faible présence des ROS intracellulaires (Figure 29 (CTL)). L’ajout de I’inhibiteur L-NAME
augmente la fluorescence sur toute 1’épaisseur de la paroi du vaisseau et plus particulierement
celle de la couche cellulaire regardant la lumiere de celui-ci (Figure 29 (L-NAME)). Cette
couche, la plus interne, est totalement illuminée et peut s’apparenter a I’endothélium. Nous
pouvons supposer qu’apres 1’addition de L-NAME seul, les enzymes synthétisant 1’oxyde

nitrique ont été particulierement inhibées dans cette région de la paroi.

L’observation des coupes des micro-vaisseaux apres 1’ajout de I’extrait d’umbu-cajé aux trois
concentrations étudiées, montre une localisation de la fluorescence répartie sur 1’ensemble de
la paroi du vaisseau. Cette distension de fluorescence peut étre interprétée comme étant une
augmentation de la quantité de ROS répartie sur I’ensemble des couches cellulaires de la paroi
dont les CML (Figure 29 (10, 50, 100)).
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Figure 29. Photographies des coupes de micro-vaisseaux marquées au DHE.
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Partie IV : Discussion et Perspectives
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1. Préambule

Dans I’ensemble de la littérature scientifique, peu de données peuvent étre exploitées
concernant le pouvoir antioxydant et/ou les effets cardiovasculaires de I’exocarpe des fruits du
genre Spondias ; surtout si nous souhaitons effectuer la distinction entre les deux descriptions

de Spondias sp. existantes : « umbu-caja » ou « cajarana do Sertao ».

Nous nous attacherons donc dans cette discussion a commenter les méthodes employées pour
chaque expérience et comparer les résultats obtenus a ceux de la littérature concernant d’autres

espéces vegétales similaires ou bien des molécules appartenant a la méme famille chimique.

2. Analyse phytochimique

2.1  Pouvoir antioxydant in vitro

La méthode utilisée semble étre déterminante quant aux résultats obtenus dans 1’expérience
de quantification du pouvoir antioxydant. Tous les résultats obtenus sont exprimés avec la
méme unité de référence (umol TEAC. g1) cependant pour un méme échantillon analysé (pulpe
ou exocarpe) les valeurs différent selon les tests utilisés: ORAC, FRAP, DPPH. ..

En effet nous retrouvons dans la littérature que la pulpe du fruit de Spondias tuberosa
posséde des valeurs de pouvoir antioxydant ; obtenues avec la méthode ORAC ; plus élevées
que celles obtenues avec la méthode FRAP : 780 umol TEAC. g! avec ORAC (12) et
11,64 umol TEAC. gt avec FRAP (40).

Un autre exemple, Citrus sinensis, plus communément appelée Orange est une espéce réputée
pour ses propriétes antioxydantes. Elle montre une différence de résultat du pouvoir antioxydant
mesuré entre les méthodes DPPH et FRAP. L’exocarpe de Citrus sinensis possede 6 a
9 umol TEAC g lorsque la mesure est réalisée avec la méthode DPPH. Tandis qu’avec la
méthode FRAP, le résultat est beaucoup plus élevé : 20 a 45 umol TEAC g* pour le méme
échantillon (131). Cette derniére comparaison vient confirmer la différence de sensibilité des

tests quant a I’évaluation du pouvoir antioxydant d’un extrait végétal.

Ainsi il semblerait que 1’évaluation du pouvoir antioxydant soit méthode dépendante. Il sera

donc impératif de comparer des résultats obtenus uniquement avec la méme méthode.

Dans cette optique, le test au DPPH qui a été réalisé sur 1’exocarpe d’umbu-caja, sera

I’unique test a €tre utilisé dans le but de faire des comparaisons avec d’autres especes de fruit.
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Les résultats obtenus avec le test au DPPH réalisé sur la peau d’orange précédemment citée,
(Citrus sinensis) ont des valeurs plus faibles comparées aux résultats obtenus avec la peau de
Spondias sp : 8,25 + 0,3 umol TAEC. g pour ’orange (131) et 27,6 + 0,4 umol TAEC. g

pour umbu-cajé.

