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INTRODUCTION

RESUME

Obijectif . Caractériser les extraits de feuilles d’Annona muricata Linn et évaluer in vivo
I’activité anti-hypertensive. Méthodes. il s’agit d’une étude expérimentale réalisée de janvier a
juin 2018 dans les Laboratoires de Pharmacie Galénique et de Législation Pharmaceutique, et
de Physiologie animale 1’Université de Yaoundé 1. Les feuilles séchées et pulvérisées ont été
macérées dans trois solvants différents : hexane, mélange hydro-éthanolique et eau distillée.
La caractérisation phytochimique a été effectuée selon Harbone et Evans. La pathologie a été
induite aux rats wistar males en administrant du saccharose 20% et du NaCl 9%, 1’évaluation
s’est faite aux doses de 50 et 100 mg/kg d’extrait hydro-éthanolique. La pression artérielle et
la fréquence cardiaque ont été selon la méthode modifiée de Bopda et al. Le profil lipidique,
les transaminases et la créatinine ont été¢ déterminés par dosage enzymatique, et I’ionogramme
par un analyseur d’électrolytes HUMALYTE. Résultats.: L’extrait hydro-éthanolique contient
des alcaloides, polyphénols, tanins, triterpenes, flavonoides, stéroides et anthraquinones. Les
deux doses d’évaluation ont permis d’observer une baisse de la pression artérielle mais pas de
la fréquence cardiaque, une rétention potassique et une diminution de la natrémie. Le
cholestérol total est resté élevé chez les rats traités a 50 mg/Kg, et le cholestérol-LDL chez
tous les rats hypertendus suite a l’administration de ’extrait. Cependant, les dommages
hépatique et rénal n’ont été observés. Conclusion. La caractérisation de I’extrait hyrdo-
éthanolique d’Annona muricata L a revelé la présence d’alcaloides, polyphénols, tanins,
triterpénes, flavonoides, stéroides et anthraquinones et une activité anti-hypertensive sur les
rats de souche wistar.

ABSTRACT

Obijective. To characterize and evaluate Annona muricata Linn leave extracts and their in vivo
anti-hypertensive activity. Methodology. This experimental study was carried out from
January to June 2018 in the Laboratory of Galenic Pharmacy and Pharmaceutical Legislation
of the Faculty of Medicine and Biomedical Sciences, and the Laboratory of Animal
Physiology of the Faculty of Science of the University of Yaoundé I. The dried and pulverised
leaves were macerated in three different solvents: hexane, hydro-ethanolic mixture and
distilled water. Phytochemical characterisation was carried out according to Harbone and
Evans’ protocols. Pathology was induced in male Wistar rats by administering 20% sucrose
and 9% NaCl. The rats were treated with 50 and 100 mg/kg doses of hydroethanol extract.
Blood pressure and heart rate were determined by the modified method of Bopda and al. Lipid
profile, transaminases and creatinin were determined by an enzyme assay, and the ionogram
by a HUMALYTE electrolyte analyzer. Results. The hydroethanol extract contains alkaloids,
polyphenols, tannins, triterpenes, flavonoids, steroids and anthraquinones. A decrease in blood
pressure but not heart rate, potassium retention and a decrease in natraemia were observed.
Total cholesterol remained elevated in rats treated at 50 mg/Kg, and LDL-cholesterol in all
hypertensive rats following administration of the leave extract. However, liver and kidney
damage was not observed. Conclusion. The characterisation of the hyrdo-ethanolic extract of
Annona muricata L revealed the presence of alkaloids, polyphenols, tannins, triterpenes,
flavonoids, steroids and anthraquinones and consequently, an anti-hypertensive activity on our
rats.

Selon 1’Organisation mondiale de la santé, ’'HTA est responsable d’au moins 45% des décés par maladies cardiaques et de
51% des décés par accidents vasculaires cérébraux [1]. Au Cameroun 47,5% de la population souffre d’HTA, soit 50,1%
d’hommes et 44,6% de femmes [2]. Le traitement de I’HTA par la médecine conventionnelle repose sur une
pharmacothérapie associée a des régles hygiéno-diététiques. Cependant, son co(t et sa disponibilité la rendent inaccessible
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a toutes les couches sociales [3,4]. Ces dernieres optent pour la médecine traditionnelle comme moyen de traitement
alternatif ou complémentaire [3]. C’est le cas d’Annona muricata, une plante médicinale de la famille des Annonaceae,
reconnue pour ses nombreuses propriétés thérapeutiques [5,6]. Traditionnellement dans certaines localités du Cameroun,
ses feuilles sont utilisées en infusion ou décoction pour traiter '"HTA [7].

