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Les maladies non transmissibles (MNT) sont ’'un des grands défis du XXle siecle
dans le domaine de la santé. Quatre pathologies en particulier les tumeurs malignes, le diabete
sucré, les maladies cardio-vasculaires et respiratoires constituent la principale cause de
mortalité dans le monde, et ’'une des difficultés majeures pour le développement mondial. En
2015, pres de 40 millions de personnes sont décédées de MNT, parmi lesquelles 15 millions
de personnes de moins de 70 ans (Shilton & Robertson, 2018). Les maladies
cardiovasculaires (MCV) occupent une place préoccupante en médecine générale malgré les

progres et la disponibilité des traitements thérapeutiques (Torlasco et al., 2017).

L’hypertension artérielle (HTA) représente un risque majeur des maladies
cardiovasculaires ainsi que des accidents vasculaires cérébraux, de maladie coronaire,
d’insuffisance cardiaque, d’insuffisance rénale et de troubles cognitifs (Lee ef al., 2016 ;
Petersen & Benzeval, 2016 ; Polak-Iwaniuk et al., 2019). Par ailleurs, ’HTA touche 26%
de la population mondiale et pourrait atteindre 29% soit plus de 1,5 milliard d’individus d’ici
2025 (Tabrizi et al., 2016). De plus, I'hypertension artérielle essentielle affecte 20 a 30% de

la population mondiale (Majzunova et al., 2013).

En Algérie, la transition épidémiologique qu'a connue le pays se traduit par un poids
de plus en plus lourd des maladies non transmissibles (MNT) en particulier les maladies
cardiovasculaires et I’impact de ’HTA sur le systtme de santé au niveau national. Les
résultats d’une enquéte nationale lancée en 2016 sur les facteurs de risque des MNT réalisée
selon 1’approche STEPwise de I’OMS révelent une prévalence de 35% de ’HTA, ainsi que
I’expansion d’autres MNT, notamment le diabéte avec une prévalence qui avoisine la barre
des 15%, 1’obésité et le surpoids qui dépassent les 50% chez la population agée de 18 a 69 ans
(STEPwise OMS/Algérie, 2018).

La dyslipidémie et I'hypertension sont des facteurs de risque de MCV qui entrainent
un dysfonctionnement de 1'endothélium. La prévalence de la coexistence d’une I’hypertension
et d’une dyslipidémie est en constante augmentation et elle est de I"ordre de 15 a 30%.
Cependant, la dyslipidémie a des effets préjudiciables sur I'endothélium vasculaire et entraine

une athérosclérose accrue conduisant a la survenue des MCV (Hurtubise et al., 2016).

I1 est bien admis que le stress oxydant intervient dans 1’apparition et le développement
de 'HTA (Guzik & Touyz, 2017 ; Touyz et al., 2020). La forte production des especes
réactives de 1'oxygene (ERO) entraine un dysfonctionnement de 1’endothélium associé a des
1ésions vasculaires est souvent assimilée a une altération du systeme de défense antioxydant
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enzymatique et a une diminution de la biodisponibilité endothéliale en monoxyde d’azote
(NO) par conséquence conduisant a une vasoconstriction (Aguado et al., 2015 ; Miinzel &
Daiber, 2017). En effet, ’endothélium joue un rdle crucial dans la modulation du tonus du
muscle lisse vasculaire en synthétisant 1’oxyde nitrique (NO) et induit une hyperpolarisation
dépendante de I’endothélium (HDE) grace aux NO synthétases endothéliales (Systeme NOS)
qui sont essentielles au maintien de I'homéostasie vasculaire (Schulz et al., 2011 ; Godo &

Shimokawa, 2017a).

Pour une meilleure amélioration de la prise en charge de I’HTA, plusieurs
recommandations Européennes et Américaines, dont the American Heart Association (AHA),
proposent d’autres modalités et des approches alternatives pouvant ceuvrer a diminuer la
pression artérielle. Parmi lesquelles, les thérapies comportementales, dont la méditation
transcendantale, 1'activité physique réguliere et le yoga (Brook et al., 2013 ; Steichen &
Plouin, 2014 ; Steichen & Plouin, 2014). De méme, 1’approche diététique DASH (Dietary
Approach to Stop Hypertension) est également largement conseillée pour les personnes
souffrant d'hypertension artérielle pour atténuer les chiffres tentionnels (Kim & Andrade,

2016 ; Juraschekn et al., 2016 ; Maddock et al., 2018 ; Juraschekn et al., 2020).

Actuellement, de nombreux pays développés et en voie de développement ont
manifesté un intérét croissant a la préparation des médicaments a base de plantes notamment,
une grande attention a été accordée aux composés bioactifs naturels en tant que médicaments
potentiels pour le traitement des maladies cardiovasculaires et particulierement leurs effets
antihypertenseurs (Imenshahidi ef al., 2017 ; Gbadamosi & Kalejaye, 2017 ; Paredes et al.,
2018).

La graine de lin Linum usitatissimum. L. (Lu) appartient a la famille des Linaceae et
elle est connue au Maghreb, sous le nom de «Zeriat el Kettan». La graine de lin est un
important aliment fonctionnel en raison de sa richesse en molécules bioactives. Plusieurs
études récentes on mit 1’accent sur son effet bénéfique sur la santé en particulier, sur son effet
hypolipémiant (Zanwar et al., 2014 ; Dali et al., 2018) et antiathérogene (Francis et al.,
2013), contribuant ainsi a prévenir les plaques d’athérosclérose. De plus, la graine de lin a une
activité anti-inflammatoire (Kaithwas & Majumdar, 2013) et atténue les arythmies
ventriculaires (Ghule et al., 2012). Sa riche composition en acide a- linoléique (Herchi et al.,
2012 ; Girma et al., 2013 ; Derbali et al., 2015 ; Sharma et al., 2019) et en antioxydant en

particulier, en lignane connu sous le nom de secoisolariciresinol diglucoside (SDG) (Kajla et
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al., 2015 ; Umer et al., 2017 ; Parikh et al., 2018) ainsi que sa teneur élevée en fibres ont été
principalement impliquées dans de multiples effets prophylactiques et bénéfiques pour
amortir plusieurs pathologies (Cardoso-Carraro et al., 2011 ; Zanwar et al., 2011 ; Zanwar

et al., 2013 ; Alphonse & Aluko, 2015).

En outre, la graine de lin est également riche en d’autres substances telles que les
protéines (Arslanoglu & Aytac, 2020), les cyclolinopeptides et les glycosides cyanogenes
(Waszkowiak et al., 2015). Cet ensemble de substances que recele la graine de lin Linum
usitatissimum pourrait par conséquent étre responsable d’un effet antidiabétique (Kapuriya et
al., 2018 ; Alachaher et al., 2018) qui est bénéfique pour la santé et qui permet ainsi la
réduction des maladies cardiovasculaires (Tirgar & Kalpesh, 2017 ; Parikh et al., 2018). De
plus, plusieurs travaux ont bien démontré les effets antihypertenseurs de la graine de lin
(Rodriguez-Leyva et al., 2013 ; Caligiuri et al., 2014a ; Caligiuri ef al., 2014b ; Ursoniu et
al., 2015 ; Caligiuri ef al., 2016).

En conséquence, I’objectif de notre recherche est de montrer les effets des graines de
lin Linum usitatissimum sur les chiffres tensionnels, la dyslipidémie, le statut redox et
I’activit¢ de 1’enzyme acétylcholinestérase (AChE), chez le rat rendu hypertendu par

[’ouabaine.

Le modele expérimental utilisé dans cette étude est le rat rendu hypertendu par une
injection sous-cutanée d’une solution saline d’ouabaine. En effet, ’ouabaine est un stéroide
cardiotonique (SCT) connu pour son effet inhibiteur sur la pompe Na'/K'-ATPase et son

administration a de faibles doses entraine une hypertension artérielle.

Au cours de cette thése, nous nous sommes fixés trois objectifs :

Le premier objectif est de voir I’effet d’une supplémentation des graines de lin (Linum
usitatissimum) dans le régime sur les variations des chiffres tensionnels dont la pression
artérielle systolique (PAS), diastolique (PAD) et moyenne (PAM), la fréquence cardiaque et

sur les teneurs de certains parametres biochimiques.

Le deuxieme objectif est 1’évaluation du statut redox et de mettre en évidence I’effet

protecteur ou non de la graine de lin vis-a-vis de 1’attaque radicalaire.

Le troisieme objectif est la détermination de I’effet de la graine de lin sur Pactivité de

I’enzyme acétylcholinestérase (AChE) et sur les teneurs en monoxyde d’azote (NO).
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Avant de présenter nos résultats, un rappel bibliographique succinct est réalisé sur
I’HTA et sa relation avec les MCV et le stress oxydant, d’une part et sur les effets des plantes
médicinales sur I’HTA et sur le stress oxydant au cours de I’HTA, d’autre part. Les

caractéristiques concernant la graine de lin (Linum usitatissimum) sont également présentées.
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1. Hypertension artérielle et maladies cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires (MCV) sont aujourd’hui en forte progression dans
certains pays en voie de développement, ou elles deviennent la cause majeure de morbi-
mortalité (Torlasco et al., 2017). En effet, la mortalité cardiovasculaire double pour chaque
augmentation de 20/10 mm de Hg de la pression artérielle (PA) systolique/diastolique
(Rapsomaniki ef al., 2014). L hypertension artérielle (HTA) est le principal facteur de risque
des maladies cardiovasculaires (MCV) (Padwal et al., 2016 ; Woodham et al., 2018).
Actuellement, ’HTA est devenue un réel probléme de santé publique par 1’augmentation
constante de sa prévalence dans les pays occidentaux que dans les pays en voie de
développement ol son taux augmente non seulement dans les zones urbaines, mais également
dans les zones rurales ou les conditions socio-économiques sont défavorables (Singh et al.,
2017 ; Hasan et al., 2018 ; Pyakurel et al., 2019). De plus, elle touche un large éventail de la
population, en particulier les adultes agés de plus de cinquante ans et son incidence ne cesse
d’augmenter chez les adolescents notamment dans les pays industrialisés (Midha et al.,
2012). L’HTA est considérée comme un facteur de risque majeur de coronaropathie,
d’accident vasculaire cérébral, d’insuffisance rénale et provoque I’aggravation et la

progression des 1ésions athéromateuses (Mozaffarian et al., 2016).

Par ailleurs, plusieurs facteurs sont incriminés dans 1’émergence de la pathologie de
I’HTA, dont ’urbanisation rapide, le vieillissement de la population, les changements des
habitudes alimentaires, la sédentarité et le stress social (Ibrahim & Damasceno, 2012 ;

Whelton et al., 2018).
2. Définition de I’hypertension artérielle

La définition de I’HTA est basée sur deux parametres tensionnels mesurés en position
couchée ou assise: la pression artérielle systolique (PAS) > 140mmHg et/ou la pression
artérielle diastolique (PAD) > 90mmHg, selon les recommandations européennes de 2018
(Kumar et al., 2017a ; Williams et al., 2018). Cette augmentation des chiffres tensionnels
peut étre d’origine essentielle c'est-a-dire sans aucune cause identifiée, ou étre secondaire a

une pathologie rénale ou endocrine (Poulter et al., 2015).
2.1 Hypertension artérielle essentielle

Dans plus de 90 % des cas, ’HTA est essentielle. Des facteurs génétiques (hérédité),
environnementaux (habitudes alimentaires, activité etc.), I’age, le poids, un apport sodé éleveé,

un apport potassique alimentaire faible et les antécédents familiaux pourraient étre impliqués.
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Dans pres de 10% des cas, il existe une cause identifiable de ’'HTA qu’il faut rechercher pour
la traiter (Lee et al.,, 2016). Par conséquence, I’hypertension entraine une rigidité de la paroi
des artéres et un vieillissement artériel prématuré du fait d’une pression mécanique

permanente exercée sur cette dernieres (Vallée et al., 2018).
2.2 Hypertension artérielle secondaire

Les hypertensions artérielles secondaires sont définies par leur étiologie particuliere et
tient son origine a un dysfonctionnement endocrinien (Bouznad et al., 2016), sa prévalence
globale n“excede pas 4% des hypertendus (Amar et al., 2014). Les causes d’HTA secondaire
sont multiples, regroupant des pathologies endocriniennes, rénales, vasculaires, respiratoires,
tumorales, toxiques et génétiques. Parmi celles-ci, les HTA d’origine surrénalienne
correspondent a environ, 3% des HTA avérées. Elles sont liées a une sécrétion excessive, par
la glande surrénale, d’hormones provenant des zones corticales ou médullaires de la surrénale.
En effet, un exceés de la production de stéroides hormonaux corticosurrénales (gluco ou
minéralocorticoides) ou médullosurrénales (adrénaline, noradrénaline) peut induire une
élévation des chiffres tensionnels et mener a une véritable HTA. Les deux principales
étiologies surrénaliennes de I’HTA sont dues a I’hyper-aldostéronisme primaire ou au
syndrome de Conn, lié¢ a une hyperproduction d’aldostérone d’origine cortico-surrénalienne,
et a un phéochromocytome, associé a un exces d’hormones traditionnellement sécrétées par la

médullosurrénale (Amar, 2010 ; Amar ef al., 2014).
3. Classification de I’hypertension artérielle

L’hypertension est une pathologie multifactorielle. La compréhension de la
physiopathologie et le risque associés a I'hypertension a considérablement progressé et il est
bien établi qu'une baisse de la pression artérielle contribue considérablement a réduire les taux
de morbi-mortalité prématurés. Néanmoins, son diagnostic et son traitement demeurent un
probléme majeur dans le monde (Emdin et al., 2015). En 2003, puis a nouveau en 2007 et en
2013, la Société Européenne d’Hypertension (SEH) et la Société Européenne de Cardiologie
(SEC), qui ont repris la classification proposée en 1999 par 1’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) et celle de la Société Internationale d’hypertension (SIH) ont préparé
conjointement des recommandations portant sur la classification et le diagnostic de
I’hypertension (tableau I) (SEH/SEC, 2003 ; Mancia, 2007 ; Mancia et al., 2013). Ces

recommandations ont été actualisées par les Sociétés SEH/SEC en 2018. Cette approche est
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utile aux cliniciens pour le bon suivi médical des patients adultes hypertendus, 4gés au moins

de 18 ans (Lurbe et al., 2016 ; Williams ef al., 2018).

Par ailleurs, les recommandations américaines du Joint national commutée JNC 7
publiées en 2003, ont rapporté une autre classification plus simplifiée de la tension artérielle
chez I’adulte. Cette classification présentée dans le Tableau II est basée sur la moyenne a
chaque visite d’au moins deux lectures a I’occasion de deux visites distinctes apres le premier
screening. La valeur la plus élevée de la PAS ou de la PAD détermine la classe de la pression

artérielle du patient (JNC 7, 2003).

Tableau I. Classification européenne de la pression artérielle chez 1’adulte™

Appréciation PAS (mm Hg) PAD (mm Hg)
Optimale <120 <80
Normale* 120-129 80-84
Normale haute* 130-139 85-89
HTA grade 1 (Iégere) 140-159 90-99
HTA grade 2 (modérée) 160-179 100-109
HTA grade 3 (sévere) > 180 > 110

> 110 HTA systolique isolée > 140 <90

*Source : Mancia ESH/ESC Guidelines, 2013

Tableau II. Classification américaine de la pression artérielle chez I’adulte (JNC 7, 2003)

Systolique (mm Hg) Diastolique (mm Hg)
Normale <120 et <80
Pré-hypertension 120-139 ou 80—-89
Hypertension de stade 1 140-159 ou 90-99
Hypertension de stade 2 > 160 ou > 100
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4. Epidémiologie de I’hypertension artérielle

L’hypertension artérielle est une maladie chronique et elle semble anodine car elle est
généralement silencieuse, asymptomatique et insidieuse, son incidence augmente d’une facon
considérable et elle touche aussi bien le jeune adulte que le sujet 4gé (Johnson et al., 2018).

Le rapport de I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS, 2014) a révélé qu’une
personne sur trois souffre d’hypertension artérielle. Dans le monde, sa prévalence est en
expansion alarmante, elle est estimée a 1,13 milliard en 2015 (NCD Risk Factor
Collaboration., 2017) et plus de 150 millions d’hypertendus sont enregistrés en Europe
centrale et orientale. Les adultes sont les plus affectés et souffrent de cette pathologie et sa
prévalence est estimée a environ 30 a 45% et elle est fréquente a 60% chez les personnes
agées de plus de 60 ans (Chow et al., 2013). En 2015, sa prévalence était de 1’ordre de 24 et
20% chez les hommes et les femmes, respectivement (NCD Risk Factor Collaboration.,
2017). Selon les prévisions de I’OMS, 1,5 milliard de la population mondiale sera atteinte
d’HTA d’ici 2025 et elle sera responsable de 16,5% de déces et d’'ici 2030, le nombre de
déces annuels sera estimé a 23,5 millions de personnes (Mills et al., 2016).

A Dinstar de plusieurs pays en voie de développement, I’Algérie est en phase de
transition épidémiologique révélée par les statistiques sanitaires du pays qui a montré que la
prévalence de I’HTA a atteint des niveaux inquiétants et elle a tendance a augmenter d’une
année a une autre. L’approche STEPwise réalisée en 2003 par le Ministeére de la Santé de la
Population et de la Réforme Hospitaliere (MSPRH) en contribution avec ’OMS estime que la
prévalence de ’HTA en Algérie est de 26,3% chez la tranche d’age comprise entre 25 a 64
ans. De plus, I’enquéte SAHA 2004 a montré que ’HTA représente 3/4 des maladies
cardiovasculaires et 35,2% de la population étudiée souffrent d’hypertension artérielle
(Benkhedda et al., 2005). De méme, les résultats du projet TAHINA de 2005 réalisé par
I’Institut National de Santé Publique (INSP) a révélé que I’HTA est présente a 24,93%chez
les personnes agées de 35 a 70 ans (Atek et al., 2007).

Cependant, dans une autre étude réalisée dans 1’Ouest algérien (Tlemcen) sur un
échantillon aléatoire de 805 personnes agées de 20 ans et plus, a montré une prévalence de
32,7% de I’HTA et elle est plus importante chez les femmes (27,9%) par rapport aux hommes
(Boukli Hacéne & Meguenni, 2007). L’incidence de ’'HTA a également augmenté chez les
adolescents algériens dont la prévalence de la pré-hypertension et I’hypertension artérielle est
de 19,7 % et 16,1%, respectivement chez des jeunes obeses agés de 12 a 19 ans

(Benmohammed et al., 2011). En 2010, chez la population de ’oasis du sud Algérien (EI-
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Menia) la prévalence de I’HTA était de 50% chez les femmes et 51,3% chez les hommes.
Parmi les hypertendus, 41% prenaient un traitement antihypertenseur et 20 % des sujets traités
étaient correctement controlés (Hamida et al., 2013).