Pour une autre espéce comme Prunus serotina var. Capuli (cerise Capuli d’équateur) également
réputée pour ses propriétés antioxydantes, I'activité antioxydante évaluée au DPPH concernant
’exocarpe est plus élevée (76 + 21 umol TEAC g™) que celle obtenue dans notre étude (132).
Ainsi notre extrait d’exocarpe posséde une activité antioxydante relativement élevée comparee

aux autres especes de fruit connues pour leur pouvoir antioxydant.

Une autre tendance semble se dégager a la vue des résultats obtenus et de la littérature :
I’exocarpe d’une espéce donnée posséde une capacité antioxydante plus élevée que celle de sa
pulpe. C’est le cas pour Spondias tuberosa : I’exocarpe posséde une activité supérieure (> 60%)
a celle mesurée dans sa pulpe (43). Cette différence se retrouve pour d’autres especes de fruit
précédemment citées, comme Citrus sinensis (8,25 + 0,3 pour sa peau contre 2,6 + 0,1 pmol
TEAC g pour sa pulpe) ou Prunus serotina var. Capuli (76 + 21 pour sa peau contre
13 + 5 umol TEAC g pour sa pulpe) (131,132).

Comme précédemment expliqué dans la PARTIE I. 2.3.2 Activité anti-radicalaire ,
certaines espéces chimiques, comme les polyphénols, sont responsables de la majorité de
I’activité antioxydante chez les végétaux. De ce fait nous pouvons évaluer le pouvoir
antioxydant grace a la quantification plus précise de ces especes polyphénoliques. La méthode
au réactif de Folin-Ciocalteu est classiquement utilisée pour la quantification du TPC. C’est
pourquoi toutes les données recueillies dans la littérature et obtenues expérimentalement, qui

vont étre discutées, ont suivi la méthode de quantification utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu.

L’extrait d’exocarpe d’umbu-caja possede des valeurs de TPC supérieures a celles
mesurées dans les extraits d’exocarpe des autres especes de Spondias (12,19,43). Ceci est
également vrai lorsque 1’on compare ce résultat & d’autres obtenus pour différents genres

botaniques : plusieurs jus de fruits exotiques dont umbu-caja et de vins commerciaux (44).

Un parallele peut étre fait entre les différences des capacités antioxydantes et la quantification
des TPC concernant la pulpe et la peau d’un fruit donné. En effet les résultats de la
quantification des TPC obtenus pour I’exocarpe sont supérieurs a ceux obtenus avec la pulpe
du fruit, tout comme ce qui a été observe pour les résultats de capacité antioxydante. Il s’avére

que ces deux parameétres (capacité antioxydante et TPC) sont corrélés de fagcon positive (12).
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Autrement dit, si le résultat du pouvoir antioxydant est supérieur pour une certaine partie du
fruit comparée a une autre, la quantification des TPC suivra cette méme logique en ayant des
valeurs plus élevées pour cette méme partie du fruit (12,40,131,132). Ce résultat confirme

I’importance des especes polyphénoliques dans ’activité antioxydante des especes végétales.

Au final, les tests de quantification du pouvoir antioxydant et du TPC ont permis de
confirmer que 1’exocarpe de Spondias sp. est un candidat intéressant au regard de la littérature,
a fort potentiel antioxydant. De plus les valeurs des différentes quantifications (DPPH, FRAP
TPC...) réalisées pour les espéces de Spondias sont de méme ordre de grandeur pour un test

donné ; ceci peut attester d’une certaine cohérence phénotypique au sein du genre Spondias.

2.2 La rutine et ses dérivés

Cette étape d’identification moléculaire a été réalisée dans le but de préciser le potentiel
antioxdant des fruits d’umbu-cajé et plus particulierement de son exocarpe. L’UHPLC couplée
a la spectrométrie de masse a permis d’identifier un composé majoritaire dans la peau de
Spondias sp. Il s’agit de la rutine ou rutoside, une molécule de type flavonol ayant une masse
moléculaire d’environ 610,52 g/mol (133). Le nom rutoside fait référence au caractére
glycosidique du composé, avec ses deux sucres simples : glucose et rhamnose qui sont liés a la

quercétine par une liaison oxygene au niveau de la position 3.