MATERIEL ET METHODES

Matériel végétal

La présente étude était de type expérimental et s’est réalisée dans le Laboratoire de Pharmacie Galénique et de Législation
Pharmaceutique de la Faculté de Médecine et des Sciences Biomédicales, et le Laboratoire de Physiologie animale de la
Faculté des Sciences de 1’Université de Yaoundé I. La récolte des feuilles s’est effectuée a Nkolondom (département du
Mfoundi, Région du Centre Cameroun) au mois de janvier 2018. Elles ont été rincées a I’eau courante et séchées a 1’abri du
soleil pendant 10 jours. Une descente préliminaire avait permis de I’identifier a I’Herbier National du Cameroun
(N°18681/SRF/Cam) comme Annona muricata Linn de la famille des Annonaceae.

Matériel animal

Les rats males de souche wistar étaient agés de 10 semaines, avec un poids oscillant entre 100 et 150 g. L’élevage s’est
déroulé pendant quatre semaines a 1’animalerie de la Faculté de Médecine et des Sciences Biomédicales de Yaoundé I. Ils
ont été répartis de facon aléatoire dans des cages tapissées de copeaux de bois, avec libre acces a 1’eau et nourriture,
également soumis a un cycle obscurité/lumiére de 12 heures & tempeérature ambiante. Cing groupes de six rats ont été
constitués : les rats normaux (G1), les rats témoins négatifs (G2), les rats tests 1 (G3) et tests 2 (G4), et les rats contrbles
positifs (G5).

Extraction

Cent grammes de feuilles pulvérisées ont été introduits dans 800 mL d’hexane, d’un mélange hydro-éthanolique 95° (3:7,
v/v) et d’eau distillée pendant 48 heures. Les extraits secs ont été obtenus par évaporation a 1’étuve (Manesty-petrie) a 70°C
pendant 60 heures et le rendement calculé par la formule :

m
R = M* 100
Avec R : rendement de I’extraction ; M : masse de feuilles pulvérisées ; m : masse de I’extrait obtenu

Criblage phytochimique
L’étude phytochimique qualitative a été réalisée au moyen des protocoles standards de Harbone et Evans [8,9].

Induction de I’hypertension artérielle expérimentale

La pathologie a été induite a partir des méthodes modifiées de Gordish et al., et Ndzana et al. [10,11]. Durant 28 jours les
groupes G2 a G5 ont été exposés ad libitum a une eau de boisson enrichie au saccharose 20% et a 2 mL/jour de NaCl 9%
administrés par gavage. Le groupe contrdle standard a regu de I’eau distillée a 10 mL/Kg.

Traitement de I’hypertension artérielle induite

Le traitement a débuté le 27° jour de ’exposition et a duré 72 heures. Quotidiennement, G1 n’a recu aucun traitement, G2
de I’eau distillée, G3 cinquante milligrammes d’extrait hydro-éthanolique et G4 le double, enfin 10 mg/kg d’amlodipine
comme médicament de référence au G5.

Mesure des parametres hémodynamiques \

La mesure des paramétres hémodynamiques s’est faite le 31° jour. La pression artérielle systolique (PAS), la pression
artérielle diastolique (PAD), la pression artérielle moyenne (PAM) et la fréquence cardiaque (FC) ont été déterminées par
la méthode modifiée de Bopda et al. [12].

Collecte des échantillons sanguins
Les échantillons sanguins ont été collectés selon Feng J et al. [13].

Mesure des parametres biochimiques

La natrémie et la kaliémie ont été réalisées au moyen de I’ionométre HUMALYTE. La méthode enzymatique a été utilisée
pour déterminer la teneur du cholestérol total en point final au cholestérol oxydase [14], la quantification des triglycérides
par la méthode du glycérol phosphate oxydase [15], le dosage du HDL-cholestérol et du LDL-cholestérol a été effectué par
la méthode de précipitation a I’acide phosphotungstique en présence d’ions magnésiums [16]. L’index athérogéne (IA) a
été obtenu a ’aide de la formule suivante : IA = CT/C-HDL [17]. Les kits de diagnostic commerciaux SGM ltalia ont été
utilisés pour quantifier les transaminases aspartate amino-transférase (ASAT) et alanine-amino-transférase (ALAT), ainsi
que la créatinine.

