ROYAUME DU MAROC

Université Mohammed V uu[il AP drol>
-RABAT- | - by -
Faculté des sciences

CENTRE D’ETUDES DOCTORALES - SCIENCES ET TECHNOLOGIES

N° d’ordre : 3883

THESE
En vue de I’obtention du : DOCTORAT

Centre de Recherche : Centre Eau, Ressources Naturelles, Environnement et
Développement Durable (CERNE2D)

Structure de Recherche : Equipe "Energie, matériaux et développement durable” (EMDD)

Discipline : Biologie

Spécialité : Physiologie, Pharmacologie et Santé

Présentée et soutenue le : 21/12/2023 par :

Smail AMTAGHRI

Etude des Activités Antihypertensive, Vasorelaxante et Inhibitrice
de ’ACE2 de Quelques Plantes Médicinales Chez le Rat

JURY
Souad EL HAJJAJI PES, Université Mohammed V, Faculté des Siences - Rabat Présidente
Said LAZAR PES, Université Hassan 11-Casablanca, Faculté des Sciences Rapporteur/Examinateur
et Techniques - Mohammedia
Younes ABROUKI PH, Université Mohammed V, Faculté des Siences - Rabat Rapporteur/Examinateur
Driss HMOUNI PH, Université Ibn Tofail, Faculté des Siences - Kénitra Rapporteur/Examinateur
Nadia FELLAT PES, Université Mohammed V, Faculté de Médecine et de Pharmacie - Examinatrice
Rabat
Ali OUASSRI PES, Centre Régional des Métiers de I’Education et de la Formation - Examinateur
Rabat
Souad BENAICH PH, Université Mohammed V, Faculté des Siences - Rabat Examinatrice

Mohamed EDDOUKS  PES, Universit¢ Moulay Ismail, Meknes, Faculté des Sciences et Co-directeur de these
Techniques - Errachidia

Miloudia SLAOUI PH, Ecole Supérieure de Technologie - Salé Directrice de These

Annee Universitaire : 2023/2024

X< Faculté des Sciences, avenue Ibn Battouta, BP. 1014 RP, Rabat —Maroc
@ 00212(0)5 37 77 18 76 = 00212(0)5 37 77 42 61 ; http://www.fsr.um5.ac.ma




Dedicace

«Ce n’est pas parce que les choses sont difficiles que nous n’osons pas, c’est
parce que nous n’osons pas qu’elles sont difficiles» Séneque.

La chose la plus belle et la plus importante c’est le savoir qui donne un vrai
sens & la vie et qui nous aide a exister dans ce monde, pour ce fait, je dédie ce
travail :

-A ma chére mére que j‘aime, a mon cher pére que j‘aime,

Un Grand merci, sans vous, je ne serais pas entrain d‘écrire ces mots,

-A mon frére Mohamed et a mes sceurs Dounia, Ikram et Leila,

Je ne sais comment vous remercier pour votre soutien, votre présence dans les
moments de difficultés,

-A tous les membres de ma famille,

-A tous mes amis,

-A tous ceux que j‘aime,

-A tous ceux qui m‘aiment,

Je dédie ce travail.

Aimablement




Remerciements

Tout d'abord, je dois remercier ALLAH, le tout puissant, qui m'a donné le courage, la
volonté et la force de mener a bien ce travail. Cette thése est le résultat de quatre ans de travail
acharné, elle n'aurait pu étre achevée sans le soutien et les conseils de nombreuses personnes a
qui je suis profondément redevable.

Cette these a été réalisée au sein de I'équipe Energie, Matériaux et Développement
Durable (EMDD) - Ecole Supérieure de Technologie-SALE, Centre de I'Eau, des Ressources
Naturelles, de I'Environnement et du Développement Durable (CERNE2D) de I'Université
Mohammed V de Rabat, dirigée par Madame Miloudia SLAOUI, Professeur Habilitée a I’Ecole
Supérieure de Technologie de Salé. Les différents travaux expérimentaux ont été réalisés a la
Faculté des Sciences et Techniques d'Errachidia, au sein de I'équipe d'Ethnopharmacologie et
Pharmacognosie dirigée par Monsieur Mohamed EDDOUKS, Professeur de 1I’Enseignement

Supérieur a la Faculté des Sciences et Techniques d’Errachidia.

Nous remercions chaleureusement 1’ Académie Hassan II des Sciences & Techniques et le

CNRST d’avoir financé ce travail.

Je remercie amplement mon encadrante, Madame Miloudia SLAQOUI, Professeur
Habilitée a I’Ecole Supérieure de Technologie de Salé, d’avoir accepté de diriger ma thése. Son
aide, sa sympathie et ses directives tout au long des études doctorales, m’ont été d’une grande
utilité pour arriver a ce stade final de la formation. Qu’il me soit permis de lui exprimer mon

profond respect et mes vifs remerciements.

Je tiens également a exprimer ma profonde gratitude a mon co-directeur, Monsieur
Mohamed EDDOUKS, Professeur de 1’Enseignement Supérieur a la Faculté des Sciences et
Techniques d’Errachidia, pour m'avoir accueilli dans son laboratoire et pour avoir consacré son
temps, ses efforts et sa patience a la co-direction de cette thése ainsi que pour la confiance qu'il
m'a accordée durant la réalisation de ce travail. Veuillez trouver ici le témoignage de ma

profonde gratitude et de ma grande estime.

Je tiens a exprimer mes sinceres remerciements a Madame Souad EL HAJJAJI,
Professeur de I’Enseignement Supérieur a la Faculté des Sciences de Rabat, d’avoir accepté de

présider mon jury de these.

Je remercie chaleureusement Monsieur Said Lazar, Professeur de 1’Enseignement
Supérieur a la Faculté des Sciences et Techniques de Mohammedia, d'avoir accepté d'évaluer ce

travail en tant que rapporteur de thése et examinateur.




Je remercie vivement Monsieur Younes ABROUKI, Professeur Habilité a la Faculté des
Siences de Rabat d'avoir accepté de juger ce travail en tant que rapporteur de these et

examinateur.

Je remercie également Monsieur Driss HMOUNI, Professeur Habilité a la Faculté des
Siences de Kénitra d'avoir accepté de juger ce travail en tant que rapporteur de these et

examinateur.

Mes remerciements vont a Madame Nadia FELLAT, Professeur de 1’Enseignement
Supérieur a la Faculté de Médecine et de Pharmacie de Rabat, pour I'nonneur qu'elle m'a fait en

acceptant d'examiner ce travail et de participer a la soutenance.

Je voudrais adresser mes sinceres remerciements a Monsieur Ali OUASSRI, Professeur
de I’Enseignement Supérieur au Centre Régional des Meétiers de I'Education et de la Formation a
Rabat, pour I'honneur qu'il m'a fait en acceptant d'examiner ce travail et de participer a la

soutenance.

Je tiens a remercier profondément Madame Souad BENAICH, Professeur Habilitée a la
Faculté des Sciences de Rabat, pour I'honneur qu'elle m'a fait en acceptant d'examiner ce travail
et de participer a la soutenance.

Je remercie toutes les personnes qui ont contribué, de prés ou de loin, a la réalisation de
ce travail. Je pense a mes collegues du laboratoire d’Errachidia : Ayoub Amssayef, Ismail
Bouadid, Mourad Akdad, Amine Azzane et Adil Qabouche avec qui j’ai passé des moments

agréables.

J’adresse aussi mes remerciements a mon frere, Mohammed et mes sceurs : Dounia,

Ikram et Leila pour leur soutien moral et matériel durant ces années de these.

Enfin, je ne peux que remercier ma mere et mon pere, sans qui tout cela n’aurait jamais

été possible et qui m’ont éduqué, encouragé et motivé pour réaliser mes objectifs.

Encore une fois un grand merci a tous. . .




Résumeé

L'hypertension artérielle est une maladie chronique “silencieuse” affectant plus d'un
milliard de personnes dans le monde. Elle est définie par une valeur de pression artérielle
supérieure ou égale & 140 mmHg pour la pression artérielle systolique et/ou supérieure ou égale a
90 mmHg pour la pression artérielle diastolique. Elle représente un facteur de risque majeur de
maladies cardiovasculaires et d'insuffisance rénale et constitue une cause majeure de mortalité.
Le développement de médicaments antihypertenseurs efficaces qui tiennent compte des
caractéristiques uniques des populations du monde est donc d'une importance capitale pour la
santé publique. Notre travail a été consacré a 1’étude de plantes antihypertensives et
vasodilatatrices chez le rat.

L'objectif de cette these était d'apporter des arguments scientifiques et pharmacologiques
permettant de valider et de développer l'usage traditionnel de plantes médicinales connues dans
la pharmacopée marocaine pour leurs vertus thérapeutiques contre [I'hypertension, plus
précisément d’Hibiscus rosa-sinensis, Euphorbia cheiradenia, Haloxylon Scoparium,
Ammodaucus leucotrichus et Ammi visnaga. Les extraits aqueux de ces especes ont été étudiés in
vivo pour leurs propriétés antihypertensives en utilisant des rats normaux et des rats hypertendus,
et in vitro pour leurs activités vasodilatatrices basées sur I'étude de la contractilité vasculaire des
anneaux aortiques isolés de rat. De méme, les mécanismes responsables de ces dernieres
propriétés ont été déterminés par I'utilisation d'agents pharmacologiques standards.

Nos résultats ont montré que les extraits aqueux des fleurs d'Hibiscus rosa-sinensis, testés
sur des rats normotendus et hypertendus, ont montré un effet antihypertenseur significatif.
L'extrait aqueux d'Hibiscus rosa-sinensis a révélé une propriété antihypertensive chez les rats
hypertendus a la dose de 100 mg/kg. En outre, I'extrait a induit une réponse de vasorelaxation
significative dans les anneaux vasculaires de I'aorte de rat et sa capacité antihypertensive semble
&tre au moins liée a la relaxation des vaisseaux sanguins via le blocage des canaux Ca" et la
stimulation de I'ACE-2. Cependant, I'extrait aqueux des parties aériennes d'Euphorbia
cheiradenia n'a eu aucun effet chez les rats normotendus mais a eu une activité remarquable chez
les rats hypertendus a une dose de 100 mg/kg. De plus, cet extrait a eu un effet vasorelaxant qui a
partiellement relaxé les anneaux aortiques en activant le canal KATP et en inhibant le canal béta-
adrénergique. Néanmoins, dans les aortes isolées de rat, I'extrait n'a eu aucun effet sur I'ACE-2.
L'extrait aqueux des parties aériennes d’Haloxylon scoparium a révélé uniquement une activité
antihypertensive importante, puisqu'il n'a eu aucun effet sur les rats normotendus, mais son

activité a été remarquable chez les rats hypertendus a des doses de 60 et 100 mg/kg. En outre, cet




extrait posséde des propriétés vasorelaxantes via le blocage des canaux Ca2*. L'extrait aqueux du
fruit d’Ammodaucus leucotrichus a montré une activité antihypertensive significative chez les
rats hypertendus a des doses de 60 et 100 mg/kg. En outre, I’extrait aqueux de cette plante a
induit une vasodilatation des vaisseaux sanguins via les voies de synthése du NO-guanosine
monophosphate cycliqgue (GMPc) et des prostaglandines. De plus, I'extrait aqueux des parties
aériennes d'’Ammi visnaga a montré une activité antihypertensive significative chez les rats
hypertendus a des doses de 70 et 140 mg/kg. Cependant, dans les aortes thoraciques isolées de
rat, tous les médicaments utilisés dans notre étude n'étaient pas responsables de la voie de
signalisation et n'avaient aucun effet sur la vasorelaxation induite par I'extrait.

Les résultats de la présente étude valident favorablement I'utilisation de ces espéces dans
la médecine traditionnelle marocaine pour le traitement de l'hypertension dans I’attente de
confirmation par des études phytochimiques, toxicologiques et cliniques.

Mots clés : Plantes médicinales, Hypertension, Hibiscus rosa-sinensis, Euphorbia cheiradenia,
Haloxylon Scoparium Pomel, Ammodaucus leucotrichus, Ammi visnaga, vasodilatation, canaux
calciques, canaux KATP, récepteurs adrénergiques [, oxyde nitrique, sGC-cGMP,

cyclooxygénase vasculaire, Enzyme de conversion de I'angiotensine-2 (ECA-2).
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Abstract

Hypertension is a chronic "silent" disease affecting more than one billion people
worldwide. It is defined by a blood pressure value greater than or equal to 140 mmHg for
systolic blood pressure and/or greater than or equal to 90 mmHg for diastolic blood pressure. It
represents a major risk factor of cardiovascular disease and renal failure and it is a major cause
of mortality. The development of effective antihypertensive drugs that take into account the
unique characteristics of the world's populations is therefore of great importance for public
health. Our work was devoted to the study of the antihypertensive and vasodilator activities of
some medicinal plants in rat.

This thesis aimed to provide scientific and pharmacological arguments to validate and
develop the traditional use of medicinal plants known in the Moroccan pharmacopeia for their
therapeutic virtues against hypertension, specifically Hibiscus rosa-sinensis, Euphorbia
cheiradenia, Haloxylon Scoparium Pomel, Ammodaucus leucotrichus, and Ammi visnaga. The
aqueous extracts of these species were studied in vivo for their antihypertensive properties using
normal and L-NAME-induced hypertensive rats, and in vitro for their vasorelaxant activities
based on the study of aortic rings; likewise, the mechanisms responsible for the latter properties

were determined through the use of standard pharmacological agents.

The results showed that the aqueous extracts of Hibiscus rosa-sinensis flowers, tested on
normotensive and hypertensive rats showed a significant antihypertensive effect. Aqueous
extract of Hibiscus rosa-sinensis showed antihypertensive properties in hypertensive rats at the
dose of 100 mg/kg. The extract induced a significant vasorelaxant response in rat aortic rings,
and its antihypertensive ability was at least related to blood vessel relaxation via Ca* channel
blockade and ACE-2 stimulation. However, the aqueous extract of the aerial parts of Euphorbia
cheiradenia had no effect in normotensive rats but had remarkable activity in hypertensive rats at
a dose of 100 mg/kg. Moreover, this extract had a vasorelaxant effect that partially relaxed the
aortic rings by activating the KATP channel and inhibiting the beta-adrenergic channels.
Nevertheless, in isolated rat aortas, the extract had no effect on ACE-2. The aqueous extract of
the aerial parts of Haloxylon scoparium showed significant antihypertensive activity, and it had
no effect in normotensive rats, but its activity was remarkable in hypertensive rats at the doses of
60 and 100 mg/kg. In addition, this extract possessed vasorelaxant properties via blocking Ca?*
channels. The aqueous extract of the fruits of Ammodaucus leucotrichus showed a significant
antihypertensive activity in hypertensive rats at the doses of 60 and 100 mg/kg. In addition, this

plant exhibited vasodilatation of blood vessels via the NO-cyclic guanosine monophosphate
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(cGMP) and prostaglandin synthesis pathways. Thus, the aqueous extract of the aerial parts of
Ammi visnaga showed significant antihypertensive activity in hypertensive rats at the doses of 70
and 140 mg/kg. Moreover, in isolated rat thoracic aortas, all the drugs used in the study were not
responsible for the signaling pathway and had no effect on the vasorelaxation induced by the
extract.

The results of the present study favorably validate the use of these species in Moroccan
traditional medicine for the treatment of hypertension in an attempt to additional phytochemical,

toxicological, and clinical studies.

Keywords: Medicinal plants, Hypertension, Hibiscus rosa-sinensis, Euphorbia cheiradenia,
Haloxylon Scoparium Pomel, Ammodaucus leucotrichus, Ammi visnaga, vasodilation, calcium
channels, KATP channels, B-adrenergic receptors, nitric oxide, sGC-cGMP; vascular
cyclooxygenase, Angiotensin-converting enzyme-2 (ACE-2).
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Introduction générale

Le Maroc possede une biodiversité extrémement impressionnante en raison de sa situation
géographique unique et son climat. Ces circonstances offrent pour le Maroc I'environnement
idéal pour le développement d'une couverture floristique riche et diversifiée. En effet, le Maroc
se distingue par une grande variété de plantes vasculaires, avec plus de 4200 espéces et sous-
espéces et 600 espéces fréqguemment utilisées en médecine traditionnelle [1, 2]. Toutes ces
particularités se traduisent par un merveilleux arsenal de plantes médicinales qui caractérisent
cette région et dont une grande variété est utilisée par la communauté locale pour soigner
diverses maladies cardiovasculaires, dont I'hypertension artérielle [3]. Elle représente en effet un
probléme majeur de santé humaine aux échelles régionale et mondiale, car cet état constitue un
important facteur de risque de maladies cardiovasculaires et d'insuffisance rénale, tout en
représentant I'une des principales causes de déces dans le monde entier [4]. Compte tenu des
limites des traitements modernes dans la prise en charge de cette maladie, les méthodes
médicinales alternatives, telles que la médication traditionnelle marocaine, doivent étre prises en
considération. Par conséquent, de nombreux scientifiques se sont orientés a
I'ethnopharmacologie pour découvrir de nouveaux produits actifs naturels dans des domaines
tres variés, dont la médecine cardiovasculaire [5]. Afin de fournir une base scientifique valable
pour l'utilisation médicinale de ces plantes, les études se sont concentrées sur les effets
bénéfiques des plantes médicinales. La validation des effets antihypertenseurs des plantes
médicinales et la compréhension des mécanismes impliqués permettraient I'identification de

nouvelles cibles et molécules pour le développement d'un traitement antihypertenseur efficace.

L'objectif de cette these était de présenter des preuves scientifiques pour justifier l'usage
traditionnel de plusieurs plantes antihypertensives de la pharmacopée marocaine, notamment
celles de la région de Daraa-Tafilalet. D'une part, on visait a révéler les qualités
pharmacologiques des extraits aqueux de plantes medicinales marocaines ainsi que leurs
mécanismes d'action associés. Compte tenu de I'importance de la régulation du tonus vasculaire
dans l'efficacité des médicaments antihypertenseurs, nous avons voulus étudier les propriétés
antihypertensives in vivo et d’établir l'activité vasodilatatrice in vitro des différents extraits
aqueux dans le modéle animal du rat Wistar (anneau aortique). Ce modeéle est trés utilisé en
pharmacologie expérimentale du fait de sa facilité et de sa rapidité d'exécution, de lI'abondance de
la littérature le concernant et des informations intéressantes obtenues sur la fonction vasculaire

que ce soit au niveau de I'endothélium ou des muscles lisses.




Un screening préliminaire a été effectué afin de tester I'effet vasodilatateur des extraits
aqueux des différentes plantes antihypertensives envisagées, y compris Hibiscus rosa-sinensis
L., Euphorbia cheiradenia L., Haloxylon Scoparium Pomel, Ammodaucus leucotrichus L., et

Ammi visnaga L.

L’activit¢ antihyertensive des extraits aqueux des fleurs d'Hibiscus rosa-sinensis
(Malvaceae), d'Euphorbia cheiradenia (Euphorbiaceae), des parties aériennes de Haloxylon
Scoparium Pomel (Chenopodiaceae), des fruits de Ammodaucus leucotrichus (Apiaceae) et des
parties aériennes de Ammi visnaga (Apiaceae) n'a jamais été scientifiquement explorée, par
conséquent, ces extraits ont été sélectionnés pour une étude expérimentale afin de valider leurs
activités antihypertensives in vivo et pour évaluer leur action vasodilatatrice in vitro. Ces extraits
aqueux ont servi de point de départ a notre recherche de thése, qui comprend des études
pharmacologiques. Enfin, les données expérimentales seront examinées dans un contexte plus

large dans le cadre d'une discussion générale et d'une conclusion qui concluront cette these.

Ce travail a été rédigé selon la méthode de la *"thése par articles™. Il est composé de

sept parties organisées autour de sept chapitres :

o Le Chapitre I : consacré pour la partie bibliographique et englobe une introduction générale,
les généralités sur le systéeme cardiovasculaire, les mécanismes de régulation de la pression
artérielle, 1’épidémiologie de 1’hypertension artérielle, la physiopathologie de I’hypertension
artérielle et le traitement pharmacologique et non pharmacologique de I’hypertension.

o Chapitre Il : présentant le choix des plantes médicinales étudiées. Les techniques et
méthodes utilisées pour les différentes études sont également présentées.

o Chapitre Il : présentant 1'effet antihypertenseur et vasorelaxant d’Hibiscus rosa-sinensis L.
De plus, son action sur I'enzyme de conversion de I'angiotensine 2 (ACE-2) dans des aortes de
rats isolées a été demontrée.

o Chapitre 1V : présentant [’activit¢é antihypertensive et vasorelaxante d’Euphorbia
cheiradenia L. En outre, I'effet d'Euphorbia cheiradenia sur ’enzyme de conversion de
I'angiotensine-2 (ECA-2) dans des aortes de rats isolées a été mis en évidence.

o Chapitre V : présentant I'effet antihypertenseur in vivo d’Haloxylon scoparium L., ainsi que
son activité vasorelaxante in vitro.

o Chapitre VI : présentant les propriétés antihypertensives et vasorelaxantes d’Ammodaucus
leucotrichus.

o Chapitre VII : présentant les propriétés antihypertensives et vasorelaxantes d’Ammi visnaga.
Finalement, la conclusion générale et les perspectives sont présentées.
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Chapitre 1.

Revue de la littérature




|. Etat des connaissances

1. Généralités sur ’hypertension artérielle
1.1. Généralités sur le systeme cardiovasculaire

Le systeme cardiovasculaire a pour fonction principale de transporter le sang dans tout
I'organisme afin d'apporter des nutriments aux organes, aux tissus et aux cellules, et d'éliminer
les déchets du métabolisme cellulaire. Il est constitu¢ du ceoeur, point central de la circulation
sanguine, et des vaisseaux sanguins (artéres, veines, artérioles et veinules) qui servent de
conduits pour le passage du sang et sont reliés a diverses structures de type et de taille variables
qui assurent cette fonction. Le sang des organes est collecté par la veine cave supérieure et la
veine cave inférieure pour le cceur droit. Au niveau du ventricule droit, le sang est ¢jecté dans la
circulation pulmonaire, puis retourne au cceur gauche, d'ou il est éjecté dans la circulation

systémique [6]. La Figure 1 représente le schéma du cceur.
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Artére sous-claviere gauche

Tronc brachio-céphalique

Veine cave supérieure
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Artere pulmonaire droite
Ligament artériel
Artére pulmonaire gauche
Veines pulmonaires droites Tronc pulmonaire

Veines pulmonaires gauches

Valvule sigmoide pulmonaire
Oreillette gauche
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Valvule sigmoide aortique
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Ventricule droit Ventricule gauche
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Figure 1. Coupe longitudinale du coeur : vue antérieure interne [7].




Dans le cceur humain, les quatre compartiments ou cavités du cceur sont:

- Deux cavités forment la partie supérieure ou base du cceur, appelées oreillettes et recevant le

sang de toutes les parties du corps au moyen de gros vaisseaux nommes veines.

- Deux cavités forment la partie inférieure ou la pointe du cceur, appelées ventricules et destinées
a chasser le liquide sanguin dans toutes les parties du corps au moyen de gros vaisseaux nommeés

arteres [7].

D’un point de vue anatomique, le cceur est divisé en deux parties droite et gauche, La
partie droite est divisée elle-méme en deux chambres, ’atrium droit (chambre haute) et le
ventricule droit (la chambre basse), et la partie gauche contenant 1’atrium gauche (chambre
haute) et le ventricule gauche (la chambre basse) ces deux parties du cceur sont séparées par un

mur interne dénommé le septum.

- La partie droite du cceur est responsable de la récupération du sang désoxygéné depuis les
cellules du corps a travers la veine cave supérieure et la veine cave inférieure et puis le renvoyer

vers les poumons pour le réoxygéner a travers I’artére pulmonaire.

- La partie gauche prend charge de la réception du sang oxygéné depuis les poumons a travers les
veines pulmonaires et puis le transmet vers tous les organes du corps a travers I’aorte. Comme
tous les points du corps, le ceeur nécessite en lui-méme du sang oxygéné, pour cela, le ventricule
droit pompe le sang riche en oxygeéne aux cellules cardiaques par le biais des arteres coronaires
qui sont situées sur la surface du cceur et qui vont a leur tour diffuser du sang oxygéné sur tous

les points du cceur [8].
1.1.1. Structure et histologie du systéeme artériel

Le systeme artériel est une structure passive en forme d'arbre qui transporte le sang du
ventricule gauche du coeur vers les tissus et organes du corps via des artéres sanguines plus
petites. La premicre section de l'arbre artériel regoit le flux pulsatile du cceur, tandis que la
derniére section de l'arbre artériel recoit généralement un flux non pulsatile. Par conséquent, le

systeme artéeriel remplit deux fonctions :

v Un conduit pour transporter le sang vers les tissus et les organes du corps.
v Un coussin pour atténuer les impulsions de débit provoquées par I'éjection ventriculaire

gauche intermittente.




La principale fonction de I'aorte est d'agir comme un coussin, en stockant le sang pendant
la systole et la diastole et en le libérant vers la périphérie. On pense que I'aorte est responsable de
70 % de l'activité d'amortissement de I'arbre artériel [9].

La paroi artérielle est constituée de cellules maintenues ensemble par une matrice
extracellulaire. Le réle de cette derniére est de maintenir la cohésion des cellules et les organiser
en tissus, d'assurer la rigidité de la paroi et de maintenir le liquide sanguin a l'intérieur de la
lumiere artérielle du fait de ses caractéristiques hydrophobes [10]. La paroi artérielle, quel que
soit le type d'artére, est constituée de trois structures différentes: I'intima, la media et I'adventice
(Figure 2).
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Figure 2: Structure d’une artére, comprenant 1’adventice, la média et I’intima ; trois tuniques

concentriques [11].
1.1.1.1. Intima

L'intima d'un vaisseau sanguin est constitué d'une seule couche de cellules endothéliales
squameuses placées dans un contact direct avec le sang et reposant sur une couche basale (~80
nm) de collagene et de mucopolysaccharides, de tissu conjonctif et d'une seule couche de cellules
endothéliales en contact avec la lumiére du vaisseau. Ce dernier (ou endothélium, ~0,3 a 0,5 um)
est critique car il constitue le lieu de contact entre le sang et les vaisseaux, lui-méme en contact
étroit avec le sous-endothélium [12]. L'endothélium est recouvert d'une enveloppe cellulaire
(glycocalyx) riche en protéoglycanes (héparane sulfate) qui joue un rdle essentiel dans la
thromborésistance. De plus, une membrane élastique plus mince appelée limitante élastique




externe se situe entre la média et I'adventice, alors que l'intima et la média sont séparées par une

membrane élastique fine appelée limite interne élastique (~5 a 20 um) [13].
1.1.1.2. Média

La média, localisée sous I'intima, est généralement la tunique la plus épaisse. Celle-ci est
formée de couches (~ 3 um) composées de cellules de muscles lisses (CML) recouvertes de
matrice extracellulaire, notamment de fibres de collagéne et d'élastine. Ces CML sont les cellules
responsables de la vasomotricité. Elles régissent activement le débit sanguin et la tension
artérielle par le biais d'un mécanisme de contraction/relaxation [14].

1.1.1.3. Adventice

L'adventice est composée d'un tissu conjonctif dense constitué de fibroblastes, de fibres
de collagéne ainsi que quelques fibres élastiques. Dans les grosses artéres, elle est traversée par
des vaisseaux nourriciers, les vasa vasorum, des vaisseaux lymphatiques et des fibres nerveuses.
Son épaisseur est trés variable selon sa localisation et sa structure varie avec I'age. Elle ancre le
vaisseau aux tissus environnants, assure la nutrition de la paroi et contrble le calibre vasculaire
[15, 16]. L'adventice entourant les arteres de conduit contient un mélange de macrophages
résidents, de cellules T, de cellules dendritiques, de mastocytes, de nerfs périphériques sensoriels
et sympathiques, de fibroblastes, de péricytes, d'adipocytes et de cellules endothéliales
microvasculaires. L'adventice a été décrite comme un régulateur principal de la Physiologie et de
la maladie de la paroi artérielle car elle agit comme un centre de traitement de I'information qui
communique entre la paroi artérielle elle-méme d'une part et le systéme immunitaire, le systeme
nerveux, les adipokines locales et les cellules microvasculaires d'autre part pour coordonner les

fonctions essentielles de I'homéostasie et de la réparation des vaisseaux sanguins [16, 17].
2. Définition, épidémiologie et causes de I’hypertension artérielle

L'hypertension artérielle est un "tueur silencieux" insidieux qui entraine un risque accru
d'autres maladies cardiovasculaires (MCV) y compris les maladies coronariennes, les accidents
vasculaires cérébraux et l'insuffisance cardiaque. La résistance périphérique vasculaire est un
indicateur essentiel de la tension artérielle (TA) qui dépend de I'état de contraction du muscle

lisse vasculaire, en particulier dans les artérioles [18].

L'hypertension artérielle est définie par une PAS > 140 mmHg et une PAD > 90 mmHg
[19]. Chaque augmentation de 20/10 (PAS/PAD mmHg indique un stade de risque plus élevé
d'hypertension [20].




Selon le « Joint National Committee on Prevention, Detection, Evaluation, and Treatment
of High Blood Pressure (JNC7) », I'nypertension est définie comme une PA >140/90 mmHg. Les
personnes dont la pression artérielle est supérieure aux niveaux optimaux, mais qui ne souffrent
pas d'hypertension clinique (PAS de 120-139 mmHg ou PAD de 80-89 mmHg), sont définis en
tant que "préhypertension™ [21].

L'hypertension artérielle est responsable d'environ 16,5 % des déces annuels dans le monde
[22], et elle est en effet la premiére cause de mortalité et de morbidité associées aux maladies
cardiovasculaires (MCV) [23]. D'ici 2030, le nombre de décés annuels atteindrait 23,5 millions
de personnes [22]. Selon 1’enquéte nationale Stepwise 2017-2018, 29,3% des adultes marocains
sont hypertendus [24]. Le tableau 1 illustre les définitions de I'hypertension normale et de
I'nypertension élevée chez l'adulte, d'aprés les récentes directives relatives aux pressions
cliniques. Les notions d'hypertension systolique isolée ou d'hypertension diastolique isolée

s'appliquent lorsque I'une des deux pressions est élevée et que l'autre ne I'est pas [25].

Tableau 1 : Classification basée sur le niveau de pression clinique.

Définition Intervalle de la pression Commentaire / source

artérielle (mmHg)

Pression < 120/80 Toutes les directives

normale/optimale

Préhypertension 120-139/80-89 JNC-7 [21]

Haute pression normale 130-139/85-89 Société Européenne
d'Hypertension (SEH) [26]

Hypertension > 140/90 La plupart des directives

Hypertension résistante > 140/90 Sur le traitement avec 3+
antihypertenseurs, y compris
généralement un diurétique [27]

Source : Disorders of Blood Pressure Regulation [28].

Pendant I'exercice, la pression systolique augmente, mais la variation de la PAS augmente,
alors que la variation de la PAD est moins constante. Le tableau 2 montre également les critéres

de I'hypertension due a I'exercice physique.




Tableau 2 : Autres définitions. Comparaison entre I'hypertension systolique et diastolique.

Définition Pression Pression Commentaire

systolique diastolique

clinique clinique
Hypertension > 140 mmHg <90 mmHg Chez les patients plus jeunes
systolique lies
isolée a une raideur artérielle accrue
Hypertension < 140 mmHg > 90 mmHg Vue chez des patients plus
diastolique jeunes et elle est souvent
isolée associee a un risque accru
Hypertension >210 mmHg > 90 mmHg pour Associée a une augmentation
lie a pour hommes > hommes ou > 10 des facteurs de risque ou a
I’exercice 190 mmHg pour mmHg pour une hypertrophie
physique femmes femmes ventriculaire gauche

Source : Disorders of Blood Pressure Regulation [28].

On distingue I’hypertension artériclle (HTA) primaire (ou essentielle) et 1’hypertension
artérielle secondaire [29]. Le premier type dépend tres fortement du mode de vie et constitue 80
a 90 % des cas d’HTA. L'hypertension secondaire se manifeste chez 5 a 10 % des patients
hypertendus [29]. Le diagnostic précis de I'hypertension secondaire est un processus difficile et
souvent long qui exige une expertise et des efforts considérables. Cependant, une fois I'étiologie
secondaire identifiée, le patient bénéficie profondément d'un traitement potentiellement curatif
qui peut conduire a des améliorations significatives de la qualité de vie, de la morbidité et de la
mortalité [30].

L'hypertension est un véritable probleme de santé publique a I'échelle mondiale [31]. Plus
d'un quart de la population adulte est concernée aujourd'hui, soit prés d'un milliard de personnes,
la proportion de personnes hypertendues atteindrait 29 % en 2025, soit 1,56 milliard de
personnes [32]. Etant le principal facteur de risque de maladie cardiovasculaires (accident
vasculaire cérébral, infarctus du myocarde, décés d'origine coronarienne) et d'insuffisance rénale,
I'nypertension est une cause majeure de decés dans le monde entier. Elle a provoqué la mort
d'environ 7,6 millions de personnes en 2001, ce qui représente 13,5 % de I'ensemble des
personnes décédées [33]. Selon la « Metropolitan Life Insurance Company », I'espérance de vie

d'un individu est étroitement liée aux chiffres de sa tension artérielle. Par exemple, un homme de




35 ans ayant une tension artérielle de 150/100 mmHg a une espérance de vie inférieure de 40 %
a celle d'une personne du méme age ayant une tension artérielle de 120/80 mmHg [34]. Les
études statistiques indiquent que le pourcentage de patients souffrant d'hypertension est plus
important dans les pays developpés que dans les pays en voie de développement, dont les taux de
prévalence étaient respectivement de 37,3 % et de 22,9 % en 2000 (Figure 3) [32].

45
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Figure 3 : Prévalence de I'hypertension chez les adultes (> 25 ans), par genre, dans certains pays.
Source : Rapport sur la situation mondiale des maladies non transmissibles 2010 [35].