Encore une fois aucune donnée n’est rapportée dans la littérature quant a la composition
moléculaire de la peau du fruit de Spondias sp. Seuls les composés volatiles de la pulpe ont été
précisément étudiés concernant le fruit. Le B-Caryophylléne, le 2-hexanol ainsi que le 2-methyl
butanal sont majoritairement retrouvés avec des proportions évoluant en fonction du stade de
maturité. Nous pouvons donc en conclure que ce sont des molécules simples : terpenes, alcools,
aldéhydes, de faible poids moléculaire participant a I’odeur dégagée tout au long du processus

de maturation (35).

La rutine est également retrouvée comme composant majeur dans les feuilles de Spondias sp.
(26). La rutine et d’autres molécules derivees des polyphénols comme les acides chlorogenique
et caféique, 1’isoquercétine sont retrouvées dans les feuilles de Spondias tuberosa. Tous ces
composés constituent des marqueurs de contrdle de la qualité des extraits obtenus a partir de

cette espéce Spondias, comme le suggere da Silva Siqueira et al. en 2016 (134).
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La rutine et sa génine : la quercétine, possedent une puissante activité antiradicalaire in
vitro (135). En ce qui concerne les autres especes du genre Spondias, peu de données sont
disponibles dans la littérature, ce qui rend difficile la comparaison ou l’analogie avec les

résultats expérimentaux.

3. Activité pharmacologique de I’extrait

3.1  Hypotension aiglie provoquée in vivo

Les valeurs enregistrées de la PAM ont tendance a baisser avec I’ajout de 1’extrait d’'umbu-
caja. Au contraire, les valeurs de FC mesurées semblent augmenter (les deltas sont positifs)
dans les mémes conditions expérimentales. Remarquons également que les valeurs de la FC
témoignent d’une grande variabilité. Ceci peut s’expliquer par I’amplitude de la FC

physiologique du rat qui s’étend de 300 a 500 batt/min en condition normale (136).

L’augmentation de la FC corrélée positivement aux injections de 1’extrait, peut s’expliquer par
I’activation du systéme baroréflexe. En effet les barorécepteurs carotidiens ont pour fonction
de réguler la pression artérielle grace au déclenchement de mécanisme vasodilatateur ou
vasoconstricteur selon la pression mesurée par ces mémes barorécepteurs. Ainsi dans notre cas,
il se peut que ce mécanisme soit active dans le but de contrer un effet vasodilatateur provoqué

par ’extrait (PA diminuée) initiant une tachycardie réflexe (FC augmentée).

Au vu des résultats obtenus par I’injection i.v. de I’extrait, il serait intéressant d’évaluer les
potentiels effets toxiques déja recenses pour le genre Spondias. En effet les données présentent
une variabilité notable pour les doses maximales. Probablement que cette variabilité peut étre
la conséquence d’effets toxiques, expliquant la perturbation des parameétres cardiaques

enregistrée aux doses élevées.

En dépit de référence bibliographique précise concernant 1’exocarpe, nous pouvons nous baser
sur les essais toxicologiques réalisés chez des rats avec d’autres types d’extraits des especes de

Spondias afin de déceler une éventuelle toxicité présente chez le genre Spondias.

Un premier essai réalisé avec un extrait méthanolique des feuilles de Spondias sp. a montré une
absence de toxicité sur une période d’un mois (26). Une dose aiglie par voie orale de
2000 mg/kg a eté administree a un groupe de rats (males et femelles) et un autre groupe similaire
a recu une dose journaliere par gavage oral de 500 mg/kg. La surveillance des parameétres

hématologiques et des relevés d’autopsie se sont avérés normaux, sans anomalie (26).
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Un deuxiéme essai réalise avec plusieurs extraits (aqueux, méthanolique et éthanolique) de
feuille de Spondias mombin montre des résultats différents (137). L’administration orale
(<5 g/kg) des trois types d’extraits ne produit aucun effet toxique. Une administration intra-
péritonéale (i.p.) de I’extrait aqueux (doses < 200 mg/kg) est atoxique alors que pour les deux
autres types d’extraits, les effets toxiques apparaissent de maniere plus importante
(doses > 100 mg/kg). Pour les 3 types d’extraits, I’effet 1étal est observé pour une dose i.p. de
3,2 g/kg. Les doses létales 50 (LD50) des extraits aqueux, méthanolique et éthanolique sont
respectivement de 0,620 ; 1,08 et 1,42 g/kg administrées par voie i.p. (137).

