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RESUME

Les graines fermentées de néré sont utilisées en médecine traditionnelle pour traiter 1’hypertension
artérielle qui est une importante cause de décés dans le monde. Cette pathologie entraine aussi le stress oxydatif.
C’est la raison pour laquelle, cette étude a été menée pour évaluer ’effet antioxydant des extraits aqueux et
hydro-éthanolique de ce condiment chez les rats rendus hypertendus par injection de 1’adrénaline a la dose de
1,46.10°mg/kg pc. L’ administration par gavage des extraits avec les doses allant de 1000 a 2000 mg/kg pc et de
la Nifédipine a la dose de 10 a 20 mg/kg pc pendant 6 jours a provoqué une augmentation significative de
I’activité des enzymes anti-oxydantes (SOD et catalase) et de monoxyde d’azote (NO), comparativement aux
rats rendus hypertendus non traité (recevant essentiellement de I’eau), chez lesquels, il a été observé une baisse
significative de ’activité de ces enzymes et de NO. En revanche, il a été constaté une augmentation significative
des sous-produits de la peroxydation lipidique (malonaldéhyde) chez les rats rendus hypertendus non traité et
une baisse significative chez les rats rendus hypertendus et traités. Au total, les graines fermentées de néré
possedent un important potentiel antioxydant.
© 2022 International Formulae Group. All rights reserved.
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Effects of the aqueous and ethanolic extracts of fermented seeds of Parkia
biglobosa (Mimosaceae) on some markers of the oxydative stress in rats made
hypertensive

ABSTRACT

Fermented néré seeds are used in traditional medicine to treat high blood pressure which is a leading
cause of death worldwide. This pathology also causes oxidative stress. This is the reason why this study was
conducted to evaluate the antioxidant effect of aqueous and hydro-ethanolic extracts of this condiment in rats
rendered hypertensive by injection of adrenaline at a dose of 1.46.10-3mg/ kg bw. Administration by gavage of
extracts with doses ranging from 1000 to 2000 mg/kg bw and nifedipine at a dose of 10 to 20 mg/kg bw for 6
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days caused a significant increase in the activity of anti- oxidants (SOD and catalase) and nitric oxide (NO),
compared to untreated hypertensive rats (mainly receiving water), in which a significant drop in the activity of
these enzymes was observed and of NO. In contrast, there was a significant increase in lipid peroxidation by-
products (malonaldehyde) in rats rendered hypertensive untreated and a significant decrease in rats rendered
hypertensive and treated. Overall, fermented néré seeds have significant antioxidant potential.

© 2022 International Formulae Group. All rights reserved.
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INTRODUCTION

Le stress oxydatif est le résultat d’un
déséquilibre entre la production de molécules
pro-oxydantes et leur neutralisation par des
molécules anti-oxydantes en faveur des
premieres (Haleng et al., 2007). Les molécules
anti-oxydantes peuvent étre reparties en deux
groupes que sont, les molécules anti-oxydantes
endogénes (SOD, la catalase, glutathion
peroxydase ...) d’une part et d’autre part, les
molécules anti oxydantes exogénes (la
vitamine E, la vitamine A ...) (Kohen et Nyska,
2002 ; Halliwell et Gutteridge, 2015). Le stress
oxydatif est relié & la formation de plusieurs
pathologies dont I’hypertension artérielle. En
effet, plusieurs études ont démontré que le
stress oxydatif contribue grandement aux
mécanismes responsables de 1’hypertension
artérielle (Lassegue et Griendling, 2004 ;
Paravicini et Touys, 2006). Cette pathologie est
un véritable probléme de santé publique dans
le monde.