Une autre étude transversale réalisée dans la ville d’Oran sur un échantillon de 620
personnes agées de 18 a 74 ans, a révélé une prévalence d’HTA de 51,6%, dont les femmes
sont les plus touchées (73,33%) par rapport aux hommes (31,25%) (Amrani et al., 2013). En
2014, une autre enquéte réalisée sur une population des oasis du Sahara algérien, a révélé que
I’incidence de HTA est de 50%. Les principales complications constatées sont : I’accident
vasculaire cérébral dans 3,8%, I’insuffisance cardiaque dans 3,1%, 1’infarctus du myocarde
dans 1,7%. Les hospitalisations, liées aux complications cardiovasculaires sont de 1’ordre de
4.4 % et la mortalité a atteint 5,4 % (Bachir-Cherif ef al., 2014).

Par ailleurs, les travaux de Rayane, (2014) ont mis 1’accent sur des lacunes observées
dans le domaine médical suite a des insuffisances réelles dans la prise en charge de
I’hypertension artérielle chez des enfants scolarisés et chez les femmes enceintes
hypertendues. De plus, des effets préjudiciables sur la progression de la prévalence de

I’insuffisance rénale chronique terminale ne sont pas négligeables (Hamida et al., 2013).

Selon les résultats publiés par le Ministere de la Santé, de la Population et de la
Réforme Hospitaliere (MSPRH) d’une enquéte nationale transversale réalisée de 2016 a 2017
sur la mesure du poids et des facteurs de risque des maladies non transmissibles selon
I’approche STEPwise en collaboration avec I’OMS ont révélé une prévalence de 35% de
I’HTA. Cette enquéte a montré que la consommation de sucre, de sel et de graisses prend des
proportions alarmantes et pres de 24% des personnes interviewées affirment avoir ajouté du

sel a leur plat sans y avoir golité (STEPwise Algérie, OMS, 2018).
5. Hypertension artérielle et la fonction endothéliale

L'endothélium vasculaire n’est plus seulement considéré comme une barriere
anatomique et mécanique entre le sang circulant et les cellules musculaires lisses vasculaires.
En effet, il est bien admis actuellement que l'endothélium vasculaire maintient le tonus
vasculaire et est considéré comme un tissu régulateur par la synthese et libération de divers
facteurs vasoconstricteurs et vasodilatateurs et du facteur hyperpolarisant dérivé de
I’endothélium (EDHF, endothelium-derived hyperpolarizing factor) (Konukoglu & Uzun,
2017). Le dysfonctionnement endothélial correspond classiquement a une diminution de la
biodisponibilité de ces facteurs relaxants (Godo & Shimokawa, 2017b ; Wynne ef al., 2018)

et par conséquence, entraine I’apparition de nombreuses maladies cardiovasculaires telles que
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I’athérosclérose, I’hypertension artérielle systémique, 1’hypertension artérielle pulmonaire et

les cardiomyopathies (Konukoglu & Uzun, 2017 ; Zuchi et al., 2020).

Par ailleurs, plusieurs études expérimentale sont bien montré qu’un dysfonctionnement
endothélial lors de I’hypertension artérielle est associé a 1’absence des facteurs de relaxation
de I’endothélium-dépendante due particulierement a la réduction de la biodisponibilité du
monoxyde d’azote et/ou de la forte sécrétion de divers facteurs de constriction dérivés de

I’endothélium (Bernatova, 2014 ; Zuchi et al., 2020).

5.1. Structure et la fonction de I’endothélium

L'endothélium est une barriere physique, métabolique et pharmacologique liée aux
jonctions serrées qui relient les cellules endothéliales entre elles. De la périphérie a la lumiere,
la paroi artérielle est constituée de trois couches individualisées : 1’adventice, la média et

I’intima (Fig. 1).

L'adventice est la couche la plus externe riche en terminaisons nerveuses et possede un
tissu adipeux périvasculaire (TAPV), un tissu conjonctif riche en fibroblastes et en collagene
qui assure un role important dans le développement et le remodelage vasculaire. Du fait de la
présence de capillaires permettant la migration et I'accumulation des monocytes-macrophages
et des lymphocytes, I’adventice est le principal site des réponses immuno-inflammatoires en

pathologie vasculaire (Vestweber, 2012).

La deuxiéme couche, la média est constituée essentiellement de cellules musculaires
lisses vasculaires (CMLV). Ces cellules sont indispensables a la relaxation et a la contraction
des vaisseaux sanguins. Les stimuli mécaniques tels que le stress et la pression de
cisaillement, ou les stimuli pharmacologiques activent la contraction des CMLV en

augmentant la concentration du calcium intracellulaire (Vestweber, 2012).
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Cellule endothéliale
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Fig. 1. Structure de la paroi artérielle (Zhao et al., 2015).

L’intima, la couche la plus interne de la paroi artérielle vasculaire, est constituée de
monocouches de cellules endothéliales (CE) et du tissu conjonctif situé au-dessous de ces

cellules (Vestweber, 2012).
5.2. Endothélium et régulation du tonus vasculaire

L’endothélium est actuellement considéré comme un organe endocrinien, mais aussi
comme un intégrateur des processus tissulaires sous-jacents. Il remplit localement de
nombreuses fonctions paracrines en produisant et en sécrétant des molécules vasodilatatrices,
vasoconstrictrices, inflammatoires, vasculoprotectrices, angiogéniques, thrombotiques et
antithrombotiques (Segers et al., 2018) (Tableau III). L'endothélium joue un rdle capital
dans la régulation du tonus vasculaire et dans le contrdle de I'hémostasie ainsi que dans la
pathogenese de I’hypertension artérielle. Il module le tonus et la vasomotricité des cellules
musculaires lisses sous-jacentes grace a sa capacité de libérer des substances vasoactives,
notamment le monoxyde d'azote (NO) et la prostacycline (propriété vasodilatatrice) ainsi que
de I'endothéline et de la thromboxane A, (propriété vasoconstrictrice) (Fig. 2). Le NO est
libéré en réponse aux forces de cisaillement de 1'endothélium, par exemple lors de 1'étirement
pariétal survenant pendant la systole. Par ailleurs, il atténue la réponse contractile des

différentes substances vasodilatatrices comme la noradrénaline, l'angiotensine II et

I'endothéline 1 (Daiber et al., 2019).
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Fig. 2. Activités fonctionnelles des cellules endothéliales (Konukoglu & Uzun, 2017).

5.2.1. Facteurs vasodilatateurs

Il existe plusieurs facteurs susceptibles d’induire une vasodilatation artérielle. Ces
facteurs vasodilatateurs sont le NO (monoxyde d’azote, facteur relaxant de 1’endothélium ou
EDREF), les prostaglandines PGI, (prostacyclines) et PGE, et le facteur hyperpolarisant dérivé
de I’endothélium (EDHF, non encore caractérisé sur le plan biochimique et responsable d’une
action vasodilatatrice locale). D’autres molécules exercent leurs actions vasodilatatrices de
facon indirecte via une réponse endothéliale avec sécrétion de NO : 1’acétylcholine, la

substance P, la bradykinine et I’adénosine (Brandes, 2014 ; Goto et al., 2018).
5.2.1.1. Monoxyde d’azote (NO)

Le monoxyde d’azote (NO) est synthétisé dans les cellules endothéliales a partir de
la L-arginine sous 1’action de la NO synthese (NOs), catalysée par la NADPH (nicotinamide-
adénine-dinucléotide-phosphate), donneur d’électrons, qui est transmis via le couple FAD
(flavine-adénine-dinucléotide) et FMN (flavine-mononucléotide) au fer de I’héme en présence
de tétrahydrobioptérine (BHs) et d’oxygene qui est converti en NO et L-citrulline

(Forstermann & Sessa, 2012).
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Tableau III. Molécules produites et sécrétées par les cellules endothéliales
(Konukoglu & Uzun, 2017)

Régulation de la tonicité vasculaire

Monoxyde d’azote

Vasodilatation Prost-cycline
Facteurs hyperpolarisants dérivés de
I'endothélium
Adénosine
Endothéline-1
Vasoconstriction

Angiotensine 11

Thromboxane A,

Espéces réactives de I’oxygene

Equilibrage de la fluidité sa

nguine et de la thrombose

Coagulation

Héparine cofacteur 2
Facteur V
Protéine S

Protéine C

Thrombomoduline

Facteurs tissulaires
Facteur VanWillebrand

Fibrinolyse

Activateur tissulaire du plasminogene

Prostaglandines

Inhibiteur  de
plasminogene type 1

l'activateur du

Urokinase

Controle des processus inflammatoi

res et immunologiques vasculaires

Cytokines

Interleukine -1

Interleukine-6

Interleukine-8

Protéine chimio-attractrice des

monocytes- 1

Molécules d'adhésion

Transformer le facteur de croissance

Facteur de nécrose tumoral

Protéine d'adhésion aux cellules
vasculaires 1

Molécule d'adhésion intercellulaire 1

Facteurs de croissances

Facteur de croissance des fibroblastes

Facteur de croissance semblable a
l'insuline

Facteur de croissance dérivé des
plaquettes

Facteur de croissance transformant
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Il existe au moins trois isoformes de la NO synthase codées par des genes distincts : la
NO synthase neuronale (NOSn I), la NO synthase inductible macrophagique (NOSi II) et la
NO synthase endothéliale (NOSe III) (Khan et al., 2015). Une grande proportion du NO
produit au niveau des parois vasculaires saines est d’origine endothéliale (Zhao et al., 2015 ;
Shimokawa & Godo, 2016). L’activation de la NOSe est stimulée par certains agonistes
comme I’ACh, la bradykinine et/ou d’autres stimuli mécaniques comme le «shear-stress». La
liaison de ces substances ou du shear stress a leurs entités réceptrices va entrainer une
augmentation de la libération du Ca** intracellulaire, puis sa liaison a la calmoduline. Ce
complexe entre en compétition avec la cavéoline liée a la NOSe. Le complexe Ca**
calmoduline-NOSe va entrainer une modification de la configuration de la NOSe qui sera
activée et conduira a la synthése du NO (Li & Forstermann, 2013 ; Fadel et al., 2017) (Fig.
3).

Le NO régule le degré de la contraction des cellules musculaires lisses vasculaires
principalement en stimulant la guanylyl-cyclase soluble (sGC) pour produire de la guanosine
mono-phosphate cyclique (cGMP). L’augmentation de la concentration du GMPc active les
protéines kinases G (PKG) de type I qui contrdlent directement ou indirectement la
contractilité des cellules du muscle lisse vasculaire (Fig. 4). Dans la paroi des vaisseaux
sanguins, le NO est produit principalement a partir de la L-arginine par 1'enzyme endothéliale
oxyde nitrique synthése (NOSe), mais i1l peut également é&tre libéré de manieére non
enzymatique a partir du S-trosothiols ou de nitrate/nitrite. L’altération dans la biodisponibilité
du NO induit un dysfonctionnement qui est associ¢ a I’apparition de plusieurs maladies
cardiovasculaires telles que 'hypertension et 1'athérosclérose (Thoonen et al., 2013 ; Zhao et
al., 2015) ainsi que les maladies rénales (Hsu & Tain, 2019). De ce fait, une évaluation
précoce des parametres li€és au NO peut prévenir contre les complications liées a

I’hypertension chez les adolescents (Hsu et al., 2019).
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(Zao et al., 2015).

R= Récepteur, CaM=Calmoduline, Ca** =Calcium.

5.2.1.2. Facteur hyperpolarisant dérivé de I’endothélium ou (FHDE)

La régulation de la contractilité des cellules musculaires lisses vasculaires est induite
par la génération d'une hyperpolarisation dépendante de 1'endothélium (FHDE), celui-ci
stimule 1’ouverture des canaux potassiques calcium-dépendants de faible et de moyenne
conductance (SKc, et IKc,) des cellules musculaires lisses provoquant ainsi une
hyperpolarisation et une relaxation de ces cellules (Fig. 4). De nombreuses molécules telles
que ’acide arachidonique, I’acide époxyeicosatriénoique, le peroxyde d'hydrogene (H,0O,) et
le cytochrome P450 pourraient fonctionner comme I’EDHF dans certains lits vasculaires
(Garland & Dora, 2017 ; Goto et al., 2018). Les effets de ’EDHF sont importants sur les
petites arteres pour réguler le débit sanguin des organes, de la résistance vasculaire
périphérique et de la pression artérielle, en particulier lorsque la production de NO est

déprimée (Goto et al., 2018).
5.2.1.3. Prostacycline (PGl,)

La prostacyclineou PGI, est un métabolite de 1'acide arachidonique qui est synthétisé
par I’action de I’enzyme la prostacycline synthétase (PGIS) via la cyclooxygénase. La
prostacycline induit la contraction des cellules musculaires lisses par son action sur les
récepteurs IP (prostaglandine I, receptor), stimulant par la suite 1'adényl cyclase et entrainant

ainsi I’élévation du taux intracellulaire en AMP cyclique (AMPc) conduisant par la suite,
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l'activation de la protéine kinase A (PKA) (Dorris & Peebles, 2012). La PGI> facilite la
libération endothéliale de NO (Siti et al., 2015).
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Fig. 4. Role du monoxyde nitrique synthase (NOSs) (Shimokawa & Godo, 2016).

NOSe: Oxyde nitrique synthases endothéliale, NO: Monoxyde d’azote, GCs: Guanylatecyclase
soluble, GMPc:Guanosinemonophosphate cyclique, PKG1:Protéine kinase 1 dépendante du GMPc,
H,0;: Peroxyde d’hydrogéne, SOD-Zn-,Cu:Superoxyde discutasse zinc-cuivre, Kc,: Canal
potassique activé par le calcium, LOX : Lipoxygénase, Mito ETC: chaine de transport d'électrons
mitochondriaux, NADPH: Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase réduite, ONOO™:
Peroxynitrite, PKG1la: Sous-unité la-de la protéine kinase G, XO: Xanthine oxydase.

5.2.1.4. Acétylcholine

La vasodilatation dépendante de l'endothélium par 1'acétylcholine (ACh) dans les
vaisseaux vasculaires se produit principalement via la production de NO. Le NO se diffuse
rapidement vers les CMLV sous-jacentes, induisant ainsi a une relaxation dans ces cellules

(Intachai et al., 2018).

5.2.2. Facteurs vasoconstricteurs dérivés de I’endothélium (EDCFs)

Les facteurs vasoconstricteurs sont principalement composés de la prostaglandine Hy,
de I’endothéline-1, de I’angiotensine II, du thromboxane A; et des anions superoxydes (Zhao

et al., 2008).
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5.2.2.1. Prostaglandine H;

La prostaglandine H; est un prostanoide issu du métabolisme de I’acide arachidonique
(AA), sous I’action couplée d’une cyclo-oxygénase (COX) et de I’enzyme prostaglandine H,
synthase. La vasoconstriction endothélium-dépendante résulte de la libération de substances
telles que la prostaglandine H», les radicaux libres dérivés de 1’oxygene, 1’angiotensine II, la
thromboxane A, (TXA;) et I’endothéline-1. L’endothéline-1 augmente 1’action d’autres
substances vasoactives telles que l’angiotensine II, la norépinephrine, la sérotonine, et

participent a I’activation des leucocytes et des plaquettes (Smith et al., 2011).

5.2.2.2. Endothélines-1

Les endothélines (ET) sont de puissantes molécules vasoconstrictrices ayant un rdle
clé dans 1'homéostasie vasculaire. Bien qu'il existe trois types d'ETs (ET1-3), les cellules
endothéliales vasculaires ne produisent que 1'Endothéline-1 (ET-1). La forme active de
I’endothéline constituée de 21 acides aminés est obtenue par le clivage d’une proendothéline
par I’enzyme de conversion de 1’endothélinel (ECE-1) localisée sur les membranes des
cellules endothéliales. En effet, ’ET1 posseéde deux récepteurs ET, et ETg présents au niveau
des cellules musculaires lisses possédant des effets antagonistes. L'ET, intervient dans la
contraction vasoconstrictrice via 1'activation de la NADPH oxydase, de la xanthine oxydase,
de la lipoxygénase, de la NO syntheése non couplée et des enzymes de la chaine respiratoire
mitochondriale. L'ETg induit une relaxation des cellules endothéliales (Barton, 2011 ; Barton

& Yanagisawa, 2019).
5.2.2.3. Angiotensine | (AT-l) et angiotensine Il (AT-ll)

L’AT-I et 'AT-1I provoquent des changements structurels et une vasoconstriction dans
la paroi artérielle en affectant de nombreux événements cellulaires et intracellulaires dans le
muscle lisse. Deux types de récepteurs AT-1I ont été déterminés. Le récepteur AT-1I de type 1
est particulierement impliqué dans la contraction des cellules musculaires lisses vasculaires.
Les bloqueurs des récepteurs AT-II type 1 augmentent la libération du NO et des
prostaglandines tandis que les récepteurs AT 1I type 2 assurent l'activation de la relaxation

endothéliale (Masuyer et al., 2014 ; Jiang et al., 2014).
5.2.2.4. Thromboxane A,

La Thromboxane (TX) A;est un membre de la famille des lipides eicosanoides, dérivé de
la prostaglandine H, sous I’action de la thromboxane-A synthase. La TXA, agit en se liant

aux récepteurs de thromboxane couplés a la protéine G. La thromboxane est un
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vasoconstricteur qui facilite I'agrégation plaquettaire. L'activité accrue de la TXA; joue un
role prépondérant dans la pathogenese de l'infarctus du myocarde, des accidents vasculaires
cérébraux, de l'athérosclérose et de 1'asthme bronchique (Bauer et al., 2014 ; KorbeckKi et al.,

2014).
6. Dysfonction endothéliale et le stress oxydant

La dysfonction endothéliale est définie comme étant une altération partielle ou
complete de I’équilibre entre les facteurs vasodilatateurs et constricteurs, pro- et anti-
inflammatoire, pro- et antiagrégants plaquettaires et pro- et antiprolifératif (Higashi et al.,
2009). De ce fait, le dysfonctionnement endothélial est le plus souvent assimilé a une
détérioration de la relaxation indépendante de I’endothélium via une réduction de la
biodisponibilit¢é du NO, une altération de la réponse du muscle lisse vasculaire aux
vasodilatateurs, une sensibilité élevée des EC contre les vasoconstricteurs, une forte
production des substances vasoconstricteurs ou une augmentation de force de cisaillement
«Shear stress» et d’un stress oxydatif (Gonzalez ef al., 2014 ; Brandes, 2014 ; Zhao ef al.,
2015) (Fig. 5).