Au premier abord nous pouvons supposer que les différents extraits testés ne présentent pas
d’effets toxiques majeurs. L’extrait des feuilles de Spondias mombin est tres faiblement
toxiques par voie orale : les doses létales sont tres elevées (5 g/kg). Les doses toxiques et létales
obtenues par voie i.p. sont plus basses (0,6 a 3,2 g/kg) et laissent penser que celles obtenues par

la voie i.v. le seraient d’avantage (< 0,6 g/kg).

Par conséquent, les doses i.v. utilisées dans notre protocole (0,005 a 0,01 g/kg) seraient
probablement dangereuses au vu des doses de 1’extrait méthanolique précédemment citées (0,6
a 3,2 g/kg). Cependant aucune conclusion précise ne peut étre faite sur la toxicité de Spondias

Sp. puisque ces extraits n’ont pas été testés.

Le métabolisme des molécules présentes dans 1’extrait n’a pas été pris en compte. En effet
la rutine ingérée per os n’a pas le méme devenir que celle i.v. ou i.p. Des données montrent que
la rutine est métabolisée en dérivé de la quercétine (quercétine-glucuronide) dans I’intestin gréle
et cdlon (138). Ainsi un protocole de gavage sur une période de 21 jours minimum pourrait étre
envisagé, en monitorant les parametres physiologiques des différents groupes de rats : traités
ou non par I’extrait d’'umbu-caja. Ceci se rapprocherait plus de la réalité pharmacodynamique.
Comme nous I’avons vu dans le paragraphe précédent, des essais toxicologiques seraient

intéressants a associer a ce protocole de gavage.

En conclusion, les expérimentations in vivo sont peu concluantes, néanmoins nous
constatons un effet hypotenseur (delta négatif). La baisse de pression artérielle moyenne (PAM)
atteint au minimum 5,5 mm Hg pour la deuxiéme dose (1 mg/kg) et au maximum 12 mm Hg
pour la dose la plus élevée (10 mg/kg). Les potentiels effets toxiques que peuvent révéler

I’extrait administré en i.v. sont a prendre en compte et nécessitent une étude dédiée a cela.
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3.2  Relachement musculaire des anneaux mésentériques ex vivo

Dans le but de préciser I’origine de la baisse de PA observée, I’expérience de réactivité ex-
vivo a été mise en place. La PA est la résultante de 2 parametres qui sont la résistance
périphérique et la fréquence cardiaque comme le rappelle la formule établie dans Partie I. 3.1.1.
D’apres les résultats obtenus lors de 1’expérience in vivo, nous pouvons raisonnablement

attribuer la baisse de PA a la baisse de la résistance périphérique.

Nous observons donc une relaxation des vaisseaux, (diminution des RP) proportionnelle aux
différentes concentrations de I’extrait. Cet effet est d’autant plus important que 1’endothélium
de ces vaisseaux est intact. Ainsi I’extrait antioxydant participerait a 1’activation/amplification
d’un mécanisme vasodilatateur a effet immédiat impliquant 1’endothélium. Cet effet est observe
sur le court terme et il est a mettre en parallele avec le role au long terme de I’endothélium sur
I’intégrité des fonctions vasculaires dans les pathologies hypertensives (68,69). En effet les
propriétés antioxydantes de 1’extrait d’exocarpe peuvent agir directement sur les ROS, en les
neutralisant, empéchant la dégradation de la structure de 1’endothélium et augmentent
également la biodisponibilité des facteurs vasodilatateurs comme le NO et par conséquent

participe a la relaxation des vaisseaux.