Les aliments et les plantes médicinales
sont une énorme source d’antioxydants. A la
longue liste des plantes médicinales, figure
Parkia biglobosa ou néré. C’est une espéece de
la famille Mimosaceae. Des études ont révélé
I’effet antihypertenseur des extraits aqueux des
écorces de néré (Yomalan et al., 2008) et des
extraits aqueux et éthanolique des graines
fermentées de P. biglobosa (Coulibaly et al.,
2017). Les graines fermentées de néré sont
communément appelées soumara en Cote
d’Ivoire. Ce condiment est aussi appelé afitin
au Bénin (Azopkota et al., 2011), dawa-dawa
au Nigéria et au Niger, nététu au Sénégal et
soumbala au Mali et Burkina-Faso (Azopkota
et al., 2006). Il est obtenu par un ensemble
d’opérations unitaires technologiques qui
présente trois étapes essentielles dont la
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premiere cuisson, la deuxiéme cuisson et la
fermentation (Fatoumata et al., 2016).
L’objectif de cette étude était d’évaluer I’effet
des extraits aqueux et éthanolique des graines
fermentées de néré sur le stress oxydatif.

MATERIEL ET METHODE
Matériel
Matériel végétal

Cette étude a été réalisée avec les
graines fermentées de néré (soumara),
produites par des femmes de la région de la
Bagoué située au nord de la Cote d’Ivoire.
Matériel animal

Des rats blancs albinos, maéles et
femelles, de souches Wistar, agés de 2 a 3 mois
et pesant entre 130 g et 180 g ont été utilisés
dans cette étude.

Méthode
Préparation des différents extraits végétaux
Deux (02) échantillons de 500 g de
soumara ont été préalablement séchés a la
température ambiante du laboratoire puis
broyés et réduits en poudre dans un mortier. Par
la suite, 250 g de poudre de soumara ont été
dissouts dans 500 mL d’eau distillée puis
homogénéisés sous agitation magnétique
pendant 24 heures a 25°C. L’homogénat
obtenu a été filtré successivement deux fois sur
du coton hydrophile puis une fois sur du papier
Whatman n°2. Le filtrat obtenu est évaporé a
I’aide d’une étuve de type Med Center
Venticell a 50°C pour donner une poudre de
couleur marron qui constitue 1’extrait aqueux.
La méme opération a été réalisée en
utilisant en lieu et place de 1’eau distillée de
I’éthanol a 70%. Cependant a la différence, le
volume du filtrat hydro-alcoolique obtenu est
d’abord réduit a I’aide d’un évaporateur rotatif
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de type Biichi a la température de 60°C.

Ensuite, le reste du filtrat est évaporé a 1’aide

d’une étuve de type Med Center Venticell a

50°C pour donner une poudre de couleur

marron légerement pateuse qui représente

I’extrait éthanolique a 70%. Tous les extraits

bruts végétaux ainsi constitués sont conservés

dans des bocaux hermétiquement fermés et
placés au réfrigérateur jusqu'a leur utilisation
pour les différents essais.

Induction de [D’hypertension

sanguine chez les rats.

Trente-deux (32) rats agés de 2 a 3 mois
ont été utilisés. Ces rats ont été répartis en deux
groupes, un groupe constitué du lot témoin (4
rats) et un autre groupe test de 28 rats.

Les rats du lot témoin ont recu par voie
orale de I’eau distillée en fonction de leur poids
corporel  pendant 14  jours  (temps
d’expérimentation). Ceux du groupe essai,
selon la méthode d’Omale (2011) ont regu par
injection intrapéritonéale de [’adrénaline
(ADR) a la dose de 1,46.10°*mg/kg pc. Aprés
I’installation de I’'HTA, ce groupe a été ensuite
reparti en 7 lots de 4 rats chacun. Le traitement
a été fait comme suit :

- Le lot HypNT (lot constitué de rats
hypertendus non traités ou lot contrdle
positif) aprés  l’induction  de
I’hypertension artérielle, les rats de ce lot
n’ont subi aucun traitement pendant les 6
jours qu’a duré le traitement des rats des
autres lots essais.

- Lelot Nif 10 : les rats de ce lot ont re¢u par
gavage (1mL), aprés ’induction de ’'HTA,
de la Nifédipine® a la dose de 10 mg/kg pc
pendant 6 jours (durée du traitement).

- Lelot Nif 20 : les rats de ce lot ont regu par
gavage (ImL), apres I’induction d’HTA, de
la Nifédipine® a la dose de 20 mg/kg pc
pendant 6 jours.