Le stress oxydatif est considérée comme le mécanisme majeur impliqué dans la
pathogenese de la dysfonction endothéliale et joue un réle important dans la pathogenese et le
développement de I’hypertension artérielle (Montezano et al., 2014 ; Togliatto et al., 2017).
Cependant, un déséquilibre entre la non disponibilit¢ du NO ou une production accrue
d'especes réactives de 1'oxygene, principalement de ’anion superoxyde, peut favoriser un
dysfonctionnement endothélial (Higashi et al., 2009) par ’augmentation des enzymes la
NADPH oxydase, la xanthine oxydase et la NO synthase endothéliale non couplée et de la
chaine respiratoire mitochondriale (Schulz ef al., 2011) (Fig. 6). De plus, plusieurs études ont
bien montré ’implication du stress oxydatif dans le dysfonctionnement endothélial qui
entraine une rigidité et un remodelage vasculaire via la surproduction de la NADPH oxydase
au cours de I’hypertension artérielle chez des rats spontanément hypertendus (Montezano et
al., 2015 ; Camargo et al., 2018) ainsi que chez les patients hypertendus (Naregal et al.,
2017).

6.1. Espéces réactives a 'oxygéne (ERO)

Les ERO jouent un réle important dans la physiopathologie de I’hypertension. Il est
bien établi que, dans différents modeles expérimentaux de rats hypertendus, il existe une forte

production des ERO et une déficience en biodisponibilité du NO associée a I’altération du
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systtme de défense enzymatique telles que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase
(CAT), la glutathion peroxydase (GPx) et des substances antioxydantes non enzymatiques
comme la réduction du glutathion (GSH) (Simplicio et al., 2017 ; Yuliandra et al., 2017 ;
Bilanda et al., 2018).

Stress oxydatif

4
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Fig. 5. Stress oxydatif et la dysfonction endothéliale
(Konukoglu & Uzun, 2017).

De nombreux mécanismes ont ét€ impliqués dans les processus sous-jacents a
I'hypertension induite par le stress oxydatif. Parmi les nombreux systemes impliqués, la
stimulation du systéme nerveux sympathique, le remodelage cardiovasculaire et une
dysfonction rénale, particuliecrement (Harrison & Gongora, 2009 ; Chan & Chan, 2017).
C’est au niveau du systeme vasculaire, que les ERO influencent principalement la régulation
de la pression artérielle. Physiologiquement, les ERO agissent comme des molécules de
signalisation et influencent la fonction cellulaire par une transduction du signal hautement
régulée et sensible a 1’oxydoréduction. Dans I’hypertension, le stress oxydatif entraine une
diminution de la relaxation endothélium-dépendante conséquence, d’une réduction de la
biodisponibilit¢ en NO et d’une forte production du O, et de I'épuisement de la
tétrahydrobioptérine (un cofacteur clé de la NO synthase). De plus, une élévation de la
peroxydation lipidique favorise ainsi la synthése des substances vasoconstricteurs (par
exemple, les F2- isoprostanes), 1I’inflammation, la fibrose et la 1ésion des organes (Moens et

al.,, 2008 ; Hulsmans & Holvoet, 2009 ; Touyz et al., 2020). Tous ces processus induisent
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une augmentation du calcium intracellulaire, l'activation de la croissance et des voies de
signalisation inflammatoires (y compris les protéines kinases activées par les mitogenes
(MAPK), les protéines tyrosine phosphatases (PTP), les tyrosines kinases, les facteurs de
transcription, les phosphoinositides3-kinases (PI3K) et RhoA / ROCK) et une augmentation
du dépodt dans la matrice extracellulaire, entrainant ainsi un dysfonctionnement endothélial,
une réactivité accrue des muscles lisses vasculaires et un remodelage vasculaire (Li et al.,

2017).
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Fig. 6. Production des ERO dans les cellules de mammiféres (Briones & Touyz, 2010).

ERO: Espéces réactives de l'oxygéne, VCMS: Cellules musculaires lisses endothéliales et
vasculaires, NADPH oxydase : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase réduite,
BH4:Tétrahydrobioptérine, EDCF: Facteur constricteur dérivé de I'endothélium, ICAM:
Molécule d'adhésion intercellulaire; ONOO™: Peroxynitrite; PECAM: Molécule d'adhésion
plaquette/cellule endothéliale; Rec: Récepteur; VCAM: Molécule d'adhésion aux cellules
vasculaires.

6.1.1. Génération vasculaire des ERO dans I'hypertension artérielle
6.1.1.1. NADPH oxydase principale source de production des ERO
La principale source de la production des ERO dans 1'endothélium et dans les cellules

musculaires lisses vasculaire CMLV est l'enzyme nicotinamide adénine dinucléotide

20



Revue Bibliographique

phosphate (NADPH) oxydase (Montezano & Touyz, 2014). La NADPH oxydase est un
complexe enzymatique composé de différentes sous-unités qui catalysent la production d'O",
par réduction d'O, en utilisant le NADPH ou le NADH comme donneurs d'électrons. La
famille Nox des NADPH oxydases comprend sept membres : Nox 1, 2, 3,4 .5 et Duox 1 et
Duox 2. Chez les rongeurs, les sous-unités catalytiques Nox 1, Nox 2 et Nox 4 sont exprimées
dans les tissus cardiovasculaires (Rodino-Janeiro et al., 2013). Ces sous-unités sont
d'importants régulateurs des fonctions vasculaires normales, mais elles jouent également un
role dans le développement des maladies cardiovasculaires telles que 1'hypertension artérielle
(Montezano & Touyz, 2014). Plusieurs travaux ont mis en évidence chez des rats rendus
hypertendus, que I’administration orale d’éthanol (20% v/v) entraine un dysfonctionnement
endothélial et provoque une forte libération des ERO dérivés de la NAD(P) H oxydase et
induit notamment, une diminution de I’activit¢ des enzymes antioxydantes (Marchi ef al.,

2016 ; Simplicio et al., 2017).

6.1.1.2. Xanthine oxydase

L'activité accrue de la xanthine oxydase entraine une hyperuricémie et I’augmentation
de la génération d'O,, impliquée dans la dysfonction endothéliale au cours de 1’hypertension
artérielle. Plusieurs études ont mis en évidence chez des rats spontanément hypertendus de
souche SHR, une élévation de l’activité de la xanthine oxydase dans la microcirculation
mésentérique, concomitante avec 1’augmentation du tonus artériolaire (Viel et al., 2008). Une
activité accrue de la xanthine oxydase a également été impliquée dans I'hypertension
humaine. L'inhibition de la xanthine oxydase avec l'allopurinol est associée a une diminution
de la pression artérielle, non seulement chez les patients souffrant d'hypertension mais
également chez les adolescents souffrant d'hypertension nouvellement diagnostiquée

(Kanbay et al., 2007 ; Feig et al., 2008).
6.1.1.3. Découplage de la NO synthase endothéliale (NOSe)

L’enzyme oxyde nitrique synthase endothéliale NOSe produit généralement du NO
pour induire une vasodilatation. Dans les conditions physiologiques normales, le NOSe en
présence du cofacteur tétrahydrobioptérine (BH4), utilise le NADPH et génere du NO et de la
L-citrulline a partir de la L-arginine et de 1'0,. Dans des conditions pathologiques du stress
oxydatif ou nitrosatif, ou lorsque la BH4 ou la L-arginine sont déficientes, le NOSe devient
structurellement instable, entrainant une production d'O," plutot que du NO (NOS non couplé)
(Vasquez-Vivar, 2009). Pour le NOS endothélial (NOSe), ce processus est déclenché lorsque

les niveaux de cofacteurs L-arginine et BH4 sont réduits (Gao et al., 2007). Le découplage
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NOSe et le stress oxydatif induisent un dysfonctionnement cardiaque chez les souris
déficientes en BH4, cependant, un effet inverse est noté apres traitement avec du BH4
(Ceylan-Isik et al., 2009). De plus, les travaux de Tobias ef al., (2015) ont bien mis en
évidence que le traitement par dexaméthasone réduit les niveaux de BHy dans les cellules

endothéliales et diminue la syntheése du NOSe, chez des rats rendus hypertendus.
7. Relation entre le stress oxydant, I’angiotensine Il et I’hypertension artérielle

Le systeme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) joue un role majeur dans la
régulation de la pression artérielle. Ce systéme est composé d’une cascade enzymatique
aboutissant a la synthése de I’angiotensine II (Damy ef al., 2007). De nombreuses études ont
montré qu’il existe, en plus du SRAA plasmatique, un SRAA tissulaire. Le SRAA tissulaire
exerce des fonctions autocrines et paracrines, contrOlant ainsi le tonus vasculaire,
I’hypertrophie, I’hémodynamique rénale et la contractilité cardiaque. La plupart de ces effets
sont imputés au récepteur AT-1 de I’angiotensine II. L activation du SRAA est responsable
ou associée a de nombreuses pathologies cardiovasculaires. C’est pourquoi ’inhibition du
SRAA s’est révélée aussi efficace dans le traitement des maladies cardiovasculaires (Damy et
al., 2007).

L’¢élévation du taux d’angiotensine II constitue I’un des facteurs majeurs d’aggravation de
la dysfonction endothéliale. De ce fait, I’augmentation du systeme rénine angiotensine-
aldostérone (SRAA), I’activation du systéme nerveux sympathique et la signalisation
perturbée des récepteurs couplés aux protéines G, ont été mises en cause dans la
physiopathologie de 1’hypertension artérielle (Chrissobolis et al., 2012 ; Chrissobolis et al.,
2016). En effet, les travaux de Gonzalez et al., (2019) et Gallardo-Ortiz et al., (2015) ont
montré qu’une administration chronique d’Angiotensine II via des mini-pompes implantées
dans le dos des rats et diffusant des doses de 200 mg/kg/min et a 0,28 mg/kg/min Ang II,
respectivement, entraine une augmentation de la pression artérielle systolique et une
génération accrue de la superoxyde, une inflammation et élévation du ratio d’expression des
récepteurs ATI/AT2. Toutes ces manifestations induisent ainsi, une vasoconstriction au
niveau des vaisseaux sanguins. De plus, les travaux de Naregal et al., (2017) ont mis en
évidence qu’une augmentation du SRAA serait I’activateur majeur de la NADPH oxydase et
de la formation des ERO chez les hypertendus. Le dysfonctionnement endothélial observé est
caractérisé par une augmentation de I’expression de la NADPH oxydase associée a un fort

stress oxydant au niveau de 1’aorte, induisant ainsi une diminution de la biodisponibilité du
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NO, une réduction de I’expression de la cyclooxygénase-2 (COX-2) et I’inhibition de 1’effet

vasodilatateur de I’acétylcholine (Nitiéma et al., 2019).

8. Hypertension artérielle et dyslipidémie

L’hypertension artérielle est associée a une morbidité et une mortalité cardiovasculaire
importantes. La prévalence de la coexistence entre I’hypertension et la dyslipidémie est en
forte progression. En effet, 61 a 64% des hypertendus souffrant d’une dyslipidémie sont
hypercholestérolémiques (Kamel & Abdelkader, 2016). En outre, des études récentes ont
bien montré le role délétere d’une concentration élevée du cholestérol LDL associée a une
augmentation de la pression artérielle systolique dans la survenue d’épisodes
cardiovasculaires (Vaclavik, 2017). Par ailleurs, les travaux de Otsuka et al., (2016) ont mis
en évidence que des teneurs élevées en cholestérol total (CT), cholestérol-LDL (C-LDL) et du
non-HDL-cholestérol (non HDL-C) et inversement, une réduction des teneurs en HDL-C sont
associées a un risque accru d’atteinte d'une hypertension artérielle. Cependant, la
dyslipidémie et I’hypertension artérielle ont des effets préjudiciables sur I'endothélium
vasculaire, déclenchant une prolifération cellulaire, un remodelage vasculaire, une oxydation
des LDL (LDLox) et un effet pro-inflammatoire dans l'intima du systéme vasculaire, ou les
monocytes se différencient en macrophages absorbant les LDL oxydés de maniere
incontrdlable pour former des cellules spumeuses entrainant une athérosclérose accrue et
conduisant ainsi a la survenue des MCV (Ouwened & Van Eck, 2016 ; Hurtubise et al.,

2016).
9. Ouabaine & hypertension artérielle

L'ouabaine est un glycoside cardiotonique synthétis€ de maniere endogene chez les
mammiféres au niveau de la glande surrénale et de 1’hypothalamus et est présente a des
concentrations nano-molaires dans le plasma (Schoner & Scheiner-Bobis, 2007 ; Padilha et
al., 2011 ; Miles et al., 2013). L’ouabaine joue un role physiologique imminent dans le
contrOle de la pression artérielle et de 1'équilibre sodique. Néanmoins, des teneurs élevées en
ouabaine endogene contribuent a augmenter la pression artérielle essentielle, particulierement
sensible au sel (Ghadhanfar ef al., 2014 ; Khundmiri et al., 2014) et participe également a
I’apparition d’autres pathologies, telles que I’insuffisance cardiaque et rénale (Simonini et al.,
2018 ; Fiirstenwerth, 2019) et la cardiomyopathie dilatée (Fiirstenwerth, 2019). De plus,
I’ouabaine concourt dans d’autres voies métaboliques telles la prolifération et I'hypertrophie

cellulaires, I'apoptose, 1'adhésion et la migration cellulaire (Venugopal & Blanco, 2017).
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Cependant, plusieurs travaux ont bien mis en exergue que I’administration intra-péritonéale
de faibles doses d’ouabaine chez le rat entraine une vasoconstriction des artéres en association
avec une augmentation du tonus vasculaire, concomitante avec une élévation de la pression
artérielle systolique et diastolique (Meira et al., 2015).

Par ailleurs, ’ouabaine est un inhibiteur spécifique de la pompe Na'/K'-ATPase
(Rossoni et al., 2006 ; De Vasconcelos et al., 2011 ; Baecher et al., 2014 ; Blaustein, 2017).
Chez le rat, I’injection intra-cérébro-ventriculaire (ICV) d'ouabaine entraine I’inhibition de la
pompe Na'/K'-ATPase, un dysfonctionnement endothélium et un changement du
comportement (Yu et al., 2010).

L’inhibition de la pompe Na'/K'-ATPase (NKA) par I’ouabaine augmente la
concentration intracellulaire du Na®, essentiellement au niveau de I’espace se situant entre la
membrane plasmique et le réticulum endoplasmique (Fig.7), ce qui induit une réduction de
l'activité de I'échange Na'/Ca®* et réduit ainsi l'extrusion du Ca®*. En conséquence, le Ca**
intracellulaire est réabsorbé et stocké au niveau du réticulum sarcoplasmique, disponible pour
la contraction, produisant ainsi un effet inotrope positif associé a I’augmentation la pression
artérielle (Schoner & Scheiner-Bobis, 2007). Plusieurs travaux ont démontré que 1’élévation
des concentrations endogeénes de 1’ouabaine sont associées a la stimulation du systéme
nerveux sympathique (Ren ef al, 2013) induite par 1’activation du systéme rénine-
angiotensine-aldostérone et de 1’endothéline (Padilha et al., 2011 ; Ketchem et al., 2016) et
contribue a I’installation d’une hypertension artérielle associée a 1’augmentation de la

fréquence cardiaque (Padilha et al., 2011).

24



Revue Bibliographique

Sodium rétention

l Extracellular
fluid
Rostafuroxin SEA0400
Endogenous
ouabain
K* Ca2+

"Bulk"

Vasoconstriction |
cytosol Arterial hypertension |

Fig. 7. Mod¢le d’un PlasmERosome au cours d’une hypertension artérielle dépendante du sel
et de I’ouabaine (Schoner & Scheiner-Bobis, 2007)

PlasmERosome: Espace qui existe entre la membrane plasmique et le réticulum sarcoplasmique
(endoplasmique) (S/ER). L ouabaine (0) inhibe les pompes Na*/Ca*’et Na'/K* et augmente ainsi la
concentration des ions Ca*” et Na* dans le cytoplasme des cellules.

SERCA: Pompe Ca’*ATPase sarcoplasmique permettant [’accumulation du [Ca®'] a intérieur du
S/ER. Agoniste : Angiotensine Il et épinéphrine stimulent la libération de Ca’*. IP; : Récepteur de
l'inositol du tris-phosphate libére plus de Ca’* et stimule I'ouverture du canal ryanodine Ca’* (RYR) et
induit une forte sortie du [Ca’* ] du S/ER vers le cytoplasme entrainant un effet vasoconstricteur. Dans
le cas la Na'/K"-ATPase n’est pas inhibé le NCXI : L'échangeur Na*/Ca’* et la PMCA:Ca?* ATPase
de la membrane plasmique régulent la quantité de Ca2*dans PlasmERosome. L'inhibition du NCXI par
la rostafuroxine et le SEA0400 suppriment l'effet de [’ouabaine endogene.

10. Différents modéles d’hypertension expérimentale

L’hypertension artérielle est une maladie métabolique chronique et multifactorielle qui
possede des répercussions physiopathologiques néfastes sur la santé de 1’individu, mais les
causes et 1’origine réelle de I’apparition de cette maladie (HTA essentielle, secondaire ou,
héréditaire etc.), n’ont pas encore été bien élucidées. De ce fait, plusieurs modeles
expérimentaux d’animaux sont utilisés pour bien explorer cette pathologie et éventuellement
pour tester de nouvelles stratégies thérapeutiques pour le traitement et la prévention contre
I'hypertension artérielle. La complexité de cette pathologie exige 1’utilisation de différents
modeles animaux ayant subi des modifications génétiques, physiologiques ou nutritionnelles

(Polak et al., 2018 ; Lerman et al., 2019).
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10.1. Modeéles animaux d'hypertension primaire
10.1.1. Modeéles génétiques de I’hypertension

Les études expérimentales réalisées sur des modeles génétiques de I’HTA ont pour but
de s’approcher des conditions physiopathologiques de I’hypertension essentielle chez
I’homme. De plus, un nombre important de ces mécanismes physiopathologiques ont été bien
élucidés chez ’homme grice a ces contributions expérimentales (Lerman et al., 2019). Parmi
ces modeles, les rats génétiquement hypertendus sont utilisés dans les études génétiques telles
que les rats spontanément hypertendus (SHR), les rats Dahl sensibles au sel (DSS, Dextran
Sulfate Sodium), les rats de la souche hypertensive de Milan, les rats hypertendus de Lyon,
les rats hypertendus Sabra. La différence entre ces modeles réside dans le degré de 1’altération

génétique, cellulaire et la régulation de la pression artérielle (Lerman ef al., 2019).

Les rats spontanément hypertendus (SHR), représentent la reproduction la plus fidele
de I’hypertension essentielle chez I’homme. Cette souche SHR “stroke prone” semble étre
trés utile dans 1’étude des AVC, la fonction vasculaire, la régulation du systéme autonome, la
fonction rénale et également dans 1’évaluation de IDefficacité des nouveaux agents

thérapeutiques hypotenseurs de I'hypertension primaire ou essentielle (Nabika et al., 2012).

Par ailleurs, la modification de 1’alimentation contribue au développement de
I’hypertension du modéle Dahl sensible au sel. Ce modele est tres utile pour I’étude de 1’effet
de l’alimentation et des facteurs génétiques sur le développement de 1I’hypertension (Joe,
2015). En effet, une alimentation riche en sel (8% NaCl) contribue au développement de

I’hypertension chez les rats Dahl sensibles au sel (Imafidon & Amaechina, 2010).