Au Maroc, I'nypertension est I'un des motifs les plus fréquents de consultation externe. La
prévalence de I'hypertension chez les adultes au Maroc est de 33,6% (30,2% chez les hommes et
37% chez les femmes) [36].

La cause de I'nypertension est inconnue dans 90 % des cas, autre que le vieillissement
progressif des artéres, plus ou moins rapide selon la génétique et le comportement de vie (excés
de consommation de sel, tabagisme, sédentarité, obésité, surpoids, diabete, exces de cholestérol
et alimentation déséquilibrée de maniére générale qui sont des facteurs modifiables). Il est
possible d’agir sur ces facteurs pour prévenir et réduire 1’hypertension, contrairement aux
facteurs qui ne sont pas modifiables parmi lesquels 1’age, 1’hérédité, la grossesse, la ménopause

et le genre [37].
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3. Les mecanismes de régulation de la pression artérielle et de développement de

I’hypertension

De nombreux mécanismes régissent la pression artérielle dans des conditions
physiologiques normales en modulant la fréquence cardiaque, le volume d'éjection systolique, la
résistance périphérique et le volume sanguin. Certains processus permettent une régulation a
long terme, tandis que d'autres sont plus lents et réagissent rapidement aux changements rapides
de la pression artérielle. La figure 4 est une illustration schématique des effets de la régulation a

court et a long terme.

Mise en jeu des mécanismes de
régulation de la pression artérielle
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Figure 4: Puissance approximative des divers mécanismes de contr6le de la pression artérielle,

en fonction du temps écoulé depuis le début du stimulus perturbant la pression artérielle [34].
3.1. Mécanismes réegulateurs a court terme

Le systeme nerveux fait intervenir des chémorécepteurs, des barorécepteurs et une réponse
ischémique du systéme nerveux central pour réguler la pression artérielle a court terme [38],

ainsi que certains substances chimiques vehiculées par le sang. Ils permettent un contréle
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instantané des changements ponctuels de la tension sanguine en agissant sur la résistance

périphérique et le débit cardiaque.
3.1.1. Le systeme baroréflexe

Les barorécepteurs sont un type de mécanorécepteurs permettant de relayer les
informations dérivées de la pression artérielle dans le systéme nerveux autonome. Les
informations sont ensuite transmises en séquence rapide pour modifier la résistance périphérique
totale et le débit cardiaque, qui favorise le maintien de la tension artérielle dans une plage
normalisée predéfinie. Il existe deux types de barorécepteurs : Les barorécepteurs artériels a une
forte pression et les récepteurs volumétriques a une faible pression, qui sont tous deux stimulés
par I'étirement de la paroi du vaisseau. Les barorécepteurs artériels sont localisés dans les sinus
carotidiens et la crosse aortique. Les récepteurs volumétriques a basse pression, ou récepteurs
cardiopulmonaires, sont situés dans les oreillettes, les ventricules et le systéme vasculaire

pulmonaire [39, 40].

Le barorécepteur exerce un contr6le sur la pression artérielle moyenne sous forme de
boucle de rétroaction négative. Les impulsions nerveuses des barorécepteurs artériels sont
toniqguement actives; une élévation de la pression artérielle entraine une augmentation de la
fréquence des impulsions. La stimulation accrue du noyau tractus solitarius par les
barorécepteurs artériels conduit a une augmentation de I'inhibition accrue du flux sympathique
toniquement actif vers le systeme vasculaire périphérique, ce qui entraine une vasodilatation et
une réduction de la résistance vasculaire périphérique. L'inverse est vrai pour les diminutions de
la pression artérielle moyenne, résultant en une réduction des excitations nerveuses et de la
stimulation du nucleus tractus solitarius, atténuant ainsi l'inhibition et augmentant le débit
sympathique vers le systeme vasculaire périphérique et la vasoconstriction (Figure 5). De méme,
les impulsions nerveuses provenant des barorécepteurs cardiopulmonaires sont également
toniquement actives et augmentent leur taux d'excitation en raison de I'augmentation du volume
sanguin et de la pression artérielle moyenne, ce qui entraine une diminution du débit
sympathique vers le nceud sinusal et une diminution de la fréquence cardiaque et du débit
cardiaque. A la différence notable, le débit sympathique vers les reins augmente, ce qui accroit le

débit sanguin rénal et la production d'urine, diminuant ainsi le volume de liquide du corps [41].
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Figure 5: Voies de fonctionnement de I’arc baroréflexe. Ach : acétylcholine ; NA

noradrénaline [34].
3.1.2. Les chémorécepteurs

Le glomus carotidien et la crosse aortique possédent des chimiorécepteurs (Figure 6). Ce
sont des puissants modulateurs du contr6le neuronal de la circulation et de la ventilation. lls
restent sous I’emprise du feedback négatif comme I’influence du barorécepteur ou des afférences
thoraciques. Les anomalies de fonctionnement de ces structures expliquent en partie la
physiopathologie, la progression et le pronostic de certaines affections cardiovasculaires. La
modulation de I’activité de ces structures suggere leurs roles potentiels comme cibles d’intérét
dans des pathologies comme I'HTA ou I’insuffisance cardiaque [42]. Les chimiorécepteurs
réagissent aux variations du pH sanguin et de la teneur en oxygeéne en envoyant des impulsions
nerveuses au centre vasomoteur, tout comme le font les barorécepteurs. La stimulation du centre
vasomoteur est provoquée par l'activation des chimiorécepteurs, qui entraine une
vasoconstriction lorsque la concentration de CO2 dans le sang augmente, que le pH du sang

devient brusquement plus acide ou que la concentration d'oxygéne diminue. Grace a cette
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vasoconstriction, le cceur et les poumons regoivent plus de sang, ce qui permet a I'oxygeéne de

remplacer le CO2 [43].
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Figure 6: Localisation schématique des sites chimiorécepteurs centraux et périphériques [44].
3.1.3. Le réflexe ischémique central

Le réflexe d'ischémie cérébrale, similaire a celui des chimiorécepteurs, n'est déclenché

qu'en cas d'insuffisance circulatoire aigué [34].
3.1.4. Le systeme nerveux autonome

Le systéeme nerveux autonome régule la fréquence cardiaque (FC) et la vasomotricité par
I'intermédiaire des branches sympathique (vasoconstricteur, accélérateur) et branches
parasympathiques (vasodilatateur et ralentisseur). Par conséquent, le systeme nerveux
parasympathique réduit la fréquence cardiaque et exerce un effet vasodilatateur lorsque la
tension artérielle augmente. D'autre part, le systéme nerveux sympathique augmente la fréquence
cardiaque (FC) en réponse a un effet vasoconstricteur quand la tension artérielle baisse [45].
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3.2. Mécanismes régulateurs a moyen terme
Les mécanismes d'action a moyen terme comprennent:

v L'endothélium du systéme vasculaire posséde des récepteurs distincts pour les substances
chimiques qui dilatent les vaisseaux sanguins (comme les prostaglandines) ou les
compressent (comme les catécholamines et I'endothéline).

v'Un systeme réflexe régulé par les cellules de I'appareil juxtaglomérulaire est le systéme
rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA). La rénine provoque la synthése de I'angiotensine
I1 (All), qui a un effet vasoconstricteur et augmente la pression artérielle lorsque celle-ci
baisse.

3.3. Mécanismes régulateurs a long terme

L'équilibre rénale et cardiovasculaire est efficacement régulée par le systéme rénine-
angiotensine-aldostérone (SRAA). Elle constitue I'un des plus importants régulateurs de la
tension artérielle. L'aldostérone et I'Ang Il sont ses effecteurs. Les médiateurs du SRAA régulent
la vasoconstriction, la prolifération cellulaire et la rétention de sel. En outre, le SRAA intervient
dans les réactions inflammatoires. Le dysfonctionnement diastolique, [I'hypertension, le
dysfonctionnement rénal et le diabéte sont tous des troubles liés a la pathogenése qui sont tous
affectés par un déreglement du SRAA [46].

Les reins controlent la volémie a 1’aide de deux principaux mécanismes :
3.3.1. Le systeme rénine-angiotensine-l'aldostérone (SRAA)

Le SRAA a pour fonction de réguler I'noméostasie de la pression artérielle. Les cellules
juxta-glomérulaires sécretent de la rénine en réponse a l'activation sympathique par les
récepteurs PBl-adrénergiques ou a une réduction du volume sanguin. Elle agit comme une
protéase, transformant I'angiotensinogéne en angiotensine |1 (Ang I). L'enzyme de conversion de
I'Ang | (ECA) convertit I'Ang | inactif a Ang Il. L'Ang Il stimule la zone glomérulée (zone
externe du cortex surrénalien) pour produire de I'aldostérone via le récepteur AT1 [47]. L'Ang Il
régule la pression artérielle en agissant sur les vaisseaux, les reins et le ceeur. Elle agit a travers
deux types de récepteurs, AT1 et AT2. L'inhibition de I'ECA et les antagonistes des récepteurs
de l'angiotensine (ARA) sont devenus l'une des options thérapeutiques modernes de

I'hypertension [48].

L'Ang Il a un réle important dans la stimulation de la pression artérielle systémique et

locale en raison de son action vasoconstrictrice, de la rétention d'eau dans les tubules rénaux, de
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la stimulation et de la sécrétion d'aldostérone par les glande surrénale [49]. Lorsque I'Ang Il agit
a différents niveaux pour augmenter la rétention d'eau et la pression artérielle, il diminue la
sécrétion de rénine par rétroaction négative (Figure 7). En effet, I'All favorise la sécrétion
d'aldostérone, ce qui provoque la réabsorption d'eau et de sodium, et par conséquent augmente le

volume sanguin et les niveaux de pression sanguine [50].

Protéine inactive  Angiotensinogéne * Foie
l‘- _____ - \
Protéine décapeptide inactive L. Reins
Angiotensine [ :
l*— ————— dE:Tryme.de m;w;ersmn +— Poumons
Protéine octapeptide active Angiotensine II

Stimulation du
systéme sympathique

Stimulation de la

sécrétion de vasopressine

dans I'hypophyse
Réabsorption

Vasoconstriction tubulaire de NaCL

des artérioles

Stimulation de la q]:
sécrétion d'aldostérone
par les glandes surrénales

Figure 7: Schéma représentant le réle de systéme rénine-angiotensine-aldostérone dans la

régulation de la pression artérielle [51].
3.3.2. L'hormone antidiurétique (ADH)

Lorsque la pression artérielle baisse, I'nypothalamus produit I'hnormone antidiurétique, qui
stimule la réabsorption de I'eau dans I'appareil juxtaglomérulaire, conduisant a une élévation du

volume sanguin [52, 53].
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L'absence de regulation de la pression artérielle mene a un certain nombre de pathologies,

telles que I'nypertension artérielle.

4. Physiopathologie de I’hypertension artérielle

4.1. L’hypertension artérielle essentielle

L'hypertension essentielle s'avere étre la maladie cardiovasculaire la plus fréquente dans le
monde. Elle affecte environ 26 % de la population mondiale et devient de plus en plus fréquente
[32], [54]. Le processus causal qui est derriere cet état n'est cependant pas encore complétement
compris. Une plus grande pulsion sympathique a été constatée dans les premiers stades de
I'nypertension essentielle, ce qui indique qu'un déréglement neurohormonal pourrait en étre la
cause [55], la progression de I'nypertension et les lésions ultérieures des organes cibles, y
compris une rigidité artérielle accrue et une hypertrophie du ventricule gauche [55]. Outre les
effets du traitement médicamenteux antihypertenseur sur ce dysfonctionnement, les processus

précis par lesquels cela se produit sont encore inconnus [56].

Généralement, la pression artérielle est notée en méme temps par rapport a certains autres
facteurs de risque cardiovasculaire. L'étiologie de [I'hypertension essentielle repose sur
I'incapacité primaire ou secondaire du rein a eliminer le sel a une pression artérielle normale. Les
grosses arteres, le systéme nerveux central, les variables endocriniennes et la microcirculation
contribuent tous a cette maladie. Bien qu'il existe des formes monogeéniques de déreglement de la
pression artérielle, I'hypertension se manifeste souvent comme un phénomene quantitatif

complexe [57].

Le plus souvent, I'hypertension essentielle est liée a la présence d'autres facteurs de risque
cardiovasculaire tels que I'age, l'obesité, la résistance a I'insuline, le diabéte et I'hyperlipidémie.
Au début de I'évolution de la maladie cardiovasculaire hypertensive, des lésions subtiles des
organes finaux, comme [I'hypertrophie ventriculaire gauche, la microalbuminurie et le
dysfonctionnement cognitif, se produisent, tandis que des événements catastrophiques comme
I'accident vasculaire cérébral, l'infarctus, l'insuffisance rénale et la démence surviennent

généralement apreés des périodes prolongées d'hypertension non contrélée [58].
4.2. L hypertension artérielle secondaire

Le terme "hypertension secondaire™ désigne une pression artérielle (PA) systémique élevée
dont I'étiologie est connue. Seulement 5 a 10 % des personnes atteintes d'hypertension artérielle

développent un état secondaire, alors que I'hypertension essentielle (ou primaire) touche la
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grande majorité. La recherche de causes secondaires d’hypertension chez chaque patient n'est pas
rentable en raison de la rareté des formes secondaires et du caractére colteux et long de leur
dépistage [59, 60].

La majorité des patients souffrant d'hypertension sont classés dans la catégorie des
hypertendus primaires car la cause n'est souvent pas claire. La prévalence de I'hypertension
artérielle secondaire et les étiologies potentielles different en fonction de I'age. Chez les enfants,
les causes les plus courantes sont les maladies du parenchyme rénal ainsi que la coarctation
aortique. La sténose athérosclérotique de l'artere rénale, I'insuffisance rénale et I'hypothyroidie
sont des causes fréquentes chez les adultes &gés de 65 ans et plus. L'hypertension secondaire doit
étre envisagée en présence de symptdmes et de signes évocateurs, tels qu'une hypertension
sévere ou résistante, un age de début inférieur a 30 ans (surtout avant la puberté), une
hypertension maligne ou accélérée et une augmentation aigué de la pression artérielle par rapport
a des valeurs précédemment stables. L'hypertension secondaire peut également étre causée par
I'nyperaldostéronisme, I'apnee obstructive du sommeil, le phéochromocytome, le syndrome de
Cushing, la maladie thyroidienne, la coarctation de I'aorte et l'utilisation de certains médicaments
[29], les maladies rénales parenchymateuses, l'aldostéronisme primaire et [I'hypertension

rénovasculaire [61].

Les maladies rénales parenchymateuses ou vasculaires, ainsi que la coarctation aortique,
sont les deux causes les plus typiques d'hypertension chez les enfants prépubéres [62]. Le
dépistage des formes secondaires doit étre effectué chez les jeunes (30 ans) sans antécédents
familiaux d'hypertension ou autres facteurs de risque. Une augmentation rapide de la pression
artérielle ou la présence d'une hypertension sévére chez des personnes agées présentant une
athérosclérose documentée est symptomatique d'une manifestation secondaire, telle gu'une
sténose de l'artére rénale. Les patients en surpoids et présentant une hypertension résistante
doivent faire l'objet d'un dépistage du syndrome d'apnée obstructive du sommeil et de

I'nypertension endocrinienne (Cushing, hypothyroidie) [59].

L'hypertension réno-vasculaire reste l'une des causes les plus courantes et les plus
importantes, mais aussi potentiellement réversibles, de I'hypertension secondaire. La sténose
athérosclérotique de l'artere rénovasculaire et la dysplasie fibromusculaire rénale sont les
principales causes de sténose de l'artére rénale. Ce syndrome est susceptible de provoquer un

cedéme pulmonaire aigu, des problémes cardiovasculaires et une insuffisance rénale progressive

[63].
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L'aldostéronisme primaire est l'une des formes les plus répandues d'hypertension
secondaire [64]. Ce syndrome clinique était un trouble endocrinien peu fréquent. 1l provoque des
Iésions importantes des organes cardiovasculaires et une hypertension, ainsi qu'une pression
artérielle élevée et potentiellement une hypokaliémie. Il a été démontré que l'aldostéronisme
primaire était associée a un risque significativement accru de maladie coronarienne, d'accident
vasculaire cérébral, d'insuffisance cardiaque, de fibrillation auriculaire, de diabéte sucré, de
syndrome métabolique et d'hypertrophie ventriculaire gauche par rapport aux personnes

souffrant d’hypertension essentielle [65, 66].
4.3. L’hypertension artérielle gravidique

La tension artérielle des femmes enceintes est mesurée a chaque visite prénatale.
L'hypertension induite par la grossesse est définie comme une hypertension lorsque la PAS >
140 mmHg et/ou la PAD > 90 mmHg lors de deux mesures au repos. L'hypertension induite par
la grossesse survient chez les femmes enceintes sans protéinurie en raison de perturbations
hormonales et placentaires. Elle constitue un type d'hypertension transitoire qui apparait chez les
femmes aprés la vingtieme semaine d'aménorrhée. Elle peut également étre découverte dans les
24 premieres heures suivant la naissance. Cette hypertension disparait généralement dans les six
semaines suivant I'accouchement. Ce phénomeéne est d0 a des arteres spiralées utérines de calibre
insuffisant qui perfusent le placenta et ne fournissent donc pas assez d'oxygene, ce qui entraine
une ischémie placentaire, qui peut provoquer une souffrance feetale chronique pour le feetus et
des dommages cérébraux, vasculaires, rénaux, hépatiques et hématologiques pour la mére. Les
crises tonico-cloniques peuvent survenir au cours du troisiéme trimestre de la grossesse, pendant

le travail ou aprés l'accouchement [67, 68].
4.4. Facteurs relatifs au risque d*hypertension

De nombreux facteurs environnementaux (tels que le tabagisme, [I'obésite, le
comportement sédentaire et la consommation excessive de sel), les caractéristiques génétiques
(ethniques), I'age et le genre font partie des causes de I'hypertension [69]. En outre, certains
facteurs métaboliques augmentent le risque de maladies cardiaques, d'accidents vasculaires
cérébraux, d'insuffisance rénale et d'autres complications de I'nypertension comme le diabéte,
I'nypercholestérolémie et I'obésite. L'interaction du tabagisme et de I'hypertension artérielle
augmente encore plus le risque de maladies cardiovasculaires [70]. L'hypertension provoque 13
% de la mortalité dans le monde. Les facteurs associés au développement de I'hypertension

peuvent étre classés comme étant des facteurs de risque modifiables et non modifiables [71].
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4.4.1. Facteurs de risque modifiables

L’obésité, une alimentation riche en sel, la consommation de tabac, d'alcool, la prise de
pilules contraceptives, une mauvaise alimentation, le diabéte, le stress et la sédentarité sont
autant de facteurs de risque modifiables de I'hypertension artérielle [37]. Ce sont des facteurs de
risque que le patient doit cibler et améliorer afin de préserver sa sante. Il est possible de les gérer

avec l'aide d'un pharmacien [72].
4.4.1.1. L’obésité

L'obésité est une maladie complexe et multifactorielle qui est associée a une hypertension
essentielle chez 78 % des hommes et 65 % des femmes [73]. Il a été établi qu'il existe un lien
entre I'nypertension et I'obésité ou le surpoids. Il convient de noter que la forte augmentation de
I'MC moyen de la population chinoise contribue a l'augmentation de la prévalence de
I'nypertension en Chine [74]. Chez les personnes agées souffrant d'hypertension, I'obésité
favorise la détérioration de I'état de santé par un certain nombre de voies moléculaires et
cliniques. Par exemple, les personnes agées ont souvent une mauvaise condition physique ou des

restrictions fonctionnelles [75].

L'obésité peut entrainer une diminution de I'activité physique, ce qui peut avoir des effets
supplémentaires et indépendants sur la pression artérielle [33]. L'expression de 'ARNm de
I'angiotensinogene est plus élevée dans la graisse viscérale, ce qui contribue a expliquer le lien

entre I'nypertension et I'obésité dans le syndrome métabolique [76].
4.4.1.2. Une alimentation riche en sel

La consommation de chlorure de sodium doit toujours étre prise en compte (au maximum
5 g/jour de NaCl) [77]. Cette restriction de la consommation a un effet positif sur la pression
artérielle et la mortalité due aux maladies cardiovasculaires. L'augmentation initiale de la
pression artérielle provoquée par une alimentation riche en sel est liée a I'expansion du volume
plasmatique et a une augmentation de la pression artérielle. 1l est largement reconnu que les reins
retiennent le sel et Il'eau, ce qui constitue un facteur majeur dans le déclenchement de
I'nypertension induite par le sel. Chez les humains hypertendus, une légere élévation de la
concentration plasmatique de Na® (d'environ 1-3 mM) avec une normovolémie apparente est

courante [78].

Une consommation élevée de sel a la capacité de réduire les niveaux plasmatiques de nitrate

et I'excrétion urinaire [79]. Le dysfonctionnement endothélial, en particulier la réduction de la
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réactivité vasculaire causée par l'altération de la production d'oxyde nitrique (NO), semble étre
un facteur important de I'hypertension dans les modeles animaux sensibles au sel et chez
I'Homme [80].

Les principales perturbations fonctionnelles qui relient la consommation de sel a la
pression artérielle se situent au niveau des reins. La consommation élevéee de sel a été liée a des
modifications cardiovasculaires et rénales qui endommagent les organes cibles, en plus des
répercussions sur le contréle de la pression artérielle [81, 82]. La consommation excessive du sel
constitue un défi important pour les reins, qui doivent excréter de grandes quantités de sel
administre. L'un des principaux systemes organiques vulnérables aux effets negatifs d'un excés
de sodium alimentaire est le systéme cardiovasculaire. L'excés de sodium alimentaire augmente

le risque d'hypertension arterielle [83, 84].

Une pression artérielle supérieure a la normale améne les reins a expulser plus de sel et
d'eau dans l'urine que I'organisme n'en absorbe. Les volumes extracellulaire et sanguin diminuent
en conséquence. La pression artérielle diminue parce que le ceceur pompe moins de sang. En
revanche, lorsque la pression tombe en dessous de la normale, I'organisme absorbe du sel et de
I'eau pour équilibrer le liquide expulsé, ce qui augmente la pression artérielle [85].

4.4.1.3. Le tabac

Le tabagisme est responsable de 9 % de la mortalité dans le monde [71]. Il a un effet
négatif plus important sur l'artériopathie oblitérante des membres inférieurs, I'anévrisme aortique
et la maladie coronarienne. Le tabagisme a un impact rapide sur le systéme nerveux autonome,
ce qui peut affecter temporairement la régulation de la tension artérielle. En outre, le tabagisme
accélere le vieillissement des arteres, ce qui contribue a une hypertension persistante et augmente
la rigidité des vaisseaux. La stimulation sympathique permanente provoquée par le tabagisme
prolongé affecte également la résistance a l'insuline et le métabolisme des lipides, deux facteurs
de la maladie athéromateuse. Ainsi, le tabagisme peut favoriser la survenue de sténoses
athéromateuses de l'artére rénale, qui sont des facteurs aggravants de I'hypertension arterielle. Le
tabagisme diminue l'efficacité de la majorité des familles de médicaments antihypertenseurs et il
est fréguemment lié a une consommation accrue d'alcool, ce qui entraine un mauvais contréle de

la pression artéerielle chez ces patients a haut risque [86].

Le spasme, la thrombose et I'inflammation sont a I'origine des syndromes coronariens aigus
(SCA). Le tabagisme double I'incidence de maladies cardiovasculaires et augmente la mortalité

coronarienne de 50 %. Le risque de maladies cardiovasculaires est plus élevé en fonction du
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nombre de cigarettes fumées, la durée du tabagisme et I'age. Ce risque est plus important chez la
femme et les jeunes [87]. A long terme, le tabac conduit a une détérioration des artéres, d’autant
plus rapide s’il est associé a un autre risque cardio-vasculaire. La figure 8 montre le mécanisme

d'action du tabac sur les artéres coronaires.

Dysfonctionn
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Deéficit en NO I

Hypercontractilite
des muscles lisses
. Influx excessif de

K

Figure 8: Schéma représentant le mécanisme d'action du tabac sur les artéres

coronaires : Spasme et Thrombose [87].
4.4.1.4. L’alcool

La consommation chronique d'éthanol & haute dose entraine fréquemment un
dysfonctionnement physiologique di a des dommages au foie, au tractus gastro-intestinal, aux
nerfs et au systeme cardiovasculaire [88]. Dans un premier temps, un lien de cause a effet a été
proposé entre la prise reguliere dalcool et [I'hypertension artérielle. Des recherches
épidémiologiques et cliniques récentes ont montré que la consommation chronique d'éthanol est

associée a un risque accru de maladie cardiovasculaire et a une incidence accrue de
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I'nypertension [89]. La figure 9 montre que l'alcool peut augmenter la pression artérielle par

plusieurs mécanismes.

//-\\

Endothélium Calcium

Figure 9: Schéma représentant le mécanismes de I'hypertension induite par I'alcool [90].
4.4.1.5. La prise de pilules contraceptives

Les femmes utilisant des contraceptifs oraux ont un risque 2 a 3 fois plus élevé de
développer une hypertension que les femmes du méme age qui n'utilisent pas ces médicaments
[91]. L'&ge, la fréquence d'utilisation et I'augmentation de la masse corporelle sont autant de
facteurs qui augmentent le risque d'hypertension. Le dosage de l'éthinylestradiol dans les
contraceptifs oraux est aujourd’hui plus faible (20-35 g) que par le passé. Les données
actuellement disponibles indiquent un lien entre la pression artérielle et le dosage des cestrogénes

et des progestatifs [92].

Les contraceptifs oraux dont la teneur en cestrogénes est supérieure a 50 pg, tels qu'ils
étaient utilisés dans les années 1960 et 1970, ont été fortement liés a un risque accru d'accident
vasculaire cérébral [93]. Par conséquent, il se peut que la prévalence de I'hypertension induite
par les contraceptifs oraux soit aujourd'hui plus faible que ce que la recherche a précédemment
documenté. Cependant, des données récemment publiées dans le cadre de la Nurses' Health
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Study indiquent que le risque d'hypertension est accru par les contraceptifs oraux cestrogéniques,

méme a faible dose, et que ce risque n'est pas négligeable [91].
4.4.1.6. Une mauvaise alimentation

Les habitudes alimentaires individuelles sont influencées par un ensemble complexe de
facteurs [94]. Par exemple, un excés de consommation de sodium est un facteur de risque
majeur. Une étude chinoise a découvert que la diminution de la consommation de sel pendant
quatre ans entrainait une chute de 3 mmHg de la tension artérielle. La consommation de

potassium, en revanche, a des effets bénéfiques [95].

Par ailleurs, une alimentation riche en graisses saturées et pauvre en graisses polyinsaturées
accroft le risque de développer une hypertension. En fait, une consommation accrue d'acides gras
polyinsaturés empéche l'augmentation de la tension artérielle [96]. D'autre part, une quantité
suffisante de sodium dans I'alimentation peut étre cruciale pour soutenir le volume d'expansion
plasmatique nécessaire a une perfusion adéquate de l'unité utéroplacentaire au cours de la

grossesse [97].

Il est conseillé de prendre trois repas par jour et de suivre un régime equilibré qui évite la

consommation excessive de sucres, d'amidon, de viande rouge et de graisses.
4.4.1.7. Le diabete

Selon I’enquéte nationale Stepwise 2017-2018, 10,6% des adultes marocains sont diabétiques
[98]. En outre, selon 1’étude de Ghannem et al., [87], le diabéte est responsable de complications

microangiopathiques a savoir:

v’ Rétinopathie,
v Néphropathie,
v Neuropathie,

et de complications macroangiopathtiques tels que:
v’ Coronaropathie,
v' Accidents vasculaires cérébraux,
v' Artérite oblitérante des membres inférieurs.

4.4.1.8. Le stress

Le stress peut provoquer I'hypertension en augmentant la pression artérielle de fagon
répétée et en stimulant le systeme nerveux pour qu'il produise de grandes quantités d'hormones

vasoconstrictrices, qui augmentent la pression artérielle. L'hypertension de la blouse blanche, le
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stress professionnel, la race, I'environnement social et la détresse émotionnelle représentent des
sources de stress qui influencent la tension artérielle. De plus, lorsqu'un facteur de risque est
combiné a un autre, I'effet sur la tension artérielle est amplifié. Dans I'ensemble, les recherches
indiquent que si le stress ne cause pas directement I'hypertension, il peut influencer son
développement [99]. Il a été démontré que le stress augmente indirectement la pression artérielle
en augmentant la fréquence cardiaque et la déviation cardiaque sans affecter la résistance
périphérique totale. Il a été découvert que le stress lié a l'anxiété augmente les niveaux de
catécholamines, de cortisol, de vasopressine et d'aldostérone, ce qui peut expliquer en partie
l'augmentation de la pression artérielle. Mais des recherches récentes ont indiqué que I'activation

du systéme nerveux sympathique pourrait jouer un réle crucial [100].
4.4.1.9. La sédentarité

La sédentarité est responsable de 6 % de la mortalité dans le monde [71]. La sédentarité est
associee a d'autres facteurs de risque qui peuvent contribuer a I'élévation des niveaux de pression
artérielle, ce qui peut conduire au développement d'une hypertension systémique a long terme.
Elle est identifiée comme un facteur de risque essentiel des maladies cardiovasculaires selon la
littérature [101]. 1l est conseillé de pratiquer réguliérement un exercice physique de longue durée
et d'intensité faible a modeérée afin de réguler et de réduire la pression artérielle. Pour cela, il faut
choisir un sport d'aérobie et d'endurance, notamment la marche rapide, le footing, le vélo et la
natation. A l'inverse, les sports qui demandent beaucoup d'efforts, comme le squash ou le tennis,

sont & éviter car ils font augmenter la tension artérielle [102].
4.4.2. Facteurs de risque non modifiables
Les facteurs non modifiables comportent I'age, le sexe et la génétique.

4.4.2.1. L'age

Il s’accompagne d’une augmentation de la rigidité artérielle due a un processus de fibrose
de la paroi des artéres et de dép6t athéromateux [103]. Selon une étude de Miahet al. [104], sur
les facteurs de risque, I'dge s'est révélé étre un facteur de risque non modifiable d'accident
vasculaire cérebral (AVC) . Le facteur de risque d'AVC le plus important est I'dge. Apres I'age de
55 ans, le taux d'’AVC fait plus que doubler pour chaque période de 10 ans suivante, tant chez les
hommes que chez les femmes. En outre, I'dge est un facteur de risque indépendant pour
I'apparition de I'athérosclérose intracranienne. A chaque décennie d'age, la prévalence du site de

I'athérosclérose intracranienne augmente [105].

25




442.2. Legenre

Les hommes ont souvent une tension artérielle plus élevée que les femmes au méme age.
Toutefois, cette proportion est inversée dans le cas de la ménopause, qui s'accompagne d'une

pression artérielle plus élevé [106].
4.4.2.3. La genétique

De nombreuses études ont confirmé la présence d'une influence génétique au niveau de la
tension artérielle. Selon les études, 30 % du changement de pression artérielle peut étre attribué a

des facteurs génétiques [107].
4.5. Symptomatologie associée a I'hypertension

Les symptémes de I'nypertension artérielle varient d'une personne a l'autre, et la majorité

des gens n'en ont aucun. Les plus fréquents de ces symptdmes sont [108]:

<\

Vertiges
Acouphénes
Asthénie
Céphalées
Phosphenes
Epistaxis
Hématurie
Palpitations
Sueurs
Asthénie
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5. Prévention et traitement de I’hypertension

La réduction de la morbidité et de la mortalité cardiovasculaires et rénales a long terme est
I'objectif fondamental de la prise en charge des patients hypertendus. En effet, la morbidite et la
mortalité a long terme sont liées aux systemes cardiovasculaire et rénal. En cas d'hypertension
non compliquée, sans diabéte ni insuffisance rénale, la PAS doit étre inférieure a 140 mmHg et
la PAD inférieure a 90 mmHg [109].

Le traitement de I'nypertension secondaire consiste a corriger les facteurs de risque et/ou
les facteurs métaboliques, a dilater les artéres ou a traiter la néphropathie, a opérer pour enlever

une tumeur endocrine ou pour réparer une coarctation aortique, a corriger une coarctation
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aortique par voie chirurgicale ou par cathétérisme interventionnel sans arréter au préalable toute

substance hypertensive [110].

En fonction de la pathophysiologie et des types d’hypertension, on peut choisir le type de

traitement.

5.1. Modalités de traitement non pharmacologique dites « hygiéno-diététiques ».

La premiere étape pour faire baisser la tension artérielle consiste & modifier le mode de vie,

en particulier pour les personnes souffrant de préhypertension et d'hypertension de stade 1.

Les directives suivantes en matiere d'alimentation et d'hygiene sont a conseiller a tout

patient hypertendu [111] :

v
v

v
v

Ne pas consommer plus de 5 a 6 grammes de sel par jour.

Limiter les glucides a 55 % des calories quotidiennes et le cholestérol alimentaire a 150
mg/j.

Suggérer la consommation de fruits, de légumes et de produits laitiers avec peu ou pas de
graisses saturées.

Réduir ’indice de masse corporelle (IMC) & un maximum de 25 kg/m?, avec un tour de
taille de 88 cm ou moins pour les femmes et de 102 cm ou moins pour les hommes.

Faire de I'exercice régulierement pendant au moins 30 minutes, trois a cing jours par
semaine.

Consommer des aliments riches en potassium et en fibres (30 g par jour) et des sources de
protéines (18 % du total des calories quotidiennes).

Arréter de fumer.

Ne pas boire d'alcool.

Ces regles hygiéno-diététiques ont prouvé leur efficacité pour réduire la pression artérielle

chez les patients hypertendus (Tableau 3).
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Tableau 3: Réduction de la PAS lors des modifications du style de vie selon 'AHA/ACC/CDC

[112].