- Lelot Eth 1000 : les rats de ce lot ont recu
par gavage (1mL) de I’extrait éthanolique a
la dose de 1000 mg/kg pc pendant 6 jours
apres installation de I’HTA.

- Le lot Eth 1500 : les rats de ce lot ont recu
par gavage (1mL) de I’extrait éthanolique a
la dose de 1500 mg/kg pc pendant 6 jours
apres installation de I’HTA.

artérielle
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- Lelot Ag 1500 : les rats de ce lot ont recu
par gavage (1mL) de I’extrait aqueux a la
dose de 1500 mg/kg pc pendant 6 jours
apres installation de ’'HTA.

- Lelot Ag 2000 : les rats de ce lot ont regu
par gavage (1mL) de I’extrait aqueux a la
dose de 2000 mg/kg pc pendant 6 jours
apres installation de ’HTA.

Apres les 14 jours d’expérimentation,
les rats sont sacrifiés par décapitation. Leurs
sangs et leurs organes sont prélevés pour le
dosage des parametres marqueurs du stress
oxydant. Ainsi, le cou du rat est sectionné a
I’aide d’une lame de bistouri et le rat est placé
aussitdt au-dessus des tubes de prélévement
pour la récolte du sang. Le cceur, le foie, les
reins et ’aorte sont ensuite prélevés.

Dosage de quelques paramétres du stress

oxydatif chez des rats rendus hypertendus a

Padrénaline

Mesure de [’activité du superoxyde dismutase

(SOD)

L’activité de la SOD a été mesurée au
test du nitro bleu de tetrazonium (NBT). Le
nitro bleu de tetrazonium (NBT) est réduit par
la NADPH en présence de I’anion superoxyde
(O2") et donne un chromophore violet foncé
(Van, 1989). Alors que la SOD élimine I’anion
superoxyde (Oz"), I’intensité de la coloration
du chromophore est proportionnelle a 1’activité
de la SOD dans le milieu. Toutefois, I’activité
de la SOD a été mesurée selon la méthode
suivante.

Dans un tube a essai ont été ajoutés 5 uL
de ’homogénat de chaque organe (rein, coeur)
des rats hypertendus et 2 mL du mélange
réactionnel (cyanide de sodium 2.10°M ;
solution du NBT 1,76.10* M ; EDTA 6,6.10°®
M ; riboflavine 2.10°¢ M ; méthionine 102 M et
3 mg de NADPH), puis le mélange a été irradié
avec une lampe de 15 watts pendant 10
minutes. L’absorbance a été ensuite mesurée a
560 nm. Les valeurs de ’activité de la SOD ont
été exprimées en Ul.mg™ de protéines.

Mesure de l’activité de la catalase

L’activité de la catalase a été mesurée
dans I’homogénat de I’organe selon la méthode
spectrométrique utilisée par Elia et al. (2003).
En effet, les catalases sont responsables de la
dégradation de H,0, en H; et O,. La méthode
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de dosage consiste a mesurer la diminution de
I’absorbance liée a la disparition du peroxyde
d’oxygéne qui est le substrat de I’enzyme.

Cette  diminution du  peroxyde
d’oxygéne qui est proportionnelle a 1’activité
de la catalase est déterminée par la préparation
dans une cuve de mesure en quartz, d’une
solution substrat composée de 1 mL de tampon
phosphate (KH2PO4, 0,1 M, pH 7,4), 0,950 mL
de H0: (0,019M), de 0,025 mL de la source
enzymatique (fraction d’aorte, rein, foie et
ceeur). La réaction a été suivie par
I’enregistrement de 1’absorbance a 560 nm
chague minute pendant deux minutes.
L’activité enzymatique a été exprimée en
mmol H,0, décomposée/ ug prot.

Dosage du monoxyde d’azote

Le dosage du monoxyde d’azote (NO) a
été realisé a partir du réactif de GRIESS dont
la préparation a été faite a ’abri de la lumiere.
La sulfanilamide (1%) et le
naphthyléthylenediamide (0,1%) ont été dilues
(v/v) dans de I’acide phosphorique (2,5%). La
solution standard utilisée a été une solution de
nitrite de sodium (NaNQO,) de concentration 1
mM.