Cependant, les souches de rats hypertendus Lyonnais qui sont un modele de rats ayant
de faibles taux de rénine associés a une forte sensibilité¢ a I’angiotensine II, ont été utilisées
pour I’é¢tude des perturbations rénales, métaboliques, cardiaques et génétiques (Ma et al.,
2017). En outre, le modele de rats hypertendus de Milan est caractérisé par une altération du
métabolisme hydrosodé rénal (Vincent et al., 1976). Les rats hypertendus Sabra sont utiles
pour les études génétiques examinant les interactions environnementales sur la pression

artérielle (PA) (Lerman et al., 2019).
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10.1.2. Modéles animaux d'hypertension secondaire

Plusieurs modeles de rats sont utilisés pour I’étude et 1I’exploration des mécanismes
physiopathologique de I’hypertension artérielle secondaire. Pour cela, des méthodes
chirurgicales et des substances pharmacologiques sont utilisées pour induire une HTA

secondaire.
10.1.2.1. Modéle d’hypertension chirurgicale

Le modéle de ’'HTA chirurgicale ou modele de Goldblatt a ouvert un nouveau
chapitre dans la recherche sur I'hypertension rénovasculaire. Ce modele consiste a induire une
constriction partielle de I'une ou des deux artéres rénales chez le rat (Lerman et al., 2019). A
ce jour, il existe des variantes de la technique de Goldblatt: le modele de rat connu sous le
nom «kidney, one clip rat (1IK1C)», un rein subit une ablation et l'autre subit une sténose
artérielle et le deuxieme modele Goldblatt a deux reins connu sous le nom «two kidneys one
clip (2K1C)», ou un rein subit une sténose de 1’artére gauche pour réduire chroniquement la
perfusion rénale, et l'autre rein reste intact (Herrmann & Textor, 2016 ; Ménard et al.,
2018). Une sténose des arteres entraine une réduction du flux sanguin dans l'aorte surrénale
ou dans les arteres rénales principales avec ou sans ablation de la masse rénale. En réponse a
la réduction de la perfusion glomérulaire, il y’a activation du systéme rénine-angiotensine-
aldostérone (SRAA), en induisant une constriction des artérioles rénales et donc, une
augmentation de la résistance artériolaire. Une rétention du sel et d'eau est notée, avec
augmentation subséquente de la pression artérielle systémique ayant pour conséquence, une
dysfonction endothéliale et un stress oxydatif activant ainsi, le processus inflammatoire

(Textor & Herrmann, 2017 ; Lerman ef al., 2019).
10.1.2.2. Modéle d’hypertension dépendante de I’angiotensine Il (Ang Il)

Le SRAA joue un rdle fondamental dans I'homéostasie du sodium et de l'eau. La
perfusion sous-cutanée a long terme d'Ang II chez des rats est trés largement utilisée, en
particulier dans les études précliniques d'hypertension secondaire (Nitiéma et al., 2019). Ce
modele découle en partie de sa ressemblance avec certaines formes d'hypertension humaine.
Plusieurs travaux expérimentaux ont bien montré qu’une perfusion a long terme d'Ang II chez
des rats entraine une augmentation de I’HTA, du systéeme RAA et un stress oxydatif avec une
forte libération de la NADPH oxydase (Naregal ef al., 2017 ; Dinh et al., 2017). En effet, la

perfusion d'Ang II a long terme permet une évaluation in vivo des interactions entre

27



Revue Bibliographique

l'activation systeme sympathique et immunitaire, la vasoconstriction systémique et rénale et le

transport sodique au niveau rénal (Lerman et al., 2019).

10.1.2.3. Modéle d’hypertension d’origine endocrinienne

L'administration des minéralocorticoides, généralement sous forme de
désoxycorticostérone DOCA associés a un régime riche en sel, a été l'approche la plus
largement utilisée pour induire une hypertension artérielle (Basting & Lazartigues, 2017).
Le DOCA est injecté par voie sous-cutanée et I’eau de boisson est remplacée par du NaCl a
1%, contribuant ainsi a induire une hypertension artérielle avec une altération de
I’endothélium et une inhibition de la biodisponibilité en NO (Matin ef al., 2016). Par ailleurs,
une injection sous-cutanée de dexaméthasone (20ug/kg/jour) induit une HTA associée a un
stress oxydatif (Wigati et al., 2017). En outre, I’administration par voie intraveineuse de
I’adrénaline (5pg/kg) chez les rats normotendus provoque une augmentation de la pression

artérielle (Etou-Ossibi et al., 2014).
10.1.2.4. Modeéle d’hypertensions d’origine pharmacologique

L’administration par voie orale du No-nitro-L-argininemethyl ester (L-NAME) qui est
un inhibiteur de la synthése endothéliale du monoxyde d’azote (NO), entraine une
vasoconstriction rénale et provoque ainsi une augmentation de la PA chez des rats
(Yuliandra ef al., 2017). De méme, les travaux de Areminia et al., (2019) ont bien montré
qu'un traitement avec L-NAME pendant quatorze jours chez des rats males Wistar-Kyoto
induit une augmentation des chiffres tensionnels, de la fréquence cardiaque et une inhibition

de la syntheése du NO.
10.1.2.5. Modéle d’hypertension d’origine nutritionnelle

L’influence de I’alimentation sur 1’hypertension artérielle est d’actualité. Les travaux
menés par I’American Heart Association (AHA) ont montré une corrélation entre les apports
alimentaires élevés en sodium et la progression de I’incidence de I’hypertension et des
maladies cardiovasculaires (MCV) (Chrysant, 2016 ; Lu & Crowley, 2018).

Dans ce modele expérimental, une importante consommation de sel entraine une
hypertension artérielle (Gomes et al., 2017). De plus, ’installation d’une hypertension
artérielle est observée chez des rats sensibles au sel Dahl soumis un régime riche en sel (8%
de NaCl) (Takahashi et al., 2017).

Il est bien établi qu’une alimentation excessivement riche en sel et en sucres simples

ingérés sous forme du fructose est impliquée dans 1’altérations de la régulation de la pression
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artérielle (Dornas et al., 2017 ; Komnenov et al., 2019). En effet, des apports élevés en
fructose potentialisent la réabsorption du sel par le rein et augmentent 1’activité du systeme
rénine-angiotensine-aldostérone entrainant ainsi une élévation de la pression artérielle
(Komnenov ef al., 2019). Chez le rat, I’administration par voie orale de 10% de fructose en
solution pendant une semaine, entraine une hypertension artérielle, une altération du profil
lipidique et une réduction de la biodisponibilité en oxyde nitrique (NO) (Chen et al., 2019).
De méme, Wu et al., (2017) ont observé une augmentation des chiffres tensionnels et du
stress oxydatif chez des rats spontanément hypertendus (SHR) soumis pendant trois semaines
a un régime riche en fructose. De méme, ayant administré a des rats une solution glucosée
(10%) pendant trois semaines, une hypertension artérielle a été induite (Alamgeer et al.,
2017).

Par ailleurs, une consommation excessive de boissons alcoolisées est un facteur de
risque de maladie cardiovasculaire (MCV) (Zatu et al., 2016). De plus, cette consommation
d’alcool peut étre mise en relation avec 1’augmentation de I’incidence de la rigidité des artéres
chez des patients hypertendus (Jatoi et al., 2017). Dans certains modeles expérimentaux,
I’hypertension artérielle peut étre induite par I’administration orale d’éthanol (35%) avec une
dose de 3g/kg/jour (Bilanda et al., 2018). En outre, cette hypertension artérielle serait due a
I’augmentation de la sécrétion d’hormones et de neurotransmetteurs et a la stimulation du

systéme nerveux sympathique (Akindele et al., 2014).
11. Importance de la nutrition dans I'hypertension artérielle

L'HTA est la plus récurrente des maladies cardiovasculaires (Chen et al., 2018).
Plusieurs recommandations Européennes et Américaines conseillent de prendre des
hypotenseurs dont, les diurétiques, les B-bloquants, les inhibiteurs calciques, les inhibiteurs de
I’enzyme de conversion de 1’angiotensine (IEC) et les bloqueurs des récepteurs de
I’angiotensine 2 (ARA2), comme traitement de premicre intention de 1’hypertension.
Néanmoins, ces hypotenseurs classiques recommandés sont tres controversés par le nombre
d’effets secondaires quelles peuvent engendrer (Stephan ef al., 2015). A co6té de la thérapie
pharmacologique, les recommandations de I’ESC/ESH 2018 exhorte une modification dans le
mode de vie tel que le changement de 1’alimentation et la pratique d’une activité physique
peuvent prévenir, retarder l'apparition de I'HTA et réduire le risque des maladies
cardiovasculaires.

Cependant, d’autres recommandations préconisent 1’approche diététique (DASH,

Dietary Approach to Stop Hypertension) pour une meilleure prise en charge des personnes
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souffrant de I’HTA. Le régime DASH se caractérise par des proportions élevées en fruits,
légumes, en produits laitiers et en d’autres aliments dont la teneur en matieres grasses, en
graisses saturées, en sucre raffiné et en sel sont plus faibles (Feyh et al., 2016). Plusieurs
travaux ont bien souligné qu’une bonne adhésion a ce type de di¢te pourrait étre efficace pour
atténuer les effets délétéres d’une hypertension artérielle (Maddock ef al., 2018). De plus, le
régime DASH peut contribuer a diminuer les teneurs en acide urique chez des personnes
hypertendues atteintes de la goutte (Juraschek et al., 2016 ; Rai et al., 2017). Bien que ce
régime alimentaire soit efficace pour contrdler I'hypertension artérielle, les personnes
souffrant de celle-ci ne semblent pas suivre les conseils préconisés par le régime DASH (Kim
& Andrade, 2016 ; Feyh et al., 2016).

Les interventions nutritionnelles sont d’actualité. Plusieurs études se sont intéressées a
I’importance de D’alimentation ainsi qu’a [’utilisation des plantes médicinales et plus
particulicrement, a leurs composés bioactifs qui ont des effets thérapeutiques et

prophylactiques importants contre I’hypertension artérielle (Fantin et al., 2019).
11.1. Effets des plantes médicinales sur I’hypertension artérielle

Les plantes médicinales constituent la principale source de soins de santé primaire
dans de nombreux pays. Actuellement, il y a une forte augmentation de 1’utilisation des
plantes médicinales dans I'industrie pharmaceutique et cosmétique. En effet, plusieurs travaux
ont bien montré les effets bénéfiques des plantes comme une alternative pour atténuer les

effets d’une hypertension artérielle (Al Disi ef al., 2016 ; Anwar et al., 2016).

Safaeian et al., (2015) ont observé une réduction de la pression artérielle systolique
(PAS) et diastolique (PAD) chez les rats rendus hypertendus par la dexaméthasone et traités
avec des extraits hydro-alcooliques de tiges de Ferula foetida (Bunge) (200, 400 et 800 mg/kg
poids corporel).

Chez des rats rendus hypertendus suite a une injection intraveineuse de L-NAME, de
l'atropine, de l'indométhacine et de I'hexaméthonium (bloqueurs des récepteurs de
I’acétylcholine, AChR), un effet antihypertenseur est noté suite au traitement avec un extrait
hydro-alcoolique des fruits de Syzygium cumini (0,5, 1, 5,10, 20 et 30 mg/kg). Cet effet
antihypertenseur est notamment dfi a une diminution de la résistance périphérique modulé par
I’activation des récepteurs muscariniques contribuant a un effet vasodilatateur sur
I'endothélium (Herculano et al., 2014).

Chez des rats et des lapins rendus hypertendus par I’administration de L-NAME

(10uM) pendant 20-30 min et de phényléphrine au niveau des anneaux aortiques isolés,
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I’étude réalisée par Salma et al., (2017) met en évidence une vasodilatation médiée par la
biodisponibilité du NO suite au traitement avec un extrait brut de 1'hélice d'Hedera (H. helix)
a des doses de 1-30 mg/Kg. En effet, les composés bioactifs tels que les phénols, les
flavonoides et I'hédéracoside semblent éEtre responsables de I’effet antihypertenseur et
vasodilatateur de 1I’endothélium. Des résultats similaires ont été obtenus avec les substances
phénoliques, telles que les anthocyanes et les flavonoides et qui ont montré une protection et
une amélioration de la fonction endothéliale avec une relaxation vasculaire via la voie
NO/GMP et une inhibition de 1’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA). Les
polyphénols stimulent la vasodilatation dépendante de I'endothélium en diminuant la synthése
du vasoconstricteur, I’endothéline (ET-1) induisant ainsi une diminution de la pression
artérielle (Hiigel et al., 2016 ; Godos et al., 2019).

De méme, il a été bien démontré dans les travaux de Maneesai ef al., (2018) chez des
rats rendus hypertendus que 1’administration du L-NAME (40 mg/kg) et traités pendant cinq
semaines avec l'hespéridine (15 et 30 mg/Kg), un flavonoide type hétéroside flavonoique,
présent dans les agrumes, réduit la pression artérielle, I'hypertrophie ventriculaire gauche et la
fibrose cardiaque. De plus, une réduction du stress oxydatif suite a une augmentation de la
biodisponibilité du NO et une diminution des facteurs inflammatoires TNF-a et TGF-8, est
notée.

Dans une étude clinique regroupant des sujets volontaires agés de 40-65 ans atteints
d’une hypertension 1égere (PAS: 135-139 mm Hg, PAD: 85-89 mm Hg) et répartis en trois
groupes, traités avec 300 ml/jour par d’extraits méthanoliques des feuilles de Mentha
longifolia (1 groupe), des fleurs de Viola odorata (2°™ groupe) et des feuilles d’Urtica
dioica (3éme groupe), pendant seize semaines, Samaha et al., (2019) ont observé une
diminution des pressions artérielles diastoliques, systoliques et moyennes, comparés au
groupe témoin. De plus, dans une autre étude réalisée par Ashraf et al., (2013), menée chez
patients souffrant d'hypertension essentielle, I’administration pendant vingt-quatre semaines
de capsules contenant différentes doses (300 ,600, 900, 1200 et 1500 mg/j) d’extraits aqueux
d’ail Allium sativum, entraine une diminution significative de la PAS. De méme, comparés a
des sujets témoins, les patients présentant une hypertension légere, agés de 4513 ans avec un
IMC de 2743 et traités avec 136 mg d'oleuropéine et 6 mg d'hydroxytyrosol pendant six
semaines ont montré, une diminution des pressions artérielles, des teneurs plasmatiques en
cholestérol total, cholestérol-LDL, triglycérides et des marqueurs de l'inflammation

I’interleukine-8 (Lockyer et al., 2017).
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11.2. Effets des plantes médicinales sur I’hypertension artérielle et le stress
oxydatif et le pouvoir antioxydant

Le stress oxydatif est étroitement 1ié au dysfonctionnement des cellules endothéliales
et des cellules musculaires lisses vasculaires induisant ainsi, la libération des espéces

réactives a I'oxygene (ERO) (Guzik & Touyz, 2017).

Sulistyowati et al., (2017) ont montré que le traitement avec un extrait aqueux des
feuilles de Centella asiatica, Justicia gendarussa et Imperata cylindrica (CJID) pendant cinq
semaines, entrainent une diminution de la pression artérielle systolique (PAS), de la fréquence
cardiaque et des teneurs du MDA au niveau cardiaque et inversement, stimulent 1’activité
enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD). De plus, ces extraits réduisent la production
d'especes réactives de 1'oxygene via la voie dépendante de la NADPH oxydase (NOXs) et
diminuent les teneurs plasmatiques du peroxyde d’hydrogéne (H,0O,), chez les rats

spontanément hypertendus (SHR).

Les travaux de Omobowalé et al., (2018) ont mis en évidence que le traitement des
rats rendus hypertendus par 1’administration orale de 40 mg/Kg de L-NAME pendant 21 jours
avec un extrait méthanolique d'Azadirachta indica (100 mg/Kg), entraine une diminution
significative des pressions artérielles (PAS, PAD et PAM) et réduit les teneurs en
malondialdéhyde, protéines carbonylées et augmente 1’activité des enzymes antioxydantes
(glutathion réductase (GSH-Pr) et glutathion-S-transférase GST et la biodisponibilité sérique
du NO.

Le traitement des rats rendus hypertendus par 1’administration de I'Ang II (0,5
mg/Kg/jour) et du NaCl (0,9%) par un extrait d'acétate d'éthyle d’écorces de tronc de Lannea
microcarpa (LMAE) (50 mg/Kg/jour) pendant trois semaines, induit une diminution des
pressions artérielles et du stress oxydatif par la diminution de 1’expression des enzymes
NADPH oxydase (NOX-2) et la COX-2 et l'inhibition de l'entrée de calcium. De plus, les
substances antioxydantes de 1’extrait de Lannea microcarpa parmi lesquelles les stérols, les
triterpenes, les coumarines et l'anthraquinone atténuent le stress oxydatif et augmente la

biodisponibilité en NO (Nitiéma et al., 2019).

Le traitement des rats spontanément hypertendus (SHR) comparés aux rats SHR non
traités avec un extrait délipidé d'Astragalus spruneri (EAS) a une dose de 100 mg/Kg de
poids corporel pendant 14 jours, entraine une réduction des chiffres tensionnels et une

amélioration du statut redox par augmentation de ’activité des enzymes antioxydantes
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(catalase, superoxyde dismutase et glutathion peroxydase) et celle de la glutathion (GSH) au
niveau du foie et des reins (Simeonova et al., 2018).

Par ailleurs, chez des rats spontanément hypertendus, les résultats de Masodsai et al.,
(2019) ont indiqué que le traitement par une dose de 200 mg/kg/jour d’un extrait phénolique
d’acide protocatéchique (PCA) pendant douze semaines, induit une stimulation des activités
enzymatiques notamment, celle de la catalase et de la superoxyde dismutase et améliore la

voie IP;. K-NOS-NO induisant ainsi, un effet vasodilatateur sur 1’endothélium.

12. Le lin (Linum usitatissimum)
12.1. Description et morphologie des graines de lin

Le lin est appelé également en latin Linum usitatissimum, qui signifie
étymologiquement que «tout est utile» dans la graine de lin. Le lin est une culture oléagineuse
majeure appartenant a la famille des Lineaceae. Actuellement, elle suscite un regain d’intérét
croissant en raison de son profil nutritionnel (Kaur et al, 2018 ; Sharma et al., 2019). Le lin
cultivé (Linum usitatissimum L.) est une espece de plante herbacée dicotylédone annuelle et
compte environ 200 especes de lins (genre Linum). Elle atteint 60 a 120 cm de hauteur, ses
fleurs sont petites de couleur bleue, blanche, rose ou violette possédants 5 sépales et 5
étamines. Les fruits sont capsulaires avec cinq cellules, contenant chacune deux graines. Une
capsule contient donc, un maximum de 10 graines (Fig. 8) (Umer et al., 2017). Les graines
sont ovales et aplaties ayant une pointe pointue avec deux variétés de couleurs différentes

brunes et dorées (Fig. 9) (Jhala & Hall, 2010 ; Naik et al., 2020).