Afin d’évaluer plus finement les voies de signalisation mises en jeu dans le mécanisme de
relaxation des CML, des inhibiteurs peuvent étre utilisés. En effet il s’agit d’évaluer 1’effet de
I’ajout d’un inhibiteur dans les cuves a organes isolés sur 1’effet vasorelaxant provoqué par
I’extrait d’umbu-caja (98) :

- L’Apocynine (inhibiteur de NOX) montrerait I’implication des enzymes NOX dans la genese
des ROS et évaluerait I’effet vasodilatateur de ’extrait d’'umbu-cajd en présence de cet
inhibiteur ;

- Les SOD mimétiques, qui comme leur nom I’indique, miment I’action de la SOD (catalysant
la dégradation des ROS) tels que le manganese(lll) tetrakis(1-methyl-4-pyridyl)porphyrin
(MnTMPyP) ou le 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPOL) et évalueraient
quant a eux 1I’implication de la voie pro-oxydante Plsk/Akt/eNOS ;

- Les inhibiteurs des canaux potassiques calcium dépendant a haute et moyenne conductance
(IKca, SKca) pourraient permettre d’évaluer I’implication du facteur EDHf dans la

vasorelaxation provoquée par I’extrait d’'umbu-caja.
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Au regard des conclusions établies sur les effets in vivo de I’extrait, nous pouvons nous
recentrer sur les effets déja recensés dans la littérature concernant la rutine et la quercétine dans
la sphére cardiovasculaire. Ces deux composes ont montré des effets intéressants dans le

traitement des problémes vasculaires chez I’'Homme.

Le premier : la rutine, ou plus précisément son dérivé O-f Hydroxy-éhtyl, est efficace dans le
cadre d’un traitement per 0s au long terme (5 ans) de I’insuffisance veineuse chronique qu’elle

soit ou non associée a une microangiopathie initiale (3).

Le deuxiéme : la quercétine, a montré une réduction significative de la PA lors d’une méta-
analyse suggérant un apport journalier supérieur a 500 mg per os. Ce résultat est d’autant plus
important qu’il est associé a une thérapie antihypertensive conventionnelle comme celles
utilisant les bétabloquants ou les diurétiques thiazidiques (139). Ces dernieres conclusions
viennent conforter 1’éventuel effet bénéfique que peut apporter cet extrait, contenant

majoritairement de la rutine, dans la sphére cardiovasculaire.

3.3  Caractérisation physico-chimique de I’effet (pro)-oxydant in vitro

Nous pouvons rappeler que le modéle visant a induire une surproduction de ROS, créant
un stress oxydatif chez les rats traités au L-NAME est validé (130). Ainsi, en inhibant I’enzyme
eNOS, le niveau de stress oxydant vasculaire se voit augmenté entre les deux conditions :

contrble versus L-NAME.

Le pouvoir antioxydant confirmé par les expériences in vitro (DPPH, TPC) ne se manifeste
pas aux concentrations élevées dans cette expérience de fluorescence. Au contraire, nous
observons un effet pro-oxydant, ou la quantité de ROS augmente dans les tissus au contact des
concentrations élevées en extrait d’'umbu-caja. Ces concentrations ont été initialement choisies

par analogie avec les concentrations de 1’expérience in vivo.

Cela peut paraitre inattendu, en raison des propriétés antioxydantes des polyphénols et de la
rutine en particulier. Cependant, cet effet anti-radicalaire ne s’observe que dans une certaine
gamme de concentrations biologiques ; au-dela 1’effet est inversé et induit une réaction en
chaine accroissant la quantité des ROS. De cette maniére, il est possible d’affirmer que les
concentrations utilisées ici dépassent cette gamme seuil de concentrations biologiques (98).
Ainsi la différence observée entre les expériences de réactivité mésentérique et de microscopie
peut s’expliquer par cet effet seuil dépendant de la concentration polyphénolique et d’autres

conditions cellulaires telles que la quantité d’ions métalliques libres intracellulaires (140,141).
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Dans notre cas cette frontiére, entre 1’effet antioxydant bénéfique et celui néfaste créant une

réaction en chaine, se situerait entre 10 et 50 mg/mL d’umbu-caja (groupes (B) et (C)).