Le dosage du NO a été faite selon la
méthode de Griess (1879), décrite par Sun et al.
(2003), repose sur deux réactions de
diazotation. Le nitrite acidifié produit un agent
nitrosant qui réagit avec 1’acide sulfanilique
pour produire 1’ion diazonium. Ce dernier est
couplé au naphtyléthylenediamine pour former
un dérivé azoté chromosphérique qui absorbe a
570 nm.

La solution de nitrite de sodium
(NaNO,, 1 mM) a été diluee au demi dans une
série de 13 tubes & essais. Dans le tube 1
contenant 100 uL de NaNO, ont été ajoutés
100 pL de réactif de GRIESS. L’ensemble a été
homogénéisé au vortex et 100 pL ont été
prélevés pour le tube 2. La densité optique a été
lue & 570 nm aprés 10 minutes. Dans chacun
des 12 tubes restant ont été introduits
initialement 100 puL d’eau distillée. La dilution
de NaNO, a été ensuite faite de la maniére
suivante : au contenu du tube n°2 ont été
ajoutés 100 pL de la solution prélevée dans le
tube n°l, ’ensemble a été homogénéisé¢ au
vortex et 100 pL de ce mélange ont été prélevés
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et ajoutés dans le tube n°3 et ainsi de suite
jusqu’au tube n°13. Pour le dernier tube (n°13),
100 pL du mélange ont été prélevés et jetés. Au
contenu des tubes 2 a 13 ont ensuite été ajoutés
100 pL de réactif de GRIESS et I’absorbance
de chaque tube a été lue aprés 10 minutes a 570
nm.

Cette premiére série de tubes a permis
d’établir une courbe d’étalonnage.
L’évaluation de la quantit¢ de NO dans
I’homogénat de 1’aorte a été faite de la maniére
suivante : dans cing tubes test ont été introduits
dans 1’ordre 100 pL d’homogénat d’organe
d’aorte et 100 pL de réactif de GRIESS. Apres
homogeénéisation du mélange, la densité
optique de chaque tube dont I’intensité de la
coloration du mélange est proportionnelle a la
concentration en NO a été déterminée au

spectrophotometre  (Genesys 20 Thermo
spectronic) a 570 nm apres 10 minutes de
repos.

Dosage du malonaldéhyde (MDA)

Le dosage de la MDA a été réalisé selon
la méthode d’Ohkawa et al. (1979) et décrite
par Subbiah et al. (2005). En effet, a 1 g
d’organe sont additionnés 3 mL de solution de
KCI (1,15 M). L’ensemble est broyé¢ a 1’aide
d’un homogénéiseur de Dounce (Kontes, Glass
companyan 1SO-9001 steered firm, New Jersey
USA). A 0,5 mL de I’homogénat prélevé auquel
0,5 mL d’acide trichloracétique 20% et 1 mL
d’acidethiobarbiturique (TBARS) 0,67% sont
additionnés. Le mélange obtenu est chauffé a
100 °C pendant 15 minutes, refroidi puis 4 mL
de n-butanol sont additionné ensuite,
I’ensemble est centrifugé pendant 15 minutes a
3000 tours/minute. La lecture de 1’absorbance
du surnageant obtenu est faite au
spectrophotometre (LKB 11) @ 532 nm.
Analyse statistique

L’analyse statistique des valeurs et la
représentation graphique des données ont été
réalisées avec le logiciel Graph Pad Prism 5
(Microsoft). La valeur moyenne est
accompagnée de I’erreur standard sur la
moyenne (Moyenne + SEM). L’analyse
statistique des résultats a été réalisée grace a
I’analyse des variances (ANOVA) a un facteur
suivi du test de comparaison multiple de
Tukey. P < 0,05 est considéré significatif.
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RESULTATS