Modifiation du mode de
vie

Recommandations

Réduction approximative

de la pression artérielle
systoliqgue (mmHg)

Perte de poids

Maintien de [D’indice de masse
corporelle dans la tranche normal

5-20 par 10 Kg

de poids

(18,5-24,9 Kg/m?) P
Adopter ’approche Alimentation riche en fruits et 8-14
diététique pour arréter légumes et produits laitiers
I’Hypertension pauvres en graisses satures
Réduction de I’apport de Diminution de la soduine en 2-8

. dessous de 2,4 g/jour

Sodium gl
Activité physique Pratique reguliere d'une activité 4-9
réguliere physique telle que la marche

rapide pendant au moins 30

minutes par jour, plusieurs jours

par semaine
Réduction de la Chez I’homme et surtout chez la 2-4

consommation d’alcool

femme

5.2. Approches thérapeutiques médicamenteuses

Le traitement pharmacologique doit étre ajusté a la situation clinique pour chaque patient,

en prenant en considération les pathologies associées et les polymédications fréquentes chez les

personnes agées. Il est possible d'utiliser tous les médicaments des familles suivantes :

diurétiques thiazidiques, antagonistes du calcium, inhibiteurs de I'ECA, antagonistes des

récepteurs de lI'angiotensine 2 (ARA2) et béta-bloquants [113].

Il est conseillé d'instaurer un diurétique thiazidique ou un diurétique bloquant les canaux

calciques chez les patients de plus de 60 ans souffrant d'hypertension systolique, en raison des

données de morbidité et de mortalité encourageantes avec ces classes de traitement (par rapport

au placebo) et de I'efficacité supérieure en termes de réduction de la pression arterielle systolique

[114].
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D'aprés Merle et al. [115], environ 22% de la population recevait des medicaments
antihypertenseurs. On retrouvait cette proportion dans toutes les tranches d'dge qui était
nettement plus élevée chez les femmes (25,7% contre chez les hommes 15,8%). Les trois types

de thérapie pour les patients hypertendus étaient également répartis comme suit:

v’ 36,7 % recevaient une monothérapie ;
v 30,3 % une bithérapie ;
v 30,0 % une trithérapie.

Les diurétiques étaient la classe de médicaments antihypertenseurs la plus fréequemment
utilisée, étant prescrits a 52,6 % des patients hypertendus. Les inhibiteurs calciques sont la
deuxieme classe la plus fréquemment prescrite (44,7 %), suivis des inhibiteurs des récepteurs de
I'angiotensine 1l (32,3 %), des béta-bloquants (31,6 %) et des inhibiteurs de I'enzyme de
conversion (18,1 %). L'utilisation des antihypertenseurs vasodilatateurs et des antihypertenseurs

centraux est encore limitée [115].
Les médicaments antihypertenseurs peuvent étre divisés en deux catégories :

v Les béta-bloquants, les alpha-bloquants, les inhibiteurs de I'enzyme de conversion de
I'angiotensine et les bloqueurs des récepteurs de I'angiotensine font partie de la premiere
catégorie agissant sur le systéme rénine-angiotensine.

v" Les diurétiques et les inhibiteurs calciques font partie de la deuxieme catégorie [116]. Et

ils interférent avec les mécanismes sodium-dépendants.

Les quatre classes thérapeutiques qui devraient étre utilisées en monothérapie en premiere
intention sont les thiazides, les inhibiteurs calciques, les inhibiteurs de I'enzyme de conversion de
I'angiotensine et les bloqueurs des récepteurs de I'angiotensine I1.

Lorsque la monothérapie est inefficace pour la baisse de [I'hypertension artérielle,
I'association de médicaments antihypertenseurs tels que les B-bloquants peut étre utilisée en

combinant les médicaments appropriés (synergiques/additifs) (Figure 10).
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Figure 10: Schéma représentant 1’association des classes thérapeutiques favorisant la baisse

tensionnelle [117]. Les traits indiquent un effet additif sur la baisse tensionnelle. Panier 1 : béta-
bloquant, ARA2, IEC. Panier 2 : diuritique thiazidique, IC.

Egalement, la Figure 11 montre les médicaments les plus importants utilisés pour régler

les problemes de I'nypertension, on note :

|

B Bloquants —
Inhibiteurs de I'enzyme Les inhibiteurs calciques

| & conversion
o - ot

Figure 11: Schéma de présentation générale des médicaments antihypertenseurs [118].
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5.2.1.Les diuretiques

Les diurétiques ont un effet natriurétique, c’est a dire qu’ils augmentent I’élimination
urinaire par le rein de 1’eau et du sodium, diminuant ainsi la volémie et donc la PA. lls aident les
reins a excréter l'excés de sel et d'eau. lls constituent la premiere ligne de traitement
antihypertenseur et sont souvent le meédicament de choix pour la plupart des personnes souffrant
d'hypertension. lls sont également particulierement bénéfiques dans le traitement des patients
souffrant d'insuffisance cardiaque, d'hypertension systolique isolée, des personnes agées et des
diabétiques. Les diurétiques sont souvent prescrits en association avec d'autres médicaments
antihypertenseurs. Les trois principaux types de diurétiques utilisés pour contréler I'hypertension

sont les suivants [111]:

v’ Les diurétiques thiazidiques (comme I'nydrochlorothiazide).

v’ Les diurétiques de l'anse (comme le furosémide), qui agissent plus rapidement et sont
plus puissants que les autres diurétiques. Par conséquent, il est essentiel d'éviter la
déshydratation et la perte de potassium.

v' les diurétiques qui abaissent le taux de potassium (comme la spironolactone).
5.2.2. Les béta-bloguants

Les béta-bloquants agissent comme des médicaments antagonistes des récepteurs béta-
adrénergiques du systéme nerveux autonome sympathique. Ce sont des inhibiteurs compétitifs
des catécholamines. Les récepteurs B se situent en particulier au niveau du cceur (B 1), des
bronches (B 2) et des vaisseaux (2). Ce sont des médicaments de premicre intention qui sont
utilisés pour le traitement de I'hypertension artérielle systémique, seuls ou en association avec
d'autres agents antihypertenseurs. La propriété commune des médicaments de la classe des -
bloquants est qu'ils bloquent la liaison des catécholamines aux sites des récepteurs [-

adrénergiques [119].

Parmi les mécanismes d'action expliquant l'action antihypertensive des béta-blogquants [120] on

cite:

v" La réduction du débit cardiaque, en réponse a la bradycardie, est I'un des facteurs les plus
importants pour abaisser la PA moyenne.

v" La réduction du débit cardiaque.
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5.2.3.Les alpha-bloguants

Bien que les alpha-bloquants agissent en bloquant les récepteurs alpha-adrénergiques, les
recherches ont révélé qu'ils sont inefficaces pour traiter I'hypertension et ont des effets néfastes

sur le systéme neurologique des patients hypertendus [121].

Les recepteurs alpha-adrénergiques sont classés en deux types: alpha-1 et alpha-2. La
majorité des récepteurs alpha-1 adrénergiques se trouvent sur le muscle lisse vasculaire (dans la
peau, les sphincters gastro-intestinaux, les reins et le cerveau) et provoquent une vasoconstriction
lorsqu'ils sont activés par des catécholamines comme I'épinéphrine et la norépinéphrine (NE).
Cette vasoconstriction entraine une augmentation de la pression artérielle systémique et de la
résistance périphérique. La norépinéphrine se lie a ce récepteur plus fortement que I'épinéphrine.
Lorsqu'ils sont activés, les récepteurs alpha-2 adrénergiques situés sur les terminaisons nerveuses
périphériques inhibent la libération de NE, fournissant ainsi un mécanisme de rétroaction a la NE

pour inhiber sa libération [122].
5.2.4.Les inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I'angiotensine

L'enzyme de conversion de l'angiotensine (ECA) joue un rdle dans le systéeme rénine-
angiotensine-aldostérone et dans le systéeme kallikréine-kinine. Les inhibiteurs de I'enzyme de
conversion de I'angiotensine (ECA) sont présents dans les cellules endothéliales pulmonaires, les
capillaires, les veinules et les cellules endothéliales des petites et grandes artéres. Les inhibiteurs
de I'enzyme de conversion de Il'angiotensine (ECA) ciblent une zinc-métalloprotéinase
pluripotente qui catalyse la conversion de l'angiotensine | en angiotensine Il. L'inhibition de la
production d'angiotensine Il entraine la dilatation des petites artéres de résistance, une
diminution de la résistance périphérique globale et une baisse de la pression artérielle car
I'angiotensine Il est un puissant peptide vasoconstricteur. Le débit cardiaque reste le méme. La
fréquence cardiaque ne change pas malgré la réduction de la pression artérielle, et il n'y a pas
d'’hypotension posturale. Ceci est probablement di au fait que les IEC restaurent la fonction
baroréceptrice. En outre, en cas d'hypertension non contrélée, les inhibiteurs de I'ECA abaissent

efficacement la pression artérielle et les parameétres cardiovasculaires [120, 123].

D'autres mécanismes ont été proposés, comme une augmentation des concentrations de
bradykinine (un vasodilatateur peptidique) en réponse a I'inhibition de la kininase 11 (une enzyme
semblable a 'ECA), qui participe a la transformation de la bradykinine sous forme de peptides
inactifs. En outre, I'ECA est responsable de la dégradation de I'angiotensine (1-7). Ainsi, les IEC

peuvent augmenter la concentration plasmatique d'angiotensine (1-7) qui est formée dans la
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couche endothéliale des vaisseaux sanguins humains et agit comme un agent vasodilatateur et
antiprolifératif [124].

5.2.5.Les bloqueurs des récepteurs de I'angiotensine 11

Tous les antagonistes des récepteurs de l'angiotensine Il sont des antagonistes non
peptidiques, ils sont tous des antagonistes AT1 et sont spécifiques des récepteurs AT1. La
majorité des antagonistes AT1 sont non compétitifs. L'administration d'un antagoniste AT1
provoque une augmentation dose-dépendante de la rénine plasmatique, qui est liée a
I'interruption du rétrocontréle négatif de I'angiotensine 1l sur la sécrétion de rénine par le blocage
des récepteurs AT1. Il est devenu évident que l'inhibition du systéme rénine-angiotensine n'etait
pas maximale apres le succes des inhibiteurs de I'ECA dans les années 1980, en particulier dans
le traitement de I'insuffisance cardiaque et de la néphropathie diabétique, en raison notamment
du rétrocontrole exercé par la rénine et l'angiotensine I. En conséquence, une option
thérapeutique de I'hypertension est le blocage compétitif des récepteurs AT1 de lI'angiotensine 11

par des inhibiteurs peptidiques puis non peptidiques [125].
5.2.6.Les vasodilatateurs directs

Les vasodilatateurs directs abaissent la pression artérielle par dilatation des vaisseaux
périphériques. Ils ont la capacité d'agir sur les vaisseaux de résistance, les grosses artéres et les
vaisseaux de capacité (veines). Une forte action sur les vaisseaux de résistance peut entrainer une
diminution immédiate de la pression artérielle. La relaxation des vaisseaux de capacité, en
revanche, entraine une diminution du retour veineux vers le cceur et une baisse du débit
cardiaque associée a la pression [126]. Le seul membre de cette classe qui est fréquemment

utilisé comme traitement de deuxieme ou troisieme intention est I'hydralazine.
5.2.7.Les agents a action centrale

Les médicaments antihypertenseurs a action centrale les plus couramment utilisés sont la
clonidine, un agoniste alpha2-adrénergique, la rilménidine, qui agit sur les récepteurs non

adrénergiques de I'imidazoline et la méthyldopa.

Les agonistes alpha2-adrénergiques, tels que la clonidine, stimulent les récepteurs alpha2-
adrénergiques dans le tronc cérébral, entrainant une baisse de la production sympathique dans le
systeme nerveux central. L'effet hypotenseur est directement lié a une diminution des
concentrations plasmatiques de norépinéphrine. La clonidine abaisse la pression artérielle en

affectant a la fois le débit cardiaque et la résistance périphérique totale. Une sédation, une
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fatigue, une sécheresse buccale, une diminution de la libido, des troubles du sommeil avec des
réves vifs, une bradycardie symptomatique et des blocs auriculo-ventriculaires ont été rapportés
chez des patients prédisposés [127].

La rilménidine est le premier exemple d'un médicament hypotenseur qui privilégie les
récepteurs de I'imidazoline par rapport aux traditionnels récepteurs alpha-2-adrénergiques. En
comparant la rilménidine a la clonidine, la rilménidine présente une sélectivité deux a trois fois
supérieure pour les récepteurs non adrénergiques de l'imidazoline dans le noyau réticulaire
latéral [128].

La rilménidine abaisse la pression artérielle de maniere dose-dépendante, en agissant
comme un vasodilatateur par diminution de la résistance vasculaire via l'inhibition du systeme
nerveux adrénergique, bien que la pression artérielle varie avec la station debout et I'exercice

physique [129].
5.2.8.Les antagonistes du calcium

Les inhibiteurs calciques (IC) constituent une classe de médicaments diversifiée qui
comprend le verapamil (une benzothiazépine), le diltiazem (une phénylalkylamine) et les

dihydropyridines (DHP) comme la nifédipine et I'amlodipine [130].

Les inhibiteurs calciques agissent en empéchant le calcium de pénétrer dans I'espace
intracellulaire. Cette action est plus prononcée sur les muscles lisses cardiaques et vasculaires. Ils
ont un fort effet vasodilatateur et antispasmodique, diminuant la consommation d'oxygene du
myocarde et inhibant le couplage contraction-relaxation des fibres myocardiques ou du muscle
lisse vasculaire [131].

5.3. Un modéle animal expérimental d'hypertension: rat hypertendu au L-NAME

Les animaux, en particulier les rats, peuvent étre soit génétiqguement ou expérimentalement
induits a avoir une hypertension artérielle. Par exemple, un rat peut génétiquement étre
hypertendu. Cependant, il existe également des rats hypertendus expérimentalement comme les
rats Wistar. Le modele choisi est déterminé par la molécule étudiée dans le developpement de
I'nypertension. Par exemple, les des rats hypertendus au NGnitro L-arginine méthyl ester (L-
NAME). Ceux-ci développent une hypertension lorsque le L-NAME bloque la production
d'oxyde nitrique. Comme le L-NAME bloque la NO synthase, il sera difficile pour le NO d'étre
biodisponible. Le NO est impliqué dans le contrdle de la pression sanguine selon ce modele

d'hypertension. Ce sujet sera abordé en profondeur ci-dessous.
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5.4. Phytothérapie

Compte tenu des effets secondaires des medicaments utilisés et des colts élevés de
certaines classes thérapeutiques. De ce fait, les solutions thérapeutiques alternatives, dont la

phytothérapie, sont parfois souhaitables pour certaines populations.

L'approche ethnopharmacologique a permis de recenser des centaines de plantes
médicinales utilisées historiquement dans le traitement de I'hypertension. Un nombre important
d'études expérimentales ont également permis de mettre en évidence des caractéristiques
pharmacologiques justifiant certains usages traditionnels. A cet égard, des chercheurs
universitaires ont mené des essais cliniqgues dans le monde entier. Plusieurs especes ont
développé un intérét particulier pour les capacités de dépistage pharmacologique et biologique
des plantes médicinales pour le traitement de I'nypertension. L'une des plantes les plus étudiées
pour le traitement de la tension artérielle et des symptdémes cardiovasculaires est l'ail (Allium
sativum), qui contient un composé bioactif clé, I'allicine [19]. Selon les rapports, l'ail est un
traitement naturel efficace contre les maladies cardiovasculaires car il réduit le cholestérol,
possede des caractéristiques antiplaquettaires, réduit l'athérosclérose, réduit I'inflammation
vasculaire chronique et le stress oxydatif et contréle la vasorelaxation. Les effets antidiabétiques
et pro-rénaux de I'ail sont particulierement remarquables [132]. Le céleri (Apium graveolens) est
une autre plante antihypertensive importante qui a suscité I'intérét de nombreux chercheurs. Les
graines de céleri sont utilisées pour traiter I'hypertension, les maladies épileptiques, comme
diurétique, le diabete, et il a été prouvé qu'elles ont une activité antiplaquettaire [133]. Les
graines de céleri se sont révélées plus hypotensives et cardiodépressives. L'apigénine, I'un des
principaux phytocomposants du céleri, est un flavonoide présent dans un certain nombre de

fruits, de légumes, d'aliments fonctionnels et de plantes médicinales [134].

Divers composés biologiquement actifs, notamment les polyphénols, les flavonoides, les
catéchines, les tanins, les terpénoides, les alcaloides, les quinones, etc., sont présents dans les
espéces de plantes médicinales a des concentrations variées et peuvent réduire I'augmentation de
la tension artérielle. Selon les données actuelles, les polyphénols ayant des structures spécifiques
sont responsables des caractéristiques thérapeutiques des phénols en termes de protection contre
les maladies cardiovasculaires. Méme si les besoins structurels particuliers différent, ils
contribuent tous aux actions vasoprotectrices, antiangiogéniques, antiathérogéniques,
vasorelaxantes et antihypertensives des polyphénols rapportées in vivo chez l'animal et chez
I'nomme. Les avantages cardiovasculaires des produits végétaux naturels ne sont généeralement

pas confirmés par les données des grands essais cliniques. Cependant, un hombre important de
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recherches cliniques ont été menées récemment pour démontrer la valeur thérapeutique des
plantes médicinales. De nombreuses études biologiques et pharmacologiques ont été réalisées sur
divers extraits bruts obtenus a partir de différentes plantes médicinales. Matricaria chamomilla
L., Apium graveolens, Coriandrum sativum, Allium sativum, Inula viscosa L., Urtica dioica L. et

d'autres especes font partie de ces espéces [135].

Au Maroc, les connaissances sur les plantes médicinales sont culturellement importantes et
pourraient un jour contribuer a la mise au point de nouveaux traitements. Selon des recherches
ethnobotaniques menées dans plusieurs régions du Maroc, un certain nombre d'especes végétales
sont employées dans le traitement conventionnel de I'hypertension [136]. Parmi toutes les
especes végétales utilisees dans la médecine marocaine pour traiter I'hypertension, on peut citer
les plantes suivantes: Eucalyptus globulus, Laurus nobilis, Haloxylon scoparium, Ruta Montana,
Warionia sahare, Tanacetum vulgare, Artemisia herba-alba, Artemisia campestris, Asteriscus
graveolens. De nombreux extraits de plantes se sont révélés prometteurs pour le traitement de
I'nypertension et des maladies concomitantes associées, telles que les maladies coronariennes,

I'angine de poitrine, I'arythmie et I'insuffisance cardiaque congestive [137].

L'objectif de cette thése était d'apporter un soutien empirique a l'utilisation médicale
traditionnelle marocaine de nombreuses plantes antihypertensives. Notre recherche visait d'une
part a identifier les propriétés pharmacologiques et les mécanismes d'action des extraits aqueux
de plantes médicinales marocaines. Pour cela, nous avons choisi d'étudier I'effet vasodilatateur
des extraits sur le modéle de rat Wistar des anneaux aortiques isolés car la régulation du tonus
vasculaire joue un réle crucial dans l'efficacité des thérapies antihypertensives. En outre, des
recherches sont effectuées pour découvrir des plantes médicinales qui inhibent ou stimulent
I'enzyme de conversion de I'angiotensine-2. En général, ces plantes ont été choisies sur la base
des études ethnobotaniques réalisées dans notre laboratoire, puis rassemblées et analysées
pharmacologiquement afin d'identifier celles qui ont des effets antihypertenseurs.
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Chapitre Il.

Matériels et méethodes
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I. Matériel et Méthodes
1. Choix des plantes medicinales étudiées

Les plantes médicinales et aromatiques de la région de Draa-Tafilalet représentent un
véritable arsenal des ressources de la région. En effet, la population locale et les herboristes
conseillent les plantes suivantes : Hibiscus rosa-sinensis, Euphorbia cheiradenia, Haloxylon
scoparium, Ammodaucus leucotrichus, Ammi visnaga pour leurs utilisations contre les maladies
cardiovasculaires, notamment I'hypertension. Cependant, I’activité hypertensive de ces plantes
n'a pas été étudiée. C'est pourquoi nous avons choisi ces plantes comme sujet d'étude dans ce
travail.

1.1. Données bibliographiques de I'Hibiscus rosa-sinensis

Hibiscus rosa-sinensis (H. rosa-sinensis) appartient a la famille des Malvacées, elle est
traditionnellement utilisée pour traiter I'asthme bronchique, la toux, la fiévre, la dysenterie, les
maladies vénériennes et les gonflements cancéreux [138, 139]. Elle est également utilisée pour
traiter I'nypertension, la production de cholestérol et la progression du cancer [140]. Les feuilles
de cette plante sont laxatives et apéritives. L'écorce de la tige peut étre utilisée comme abortif.
Les racines sont utilisées pour traiter les problemes d'estomac, la gonorrhée, les vomissements de
sang et les maladies vénériennes [141, 142]. Elle est également utilisée comme antitussif et pour
traiter certaines maladies du bétail. Les racines et les feuilles peuvent étre utilisées pour stimuler
la circulation sanguine et aider a réguler les menstruations. Les extraits de fleurs sont utilisés
pour traiter les ulceres, les maux des yeux, ainsi que pour lutter contre les troubles cardiaques et
les infections pulmonaires [141, 142]. Les données suggerent que les groupes de flavonoides,
d'alcaloides, de triterpénoides, de tanins, de composés phénoliques et d'alcaloides sont présents
dans H. rosa-sinensis. Cette espece posséde une grande variété d'applications pharmacologiques,
telles que des activités antimicrobienne, antioxydante, antidiabétique, anti-inflammatoire,
antifertilité, antifongique, anticancéreuse, stimulante pour la croissance des cheveux,
antihyperlipidémique, antidépressive et antipyrétique [143].

1.2. Données bibliographiques de I'Euphorbia cheiradenia

Euphorbia cheiradenia Boiss. & Hohen. appartient a la famille des Euphorbiaceae,
également connue sous le nom de Labania. La plante est utilisée en ethnopharmacologie pour le
traitement de la syphilis et de I'hypertension. De plus, des études pharmacologiques ont démontré
ses effets anti-inflammatoire, cytotoxique, antimicrobienne, et immunostimulant [144]. Elle est
utilisee contre les maladies respiratoires, les maladies infectieuses, les irritations du corps et de la

peau, les troubles de la digestion, les infections inflammatoires, les douleurs corporelles, les
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maladies microbiennes, les morsures de serpent ou de scorpion et contre les troubles sensoriels
[145].
1.3. Donnees bibliographiques de I'Haloxylon scoparium

Haloxylon scoparium Pomel (Chenopodiacées), est également connue sous le nom de
Hammada scoparia (Pomel) Iljin, ou Remth en arabe. Elle est largement répandue dans les
régions désertiques et semi-désertiques, notament dans le sud-est du Maroc (région du Dréa-
Tafilalet), sur des sols riches en sel. C'est un arbuste nain, glabre, gris-brun, ligneux, qui devient
géneralement plus foncé ou noiratre lorsqu'il est séché. La plante se présente sous forme
d'herbes, d'arbustes, de sous-arbrisseaux et rarement de petits arbres [146]. H. scoparium est
utilisée pour traiter les morsures de serpents, les scorpions, les maux d'estomac, le diabéte et
plusieurs autres maladies [147]. Cette plante est utilisée traditionnellement au Maroc comme
agent antihypertenseur [5], et elle est souvent utilisée dans le traitement des néoplasmes cutanés,
de la dermatite, des intoxications alimentaires, de I'arthrite rhumatoide, de I'arthrose, de la gale,
de la cicatrisation des plaies, de I'indigestion, des maux d'estomac, de la gastro-entérite, comme
antidote aux piqdres de scorpions et aux morsures de serpents, ainsi que du rhume [148]. I
contient plusieurs alcaloides, tanins condensés et hydrolysables, saponines, stéroides,
triterpénoides, coumarines, composes réducteurs et glycosides [149]. Elle possede plusieurs
propriétés, notamment antibiotiques, antivirales et antifongiques [150], des effets antimicrobiens,
antioxydants, larvicides, cytotoxiques antipaludiques, molluscicides, anticancéreux, réno-
protecteurs et hépatoprotecteurs [147].

1.4. Données bibliographiques de I'Ammodaucus leucotrichus

Ammodaucus leucotrichus, une espece appartenant a la famille des Apiaceae, également
connue sous le nom de Kamoun soufi, elle posséde un large éventail d'usages médicinaux
traditionnels, tels que la diarrhée, la toux, les maladies pulmonaires, I'anorexie, l'allergie, la
tachycardie, I'helminthiase, les douleurs d'estomac, la gastralgie, I'otite, I'indigestion, le rhume, la
fievre, I'anorexie et les maladies cardiovasculaires. Des études phytochimiques ont démontré que
cette plante possede de nombreux constituants chimiques bioactifs, notamment des
monoterpenes et leurs dérivés, des sesquiterpénes et leurs dérivés, des tanins, des composés
anthracéniques, des stérols, des triterpénes, des composés réducteurs, des alcaloides, des acides
phénoliques, des saponines, des flavonoides et des coumarines. Les activités pharmacologiques
les plus importantes sont antioxydantes, antibactériennes, antifongiques, antidiabétiques, anti-

inflammatoires, anticholinestérasiques et cytotoxiques [151].
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1.5. Données bibliographiques de I'Ammi visnaga

Ammi visnaga L. (famille des Apiacées), également connue sous le nom de Khella ou
Bachnikha, est une plante annuelle ou bisannuelle originaire de la région méditerranéenne
d'Afrique du Nord, d'Asie et d'Europe. La plante est connue depuis longtemps comme étant
utilisee en médecine traditionnelle. Aujourd'hui, elle est utilisée en médecine moderne pour
traiter de nombreuses affections telles que les coliques néphrétiques et [l'insuffisance
coronarienne, elle est utilisée également comme antioxydant, antifongique et antibactérien. Selon
des études, ces activités pharmacologiques sont dues a ses composants chimiques intéressants,
qui comprennent principalement I'huile essentielle, les composés polyphénoliques, dont les
flavonoides, et les y-pyrones, représentés principalement par la khelline et la visnagin [152]. Son
huile essentielle aurait des effets antiviraux, antibactériens et larvicides, tandis que sa teneur en
flavonoides est responsable de son activité antioxydante. Sa teneur en y-pyrone a un effet
puissant pour faciliter le passage des calculs rénaux et soulager les coliques néphrétiques, ainsi
qu'un effet relaxant sur les muscles lisses, dont ceux des artéres coronaires. Il a également un
effet relaxant sur les muscles lisses, notamment ceux des artéres coronaires [152].

2. Matériel végétal et préparation de I'extrait aqueux

Les plantes utilisées dans cette étude ont été colléctées dans la région de Daraa-Tafilalet
(région semi-aride) du Maroc et séchées a I’abri du soleil. Les plantes ont déja été identifiées
taxonomiquement et authentifiées comme étant Hibiscus rosa-sinensis (L.), Euphorbia
cheiradenia (L.), Haloxylon scoparium (L.), Ammodaucus leucotrichus (L.) et Ammi visnaga
(L.). Un spécimen de référence a été déposé pour chaque plante dans I'herbier du laboratoire de
I’Equipe Ethnopharmacologie & Pharmacognosie a la Faculté des Sciences et Techniques

d'Errachidia. La figure 12 présente la taxonomie des différentes plantes étudiées.
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' Genre: Hibiscus Euphorbiaceae Espéce: visnaga
' Espéce: rosa- ! Genre: Euphorbia ' Nom scientifique :
sinensis Espéce: cheiradenia ' Espeéce: scoparium Ammi visnaga

' Nom scientifique: ! Nom scientifique: ' Nom scientifique: ' Nom
Iibiscis rosa. Euphorbia Haloxylon scoparium vernaculaire:
Sansi cheiradenia ! Nom vernaculaire:

' Nom vernaculaire: @ Nom vernaculaire: (Remth)

(Karkadé) (e

Figure 12: Caractéristiques botaniques des plantes médicinales étudiées.

La préparation de I'extrait a été réalisée selon la méthode traditionnelle utilisée au Maroc
(Soxhlet) de la maniere suivante : 5 g de la partie végétale en poudre, mélangés a 500 ml d'eau
distillée, ont été bouillis pendant 15 min, puis refroidis a température ambiante pendant 15 min.
Dans un deuxieme temps, I'extrait aqueux a été filtré a travers un filtre Millipore (Millipore 0,2
mm, Saint-Quentin-en-Yvelines, France) pour éliminer les particules. Le filtrat a ensuite été
séché dans un four a 45°C et enfin I'extrait a été récupéré sous forme de poudre. Les extraits
aqueux lyophilisé ont ensuite été préparés et reconstitués quotidiennement dans 1,5 ml d'eau

distillée dans un tube Eppendorf, avant leur administration orale [153] (Figure 13).
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Figure 13: Préparation de I'extrait aqueux des plantes étudiées.
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3. Animaux expérimentaux

Des rats albinos males adultes en bonne santé (souche Wistar) pesant environ 170-280 g
ont été obtenus auprés d'un fournisseur commercial. Ils ont ensuite été maintenus dans des cages
individuelles en polyéthyléne & I'animalerie de la Faculté des Sciences et Technologies
d'Errachidia. Ils ont été maintenus dans des conditions normales avec de la nourriture (régime
normal de granulés de chow) et de lI'eau ad libitum pendant cette étude. Les animaux ont été
subdivises en différents lots selon le type de protocole expérimental considéré. Les rats ont eu 3

semaines pour une meilleure acclimatation au stress de I'expédition [154] (Figure 14).

Figure 14: Rats albinos Wistar utilisés pour I'étude.

4. Les réactifs chimiques et médicaments

Le chlorure d'acétylcholine, la norépinéphrine (sel de bitartrate), lI'ester méthylique de
nitro-l-arginine (L-NAME), l'indométacine et MLN-4760 ont été achetés chez Sigma Chemical
Co (St. Louis, USA). Les autres réactifs: furosémide (lasilix), nifédipine, propranolol,
glibenclamide, bleu de méthyléne et éther diéthylique étaient de qualité analytique et ont été
obtenus aupres de sources locales. Tous les médicaments mentionnés ont été dissous dans de

I'eau distillée.
4.1. No-nitro-L-arginine méthyl ester (L-NAME)

L-NAME, No-nitro-L-arginine méthyl ester a pour effet d'inhiber I'activité de I'oxyde
nitrique synthase (NOS) a la fois in vitro et in vivo. En outre, le traitement aigu et chronique par
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le L-NAME entraine des modifications de la pression artérielle et de la réactivité vasculaire en
raison d'une diminution de la biodisponibilité de I'oxyde nitrique (NO). Cependant, des doses
plus faibles de L-NAME peuvent également activer la production de NO par des mécanismes de
régulation en retour si elles sont administrées pendant de longues périodes. De plus, I'activation
par rétroaction de la production de NO par le L-NAME semble étre diversement régulée dans des

conditions hypertensives [155].
4.2. Furosémide

Le furosémide (Lasilix) est un diurétique de l'anse de type sulfamide, structurellement
apparenté au bumétanide, utilisé pour traiter I'hypertension et les cedémes associés a
I'insuffisance cardiaque congestive, a la cirrhose et a l'insuffisance rénale, y compris le syndrome
néphrotique. Le mécanisme d'action du furosémide consiste a inhiber la réabsorption d'eau dans
le néphron en bloquant le cotransporteur sodium-chlorure de potassium (NKCC2) dans la
branche ascendante épaisse de I'anse de Henle. Ceci est obtenu par une inhibition compétitive au
niveau du site de liaison du chlorure sur le cotransporteur, empéchant ainsi le transport du
sodium de la lumiére de l'anse de Henle vers l'interstitium basolatéral. En conséquence, la
lumiére devient plus hypertonique que I'interstitium, qui devient moins hypertonique, diminuant
ainsi le gradient osmotique pour la réabsorption d'eau dans le néphron. Comme la branche
ascendante épaisse est responsable de 25 % de la réabsorption du sodium dans le néphron, le

furosémide est un diurétique trés puissant [156].
4.3. Noradrénaline

La norépinéphrine, ou norépinéphrine, est un composé qui agit comme une hormone
adrénergique et un neurotransmetteur. C'est une catécholamine comme la dopamine ou
I'adrénaline, sécrétee par la médullaire surrénale, un neurotransmetteur central et autonome tres
utilisé. C'est le principal transmetteur de la plupart des fibres sympathiques postganglionnaires et
du systéeme de projection diffus dans le cerveau provenant du locus cceruleus. On la trouve
également dans les plantes et elle est utilisée pharmacologiquement comme sympathomimetique
pour traiter les patients en choc vasodilatateur comme le choc septique et le choc neurogene. Elle
est également utilisée comme médicament vasopresseur chez les patients souffrant d'hypotension
critique. Elle agit sur les récepteurs adrénergiques alpha-1 et alpha-2 pour provoquer une
vasoconstriction, entrainant une augmentation de la résistance vasculaire systémique et, par

conséquent, une augmentation de la pression artérielle. Elle est également un stimulateur
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inotrope du cceur et un dilatateur des artéres coronaires en raison de son activité sur les

récepteurs béta-adrénergiques [157].
4.4. Indométacine

L'indométacine est un médicament anti-inflammatoire non stéroidien (AINS) ayant des
propriétés anti-inflammatoires, analgésiques et antipyrétiques. C'est un inhibiteur non spécifique
et réversible de I'enzyme cyclo-oxygénase (COX), ou prostaglandine G/H synthase. Il existe
deux isoformes identifiees de la COX : la COX-1 est universellement présente dans la plupart
des tissus de I'organisme et participe a la synthése des prostaglandines et du thromboxane A2,
tandis que la COX-2 est exprimée en réponse a une blessure ou une inflammation. La COX1
catalyse la conversion de l'acide arachidonique en prostaglandine (PG) G2 et de la PGG2 en
PGH2. La COX-2 catalyse également la conversion de I'acide arachidonique en PGG2 et de la
PGG2 en PGH2. Dans la voie médiée par la COX-2, le PGH2 est ensuite converti en PGE2 et
PGI2 (également appelé prostacycline) [158].