Par conséquent les concentrations de 1’extrait d’umbu-caja utilisées dans 1’expérience de
fluorescence doivent étre abaissées et comprises dans des gammes de concentration au-dessous
de 10 mg/mL. De par leur action chélatrice, les especes chimiques antioxydantes agiront de
manic¢re immédiate contre les ROS. Cela diminuerait I’intensité de fluorescence des coupes de
micro-vaisseaux jusqu’a leur état initial (groupe (CTL)) ou la stabiliserait pour le moins, comme

le montre 1’émission de fluorescence enregistrée dans le groupe (B).

Au vu des photographies réalisées sur les coupes microscopigues, Nous pouvons supposer
que ce phénomene touche essentiellement 1’endothélium et les CML. 11 serait possible de
confirmer cette hypothése a 1’aide d’un double marquage : le DHE pour les ROS et des
marqueurs spécifiques (protéiques) de chacune des couches cellulaires : la E-sélectine pour
I’endothélium et I’a-Tropomyosine ou la Laminine pour les CML.

Au-dela de cet effet antioxydant ou pro-oxydant, nous ne pouvons pas nier le fait que les
polyphénols (quercétine, resvératrol...) soient impliqués dans plusieurs voies de signalisation

qui ont déja été étudiées dans le phénomeéne de vasodilatation (Partie. 1. 3.3.2).

Les voies sont multiples et impliquent des molécules d’adhésion vasculaires : VCAM-1 et
ICAM-1, le facteur nucléaire NF-«xB, des enzymes détoxifiantes (SOD, CAT, GPx et HO-1) et
I’enzyme eNOS.

Notons que les recherches sont encore en cours mais confirment également la participation d’un
mécanisme pro-oxydant dans le phénomeéne de relaxation des CML via les molécules
Plsk/Akt/eNos (Partie 1. 3.3.2). De plus il a été montré que la quercétine et ses métabolites
inhibent 1’activité des NOX membranaires dans les CML chez des rats normo- et hypertensifs
(142).

Sur le méme principe que I’expérience ex-vivo mise en ceuvre avec les anneaux artériels
mésentériques, nous pouvons utiliser des inhibiteurs afin d’évaluer plus finement les voies de
signalisation au niveau cellulaire : comme par exemple 1’Apocynine (inhibiteur de NOX)
montrerait 1’implication des enzymes NOX dans la genése des ROS en présence ou non de
I’extrait d’umbu-caja. Nous pouvons également évaluer ’activité de la voie pro-oxydante

Plsk/Akt/eNOS en fonction de la présence des inhibiteurs MnTMPyp ou TEMPOL avec un
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marqueur moléculaire de I’enzyme Akt. La quantité de ROS présente pourra étre ainsi évaluée

en présence de I’extrait d’'umbu-caja et des différents inhibiteurs.

Ainsi le mécanisme d’action de I’extrait contenant majoritairement de la rutine (dérivé
diglycosidique de la quercétine) serait complexe et présenterait de multiples propriétés anti- et
pro-oxydant en fonction des conditions intracellulaires. In fine il entrainerait, dans une certaine
gamme de concentration, une action antioxydante possédant un effet bénéfique sur le long terme
pour I’endothélium. De plus ce type de polyphénol (flavonoide) agit en synergie avec

I’endothélium artériel amorcgant une vasodilatation de fagon concentration dépendante.

4.  Perspectives

Afin d'appréhender la variabilité phylogénétique évoquée lors de la revue bibliographique,
il serait intéressant de mener a bout une identification botanique précise de I’espéce Spondias
sp. Ceci consiste a analyser les profils HPLC d'extraits de peau de fruits provenant d'arbres soit
géographiquement éloignés, soit portant des noms vernaculaires différents (umbu-caja et
cajarana do Sertdo) et inclure également des fruits venant de chaque espéce supposées parents
(S. mombin et S. tuberosa). Idéalement il faudrait aussi mettre en place les tests d'activité et de
dosage (DPPH, TPC) de ces différents extraits et observer les éventuelles différences. Ainsi il
serait possible de corréler les profils HPLC avec les tests réalisés et d’infirmer ou confirmer

certaines hypotheses selon les espéces étudiées.