Analyses statistiques

Les données ont été recueillies dans le logiciel Excel (Windows office 2013), ’analyse statistique a été faite grace au
logiciel Graph Pad version 7.0. Les tests d’ANOVA a un facteur suivi du test de Tukey ont été utilisés pour la comparaison
entre les groupes. Les résultats exprimés sous forme de tableaux et graphiques et de moyenne * erreur standard sur la
moyenne pour les variables analysées, et les tests seront statistiquement signifiant pour p<0,05.
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RESULTATS

Caractérisation phytochimique

Le tableau | récapitule la caractérisation phytochimique des extraits de feuilles d’Annona muricata L. L’extrait aqueux
renferme plus de métabolites secondaires (huit) suivi de 1’extrait hydro-éthanolique (sept) et enfin de I’extrait hexanique
(quatre).

Tableau I : résultats de la caractérisation phytochimique des extraits d’Annona muricata L.

Extraits
Meétabolites Hexane Eau + éthanol Eau
Alcaloides - + +
Phénols + - +
Polyphénols + + +
Saponines - - +
Tanins - + =
Triterpenes + + +
Flavonoides - + +
Stéroides + + +
Anthocyanes - - -
Anthraquinone - + +

(+) : Présence ; (-) : Absence

Effets du traitement aux extraits chez les rats

Le traitement aux extraits a 50 et a 100 mg/Kg chez les rats malades a significativement baissé la PAS, la PAD et la PAM
en comparaison aux rats témoins négatifs, mais n’a entrainé aucune diminution significative de la FC en comparaison au
groupe témoin négatif.

Tableau Il : Effets des extraits hydro-éthanoliques sur les parametres hémodynamiques

Parameétres Normaux T neg D50 D100 Amlo 10
PAS (mmHg) 98,1 + 3,6° 139+ 1,3° 75405 719+1,6 ¢ 81,6 +6,6°
PAD (mmHg) 788+7,5°¢ 915+142° 459+19°% 50,1 +3,1 ¢ 58,9+8,8°
PAM (mmHg) 852+51% 107 2,31 55,7+1,4% 57,4+2,6¢ 66,5+8,0°¢
FC (BPM) 398+ 6,1 401+ 14,9 375+ 29,4 376 +225 397 +20,8

Normaux : rats normaux recevant de 1’eau distillée ;

T neg = témoins négatifs : rats hypertendus recevant de I’eau distillée ;

D50 : rats hypertendus recevant de ’extrait hydro-éthanolique d’A. muricata L. a la dose de 50 mg/kg ;
D100 : rats hypertendus recevant de I’extrait hydro-éthanolique d’A. muricata L. a la dose de 100 mg/kg ;
Amlo 10 : rats hypertendus recevant I’amlodipine.

Effets de I’extrait hydro-éthanolique sur I’ionogramme

La natrémie

Le traitement aux extraits & 50 et a 100 mg/Kg chez les rats malades a significativement baissé la natrémie en comparaison
aux rats témoins négatifs.
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Figure 1 : effets de I’extrait hydro-éthanolique sur la natrémie
Normaux : rats normaux recevant de 1’eau distillée ; T neg = témoins négatifs : rats hypertendus recevant de I’eau distillée ; D50 :
rats hypertendus recevant de 1’extrait hydro-éthanolique d’A. muricata L. & la dose de 50 mg/kg ; D100 : rats hypertendus recevant
de I’extrait hydro-éthanolique d’A. muricata L. & la dose de 100 mg/kg ; Amlo 10 : rats hypertendus recevant I’amlodipine.
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La kaliémie
Le traitement aux extraits a 50 et a 100 mg/Kg chez les rats malades a significativement (p < 0,01) réduit la perte de
potassium sanguin en comparaison aux rats témoins négatifs.
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Figure 2 : effets des extraits hydro-éthanolique sur la kaliémie
Normaux : rats normaux recevant de 1’eau distillée T neg = témoins négatifs : rats hypertendus recevant de 1’eau distillée ; D50 : rats
hypertendus recevant de I’extrait hydro-éthanolique d’A. muricata L. a la dose de 50 mg/kg ; D100 : rats hypertendus recevant de
I’extrait hydro-éthanolique d’A. muricata L. a la dose de 100 mg/kg ; Amlo 10 : rats hypertendus recevant I’amlodipine.