4.5. Bleu de Méthyléne

Le chlorure de méthylthioninium (MTC), ou bleu de méthyléne, est un médicament ayant
de nombreuses utilisations en médecine, comme I'amélioration transitoire et reproductible de la
pression artérielle et de la fonction cardiaque dans le choc septique, comme le développement ou
la persistance de I'hypotension artérielle. Son principal mécanisme d'action est impliqué dans

I'inhibition de I'oxyde nitrique synthase et de la guanylate cyclase [159].
4.6. Glibenclamide

Le glibenclamide est un agent antihyperglycémiant oral utilisé dans le traitement du diabéte
non insulino-dépendant. Il appartient a la classe des sulfonylurées de deuxieme génération,
sécrétagogues de l'insuline, il abaisse de facon aigué la glycémie en stimulant la libération
d'insuline par les cellules B pancréatiques. Les sulfonylurées augmentent également I'utilisation
périphérique du glucose, diminuent la gluconéogenese hépatique et peuvent augmenter le

nombre et la sensibilité des récepteurs de I'insuline.

Les sulfonylurées, telles que le glibenclamide, se lient aux canaux potassiques sensibles a
I'ATP a la surface des cellules pancréatiques, ce qui réduit la conductance du potassium et
provoque une dépolarisation de la membrane. La depolarisation stimule I'afflux d'ions calcium
par les canaux calciques sensibles au voltage, augmentant les concentrations d'ions calcium

intracellulaires, ce qui induit la sécrétion ou I'exocytose d'insuline [160].
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4.7. Propranolol

Le propranolol est un prototype des antagonistes des récepteurs béta-adrénergiques et est
un béta-bloquant non cardiosélectif. 1l entre en compétition avec les neurotransmetteurs
sympathomimétiques tels que les catécholamines (adrénaline, noradrénaline, dopamine) pour se
lier aux récepteurs béta(1)-adrénergiques cardiaques et non cardiaques (vasculaires,
bronchiques), inhibant ainsi la stimulation sympathique. 1l en résulte une réduction de la
fréquence cardiaque au repos, du debit cardiaque, de la pression artérielle systolique et
diastolique et une hypotension orthostatique réflexe. Il est utilisé dans le traitement ou la
prévention de nombreux troubles, notamment l'infarctus du myocarde aigu, les arythmies,
l'angine de poitrine, 1'hypertension, les urgences hypertensives, etc. Le propranolol, un -
bloquant B-adrénergique non sélectif, est capable d'inhiber I'action de I'adrénaline et de la

noradrénaline via les récepteurs B1- et f2-adrénergiques [161].
4.8. Nifedipine

La nifédipine est un inhibiteur des canaux calciques de type 1,4-dihydropyridine a action
longue et courte, ce meédicament agit principalement sur les cellules musculaires lisses
vasculaires en stabilisant les canaux calciques de type L dépendants du voltage dans leur

conformation inactive [162].
4.9. MLN-4760

Le MLN-4760 est un inhibiteur spécifique de I'enzyme de conversion de I'angiotensine-2
(ECA-2) [154].

5. Protocole expérimental

5.1. Activité hypotensive

L'hypertension a été induite chez des rats albinos wistar males par une administration orale
répétée (par gavage a la seringue, une fois par jour pendant 20 jours) de L-NAME (60 mg/kg de
poids corporel) dissous dans de l'eau distillée. Les rats témoins normaux ont recu de l'eau
distillée comme veéhicule. Apres 20 jours, une induction de I'hypertension a eté déclenchée et
confirmée par une élévation de la pression artérielle systolique > 150 mmHg. Les rats sont

devenus hypertendus et ils ont été utilisés pour les manipulations.

Des rats normotendus et hypertendus ont été répartis au hasard dans trois groupes différents
composés de cing rats chacun (n=5). Le premier groupe a regu de I'eau distillée et a servi de

groupe témoin, le deuxieme groupe traité a regu I'extrait aqueux des plantes étudiées a des doses
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de choix en mg/kg de poids corporel, et le troisiéme groupe a recu un medicament de référence

(Lasilix a une dose de 20 mg/kg).

La pression sanguine systolique (PAS), la pression arterielle moyenne (PAM) et la
fréquence cardiaque (FC) des animaux ont été mesurées avant le début des expériences et
considérées comme des données de prétest (JO). Pour une administration orale unique, de I'eau
distillée (contréle), du Lasilix ou un extrait aqueux ont été administrés, les différents parametres

ont été mesures 6 heures apres le gavage et considérés comme un test aigu (T6h).

Pour I'administration orale répétée (chronique), les rats ont éte traités une fois par jour avec
le méme temps de gavage pendant 7 jours et les mémes parameétres de pression sanguine
systolique (PAS), de pression artérielle moyenne (PAM) et de fréquence cardiaque (FC) ont été
surveillés pendant cette période a J2, J4 et J7. Toutes les expériences ont eté réalisées aprés
anesthésie Iégere des animaux avec de I'éther diéthylique pour éviter I'induction du stress et
I'immobilisation. Pour estimer la pression artérielle, des rats ont été placés dans les dispositifs de
contention NIBP et un brassard approprié avec capteur a ensuite été fixé sur la queue puis les
animaux ont été chauffés a environ 35 °C pendant 15 a 20 min pour permettre des mesures
reproductibles de la pression artérielle (trois mesures par animal par session) a l'aide d'un
manchon de queue et d'un appareil de surveillance assisté par ordinateur (Harvard, Boyer,
Casablanca, Maroc). Le brassard de queue a été gonflé a une pression supérieure a la pression
artérielle systolique attendue (200 mmHg) et libéré lentement pendant une période au cours de
laquelle les impulsions ont été enregistrées en utilisant le systeme d'acquisition de données
Power Lab et le logiciel Lab chart 5.0 (Harvard, Boyer, Casablanca, Maroc). La pression
artérielle systolique (PAS), la pression artérielle moyenne (PAM) et la fréquence cardiaque (FC)
ont été mesurées directement en utilisant le suivi du pouls tandis que la pression artérielle
diastoliqgue (PAD) a été calculée a partir de PAS et PAM en utilisant la formule : PAD =
(BPAM-PAS) / 2. Aprés avoir atteint la pression artérielle de 200 mmHg, I'amplitude des
impulsions était relativement constante et tres faible. Lorsque I'amplitude du pouls commence a
augmenter, cela correspond a la valeur de la PAS. Ensuite, I'amplitude du pouls continue a
augmenter progressivement. Lorsque cette amplitude atteint son maximum, elle correspond a la
pression artérielle moyenne (PAM) [163]. Toutes les mesures de la pression artérielle ont été

effectuées au méme moment de la journée pour le test subchronique (Figure 15).
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Figure 15 : Appareil de mesure de la pression artérielle : Moniteur de pression artérielle a queue

de rat.
5.2. Activité vasorelaxante

Des rats males de la souche Wistar (250-300 g) ont été élevés et hébergés (n = 6 par cage)
dans des piéces avec un cycle lumiére/obscurité contrlé avec de la nourriture et de I'eau ad
libitum. Les animaux ont été sacrifiés par étourdissement et exsanguination aprés anesthésie au
pentobarbital sodique. Les aortes ont été immeédiatement excisées et placées dans un tampon
froid, puis rapidement retirées et soigneusement nettoyées de la graisse adhérente et du tissu
conjonctif.

Les aortes isolées ont été coupées transversalement en anneaux de 2 a 3 mm de long et
suspendues a une force de repos de 2 g dans un bain de tissu oxygéné et contenant 40 ml de la
solution de Krebs-Henseleit (KH), maintenues a 37 °C et a pH=7,4 et contenant (mM) : NaCl
(118), KCI (4,50), NaHCO3 (25), MgS04 (1,2), CaCl2 (1,8), NaHPO4 (1,2) et glucose (11). Les
changements de longueur ont été enregistrés isométriquement a l'aide d'un transducteur a levier
(Erma, Tokyo). Les anneaux aortiques étaient montés sur deux crochets en acier inoxydable, I'un
fixé au bas de la chambre et I'autre a un transducteur de force UF1 (LCM Systems Ltd) connecté
a un systeme d'acquisition de données PowerLab/400 ADInstrument (Harvard, Boyer,
Casablanca, Maroc) afin d'enregistrer le signal correspondant a la tension isométrique. L'étude a
été réalisée sur des aortes a endothélium intact.
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La tension optimale, choisie a partir d'expériences préliminaires, était la tension qui donnait
la plus grande réponse a 10 de norépinéphrine. Les anneaux ont recu 2 g (100 %) de tension
initiale et ont été laissés a I'équilibre pendant au moins 1 heure. Trente minutes aprés la mise en
place des aortes en bain de tissu, les anneaux ont été contractés avec une solution de
norépinéphrine (NE) 10° M ou une solution de chlorure de potassium (KCI) 80 mM pour tester
leurs réponses contractiles. Aprés I'exposition a 10° M de norépinéphrine, les tissus ont été lavés
trois fois avec la solution Krebs pour rétablir la tension basale et cette solution a été renouvelée
toutes les 40 min. Afin de déterminer les courbes cumulatives dépendant de la dose pour la
relaxation induite par les extraits des plantes étudiees et aprés équilibrage, les anneaux ont été
contractés par NE (10 uM) et KCI (80 mM). Aprés que le plateau a été atteint, I’extrait analysé a
été ajouté cumulativement aux différentes doses choisies en pg /ml, a chaque dose d'extrait
aqueux de plante, la courbe a pu atteindre un plateau avant I'ajout de la dose suivante. Pour
déterminer la voie mécanistique impliquée dans I'effet relaxant induit par I'extrait sur les anneaux
aortiques de rat précontractés avec la NE, I'expérience suivante a été réalisée : vingt minutes
avant l'ajout de NE, les anneaux aortiques ont été préincubés pendant 20 min avec l'un des
différents médicaments standards. Les médicaments utilisés pour la préincubation étaient : 1) 10
4 M L-NAME, un inhibiteur direct de Il'oxyde nitriqgue (NO) synthase. 2) 10 uM de
glibenclamide, un bloqueur des canaux K+ sensible a I'ATP. 3) 10 uM d'indométhacine, un
inhibiteur de la synthése des prostaglandines. 4) 10 uM de propranolol, un béta-bloguant. 5) 10
UM de bleu de méthylene (MB), un blogueur de NO-guanosine monophosphate (cGMP). 6) 10
UM de nifédipine, un blogqueur des canaux calciques. 7) MLN-4760 est un inhibiteur spécifique
de I'ECA-2. Aprés l'ajout de NE (10° M), la relaxation aortique a été réalisée par addition
cumulative de I'extrait aqueux en additionnant les différentes doses choisies en pg /ml.

L'effet vasorelaxant sur les anneaux aortiques a été calculé en pourcentage de contraction
en réponse a la norépinéphrine. Avant de changer I'un des agents pharmacologiques utilisés dans
cette expérience, I'anneau de l'aorte a été lavé trois fois (I'anneau de l'aorte doit étre incubé
pendant 5 min dans chaque bain de lavage). Le contréle a été effectué par addition cumulative de
véhicule (eau distillée) (différentes doses choisies en pg /ml) aux anneaux aortiques
précontractés par la NE (10° M) et KCI (80 mM) [164] (Figure 16).
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Figure 16: Schéma représentatif du protocole expérimental pour I'étude in vitro.

6. Analyses statistiques

Pour Il'activité antihypertensive, toutes les valeurs ont été exprimées en moyenne + SEM.

La signification statistique a été testée entre plus de 2 groupes en utilisant 'ANOVA a 2 voies

suivie du test de Bonferroni pour les comparaisons multiples. Les différences ont été considérées

comme statistiquement significatives lorsque p<0,05. Pour I'activité vasorelaxante, les résultats

ont été exprimés en pourcentage de changement par rapport au niveau initial avant la contraction

et en moyennexS.E.M pour le nombre (n=6) de déterminations obtenues de différents animaux.

Une analyse de la variance (ANOVA) suivie des tests de comparaison multiple de Tukey ont été

utilisés pour l'analyse statistique. Les valeurs de p<0,05 ont été considérées comme ayant une

différence significative. Le prisme GraphPad version.7 a été utilisé pour le traitement statistique

des données.
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Chapitre 111

Etude d’Hibiscus rosa-sinensis L.

Ce chapitre se compose de la publication 1:

Publication 1: Amtaghri, S., Amssayef, A., Slaoui, M., and Eddouks, M. (2022).
Antihypertensive and Vasorelaxant Effects of Hibiscus rosa-sinensis through Angiotensin-
Converting Enzyme-2 (ACE-2), and Ca?* Channels Pathways. Cardiovascular &
Haematological Disorders-Drug Targets, 22(1), 27-37.
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Article 1:

Antihypertensive and Vasorelaxant Effects of Hibiscus
rosa-sinensis through Angiotensin-Converting
Enzyme-2 (ACE-2), and Ca?** Channels Pathways

Résumé de P’article 1 :

Des investigations pharmacologiques ont été entreprises au cours de ce travail afin de
compléter le manque de données scientifiques relatives a l'utilisation antihypertensive de la
plante Hibiscus rosa-sinensis. A cet effet, I'extrait aqueux d'Hibiscus rosa-sinensis a été préparé
par la méthode traditionnelle marocaine (décoction) afin de valider expérimentalement et

scientifiguement I'effet antihypertenseur et vasorelaxant de cette plante ornementale.

L'activité antihypertensive in vivo a été mesurée et les résultats obtenus montrent que
I'administration orale aigué de cette plante n'a pas modifié les parameétres de la pression sanguine
(pression artérielle systolique (SBP), pression artérielle moyenne (MAP), pression artérielle
diastolique (DBP) et la fréquence cardiaque (HR)) chez des rats normotendus et hypertendus. En
revanche, I'administration orale répétée d'Hibiscus rosa-sinensis pendant 7 jours a diminué les
paramétres de la pression artérielle (SBP, MAP et DBP) chez les rats hypertendus au L-NAME

sans entrainer de diminution de ces paramétres chez les rats normotendus.

En outre, les effets vasorelaxants de I'extrait aqueux ont été étudiés in vitro. Les
mécanismes qui sont impliqués dans I'action vasodilatatrice de la plante sont significativement
plus efficaces. En effet, I'extrait a induit un effet vasorelaxant dans les anneaux aortiques isolés
de rat qui a été médié au moins par la stimulation de I'ACE-2 et le blocage de I'entrée de Ca?*.
De plus, I’extrait aqueux d’Hibiscus rosa-sinensis a induit une vasorelaxation par une voie
indépendante de I'endothélium. L'effet vasorelaxant de I'extrait n'a pas été médie par la voie NO-
cGMP, la voie de la cyclooxygénase vasculaire, les récepteurs B-adrénergiques, les canaux K+

ou la voie directe du NO.
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Abstract
Aims: The aim of the study was to assess the antihypertensive activity of Hibiscus rosa-sinensis.
Background: Hibiscus rosa-sinensis is used traditionally to treat hypertension.

Objective: The goal of the study was to investigate the effect of the aqueous extract of Hibiscus

rosa-sinensis flowers (AEHRS) on resting blood pressure in rats.

Material and Methods: In the present study, AEHRS was prepared and its antihypertensive
activity was evaluated using in vivo and in vitro studies. In the in vivo study, hypertensive and
normotensive rats were treated by AEHRS (100 mg/kg) orally for 6 hours in the acute treatment
and for 7 days in the subchronic treatment. Systolic, diastolic, and mean arterial blood pressure
values and heart rate were then recorded using a tail cuff and a computer-assisted monitoring
device. To assess the vasorelaxant activity of AEHRS, isolated thoracic aortic rings were
suspended in a tissue bath and changes in tension were recorded using a data acquisition system.
Potential pathways involved in the vasorelaxant activity were evaluated using several standard
pharmacological agents.

Results: The results indicated that repeated oral administration of AEHRS during 7 days
lowered systolic, diastolic, and mean arterial blood pressure in hypertensive rats without
affecting normotensive rats. Furthermore, the data revealed that AEHRS exerts vasorelaxant
properties via an endothelium-independent pathway. More interestingly, the study demonstrates
that the vasorelaxant capacity of AEHRS seems to be exerted through the stimulation of

angiotensin-converting enzyme-2 (ACE-2) and the inhibition of Ca?* channels pathway.

Conclusion: The present study revealed that aqueous extract of Hibiscus rosa-sinensis has a
significant antihypertensive activity and that its vasorelaxant effect may be mediated through
stimulation of ACE-2, and inhibition of the Ca?* channels.

KEYWORDS: Hibiscus rosa-sinensis; Hypertension; L-NAME; Vasorelaxant; Angiotensin-
converting enzyme-2(ACEZ2); Calcium channels.
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1. Introduction

High blood pressure is an insidious "silent killer" that causes an increased risk of other
cardiovascular diseases such as stroke, coronary heart disease, and heart failure. Peripheral
vascular resistance is a determinant of blood pressure (BP) and is determined by the contractile
state of vascular smooth muscle, particularly in arterioles [1]. Hypertension is responsible for
around 16.5% of annual deaths worldwide [2], and it is indeed the main cause of morbidity and
mortality associated with CVDs [3]. By 2030, the annual death is estimated to reach 23.5 million
people [2]. Hypertension is defined as having a systolic blood pressure (SBP) of 140 mmHg and
a diastolic blood pressure (DBP) of 90 mmHg [4]. Every 20/10 (SBP/DBP) mmHg increase
indicates a higher risk stage of hypertension [5, 6]. Importantly, the American Society of
Hypertension recommends that individuals with blood pressure of 120-139/80-89 mmHg should
be considered as pre-hypertensive [6]. Many conventional antihypertensive agents are used to
treat hypertension, such as thiazide, loop and potassium-sparing diuretics, central a2-adrenergic
agonists, central/peripheral adrenergic neuronal blockers, direct-acting vasodilators, etc.
Nevertheless, these drugs have some side effects such as muscle cramps, extreme fatigue,
dizziness, blurred vision, dehydration, abnormal heart rate, skin rashes, etc [7]. Herbal medicines
and their derivatives are considered as a potential source for discovering new natural

antihypertensive compounds with few side effects and good efficacy.

Hibiscus rosa-sinensis L. (H. rosa-sinensis) is an ornamental plant belonging to the
Malvaceae family [8]. Ethnopharmacoological studies have shown that H. rosa-sinensis is used
for the treatment of cough, fever, dysentery, venereal disease and cancer [9, 10]. Flowers of the
plant were used in the treatment of epilepsy, diabetes, leprosy, and pulmonary disorders [11, 12].
Petals were used to stimulate thicker hair growth and to prevent premature graying, hair loss and
scalp disorders [13, 14]. The flowers of H. rosa-sinensis have been shown to contain several
activities including, antibacterial [15], antidepressant [16, 17], antioxidant, anti-diabetic [18],

and cardiactonic activities [19-23].

H. rosa-sinensis contains several phytocompouds such as, cyclopropanoids, methyl
sterculate, methyl-2-hydroxy sterculate, 2-hydroxysterculate, malvalate and beta-sitosterol [24].

The major anthocyanin present in the flower is cyanidin 3-sophoroside [24].

Until now, no pharmacological studies have been performed to demonstrate the
antihypertensive effect of H. rosa-sinensis. Accordingly, the objective of this study was to

demonstrate the antihypertensive effect of H. rosa-sinensis in N-nitro-lI-arginine methyl ester (L-
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NAME)-induced hypertensive rats, and to evaluate its vasorelaxant activity in isolated thoracic

aorta.
2. Material and methods
2.1. Plant material and preparation of the aqueous extract

H. rosa-sinensis flowers were purchased from a local market in Tafilalet region (semi
arid area) of Morocco in December 2020 and air-dried at 40 °C. The plant was taxonomically
identified and authenticated and a voucher specimen was deposited at the herbarium of the
Laboratory of Ethnopharmacology and Pharmacognosy, Faculty of Sciences and Techniques
Errachidia (HRS2004). Plant material was prepared as we have previously described [25]. The
dose administered was 100 mg/kg. The dose of 100 mg/kg of HRSE was selected after a
preliminary dose screening and the minimal dose inducing a significant antihypertensive activity

(100 mg/Kkg in this case) was chosen.
2.2. Experimental animals

Healthy albino adult male rats (Wistar strain) weighing about 140-230 g were obtained
from Experimental Center (Missour, Morocco) and kept in individual polyethylene cages and
under standard laboratory conditions. Experiments were conducted according to the guidelines of
the local committee FSTE/2015.

2.3. Chemical reagents and drugs

Acetylcholine chloride, norepinephrine, N-nitro-l-arginine methyl ester (L-NAME),
indomethacin and MLN-4760 were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA). All
other reagents were of analytical grade from local sources. All cited drugs were dissolved in
distilled water.

2.4. Experimental protocol

Hypotensive and vasorelaxant activities were measured as we have previously described
[26-28].

2.5. Statistical analysis

All the values ware expressed as mean + SEM. Statistical significance was tested

between more than two groups using two-way ANOVA followed by the Bonferroni multiple
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comparisons test. Relaxations induced by AEHRS were expressed as a percentage decrease of
the EP and KCI contraction.

3. Results
3.1. Effect of AEHRS on body weight

Repeated oral administration of AEHRS for one week did not induce any significant
change of body weight in all groups (Fig. 1). The same result was observed in the lasilix-treated
control group compared with the untreated control group (data not shown).

3.2. Single oral administration

Acute treatment (6 hours after the first oral administration) of AEHRS showed that the
blood pressure parameters were not significantly changed in both normal and hypertensive rats
(Table 1). In addition, in hypertensive rats, lasilix after 6 hours of treatment showed a significant
reduction in systolic blood pressure (p<0.01), mean and diastolic blood pressure values.

3.3. Repeated oral administration

Table 2 elucidates the effect of repeated oral administration of AEHRS at a dose of 100
mg/kg in normotensive and hypertensive rats. The results illustrate that this aqueous extract
produced a significant decrease of systolic blood pressure in the hypertensive group on the fourth
and seventh day of administration (p<0.0001). Lasilix induced a decrease in SABP in the
normotensive group on the seventh day of daily administration (p<0.05) and in the hypertensive

group on the fourth and seventh day of treatment (p<0.0001).

AEHRS administration caused a decrease of the mean arterial pressure in hypertensive
rats at the second, fourth and seventh days of administration (p<0.01, p<0.0001, and p<0.0001
respectively). The standard drug lasilix induced a significant decrease in MAP on days 4 and 7 of
treatment in hypertensive rats (p<0.0001), whereas no effect was recorded in normotensive
groups. Similarly, the diastolic blood pressure in hypertensive rats was shown to decrease on the
second, fourth and seventh day of administration (p<0.01, p<0.0001 and p<0.0001 respectively).
In contrast, no significant effect was noticed in normotensive rats for the subchronic treatment

with AEHRS when compared with the starting baseline values.

3.4. Vasorelaxant activity

3.4.1. The vasorelaxant effect of AEHRS on pre-contracted aortic rings
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First, we determined the vasorelaxant effect of AEHRS (125-1000 ug/ml) on
endothelium-intact rat aortic rings. The vasorelaxant effect of AEHRS was tested in a set of
experiments using rat aortic rings. As revealed in Figure 2, AEHRS induced relaxation in
isolated aortic rings pre-contracted with EP when compared with vehicle (Fig. 2) (p<0.0001);
Rmax was equal to 141.6£16.54 % (p<0.0001). In addition, in aortic rings pre-contracted by
KCI, AEHRS induced also a vasorelaxant effect in comparison to the vehicle (p<0.001) (Figure
2). Rmax was equal to 25.79+8.28 % (p<0.001). These results indicate that AEHRS induced

vasodilatation of vascular smooth muscle.

3.4.2. Role of the endothelium in AEHRS-induced relaxation

The vasorelaxant activity of AEHS was tested also in endothelium-denuded aorta in
which addition of acetylcholine did not induce relaxation confirming then the absence of the
endothelium (Figures 3 and 4). The results show that AEHS induced vasorelaxation in both
intact and denuded aortic rings. Rmax was equal to 141.6+16.54% for endothelium-dependent
relaxation and 112.1 + 3.39 % for endothelium-independent relaxation. This suggests that the
effect of AEHRS could be endothelium-independent.

3.4.2.1. Effect of MLN-4760, a specific angiotensin-converting enzyme-2 (ACE-2)
inhibitor

To investigate the mechanisms involved in AEHRS-induced vasorelaxation, the effect of
many drugs on AEHRS-induced vasodilation was tested. In this experiment, the effect of pre-
incubation of aortic rings with MLN-4760, a specific angiotensin-converting enzyme-2 (ACE-2)
inhibitor, on AEHRS-induced vasorelaxation was tested (Figure 5). The results show that MLN-
4760 altered the vasorelaxant effect of AEHRS in rat aortic rings in response to the the third and
fourth doses of AEHRS (p<0.05, and p<0.01 respectively). These results indicate that the drug
MLN-4760, a specific angiotensin-converting enzyme-2 (ACE-2) inhibitor, inhibited AEHRS-
induced vasorelaxation, suggesting that this effect seems to be mediated partially through ACE-2

stimulation.

3.4.2.2. Aortic responses to AEHRS in the absence and presence of L-NAME or

indomethacin

Aortic rings with intact endothelium were pre-incubated with L-NAME to inhibit nitric
oxide (NO), and indomethacin to inhibit prostaglandin synthesis (Figure 6). No significant
difference was observed between control and treated vessels (p>0.05) (Fig. 6A). Indeed, the

result obtained on vehicle-treated rings was 141.6+£16.54% for Rmax; whereas for L-NAME-
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treated aortas, Rmax value was equal to 116.6 +20.77%. Similarly, aortic rings were pre-
incubated with indomethacin (1 pM) for 20 min before NE pre-contraction (10 uM). The results
were similar to those of L-NAME-incubated rings; Rmax was equal to 103.3+£28.63% (Fig. 6B).
These results demonstrate that the vasorelaxant capacity of AEHRS is not mediated through

nitric oxide and prostaglandin synthesis pathways.
3.4.2.3. Role of potassium channels and p-adrenergic receptors

Interestingly, prior inhibition of ATP-dependent by glibenclamide or calcium-activated
potassium channels by propranolol caused no effect on relaxant responses to AEHRS (Fig. 7).
The following results were obtained with the same rings pre-treated with glibenclamide, an ATP-
sensitive potassium channels blocker, where Rmax was equal to 116.23 + 23.66% for inhibitor-
independent relaxation and 141.6+16.54% relaxation in the presence of glibenclamide (p>0.05)
(Fig. 7A). The results showed also that the effect of propranolol did not affect the AEHRS
activity (Fig. 7B). Rmax was equal to 114.1+24.59% for inhibitor-independent relaxation and
141.6+16.54% of relaxation in the presence of propranolol. These results show clearly that the
vasorelaxant ability of AEHRS has not been affected by the presence of glibenclamide or
propranolol showing that the mechanism of action of this extract is independent of potassium

channels and B-adrenergic receptors pathways.
3.4.2.4. Role of NO-cyclic guanosine monophosphate and Ca?* Channel blocker

In this experiment, rat aortic rings were pre-incubated with methylene blue (MB), a NO-
cyclic guanosine monophosphate (cGMP) blocker, and nifedipine, a Ca?* channel blocker
(Figure 8). The results show that MB had not altered the vasorelaxant effect of rat aortic rings in
response to the different AEHRS doses (Fig. 8A). However, nifedipine decreased the
vasorelaxant effect of AEHRS at the fourth dose (1000 ug/ml, p<0.05) (Fig. 8B). These results
suggest that NO-cGMP blocker did not inhibit vasodilatation induced by AEHRS suggesting that
the vasorelaxant effect of AEHRS may be independent of the NO-cGMP pathway. However, this
effect seems to be mediated partially through calcium channel blockade pathway as it is

supported by the effect of nifedipine on the vasorelaxant effect of AEHRS.
4. Discussion

The present study was performed to evaluate the antihypertensive effect of aqueous
extract of Hibiscus rosa-sinensis flowers in normotensive and L-NAME-induced hypertensive

rats as well as the vasorelaxant activity of this aqueous extract. Oral administration of Nw-nitro-
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L-arginine methyl ester (L-NAME), an inhibitor of nitric oxide synthase (NOS) activity, for two
weeks at a dose of 60 mg/kg led to the induction of hypertension in rats. Firstly, acute and
chronic treatments with L-NAME caused changes in blood pressure and vascular reactivity due
to decreased bioavailability of nitric oxide (NO) [29]. L-NAME-induced hypertensive rat was
chosen as an animal model to study the effect of AEHRS on blood pressure parameters.
Treatment with L-NAME induces vascular remodeling and dysfunction. A recent study
demonstrated that L-NAME-treated rats had elevated biomarkers of oxidative stress and
decreased expression of NO metabolites, eNOS, erythroid 2-related factor 2, and heme
oxygenase-1 [30]. Reduced basal NO synthesis or action leads to vasoconstriction, elevated
blood pressure, and thrombus formation. In contrast, overproduction of NO leads to vasodilation,
hypotension, vascular leakage, and disruption of cellular metabolism [31]. High blood pressure is
induced by L-NAME acting on the NO system and induction of oxidative stress. Several
previous studies have used this model to evaluate the antihypertensive activity of medicinal
plants [32] or purified molecules [30] and the protective effect against hypertension [33]. Lasilix
was used in this study as a standard drug. This synthetic drug is commonly used to treat
hypertension. It is known to inhibit the luminal Na-K-CI cotransporter at the thick ascending
branch of Henle's loop by connecting to the chloride transport channel, resulting in loss of

sodium, chloride, and potassium in the urine [34-36].

Hibiscus rosa-sinensis L. is an aromatic and medicinal plant that has been used since
ancient times for therapeutic purposes. This plant is used to treat a wide range of diseases,
including hypertension. Aqueous extracts of Hibiscus rosa-sinensis flowers have been shown to
have several biological properties in preliminary studies. However, until now, no study had
evaluated their antihypertensive effects. The current study, evaluated the effect of AEHRS on
blood pressure in normal and hypertensive rats. AEHRS treatment did not modify body weight

both in normal and L-NAME-induced hypertensive rats.

The acute oral AEHRS administration did not change the arterial blood pressure
parameters (SABP, MABP and DABP) and heart rate in both normotensive and hypertensive
rats. In contrast, repeated oral AEHRS administration for 7 days was able to decrease blood
pressure parameters (SBP, MBP and DBP) in L-NAME-hypertensive rats, without causing any
decrease of these parameters in normotensive rats. These results are in accordance with previous
studies performed in other species of the genus Hibiscus, such as Hibiscus sabdariffa and
Hibiscus sabdariffa [37, 38]. Similar studies have also revealed that secondary metabolites of
medicinal plants are able to treat hypertension through different pathways [39, 40].
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In the present study, the vasorelaxant effect of AEHRS at cumulative doses between 125 pg/ml
and 1000 pg/ml was demonstrated in isolated rat aortic rings. Therefore, the results revealed that
AEHRS produced complete vasorelaxation in norepinephrine (NE)-and KCI-precontracted aortic
rings. The experimental study of AEHRS demonstrated its ability to decrease tension in both
endothelium-intact and endothelium-denuded aortic rings pre-contracted by NE, suggesting that
the vasorelaxant effect of AEHRS is endothelium- independent. In this experiment, seven
reference drugs were used in order to determine the pathways involved in the vasorelaxant
activity of AEHRS: MLN-4760, an angiotensin-converting enzyme 2 (ACE-2) specific inhibitor;
L-NAME, a direct inhibitor of nitric oxide (NO) synthase; indomethacin, a prostaglandin
synthesis inhibitor; propranolol, a nonselective p-adrenergic blocking agent, which is able to
inhibit the action of adrenaline and norepinephrine via B- and B2-adrenergic receptors [41];
glibenclamide, a blocker of ATP-sensitive K+ channels; methylene blue, a blocker of cyclic
guanosine monophosphate (cGMP); and nifedipine, a long- and short-acting 1,4-dihydropyridine
calcium channel blocker, this drug acts primarily on vascular smooth muscle cells by stabilizing
voltage-dependent L-type calcium channels in their inactive conformation [42]. The results show
that pretreatment with L-NAME, indomethacin, propranolol, glibenclamide, and methylene blue
did not significantly affect the vasorelaxant effect of AEHRS. This finding shows that the
vasorelaxant effect of AEHRS was not mediated through the direct NO, the prostaglandin
synthesis, the K+ channel, or the L-type calcium channel, the B-adrenergic receptor, and the NO-
cyclic guanosine monophosphate pathways. In addition, AEHRS-induced relaxation was
partially attenuated in the presence of MLN-4760 and nifedipine, respectively, indicating the
ability of AEHRS to stimulate ACE-2, and to block the extracellular Ca2+ entry via L-type
calcium channels. Similar studies have also reported the involvement of Ca?" channels in
antihypertensive activity [43]. Angiotensin-converting enzyme 2 (ACE-2) is a key enzyme of the
renin-angiotensin-system which breaks down angiotensin Il and forms angiotensin-(1-7) leading
to vasorelaxation of vessels by an endothelium-dependent release of nitric oxide [44]. ACE-2
acts as a receptor for SARS-COV-2 virus, allowing it to enter target cells [45, 46]. ACE-2
protein is present in alveolar epithelial cells, cardiac cells, lung cells, arterial smooth muscle
cells, and gastrointestinal cells, as well as in small intestinal enterocytes and renal tubules [47].
ACE-2 is involved in the regulation of blood pressure and the establishment of its homeostasis.
MLN-4760 is a specific ACE-2 inhibitor [48]. Activation of ACE-2 is known to reduce the
severity of hyperoxic lung injury by inhibiting the inflammatory response and oxidative stress
[49, 50]. The ACE2 system plays a pivotal role against cardiovascular diseases and diabetes

mellitus. In addition, the regulatory effects on the Ang II/AT1R and Angl-7/Mas Receptor axes
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make ACE2 an important target in the prevention and management of chronic inflamatory
diseases, as it has been highlighted by COVID-19 pandemic [51]. This fact was supported by
recent studies showing that recombinant ACE2, gene-delivery of Ace2, Ang 1-7 analogs, and
Mas receptor agonists enhance ACE2 action and serve as beneficial treatment against

inflammation [51].
5. Conclusion

The present study reveals for the first time the antihypertensive effect of AEHRS in L-
NAME-induced hypertensive rats. AEHRS decreased the blood pressure parameters (SBP, DBP,
and MBP) in hypertensive rats without affecting heart rate. In addition, the extract induced a
vasorelaxant effect in isolated aortic rings which is mediated at least through stimulation of
ACE-2 and blockade of Ca?* entry. In addition, AEHRS induces vasorelaxation through an
endothelium-independent pathway. The vasorelaxant effect of AEHRS was not mediated by the
NO-cGMP pathway, the vascular cyclooxygenase pathway, p-adrenergic receptors, K+ channels,

or the direct NO pathway.
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Table 1: Effect of a single oral administration of aqueous Hibiscus rosa-sinensis extract (100
mg/kg) on systolic, mean, diastolic arterial blood pressure (mm Hg) and heart rate (bmp) in
normotensive and L-NAME-induced hypertensive rats. Data are expressed as means + SEM, n =

6. *p<0.05, **p<0.01.