La Figure 1 montre I’effet des extraits
des graines fermentées de néré et de la
Nifédipine® sur Dactivité du superoxyde
dismutase (SOD) chez les rats hypertendus. Au
niveau du cceur, le traitement avec les extraits
éthanolique et aqueux ont normalisé 1’activité
de la SOD. La Nifédipine®, I’antihypertenseur
de référence a la dose 10 mg/kg pc a entrainé
une faible réduction de 10,25% par rapport aux
rats du lot Hyp et a normalisé 1’activité de la
SOD a la dose de 20 mg/kg pc. Au niveau du
rein, les extraits éthanolique et aqueux de néré
ont normalisé I’activité de la SOD aux doses
respectives de 1500 mg/kg pc et 2000 mg/kg
pc. La Figure 2 illustre ’effet des extraits de

* Kk k

| INNENNNENNNENENNNNNEEE] N

(U/ng/prot)
EZ23

K&

E 3
*®

w *®
2N
U,
W\

RRRRRRRRRNNN

SIS ISISS.

Activité du superoxyde dismutase

graines fermentées de néré et de la Nifédipine®
sur I’activité de la catalase. Au niveau du rein,
Pextrait éthanolique de P. biglobosa a la dose
de 1500 mg/kg et la Nifédipine® a la dose de
20 mg/kg pc ont normalisé ’activité de la
catalase. Au niveau du cceur, seul 1’extrait
éthanolique du néré, a la dose de 1500 mg/kg
pc a normalisé I’activité de la catalase.

Au niveau de la Figure 3, seul I’extrait
éthanolique a la dose de 1500 mg/kg pc a
normalisé le taux sérique du monoxyde
d’azote. Tout comme a la Figure 3, seul
I’extrait éthanolique a la dose de 1500 mg/kg
pc a normalisé le taux sériqgue de MDA au
niveau du ceeur et du rein a la Figure 4.
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Figure 1 : Effets des extraits aqueux, éthanoliques et de la Nifédipine® sur le taux sérique de la SOD
chez des rats rendus hypertendus par 1’adrénaline.
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Figure 2 : Effets des extraits aqueux, éthanoliques et de la Nifédipine® sur le taux sérique de catalase
chez des rats rendus hypertendus par I’adrénaline.

Chaque barre représente la moyenne + ESM, n = 4. ***P < 0,05 ; différence significative par rapport au lot témoin. ### P<0,01, différence
significative par rapport au lot malade non traité.

Hyp : lot hypertendu, Hyp NT : lot malade non traité (témoin positif) ; Aq 1500 : lot hypertendu traité avec I’extrait aqueux a la dose de 1500
mg/kg pc, Ag 2000 : lot hypertendu traité avec 1’extrait aqueux a la dose de 2000 mg/kg pc ; Eth 1000 : lot hypertendu traité avec 1’extrait
éthanolique a la dose de 1000 mg/kg pc, Eth 1500 : lot hypertendu traité avec ’extrait éthanolique a la dose de 1500 mg/kg pc ; Nif 10 : lot
hypertendu traité avec la nifédipine a la dose de 10 mg/kg pc et Nif 20 : lot hypertendu traité avec la niféfdipine a la dose de 20 mg/kg pc.
ADR = 1,46.10% mg/kg pc.
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Figure 3 : Effets des extraits aqueux, éthanoliques et de la Nifédipine® sur le taux sérique de
monoxyde d’azote chez des rats rendus hypertendus par I’adrénaline.
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Figure 4 : Effets des extraits aqueux, éthanoliques et de la Nifédipine® sur le taux sérique de MDA
chez des rats rendus hypertendus par 1’adrénaline.

Chaque barre représente la moyenne + ESM, n = 4. ***P < 0,05 ; différence significative par rapport au lot témoin. ### P<0,01,
différence significative par rapport au lot malade non traité.

Hyp : lot hypertendu, Hyp NT : lot malade non traité (témoin positif) ; Ag 1500 : lot hypertendu traité avec I’extrait aqueux a la dose
de 1500 mg/kg pc, Aq 2000 : lot hypertendu traité avec I’extrait aqueux a la dose de 2000 mg/kg pe ; Eth 1000 : lot hypertendu traité
avec ’extrait éthanolique a la dose de 1000 mg/k

g pc, Eth 1500 : lot hypertendu traité avec 1’extrait éthanolique a la dose de 1500 mg/kg pc ; Nif 10 : lot hypertendu traité avec la
nifédipine a la dose de 10 mg/kg pc et Nif 20 : lot hypertendu traité avec la niféfdipine a la dose de 20 mg/kg pc. ADR = 1,46.10°

mg/kg pc.