Fig. 8. Fleur bleue et Capsules des graines de Linum usitatissimum
(Amin & Thakur, 2014).

La plante de graine de lin est originaire d’Asie de 1'Ouest et de la Méditerranée et elle
pousse dans de nombreuses régions dans le monde telle que 1'Inde, 1'Argentine, ' Amérique, la

Chine, le Canada, etc. Parmi ces pays, le plus grand exportateur mondial de graines de lin est
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le Canada et qui représente a lui seul soit 75% du commerce mondial de graines de lin et
produit aussi 40% des graines de lin du monde entier (Benjamin et al., 2017). Elle est
largement cultivée pour ses fibres textiles et ses graines oléagineuses et elle pousse presque

dans tous les types de sols (Umer et al., 2017).

Fig. 9. Graines dorées et brunes de Linum usitatissimum (Naik et al., 2020).

12.2. Composition nutritionnelle et phytochimique des graines de lin

La graine de lin est classée comme un aliment fonctionnel en raison de ses valeurs
nutritionnelles et pharmaceutiques et également pour ses propriétés préventives contre
plusieurs pathologies (Sharma et al., 2019 ; Tavarini et al., 2019). L’huile de la graine
renferme une forte proportion d’acide alpha linolénique (C18 :3, @3 ; de 35 % a 65 % des
acides gras totaux). De plus, la graine oléagineuse du lin est a ce jour, la matiére premiere
végétale contenant le plus de lignanes phyto-cestrogénes (PE), le sécoisolaricirésinol sous
forme de diglucoside (SDG) y est largement plus abondant comparé a toutes les autres graines
comestibles. De méme, la graine contient des molécules phénoliques telles que l'acide
caféique, I'acide p-coumarique, l'acide férulique et les tanins (Goyal et al., 2016 ; Wang et
al., 2017) et les flavonols (Garros et al., 2018). De méme, elle est riche en fibres tels les
mucilages solubles (Katare et al., 2012 ; Ding et al., 2018) et en protéines qui sont
relativement riches en arginine, en acide aspartique et acide glutamique et en peptides
cycliques (Silva et al., 2016).

Les quatre formes courantes de graines de lin commercialisées pour la consommation
humaine comprennent les graines de lin entiéres, les graines de lin moulues, 1'huile de lin et
les farines de graines de lin partiellement dégraissées. La composition de chaque forme de

graines de lin est indiquée dans le Tableau IV.
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Tableau IV. Composition nutritionnelle des quatre formes courantes
de graines de lin (pour 100 g) (Bassett et al., 2009).

Farine de lin

Graines

Grain entiére Huile de lin partiellement
moulues P
délipidée
Lipides (g) 41,0 40,8 100,0 11,1
ALA (g) 22,8 23,1 57,0 6,0
Protéines (g) 20 20,0 0.0 38,9
CHO (g) 28,9 29,2 0.0 33,3
Fibres (mg) 27,8 27,7 0.0 33,3
Lignanes (mg) 82-2,6 82-2,6 0.0 2,50
Calories Kcal 464 564 900 388

ALA, acide linolénique; CHO, glucides (y compris les sucres, les amidons et les fibres
alimentaires totales).

Par ailleurs, malgré ses multiples vertus, la graine de lin contient des composés
bioactifs phytotoxiques tels que, I’acide phytique, les inhibiteurs de la protéase et les
glycosides cyanogéniques (linustatine, néolinustatine, linamarine et lotaustraline) (Shim et
al., 2014 ; Kajla et al., 2017 ; Dzuvor et al., 2019). L'acide phytique interfére avec les sels
minéraux et limite [’assimilation et l'absorption du calcium, du zinc, du magnésium, du
cuivre et du fer (Kajla et al., 2015). Le glycoside cyanogénique est converti par une
glycosidase intestinale en cyanohydrine, qui se décompose ensuite en cyanure d'hydrogene
provoquant ainsi intoxication aigué (Waszkowiak ef al., 2015 ; Cresseya & Reeve, 2019).
Cependant, aucune augmentation des concentrations plasmatiques de cyanure au-dessus de la
ligne de base n'a été observée suite a la consommation de 10 a 100 g de graines de lin

(Machado et al., 2015 ; ZuravsKi et al., 2015).

Les graines de lin ont acquis la réputation d’étre un ingrédient nutritionnel polyvalent
qui peut facilement étre incorporé a de nombreux aliments. La graine de lin a été exploitée
avec succes dans la préparation de divers produits a valeur ajoutée. Commercialement, toutes
les parties de la graine de lin sont exploitées directement ou apres traitement. En effet,
plusieurs travaux ont mis en exergue qu’un enrichissement en graine de lin dans l'industrie
alimentaire posseéde un effet important dans 1'augmentation de la qualité nutritionnelle des
aliments (Marpalle et al., 2014 ; Kumar ef al., 2017b ; Kaur et al, 2018). Une étude
réalisée par Marpalle et al., (2015) a montré que I'ajout de graines de lin torréfiées dans le
pain entrainait une augmentation de la teneur en calories, induit un faible indice glycémique et

augmente 1’activité antioxydante.
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13. Effets des graines de lin sur les risques de maladies cardiovasculaires, le

cancer et le transit intestinal

Actuellement, la consommation de la graine de lin suscite un intérét croissant grace a
ses effets bénéfiques sur la santé et la réduction du risque des MCV (Tirgar & Kalpesh,
2017). En effets, plusieurs études précliniques et cliniques ont souligné que la
supplémentation alimentaire en graines de lin entraine des effets antihypertenseurs,
antiathérogenes, hypocholestérolémiants, anti-inflammatoires et contribue également, a

I’inhibition des arythmies cardiaques (Naik et al., 2018 ; Parikh ef al., 2018, 2019a).

Les acides gras polyinsaturés oméga-3 (AGPI n-3) ont des effets préventifs et
thérapeutiques contre la progression des plaques athéromateuses. Chez des rats souffrant
d’arythmies et d’un dysfonctionnement cardiaque suite a un infarctus de myocarde (IM), la
consommation d’un régime supplémenté avec 10g de graine de lin, 4,4% d’huile de lin
(ALA) et 0,04% de lignanes entraine une diminution significative de 1’incidence des
arythmies et réduit les fibroses du myocarde et le taux du TNF-a, comparé, aux rats témoins

(Parikh et al., 2019b).

Les graines de lin ont également un impact sur le diabete dont l'incidence ne cesse
d’augmenter a travers le monde. La supplémentation en graines de lin réduit la glycémie chez
les rats rendus diabétiques de type 1 (Kapuriya et al., 2018 ; Afzal et al., 2020). De méme,
chez I’homme, une intervention nutritionnelle réalisée chez des volontaires atteints de DT2
avec un indice de masse corporelle (IMC) de 20,5 a 48,9 Kg/m? et qui présentent une
constipation, la consommation de 10 g de graines de lin deux fois par jour dans des cookies
pendant 12 semaines, révele une amélioration du profil lipidique avec une réduction des
concentrations en CT, TG, LDL-C et du rapport d’athérogénicité et inversement, une
augmentation des teneurs en HDL-C. De plus, une diminution des symptomes de la
constipation, du poids et de la glycémie est observée comparée a des témoins volontaires qui

ont recu des cookies (placebo) (Soltanian & Janghorbani, 2018).

Récemment Shafie et al., (2019) ont montré chez des rats atteints de syndrome
métabolique, répartis en trois groupes et traités pendant 16 semaines avec un régime riche en
sucre supplémenté avec respectivement, 5% poudre de graines de lin, 3% de graines de lin
délipidées et 0,03% de SDG, une réduction de la pression artérielle systolique, de
I’insulinémie et des facteurs inflammatoires. De plus, le traitement avec I’extrait de SDG

induit une réduction des graisses abdominales. De méme, le traitement avec la graine de lin

36



Revue Bibliographique

délipidée ou avec I’extrait SDG améliore la structure du cceur, avec une diminution des
vacuoles graisseuses au niveau hépatique et une réduction des concentrations plasmatiques en
leptine.

Les lignanes de la graine de lin qui ont des activités antioxydantes et anticancéreuses
sont déja largement utilisées dans les études animales pour le traitement de plusieurs types de
cancers (Calado et al., 2018). Plusieurs études ont mis en évidence 1I’impact des graines de lin
dans la réduction de la teneur des facteurs de croissance tumorale chez les femmes atteintes
d'un cancer du sein (Mason & Thompson, 2014 ; Mali ef al., 2019). Ces effets bénéfiques
sont obtenus chez des femmes atteintes du cancer et traitées avec des graines de lin moulues
(25g) et avec une dose de 50 mg de SDG induisant ainsi une réduction du taux plasmatique du
TNF-a (Flower et al., 2014). Par ailleurs, la supplémentation des lignanes de lin dans le
régimes induit des effets antidépresseurs chez des souris soumises a un stress chronique (Ma
et al., 2013).

Les fibres de la graine de lin ont aussi un effet laxatif. Le lin raccourcit le temps de
transit des aliments dans 1’appareil digestif et peut-étre, par conséquent, utile pour réduire la
constipation et les symptomes du syndrome du cOlon irritable (Cockerell et al., 2012 ; Hanif

Palla & Gilani, 2015).
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1. Préparation de la poudre de la graine de lin (Linum usitatissimum)

La graine de lin (Linum usitatissimum) appartenant a la famille des Linaceaea a été
récoltée en mois de juin en 2016 dans la commune Deldoul, daira Ougroute a Adrar (Sud
d’Algérie). Ces graines ont été identifiées par le Pr BELKHODJA Moulay, spécialiste en
physiologie végétale au département de Biologie de 1’université Oran 1. Les graines ont été

tamisées, triées, nettoyées, puis finement broyées pour obtenir la poudre de la graine de lin.

Graines de lin

Tamisées, triées et
nettoyées
Fleur et graines de lin

Poudre de la graine de lin
Fig. 10. Préparation de la poudre de la graine de lin Linum usitatissimum L.
2. Animaux et régimes

Des rats méales de souche Wistar (n=24), pesant 250+7¢g ont été utilisés dans cette
étude. Ils sont divisés en trois groupes au nombre de huit (n=8) sont soumis a un régime semi-
synthétique contenant 20% de caséine (Tableau I) :

-Le premier groupe de rats sont soumis a une injection sous-cutanée de 10
ug/kg/jour/rat de NaCl (0,9%) (groupe témoin ; T).

-Le 2°™ groupe de rats sont rendus hypertendus par une injection sous-cutanée de 10

pg/ kg/jour/rat d’ouabaine dissoute dans du NaCl (groupe Ouabaine ; Ouab).
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- Le 3°™ groupe rendu hypertendu est traité avec 1 % de la poudre de la graine de lin
(groupe Ouabaine-Lu ; Ouab-lu).

Les animaux sont placés dans une animalerie ou la température est maintenue a 22+1
°C, avec un rythme circadien de 12h (jour/nuit) et une hygrométrie constante de 55+5%.
L’eau et la nourriture sont données ad libitum. Les conseils pour la protection et 1’utilisation
des animaux de laboratoire sont suivis (Council of European Communities, 1987).

Tout au long de D’expérimentation, la consommation alimentaire est mesurée

quotidiennement, le poids des rats et I’évolution chronologique des chiffres tensionnels sont

mesurés une fois par semaine. Du 17" au 21°™ jour de ’expérimentation, les rats sont
placés dans des cages a métabolisme. Les urines de chaque groupe sont recueillies dans des

tubes en verre contenant un antiseptique (thymol/isopropanol a 10%), puis conservées a +4°C.
3. Mesure des chiffres tensionnels des animaux

Les enregistrements des chiffres tensionnels sont effectués chaque semaine a 1’aide
d’un systeéme de brassard au niveau de la queue (CODA 4, Kent Scientific Corporation, Etats-
Unis). La technique consiste a réaliser un enregistrement de la pression artérielle en
déterminant le volume sanguin (Volume Pressure Recording, VPR) qui traverse la queue, la
méthode étant appelée Queue-coiffe. Le rat est maintenu dans un détenteur d’animaux placé
sur une plaquette chauffante a une température de 32-35 °C afin d’augmenter 1’afflux sanguin
dans la queue. A 1’aide d’une manchette d'occlusion et un capteur différentiel de mesure du
volume total de sang dans la queue, ce systéme fournit des mesures de six (6) différents
parametres de pression artérielle : pression artérielle systolique, diastolique, fréquence
cardiaque, pression artérielle moyenne, le flux sanguin et le volume sanguin de la queue. La

pression artérielle est mesurée a une moyenne de trois enregistrements.

Fig. 11. Dispositif d’enregistrement de la pression artérielle
(CODA 4, Kent Scientific Corporation)
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Tableau V. Composition des régimes en g/100g de régime'

Ingrédients Témoins Ouabaine Ouabaine-Lu
Caséine’ 20 20 20
Amidon de mais’ 60 60 59
Saccharose® 4 4 4
Huile de tournesol’ 5 5 5
Cellulose® 5 5 5
Meélange vitaminique’ 2 2 2
Mélange minéral® 4 4 4
Graines de lin’ - - 1

'Les régimes sont isoénergétiques (16,67 MJ/kg de régime) et donnés sous forme de poudre.
*Sigma-Aldrich Chemie, Germany.

*ONAB, Sidi Bel Abbgs, Algérie.

*ENASUCRE, Sfisef, Algérie.

*Cévital, SPA, Béjaia, Algérie.

®Prolabo-Paris, France.

"UAR 200 (Villemoisson, 91360, Epinay/S/Orge, France), mélange vitaminique (mg/kg de régime):
Vit A, 39600 UIL Vit D;, S000UI, Vit By, 40; Vit B,, 30; Vit Bs, 140; Vit Be, 20; Vit B;, 300; Vit By,
0,1; Vit C, 1600; Vit E, 340; Vit K, 3,80; Vit PP, 200; choline, 2720; Acide folique, 10; Acide para-
aminobenzoique (PAB), 180; Biotine, 0,6; cellulose, gsp, 20g.

SUAR 205B (Villemoisson, 1360, Epinay/S/Orge, France), mélange minéral (mg/kg de régime):
CaHPO,, 17200; KCl, 4000; NaCl, 4000; MgO,, 420; MgSO,, 2000; Fe,03, 120; FeSO,4, 7H,0, 200;
MnSO,, H,SO,4, H,0, 98; CuSO,, 5SH,0, 20; ZnSO,, 80; CuSO,, 80; CuSO,, 7H,0; KI, 0,32

*Préparées sous forme de poudre.
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4. Prélevement du sang et des organes

Apres 21 jours d’expérimentation et un jeline de 12 heures, les 3 groupes de rats sont
pesés puis anesthésiés par une injection intra-péritonéale d’une solution de chloral a 10 % (0,1
mg/100g de poids corporel). Le sang est prélevé par ponction de 1’aorte abdominale dans des
tubes contenant de ’EDTA-Na, et centrifugé a 1000 x g pendant 20 min a 4 °C (centrifugeuse
Sigma, 4K10 Bioblock Scientific, Germany). Le plasma et le culot contenant les érythrocytes
sont récupérés. Les érythrocytes sont immédiatement lavés 3 fois de suite avec du NaCl a
0,9% (P/V), puis les cellules sont lysées par de 1’eau distillée glacée.

Les organes (foie, cceur, aorte et rein) sont prélevés, rincés avec une solution fraiche
de NaCl a 0,9%, séchés puis pesés. Le plasma, les érythrocytes et les organes sont conservés a

-70°C jusqu’a leur utilisation.

5. Analyses biochimiques
5.1. Détermination des teneurs plasmatiques en urée, en créatinine et en acide
urique

5.1.1. Dosage de la créatinine

Le dosage de la créatinine est réalisé par une méthode cinétique (Kit Spinreact,
Espagne). En milieu alcalin, la créatinine présente dans 1’échantillon réagit avec le picrate

pour donner un complexe coloré. La lecture se fait a une longueur d’onde A =492 nm.
5.1.2. Dosage de I'urée

Le dosage de I'urée est effectué par une méthode enzymatique colorimétrique (Kit
Spinreact, Espagne). L’urée présente dans 1’échantillon donne en présence d’uréase et de
nitroprussiate de sodium un indophénol coloré quantifiable par spectrophotométrie. La lecture

se fait a une longueur d’onde A = 580 nm.
5.1.3. Dosage de I’'acide urique

L’analyse de I’acide urique est effectuée par une méthode enzymatique colorimétrique
(Kit Spinreact, Espagne). L’indicateur colorimétrique de 1’acide urique est la quinonéimine
formé a partir du 4-amino-phénazone (4-AP) et du 2-4 dichlorophénol-sulfonique (DCPS) par

le peroxyde d’hydrogene sous 1’action de 1’uricase. La lecture se fait a une longueur d’onde A

=520 nm.
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5.2. Evaluation de I’activité des transaminases plasmatiques

L’alanine aminotransférase (ALT) est une transaminase connue sous le nom de
glutamate-pyruvate-transaminase (TGP). L’ALT catalyse le transfert du groupe aminé de la
L-alanine vers 1’a-cétoglutarate pour donner du L-glutamate. La détermination de I’activité de
I’ALT s’effectue par une méthode cinétique (kit Chronolab, Spain). La lecture se fait a une

longueur d’onde A = 340 nm.

L’aspartate aminotransferase (AST) est une transaminase €galement connue sous le
nom de glutamate-oxalo-acetate-transaminase (TGO). Elle catalyse le transfert du groupe
aminé du L-aspartate vers 1’a-cétoglutarate pour donner du L-glutamate. La lecture se fait a

une longueur d’onde A =340 nm.

5.3. Dosage du sodium (Na’) et potassium (K') au niveau plasmatique et

urinaire
5.3.1. Dosage du sodium Na*

La quantit¢ du sodium est déterminée par la méthode de Mg Uranyl acetate (Kit
Spinreact, Espagne). Le sodium est précipité avec de l'acétate de Mg-uranyle. Les ions
uranyle restant en suspension forment un complexe jaune-brun avec 1'acide thioglycolique. La
différence entre le réactif a blanc (sans précipitation de sodium) et l'analyse est
proportionnelle a la concentration en sodium. La lecture se fait a une longueur d’onde A =410

nm.
5.3.2 Dosage du potassium K*

Le dosage des teneurs en potassium est déterminé quantitativement par la méthode de
tétra-phénylborate de sodium (Kit Spinreact, Espagne). Le potassium est un ion alcalin qui se
trouve a I’état libre sans €tre lié aux protéines et qui réagit avec le tétra-phénylboronate de
sodium pour produire une suspension trouble finement dispersée de tétraphénylboronate de

potassium. La lecture se fait & une longueur d’onde A = 578 nm.
5.4. Dosage de I’albumine

Le dosage de I’albumine est réalisé par une méthode quantitative (Kit Biolabo, France).
En milieu tamponné a pH 4,2, le vert de bromocrésol se combine a I’albumine pour former un
complexe coloré dont I’absorbance mesurée a A=630 nm est proportionnelle a la concentration

en albumine dans 1’échantillon.
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5.5. Détermination des teneurs en protéines totales

Les concentrations en protéines totales du plasma et du foie sont déterminées par
méthodes de Lowry et al., (1951), utilisant la sérum albumine bovine comme standard
(Sigma Chemical Company, St Louis, MO, USA). En milieu alcalin, le complexe formé par
les ions Cu** et les groupements tyrosine et tryptophane des protéines est réduit par le réactif
de Folin. Il se développe une coloration bleue dont 1’intensité est proportionnelle a la quantité

des protéines dans 1’échantillon. La lecture se fait a une longueur d’onde =750 nm.
5.6. Dosage des différents lipides du plasma et du foie
5.6.1. Extraction des lipides totaux hépatiques

Les lipides du foie sont extraits par un mélange chloroforme:méthanol (4:1, V:V)
selon la technique de Delsal, (1944). 1 g de foie est homogénéisé avec 20 ml de mélange
chloroforme:méthanol (4:1, V:V) et laissé en contact pendant 2 h. Les solvants sont évaporés
sous vide (Rotavapor Biichi) a 48°C. Apres séchage du ballon, la quantité de lipides totaux est
déterminée par différence entre le poids final et le poids initial du ballon.