Systolic blood pressure (mm Hg)
Control AEHRS Lasilix
Normotensive T0 132.00 + 6.00 110.58+3.81 120.00 £ 7.00
T6 138.00 + 8.00 106.2745.77 111.00 £ 7.00
L-NAME T0 180.00 + 5.00 182.08+1.46 169.00 +7.00
T6 175.00 + 7.00 173.65+0.97 142.00 £ 6.00**
Diastolic blood pressure (mm Hg)
Control AEHRS Lasilix
Normotensive T0 106.00 £ 5.00 58.56+8.26 103.00 £ 5.00
T6 101.00 £ 6.00 58.41+8,16 91.00 + 4.00
L-NAME T0 144.00 £ 7.00 121.14+7.32 152.00 £ 5.00
T6 148.00 £ 10.00 110.77+£4.91 129.00 + 4.00*
Mean blood pressure (mm Hg)
Control AEHRS Lasilix
Normotensive T0 115.00 £ 7.00 75.90+5.37 108.00 £ 6.00
T6 113.00 £ 6.00 74.36£6.52 97.00 + 2.00
L-NAME T0 156.00 + 6.00 141.4545.03 150.00 + 3.00
T6 157.00 +6.00 131,73£3.53 125.00 £ 6.00*
Heart rate ( bpm)
Control AEHRS Lasilix
Normotensive T0 320.00 £+ 10.00 305.00 +£1.84 349.00 £ 19.00
T6 306.00 £ 8.00 306.00 £1.55 321.00 £9.00
L-NAME T0 312.00 £ 15.00 302.00 £1.26 348.00 £ 22.00
T6 318.00 £ 12.00 304.00 +£1.26 311.00 £17.00
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Table 2: Effect of repeated oral administration of aqueous Hibiscus rosa-sinensis extract (100
mg/kg) on systolic, mean, diastolic arterial blood pressure (mm Hg) and heart rate (bmp) in
normotensive and L-NAME-induced hypertensive rats. Data are expressed as means + SEM, n =
6, **p<0.01, ****p<0.0001.

Systolic blood pressure (mm Hg)
Control AEHRS Lasilix
Normotensive DO 134.00 = 7.00 110.58+3.81 120.00 = 7.00
D2 136.00 + 5.00 115.40+4.89 115.00 + 5.00
D4 140.00 £+ 3.00 107.41+4.68 108.00 + 3.00
D7 135.00 + 6.00 111.52+4.21 99.00 + 4.00*
L-NAME DO 180.00% 5.00 182.08+1.46 169.00 + 6.00
D2 176.00 +5.00 168.13+1.94 122.00 + 2.00****
D4 173.00 £9.00 122.0944.63**** 120.00 £ 4.00%***
D7 172.00 £ 6.00 111.8044.10**** 109.00 + 3.00****
Diastolic blood pressure (mm Hg)
Control AEHRS Lasilix
Normotensive DO 100.00 = 3.00 58.56+8.26 103.00 + 6.00
D2 101.00 £ 5.00 71.29+1.95 98.00 +5.00
D4 106.00 +3.00 55.01+5.52 97.00 +6.00
D7 102.00 + 8.00 65.28+6.21 95.00 +4.00
L-NAME DO 144.00 + 7.00 121.14+7.32 152.00 + 5.00
D2 135.00 + 7.00 94.82+2.85** 103.00 + 4.00
D4 135.00 + 6.00 81.55+6.61**** 100.00 + 4.00****
D7 136.00 + 6.00 79.43+4,10**** 98.00 + 3.00****
Mean blood pressure (mm Hg)
Control AEHRS Lasilix
Normotensive DO 111.00 +4.00 75.90+5.37 109.00 + 7.00
D2 112.00 +5.00 86.00+2.84 107.00 + 5.00
D4 117.00 £ 6.00 72.4745.01 101.00 + 3.00
D7 112.00+ 4.00 80.69+5.13 96.00 + 2.00
L-NAME DO 156.00 + 6.00 141.45+5.03 150.00 + 3.00
D2 149.00 + 6.00 119.25+2.30** 148.00 +5.00
D4 148.00 + 9.00 95.07+4.,96**** 103.00 + 5.00****
D7 147.00 £6.00 90.22+2.82**** 95.00 + 4.00%***
Heart rate ( bpm)
Control AEHRS Lasilix
Normotensive DO 312.00 + 15.00 305.00 + 1.84 348.00 + 22.00
D2 320.00 + 14.00 302.00 +1.26 341.00 + 16.00
D4 312.00 + 16.00 307.00 + 2.86 341.00 £ 17.00
D7 319.00 + 8.00 307.00 + 1.00 305.00 + 8.00*
L-NAME DO 308.00 £ 12.00 302.00 +1.26 348.00 + 15.00
D2 310.00 +£15.00 303.00 + 2.05 343.00 + 13.00
D4 307.00 + 13.00 303.00 + 2.05 315.00 £ 11.00
D7 318.00 + 18.00 303.00 + 2.05 311.00 +10.00
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Fig. 1. Effect of repeated oral administration of AEHRS (100 mg/kg) on body weight (g) in

anesthetized normal (A) and L-NAME-induced hypertensive (B) rats. Data are expressed as

means = SEM, n=6. Comparison was assessed with baseline values.
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Fig. 2. Effect of AEHRS on EP or KCl-induced contraction in aortic rings. Cumulative dose-
dependent curves for AEHRS-induced relaxation and of the vehicle (distillated water) in rat
aortic rings. n = 6. A: pre-contraction with epinephrine (10 uM); B: pre-contraction KCI (80
mM). ***p<0.001., ****p<0.0001.
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Fig. 3. Representative tracings illustrating the vasorelaxant effect of AEHRS and acetylcholine
(ACh) (10° M) on rat aortic rings, pre-contracted with EP (10° M). (A): vasorelaxation effect
induced by Ach (10° M) (30% of relaxation), (B): vasorelaxant effect induced by AEHRS. EP
10° M (87.5% of relaxation): addition of epinephrine, ACh: addition of acetylcholine, 1 to 4:
addition of different doses of AEHRS (125, 300, 600, and 1000 ug/ml respectively).
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Fig. 4. Effect of AEHRS on tension in EP (10 uM) pre-contracted aortic rings with endothelium
(E+) or without endothelium (E—). Tension (%) indicates the percentage of EP-induced

contraction. Values are expressed as the mean = SEM.
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Fig. 5. Effect of MLN-4760 (specific inhibitor of angiotensin-converting enzyme-2 (ACE-2))
drug incubation on AEHRS-induced relaxation. Aortic rings were incubated with cumulative
doses of AEHRS in the absence (black) or presence (gray) of standard drugs. Data represent
mean+SEM (n=6; for AEHRS versus drug plus AEHRS).
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Fig. 6. Effect of different drugs incubation on AEHRS- relaxation of EP-induced contraction in

aortic rings. Aortic rings were incubated with cumulative doses of AEHRS in the absence
(circles) or presence (squares) of the following drugs: (A) L-NAME, (B) Indomethacin, Data
represent mean £ SEM (n=6) for AEHRS versus drug plus AEHRS.
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Fig. 7. Effect of propanolol (A) and glibenclamide (B) incubation on AEHRS-induced
vasorelaxation. Aortic rings were incubated with cumulative doses of AEHRS in the absence
(circles) or presence (squares) of the standard drugs. Data represent mean = SEM (n = 6; for

AEHRS versus drug plus AEHRS).
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Fig. 8. Effect of methylene blue (A) and nifedipine (B) drugs incubation on AEHRS-induced
vasorelaxation. Aortic rings were incubated with cumulative doses of AEHRS in the absence
(circles) or presence (squares) of the standard drugs. Data represent mean = SEM (n = 6; for

AEHRS versus drug plus AEHRS).
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Chapitre IV

Etude d’Euphorbia cheiradenia L.

Ce chapitre se compose de la publication 2:

Publication 2: Amtaghri, S., Amssayef, A., Slaoui, M., and Eddouks, M. (2023).
Antihypertensive Effect of Euphorbia cheiradenia in Rats. Cardiovascular & Hematological

Agents in Medicinal Chemistry. 21(3):213-222.
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Article 2 :

Antihypertensive Effect of Euphorbia cheiradenia in
Rats

Résumé :

L'objectif de cette étude était d'examiner les propriétés antihypertensives et vasorelaxantes
potentielles des parties aériennes de I'extrait aqueux d'Euphorbia cheiradenia chez des rats
hypertendus induits par le L-NAME (N(w)-nitro-L-arginine methyl ester), ainsi que I'effet
vasorelaxant sur l'aorte thoracique isolée de rat. De plus, I'effet inhibiteur possible de I'extrait

aqueux sur I'enzyme de conversion de I'angiotensine 2 (ACEZ2) a été étudié.

L'étude a montré qu'aprés une administration orale répétée pendant 7 jours a des rats
hypertendus induits par le L-NAME, l'extrait a réduit les mesures de la pression artérielle
(pression systolique, moyenne et diastolique). En ce qui concerne l'activité vasorelaxante,
I’extrait de la plante a partiellement relaxé les anneaux aortiques en activant le canal KATP et en
inhibant la voie des récepteurs p-adrénergiques. Le prétraitement des anneaux aortiques avec de
la nifédipine, de I'indométacine, du L-NAME et du bleu de méthyléne n'a eu aucun effet sur la
vasorelaxation induite par l'extrait végétal. Cependant, I'extrait n'a montré aucun effet sur

1°ACE?2 dans les aortes isolées de rat.

Enfin, cette étude a révélé que l'extrait agueux d'Euphorbia cheiradenia est un agent
fonctionnel potentiel pour la promotion et le traitement de I'hypertension, bien qu'il n‘ait aucun
effet sur I'ACE2.
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Abstract
Aims: The study aimed to investigate the effect of Euphorbia cheiradenia on blood pressure.
Background: Euphorbia cheiradenia is a medicinal plant with several medicinal properties.

Obijective: This study aimed to study the vasorelaxant and antihypertensive capacity of the
aqueous extract of Euphorbia cheiradenia (E. cheiradenia), and to evaluate its effect on

angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2).

Methods: The antihypertensive ability of aerial parts of the aqueous extract of E. cheiradenia
(AEEC) was investigated in L-NAME-induced hypertensive rats, and its vasorelaxant effect was
performed on the isolated thoracic rat aorta. In addition, the possible inhibitory effect of AEEC
on ACE2 was also studied.

Results: AEEC lowered blood pressure parameters in hypertensive rats. The study of the
vasorelaxant activity revealed that AEEC partially relaxed the aortic rings through activation of
the KATP channel and inhibition of the B-adrenergic pathway. Whereas pretreatment of aortic
rings with nifedipine, indomethacin, L-NAME, and methylene blue did not attenuate AEEC-
induced vasorelaxation. However, AEEC had no effect on ACE2 in isolated rat aortas.

Conclusion: The study showed that aqueous E. cheiradenia extract exhibits a significant

antihypertensive activity in hypertensive rats.

KEYWORDS: Hypertension; Euphorbia cheiradenia; L-NAME; vasorelaxant; KATP

channels; adrenergic receptors f3; ACE2.
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1. Introduction

Hypertension is a chronic disease which contributes to mortality and leads to many
complications [1]. It is an asymptomatic disease which is manifested through screening programs
and blood pressure measurement [2]. Drug therapy focuses on antihypertensive drugs. However,
many such drugs cause parallel side effects on human health, including heart rhythm
abnormalities and medicinal plants could represent an important complementary or alternative

approach in the management of hypertension [3].

Euphorbia cheiradenia Boiss. & Hohen. belongs to the Euphorbiaceae family.
Ethnopharmacological use of this plant includes the treatment of syphilis, hypertension [4] and
pharmacological studies have demonstrated its anti-inflammatory, cytotoxic, and
immunostimulant effects [4]. The main objective of this study was to evaluate the
antihypertensive and vasorelaxant activities of the aqueous extract of E. cheiradenia in
hypertensive rats and isolated aortic rings respectively. The underlying mechanisms of
vasorelaxant activity were determined using the standards drugs. In addition, the possible
inhibitory effect of the aqueous extract of E. cheiradenia on angiotensin-converting enzyme 2
(ACEZ2), as a component of renin-angiotensin system and a known route of SARS coronavirus-2
(SARS-COV-2) entry in endothelial aortic cells, was studied based on the diminazine-induced

vasorelaxant activity in isolated aortic rings.
2. Materials ans methods
2.1. Plant material

Euphorbia cheiradenia was collected from Imilchil (Draa-Tafilalet region, Morocco) in
December 2020 and dried in the open air at room temperature. The plant was identified and a
voucher specimen was deposited at the Faculty of Science and Technology Errachidia
(N°EC2020). The aqueous extract of the plant was prepared according to the traditional method
used in Morocco (decoction): 5 g of powdered aerial parts, mixed and boiled with 500 ml of
distilled water for 10 min and then cooled for 20 min [5]. The crude extract had a yield of 20%.

The administered dose was 100 mg of crude aqueous extract per kg of body weight.
2.2. Experimental animals

The wistar male rats weighing 100-150 g were supplied from the Experimental Center
(Missour, Morocco) and kept in individual polyethylene cages and standard laboratory

conditions ad libitum. The rats were acclimated for at least two weeks. The experiments were
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carried out according to the guidelines of the local committee, Faculty of Sciences and
Techniques Errachidia (FSTE/2015).

2.3. Antihypertensive activity

Hypertension was induced in male albino Wistar rats by repeated (once per day during a
three weeks) oral administration of L-N®-Nitro arginine methyl ester (L-NAME) (60 mg/kg body
weight) dissolved in distilled water. L-NAME is an antihypertensive agent classified among the
diuretics family. Normal control rats received distilled water as vehicle. The rats were confirmed
to be hypertensive and then used in this study when systolic blood pressure was more than 150
mm Hg. Normotensive and hypertensive rats were randomly assigned to three different groups
consisting of six rats each. One control group received distilled water, a second treated group
received the aqueous extract of aerial parts of AEEC at a dose of 100 mg/kg, and the third group
received a reference drug (lasilix at a dose of 20 mg/kg). For single oral administration, distilled
water (control), lasilix or the aqueous extract were administered orally and systolic blood
pressure (SBP), mean blood pressure (MBP), and heart rate (HR) were measured. For repeated
oral administration, rats were treated orally once daily for 7 days and the last three parameters
were followed during this period. The rats (n=6 in each group) were treated orally. Animals were
anesthetized via the respiratory route by exposing them to ether (50%) for approximately 2 min
in order to avoid immobilization stress induction. Estimation of blood pressure was performed,

as it has been previously described [5, 6].
2.5. Vasorelaxant activity

Male Wistar rats (260-280 g) were raised and housed (n=6 per cage) in rooms with a
controlled light/dark cycle at 25 °C with food and water ad libitum. Animals were sacrificed by
stunning and exsanguination after anesthesia by pentobarbital sodium. Aortas were immediately
excised and placed in cold buffer, quickly removed and carefully cleaned of adhering fat and
connective tissue. The isolated arteries were transversally cut into rings 2-3 mm length and
suspended at a resting force of 2 g in an tissue bath oxygenated (95% O2, 5% CO) and
containing 40 ml Krebs-Henseleit solution (KH), maintained at 37 °C and pH 7.4 and containing
(mM): NaCl (118), KCI (4.50), NaHCOs (25), MgSO4 (1.2), CaCl> (1.8), NaHPO4 (1.2) and
glucose (11). Changes in force were recorded isometrically using force transducer (LCM
Systems Ltd, Erma, Tokyo). Aortic rings were mounted on two stainless steel hooks, one fixed to
the bottom of the chamber and the other to a UF1 force transducer connected to a PowerLab/400

ADInstrument data acquisition system (Harvard, Boyer, Casablanca, Morocco) in order to record
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signal corresponding to the isometric tension. The study was performed in endothelium intact
aorta. All studies were performed on endothelium intact aorta which was confirmed by 40 or
60% relaxation of epinephrine (EP) (10> M) induced contractions by acetylcholine (10-° M) [5].

Optimal tension selected from preliminary experiments was the tension which gave the
greatest response to 10° M EP. The rings were given 2 g (100%) of initial tension and allowed
to equilibrate for one hour. Thirty minutes after setting up the tissue bath aortas rings were
contracted with 10° M EP or 80 mM potassium chloride (KCI) solution to test their contractile
responses. After exposure to 10° M EP tissues were washed three times with Krebs solution to

restore basal tension and this solution was renewed every 40 min.

In order to determine the cumulative dose-dependent curves for AEEC-induced
relaxation and after equilibration rings were contracted by EP (10 uM) and KCI (80 mM). After
the plateau was reached AEEC was added cumulatively (500 to 1250 pg/ml) at each dose of
AEEC the curve was allowed to reach a plateau before the addition of subsequent dose. To
determine the mechanistic route involved in the vasorelaxant effect induced by AEEC on EP pre-
contracted rat aortic rings, the following experiment was carried out: aortic rings were pre-
incubated in the presence of a standard antagonist drug during twenty minutes, and EP was
added. After the plateau was reached the vasorelaxant effect of AEEC was then tested. Drugs
used for pre-incubation were: 1) 10 M L-NAME, a direct inhibitor of nitric oxide (NO)
synthase. 2) 10 uM glibenclamide an ATP-sensitive K* channel blocker. 3) 10 uM indomethacin
a prostaglandin synthesis inhibitor. 4) 10 uM propranolol a beta-blocker. 5) 10 uM methylene
blue (MB), a NO-cyclic guanosine monophosphate (cGMP) blocker. 6) 10 uM nifedipine a
calcium channel blocker. After the addition of EP (10> M), aortic relaxation was carried out by
cumulative addition of AEEC (150, 400, 600, 800 and 900 ug/ml). Distillated water (150 to 900
pg/ml) was used in the control experiment. The vasorelaxant effect on the aortic rings was
calculated as a percentage of contraction in response to EP. Before changing any of the standard
drugs used in this experiment, the aorta ring was washed three times (aorta ring should be
incubated 5 min intervals in each bath). For endothelium-independent experiment, the
endothelium was removed mechanically by gently rubbing the luminal surface with a wood piece
before immersing it in the tissue bath chamber. Endothelial functional integrity was tested by
addition of acetylcholine (10 uM) which induced relaxation [5, 6].
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2.6. ACE2 inhibition

In order to determine the cumulative dose-dependent curves for diminazine-induced
relaxation and after equilibration rings were contracted by EP (10 uM). After the plateau was
reached, diminazine aceturate was added at different doses (2.10°, 6.10°, and 10* M). The
vasorelaxant effect was calculated as a percentage of contraction in response to EP. The control
was performed by cumulative addition of vehicle (distillated water) to aortic rings pre-contracted
by EP (10° M). To determine the ex-vivo inhibition of ACE2 by AEEC, the following
experiment was carried out: EP aortic rings were pre-incubated during 15 min with AEEC (10
pg/ml). After the addition of EP (10 M) aortic relaxation was carried out by the second dose of
diminazine aceturate (6.10° M).

2.7. Chemical reagents and drugs used

Acetylcholine chloride, norepinephrine, diminazine aceturate were purchased from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, USA). All cited drugs were dissolved in distilled water.

2.8. Statistical analysis

All the values are expressed in average + SEM. Statistical significance was tested
between more than two groups using ANOVA followed by the Bonferroni multiple comparison
test. The relaxations caused by the AEEC were expressed as a percentage decrease in the
contraction of EP and KCI. Each cumulative dose-response curve for AEEC-induced relaxation
was plotted as a function of sigmoid fitting curves and non-linear regression using Prism version
7 (GraphPad Softare Inc., San Diego, CA., U.S.A.) to generate the parameters Rmax (maximum
relaxing response) and 1C50 (the concentration of AEEC dose required to deliver 50% of the
maximum aortic relaxant response dose). Differences were considered statistically significant

when p<0.05.
3. Results
3.1. Effect of AEEC on blood pressure parameters

Daily administration of L-NAME caused an increase of arterial pressure in rats. Table 1
shows the effect of a single oral administration of AEEC 100 mg/kg (during 6 hours) on blood
pressure parameters in normal and hypertensive rats. The results show that the blood pressure
parameters have not been changed in AEEC and distilled water-treated groups during the single

oral AEEC administration. However, Lasilix caused a significant reduction of systolic blood
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pressure (p<0.01), mean arterial and diastolic blood pressure in hypertensive rats after 6 hours of

oral administration of the standard drug (p<0.05) compared to reference values (TO0).

In the subchronic experiment, AEEC was administered orally for seven successive days
at a dose of 100 mg/kg body weight to normotensive and L-NAME-induced hypertensive rats
(Table 2). The results show that the extract produced a significant decrease of systolic arterial
pressure (SABP) in hypertensive rats at the second, fourth, and seventh day of administration
(p<0.001, p<0.0001 and p<0.0001 respectively). Lasilix induced a decrease in SABP in the
normotensive group at day 7 of administration (p<0.5) and in the hypertensive group at days 4
and 7 of treatment (p<0.0001).

AEEC decreased mean arterial pressure in a concomitant manner after one week of oral
administration in hypertensive rats at days 4 and 7 of administration (p<0.0001 and p<0.0001
respectively). In addition, lasilix induced a significant decrease in mean arterial pressure on days
4 and 7 (p<0.0001) in hypertensive rats, whereas no effects were noticed in the normotensive
groups. Similarly, in hypertensive rats, AEEC produced a decrease of diastolic pressure at days 4
and 7 of administration (p<0.0001 and p<0.0001 respectively). Lasilix induced a decrease of
diastolic pressure at the fourth and seventh days of administration (p<0.0001) in hypertensive
rats. However, no change of blood pressure parameters has been observed in normotensive rats
during both acute and subchronic treatments with AEEC. Finally, no change of heart rate was

noticed in all groups treated with AEEC or Lasilix.
3.2. Vasorelaxant effect of AEEC in isolated rat aortic rings

AEEC (190 to 1130 ug/ml) caused a dose-response vasorelaxant effect in aortic rings
precontracted with norepinephrine (NE) (p<0.01 to p<0.0001) (Fig. 1); the IC50 value was equal
to 13.98 + 4.14 ug/ml with 95% confidence interval: 0.75-1.00 ug/ml, and a percentage of
relaxation of 99.25+13.93% (p<0.0001). The vasorelaxant effect of AEEC (190 to 1130 pg/ml)
on endothelium-denuded aortic rings showed an IC50 value of 1.10£5.89 pg/ml, with a 95%
confidence interval: 1.00-1.13 pg/ml, and a percentage of relaxation of 105.71+28.61% showing

that the relaxation of the aorta by AEEC is endothelium independent (Fig. 2).
3.3. Aortic response to AEEC in the presence of several inhibitors

To determine the mechanism of action involved in the vasorelaxant effect of AEEC,
aortic rings were pre-incubated with several inhibitors. Preincubation with propranolol, a beta-

adrenergic blocker, has inhibited the vasorelaxant effect of AEEC; the IC50 of propanolol was
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equal to 0.61+1.07 with 95% confidence interval: 0.50-0.75 pug/ml and a percentage of relaxation
of 118+4.48% (Fig. 3A). In addition, pre-incubation of aortic rings with glibenclamide, an ATP-
sensitive potassium channel blocker, caused a decrease of the vasorelaxant activity of AEEC;
IC50=0.62+1.08 pg/ml, with a 95% confidence interval: 0.50-0.75 ug/ml, and the percentage of
relaxation was equal to 114.71+2.32% (Fig. 3B).

To verify whether nitric oxide (NO) participates in AEEC-induced relaxation, aortic rings
were pre-incubated with L-NAME (1 uM) for 15 min before PE precontraction (10 uM). No
significant change of the vasorelaxant effect of AEEC was observed after L-Name pre-
incubation; IC50 was equal to 1.69+2.64 (Fig. 4A). Similarly, the percentage of relaxation was
equal to 117.18+9.75%. These results indicate that L-NAME, an NO inhibitor, has not

significantly altered the vasorelaxant responses of rat aortic rings to AEEC.

Indomethacin, an inhibitor of prostaglandin synthesis, had no effect on the vasorelaxant
effect of AEEC; 1C50=0.80+1.17 pg/ml with a 95% confidence interval: 0.75-1.00 ug/ml (Fig.
4B). Similarly, the percentage of relaxation was equal to 102.85+4.79%.

Methylene blue (MB), a guanosine monophosphate NO-cyclic (GMPc) blocker, did not
cause any significant change of the vasorelaxant activity of AEEC; 1C50=0.8+1.35 ug/ml with a
95% confidence interval: 0.75-1.00 ug/ml, and the percentage of relaxation was equal to
90.99£11.55% (Fig. 5A). Furthermore, nifedipine, a calcium channel blocker, has not inhibited
the vasorelaxant activity of AEEC; IC50=0.70£1.12 pg/ml with a 95% confidence interval: 0.50-
0.75 pg/ml, and the percentage of relaxation was equal to 81.23+10.63% (Fig. 5B).

3.4. ACE2-receptor inhibitor

Increasing concentrations of diminazine (DIZE) (2.107°, 6.10° and 10® M) caused
relaxation of aortic rings in a dose-dependent manner (data not shown). A significant
vasorelaxation effect was observed at the three concentrations (2. 10° M: 32+3%, 6. 10° M:
52+3%, 10° M: 66+2 % (p<0.0001) when compared with distilled water-treated group: 2.8+0.1
%). In addition, the experiments showed that the effect of diminazine-induced vasorelaxation
was attenuated after endothelium denudation (data not shown). Pre-incubation of aortic rings
with E. cheiradenia (10 pg/ml) has not induced any inhibitory effect on diminazine-induced

vasorelaxation after precontraction with EP (Fig. 6).
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4. Discussion

L-NAME is a nitric oxide synthase (NSO) inhibitor inducing hypertension [7]. L-Name-
induced hypertension in rodents is a valuable animal model to assess the antihypertensive
activity of several drugs including medicinal plants. In this study, this animal model has been
used to assess the antihypertensive and vasorelaxant effects of E. cheradenia. Despite E.
cheradenia has demonstrated to exhibit several pharmacological activities, however, until now,
no study has evaluated its antihypertensive and vasorelaxant effects. The results show clearly the
in vivo antihypertensive and vasorelaxant activities of the aqueous extract of E. cheradenia in
isolated aortic rings. Acute AEEC treatment did not produce any change of blood pressure
parameters in normotensive and hypertensive rats. Contrarily, the subchronic treatment with
AEEC during seven days showed a decrease of SBP, MBP, DBP, and HR. This finding shows
clearly the antihypertensive ability of AEEC in L-induced hypertensive rats. Vasorelaxation is
correlated with hypertension because structural and functional changes in the vascular
endothelium contribute to hypertension. The results show clearly that AEEC possesses a strong
vasorelaxant activity in isolated aortic rings and this effect was endothelium independent
because vasorelaxation has not been attenuated in endothelium-denuded aortic rings when
compared with endothelium-intact aortic rings treated with AEEC. To determine the mechanism
involved in the vasorelaxant effect of AEEC, aortic rings were pre-incubated in the presence of
various drugs, including indomethacin, nifedipine, methyne blue, propranolol, glibenclamide,
and L-NAME. The results revealed that pre-incubation with glibenclamide, a selective K+
channel blocker (KATP) sensitive to ATP, showed an inhibitory effect on AEEC-induced
vasorelaxation in EP precontracted aortic rings (p<0.05). In addition, propranolol, a
nonselectivep-adrenergic receptor, caused a decrease of the vasorelaxant activity induced by
AEEC after the second and third dose of AEEC (p<0.05, p<0.01 respectively). However,
indomethacin, nifedipine, methyne blue, and L-NAME had no effect on the vasorelaxant activity
of AEEC. These results show that stimulation of ATP-sensitive K* channels and adrenergic
receptorp is the main mechanism involved in the vasorelaxant activity of AEEC (Figure 7).
Furthermore, the vasorelaxant activity of AEEC is not mediated through inhibition of nitric
oxide (NO) synthase, prostaglandin synthesis, NO-cyclic guanosine monophosphate (cGMP), or
calcium channels. KATP channels and adrenergic receptors (ARs) are known regulators of
vascular smooth muscle tonus and then cardiovascular system [8]. Similarly, we have previously

demonstrated the intervention of the B-adrenergic pathway in the vasorelaxant effect of the
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aqueous extract of Micromeria graeca [9] and the involvement of the KATP channel pathway in

the vasorelaxant effect of Warionia saharae and Matricaria pubescens [10, 11].

Angiotensin- converting enzyme 2 (ACE-2) is an integral membrane protein localized in the
lung, renal, small intestine, epithelial cells, and arterial and venous endothelial cells [12-14].
ACE?2 is a critical controller of the regulation of cardiovascular function [15]. Therefore, ACE2
is a potential therapeutic target for the treatment of hypertension and cardiac dysfunction [16]. It
regulates blood pressure and helps to maintain blood pressure homeostasis by negatively
regulating the renin-angiotensin system [16]. Furthermore, ACE 2 is considered as a promising
pharmacological target in developing new anti-Covid-19 drugs. SARS-COV-2 has the ability to
interact with ACE 2 as a receptor for cell entry [17]. Diminazine aceturate (DIZE) is known as a
specific stimulator of ACE2 [18]. The activation of ACE2 by DIZE was found to induce
vasorelaxation in arteries [19]. Therefore, the inhibition of diminazine-induced vasorelaxation
means ACE-2 blockade activity. In this study, the ex vivo efficacy of aqueous E. cheiradenia
extract on ACE2 inhibition using diminazine-induced vasorelaxation in isolated aortic rings was
also assessed. The results show that AEEC had no inhibitory effect on ACE 2.

5. Conclusion

The study demonstrates for the first time the antihypertensive effect of AEEC in L-Name-
induced hypertensive rats. This antihypertensive activity seems to be linked to the vasorelaxant
activity of this plant extract in aortic rings. The mechanistic study shows clearly that this
vasorelaxant activity seems to be mediated through the stimulation of ATP-sensitive K* channels
and B adrenergic receptors. In addition, the aqueous extract of Euphorbia cheiradenia has no
inhibitory effect on ACE 2. These results support experimentally the use of Euphorbia
cheiradenia in the management of hypertension. However, further phytochemical and

toxicological studies are needed to determine the active(s) principle(s) along with their safety.
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Table 1: Effect of a single oral administration of Euphorbia cheradinia (100 mg/kg) on systolic,
mean, diastolic arterial blood pressure (mm Hg) and heart rate (bmp) in anesthetized normal and

L-NAME-induced hypertensive rats. Data are expressed as means + SEM, n=6. *p<0.05;

**p<0.01.
Systolic blood pressure (mm Hg
Control AEEC Lasilix
Normal T0 132.00 £ 6.00 113.05 + 3.45 120.00 £ 7.00
T6 138.00 + 8.00 101.55 + 3.46 111.00 £ 7.00
L-NAME T0 180.00 + 5.00 192.89 + 2.19 169.00 £ 7.00
T6 175.00 £ 7.00 189.05 +2.02 142.00 £ 6.00**
Mean blood pressure (mm Hg)
Control AEEC Lasilix
Normal T0 115.00 £ 7.00 92.87 +£3.83 108.00 £ 6.00
T6 113.00 + 6.00 82.70 +4.24 97.00 £+ 2.00
L-NAME T0 156.00 + 6.00 156.27 + 5.07 150.00 + 3.00
T6 157.00 + 6.00 160 + 2.27 125.00 £ 6.00*
Diastolic blood pressure (mm Hg)
Control AEEC Lasilix
Normal T0 106.00 +5.00 83.67 £6.35 103.00 £+ 5.00
T6 101.00 £ 6.00 73.28 + 4.87 91.00 + 4.00
L-NAME T0 144.00 £ 7.00 137.96 + 6.96 152.00 £ 5.00
T6 148.00 + 10.00 145.47 £7.63 129.00 £ 4.00*
Heart rate (bpm)
Control AEEC Lasilix
Normal T0 320.00 + 10.00 303.33+1.91 349.00 + 19.00
T6 306.00 £+ 8.00 302.67 £0.84 321.00 £9.00
L-NAME T0 312.00 + 15.00 306 +4.38 348.00 + 22.00
T6 318.00 + 12.00 300 +2.68 311.00 + 17.00
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Table 2: Effect of repeated oral administration of Euphorbia cheiradenia (100 mg/kg) on

systolic, mean, diastolic arterial blood pressure (mm Hg) and heart rate (bmp) in anesthetized

normal and L-NAME-induced hypertensive rats. Data are expressed as means = SEM, n = 6.

*p<0 .05, ****p<0.0001.