Effets de ’extrait hydro-éthanolique sur les parametres biochimiques

Le profil lipidique

Suite au traitement a 50 mg/Kg d’extrait chez les rats hypertendus, aucune diminution significative du cholestérol total et
du cholestérol-LDL n’a été relevé. A cette méme dose il n’y a pas eu d’effet antiathérogéne, contrairement au traitement a
la dose de 100 mg/Kg qui a montré un effet antiathérogéne en comparaison au groupe témoin négatif.

Tableau I11: profil lipidique

Parametres biochimiques Groupes

Normal T nég D50 D100 Amlo 10
Cholestérol total (mg/dL) 74,8 + 3,06 74,4 £ 0,705 83,8 £0,88" 731,538 75+ 1,53
Triglycérides (mg/dL) 72,1+1,03 71,8+4,52 77,1444 106 + 5,26 76,9 +1,99
HDL-Chlolestérol (mg/dL) 63,4+ 13,10 41,2 +2,61 32,7+1,48 45 +1,87 48 7,05
LDL-Cholestérol (mg/dL) 424 +0,62° 17,4 +0,852° 27,7 +4,04% 7,51 +0,729% 10,54 + 0,598°¢
Index athérogéne 1,17 +0,0463° 2,05 +0,1323 2,56 +0,121% 1,65 % 0,024%C 1,57 +0,0379°

Normaux : rats normaux recevant de 1’eau distillée ;

T neg = témoins négatifs : rats hypertendus recevant de 1’eau distillée ;

D50 : rats hypertendus recevant de 1’extrait hydro-éthanolique d’A. muricata L. & la dose de 50 mg/kg ;
D100 : rats hypertendus recevant de 1’extrait hydro-éthanolique d’A. muricata L. & la dose de 100 mg/kg ;
Amlo 10 : rats hypertendus recevant I’amlodipine.

Parameétres biochimiques hépatiques et rénaux
Le traitement aux extraits aux doses de 50 et 100 mg/Kg a entrainé une baisse significative de I’ALAT par rapport aux rats
témoins négatifs.

Tableau 1V : paramétres biochimigues hépatiques et rénaux

Paramétres Groupes

Normaux T neg D50 D100 Amlo 10
ASAT (U/dL) 3,89 +0,592* 11,4 +1,49" 154 £1,123 14,1 +2,04? 11,8 +0,902"
ALAT (U/dL) 6,14 +0,123° 9,21 +0,455° 6,8 +0,439° 6,92 +0,52° 7,22 +0,335°
Créatinine (U/dL) 1,49 +0,0817 1,74 +0,0786 1,57 +0,0577 1,83 +0,107 1,53 +0,0088

Normaux : rats normaux recevant de 1’eau distillée ;

T neg = témoins négatifs : rats hypertendus recevant de I’eau distillée ;

D50 : rats hypertendus recevant de I’extrait hydro-éthanolique d’A. muricata L. a la dose de 50 mg/kg ;
D100 : rats hypertendus recevant de I’extrait hydro-éthanolique d’A. muricata L. a la dose de 100 mg/kg ;
Amlo 10 : rats hypertendus recevant I’amlodipine.
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DISCUSSION