Le cholestérol hépatique est mesuré par une méthode enzymatique colorimétrique
(Kit, Spinreact, Espagne). Le cholestérol présent dans I’échantillon donne apres hydrolyse
enzymatique et oxydation un complexe coloré quantifiable par spectrophotométrie.
L’indicateur colorimétrique est la quinonéimine formée a partir du 4-amino-antipyrine et le
phénol par le peroxyde d’hydrogéne sous 1’action de la peroxydase. La lecture se fait a une

longueur d’onde A = 500 nm.

5.6.2. Dosage du cholestérol total, du cholestérol libre et des esters de

cholestérol

Le cholestérol total (CT) du plasma et de I’extrait lipidique du foie est déterminé par
une méthode enzymatique colorimétrique (Kit Spinreact, Espagne).

Les teneurs en cholestérol libre (CL) sont dosées par une méthode enzymatique
colorimétrique (Kit CHOP-PAP, Biolabo, France). La lecture se fait a une longueur d’onde A
= 500 nm. Le cholestérol estérifi¢ (CE) est obtenu par le calcul de la différence entre les
teneurs en CT et celles en CL. Les teneurs en esters de cholestérol (EC) correspondent aux
teneurs en cholestérol estérifié multipliées par 1,67 (poids moléculaire moyen d’un acide gras

qui estérifie le cholestérol).
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5.6.3. Dosage des triglycérides

Les triglycérides (TG) du plasma et du foie sont déterminés par une méthode
enzymatique colorimétrique (Kit Spinreact, Espagne). Les triglycérides incubés avec de la
lipoprotéine lipase (LPL) libérent du glycérol et des acides gras libres. Le glycérol est
phosphorylé par du glycérophosphate déshydrogénase (GPO) et de I’ATP en présence de
glycérol kinase (GK) pour produire du glycérol-3-phosphate (G3P) et de 1’adénosine-5-di
phosphate (ADP). Le G3P est alors transformé en dihydroxiacétone phosphate (DAP) et en
peroxyde d’hydrogéne (H,O,) par la GPO. Ce dernier réagit avec le 4-aminophénazone (4-
AF) et du p-chlorophénol, réaction catalysée par la peroxydase (POD), ce qui donne une

couleur rouge. La lecture se fait a une longueur d’onde A = 500 nm.
5.6.4. Dosage des phospholipides

Les teneurs en phospholipides (PL) du plasma et de I’extrait lipidique hépatique sont
déterminées par une méthode enzymatique colorimétrique (Kit Cypress Diagnostics,
Belgium). Les phospholipides sont hydrolysés par la phospholipase D. La choline libérée est
ensuite oxydée par la choline oxydase (CHO) en peroxyde d’hydrogéne (H,O;). Ce dernier
oxyde le phénol et le 4-amino-antipyrine grace a la peroxydase (POD). La lecture s’effectue a

une longueur d’onde A = 505 nm.
5.6.5 Dosage du cholestérol des HDL et LDL

Les HDL plasmatiques sont précipitées par le phosphotungstate en présence d'ions
magnésium (Kit Spinreact, Spain). Apres centrifugation a 4000 x g pendant 20 min, le
surnageant récupéré correspond au cholestérol des HDL et il est déterminé par une méthode
enzymatique colorimétrique (Kit Spinreact, Espagne). La lecture se fait a une longueur d’onde

A =505 nm.

Le cholestérol des LDL est mesuré directement a partir du plasma (Kit Spinreact,
Spain) sans précipitation préalable. La détermination est réalisée en deux étapes : en premier
élimination de lipoprotéines non-LDL et en deuxiéme étape le dosage du LDL-C. L’intensité
de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de LDL-C présent dans

I’échantillon testé. La lecture se fait a une longueur d’onde A=600 nm.

Le non cholestérol HDL est déterminé par la différence entre les teneurs du CT et

celles du HDL-C.
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5.7. Evaluation de certains parameétres du statut redox

5.7.1. Détermination de la peroxydation lipidique par le dosage des substances

réactives a I'acide thiobarbiturique (TBARS)
5.7.1.1. Au niveau plasmatique

Les teneurs en TBARS plasmatiques sont déterminées par la méthode de Quantanilha
et al., (1982). 100 uL de plasma sont dilués dans 0,9 mL de NaCl (0,9%) puis a cette solution
sont ajoutés 20 uL. de buthyl-hydroxy toluéne (BHT) (BHT a 2% dans de 1’éthanol) (Sigma-
Aldrich Chemie, Germany) et 1 mL de TBA (15% de TCA et 0,375% de TBA dans du HCI
0,5N). Apres incubation a 85°C pendant 30 min et refroidissement dans un bain glacé, les
échantillons sont centrifugés a 2000 x g pendant 10 min a 4°C. La lecture du surnageant se

fait a une longueur d’onde A = 535 nm.

5.7.1.2. Au niveau érythrocytaire

La susceptibilité des érythrocytes a la peroxydation est déterminée sur 100 pL
d’érythrocytes fraichement lavés (3 fois) avec du tampon PBS (pH=7,4). Les érythrocytes
sont dilués dans 900 pL de tampon PBS contenant 2 mmol. L™ d’azide de sodium et ensuite
incubés avec 100 pL. de H,O, (1,15%), pendant 1 h a 37°C (Brown et al., 1997). Cette
réaction est inhibée avec 1 mL d’acide trichloroacétique (TCA) a 20%. Apres centrifugation a
4000 x g, pendant 10 min. 100 uL de BHT (2%) sont ajoutés au surnageant. La peroxydation

lipidique est déterminée par la méthode de Quantanilha et al., (1982).
5.7.1.3. Au niveau tissulaire

Les teneurs en TBARS tissulaires sont mesurées selon les méthodes de Salih et al.,
(1987); Bostoglou et al., (1994) et modifiées par Genot, (1996). Pour cela, 2g de tissus sont
déposés dans des tubes de 25 ml puis déposés dans de la glace pilée pour limiter 1’oxydation.
100 pl de solution de BHT (1 mg/ml) dans de 1’éthanol et 16 ml d’acide trichloroacétique a
5% sont ajoutés. Le mélange est homogénéisé 3 fois pendant 15 secondes a I’aide d’un Ultra-
Turax a une vitesse d’environ 20000 x g. Le broyat est ensuite filtré. A 2 ml de filtrat
tissulaire sont ajoutés 2 ml d’acide thiobarbiturique. Pour le blanc, 2 ml d’acide
thiobarbiturique sont ajoutés a 2 ml d’acide trichloracétique (TCA). Les tubes sont incubés

pendant 30 min a +70 °C puis sont placés dans un bain glacé.
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5.7.2. Dosage des dérivés carbonylés plasmatiques et tissulaires

Le dosage des dérivés carbonylés plasmatiques se fait selon la méthode de Levine et
al., (1990) en utilisant le 2,4-dinitrophénylhydrazine (DNPH). Dans 2 tubes contenant 1 mg
de protéines (qsp 0,1 mL de sérum physiologique) sont ajoutés soit 0,5 ml d’HCI 2,5 M
(blanc) soit 0,5 mL. de DNPH 10 mM (échantillon). Apres agitation vigoureuse, les tubes sont
incubés pendant 1h a température ambiante et a 1’obscurité en agitant toutes les 15 min. Dans
chaque tube sont ensuite ajoutés 0,5 ml d’acide trichloracétique (TCA) a 20%. Apres
centrifugation a 11000 x g pendant 3 min, le surnageant est éliminé et le précipit¢ (DNPH
seulement) est lavé 3 fois avec 1 mL d’un mélange éthanol:acétate d’éthyle (1:1, V:V), puis
centrifugé. Les protéines précipitées sont dissoutes dans 0,6 mL d’une solution de guanidine 6
M et incubées 15 min a 37°C. Une centrifugation a 11000 x g pendant 3 min, permet
d’éliminer les débris insolubles. Un spectre d’absorption est réalisé entre 250 et 300 nm et la
différence des densités optiques (DO) entre le blanc (traité avec HCI) et celle de 1’échantillon

est calculée. Le contenu en dérivés carbonylés est calculé en utilisant un coefficient

d’absorption molaire £ = 22000 M .cm™.

5.7.3. Détermination de I'activité des enzymes antioxydantes érythrocytaires et
tissulaires

5.7.3.1 Superoxyde dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

L'activité de la superoxyde dismutase (EC. 1.15.1.1) est déterminée selon la méthode
de Marklund & Marklund, (1974). A 15 pl d’homogénats tissulaires sont ajoutés 895 ul de
tampon Tris-HCl & 50 Mm (pH=8,2), contenant ImM EDTA-Na, puis 15 ul de pyrogallol a
12 mM préparé dans un 1 mM HCI. L’augmentation de I'absorbance est lue a une longueur
d’onde A= 325 nm pendant 5 min par spectrophotomeétre. Cette activité est exprimée en U/mg
de protéines, ou 1 unité représente la quantité¢ d’enzyme capable d’inhiber 50% de I’oxydation

du pyrogallol par minute.
5.7.3.2. Glutathion peroxydase (GSH-Px, EC 1.11.1.9)

L'activité de la glutathion peroxydase (EC. 1.11.1.9) dans les tissus est déterminée
selon la méthode de Rotruck et al. (1973). Le mélange réactionnel contenant 0,2 ml de
tampon Tris-HCI (0,4 M/L, pH 7,0), 0,2 ml de GSH réduit (1 mmol/L), 0,1 ml d'azide de
sodium (10 mmol/L) et 0,1 ml de H,O, (1 mmol/l) sont additionnés a 0,2 ml d’homogénats
tissulaires. Apres incubation a 37 C° pendant 10 min, la réaction est stoppée par 1'addition de

0,4 ml d'acide trichloracétique a 10%. Apreés une centrifugation a 2400 Trs/min pendant 10
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min. 0,4 ml de surnageant sont ensuite mélangés a 0,2 ml de réactif de Ellman (0,0198 g de
DTNB préparé dans 0,1% de citrate de sodium). La lecture de la densité optique est effectuée

a 340 apres 5 minutes d’incubation.
5.7.3.3. Catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

L’activité de la catalase tissulaire (CAT, EC 1.11.1.6) est mesurée par I’analyse
spectrophotométrique du taux de décomposition du peroxyde d’hydrogeéne a 240 nm (Aebi,

1984). L’activité de I’enzyme est exprimée en U/mg de protéines.

5.7.4. Dosage du glutathion réduit (GSH) au niveau des tissus et des

érythrocytes

Le dosage du GSH est basé sur une méthode colorimétrique dont le principe repose sur
la réaction d’oxydation du GSH par ’acide 5, 5°- dithiobis 2-nitrobenzoique (DTNB), libérant
ainsi I’acide thionitrobenzoique (TNB) (Sedlak & Lindsay, 1968). A 1 mL d’homogénat
érythrocytaire ou tissulaire sont ajoutés 800 puL d’eau distillée glacée et 200 uL de TCA a
50%. Le mélange est agité pendant 10 min et centrifugé a 1200 x g pendant 15 min. 400 pL
de surnageant sont ensuite mélangés avec 800 pL de tampon Tris (0,4 mol.L!, pH=8,9) et 20
uL de DTNB (0,01 mol.L'™"). Aprés 5 min d’incubation, la lecture de I’absorbance s’effectue a
A =412 mn. Les concentrations sont déduites a partir d’'une gamme étalon établie dans les

mémes conditions avec du glutathion réduit.
5.7.5. Détermination du monoxyde d’azote (NO) plasmatique et tissulaire

La détermination du NO se fait selon la méthode de Cortas & Wakid, (1990) en
utilisant le réactif de Griess (sulfanilamide et n-naphtyléthyléene diamine). Apres
déprotéinisation du plasma et des tissus avec une solution de sulfate de zinc, les nitrates (NO3)
sont réduits en nitrites (NO;) en présence de cadmium, pendant une nuit, a 20°C et sous
agitation. Apres addition du réactif de Griess, les échantillons sont incubés pendant 20 min a
température ambiante. L’absorbance est mesurée a une longueur d’onde A=540 nm. Le nitrite
de sodium (NaNQ,) est utilis¢é comme standard. La teneur en NO est exprimée en mmol.mL"

. -1 L. . . .
au niveau du plasma et en mmol.mg de protéines au niveau tissulaire.

5.7.6. Détermination des thiols totaux en utilisant du DTNB (réactif d'Ellman)
Les groupes sulfhydriles totaux ou les thiols totaux sont dosés selon la méthode de
Sedlak & Lindsay, (1968). La technique de dosage des groupes thiols totaux (SH-T) est une

méthode colorimétrique basée sur la réaction d'oxydation des groupes -SH avec le réactif

47



Matériels & Méthodes

d’Ellman, [I'acide 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoique (DTNB, libérant ainsi de Il'acide
thionitrobenzoique (TNB) de couleur jaune. Brievement, 50 uL de surnageant des tissus et du
plasma sont ajoutés a 940 puL de tampon tris-EDTA (Tris a 0,25M et EDTA a 0,02 M, pH
8,2), puis 10 uL de DTNB a 10 mM préparé dans du méthanol sont additionnés dans des
cuves et incubés pendant 15 minutes a 1’obscurité a une température ambiante. Des blancs
échantillons sont préparés en méme temps pour chaque échantillon en remplacant le DTNB
par le tampon. Apres une centrifugation a 1500 x g pendant 15 min, le surnageant est mesuré
a une absorbance d’une longueur d’onde A=412 nm et un coefficient d'extinction molaire de =
14,22 x 10° M'em™ a été utilisé pour calculer la concentration en thiol. Les taux de thiols ont

été exprimés en micromoles de groupes SH par mg de protéines.

5.7.7. Mesure de l'activité enzymatique de l'acétylcholinestérase (AChE) dans

les tissus

L'acétylcholinestérase (AChE) appartient a la famille des cholinestérases. L'activité de
I'AChE dans les tissus est déterminée selon la méthode d’Ellman et al. (1961) et modifiée par
Srikumar et al., (2004). Une prise aliquote de 0,4 ml de I'homogénat et ajouté a 2,6 ml de
tampon phosphate (0,1 M, pH 8,0) et 100 uL de DTNB (270 uM). Le mélange est incubé
pendant 2 min a 30°C. L’activit¢ de I’AChE commence par l'addition de 20 pL
d’acétylcholine (ATC) (30 mM). L'activité est mesurée en suivant I'augmentation de l'anion
jaune, le 5-thio-2-nitrobenzoate, produit a partir de la thiocholine lors de sa réaction avec le
DTNB a 412 nm pendant 10 min avec un intervalle de temps de 2 min. L'activité spécifique

est exprimée en umol d’activité AChE / min/mg de tissus.
5.7.8. Dosage de l'activité de la paraoxonase 1 (PON1)

La paraoxonase (PONT1) est une enzyme qui catalyse le clivage de 1'acétate de phényle
entrainant la formation de phénol. Le taux de formation de phényle est mesuré en suivant
l'augmentation de 1'absorbance a 270 nm a 25°C. A 10 pl d’échantillon sont ajoutés 1mL de
solution tampon 20 mM Tris/HCI, 10 mM d’acétate de phényle et 1 mM de CaCl,, pH=8,0.
L’activité de la PONI1 est calculée par rapport au coefficient d’absorption molaire du phényle
(1310 M em™) selon la technique de Kuo & La Du., (1995). Une unité d’activité¢ de cette

enzyme est égale & 1 pmoL de phénol formée par minute et est exprimée en U.mL™' de sérum.
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6. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne * erreur standard (M*ES) de 8
rats par groupe. La comparaison des moyennes est effectuée par le test ANOVA post-hoc
Dunnett a I’aide d’un logiciel STATISTICA (Version 6.1). Aprés analyse de variance, la
comparaison des moyennes entre les différents groupes, les moyennes sont considérées

comme significativement différentes a P<0,05. *Ouab vs T; *Ouab-Lu vs Ouab.

T: rats témoins; Quab: rats rendus hypertendus; Ouab-Lu: rats hypertendus et traités avec

1% de poudre de la graine de Linum usitatissimum.
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Reésultats

1. Evolution du poids corporel et nourriture ingérée des animaux

La croissance pondérale des trois groupes de rat est indiquée sur la figure (Fig. 12). Le
poids corporel des rats non traités et des rats hypertendus traités avec la graine de lin
comparés aux rats témoins ne montre aucune différence significative tout au long de
I’expérimentation. Cependant a J21, par rapport au poids initial, une augmentation d’environ
17% du poids corporel est notée chez les groupes expérimentaux. De méme, la nourriture
ingérée (exprimée en g. j'.rat") reste similaire chez les rats témoins, hypertendus non traités

et traités par la graine de lin (Fig. 12).
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Fig. 12. Poids corporel et nourriture ingérée.

Chaque valeur représente la moyenne * ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes entre
les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Quab : rats hypertendus,
Ouab-Lu : rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P <0,05.
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2. Valeurs absolues et poids relatifs des organes (Tableau VI)

Le poids relatif des organes (poids de I’organe/poids corporel du rat x 100) renseigne
sur I’évolution de I’organe par rapport a celle de I’organisme entier. Le poids relatif du foie
est diminué de 10% chez le groupe de rats hypertendus traités avec la graine de Linum
usitatissimum comparé au groupe non traité, alors qu’aucune différence significative n’est

notée au niveau du coeur, de ’aorte et du rein.

Tableau VI. Valeurs absolues et poids relatifs des organes.