Systolic blood pressure (mm Hg)

Control AEEC Lasilix
Normal DO 134.00 + 7.00 113.05+3.45 120.00 £+ 7.00
D2 136.00 £ 5.00 113.60+4.51 115.00 £ 5.00
D4 140.00 £ 3.00 111.87+ 3.61 108.00 £ 3.00
D7 135.00 £ 6.00 108.99+4.77 99.00 + 4.00*
L-NAME DO 180.00+ 5.00 192.89+2.19 169.00 £ 6.00
D2 176.00 +£5.00 165.7243.82*** 122.00 + 2,00****
D4 173.00 £9.00 130.51+3.91**** 120.00 + 4.00****
D7 172.00 £ 6.00 115.59+4.21**** 109.00 + 3.00****
Mean blood pressure (mm Hg)
Control AEEC Lasilix
Normal DO 111.00 +4.00 92.87+3.83 109.00 £+ 7.00
D2 112.00 + 5.00 82.84+8.32 107.00 £ 5.00
D4 117.00 £ 6.00 81.17+4.11 101.00 £ 3.00
D7 112.00+ 4.00 83.65+5.34 96.00 + 2.00
L-NAME DO 156.00 + 6.00 156.27+5.07 150.00 £ 3.00
D2 149.00 £ 6.00 143.94+4.12 148.00 £5.00
D4 148.00 + 9.00 107.46+3.86**** 103.00 £ 5.00****
D7 147.00 £6.00 02.6615.24**** 95.00 + 4.00****
Diastolic blood pressure (mm Hg)
Control AEEC Lasilix
Normal DO 100.00 £ 3.00 83.66+6.35 103.00 + 6.00
D2 101.00 £ 5.00 67.46+10.94 98.00 +5.00
D4 106.00 £3.00 65.82+5.44 97.00 +6.00
D7 102.00 £ 8.00 70.98+5.66 95.00 + 4.00
L-NAME DO 144.00 + 7.00 137.96+6.96 152.00 £ 5.00
D2 135.00 + 7.00 133.05+4.99 103.00 + 4.00
D4 135.00 £ 6.00 05.93+4.69**** 100.00 * 4.00****
D7 136.00 £ 6.00 81.18+5.94**** 98.00 + 3.00****
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Heart rate (bpm)

Control AEEC Lasilix
Normal DO 312.00 + 15.00 303.33+1.91 348.00 + 22.00
D2 320.00 + 14.00 302.67+0.84 341.00 + 16.00
D4 312.00 + 16.00 303.33+0.67 341.00 + 17.00
D7 319.00 + 8.00 303.33+0.67 305.00 + 8.00*
L-NAME DO 308.00 + 12.00 306+4.38 348.00 + 15.00
D2 310.00 £15.00 305.67+2.22 343.00 + 13.00
D4 307.00 + 13.00 305.67+2.55 315.00 + 11.00
D7 318.00 + 18.00 307.33+2.17 311.00 £ 10.00
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Figure 1: Effect of AEEC extract (190 to 1330 pg/mL) on vasorelaxation of aortic rings.
Cumulative dose-dependent curves for AEEC-induced relaxation and of the vehicle (distillated
water) in rat aortic rings pre-contracted with Norepinephrine (10 uM). n=6. **p<0.01;
****n<0.0001.
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Figure 2. Effect of AEEC on vasorelaxation in EP (10 uM) pre-contracted aortic rings with
endothelium (E+) or without endothelium (E—). Tension (%) indicates the percentage of EP-

induced contraction. Values are expressed as the mean = SEM.
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Figure 3: Effect of pre-incubation of aortic ring in the presence of propranolol and
glibenclamide on AEEC-induced relaxation. The aortic rings were incubated with cumulative
doses of AEEC in the absence (circles) or presence (squares) of the following drugs: (A)

propanolol, (B) glibenclamide. Data represent mean + SEM (n=6; for AEEC versus drug plus

AEEC). *p<0.05; **p<0.01.
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Figure 4: Effect of pre-incubation of aortic ring in the presence of L-Name and indomethacin on

AEEC-induced relaxation. Aortic rings were incubated with cumulative doses of AEEC in the
absence (circles) or presence (squares) of the following drugs: (A) L-NAME, (B) indomethacin,

Data represent mean £ SEM (n=6) for AEEC versus drug plus AEEC.
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Figure 5: Effect of pre-incubation of aortic ring in the presence of methylene blue and nifedipine
on AEEC-induced relaxation. The aortic rings were incubated with cumulative doses of AEEC in

the absence (circles) or presence (squares) of the following drugs: (A) methylene blue, (B)

0.4

0.8

AEEC mg/ml

1.2

1.6

nifedipine. Data represent mean + SEM (n=6; for AEEC versus drug plus AEEC).
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Figure 6: Effect of pre-incubation with AEEC (10 pg/ml) on diminazene-induced relaxation in

aortic rings. DIZE: Represents the vasorelaxation effect induced by DIZE 6.10-5 M in aortic
rings pre-contracted with EP (10 M).
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Figure 7: Schematic illustration of the mechanisms of action involved in the vasorelaxant effect
of Euphorbia cheiradenia. BK ca: Ca?*-activated K* channels; Kv : voltage-dependent K*
channels ; Katp: ATP-sensitive K* channels ; Kir : inward rectifier K* channels ; PKA : protein

kinase A ; PKG : protein kinase G.
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Chapitre V

Etude d’Haloxylon scoparium L.

Ce chapitre se compose de la publication 3:

Publication 3: Amtaghri, S.; Eddouks, M. Study of the Antihypertensive and Vasorelaxant
Activities of Haloxylon scoparium in Rats. Cardiovasc Hematol Agents Med Chem. 2023,
21(2):139-153.
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Article 3 :

Study of the antihypertensive and vasorelaxant

activities of Haloxylon scoparium in rats

Résumé :

L'objectif de cette étude était d'évaluer les propriétés antihypertensives des parties
aériennes de l'extrait aqueux d’Haloxylon scoparium chez des rats hypertendus induits par le L-
NAME, ainsi que son éventuelle activité vasorelaxante sur l'aorte thoracique isolée de rat. Les
effets aigus et subchroniques de I'extrait aqueux sur les parametres de la pression artérielle ont
été mesurés apres administration orale de la plante (60 et 100 mg/kg de poids corporel) pendant

6 heures dans I'expérience aigué et 7 jours dans le test subchronique.

D'apres les résultats, I'extrait a réduit les parameétres de la pression sanguine chez les rats
hypertendus lors d'un traitement oral répété, mais n'a eu aucun effet sur les rats normaux
(pression sanguine systolique, moyenne et diastolique). De plus, la norépinéphrine (NE) ou le
KCI ont précontracté les anneaux aortiques thoraciques, qui ont ensuite été traités avec 1’extrait
aqueux d’Haloxylon scoparium (375-1250 pg/mL), qui a démontré un effet vasorelaxant. Cet
effet a été partiellement diminué en présence de nifédipine par I'inhibition de la voie du canal

calcique vasculaire dans I'aorte thoracique isolée de rat.

Enfin, I'étude a démontré I'efficacité de 1’extrait aqueux d'Haloxylon scoparium en tant
gu'agent antihypertenseur. De plus, cette plante posséde des propriétés vasorelaxantes via le

blocage des canaux Ca?".
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Abstract
Aims: The work aimed to study the antihypertensive ability of Haloxylon Scoparium.

Background: Haloxylon Scoparium Pomel is used to treat various diseases including
hypertension.

Objective: This study aimed to evaluate the antihypertensive effect of Haloxylon scoparium (H.

scoparium) in hypertensive rats, and to evaluate its probable vasorelaxant activity.

Material and Methods: The aqueous extract of Haloxylon scoparium (AEHS) was prepared and
used to investigate its antihypertensive ability in L-NAME(Nw-L-arginine methyl ester)-induced
hypertensive rats, and its vasorelaxant activity was studied on the isolated thoracic aorta of rats.
The acute and subchronic effects of (AEHS) on blood pressure parameters were evaluated after
oral administration of AEHS (60 and 100 mg/kg body weight) for 6 h for the acute experiment

and for 7 days for the subchronic test.

Results: The results indicated that AEHS decreased blood pressure parameters (systolic, mean,
and diastolic blood pressure) after repeated oral administration in hypertensive rats without
affecting normal rats. In addition, AEHS (375-1250 pg/mL) revealed a vasorelaxant effect in
thoracic aortic rings precontracted with norepinephrine (NE) (10 uM) or KCI (80 mM). This
effect was partially decreased in the presence of nifedipine, by inhibition of the vascular calcium

channel pathway in isolated rat thoracic aorta.

Conclusion: The study demonstrates the beneficial effect of Haloxylon scoparium as an
antihypertensive agent. Moreover, this plant exerts vasorelaxant activity via blockade of Ca?*

channels.

KEYWORDS: Haloxylon Scoparium Pomel ; Hypertension ; L-NAME; vasorelaxant ; MLN-
4760 ; Angiotensin converting enzyme-2(ACE2); Ca?* Channels.

103




1. Introduction

Hypertension remains one of the most prevalent and important health problems in the world.
It is estimated that 29% of the world's adult population, or 1.56 billion people, will have
hypertension by 2025 [1, 2]. The management of hypertension includes many drugs and
research of new efficacious herbal-derived drugs is under investigation [3, 4].

Haloxylon scoparium Pomel (H. scoparium), also known as Hammada scoparia (Pomel)
lljin, is a dominant species, belonging to the Chenopodiaceae family, it is widely distributed in
southeastern Morocco (Dréa-Tafilalet region), in desert areas. H. scoparium is used to treat
snakebites, scorpions, stomach aches, diabetes, and several other diseases [5]. This plant is used
traditionally in Morocco as antihypertensive agent [6], and it is often used in the treatment of
skin neoplasms, dermatitis, food poisoning, rheumatoid arthritis, osteoarthritis, scabies, wound
healing, indigestion, stomach ache, gastroenteritis, antidote to scorpion stings and snake bites,
and cold [7-9]. The leaves, infused or decocted, are used as a mouthwash to treat mouth diseases
and toothache [10].

H. scoparium has been reported to have a low acute toxicity [5]. It has been described to
possess antibiotic, antiviral, and antifungal activities [11], antimicrobial, antioxidant, larvicidal,
antimalarial cytotoxic, molluscicidal, anticancer, reno-protective, and hepatoprotective effects
[5]. Preliminary phytochemical studies clearly indicate the presence of different secondary
metabolites in this plant, including alkaloids, condensed and hydrolyzable tannins, saponins,
steroids, triterpenoids, coumarins, reducing compounds and glycosides [12, 13]. The objective of
this study was to demonstrate the antihypertensive and vasorelaxant effects of aqueous H.

scoparium extract in L-NAME-induced hypertensive rats.
2. Material and Methods
2.1. Aqueous extract

Haloxylon Scoparium Pomel was collected from Tadighoust desert, a small village
located in the Dréa-Tafilalet region, Morocco in September 2020 and air dried at room
temperature. The plant was identified and a voucher specimen was deposited at the Faculty of
Science and Technology Errachidia (HS 2020). Plant material was prepared according as it has

been previously described [14].
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2.2. Experimental animals

Healthy albino adult male rats (Wistar strain) weighing about 180-240 g were obtained
from the Experimental Center (Missour, Morocco) and kept in individual polyethylene cages and
under standard laboratory conditions. All animals were maintained at standard conditions.
Experiments were conducted according to the guidelines of the local committee FSTE/2015.

2.3. Experimental protocol
2.3.1. Hypotensive activity

Hypertension was induced in male albino Wistar rats by repeated (once per day during 2
weeks) oral administration of L-NAME (60 mg/kg body weight) dissolved in distilled water;
normotensive control rats received distilled water as vehicle. The rats were confirmed to be
hypertensive and then used in this study when systolic blood pressure was more than 140 mmHg.
Normotensive and hypertensive rats were randomly assigned to four different groups consisting
of six rats each. One control group received distilled water, a second treated group received the
aqueous extract of aerial parts of H. Scoparium (AEHS) at a dose of 60 mg/kg, a third received
the aqueous extract of aerial parts of H. Scoparium (AEHS) at a dose of 100 mg/kg body weight,
and the fourth group received a reference drug (lasilix at a dose of 20 mg/kg). For single oral
administration, distilled water (control), lasilix or the aqueous extract were administered and
systolic blood pressure (SBP), mean blood pressure (MBP) and heart rate (HR) of animals were
measured. For the repeated oral administration, rats were treated once daily for 7 days and the
three last parameters were followed during this period. The rats (n = 6 in each group) were
treated orally. All experiments were performed after slight anesthesia of rats using ether in order
to avoid immobilization stress induction. For estimation of blood pressure, rats were placed in
the NIBP restrainers and appropriate cuff with sensor was then attached on its tail and warmed to
about 35°C for 15-20 min to allow reproducible blood pressure measurements (three
measurements per animal per session) using a tail cuff and a computer-assisted monitoring
device. The tail cuff was inflated to a pressure well above the expected systolic blood pressure
(200 mmHg) and slowly released during which the pulses were recorded by using Power Lab
data acquisition system and Lab chart 5.0 software. Systolic blood pressure (SBP), mean blood
pressure (MBP) and heart rate (HR) were measured directly using pulse tracing while diastolic
blood pressure (DBP) was calculated from SBP and MBP using formula: DBP= (3MBP-
SBP)/2[4]. All blood pressure measurements were carried out at the same time of day for the
sub-chronic test [15].
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2.3.2. Vasorelaxant activity

Male Wistar rats (180-240 g) were raised and housed (n=6 per cage) in rooms with a
controlled light/dark cycle at 25 °C with food and water ad libitum. Animals were sacrificed by
stunning and exsanguination after anesthesia by pentobarbital sodium. Aortas were immediately
excised and placed in cold buffer, then, quickly removed and carefully cleaned of adhering fat
and connective tissue. The isolated arteries were transversally cut into rings 2-3mm length and
suspended at a resting force of 2 g in an tissue bath oxygenated (95% 02, 5% CO2) and
containing 40 ml Krebs-Henseleit solution (KH), maintained at 37 °C and pH 7.4 and containing
(mM): NaCl (118), KCI (4.50), NaHCO3 (25), MgS04 (1.2), CaCl2 (1.8), NaHPO4 (1.2) and
glucose (11). Changes in force were recorded isometrically using force transducer (LCM
Systems Ltd, Erma, Tokyo). Aortic rings were mounted on two stainless steel hooks, one fixed to
the bottom of the chamber and the other to a UF1 force transducer connected to a PowerLab/400
ADInstrument data acquisition system (Harvard, Boyer, Casablanca, Morocco) in order to record
signal corresponding to the isometric tension. The study was performed in endothelium intact
aorta. In experiment with endothelium intact aorta the integrity of endothelium was confirmed if
acetylcholine (10 uM) could cause relaxation (40 or 60%) of aorta precontracted with
epinephrine (EP; 10° M) [16]. Optimal tension selected from preliminary experiments was the
tension which gave the greatest response to 10° MEP. The rings were given 2 g (100%) of initial
tension and allowed to equilibrate for 1 h. Thirty minutes after setting up the tissue bath aortas
rings were contracted with 10° M NE or 80 mM potassium chloride (KCI) solution to test their
contractile responses. After exposure to 10° M NE tissues were washed three times with Krebs
solution to restore basal tension and this solution was renewed every 40 min. In order to
determine the cumulative dose-dependent curves for AEHS-induced relaxation and after
equilibration rings were contracted with EP (10 uM) and KCI (80 mM). After the plateau was
reached AEHS was added cumulatively (375-1250 pg/ml) at each dose of AEHS the curve was
allowed to reach a plateau before the addition of subsequent dose. To determine the mechanistic
route involved in the relaxant effect induced by AEHS on EP pre-contracted rat aortic rings, the
following experiment was carried out: 20 min before adding EP, aortic rings were pre-incubated
for 20 min with one of various standard drugs. Drugs used for pre-incubation were: 1) 104 M L-
NAME, a direct inhibitor of nitric oxide (NO) synthase. 2) 10 uM glibenclamide an ATP-
sensitive K+ channel blocker. 3) 10 uM indomethacin a prostaglandin synthesis inhibitor. 4) 10
uM propranolol a beta-blocker. 5) 10 uM methylene blue (MB), a NO-cyclic guanosine
monophosphate (cGMP) blocker. 6) 10 uM nifedipine a calcium channel blocker, 7) 6 nM MLN-
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4760 a specific angiotensin converting enzyme-2 (ACE2) inhibitor. After the addition of NE (10
® M) aortic relaxation was carried out by cumulative addition of AEHS (375-1250 ug/ml). The
vasorelaxant effect on the aortic rings was calculated as a percentage of contraction in response
to EP. Before changing any of the compounds used in this experiment, the aorta ring was washed
three times (aorta ring should be incubated 5 min intervals in each bath). The control was
performed by cumulative addition of vehicle (distillated water) (375-1250 ug/ml) to aortic rings
pre-contracted by EP (10° M) and KCI (80 mM) [17].

2.4. Statistical analysis

All values ware expressed as mean = SEM. Statistical significance was tested between
more than two groups using two-way ANOVA followed by the Bonferroni multiple comparisons
test. Relaxations induced by AEHS were expressed as a percentage decrease of the EP and KCI
contraction. Each cumulative dose-effect curve for AEHS-induced relaxation was plotted
contingent on the application of sigmoidal curve fitting and non-linear regression using Prism
version 7 (GraphPad Softare Inc., San Diego, CA., U.S.A.) to generate the parameters Rmax
(maximal relaxant response) and EC50 (the concentration of AEHS dose required to give 50% of
the maximum aortic-relaxant response). Differences were considered statistically significant

when p<0.05.
3. Results
3.1. Effect of AEHS on body weight

Repeated oral administration of an aqueous extract of H. Scoparium at the doses of 60
and 100 mg/kg for one week did not elicit any significant change in body weight in either normal

or hypertensive rats (Figs. 1 and 2).
3.2. Single oral administration

Table 1 represents the effect of AEHS on blood pressure levels in normotensive and
hypertensive rats after a single oral administration (6 hours of treatment) of the extract at the
doses of 60 and 100 mg/kg. In normal rats, no changes were observed in blood pressure levels
(systolic mean and diastolic pressure) at the end of the acute experiment (6 hours after a single
oral administration of AEHS) for both doses, the same effect was observed for the standard drug
lasilix in normotensive rats. Similarly, in hypertensive rats, no significant changes of systolic,
mean, and diastolic blood pressure were observed at the end of the experiment in AEHS-treated

rats when compared with the starting values (T0). While, lasilix induced a significant reduction
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of systolic blood pressure (p<0.01), mean and diastolic blood pressure after 6 hours of oral
administration of the standard drug (p<0.05). The heart rate remained unchanged after AEHS
treatment in both normal and hypertensive rats.

3.3. Repeated oral administration

Table 2 shows the subchronic effect of the following aqueous extract of AEHS during
seven days of oral administration in the normotensive and hypertensive groups. The results show
that AEHS did not induce a significant effect during acute treatment (6 hours of treatment) in
normotensive and hypertensive rats. However, the extract produced a significant decrease of
systolic blood pressure in the hypertensive group at the second, fourth, and seventh day of
administration (p<0.05, p<0.0001 and p<0.0001, respectively at a dose of 100 mg/kg body
weight). AEHS concomitantly decreased mean arterial pressure after one week of oral
administration in hypertensive rats at days 2, 4, and 7 of treatment (p<0.05, p<0.0001, and
p<0.0001, respectively). Lasilix induced a significant decrease of MBP on days 2, 4, and 7
(p<0.05, p<0.0001, and p<0.0001 respectively) in hypertensive rats at a dose of 100 mg/kg,
whereas no effect was observed in the normotensive groups. Similarly, the diastolic pressure was
decreased in hypertensive rats at days 2, 4, and 7 of administration (p<0.05, p<0.0001, and
p<0.0001 respectively). Conversely, no significant effects were observed in normotensive rats
during acute and subchronic treatment with aqueous extract of H. Scoparium. Heart rate showed
no significant change in subchronic treatment during seven days of once-daily oral
administration of AEHS. Lasilix had no effect on HR in both hypertensive and normotensive
rats.

3.4. Vasorelaxant activity
3.4.1. The vasorelaxant effect of AEHS on precontracted aortic rings by NE and
KCI
Firstly, we established the vasorelaxant effect of AEHS (375 to 1250 ug/mL) on intact rat
aortic rings. The vasorelaxant effect of AEHS on vascular smooth muscle was evaluated in a
series of experiments using rat aortic rings. As shown in Figures 3 and 4, AEHS induced a potent
relaxation of vessels. EP-precontracted aortic rings indicated a significant vasorelaxation
(p<0.0001) produced by AEHS from at cumulative doses of 875-1250 pg/ml compared with
vehicle (Fig. 4A). The corresponding Rmax was equal to 96.79 * 3.95% (p<0.0001). Whereas in
KCl-precontracted aortic rings (Fig. 4B), a significant decrease was observed (p<0.001)
compared with vehicle; the Rmax was equal to 90.64 + 3.3% (p<0.001). These results indicate

that AEHS induced a vasorelaxant effect.
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3.4.2. Effect of AEHS on vascular angiotensin converting enzyme 2 (ACE-2).

MLN-4760, a specific ACE2 inhibitor, was used to verify if ACE2 is involved in the
AEHS vasorelaxant activity. The results were analyzed and presented in Figure 5, which shows
that MLN-4760 (6 nM) did not alter the vasomotricity of the rat aortic rings (Rmax=79+7.14%
vs 96.79£3.95% in AEHS-treated aortic rings). These results illustrate that the vasorelaxant

response to AEHS was not affected by the presence of MLN-4760.
3.4.3. Aortic responses to AEHS in the presence of L-NAME or indomethacin

To investigate the mechanisms involved in AEHS-induced vasorelaxation, the effect of
many drugs on AEHS-produced vasorelaxation was examined. The results are shown in Figure
6. Aortic rings with intact endothelium were preincubated with L-NAME to inhibit nitric oxide
(NO), and indomethacin to inhibit prostaglandin synthesis. To confirm whether nitric oxide (NO)
participates in AEHS-induced relaxation, we exposed aortic rings to L-NAME. No significant
difference was observed between control and treated vessels (p>0.05) (Fig. 6A)
(Rmax=96.79£3.95% vs 100.15+5.73% in control vessels). These results illustrate that the
vasorelaxant response to AEHS was not affected by the presence of L-NAME or indomethacin.

3.4.4. Role of potassium channels and p-adrenergic receptors

In the rings pretreated with glibenclamide, an ATP-sensitive potassium channel blocker,
Rmax was equal to 96.79 + 3.95% vs 100.15+5.73% in control vessels (p>0.05) (Fig. 7A). The
results also indicated that propranolol did not affect AEHS activity (Rmax=93.99+20.08% vs
100.15+5.73% in control vessels) (Fig. 7B). These results show that the vasorelaxant potency of
AEHS was not influenced by the presence of glibenclamide or propranolol.

3.4.5. Role of NO-cyclic guanosine monophosphate and Ca2+ Channel blockers

In this experiment, a prior incubation of rat aortic rings with methylene blue (MB), a NO-
cyclic guanosine monophosphate (cGMP) blocker, and nifedipine, a Ca** channel blocker was
realized. The results show that methylene blue did not alter the vasorelaxation of aortic rings in
response to different doses of AEHS (Fig. 8A). However, nifedipine has altered the vasorelaxant
activity of AEHS at the fourth dose (1250 pg/ml), the Rmax value was equal to 73.87 + 2.76% vs
100.15+5.73% in control vessels; p<0.05) (Fig. 8B). These results suggest that the calcium
channel pathway is involved in the vasorelaxant effect of AEHS.
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4. Discussion

This study investigated the antihypertensive effect of Haloxylon scoparium agueous
extract in L-Name-induced hypertensive rats and its vasorelaxant activity. Oral administration of
Nw-nitro-L-arginine methyl ester (L-Name) for two weeks at a dose of 60 mg/k led to the
induction of hypertension in rats. This drug is an inhibitor of nitric oxide synthase (NOS) activity
both in vitro and in vivo. Acute and chronic treatment with L-Name resulted in changes in blood
pressure and vascular reactivity due to decreased nitric oxide (NO) bioavailability [18, 19]. A
recent study demonstrated that NO deficiencies are associated with endothelial dysfunction and

increased total peripheral resistance that contributes to hypertension [20-22].

A large group of people use traditional methods to manage high blood pressure (HBP).
To solve the problems associated with modern drugs, medicinal plants are considered as new
approaches to target the management of essential hypertension [23-28].

The current study shows that AEHS treatment did not change body weight in both
normotensive and L-NAME-induced hypertensive rats. This confirms the relative nontoxicity of
the AEHS extract at the dose of 100 mg/kg. Therefore, to determine the antihypertensive effect,
in vivo studies were performed on L-NAME-induced hypertensive rats. Acute AEHS treatment
(6 hours) caused no apparent effects in normotensive and hypertensive rats. Whereas subchronic
treatment during 7 days significantly illustrated the decrease of SBP, MBP, and DBP without
causing any change in normotensive rats. This explains the beneficial effect of this plant against
hypertension. Furthermore, the results show that AEHS exerts a potent vasorelaxant activity in
isolated rat aortas and this extract was able to decrease tension in EP-precontracted aortic rings
in both intact and endothelium-denuded aortas, suggesting that the vasorelaxant effect of AEHS
is endothelium independent. To determine the mechanism of action involved in the vasorelaxant
activity of AEHS, seven reference drugs were tested. Among these drugs, only nifedipine was
able to inhibit the vasorelaxant activity of AEHS, indicating that this aqueous extract exerts its
vasorelaxant activity through inhibition of the vascular calcium channel pathway as it has been
demonstrated for other medicinal plants [21].

Regarding the toxicity of AEHS, an extensive study on rats was performed by
Kharchoufa et al [5], the results obtained in the acute treatment showed that the oral LD50 value
of AEHS was less than 5000 mg/kg, and this extract was considered slightly toxic. However, the

results of 30 days of subchronic oral toxicity indicated that AEHS exhibited liver toxicity in rats.
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5. Conclusion

In conclusion, the present work reveals for the first time the antihypertensive effect of
AEHS in L-Name-induced hypertensive rats. AEHS decreased blood pressure parameters (SBP,
DBP, and MBP) in hypertensive rats without affecting heart rate. In addition, the aqueous extract
of H. scoparium possesses antihypertensive and vasorelaxant effects through calcium channel
pathway. The present study supports the folkloric reputation of H. scoparium as an
antihypertensive agent. Further studies are also needed to determine the role of other signaling

pathways in the vasorelaxant effect of AEHS.
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Table 1 : Effect of a single oral administration of AEHS (60 and 100 mg/kg b.w) on systolic,

mean, diastolic arterial blood pressure (mm Hg) and heart rate (bmp) in anesthetized

normotensive and L-NAME-induced hypertensive rats. Data are expressed as means + SEM, n =
6. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Systolic blood pressure (mmHg)

Control AEHS (mg/kg BW) Lasilix
60 100
Normotensive TO0 132.00 £ 6.00 129.22 £2.99 133.26+2.57 120.00 £ 7.00
T6 138.00 £ 8.00 128.65 + 2 58 135.31£1.55 111.00 £ 7.00
L-NAME T0 180.00 £ 5.00 167.45 + 5.08 194.25+2.60 169.00 £ 7.00
T6 175.00 £ 7.00 164.63 + 4.62 185.59+4.95 142.00 £ 6.00**
Mean blood pressure (mmHg)
Control AEHS (mg/kg BW) Lasilix
60 100
Normotensive T0 115.00 £ 7.00 112.58 + 3.33 113.30£4.90 108.00 + 6.00
T6 113.00 £ 6.00 112.01 £1.59 118.86+4.38 97.00 £ 2.00
L-NAME TO |156.00+6.00 | 146.25+2.75 181.31+4.77 150.00 + 3.00
T6 157.00 £ 6.00 145.50 +3.68 174.14+5.08 125.00 + 6.00*
Diastolic blood pressure (mmHQ)
Control AEHS (mg/kg BW) Lasilix
60 100
Normotensive TO 106.00 £ 5.00 103.92+3.80 86.65+14.87 103.00 £ 5.00
T6 101.00 £ 6.00 103.68+ 1.34 110.66+6.02 91.00 + 4.00
L-NAME T0 144.00 £ 7.00 135.64+ 2.55 174.85 +6.00 152.00 + 5.00
T6 148.00+10.00 135.94+ 3.57 168.42 £5.82 129.00 £ 4.00*
Heart rate ( bpm)
Control AEHS (mg/kg BW) Lasilix
60 100
Normotensive T0 320.00 £ 10.00 302.00+ 1.26 303.00+£1.34 349.00 £ 19.00
T6 306.00 + 8.00 304.00+ 2.00 302.00 +1.26 321.00 +9.00
L-NAME TO 312.00 + 15.00 308.00+ 1.26 305.00 + 1.84 348.00 + 22.00
T6 318.00 £ 12.00 305.00+ 3.92 304.00 £1.26 311.00 £17.00
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Table 2 : Effect of repeated oral administration of AEHS (60 and 100 mg/kg) on systolic, mean,

diastolic arterial blood pressure (mm Hg) and heart rate (bmp) in anesthetized normotensive and

L-NAME-induced hypertensive rats. Data are expressed as means £ SEM, n = 6. *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Systolic blood pressure (mmHg)

Control AEHS (mg/kg BW) Lasilix
60 100
Normote- DO 134.00+7.00 129.92+2.99 133.26 £ 2.57 120.00 £ 7.00
nsive D2 136.00+ 5.00 126.28+ 2.47 131.18 £ 1.60 115.00 £ 5.00
D4 140.00+ 3.00 122.58+ 1.66 130.77 £1.70 108.00 £ 3.00
D7 135.00+ 6.00 120.69+ 1.58 126.15 + 1.66 99.00 + 4.00*
L-NAME DO 180.00+ 5.00 167.45+ 5.08 194.25 £ 2.60 169.00 £ 6.00
D2 176.00 £5.00 161.90+ 4.14 171.94 £ 7.95* 122.00+2.00****
D4 173.00 £9.00 156.62+ 3.82 150.43+4.65**** 120.00+4.00****
D7 172.00+ 6.00 146.6+ 2.17* 135.58+5.89**** 109.00£3.00****
Mean blood pressure (mm Hg)
Control AEHS (mg/kg BW) Lasilix
60 100
Normote- DO 111.00+4.00 112.58+3.33 113.26 £4.90 109.00 £ 7.00
nsive D2 112.00+5.00 108.31+ 1.12 115.04 £ 2.95 107.00 £ 5.00
D4 117.00+ 6.00 102.74+ 1.48 116.34 £1.26 101.00 £ 3.00
D7 112.00+ 4.00 100.41+ 1.51 116.80 £ 1.58 96.00 £+ 2.00
L-NAME DO 156.00+ 6.00 146.25+2.75 181.31 £4.77 150.00 £ 3.00
D2 149.00+ 6.00 145.62 £2.71 157.86 + 8.81* 148.00 £5.00
D4 148.00+ 9.00 143.50 £2.04 138.73+7.44**** 103.00+5.00****
D7 147.00 +6.00 132.72 £1.38 121.58+4.35**** 95.00 £ 4.00****
Diastolic blood pressure (mm Hg)
Control AEHS (mg/kg BW) Lasilix
60 100
Normote- DO 100.00+3.00 103.92+3.80 86.65 + 14.89 103.00 £ 6.00
nsive D2 101.00+5.00 99.33+1.48 106.97 £3.72 98.00 + 5.00
D4 106.00+3.00 92.83 +2.17 109.13+1.81 97.00 +6.00
D7 102.00+8.00 90.27 £1.88 112.12 +1.89 95.00 + 4.00
L-NAME DO 144.00+7.00 135.64+ 2.55 174.85 £ 6.00 152.00 £ 5.00
D2 135.00+7.00 137.48+ 2.30 150.82 £ 9.39* 103.00 £ 4.00
D4 135.00+6.00 136.93+ 1.90 132.89+9.68**** 100.00+4.00****
D7 136.00+6.00 128.37+ 1.64 114.58+ 4.74**** 98.00+3.00****
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Heart rate ( bpm)

Control AEHS (mg/kg BW) Lasilix
60 100
Normotensive DO 312.00+ 15.00 302.00+ 1.26 303.00 + 1.34 348.00 + 22.00
D2 320.00+ 14.00 303.00+ 1.34 305.00 + 3.92 341.00 + 16.00
D4 312.00+ 16.00 302.00+ 1.26 302.00 £1.26 341.00 £17.00
D7 319.00 + 8.00 305.00+ 1.00 301.00 + 1.00 305.00 + 8.00*
L-NAME DO 308.00+ 12.00 305.00+ 1.84 305.00 + 1.84 348.00 + 15.00
D2 310.00 +15.00 303.00+ 1.34 303.00+ 1.34 343.00 + 13.00
D4 307.00+ 13.00 302.00+ 1.26 302.00 £1.26 315.00 £11.00
D7 318.00+ 18.00 301.00+ 1.00 301.00+ 1.00 311.00 + 10.00
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Fig. 1. Effect of repeated oral administration of AEHS (60 mg/kg) on body weight (g) in

anesthetized normal (a) and L-NAME-induced hypertensive (b) rats. Data are expressed means +
SEM, n=6.
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Fig. 2. Effect of repeated oral administration of AEHS (100 mg/kg) on body weight (g) in

anesthetized normal (c) and L-NAME-induced hypertensive (d) rats. Data are expressed means +
SEM, n=6.
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Fig. 3. Representative tracings illustrating the relaxation response produced by the application of
AEHS on epinephrine and KCl-precontracted rat aortic rings. AEHS produced a dose-dependent
vasorelaxant response in epinephrine-precontracted rat aortic rings (A); EP: addition of
epinephrine, 1 to 4: addition to different doses of AEHS (375-1250 pg/ml), Wash and KCI

precontracted rat aortic rings (B); 1: addition of KCI, 1 to 4: addition to different doses of AEHS
(375-1250 pg/ml) and Wash .
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Fig. 4. Effect of AEHS extract on EP or KCl-induced contraction in aortic rings. Cumulative
dose-dependent curves for AEHS-induced relaxation and of the vehicle (distillated water) in rat
aortic rings. n = 6. A: pre-contraction with epinephrine (10 uM); B: pre-contraction KCI (80
mM). *p<0.05, ****p<0.0001.