Au-dela des résultats obtenus et des comparaisons des activités pharmacologiques décrites,
ce fruit régional (umbu-caja) est consommé au Brésil d’abord pour ses propriétés gustatives.
De plus, I’espéce Spondias sp. posséde une grande capacité d’adaptation environnementale, Se
développant dans un climat semi-aride a tropical. C’est pourquoi elle représente un intérét

économique non négligeable pour la région du nord-est brésilien, justifiant sa culture extensive.

Ce fruit posséde, comme nous 1’avons vu, des propriétés pouvant étre bénéfiques pour
I’homme lorsqu’il est consommé entierement (peau et pulpe). En termes de santé publique,
cette espece fruitiere contribue donc a garantir un apport minimum en molécules antioxydantes
dans I’alimentation journalicre. Il est important de maintenir un acces a ce type d’aliment, riche
en antioxydants, afin de prévenir certaines pathologies comme 1’hypertension artérielle. Ceci

contribue a baisser le taux de mortalité des MCV. La consommation d’aliments riches en
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antioxydants doit étre d’autant plus valorisée que les conditions environnementales et

économiques sont favorables a 1’arboriculture de cette espece : Spondias sp.

Cependant un apport excessif en molécules antioxydantes peut avoir un effet néfaste dans
les différentes couches cellulaires. Des études complémentaires sont donc nécessaires afin de
mieux definir la frontiere entre les effets pro- et antioxydants. En effet les nombreuses vertus
attribuées aux composeés phénoliques pour la santé humaine, ne mettent pas uniquement en jeu
les propriétés antioxydantes mais des propriétés plus spécifiques impliquant I’interaction de ces

composés avec divers constituants au sein de la cellule.
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ISPB - FACULTE DE PHARMACIE

CONCLUSIONS

THESE SOUTENUE PAR : M. Ludovic BONNARD

L’intérét croissant des patients envers les produits de sources naturelles pour se soigner ou
prévenir certaines pathologies encourage la recherche pour de nouveaux candidats a de futurs
médicaments ou a des traitements de phytothérapie. C’est ainsi que 1’exocarpe du fruit de ’espece
Spondias sp. ("umbu-caja™) a été étudié pour ses propriétés antioxydantes, propriétés se distinguant de
celles de sa pulpe.

L’analyse approfondie des composants de cet exocarpe a mis en évidence une molécule
majoritairement présente : la rutine, retrouvée dans I’extrait hydro-méthanolique de celui-ci. Cette
molécule posséde des propriétés antioxydantes clairement identifiées dans des études antérieures
réalisées in vitro.

En paralléle, la mesure d’effets pharmacologiques de cet extrait administré chez le rat a été
réalisée, les résultats en seraient prometteurs. En effet la pression artérielle moyenne tend a baisser aprés
injection en intraveineux de I’extrait. Ce résultat est en accord avec ceux obtenus dans d’autres études
réalisées chez le rat en présence de rutine isolée, ou de sa génine : la quercétine. Des expériences ex-
vivo ont complété cette étude. Nous avons observé un effet vasorelaxant, concentration dépendant de
I’extrait sur des artéres mésentériques supérieures. Cette vasorelaxation est d’autant plus importante que
I’endothélium est intact. La caractérisation physico-chimique, utilisant un marqueur fluorescent,
démontre un effet oxydatif : émergence d’espéces oxygénées réactives ex-vivo conséquente a
I’inhibition de I’oxyde nitrique synthase endothéliale, enzyme synthétisant 1’oxyde nitrique.