T Ouab Ouab-Lu
Valeurs absolues
Foie 8,06 = 0,42 7,83 £0,57 7,14 £0,34
Ceeur 0,81 £0,08 0,80 = 0,13 0,75+0,12
Aorte 0,19 £0,10 0,19 = 0,06 0,15+0,05
Rein 1,78 £0,10 1,75 £0,12 1,66 £0,15
Poids relatifs
Foie 2,78 £0,14 2,71 +0,16 2,44 +0,13"
Ceeur 0,28 £ 0,02 0,28 £ 0,05 0,26 + 0,04
Aorte 0,06 = 0,04 0,09 + 0,06 0,05 +0,02
Rein 0,61 £0,03 0,61 £0,04 0,57 £0,03

Chaque valeur représente la moyenne * ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Ouab : rats
hypertendus, Ouab-Lu : rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :
*Ouab-Lu vs Ouab.

3. Evolution des parametres des chiffres tensionnels

Les enregistrements de la pression artérielle systolique sont représentés dans la figure
13. Les moyennes de la pression artérielle systolique (PAS) enregistrées avant
I’expérimentation sont de I’ordre de 122 = 5 mm Hg. Aprés injection sous-cutanée (sc) de la
solution d’Ouabaine, une augmentation significative de la PAS (+15%) est notée chez les rats
hypertendus comparés aux rats témoins. Chez les rats rendus hypertendus et traités avec la
graine de L. usitatissimum une diminution de PAS est observée a partir du 7ome jour jusqu'a la

fin du protocole expérimental (-12 %).
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Fig. 13. Evolution de la pression artérielle systolique (PAS).

Chaque valeur représente la moyenne * ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Quab : rats
hypertendus, Ouab-Lu : rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :
*Quab vs T ; *Ouab-Lu vs Ouab.
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Fig. 14. Evolution de la pression artérielle diastolique (PAD).

Chaque valeur représente la moyenne = ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Ouab : rats
hypertendus, Ouab-Lu : rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :
*Quab vs T ; *Ouab-Lu vs Ouab.
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Les chiffres de la pression artérielle diastolique (PAD) enregistrés au cours de notre
protocole expérimental sont représentés dans la figure 14. Avant 1’expérimentation, les
moyennes de PAD enregistrées sont de ’ordre de 83 £ 3 mm Hg. A JO une augmentation
significative de la PAD (+18%) est observée chez les rats rendus hypertendus par injection de
la solution d’Ouabaine comparés aux rats témoins. A J21, le traitement des rats hypertendus
avec la graine de lin provoque une réduction de la pression artérielle diastolique (-12%)

comparés aux rats non traités.
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Fig. 15. Enregistrement de la pression artérielle moyenne (PAM).

Chaque valeur représente la moyenne * ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Quab : rats
hypertendus, Ouab-Lu : rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :
“Quab vs T *Ouab-Lu vs Ouab.

La figure 15 présente le profil des enregistrements de la pression artérielle moyenne
(PAM) obtenu chez les différents groupes expérimentaux. Les moyennes de la PAM
enregistrées avant le protocole sont environ de 96 + 4 mm Hg. A JO, comparés au groupe
témoin, l’injection sous-cutanée d’Ouabaine (10pg/Kg PC) induit une augmentation
significative de la PAM (+17%) chez les rats hypertendus. Par ailleurs, une diminution des
chiffres de la PAM est observée au 7°™ jour (-10%) et au 21°™ jour (-12%) chez les rats

hypertendus traités avec la gaine de lin comparés aux non traités.
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Les fréquences cardiaques obtenues pendant 1I’expérimentation sont illustrées dans la
figure 16. Avant I’injection de solution d’Ouabaine, les moyennes de la fréquence cardiaque
varient entre 390 et 450 battements par minutes (Bts/min). A JO, aucune différence
significative n’est notée chez les trois groupes expérimentaux.

Néanmoins, comparé aux rats hypertendus non traités, le traitement avec la graine de
Linum usitatissimum entraine une diminution significative de I’intensit¢ de la fréquence

cardiaque au 7™ jour (-23%) et au 21°™ jour (-12%), respectivement.
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Fig. 16. Fréquence cardiaque chez les rats expérimentaux.

Chaque valeur représente la moyenne * ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Ouab : rats

hypertendus, Ouab-Lu : rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :

*Ouab-Lu vs Ouab.

4.Paramétres biochimiques
4.1. Teneurs plasmatiques en urée et créatinine (Tableau VII)

A J21, une augmentation de +29% des teneurs en urée est notée chez les rats rendus

hypertendus apres injection de la solution d’Ouabaine comparés aux rats témoins. Cependant,

I’administration de la graine de Linum usitatissimum aux rats hypertendus n’affecte pas les

concentrations plasmatiques en urée ni celles en créatinine.
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Tableau VII. Teneurs plasmatiques en urée et créatinine.

T Ouab Ouab-Lu
Urée (gL' 0,32 + 0,06 0,45 + 0,05% 0,38 + 0,05
Créatinine (mg.L™") 4,50 +0,58 4,75 0,50 4,75 1,26

Chaque valeur représente la moyenne = ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Ouab : rats
hypertendus, Ouab-Lu : rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :
*Quab vs T.

4.2. Teneurs plasmatiques en albumine, acide urique et évaluation de
I’activité enzymatique des transaminases (Tableau VIil)

Aucune différence significative des teneurs plasmatiques en albumine n'est notée chez
le groupe de rats hypertendus traités ou non traité avec la graine de lin. Par ailleurs, le taux
plasmatique de 1’acide urique est augmenté de +50% chez le groupe de rats hypertendus
comparés a celui du groupe de rats témoins. Toutefois, la supplémentation avec 1% de graine

Linum usitatissimum n’affecte pas les concentrations plasmatiques de 1’acide urique.

Chez les rats hypertendus, une élévation de +36% de D’activité de l'alanine
aminotransférase (ALAT) est observée par rapport aux rats témoins. Néanmoins,
I’administration de la graine de Linum usitatissimum, chez le groupe hypertendu n’induit pas
de variations significatives de 1’activit¢ enzymatiques de I’ALAT ni celle de 1’aspartate

aminotransférase (ASAT).

Tableau VIII. Teneurs plasmatiques en albumine, acide urique
et activités des transaminases

T Ouab Ouab-Lu
Albumine (g.L'") 29,80 £ 6,53 26,19 £6,28 22,59 £2,19
Acide urique (mg.L’l) 6,50+1,73 13,00 £ 4,83* 13,00 = 0,82
ASAT (ULL™) 88,20 £ 16,34 122,23 + 33,79 132,27 + 22,89
ALAT (ULL™) 22,67 £2,76 35,70 £ 5,50* 33,67 + 3,85

Chaque valeur représente la moyenne = ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Ouab : rats
hypertendus, Ouab-Lu : rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :
*Quab vs T.

55



Reésultats

5. Teneurs en sodium (Na*) et potassium (K*) plasmatiques et urinaires

Chez les rats hypertendus traités avec la graine de lin par rapport aux rats non traités,
les teneurs plasmatiques en sodium et en potassium ne varient pas significativement. Au
niveau urinaire, les concentrations en sodium sont similaires chez le groupe de rats
hypertendus traités comparés au groupe non traité. Cependant, une augmentation de 75% des
teneurs en potassium est notée chez les rats rendus hypertendus comparés aux rats témoins.
Toutefois, des valeurs similaires sont notées chez le groupe hypertendu traité et non traité

avec la graine de lin (Tableau IX).

Tableau IX. Teneurs en sodium (Na*) et potassium (K*)
plasmatiques et urinaires (mmol.mL™).

T Ouab Ouab-Lu
Plasma
Na* 157,31 £21,17 145,13 £ 12,29 145,53 £ 15,29
K 1,41 0,66 2,03 +£0,28 1,37 £0,28
Urinaire
Na* 156,08 = 4,35 163,96 = 20,32 163,44 + 15,37
K 1,04 +0,38 4,01 £0,52* 3,73 +0,59

Chaque valeur représente la moyenne * ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Ouab : rats
hypertendus, Ouab-Lu : rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :
*Ouab vs T.

6. Teneurs en lipides du plasma et du foie

Les concentrations plasmatiques en cholestérol libre (CL) et en esters de cholestérol
(EC) sont similaires chez les trois groupes expérimentaux. De méme, le traitement avec la
graine Linum usitatissimum n’entraine aucune différence significative dans les teneurs

plasmatiques en triglycérides (TG) et en phopholipides (PL) (Fig. 17).

Au niveau hépatique, une diminution des teneurs plasmatiques en CL (-88%) et EC
(-33%), est notée chez les rats hypertendus traités avec la graine de Linum usitatissimum
comparés aux rats non traités. Par ailleurs, chez le groupe hypertendu, une augmentation des
concentrations plasmatiques en TG (+29%) est observée comparé au groupe témoin. De plus,
les valeurs des TG hépatiques restent élevées (+10%) chez le groupe de rats hypertendus
traités par rapport au groupe non traité par la graine de Lin. Cependant, aucune différence
significative n’est notée concernant le taux des PL chez les rats hypertendus traités et non

traités avec la graine de lin.
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Fig. 17. Teneurs en lipides du plasma et du foie chez les rats expérimentaux.

Chaque valeur représente la moyenne = ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes entre
les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Ouab : rats hypertendus,
Ouab-Lu : rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :
*Quab vs T ; *Ouab-Lu vs Ouab.
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7. Concentrations du cholestérol total du plasma et des lipoprotéines et indice
d’athérogénicité

Au niveau plasmatique, les taux du cholestérol total et du non-HDL cholestérol (non-
HDL-C) sont respectivement 1,4- et 1,6-fois plus faibles chez le groupe de rats hypertendus
traités avec la graine de Linum usitatissimum comparé au groupe non traité. Toutefois, aucune
différence significative n’est notée dans les concentrations plasmatiques en cholestérol HDL
(Tableau X). Par ailleurs, une augmentation de +11% de I’indice d’athérogénicit¢ CT/C-HDL
est observée chez les rats rendus hypertendus comparés aux rats témoins.

Tableau X. Teneurs en cholestérol total (mmol.L™") du plasma et des lipoprotéines
(mmol.L™?) et indice d’athérogénicité.

T Ouab Ouab-lu
CT 1,81 0,36 2,38 +0,35% 1,75 +0,35"
C-HDL 1,47 0,28 1,74 £ 0,19 1,36 + 0,31
Non-HDL-C 0,34 +0,12 0,63 + 0,20%* 0,39 + 0,09"
CT/C-HDL 1,23 + 0,02 1,36 £ 0,01* 1,29 + 0,05

Chaque valeur représente la moyenne * ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Ouab : rats
hypertendus, Ouab-Lu : rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :
*Quab vs T ; *Ouab-Lu vs Ouab.

8. Teneurs des substances réactives a I’acide thiobarbiturique (TBARS)

8.1. Teneurs des TBARS plasmatiques et érythrocytaires

Au niveau plasmatique, les niveaux des substances réactives a 1’acide thiobarbiturique
(TBARS) sont diminués (-85%) chez les rats hypertendus traités avec la graine de Linum
usitatissimum comparés aux non traités (Tableau XI). De méme, au niveau érythrocytaire une

baisse de -66% du taux des TBARS, est notée.
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Tableau XI. Teneurs en TBARS plasmatiques et érythrocytaires (pmol.mL'l).

T Ouab Ouab-Lu
Plasma 3,47 £1,10 30,19 + 5,66* 4,40 0,75#
Erythrocyte 10,44 + 3,89 32,95 +4,26* 11,17 + 3,43#

Chaque valeur représente la moyenne = ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Ouab : rats
hypertendus, Ouab-Lu : rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :
*Quab vs T ; *Ouab-Lu vs Ouab.

8.2. Teneurs des TBARS au niveau tissulaire

Chez les rats hypertendus traités avec la graine de lin comparativement aux non traités,
une réduction des teneurs en TBARS est enregistrée au niveau cardiaque et rénal. En effet, les
valeurs sont 1,7-fois plus faibles (Tableau XII). En revanche, aucune baisse significative

n’est retrouvée au niveau hépatique et aortique.

Tableau XII. Teneurs des TBARS au niveau tissulaires (nmol.mg™ de protéines).

T Ouab Ouab-Lu
Foie 10,43 £4,51 23,59 £5,53* 13,40 £3,96
Cceur 127,37 £ 12,37 181,35 £ 16,20* 104,37 + 8,63"
Aorte 68,85 £ 16,70 64,75 + 12,36 79,67 £ 14,27
Rein 10,69 + 3,68 18,36 £0,75* 10,96 +2,21*

Chaque valeur représente la moyenne = ES de 8 rats par groupe. La comparaison des
moyennes entre les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T: rats témoins,
Ouab: rats hypertendus, Quab-Lu: rats hypertendus traité avec 1% de graine de Linum

usitatissimum.

La comparaison des moyennes sont considérées comme significativement différentes lorsque
#*

P<0,05 :"Ouab vs T; *Ouab-Lu vs OQuab.

9. Détermination de l'oxydation protéique par la mesure des composés
carbonylés

9.1. Teneurs des carbonyles plasmatiques

Les teneurs en carbonyles plasmatiques sont diminuées de -84% chez le groupe
hypertendu consommant le régime supplémenté avec la graine de lin (1%) comparé au

groupe hypertendu non traité (Fig. 18).
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Fig. 18. Teneurs des carbonyles plasmatiques.

Chaque valeur représente la moyenne * ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes entre
les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Quab : rats hypertendus,
Ouab-Lu : rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :
*Quab vs T ; *Ouab-Lu vs Ouab.

9.2. Concentrations des carbonyles tissulaires

Chez le groupe hypertendu, le traitement avec la graine de lin induit une réduction de
-33% des teneurs des composés carbonylés au niveau cardiaque comparé au groupe non traité.
Alors que ces concentrations ont tendance a diminuer au niveau de ’aorte et du rein mais de
facon non significative (Fig. 19).

Au niveau du foie, les valeurs restent similaires chez les rats hypertendus traités et non

traités avec la graine de lin.
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Fig. 19. Taux tissulaires des carbonyles chez les rats expérimentaux.

Chaque valeur représente la moyenne * ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes entre
les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Quab : rats hypertendus,
Ouab-Lu : rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :
*Quab vs T ; *Ouab-Lu vs Ouab.

10. Activité des enzymes antioxydantes

10.1. Au niveau tissulaire

Le traitement avec la graine de lin des rats hypertendus n’induit aucune variation
significative de 1’activité enzymatique de la SOD ni au niveau hépatique, ni cardiaque, ni
aortique ni au niveau rénal. Cependant, une élévation de 1’activit¢ GSH-Px est notée au
niveau du foie (+58%), du cceur (+50%), de I’aorte (+50%) et du rein (+93%), chez le groupe
hypertendu traité comparé au groupe non traité.

Cependant, I’activité de la catalase est significativement diminuée au niveau du cceur,
de l'aorte et du rein chez les rats hypertendus comparés aux témoins (P<0,05). La
supplémentation de la graine de lin dans le régime des rats rendus hypertendus, induit des
valeurs deux fois plus élevées de I’activité de la catalase au niveau cardiaque comparé aux
rats non traités (Tableau XIII.). Alors qu’aucune différence significative n’est notée ni au

niveau hépatique, ni aortique ni au niveau rénal.
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Tableau. XIIL. Activité des enzymes antioxydantes tissulaires SOD (U.mg™”
protéines), CAT (U.mg' protéines) et GSH-Px (nmol.min'.mg™” protéines).

T Ouab Ouab-Lu
Foie
SOD 4,66 + 0,45 2,24 +0,89 4,90 + 0,84
GSH-Px 0,60 + 0,13 0,88 £ 0,08 2,08 +0,86"
CAT 142,46 + 33,26 165,76 + 34,12 183,81 + 35,94
Coeur
SOD 2,81 +0,83 3,58 £ 0,61 3,07 0,94
GSH-Px 0,37 = 0,06 0,21 +0,09* 0,42 +0,07"
CAT 25,51 +3,78 11,54 +2,05* 25,04 +3,97"
Aorte
SOD 1,22 + 0,40 1,48 0,54 1,69 + 0,54
GSH-Px 1,19 0,26 0,73 £0,25 1,46 +0,33"
CAT 35,09 + 6,77 9,51 +0,81* 21,02 £0,53
Rein
SOD 6,79 0,78 3,19 £ 0,72* 4,77 +1,29
GSH-Px 1,79 0,78 0,36 +0,12% 5,37 +0,94%
CAT 117,58 + 4,84 69,27 + 4,73* 56,48 +7,01

Chaque valeur représente la moyenne * ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Ouab : rats
hypertendus, Ouab-Lu : rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :
*Quab vs T ; *Ouab-Lu vs Ouab.

10.2. Au niveau érythrocytaire

Chez les rats hypertendus traités avec la graine de Linum usitatissimum, les

activités enzymatiques érythrocytaires SOD et GSH-Px sont respectivement 4- et 2-fois

plus élevées comparées aux rats hypertendus non traités. Cependant, le traitement avec

cette graine semble améliorer 1’activit¢ de la catalase (CAT) comparé au rat hypertendu

(Tableau XIV).
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Tableau XIV. Activité des enzymes antioxydantes érythrocytaires (U.mg" protéines).

T Ouab Ouab-Lu
SOD 2,78 0,62 1,68 +0,92 7,27 +1,20"
GSH-Px 0,50 + 0,08 0,38 0,14 0,76 +0,17*
CAT 162,96 + 36,21 326,36 + 74,54* 291,89 + 78,15

Chaque valeur représente la moyenne * ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T: rats témoins, Quabaine: rats
hypertendus, Ouabaine-Lu: rats hypertendus traité avec 1% de graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque
P<0,05 :*Quab vs T; *Ouab-Lu vs Ouab.

11. Taux du glutathion réduit (GSH) au niveau tissulaire et érythrocytaire

Les teneurs en GSH sont augmentées respectivement de +20 et +43% au niveau du
foie et du rein, chez les rats rendus hypertendus traités avec Linum usitatissimum par rapport
aux rats non traités, alors qu’aucune différence significative n’est notée ni au niveau du cceur
ni au niveau de I’aorte. Cependant, les concentrations en GSH érythrocytaire sont augmentées
de +48% (Tableau XYV).

Tableau XV. Concentrations en GSH au niveau des tissus (nmol.g'1 tissu) et des
érythrocytes (nmol.mL™ érythrocytes)

T Ouab Ouab-Lu
Foie 41,82 +£8,31 23,45 £ 6,56* 29,46 * 8,01"
Ceeur 10,74 £ 1,67 6,05 £ 1,47* 7,13 +£0,74
Aorte 16,37 £2,99 18,48 £2,75 2229 +1,72
Rein 8,47 2,30 6,64 + 1,49 11,61 = 3,52*
Erythrocytes 12,65 £2,57 8,92 +2.03 17,07 £ 6,79"

Chaque valeur représente la moyenne * ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Ouab : rats
hypertendus, Ouab-Lu : rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :
“*Quab vs T ; *Ouab-Lu vs Ouab.