120




-- AEHS
20+ - AEHS+MLN

%96 Relaxation
(e)]
o
1

1004

120 T T T 1
0.0 0.4 0.8 1.2 1.6

AEHS mg/ml

Fig. 5. Effect of MLN-4760 (inhibitor specific of angiotensin-converting enzyme-2 (ACEZ2))
drug incubation on AEHS-induced relaxation. Aortic rings were incubated with cumulative
doses of AEHS in the absence (circles) or presence (squares) of standard drugs. Data represent

mean+SEM (n=6; for AEHS versus drug plus AEHS).
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Fig. 6. Effect of different drugs incubation on AEHS- relaxation of EP-induced contraction in
aortic rings. Aortic rings were incubated with cumulative doses of AEHS in the absence (circles)
or presence (squares) of the following drugs: (A) L-NAME, (B) indomethacin, Data represent
mean + SEM (n=6) for AEHS versus drug plus AEHS.
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Fig. 7. Effect of propanolol (A) and glibenclamide (B) drugs incubation on AEHS-induced
relaxation. Aortic rings were incubated with cumulative doses of AEHS in the absence (circles)
or presence (squares) of the standard drugs. Data represent mean £ SEM (n = 6; for AEHS

versus drug plus AEHS).
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Fig. 8. Effect of methylene blue (A) and nifedipine (B) drugs incubation on AEHS-induced
relaxation. Aortic rings were incubated with cumulative doses of AEHS in the absence (circles)

or presence (squares) of the standard drugs. Data represent mean £ SEM (n = 6; for AEHS

versus drug plus AEHS).*p<0.05.
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Chapitre VI

Etude d’Ammodaucus leucotrichus

Ce chapitre se compose de la publication 4:

Publication 4: Amtaghri, S., Slaoui, M., & Eddouks, M.Ammodaucus leucotrichus acts as an
antihypertensive and vasorelaxant agent through sGC and prostaglandin synthesis
pathways. Cardiovascular & Hematological Agents in Medicinal Chemistry. 2023;21(3):177-
192. doi: 10.2174/1871525721666221209161605.
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Article 4

Ammodaucus leucotrichus acts as an antihypertensive
and vasorelaxant agent through sGC and

prostaglandin synthesis pathways
Résumé :

L'objectif de I'étude était d'examiner les propriétés antihypertensives de I'extrait aqueux des
fruits d'’Ammodaucus leucotrichus chez les rats hypertendus induits par le L-NAME, ainsi que
son action vasorelaxante dans des aortes thoraciques isolées de rat. Par ailleurs, les effets aigus et
subchroniques de I'extrait aqueux sur la pression artérielle systolique, diastolique et moyenne,
ainsi que sur la fréquence cardiaque (FC) ont été évalués aprés administration orale de I'extrait
(60 et 100 mg/kg de poids corporel) pendant 6 heures dans I'expérience aigué et pendant 7 jours
dans le test subchronique. Afin d'étudier Il'activité vasorelaxante de la plante, des anneaux
aortiques thoraciques isolés ont été préparés. De nombreux médicaments pharmacologiques ont

été utilisés pour explorer les voies d'action vasorelaxantes possibles.

Les résultats ont montré que 1’extrait aqueux d’Ammodaucus leucotrichus réduisait les
paramétres de la pression artérielle (pression artérielle systolique, moyenne et diastolique) chez
les rats hypertendus induits par le L-NAME aprés un traitement oral répété pendant sept jours
sans affecter les rats normotendus. De plus, dans les anneaux aortiques thoraciques précontractés
avec la NE (10 uM) ou KCI (80 mM), I'extrait aqueux (0,250-1,625 mg/mL) a montré un effet
vasorelaxant. Dans les aortes thoraciques isolées de rat, le blocage du NO-guanosine
monophosphate (GMPc) cyclique par le bleu de méthyléne aux troisieme et quatriéme
concentrations (1,250 et 1,625 mg/ml) (p<0,01) a partiellement diminué cet effet vasorelaxant.
En outre, le blocage de la voie de synthése des prostaglandines par I'indométacine a la quatrieme
dose de 1,625 mg/ml (p<0,05) a également réduit l'activité vasorelaxante de l'extrait. Le
prétraitement des anneaux aortiques avec le glibenclamide, le propanolol, le L-NAME, le MLN-

4760 ou la nifédipine n'a eu aucun effet sur la vasorelaxation induite par la plante.

Ammodaucus leucotrichus est une plante médicinale ancienne, capable d'agir comme un
agent antihypertenseur. De plus, cette plante présente une vasodilatation des vaisseaux sanguins
via les voies de synthése du NO-guanosine monophosphate cyclique (GMPc) et des

prostaglandines.
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ABSTRACT

Background: Ammodaucus leucotrichusis a medicinal plant used in traditional medicine to treat

a variety of ailments, including hypertension.

Aims: The aim of the study was to determine the antihypertensive activity of Ammodaucus

leucotrichus.

Objective: The purpose of the study was to investigate the antihypertensive and vasorelaxant
activities of the aqueous extract of Ammodaucus leucotrichus fruits (ALAE) in rats.

Material and Methods: ALAE was prepared to study its antihypertensive effect in L-NAME
(Nw-L-arginine methyl ester)-induced hypertensive rats, as well as its vasorelaxant activity in
isolated thoracic aortas of rats. The acute and subchronic effects of ALAE on systolic, diastolic,
mean arterial pressure and heart rate (HR) were evaluated after oral administration of ALAE (60
and 100 mg/kg body weight) for 6 h for the acute experiment and over 7 days for the subchronic
test. Isolated thoracic aortic rings were prepared to examine the vasorelaxant action of ALAE.
Several common pharmacological agents were used to test potential pathways implicated in the

vasorelaxant action.

Results: The results showed that ALAE reduced blood pressure parameters (systolic, mean, and
diastolic blood pressure) in L-NAME-induced hypertension rats after repeated oral treatment
over seven days without affecting normotensive rats. Furthermore, in thoracic aortic rings pre-
contracted with epinephrine (EP) (10 uM) or KCI (80 mM), ALAE (0.250-1.625 mg/ml) showed
a vasorelaxant effect. In isolated rat thoracic aortas, blockage of soluble guanylyl cyslase with
blue methylene at the third and fourth dosages (1.250 and 1.625 mg/ml) (p<0.01) partially
decreased this vasorelaxant effect. In addition, blockage of the prostaglandin synthesis pathway
with indomethacin at the fourth dose (1.625 mg/ml) (p<0.05) reduced also the vasorelaxant
activity of ALAE. Pretreatment of aortic rings with glibenclamide, propanolol, L-NAME, MLN-
4760, or nifedipine had no effect on ALAE-induced vasorelaxation.

Conclusion: Ammodaucus leucotrichusis a prescient medicinal plant, able to act as an
antihypertensive agent. Moreover, the results suggest that the extract increased cGMP in NO-

independent manner.

KEYWORDS: Ammodaucus leucotrichus; hypertension; L-NAME; vasorelaxant; angiotensin-

converting enzyme-2(ACE2); sGC-cGMP; vascular cyclooxygenase.
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1. INTRODUCTION

Hypertension is one of the most common chronic diseases, and a major cause of morbidity
and mortality worldwide[1]. It is a primary, but adjustable, problem that contributes to
cardiovascular (CV) diseases[2]. According to the World Health Organization (WHO),
hypertension, also known as arterial hypertension, is a disease that primarily affects population
in low-income countries and middle-income countries where health systems are weak. It causes a
range of heart disease, stroke, kidney failure and mortality and disability [3].Hypertension
continues significant health problems worldwide. It has been estimated that 29% of the world's

adult population, or 1.56 billion people will suffer from hypertension by 2025 [2].

Ammodaucus leucotrichus (Apiaceae family) is the only one species of the genus
Ammodaucus [4]. It is a small annual plant (10-12 cm high) with erect, finely striated stems. The
leaves are finely dissected and slightly fleshy. The flowers with 5 free petals are grouped in
umbels of 2-4 branches. The fruit (8-10 mm) is covered with dense silky white hairs.The plant
has a strong smell of anise [4]. It is known in Morocco as "Kammoun sofi" and it grows on sandy
coasts of Morocco[5].1t is used as a treatment for rheumatism, asthma and stomach diseases
[6].In Morocco, the traditional use of Ammodaucus leucotrichus (A.leucotrichus) is for the
treatment of gastric intestinal pain and indigestion, nausea, regurgitation, vomiting, dehydration,
chills and urine secretion[7]. In addition, the seeds of this plant are used as substitutes for
ordinary cumin [8].Studies of the pharmacological activities of A. leucotrichus have shown that
it possesses numerous properties including antidiabetic, anti-inflammatory [9, 10], antibacterial,
and antioxidant effects [11].The essential oils of this species have demonstrated antimicrobial
activities against Escherichia coli [12], and as cytotoxic [13], anticholinesterase [14],antifungal
[15], and anticancer agent [16]. Previous research on aqueous extracts of A. leucotrichus showed
that it inhibited the formation of calcium oxalate monohydrate crystals and also inhibited the
nucleation, growth and aggregation phases of calcium oxalate crystallization [17].The principal
components of the volatile compounds found in the fruits of A.leucotrichus are perillaldehyde
and limonene [5]. However, to date, no pharmacological studies have been performed on the
antihypertensive activity of A. leucotrichus. Therefore, the objective of this study was to prove
the antihypertensive effect of the aqueous extract of A. leucotrichusin L-NAME-induced

hypertensive rats as well as to assess its vasorelaxant activity in isolated rat thoracic aortas.
2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Plant material and preparation of the aqueous extract
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A. leucotrichus fruits were purchased from a local market in Tafilalet region (semi-arid
zone) of Morocco in March 2021 and air-dried at 40 °C. The plant was identified and a good
specimen was deposited at the herbarium of the Laboratory of Ethnopharmacology and
Pharmacognosy, Faculty of Science and Technology Errachidia (AL 2021). The plant material
was as it has been previously described [18]. The dosesused were 60 and 100 mg/kg of
lyophilized aqueous extract per kg of body weight. These doses were chosen after preliminary
experiments because they showed optimal responses.

2.2. Experimental animals

Healthy albino adult male rats (Wistar strain) weighing about 130-230 g were obtained
from Experimental Center (Missour, Morocco) and kept in individual polyethylene cages and
under standard laboratory conditions. All animals were maintained at standard conditions.
Experiments were conducted according to the guidelines of the local committee FSTE/2015.

2.3. Chemical reagents and drugs

Acetylcholine chloride, norepinephrine, N-nitro-l-arginine methyl ester (L-NAME),
indomethacin and MLN-4760 were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA). All
other reagents were of analytical grade from local sources. All cited drugs were dissolved in

distilled water.
2.4. Induction of hypertension

Hypertension was induced in male Wistar albino rats by repeated oral administration
(once daily for 2 weeks) of L-NAME (60 mg/ kg body weight) dissolved in distilled water;
normal control rats received distilled water as vehicle. Rats were confirmed hypertensive and

then used in this study when systolic blood pressure was greater than 140 mmHg.

Normotensive and hypertensive rats were randomly assigned to four different groups
consisting of six rats each. One control group received distilled water, a second treated group
received the aqueous extract of aerial parts of Ammodaucus leucotrichus (ALAE) at a dose of 60,
a third received the aqueous extract of aerial parts of Ammodaucus leucotrichus (ALAE) at a
dose of 100 mg/ kg body weight, and the fourth group received a reference drug (lasilix at a dose
of 20 mg/kg). For single oral administration, distilled water (control), lasilix, or the aqueous
extract were administered and the systolic blood pressure (SBP), mean blood pressure (MBP),
and heart rate (HR) of the animals were measured. For repeated oral administration, rats were

treated once a day for 7 days and the latter three parameters were monitored during this period.
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The rats (n = 6 in each group) were treated orally. All experiments were performed after
anesthetizing the animals with ether to avoid induction of immobilization stress. For blood
pressure estimation, the rats were placed in the NIBP restraints and a suitable cuff with sensor
was then attached to its tail and warmed to approximately 35°C for 15-20 min to allow
reproducible blood pressure measurements (three measurements per animal per session) using a
tail cuff and a computer-assisted monitoring device. The tail cuff was inflated to a pressure well
above the expected systolic blood pressure (200 mmHg) and slowly released while pulses were
recorded using the Power Lab data acquisition system and Lab chart 5.0 software. Systolic blood
pressure (SBP), mean blood pressure (MBP), and heart rate (HR) were measured directly using
pulse tracing, whereas diastolic blood pressure (DBP) was calculated from SBP and MBP using
the following formula: DBP= (3MBP-SBP)/2 [3]. All blood pressure measurements were

performed at the same time of day for the subchronic test [19].
2.5. Vasorelaxant activity

Male Wistar rats (130-230 g) were raised and housed (n=6 per cage) in rooms with a
controlled light/dark cycle at 25°C with food and water ad libitum. Animals were sacrificed by
stunning and exsanguination after anesthesia with sodium pentobarbital. The aortas were
immediately excised and placed in a cold pad, then quickly removed and carefully cleaned of
adhering fat and connective tissue. Isolated arteries were cut transversely into 2-3-mm-long rings
and suspended at a resting force of 2 g in an oxygenated tissue bath (95% 02, 5% CO02) and
containing 40 mL of Krebs-Henseleit (KH) solution, maintained at 37°C and pH 7.4 and
containing (mM): NaCl (118), KCI (4.50), NaHCO3 (25), MgS0O4 (1.2), CaCl2 (1.8), NaHPO4
(1.2) and glucose (11). Force changes were recorded isometrically using a force transducer
(LCM Systems Ltd, Erma, Tokyo). The aortic rings were mounted on two stainless steel hooks,
one attached to the bottom of the chamber and the other to a UF1 force transducer connected to a
PowerLab/400 ADInstrument data acquisition system (Harvard, Boyer, Casablanca, Morocco) to
record the signal corresponding to the isometric tension. The study was performed in an
endothelium-intact aorta. In the experiment with an intact aorta, the integrity of the endothelium
was confirmed if acetylcholine (10 uM) could induce relaxation (40 or 60%) of the precontracted
aorta with epinephrine (EP; 10° M) [20].

The optimal voltage selected from preliminary experiments was the voltage that gave the
greatest response to 10° M EP. Rings were given 2 g (100%) of initial tension and allowed to
equilibrate for 1 h. Thirty minutes after tissue bath placement, the aortic rings were contracted

with 10° M EP or 80 mM potassium chloride (KCI) solution to test their contractile responses.
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After exposure to 10° M EP, the tissues were washed three times with Krebs solution to restore
basal tension and this solution was renewed every 40 minutes. To determine cumulative dose-
dependent curves for ALAE-induced relaxation and after equilibration, the rings were contracted
with EP (10 uM) and KCI (80 mM). Once plateau was reached, ALAE was added cumulatively
(0,250-1,625 mg/ml) with each dose of ALAE, the curve was allowed to reach a plateau before
the next dose was added. To determine the mechanistic pathway involved in the relaxing effect
induced by ALAE on EP-precontracted rat aortic rings, the following experiment was performed:
20 minutes before the addition of EP, the aortic rings were preincubated for 20 minutes with one
of several standard drugs. The drugs used for preincubation were 1) 10* M L-NAME, a direct
inhibitor of nitric oxide (NO) synthase. 2) 10 uM glibenclamide, a blocker of ATP-sensitive K+
channels. 3) 10 uM of indomethacin a prostaglandin synthesis inhibitor. 4) 10 uM of propranolol
a beta-blocker. 5) 10 uM of methylene blue (MB), a cyclic guanylyl cyclase blocker. 6) 10 uM
nifedipine, a calcium channel blocker, 7) 6 nM MLN-4760, a specific ACE2 inhibitor. After
addition of PE (10° M), aortic relaxation was achieved by cumulative addition of ALAE (0,250,
0,750, 1,250 and 1,625 mg/ml). The vasorelaxant effect on the aortic rings was calculated as
percentage contraction in response to PE. Before changing any of the compounds used in this
experiment, the aortic ring was washed three times (the aortic ring should be incubated at 5-min
intervals in each bath). Control was performed by cumulative addition of vehicle (distilled water)
(0,250, 0,750, 1,250 and 1,625 mg/ml)to the aortic rings precontracted with EP (10> M) and KCI
(80 mM) [20].

2.6. Statistical analysis

All the values were expressed as mean + SEM. Statistical significance was tested
between more than two groups using two-way ANOVA followed by the Bonferroni multiple
comparisons test. Relaxations induced by ALAE were expressed as a percentage decrease of the
EP and KCI contraction. Each cumulative dose-effect curve for ALAE-induced relaxation was
plotted contingent on application of sigmoidal curve fitting and non-linear regression using
Prism version 7 (GraphPadSoftare Inc., San Diego, CA., U.S.A.) to generate the parameters
Rmax (maximal relaxant response) and EC50 (the concentration of ALAE dose required to give
50% of the maximum aortic-relaxant response). Differences were considered to be statistically

significant when p < 0.05.
3. Results

3.1. Effect of ALAE on body weight
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Repeated oral administration of ALAE at a dose of 60 mg/kg for one week did not elicit
any significant change of body weight in both normal and hypertensive rats (Fig. 1). However,
repeated oral administration of ALAE at a dose of 100 mg/kg resulted in a significant reduction
of body weight in normal and hypertensive rats (p<0.05 respectively) (Fig. 2). The same result
was observed in the lasilix-treated control group compared with the untreated control group (data

not shown).
3.2. Single oral administration

Table 1 shows the effects of ALAE on blood pressure levels in normotensive and L-
NAME-induced hypertensive rats after a single oral administration (6 hours of treatment) of the
extract at doses of 60 and 100 mg/kg body weight. ALAE administration has not affected blood
pressure parameters in both normal and hypertensive rats at doses of 60 and 100 mg/kg body
weight. In addition, in hypertensive rats, lasilix showed a significant reduction in systolic blood
pressure (p<0.01), mean (p<0.05) and diastolic (p<0.05) blood pressure values after 6 hours of

treatment.
3.3 .Repeated oral administration

Table 2 elucidates the effect of repeated oral administration of ALAE at the doses of 60
and 100 mg/kg in normotensive and hypertensive rats. The extract produced a significant
reduction in systolic blood pressure in the hypertensive group at the seventh day of
administration (p<0.05) at the dose of 60 mg/kg BW, and at the second, fourth, and seventh days
(p<0.001, p<0.0001, and p<0.0001) at the dose of 100 mg/kg BW. Lasilix induced a decrease in
SABP in the normotensive group at the seventh day of daily administration (p<0.05) and in the
hypertensive group at the second, fourth and seventh day of treatment (p<0.0001).

At a dose of 60 mg/kg, ALAE administration caused a decrease of the mean arterial
pressure in hypertensive rats at the seventh days of administration (p<0.01), and at the second,
fourth, and seventh days (p<0.01, p<0.0001 and p<0.0001, respectively) at a dose of 100 mg/kg.
However, Lasilix induced a significant decrease in MBP at the seventh day (p<0.0001) in
hypertensive rats, whereas no effect was recorded in normotensive groups. Similarly, in
hypertensive rats, the diastolic blood pressure was shown to decrease at the seventh day of
administration (60 mg/kg; p<0.01), and at the second, fourth, and seventh days (p<0.01,
p<0.0001 and p<0.0001 respectively) for the dose of 100 mg/kg. In contrast, no significant effect
was observed in normotensive rats. In addition, heart rate values remained unchanged over the

subchronic treatment. In both hypertensive and normotensive rats, lasilix had no effect on HR.
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3.4. Vasorelaxant activity

3.4.1. The vasorelaxant effect of ALAE on pre-contracted aortic rings by both NE
and KCI

First, we determined the vasorelaxant effect of ALAE (0.250-1.625 mg/ml) on
endothelium-intact rat aortic rings. The vasorelaxant effect of ALAE was tested in a set of
experiments using rat aortic rings. ALAE caused a dose-dependent relaxation of vessels, as
illustrated in Figures 3 and 4. When ALAE was administered at concentrations of 0.750-1.625
mg/mL, epinephrine pre-contracted aortic rings showed considerable vasorelaxation (p<0.5, p<
0.0001) when compared to vehicle (Fig. 4A); EC50 = 1.35+0.07 mg/ml with a 95% confidence
interval. Similarly, the Rmax was 75.85+5.77 % (p<0.5, p<0.0001, respectively). InKCI pre-
contracted aortic rings (Fig. 4B), a significant vasorelaxant effect of ALAE has been noticed
(p<0.001); EC50 = 0.63£0.09 mg/ml and Rmax=35.08+10.57 % (p<0.5, p<0.001). These

findings suggest that ALAE induced vasodilatation of vascular smooth muscle.

3.4.2. Effect of MLN-4760, a specific angiotensin-converting enzyme-2 (ACE-2)
inhibitor

MLN-4760, a specific ACE2 inhibitor, was used to verify if ACE2 is involved in the
ALAE vasorelaxant activity. The results were examined and shown in Figure 5 and reveal that
MLN-4760 (6nM) had no effect on the vasorelaxant effect of ALAE. In MLN-4760 treated
rings, the EC50 was 1.20+0.15 mg/ml with a 95% confidence interval of 0.750-1.250 mg/ml and

Rmax=78.02+16.39%. These results clearly show that the presence of MLN-4760 had no effect
on the vasorelaxant response to ALAE.

3.4.2. Aortic responses to ALAE in the absence and presence of L-NAME or

indomethacin

Aortic rings with intact endothelium were pre-incubated with L-NAME to inhibit nitric
oxide (NO), and indomethacin to inhibit prostaglandin synthesis (Figure 6). No significant
difference was observed between control and treated vessels (p>0.05) (Fig. 6A). Indeed, the
results obtained on vehicle-treated rings (EC50 = 1.35 + 0.07 mg/ml and 75.85 + 5.77% for
Rmax; whereas for L-NAME-treated aortas, we obtained the following data: EC50 = 0.45+£0.12
mg/ml with a 95% confidence interval: 0.250-0.750 mg/ml and Rmax= 97.34+9.78%. These
results demonstrate that the vasorelaxant effect of ALAE is not mediated through nitric oxide.
Similarly, aortic rings were pre-incubated with indomethacin (1 uM) for 20 min before EP pre-
contraction (10 uM). The following data were obtained: EC50 = 1.59+0.10 mg/mL with a 95%
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confidence interval: 1.250-1.625 mg/mL with an Rmax of 50.19+8.21% (Fig. 6B). These results
suggest that the prostaglandin synthesis pathway seems to be involved in the vasorelaxant effect
of ALAE.

3.4.3. Role of potassium channels and p-adrenergic receptors

In contrast, it is interesting to note that prior inhibition of ATP-dependent or calcium-
activated potassium channels had no effect on the relaxation responses to ALAE. Indeed, in
vehicle-treated rings, the values were: EC50 = 1.35+0.07 mg/ml, with a 95% confidence interval
of 1.250-1.625 mg/ml. The EC50 of the same rings pretreated with glibenclamide, an ATP-
sensitive potassium channel blocker, was equal to 1.26+0.10 mg/ml, with a 95% confidence
interval of 1.250-1.625 mg/ml, whereas the Rmax was equal to 73.69+14.57% (Fig. 7A). The
findings also revealed that propranolol had no effect on ALAE-induced vasorelaxation (Fig. 7B).
The EC50 value for the vehicle-treated rings was equal to 1.35+0.07 mg/ml with a 95%
confidence interval of 1.250-1.625 mg/ml, whereas the ALAE-pretreated rings had an EC50
value of 1.28+0.11 mg/ml with a 95% confidence interval of 1.250-1.625 mg/ml. In the presence
of propranolol, the Rmax was equal to 83.43+£31.14%. All of these findings suggest that the
presence of glibenclamide or propranolol had no effect on the vasorelaxant potency of ALAE.

3.4.4. Role of Soluble Guanylyl Cyclase and Ca?* Channel blocker

The effect of pre-incubation with methylene blue (MB), the inhibitor of soluble guanylyl
cyclase, and nifedipine, a Ca?* channel blocker, on ALAE-induced vasorelaxation wastested. At
the third and fourth doses (1.250 and 1.625 mg/ml, respectively), methylene blue has inhibited
ALAE-induced vasorelaxation when compared to vehicle-treated rings by NE alone (p<0.01)(Fig
8A). However, nifedipine did not alter the vasorelaxant response to ALAE when compared with
vehicle-treated rings (Fig. 8B). For aortic rings that have been treated with ALAE, EC50 =
1.35£0.07 mg/ml with a 95% confidence interval of 1.250-1.625 mg/ml and Rmax =
75.85£5.77%. While for methylene blue-treated aortic rings EC50 = 0.79+0.19 mg/ml, with a
95% confidence interval of 0.750-1.250 mg/ml and Rmax = 38.54 +11.06%. In rings pre-
incubated with nifedipine, Rmax = 84.21+10.02% and EC50 = 0.85+0.13 mg/ml. These results
suggest that the blocker of soluble guanylyl cyclase inhibited ALAE-induced vasodilation,
suggesting that the relaxant effect of ALAE may be related to the soluble guanylyl cyclase
pathway. However, the relaxant effect of ALAE seems to be independent of calcium channel

pathway.
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4. DISCUSSION

In the present study, antihypertensive and vasorelaxant activities of Ammodaucus
leucotrichus aqueous extract were assessed in normotensive and L-NAME-induced hypertensive
rats. In rats, oral daily administration of N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) at a dose of
60 mg/k for two weeks caused hypertension. L-NAME is a frequently utilized inhibitor of nitric
oxide synthase (NOS) activity in vitro and in vivo. On the one hand, decreased nitric oxide (NO)
bioavailability causes changes in blood pressure and vascular reactivity in both acute and chronic
L-NAME administration [21, 22]. Under many circumstances, NO has biological effects via
activating sGC and boosting the synthesis of cGMP from GTP in a variety of situations[23].
GMPc activates cGMP-dependent protein kinase, which causes vasodilation [24]. Natural
products and plant extracts elicit vasorelaxation through pathways that are strongly linked to the
NO system, eicosanoid system, and K+ channel activities [25, 26]. Lasilix was utilized as a
standard therapy in this study. This synthetic drug is often used to treat hypertension. It is known
to inhibit the luminal Na-K-Clcotransporter by coupling to the chloride transport channel at the
thick ascending branch of Henle's loop, resulting in sodium, chloride, and potassium loss in the
urine [19]. High blood pressure is routinely treated with this synthetic medication. Despite that
antihypertensive drugs have proven to be effective, they also have multiple harms, such as
disruption of renal function, dry cough, angioedema among other effects [27].

L-NAME-treated rats had higher oxidative stress indicators and lower expression of NO
metabolites, eNOS, erythroid 2-related factor 2, and heme oxygenase-1, according to a recent
study[28]. Vasoconstriction, increased blood pressure, and thrombus development result from
reduced basal NO production or activity. Overproduction of NO, on the other hand, causes

vasodilation, hypotension, vascular leakage, and cellular metabolic disturbance[29].

A. leucotrichus plays an important role in traditional therapy in North African countries. It is
used as a treatment for heart diseases [30], including hypertension. ALAE contains diverse
biological properties, according to preliminary research. However, until now, no research has
investigatedthe antihypertensive properties of this plant. In this study, the body weight of normal
and hypertensive rats did not change after treatment with ALAE at a dose of 60 mg/kg for one
week. However, repeated oral administration of ALAE at a dose of 100 mg/kg exhibited a
significant decrease of body weight at the 7"day in normal and hypertensive rats (p<0.05
respectively). Essential oils of A. leucotrichus are slightly hazardous at a dose of 200 mg/kg
according to the results of an acute toxicity experiment, and their LD50 were equal to 520-570

mg/kg [31]. In addition, our previous findings have shown that in normal and diabetic rats
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treated with aqueous extract of A. leucotrichus (10 mg/kg) for 15 days, a significant decrease of

body weight was observed(p<0.01 and p<0.001 respectively).

Acute administration of ALAE had no impact on blood pressure parameters both in
normotensive and hypertensive rats. However, subchronic treatment with ALAE for seven days
resulted in a substantial drop of SBP, MBP, and DBP at the 7" day in hypertensive rats.
However, the extract has not exerted hypotensive activity in normal rats due to the physiological
regulating system. This finding shows clearly the antihypertensive activity of ALAE. Similar
studies have found that secondary metabolites of medicinal plants can cure hypertension via a

variety of pathways [19, 32].

The in vitro vasorelaxant effect of ALAE was studied using isolated rat aortic rings at
cumulative doses ranging from 0.250 mg/ml to 1,625 mg/ml. The results showed that ALAE
completely relaxed epinephrine (EP)- and KCI-precontracted aortic rings. The experimental
research of ALAE proved its ability to reduce tension in endothelium-intact aortic rings pre-
contracted with PE, implying that the vasorelaxant effect of ALAE is endothelium dependent.
Seven reference medications were utilized in this experiment to determine the pathway involved
in ALAE-induced vasorelaxation: MLN-4760, a specific inhibitor of angiotensin-converting
enzyme 2 (ACE2); L-NAME, a direct inhibitor of nitric oxide (NO) synthase; Indomethacin, a
prostaglandin synthesis inhibitor; propranolol, a nonselective -adrenergic blocking agent,which
is able to inhibit the action of EP (adrenaline) and norepinephrine (noradrenaline) via p- and 2-
adrenergic receptors[33, 34]; glibenclamide, a blocker of ATP-sensitive K+ channels; methylene
blue, a blocker of soluble guanylyl cyclase; nifedipine, a long- and short-acting 1,4-
dihydropyridine calcium channel blocker, this drug acts primarily on vascular smooth muscle
cells by stabilizing voltage-dependent L-type calcium channels in their inactive conformation.
By preventing calcium influx into smooth muscle cells, it prevents calcium-dependent myocyte
contraction and vasoconstriction. Preincubation with various drugs, including glibenclamide,
propanolol, nifedipine, MLN-4760, and L-NAME has not changed ALAE-induced
vasorelaxation of aortic rings. This indicates that the vasorelaxant effect of ALAE is not
mediated through the specific pathways of these drugs. However, after pre-incubation with
methyne blue, a substantial inhibition of the vasorelaxant effect of ALAE was observed
indicating that this extract induces its vasorelaxant effect through the soluble guanylyl cyclase
pathway. The vascular endothelium is widely recognized to have an important role in the
regulation of the cardiovascular system, particularly in the modulation of vasomotor tone via the

production or release of vasodilator chemicals such as NO and PGI2 [35]. Certainly, soluble
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guanylatecyclase (sGC) is thought to be the primary enzyme in generating relaxation produced
by nitric oxide (NO) and NO-related chemicals by raising intracellular concentrations of
guanosine 3-, 5-cyclic monophosphate (cyclic GMP), which leads to vascular dilatation[36].
However, methylene blue inhibits this signaling sGC mediated vasodilation pathway and results
in vascular dysfunction[37]. With new sGC stimulating/activating chemicals as prospective
clinical therapy options, sGC is quickly becoming an intriguing therapeutic target for the
treatment of vascular dysfunction and hypertension[37]. Similar investigations have found that
the sGC-cGMP pathway is involved in the treatment of hypertension [38, 39]. Furthermore, in
the present study, indomethacin, an inhibitor of prostaglandin synthesis, inhibited the
vasorelaxant activity of ALAE. This finding suggests that prostaglandin pathway is also involved
in the vasorelaxant effect of [40].Similar studies have revealed that the pathway of prostaglandin

synthesis has a role in the treatment of hypertension[41].
5. CONCLUSION

The present study reveals for the first time the antihypertensive effect of Ammodaucus
leucotrichus. In addition, it causes vasorelaxation through stimulation of sGC-cGMP and
vascular cyclooxygenase pathways in aortic rings. Further studies are needed to determine the

active(s) parinciple(s) involved in this pharmacological activity.
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Table 1: Effect of a single oral administration of ALAE (60 and 100 mg/kg) on systolic, mean,

diastolic arterial blood pressure (mm Hg) and heart rate (bmp) in normal and L-NAME-induced

hypertensive rats. Data are expressed as means + SEM, n = 6. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
****n<0.0001. T: time (hour).

Systolic blood pressure (mmHg

Control ALAE (mg/kg) Lasilix
60 100
Normal TO0 132.00 £ 6.00 131.75+ 2.01 133.26+2.57 120.00 £+ 7.00
T6 138.00 £ 8.00 130.32+ 2.07 135.31£1.55 111.00 + 7.00
L- TO0 180.00 £ 5.00 181.68 + 2.89 192.83£2.14 169.00 + 7.00
NAME T6 175.00 £ 7.00 178.26 £ 2.36 180.82 £ 2.33 142.00 £ 6.00**
Mean blood pressure (mmHg)
Control ALAE (mg/kg BW) Lasilix
60 100
Normal TO 115.00 £ 7.00 112.58 +3.33 113.30+4.90 108.00 £ 6.00
T6 113.00 £+ 6.00 111.71 £ 2.69 118.86+4.38 97.00 £ 2.00
L- T0 156.00 £ 6.00 170.60 + 2.47 180.95 + 1.75 150.00 + 3.00
NAME T6 157.00+ 6.00 164.22 + 2.65 170.64 £ 3.11 125.00 £ 6.00*
Diastolic blood pressure (mmHg)
Control ALAE (mg/kg) Lasilix
60 100
Normal T0 106.00 £ 5.00 105.42 £ 2.95 86.65+14.87 103.00 £ 5.00
T6 101.00 £+ 6.00 104.18 £1.19 110.66+6.02 91.00 £+ 4.00
L- TO 144.00 £ 7.00 165.06 + 3.08 175.01 £2.28 152.00 £ 5.00
NAME T6 148.00+10.00 157.21 + 3.49 165.55 + 3.95 129.00 + 4.00*
Heart rate (bpm)
Control ALAE (mg/kg) Lasilix
60 100
Normal TO 320.00 + 10.00 304.00 + 2.00 303.00 +1.34 349.00 + 19.00
T6 306.00 £ 8.00 302.00 £1.26 302.00 +1.26 321.00 £9.00
L- T0 312.00 £ 15.00 308.00 £ 1.26 305.00+1.84 348.00 £ 22.00
NAME T6 318.00 + 12.00 305.00 + 3.92 304.00 + 1.26 311.00 + 17.00
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Table 2: Effect of repeated oral administration of ALAE (60 and 100 mg/kg) on systolic, mean,

diastolic arterial blood pressure (mm Hg) and heart rate (bmp) in normal and L-NAME-induced

hypertensive rats. Data are expressed as means + SEM, n = 6. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
****p<0.0001. D: day.