Les rendements d’extraction des feuilles d’A. muricata L obtenus différaient en fonction des solvants (annexe 1). Brian L et
al., avaient obtenu un rendement de 2,79% suite a une extraction hexanique [18]. Logmo Mahi et al., avaient
successivement réalisé des extractions hydro-éthanolique et aqueuse, et avaient respectivement obtenu un rendement de
18,07% et 11,87% [19]. Les techniques utilisées par ces auteurs peuvent justifier en partie la différence de rendement
observée. En comparaison avec la présente étude, les travaux de Magaret E et al. ont révélé la présence de cing groupes de
métabolites secondaires supplémentaires dans I’extrait hexanique en utilisant la méthode de Silva et al. [20]. Ceux de Mahi
Logmo et al. ont différé par la présence de saponines, qui par leur polarité ont été mieux exprimées dans le mélange hydro-
alcoolique dont le ratio était de 70:30. En plus de cela, ils avaient mis en évidence la présence de coumarines, de glycosides
cardiotoniques et de sucres [19]. S’agissant de I’extrait aqueux, les travaux de Magaret E et al. ont revelé la présence
supplémentaire des stéroides [20]. L’HTA est résumée par la formule : Pression Artérielle = Fréquence Cardiaque (FC) x
Résistance Périphérique (RP). Ainsi, la diminution de la FC et/ou de la RP affecte la pression artérielle [21]. A ’exception
de la FC, le traitement aux extraits hydro-éthanoliques a abaissé la PAS, PAD et PAM. Ceci permet d’affirmer que ’extrait
hydro-alcoolique contient un ou plusieurs métabolites secondaires aux propriétés antihypertenseurs, et que cette action est
le fait la diminution des résistances périphériques, concordant ainsi avec les travaux de Nwokocha R et al., et Sokpe A et
al. [22,23]. Au cours de I’induction de la pathologie, une prise de poids a été relevée chez les animaux (annexe 2). En effet,
I’administration de NaCl 9% associée au saccharose 20% favorise la survenue d’une HTA, la résorption intestinale et
rénale de sodium, ainsi que sa rétention [10,24]. 11 s’en suit une hyper-volémie responsable en partie de la prise de poids
[25]. Suite au traitement par les extraits hydro-éthanoliques, il a été relevé chez les rats une baisse significative de la
natrémie mais pas de la kaliémie. Cette observation rappelle le mécanisme d’action des diurétiques épargneurs potassiques
qui pourrait expliquer le mécanisme d’action du/des métabolite(s) secondaire(s) actif(s) [26], ce qui est en contradiction
avec les travaux de Nwokocha R et al., ainsi que Sokpe A et al. [22,23]. L’induction de 'HTA expérimentale entraine la
survenue des syndromes métaboliques qui résultent de la formation de radicaux libres et sont neutralisés par des
antioxydants tels les flavonoides, les composés phénoliques [27-29]. L’exploration du profil lipidique a révélé qu’un
traitement a I’extrait a la dose 50mg/kg ne réduisait ni la formation du cholestérol total, ni celle du cholestérol-LDL chez
les rats hypertendus, et & cette méme dose, le risque athérogéne était significativement éleve. Cependant, a la dose de 100
mg/Kg ce risque n’était pas présent ce qui traduirait I’activité antiathérogene. Le traitement aux extraits hydro-éthanoliques
n’a entrainé aucune élévation significative des transaminases (ASAT et ALAT) et de la créatinine. Il convient donc
d’affirmer qu’a ces doses aucun dommage hépatique et rénal ne survient. Ces résultats sont similaires a ceux de Sokpe et al.
qui avaient administré des doses de 50, 100 et 150 mg/Kg d’extrait d’A. muricata et n’ont observé aucune différence
significative de ces paramétres [23]. En rappel, I’augmentation des taux sériques de ces paramétres reflete une lésion
cellulaire de ces organes respectifs [30-32].

LIMITES DE L’ETUDE

Les résultats de 1’étude ne renseignent pas sur le(s) groupe(s) de métabolite(s) secondaire(s) responsable(s) de 1’activité
anti-hypertensive ainsi que sur la toxicité de 1’extrait hydro-éthanolique.

CONCLUSION

Les résultats de ce travail permettent de justifier 1’utilisation des feuilles d’Annona muricata L. dans la prise en charge
traditionnelle de I’hypertension artérielle en relation avec sa composition en métabolites secondaires. Par ailleurs, elle
présente un effet anti-athérogéne nécessaire pour la prévention complications liées a I’hypertension artérielle.
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ANNEXES

Annexe 1

L’extraction de la poudre de feuilles d’Annona muricata L a présenté un meilleur rendement avec le solvant hydro-
alcoolique, puis aqueux et hexanique.

Tableau V : rendement des extractions

Solvant M (g) m (g) R
Hexane 100 4,004 4,004%
Hydro-éthanolique 100 16,16 16,16%
Eau 100 10,46 10,46%
M : masse de feuilles pulvérisées ;

m : masse de ’extrait sec ;
R : Rendement de I’extraction

Annexe 2
Le suivi de la variation du poids des animaux au cours de l'induction de I’hypertension artérielle expérimentale pendant 28
jours est représenté par la figure 3 ci-dessous

260 A

240 -

220 -
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Figure 3 : évolution de la masse pondérale des rats durant I’induction de I’hypertension artérielle

Normaux : rats normaux (G1) ; T neg = témoins négatifs (G2); D50 : rats a traiter a la dose de 50 ma/kg (G3) ; D100 :

Health Sci. Dis: Vol 22 (9) September 2021 pp 1-7
Available free at www.hsd-fmsb.org 7