Cependant, I’addition de I’extrait d’umbu-caja accroit de fagon contradictoire la quantité
d’espéces oxygénées réactives mesurée sur les coupes de micro-vaisseaux ex-vivo. Cette propriété
physico-chimique "pro-oxydante" est bien connue des polyphénols et se manifeste dans une certaine
gamme de concentration et dans des conditions intracellulaires particuliéres. Des études récentes
montrent la mise en jeu de plusieurs processus moléculaires de voies de transductions initiées par un
mécanisme pro-oxydatif, comme par exemple la voie de signalisation de I’Inositol triphosphate/protéine
kinase B/Oxyde Nitrique synthétase endothéliale. Ainsi les propriétés pro-oxydantes des polyphénols, a
priori néfastes, peuvent contribuer a un effet pharmacologique bénéfique, vasorelaxant.

Bien que I’identification botanique de I’espéce Spondias sp. ne soit pas clairement établie, son
fruit présente donc des propriétés intéressantes dans le domaine cardiovasculaire : des propriétés
antioxydantes démontrées in vitro et un potentiel vasodilatateur endothélium dépendant.

De plus amples explorations moléculaires sont envisageables afin de mieux caractériser cet effet
pharmacologique qui pourrait étre novateur dans le traitement de 1’hypertension artérielle. En effet les
composés polyphénoliques de I’extrait agissent directement sur les espéces réactives de 1'oxygeéne et in
fine préviennent les effets déléteres de celles-ci au niveau des vaisseaux sanguins et plus
particulierement de 1’endothélium.
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Umbu-caja, un fruit régional brésilien du genre Spondias : caractérisation phytochimique et
évaluation des effets cardiovasculaires chez le rat.

Th. D. Pharm., Lyon 1, 2017

RESUME

La découverte de nouvelles molécules bioactives provenant de sources naturelles comme les
végétaux impliquent de nombreux acteurs en recherche préclinique dont ceux de la recherche en
pharmacognosie. Le genre Spondias comporte des especes dont les fruits sont notamment étudiés pour
leurs propriétés antioxydantes. Le fruit de 1’espéce hybride Spondias sp. (« umbu-cajé »), et plus
particuliérement son exocarpe n’ont jamais fait 1'objet d'études dans la sphere cardiovasculaire. Au
regard des études menées sur les autres fruits des espéces du genre Spondias, ce fruit pourrait présenter
des effets biologiques prometteurs. Ainsi, ce projet mené au sein du laboratoire de Pharmacologie
Cardiovasculaire et Produits Naturels a Jodo Pessoa de I'Univsersité Fédérale de Paraiba (PB, Brésil)
et poursuivi a I’Université Claude Bernard Lyon 1 (France) a pour but d’identifier les effets in vitro et
in vivo provoqués par I’extrait hydro-méthanolique de I’exocarpe du fruit de Spondias sp.

Nous avons montré que la famille des molécules contenues dans la peau du fruit appartient aux
composés polyphénoliques. Cette famille est caractérisée par un pouvoir antioxydant certain. Les
expériences menées in vivo chez des rats ne montrent pas d’effet dose dépendant sur la pression
artérielle et la fréquence cardiaque. En revanche, nous avons observeé sur des anneaux artériels ex vivo,
un effet vasodilatateur concentration dépendant de I'extrait. Un autre modele ex-vivo, obtenu a partir
de coupes de micro-vaisseaux artériels, vient confirmer le réle protecteur de I'Oxyde Nitrique vis a vis
d’une situation de stress oxydant provoquée. Nous savons que cette situation est retrouvée dans
I’hypertension artérielle, mécanisme dans lequel le nombre d’especes réactives de 1’oxygene (ROS)
croit significativement. Les effets antioxydants de 1’extrait observé lors de I'analyse phytochimique se
sont révélés contraires aux résultats obtenus ex vivo, mettant en évidence une augmentation des ROS
et se manifestant de facon concentration dépendante. Ces résultats suggerent que les composés
polyphénoliques (flavonoides) de I’extrait impliquent plusieurs mécanismes physiologiques
complexes qui pourraient &tre mis en évidence par des études pharmacologiques plus précises.

Outre ses propriétés pharmacologiques, cette espéce possede un intérét économique non
négligeable au niveau régional, favorisant notamment sa culture de fagon extensive.
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