Systolic blood pressure (mmHg)
Control ALAE (mg/kg) Lasilix
60 100
Normal DO 134.00+ 7.00 131.75+ 2,01 133.26 £ 2.57 120.00 £ 7.00
D2 136.00+ 5.00 127.61+£191 131.18 £ 1.60 115.00 £ 5.00
D4 140.00+ 3.00 124.42 £ 1,77 130.77 £1.70 108.00 + 3.00
D7 135.00+ 6.00 122.02 £1,90 126.15 + 1.66 99.00 + 4.00*
L- DO 180.00+ 5.00 181.68 £ 2.89 192.83£2.14 169.00 £ 6.00
NAME D2 176.00 £5.00 175.12 £ 3.09 167.64 £ 2.81*** 122.00+2.00****
D4 173.00 £9.00 169.85 £ 3,15 153.8442.44**** 120.00+4.00****
D7 172.00+ 6.00 162.73+ 1.25* 136.98+1.67**** 109.00£3.00****
Mean blood pressure (mmHg)
Control ALAE (mg/kg) Lasilix
60 100
Norm- DO 111.00+4.00 112.58 £ 3.33 115.58 £ 4.10 109.00 £ 7.00
al D2 112.00+5.00 108.31 £1.12 109.48 £ 1.09 107.00 £ 5.00
D4 117.00+ 6.00 102.74 £1.48 106.08 £+ 2.89 101.00 £ 3.00
D7 112.00+ 4.00 100.41 £1.51 105.57 £ 2.37 96.00 £+ 2.00
L- DO 156.00+ 6.00 170.6 + 2.47 180.95 £ 1.75 150.00 £ 3.00
NAME D2 149.00+ 6.00 158.76 £+ 0.68 156.74 £ 3.01** 148.00 £5.00
D4 148.00+ 9.00 155.76 £+ 0.56 145.78 £1.79**** 103.00+5.00****
D7 147.00 £6.00 150.12 £ 0.15** 135.14 £2.67**** 95.00 £ 4.00****
Diastolic blood pressure (mmHg)
Control ALAE (mg/kg) Lasilix
60 100
Norm- DO 100.00+3.00 103.92 £+ 3.80 107.09 £ 3.40 103.00 £ 6.00
al D2 101.00+5.00 99.33+1.48 103.50 + 2.59 98.00 + 5.00
D4 106.00+3.00 92.83 +2.17 100.33 £3.94 97.00 £6.00
D7 102.00+8.00 90.27 £1.88 96.93 +1.28 95.00 £+ 4.00
L- DO 144.00+7.00 165.06 + 3.08 175.01 £2.28 152.00 £ 5.00
NAME D2 135.00+7.00 150.58 + 1.65 151.30 £ 4.02** 103.00 £+ 4.00
D4 135.00+6.00 148.72 £ 0.74 141.76 + 2.55**** 100.00+4.00****
D7 136.00+6.00 143.82+0.78** 134.23 + 3.44**** 98.00+3.00****
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Heart rate (bpm)

Control ALAE (mg/kg) Lasilix
60 100

Norm- DO 312.00 + 15.00 302.00 + 1.26 303.00 + 1.34 348.00 + 22.00
al D2 320.00 + 14.00 303.00+ 1.34 305.00 £3.92 341.00 £ 16.00
D4 312.00 £+ 16.00 302.00+ 1.26 301.00 £1.00 341.00 £ 17.00

D7 319.00 + 8.00 305.00+ 1.00 302.00 + 1.26 305.00 + 8.00*

L- DO 308.00 + 12.00 301.00 + 1.00 305.00 + 1.84 348.00 + 15.00
NAME D2 310.00 +15.00 303.00 +1.34 302.00 £1.26 343.00 £ 13.00
D4 307.00 £ 13.00 302.00+ 1.26 303.00+1.34 315.00 + 11.00

D7 318.00 + 18.00 305.00 + 1.84 301.00 + 1.00 311.00 + 10.00
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Fig. 1. Effect of repeated oral administration of ALAE (60 mg/kg) on body weight (g) in normal
(a) and L-NAME-induced hypertensive (b) rats. Data are expressed means + SEM, n=6.
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normal (c) and L-NAME-induced hypertensive (d) rats. Data are expressed means + SEM,
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Fig. 3. Representative tracings illustrating the relaxation response produced by the application of
ALAE on epinephrine and KCl-precontracted rat aortic rings. ALAE produced a dose-dependent
vasorelaxant response in epinephrine-precontracted rat aortic rings (A); EP: addition of
epinephrine, 1 to 4: addition to different doses of ALAE (0,250, 0,750, 1,250 and 1,625 mg/ml),
Wash and KCl-precontracted rat aortic rings (B); addition of KCI, 1 to 4: addition to different
doses of ALAE (0,250-1,625 mg/ml) and Wash.
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Fig. 4. Effect of ALAE fruits on EP or KCl-induced contraction in aortic rings. Cumulative
dose-dependent curves for ALAE-induced relaxation and of the vehicle (distillated water) in rat
aortic rings. n = 6. A: pre-contraction with epinephrine (10 uM); B: pre-contraction KCI (80
mM). *p<0.05, ****p<0.0001.
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Fig. 5. Effect of MLN-4760 (specific inhibitor of Angiotensin-converting enzyme-2 (ACEZ2))
drug incubation on ALAE-induced relaxation. Aortic rings were incubated with cumulative
doses of ALAE in the absence (circles) or presence (squares) of standard drugs. Data represent

mean+SEM (n=6; for ALAE versus drug plus ALAE).
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Fig. 6. Effect of different drugs incubation on ALAE- relaxation of EP-induced contraction in
aortic rings. Aortic rings were incubated with cumulative doses of ALAE in the absence (circles)
or presence (squares) of the following drugs: (A) L-NAME, (B) Indomethacin, Data represent
mean £ SEM (n=6) for ALAE versus drug plus ALAE.*p<0.05
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Fig. 7. Effect of Glibenclamide (A) and Propanolol (B) drugs incubation on ALAE-induced
relaxation. Aortic rings were incubated with cumulative doses of ALAE in the absence (circles)
or presence (squares) of the standard drugs. Data represent mean £ SEM (n = 6; for ALAE

versus drug plus ALAE).

152




01 =
**
204
-~ ALAE
- % ALAE + Methylene Blue
o * %
= 40-
vl
pas
<
i
60+
N
804
100 T T ]
-0.8 -0.4 0.0 0.4
Log [ALAE] (mg/ml)
B
0-
20- -~ ALAE
- ALAE + Nifedipine
c
S 404
©
x
<
i
60+
N
80+
100 T T 1
-0.8 -0.4 0.0 0.4

Log [ALAE] (mg/ml)

Fig. 8. Effect of Methylene blue (A) and Nifedipine (B) drugs incubation on ALAE-induced
relaxation. Aortic rings were incubated with cumulative doses of ALAE in the absence (circles)
or presence (squares) of the standard drugs. Data represent mean + SEM (n = 6; for ALAE

versus drug plus ALAE).**p < 0.01.
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Fig. 9. Graphical abstract illustrating the simplified schematic representation of the mechanical
process of AEAL bioactive compounds through the sGC and prostaglandin synthesis pathways

in rat thoracic aortic smooth muscle.

154




Chapitre VII

Etude d’Ammi visnaga

Ce chapitre se compose de la publication 5:

Publication 5: Amtaghri, S., Qabouche, A., Slaoui, M., & Eddouks, M. (2023). Potential
Antihypertensive Activity of the Aqueous Extract of Ammi visnaga and its Effect on ACE-2 in
Rats. Cardiovasc Hematol Disord Drug Targets. Accepté
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Article 5

Potential Antihypertensive Activity of the Aqueous
Extract of Ammi visnaga and its Effect on ACE-2 in
Rats

Résumé :

Ce travail avait pour objectif d'étudier comment la pression sanguine au repos des rats était
affectée par un extrait aqueux d'’Ammi visnaga. Dans cette étude, les effets antihypertenseurs de

I’extrait aqueux ont été examinés in vivo et l'activité vasodilatatrice a été réalisée in vitro.

Dans I'étude in vivo, I'extrait aqueux (70 et 140 mg/kg) a été administré par voie orale a des
rats hypertendus et normotendus pendant 6 heures lors du traitement aigu et pendant 7 jours lors
du traitement subchronique. Les résultats ont montré que 1’extrait aqueux d’Ammi visnaga
réduisait les parameétres de la pression artérielle (pression artérielle systoliqgue, moyenne et
diastolique) chez les rats hypertendus induits par le L-NAME apres un traitement oral répété
pendant 7 jours sans affecter les rats normotendus. En outre, dans les anneaux aortiques
thoraciques précontractés avec la NE (10 pM) ou KCI (80 mM), I'extrait aqueux d’Ammi visnaga
(0,375-1,375 mg/ml) a montré un effet vasorelaxant. De plus, dans les aortes thoraciques isolées
de rat, tous les médicaments utilisés dans cette étude a savoir ; le glibenclamide, le propanolol,
I'indométacine, le L-NAME, le MLN-4760, le bleu de méthylene et la nifédipine n'ont eu aucun
effet sur la vasorelaxation induite par l'extrait aqueux d’Ammi visnaga, et ils n'étaient pas
responsables de la voie de signalisation. Par conséquent, d'autres médicaments standards sont

nécessaires pour confirmer le mécanisme de cette voie de signalisation.
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Abstract
Aims: This work aimed to investigate Ammi visnaga's antihypertensive activity.
Background: Ammi visnaga has traditionally been used to treat hypertension.

Objective: The purpose was to examine the effect of Ammi visnaga aqueous extract (AVAE) on

hypertension in rats.

Method: The antihypertensive effect of AVAE was tested in the current investigation. Wistar
rats were given AVAE orally during the acute and subchronic treatments. The vasorelaxant

activity of AVAE was also tested.

Results: AVAE lowered blood pressure only in hypertensive rats. Furthermore AVAE (0.375-
1.375 mg/ml) showed a vasodilator effect. Furthermore, in isolated rat thoracic aortas, not all of
the medications used in our study were responsible for the signaling pathway. As a result,
additional pharmaceuticals are required to confirm the mechanism of this signaling pathway.

Conclusion: Ammi visnaga is an interesting medicinal plant against hypertension.

KEYWORDS: Ammi visnaga; Hypertension; L-NAME; Vasorelaxant; Angiotensin-converting
enzyme-2(ACE2); Signaling pathway.
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1. Introduction

Hypertension remains is a serious health issues in the globe. It is anticipated that by 2025,
1.56 billion persons would have high blood pressure [1-3]. The current directive trend is towards
the use of medicinal plants as a primary source of human curative and preventive therapy often
used for these important bioactive compounds [4].

Ammi visnaga (A. visnaga) (Apiaceae) has been used against several diseases including,
diabetes [5-10], dental hygiene, as well as dizziness and headaches [5, 11, 12]. The studies of
pharmacological activities have been revealed that the medicinal plant A. visnaga has
hypoglycemic properties [13], antimicrobial [14], antioxidant [9, 15], cytotoxic [8, 16], anti-
inflammatory [17, 18], antispasmodics and vasodilator activities [19]. Research conducted by
Schimmer and Rauch (1998) [20] has revealed other effects such as the antimutagenic effect.
However Daoudi et al. (2013) [21], have shown the immunostimulant effect of the plant A.

visnaga.

Two coumarins were identified in A. visnaga; furanochromones and pyranocoumarins [22—
24]. The assessment of antihypertensive and vasorelaxant properties of AVAE were targeted in

this work.
2. Material and methods
2.1. Plant Material

Plant material was prepared according to the traditional method used in Morocco
(decoction) as it has been previously described [25]. Two doses of 70 and 140 mg/kg were
administered.

2.2.  Antihypertensive activity

Hypertension was induced in male albino Wistar rats (150-250 g) by repeated (once per
day during a three weeks) oral administration of L-NAME (60 mg/kg) dissolved in distilled

water and blood pressure was followed as it has been previously described [25].
2.3.  Vascular contractility

The Measurement of vascular relaxation and evaluation and involved mechanisms has

been performed in isolated aortic rings as we have previously described [25].

2.4.  Statistical analysis
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Statistical significance was tested between more than two groups using two-way ANOVA

followed by the Bonferroni multiple comparisons test.
3. Results
3.1. Effect of AVAE on body weight

In the subchronic test, AVAE (70 and 140 mg/kg) produced no significant change in
body weight (Figs. 1 and 2).

3.2. Single oral administration

Rats were given L-NAME over two weeks of daily oral administration. The blood
pressure was high. Acute treatment of AVAE (70 and 140 mg/kg) did not alter blood pressure in
all groups (Table 1).

3.3. Subchronic treatment

A. visnaga aqueous extract (70 and 140 mg/kg) was given orally for seven days in the
experimental groups. After seven days of oral treatment, AVAE (70 and 140 mg/kg) had no
effect in normotensive and hypertensive rats during acute treatment (6 hours) according to the
findings (Table 2). The extract significantly reduced systolic blood pressure in the hypertensive
group (p<0.0001). On the other hand, lasilix lowered SBP in both the normotensive and
hypertensive groups. After one week of oral administration, AVAE reduced the mean arterial
pressure in hypertensive rats (p<0.001). Similarly, after oral administration for one week in
hypertensive rats, the diastolic pressure of the group showed a significant decrease (p<0.0001).
In contrast, upon acute and subchronic administration with A. visnaga aqueous extract, no
change was seen in control group. Heart rate findings showed no significant change in
subchronic treatment with AVAE.

3.4. Effect of AVAE on vascular contractility
In a series of experiments, the vasorelaxant effect of AVAE (0.375-1.375 mg/ml) was
investigated using rat aortic rings. Figures 3 and 4 show how AVAE caused a dose-dependent
vessel relaxation. When AVAE was administered at the doses ranging from 0.875 to 1.375
mg/mL, epinephrine pre-contracted aortic rings demonstrated significant vasorelaxation
(p<0.001, p< 0.0001, p< 0.0001) when compared to vehicle (Fig. 4A); EC50 = 1.15+0.31 mg/I
with a 95% confidence interval. Rmax was also 109.18+13.66% (p<0.001, p< 0.0001, p< 0.0001,

respectively). In KCI pre-contracted aortic rings (Fig. 4B), AVAE had a significant vasorelaxant
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effect (p<0.001, p<0.0001, p< 0.0001); EC50 = 0.42+0.07 mg/ml and Rmax = 118.87+14.11%
(p<0.001, p< 0.0001, p< 0.0001).

3.4.1. Effect of MLN-4760

To determine whether ACEZ2 is involved in the AVAE vasorelaxant activity, MLN-4760,
a specific ACE2 inhibitor, was used. The results, as shown in Figure 5, show that MLN-4760 (6
nM) had no effect on the vasorelaxant effect of AVAE. The EC50 in MLN-4760-treated rings
was 1.2+0.14 mg/ml, with a 95% confidence interval of 0.875-1.250 mg/ml and
Rmax=111.15+£23.52%.

3.4.2. Effect of L-NAME or indomethacin

The results on vehicle-treated rings showed that the EC50 was 1.15 + 0.31 mg/ml and
the Rmax was 109.18+13.66%; nevertheless, for L-NAME-treated aortas, the corresponding
values were: Rmax = 141.34+ 20.01% and EC50 = 0.73+ 0.04 mg/ml with a 95% confidence
interval of 0.375-0.875 mg/ml (Figure 6). These findings show that nitric oxide is not a mediator
of the vasorelaxant effect of AVAE. Similarly, 20 min before to NE pre-contraction (10 M),
aortic rings were pre-incubated with indomethacin (1 M). The following values were gathered:
95% confidence interval: 0.375-0.875 mg/mL with an Rmax of 146.96+7.36% (Fig. 6B). These
results show that prostaglandin synthesis is not a mediator of the vasorelaxant effect of AVAE.

3.4.3. Effect of glibenclamide and propranolol

Prior inhibition of ATP-dependent or calcium-activated potassium channels, on the other
hand, had no effect on the relaxation responses to AVAE. In fact, the values in vehicle-treated
rings were: EC50 = 1.15+0.31 mg/ml, with a 95% confidence interval of 0.875-1.250 mg/ml.
The EC50 of the same rings treated with glibenclamide, an ATP-sensitive potassium channel
blocker, was 0.41+0.16 mg/ml, with a 95% confidence interval of 0.375-0.875 mg/ml, and the
Rmax was 104.88+11.87% (Fig. 7A). Propranolol had no effect on AVAE-induced
vasorelaxation, according to the findings (Fig. 7B). The EC50 value for the vehicle-treated rings
was 1.15+0.31 mg/ml with a 95% confidence interval of 0.875-1.250 mg/ml, whereas the
AV AE-pretreated rings had an EC50 value of 0.53+£0.09 mg/ml with a 95% confidence interval
of 0.875-1.250 mg/ml.

3.4.4. Effect of nifedipine and methylene blue

Methylene blue (MB), a NO-cyclic guanosine monophosphate (cGMP) blocker, and

Nifedipine, a Ca®** channel blocker, were previously incubated with rat aortic rings. These
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findings demonstrated that methylene blue had no effect on the relaxing effect of rat aortic rings
in response to varying doses of AVAE (Fig. 8. A). Furthermore, nifedipine had no effect on the
vasorelaxant response to AVAE (Fig. 8B). In AVAE-only treated aortic rings, the appropriate
values were EC50 = 1.15 +0.31 mg/ml with a 95% confidence interval of 0.875-1.250 mg/ml and
Rmax = 109.18+13.66%. EC50 was 0.65+ 0.05 mg/ml in MB-treated rings, with a 95%
confidence interval of 0.375-0.875 mg/ml and Rmax = 96.52 £10.63%. In rings preincubated
with nifedipine, however, the values were lower. These findings indicate that methylene blue and
nifedipine did not inhibit AVAE-induced vasodilation, implying that AVAE's relaxant effect is
not related to the guanosine monophosphate NO-cyclic (GMPc) blocker and Ca?* channel

blocker.
3.4.5. Effect of Atopine

The results were examined and shown in Figure 9 and revealed that atropine did not
alter the vasodilator property of AVAE. In atropine-treated rings, the EC50 was 1.20£0.15
mg/ml with a 95% confidence interval of 0.750-1.250 mg/ml and Rmax=78.02+16.39%.

4. Discussion

The present work demonstrates that the aqueous extract of A. visnaga has the ability to
relax rat aortic rings and reduce blood pressure, which is the first attempt to describe the
pharmacological evidence for the antihypertensive and vasodilatory effects of the extract. To
determine the effect of AVAE on blood pressure parameters, L-NAME-induced hypertensive
rats were used as a model. Oral administration for two weeks of N-nitro-L-arginine methyl ester
(L-NAME) at a dose of 60 mg/kg caused hypertension in rats. L-NAME is a well-known in vitro
and in vivo inhibitor of nitric oxide synthase (NOS) activity. Nitric oxide is an underlying
molecular messenger that accounts for an endothelial-derived relaxing activity in blood vessels
in both acute and chronic L-NAME administration, it mediates macrophage cytotoxicity, and
acts as a neurotransmitter in the brain and periphery [26-29]. The enzyme nitric oxide synthase
produces NO from L-arginine and oxygen. Binding of NO to sGC results in a significant
increase of cGMP levels. This second messenger then regulates physiological functions such as
vasodilation, platelet aggregation and neurotransmission by directly modulating
phosphodiesterases (PDESs), ion channels or cGMP-dependent protein kinases [30, 31]. The
standard drug lasilix was used as the treatment in this study. Despite the fact that
antihypertensive agents have proven to be effective, they also cause many adverse effects [32,

33]. Ammi visnaga is a medicinal and aromatic plant. It has been utilized to cure many diseases,
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including hypertension. According to early studies, AVAE possesses a number of biological
properties. However, no research has been conducted to date on the plant's antihypertensive
properties. AVAE had no effect on body weight. This finding confirms the relative nontoxicity
of AVAE extract at the doses used in our experiment. This result is consistent with other
previous studies [34], which showed that treatment of normal and hypertensive rats with AVAE
for 7 days at a dose of 100 mg/kg had no significant effect on body weight. Both normotensive
and hypertensive rats that received acute AVAE treatment had no changes in blood pressure
measurements. However, SBP, MBP, and DBP significantly decreased at day 7 after subchronic

treatment with AVAE for seven days. This result shows the AVAE's antihypertensive activity.

In the current investigation, isolated rat aortic rings were used to demonstrate the
vasorelaxant effect of AVAE at cumulative dosages between 0.375 mg/ml and 1.375 mg/ml. The
outcomes demonstrated that aortic rings were totally relaxed by AVAE. The experimental study
of AVAE demonstrated its capacity to lessen tension in endothelium-intact aortic rings pre-
contracted with PE, suggesting that the endothelium is necessary for the vasorelaxant effect of
AVAE. Eight reference drugs were used to identify the mechanism underlying AVAE-induced
vasorelaxation. Pretreatment with indomethacin, glibenclamide, propanolol, nifedipine,
methylene blue, MLN-4760, atropine, and L-NAME had no effect on the vasodilator property of
AVAE. This suggests that the vasorelaxant effect of AVAE is not mediated by these drugs'

specific pathways.
5. Conclusion

The findings of this preliminary screening support the therapeutic uses of the A.
visnaga plant due to the observed antihypertensive and vasorelaxant effects and show that
aqueous extracts of this plant contain active chemicals. In addition, not all pharmacological
agents used in our study were able to block the corresponding pathway. Moreover, other
pharmacological drugs must be used to approve the mechanism of the underlying mechanism of

action involved in the vasorelaxant activity.
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Table 1: Effect of AVAE (70 and 140 mg/kg) on systolic, mean, diastolic arterial blood pressure

(mm Hg) and heart rate (bmp) over 6 hours.

Systolic blood pressure (mmHg)

Control AVAE (mg/kg BW) Lasilix
70 140
Normal TO 132.00 £ 6.00 133.00+ 3.76 137.25+0.85 120.00 £ 7.00
T6 138.00 + 8.00 132.00+ 1.47 131.50+1.71 111.00 £ 7.00
L- TO 180.00 +5.00 162.00 £+ 2.68 187.50 £1.44 169.00 +7.00
NAME T6 175.00 = 7.00 158.00 £+ 2.58 180.75 +£0.48 142.00 + 6.00**
Mean blood pressure (mmHg)
Control AVAE (mg/kg BW) Lasilix
70 140
Norma TO 115.00 £ 7.00 126.25 +£1.75 131.75+2.29 108.00 + 6.00
I T6 113.00 £+ 6.00 121.00+ 1.22 126.50+1.71 97.00 £ 2.00
L- TO 156.00 + 6.00 147.25 £ 0.85 172.50 £ 2.25 150.00 + 3.00
NAME T6 157.00 *6.00 142.00 £ 0.91 166.00 £+ 2.45 125.00 £ 6.00*
Diastolic blood pressure (mmHg)
Control AVAE (mg/kg BW) Lasilix
70 140
Normal TO 106.00 = 5.00 123.38+ 1.99 129.00+3.03 103.00 £ 5.00
T6 101.00 + 6.00 115.00+ 1.43 124.66+2.72 91.00 +4.00
L- TO 144.00 £ 7.00 139.88 +2.38 165.00 +4.03 152.00 + 5.00
NAME T6 148.00£10.00 134.00 £ 0.74 158.63 * 3.68 129.00 £ 4.00*
Heart rate (bpm)
Control AVAE (mg/kg BW) Lasilix
70 140
Normal TO 320.00 + 10.00 304.00 + 2.00 303.00 + 1.34 349.00 + 19.00
T6 306.00 + 8.00 302.00 + 1.26 302.00 +1.26 321.00 +9.00
L- TO 312.00 + 15.00 308.00 + 1.26 305.00 + 1.84 348.00 + 22.00
NAME T6 318.00 + 12.00 305.00 + 3.92 304.00 + 1.26 311.00 + 17.00
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Table 2: Effect of AVAE (70 and 140 mg/kg) on systolic, mean, diastolic arterial blood pressure

(mm Hg) and heart rate (bmp) over seven days.

Systolic blood pressure (mmHQ)
Control AVAE (mg/kg BW) Lasilix
70 140
Normal DO 134.00+ 7.00 133.00+ 3.76 137.25 + 0.85 120.00 £ 7.00
D2 136.00+ 5.00 129.50 + 2.66 126.25 £ 1.55 115.00 £ 5.00
D4 140.00+ 3.00 126.50 £ 2.33 124.25 £1.25 108.00 £ 3.00
D7 135.00+ 6.00 125.25+1.79 124.00 + 2.61 99.00 + 4.00*
L- DO 180.00+ 5.00 162.00 £ 2.68 187.50+£1.44 169.00 £ 6.00
NAME D2 176.00 £5.00 152.25 + 3.35 162.00 £ 0.91*** 122.00£2.00****
D4 173.00 £9.00 146.25 £ 4.88 136.25+1.38**** 120.00+4.00****
D7 172.00£ 6.00 142.00+ 1.08* 115.2542.21**** 109.00£3.00****
Mean blood pressure (mmHg)
Control AVAE (mg/kg BW) Lasilix
70 140
Normal DO 111.00+4.00 126.25 £ 1.75 131.75+£2.29 109.00 £+ 7.00
D2 112.00+5.00 118.50 + 1.50 123.00 + 1.08 107.00 £ 5.00
D4 117.00£ 6.00 116.25+1.11 121.75 + 2.46 101.00 £ 3.00
D7 112.00+ 4.00 112.25 +0.25 120.00 + 2.42 96.00 + 2.00
L- DO 156.00+ 6.00 147.25+£0.85 172.50 £ 2.25 150.00 £ 3.00
NAME D2 149.00+ 6.00 136.75 £ 1.31 145.25 £ 1.11*** 148.00 £5.00
D4 148.00+ 9.00 131.50 +1.19 125.75 £1.11%*** 103.0045.00****
D7 147.00 £6.00 128.00 £ 2.48* 107.00 £2.68**** 95.00 £ 4.00****
Diastolic blood pressure (mmHg)
Control AVAE (mg/kg BW) Lasilix
70 140
Nor- DO 100.00+3.00 123.38 £1.92 129.00 + 3.03 103.00 £ 6.00
mal D2 101.00+5.00 113.00 £ 1.65 121.38 £ 2.09 98.00 + 5.00
D4 106.00+3.00 111.13+1.03 116.75 £ 1.30 97.00 £6.00
D7 102.00£8.00 019.50 £ 3.59 114.63 £ 1.07 95.00 + 4.00
L- DO 144.00£7.00 139.88 + 2.38 165.00 +4.03 152.00 £ 5.00
NAME D2 135.00+7.00 128.75 £ 1.96 140.63 + 2.00** 103.00 £ 4.00
D4 135.0046.00 124.13 £ 2.30 120.50 £ 0.98**** 100.0044.00****
D7 136.00+6.00 117.25 £ 2.67** 102.88 + 3.06**** 08.00+3.00****




Heart rate ( bpm)

Control AVAE (mg/kg BW) Lasilix
70 140
Normal DO 312.00 + 15.00 302.00 + 1.26 303.00 + 1.34 348.00 + 22.00
D2 320.00 + 14.00 303.00+ 1.34 305.00 + 3.92 341.00 + 16.00
D4 312.00 £+ 16.00 302.00+ 1.26 301.00 £1.00 341.00 £ 17.00
D7 319.00 + 8.00 305.00+ 1.00 302.00 + 1.26 305.00 + 8.00*
L-NAME DO 308.00 £ 12.00 301.00 + 1.00 305.00 + 1.84 348.00 + 15.00
D2 310.00 +15.00 303.00 + 1.34 302.00 + 1.26 343.00 + 13.00
D4 307.00 £ 13.00 302.00+ 1.26 303.00+1.34 315.00 + 11.00
D7 318.00 + 18.00 305.00 +1.84 301.00 + 1.00 311.00 + 10.00
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Fig. 1. Effect of repeated oral administration of AVAE (70 mg/kg) on body weight (g) in
anesthetized normal (a) and L-NAME-induced hypertensive (b) rats. Data are expressed as

means = SEM, n=6.
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Fig. 2. Effect of repeated oral administration of AVAE (140 mg/kg) on body weight (g) in

anesthetized normal (c) and L-NAME-induced hypertensive (d) rats. Data are expressed as
means + SEM, n=6.*p<0.05
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Fig. 3. Representative tracings illustrating the relaxation response produced by the application of
AVAE on epinephrine and KCI-precontracted rat aortic rings. AVAE produced a dose-dependent
vasorelaxant response in epinephrine-precontracted rat aortic rings (A); EP: addition of
epinephrine, 1 to 4: addition to different doses of AVAE (0.375, 0.875, 1.250 and 1.375 mg/ml),
Wash and KCI precontracted rat aortic rings (B); addition of KCI, 1 to 4: addition to different
doses of AVAE (0.375-1.375 mg/ml) and Wash.
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Fig. 4. Effect of AVAE on EP or KCl-induced contraction in aortic rings. A: pre-contraction
with epinephrine (10 pM); B: pre-contraction KCI (80 mM).
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Fig. 5. Effect of MLN-4760 (specific inhibitor of Angiotensin-converting enzyme-2 (ACE2))

drug incubation on AVAE-induced relaxation.
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Fig. 6. Effect of different drugs incubation on AVAE- relaxation of EP-induced contraction in
aortic rings. (A) L-NAME, (B) Indomethacin.
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relaxation.
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Conclusion générale et perspectives

Ce travail de thése a permis d'apporter des arguments scientifiques favorables a
I’utilisation antihypertensive de cing plantes de la médecine traditionnelle marocaine, notamment
celles de la région de Daraa-Tafilalet, pour traiter I'hypertension. Dans notre étude, nous nous
sommes principalement intéressés a une étude in vivo en évaluant l'activité antihypertensive,
ainsi qu'a une investigation in vitro des mécanismes d'action, et ce a travers I'évaluation de I'effet

vasodilatateur des extraits étudiés en utilisant des anneaux aortiques isolés de rats Wistar.

Dans ce contexte, l'activité antihypertensive a été évaluée sur cing plantes tres populaires
de la phytothérapie traditionnelle marocaine, il s'agit de : Hibiscus rosa-sinensis, Euphorbia
cheiradenia, Haloxylon Scoparium, Ammodaucus leucotrichus et Ammi visnaga. Les extraits
aqueux de ces plantes, testés sur des rats normotendus et hypertendus induits par le L-NAME,

ont montré un effet antihypertenseur tres significatif.

L'extrait aqueux de fleurs d'Hibiscus rosa-sinensis a démontré une activité
antihypertensive chez les rats hypertendus mais pas chez les rats normotendus, a une dose de 100
mg/kg. De plus, I'extrait a provoqué une réponse significative de vasorelaxation dans les anneaux
vasculaires de l'aorte de rat, et sa capacité antihypertensive est au moins liée a la relaxation des
vaisseaux sanguins via le blocage des canaux Ca?" et la stimulation de I'ACE-2. Tandis que,
I'extrait aqueux des parties aériennes d'Euphorbia cheiradenia a montré une puissante activité
antihypertensive, car il n'a eu aucun effet sur les rats normotendus, mais son activité a été
remarquable chez les rats hypertendus a une dose de 100 mg/kg; en outre, cet extrait a eu un effet
vasorelaxant qui a partiellement détendu les anneaux aortiques en activant le canal KATP et en
inhibant la voie béta-adrénergique. Cependant, I'extrait n'a montré aucun effet sur I’ACE-2 dans
les aortes isolées de rat. L'extrait aqueux des parties aériennes d’Haloxylon scoparium a montré
une forte activité antihypertensive, puisqu'il n'a eu aucun effet sur les rats normotendus, mais,
son activité était remarquable chez les rats hypertendus a des doses de 60 et 100 mg/kg ; en
outre, cet extrait posséde des propriétés vasorelaxantes via le blocage des canaux Ca®*. L'extrait
aqueux de fruits d'’Ammodaucus leucotrichus a révélé une importante activité antihypertensive
chez les rats hypertendus a des doses de 60 et 100 mg/kg. De plus, I’extrait aqueux de cette
plante a causeé une vasodilatation des vaisseaux sanguins via les voies de synthese du NO-
guanosine monophosphate cyclique (GMPc) et des prostaglandines. Par conséquent, l'extrait
aqueux des parties aériennes d’Ammi visnaga a montré une activité antihypertensive significative

chez des rats hypertendus a des doses de 70 et 140 mg/kg. De plus, dans des aortes thoraciques
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isolées de rat, tous les médicaments utilisés dans notre étude n'étaient pas responsables de la voie

de signalisation et n'avaient aucun effet sur la vasorelaxation induite par cet extrait.

Les résultats de ces recherches sont compatibles avec le fait que la population marocaine,
en geénéral, et la population de la région de Daraa-Tafilalet, en particulier, emploient
régulierement ces cing plantes a des fins médicinales contre les maladies cardiovasculaires,
notamment contre I'hypertension. Les données obtenues mettent également en évidence la
richesse et la diversité de ces plantes en termes de métabolites secondaires, ainsi que leur teneur
en polyphénols et en flavonoides, qui peuvent étre responsables des effets biologiques constatés
chez ces plantes. Chez des rats Wistar males adultes, un traitement oral de L-NAME a une dose
de 60 mg/kg de poids corporel a provoqué des anomalies de la fonction vasculaire et des
organes. En revanche, le traitement de rats hypertendus avec l'extrait aqueux de ces especes a

rectifié ces anomalies et amélioré la fonction des vaisseaux sanguins.

Ces premiéres investigations, qui se sont concentrées sur les effets antihypertenseurs de
cing espéces médicinales tres utilisées dans la pharmacopée marocaine, ouvrent la porte a des

recherches plus approfondies. Nous proposons donc:

% Fractionner les extraits aqueux, afin d'obtenir des fractions plus purifiées, en quantité
considérable, d'identifier leur composition phytochimique, et de tester leur activité
antihypertensive a des doses non toxiques.

% Isoler des molécules pures a partir de fractions, évaluer leur impact antihypertenseur a
différents doses et étudier le lien structure-activité.

< Examiner l'effet des extraits et des composés isolés de ces plantes dans des modeéles
expérimentaux d'hypertension plus variés.

% Aborder les mécanismes d'action des fractions et des molécules actives de ces extraits in

vitro, par I’étude de leur effet sur I’activité de I’inhibition de 1'enzyme de conversion de

I'angiotensine (ACE) in vitro et les mesures du NO plasmatique, du niveau de

I’angiotensine II et de la rénine.
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