DISCUSSION

La SOD et la catalase sont deux
enzymes antioxydantes présentes dans I’aorte,
le ceeur, le foie et les reins. La SOD catalyse la
dismutation de 1’anion superoxyde en eau et en
peroxyde d’hydrogéne (H20,) (Forstermann,
2010). In vivo, il est montré que ’activité de la
SOD conduit a la formation de peroxydes
d’hydrogénes dont la détoxification est alors
prise en charge par le systeme catalase et/ ou
glutathion peroxydase (Laguerre et al., 2007).
Pour le stress oxydatif dans 1’hypertension
artérielle, ce sont les activités enzymatiques de
la SOD et de la catalase qui ont été mesurées.
Cette étude a révélé une augmentation
significative de 1’activité de la SOD et de la
catalase chez les rats hypertendus non traité
comparativement aux rats normotendus.
L’augmentation de I’activité de SOD et celle de
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la catalase serait un effet compensatoire en
réponse au stress oxydant. Les résultats de la
présente étude sont similaires & ceux de
Kouamé et al. (2021) et Ngo (2011).
Concernant le monoxyde d’azote, le
traitement des rats rendus hypertendus avec la
dose de 1500 mg/kg pc de I’extrait éthanolique
des graines fermentées de P. biglobosa a
augmenté de fagon  significative la
biodisponibilité de NO chez les rats rendus
hypertendus et 1’a normalisé par rapport aux
rats normotendus. Ces résultats suggerent que
I’extrait éthanolique aurait un rdle protecteur
contre la dysfonction endothéliale induite par
I’adrénaline. En plus de sa fonction
vasodilatatrice, ce condiment a un potentiel
antioxydant. En effet, des études menées par
Coulibaly et al. (2017) et Cissé et al. (2021) ont
mis en évidence la présence de groupe de
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métabolites  secondaires tels que les
polyphénols et les flavonoides. Ces éléments
permettent de justifier 1’utilisation des graines
fermentées de néré en médecine traditionnelle
dans le traitement de I’hypertension artérielle.

Selon Redon et al. (2003), des patients
hypertendus présentent au niveau des cellules
mononucléaires périphériques et au niveau du
sang, une déficience en antioxydants (SOD,
catalase, glutathion peroxydase), en revanche
des quantités importantes de sous-produits de
la peroxydation des lipides dont la MDA.

L’injection de I’ADR a également
provoqué une augmentation significative de la
concentration de MDA. Le taux éleveé de MDA
chez les animaux malades est un indicateur de
la production accrue d’espéces réactives
oxygénées. La peroxydation lipidique est
I’oxydation des acides gras polyinsaturés en
acides gras libres par les radicaux libres. Les
membranes cellulaires étant riches en acides
gras polyinsaturés, elles sont la cible
privilégiée de la peroxydation lipidique
(Inoguchi et al., 2000). Ainsi la peroxydation
lipidique est suivie d’un changement structural
des membranes biologiques (Josiane et Pierre,
2006) ou d’autres éléments contenant des
lipides (Niki et al., 2005 ; Stark, 2005). Il
apparait une perte de la perméabilité de la
membrane, une inactivation des récepteurs et
d’enzymes membranaires. Ces perturbations
fonctionnelles peuvent aboutir a la mort des
cellules. Cependant, le traitement des rats
malades avec les extraits a diminué les taux de
MDA. Ce constat suggére que les extraits
auraient entrainé une inhibition de la
peroxydation lipidique et la production des
radicaux libres, d’ou la baisse des taux de
MDA.

Conclusion

Les résultats de cette étude confirment
qu’il y a eu stress oxydatif au cours de
induite  par
I’adrénaline. Cette étude a révélé que les
graines fermentées de néré ont un grand
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potentiel antioxydant avéré et pourraient
combattre le stress oxydatif. Cela confirmerait
I’utilisation de ce condiment comme un
antihypertenseur. Les meilleurs résultats sont
obtenus avec I’extrait alcoolique a 70%.
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