12. Détermination des teneurs en monoxyde d’azote (NO) plasmatique et

tissulaire

Chez les rats rendus hypertendus par 1’ouabaine vs rats témoins, les teneurs en

monoxyde d’azote sont augmentées de +66% au niveau plasmatique. Cependant, le traitement
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des rats hypertendus avec la graine de lin ne montre aucune différence significative
comparativement aux rats non traités (Fig. 20).
Au niveau tissulaire, chez le rat hypertendu traité comparé au rat non traité, les teneurs

en monoxyde d’azote sont 2,7-fois plus élevées au niveau aortique, alors qu’aucune différence

significative n’est notée dans les autres organes (Fig. 21).
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Fig. 20. Teneurs plasmatiques du monoxyde d’azote (NO).
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Fig. 21. Concentrations du NO tissulaire.

Chaque valeur représente la moyenne * ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes entre
les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Ouab : rats hypertendus,

Ouab-Lu : rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :

*Quab vs T ; *Ouab-Lu vs Ouab.
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13. Teneurs en thiols protéiques totaux (SH) au niveau des tissus et des

érythrocytes

Au niveau tissulaire, les concentrations en thiols protéiques totaux sont 6-, 5-, 3- et 4-
fois plus élevées au niveau hépatique, cardiaque, aortique et rénal chez les rats hypertendus
traités avec la graine de Linum usitatissimum comparativement aux rats hypertendus non
traités. De plus, au niveau érythrocytaire les teneurs en thiols totaux sont augmentées de

+75% (Tableau XVI).

Tableau XVL Teneurs des thiols protéiques au niveau des tissus (nmol.mg™' protéines)
et des érythrocytes (nmol.ml” protéines).

T Ouab Ouab-Lu
Foie 7,10 2,74 1,84 + 0,58 11,35 +1,54%
Ceeur 1,37 + 0,40 0,41 +0,11%* 2,21 +0,59*
Aorte 2,24 +0,70 1,14 0,28 3,63+ 1,21
Rein 6,87 + 1,92 2,82 +0,74%* 10,38 + 3,47
Erythrocytes 5,20 £ 1,50 0,59 £0,22* 2,38 £ 0,44#

Chaque valeur représente la moyenne * ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes
entre les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Ouab : rats
hypertendus, Ouab-Lu : rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :
*Quab vs T ; *Ouab-Lu vs Ouab.

14. Mesure de l'activité acétylcholinestérase (AChE) tissulaire

Les rats hypertendus présentent une activité enzymatique AChE réduite de -58% au
niveau du cceur comparée a celle des rats témoins (Fig. 22). Comparé aux rats hypertendus
non ftraités, la supplémentation avec les graines de lin (1%) dans le régime induit une
stimulation de l'activité AChE au niveau du foie (+72%), du cceur (+75%), de I’aorte (+19%)

et du rein (+95%).
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Fig. 22. Activité enzymatique de ’acétylcholine estérase tissulaire.

Chaque valeur représente la moyenne * ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes entre
les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Ouab : rats hypertendus,

Ouab-Lu : rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.
La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :

*Quab vs T ; *Ouab-Lu vs Ouab.

15. Activité de la paraoxonase PON1 plasmatique

N

Chez les rats rendus hypertendus et traités avec les graines de Lin 1’activité de la

paraoxonase (PONI1) plasmatique est 3-fois plus augmentée comparée a celle des rats

hypertendus non traités (Tableau XVII).
Tableau XVIL Activité de la paraoxonase PON1 plasmatique (UL mL™).

Témoins Ouab Ouab-Lu

PONI1 plasmatique 6,20 +2,97 563+2,11 14,70 + 3,80*

Chaque valeur représente la moyenne * ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes

entre les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Quab : rats
hypertendus, Ouab-Lu : rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.
La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :

*Ouab-Lu vs Ouab.
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Discussion

L’hypertension artérielle est un trouble métabolique reconnu comme un probléme
majeur de santé publique. Actuellement, 1’utilisation des plantes médicinales dans le
traitement de I’hypertension artérielle et de ses complications est en augmentation
remarquable. Ceci est dii au fait que ces plantes sont riches en composés bioactifs et qui sont a
I’origine de leurs effets bénéfiques.

En effet, cette étude a pour objectif de mettre en évidence les effets de la graine de lin
Linum usitatissimum L. (Linaceae) sur les chiffres tensionnels, la dyslipidémie, les statuts
redox et D’activité de I’enzyme acétylcholinestérase, chez des rats redus hypertendus par
’ouabaine.

Au 21°™ jour de I’expérimentation, la consommation du régime supplémenté ou non
avec de la graine de lin L. usitatisimum (1%) n’entraine aucune différence significative dans
la croissance pondérale ni dans la consommation alimentaire chez les deux groupes de rats
hypertendus traités ou non comparés au groupe de rats témoins.

Les résultats de cette étude montrent que l’injection quotidienne de la solution
d’ouabaine chez les deux groupes de rats hypertendus n’affecte ni le poids, ni la quantité de la
nourriture ingérée comparés aux groupes de rats témoins soumis a des injections sous
cutanées d’une solution saline. Ceci suggere que, le poids corporel ne semble pas étre un
facteur majeur de la variation des chiffres tensionnels.

Ces résultats ne concordent pas avec ceux de Sawant & Bodhankar, (2016a) qui ont
montré que le poids corporel diminue chez des rats rendus hypertendus par néphrectomie
associée a une injection sous-cutanée d’acétate désoxycorticostérone DOCA-Sel (25 mg/PC)
comparés au groupe de rats rendus hypertendus uniquement par néphrectomie. De plus, le
traitement avec un extrait éthanolique des lignanes obtenu a partir des graines de L.
usitatissimum (400 et 800 mg / kg) et le captopril dilué dans de I’eau distillée (30 mg/Kg/PC)
a montré une diminution de la perte du poids a partir de la 2°™ semaine comparé au groupe
traité avec un extrait de lignanes (200 mg/Kg) ou une prise du poids a été€ notée a partir de la
4™ ot 5™ semaine de traitement.

En revanche, les travaux de Bilanda et al., (2019) ont rapporté que les rats rendus
hypertendus par administration orale d’éthanol (5g/Kg/j) présentaient un faible poids corporel
comparés aux rats témoins. Cependant, les rats traités avec l’extrait aqueux de Leersia
hexandra (100 et 200 mg /Kg) et de la nifédipine (10 mg/Kg) comparés aux rats hypertendus,

montrent en revanche, un gain significatif de leur poids corporel.
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Cependant, les travaux de Metchi et al.,(2013) ont indiqué que la consommation
alimentaire et le poids corporel diminuent, chez le groupe de rat rendu hypertendu par le N*-
nitro-L-arginine-méthyl ester (L-NAME) comparé au groupe de rat témoin. En effet, chez le
rat traité avec un extrait méthanol / chlorure de méthyleéne de Vitex cienkowskii (200 mg/Kg)
et Captopril, une augmentation de la prise de poids et celle de la consommation alimentaire
sont notées comparé au groupe de rats hypertendus. De méme, Bilanda et al., (2018) ont
montré une diminution du poids corporel chez les rats rendus hypertendus par administration
orale d’éthanol (3g/Kg/jour) comparés aux rats témoins, alors qu’il reste similaire chez les
deux groupes de rats hypertendus traités avec ’extrait d’Allanblackia floribunda et le groupe
de rats témoins.

De plus, Dzeufiet et al., (2014) n’ont montré aucune différence significative du gain
de poids, chez les rats rendus hypertendus par 1'éthanol combiné avec du saccharose traités et
non traités avec un mélange d’extraits aqueux de la feuille de Persea americana Mill.
(Lauraceae), de tiges et de feuilles de Cymbopogon citratus (D.C) Stapf. (Poaceae) et des

fruits de Citrus medical L. (Rutaceae) tout mélangé avec du miel, comparés aux rats témoins.

Chez le rat hypertendu traité ou non traité avec de la graine de lin L. usitatisimum
(1%) comparé au rat témoin, le poids relatif (qui renseigne sur la croissance de 1’organe par
rapport a celle de I’organisme) et le poids absolu de I’aorte, du cceur et du rein sont similaires
chez tous les groupes de rats expérimentés. En revanche, une diminution du poids relatif n’est
notée qu’au niveau du foie. Ces résultats ne concordent pas avec ceux obtenus par Metchi et
al., (2013) qui ont montré une diminution significative du poids des reins et celui du foie,
chez le rat traité avec un extrait méthanol/chlorure de méthyléne de Vitex cienkowskii (200
and 400 mg/Kg) et de Captopril comparé au rat hypertendu non traité. Cependant, les résultats
obtenus par Safaeian et al., (2018) ont rapporté que le traitement des rats rendus hypertendus
par DOCA-sel, avec un polyphénol acide protocatéchique (PCA) empéche la prise de poids

du cceur et du rein comparés au rats non traités.

L’incidence de ’'HTA ne cesse d’augmenter est constitue un facteur de risque majeur
d'accident vasculaire cérébral, d'infarctus du myocarde et d'insuffisance cardiaque. Les
résultats obtenus dans cette étude ont mis en évidence un effet préventif de la graine de lin
contre I’HTA suite a la diminution des chiffres tensionnels, notamment ceux de la PAS et
PAD, chez les rats hypertendus traités avec la graine comparés aux rats hypertendus non

traités. De plus, une diminution de la PAM est notée dés le 7°™ jour et qui est associée a une
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réduction significative de I’intensité de la fréquence cardiaque chez les rats traités comparés

aux non traités.

Ces résultats confirment ceux rapportés par Ghule et al., (2012) qui ont montré que
des rats rendus hypertendus par occlusion de 1'artére rénale et traités par un extrait éthanolique
de la graine de L. usitatissimum (Linn.) (200 et 400 mg/Kg) pendant quatre semaines entraine
une activité antihypertensive. De plus Sawant & Bodhankar, (2016a) ont indiqué que chez
des rats hypertendus traités avec un extrait de lignane (FLC) des graines de L. usitatissimum
L. (Linaceae) (400 et 800 mg/Kg) pendant cinq semaines, la PAS, la PAD et la PAM ont
diminué significativement. De méme, un effet hypotenseur est noté apreés quatre semaines,
chez les rats hypertendus traités avec des doses de 50, 100, et 200 mg/Kg de la graine de lin
délipidée comparés a des rats rendus hypertendus par une administration orale d’une solution
de fructose (10%) (Gokhale & Sahu, 2016a). En outre, les travaux de Sawant &
Bodhankar, (2016b) ont également mis en évidence un effet anti-hypertensif de 1’extrait
éthanolique des graines de lin chez des rats rendus hypertendus par une sténose de 1’artére
rénale gauche. Par ailleurs, la supplémentation quotidienne pendant six mois, de 30 g de
graines de lin moulues dans 1’alimentation chez des sujets volontaires atteints de la maladie
artérielle périphérique associée a une hypertension, montre une diminution significative de la

PAS et de la PAD (Rodriguez-Leyva et al., 2013).

L’effet des plantes médicinales dans la prévention contre 1’hypertension artérielle est
bien connu. En effet, les travaux de Wigati et al., (2017) ont bien montré que le traitement
avec des extraits éthanoliques de feuilles et des fruits de Morinda citrifolia, entraine une
diminution de la PAS et PAD chez des rats rendus hypertendus par la dexaméthasone
comparés aux rats non traités. De méme, des résultats similaires ont ét€ notés par Yuliandra
et al., (2017) qui ont montré une réduction des pressions artérielles systolique, diastolique et
moyenne, chez des rats rendus hypertendus par 1’administration orale de prédnisone-Sel
associé avec une injection de L-NAME, traités avec un extrait de Cassytha filiformis
comparés aux rats non traités.

L’effet hypotenseur de la graine de lin L. usitatissimum L. (Linaceae) obtenu dans
cette étude est probablement di a sa riche composition en substances bioactives. En effet, les
graines de lin sont considérées comme des aliments fonctionnels qui sont riches et sources de
différents composés phénoliques tels, les lignanes connus sous le nom de secoisolariciresinol

diglucoside (SDG) (Hano et al., 2013 ; Kajla et al., 2015 ; Umer et al., 2017 ; Parikh et al.,
69



Discussion

2018), les acides phénoliques, les flavonoides, les phénylpropanoides, 1'acide caféique, 'acide
p-coumarique, I'acide férulique et les tanins (Kasote., 2013 ; Boussetta et al., 2013 ; Verma
et al., 2017). De plus, elles contiennent des protéines, des fibres, des polysaccharides, des
vitamines et des huiles (Herchi et al., 2012 ; Ganorkar & Jain, 2013 ; Amin &Thakur,
2014 ; Parikh et al., 2019a).

Cependant, plusieurs travaux ont mis en exergue, le role du SDG dans la réduction de
I'incidence des maladies cardiovasculaires, dont les maladies coronariennes et les accidents
vasculaires cérébraux (Jhala & Hall, 2010 ; Imran ef al., 2015 ; Gokhale & Sahu, 2016b)
et l'hypertension (Moree & Rajesha, 2011 ; Caligiuri et al., 2014a). Ainsi que 1’effet
antihypertenseur induit par 1'acide alpha-linolénique (ALA) (Caligiuri ef al., 2014b ; Edel et
al., 2015). Les lignanes sont considérés comme des phytoestrogénes parce qu’ils exercent des
actions semblables a celles de I’oestrogeéne dans les cellules humaines et animales. En effet,
apres ingestion, le SDG est converti en sécoisolaricirésinol, qui est ensuite métabolisé en
lignanes entérodiol et entérolactone chez les mammiféres (Adolphe et al., 2010 ; Edel et al.,
2015 ; Kezimana et al., 2018).

Par ailleurs, la diminution des chiffres tensionnels obtenue dans cette investigation est
probablement due a ces métabolites qui peuvent moduler I’effet vasodilatateur du tissu
endothélial associé a une inhibition du systéme-rénine-angiotensine et du systéme nerveux
sympathique. Ces résultats corroborent avec ceux obtenus par Gokhale & Sahu, (2016a) qui
ont montré qu’une supplémentation quotidienne de la graine de lin délipidée, chez des rats
hypertendus comparés aux non traités entraine un effet antihypertenseur par inhibition de
’activité de I’enzyme de conversion de 1’angiotensine (ECA) qui interagit avec le systeme
rénine-angiotensine-aldostérone qui est un puissant vasoconstricteur. De méme, les travaux de
Sawant & Bodhankar, (2016a, b) ont suggéré que les lignanes en particulier le SDG de la
graine de lin diminuent les teneurs de l'angiotensine-II rénale, chez des rats rendus
hypertendus par sténose de ’artére rénale et traités avec un extrait des lignanes de la graine de
lin comparés aux rats non traités. En outre, les résultats de Prasad, (2013) ont mis en
évidence que le traitement avec un extrait de SDG des graines de lin entraine une diminution
des chiffres tensionnels concomitante avec 1’inhibition de I'ECA, chez des rats hypertendus
comparés aux rats témoins. Chez des patients souffrant de maladies artérielles périphériques
associées a une hypertension artérielle et consommant un régime supplémenté avec 30g de
graine de lin, les résultats ont montré une diminution de la pression artérielle comparée a celle

obtenue chez des patients témoins. Cet effet est corrélé a la forte présence des teneurs en acide
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a-linolénique et les entérolignanes au niveau plasmatique qui ont contribué probablement a un
effet antihypertenseur (Rodriguez-Leyva et al., 2013 ; Caligiuri et al., 2014a, 2016). Par
ailleurs, les résultats obtenus dans d’autres travaux réalisés chez des volontaires qui
présentaient une hypertension artérielle ont montré également, qu’une consommation de 30g a
40g de graines de lin pendant une durée de six a douze mois était suffisante a diminuer ’HTA
et a réduire de 50% de l'incidence des infarctus du myocarde et des AVC (Caligiuri et al.,

2014b ; Caligiuri et al., 2014c¢ ; Zuravski et al., 2015 ; Khalesi et al., 2015).

Nos résultats corroborent avec ceux obtenus par Hakkou et al., (2017) qui suggerent
qu’un traitement avec un extrait méthanolique Inula viscosa L. (Asteraceae) (40 mg/Kg/jour)
pendant 4 semaines chez des rats rendus hypertendus par L-NAME (32 mg/Kg/jour), entraine
une vasodilatation de l'endothélium, probablement due a la présence de ces substances
phénoliques notamment la cynarine et l'acide chlorogénique. En outre, comparés a des rats
non traités, les rats rendus hypertendus par L-NAME et traités avec 1’extrait chloroformique
de I’Heimia salicifolia, extrait riche en alcaloides, entraine une vasodilatation de
l'endothélium vasculaire et ceci, par activation de la voie de I’oxyde nitrique/guanylate

cyclase (Guzman-Hernandez ef al., 2018).

L’analyse par chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) de
I’extrait méthanolique du fruit Ficus carica révele la présence de plusieurs substances
bioactives dont la quercétine, l'acide gallique, l'acide caféique, l'acide vanillique, 1'acide
syringique, l'acide coumarique et l'acide chromotropique. Ces substances exercent
probablement un effet antihypertenseur, chez des rats rendus hypertendus par I’administration
orale de 10% de glucose et traités par l'extrait méthanolique du fruit Ficus carica (1000 mg /
kg) pendant 3 semaines comparés aux rats non traités (Alamgeer et al., 2017). Par ailleurs,
administration orale de l'extrait éthanolique de 1'écorce de tige d’Aspidosperma tomentosum
(EEAT) riche en composés phénoliques, notamment en flavonoides et alcaloides indoliques,
chez des rats spontanément hypertendus entraine également des effets antihypertenseurs
(Furtado et al., 2017).

Alanine et aspartate amino-transférases (ALAT, ASAT) sont deux importantes
enzymes produites au niveau des hépatocytes et sont utilisées comme des marqueurs du
fonctionnement du foie (McGill, 2016 ; Rahmani ef al., 2019). Toutefois, une concentration
plasmatique élevée en ALAT et ASAT est souvent associée a des 1ésions cardiaques et

hépatiques (Chen et al., 2015 ; Cicero et al., 2017). Chez les rats rendus hypertendus par
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injection de la solution d’ouabaine, une augmentation plasmatique de I’activité ALAT est
notée comparée aux rats témoins, cependant, I’activité ASAT n’est pas modifiée. Chez les rats
hypertendus, le traitement avec la graine de lin n’entraine aucune différence significative des
activités ALAT et ASAT comparés aux rats non traités. Il est bien établi qu'une perturbation
des teneurs plasmatiques en acide urique plasmatique est associée a I’incidence et a la
survenue d’une hypertension artérielle (Kuwabara, 2015 ; Ndrepepa, 2018). Nos résultats
montrent que les teneurs en acide urique sont augmentées chez le groupe de rats hypertendus
alors que le traitement avec la graine de Lin, n’influence pas I'uricémie élevée notée chez le
groupe Ouab-Lu. Nos résultats ne sont pas en accord avec ceux obtenus par Al- Bishri,
(2013) qui ont indiqué que la supplémentation avec 10% de la graine de lin (L. usitatissimum)
chez des rats rendus hypertendus par la cyclosporine (25 mg/kg), entraine une diminution
significative des teneurs en acide urique et des activités amino-transférases par rapport aux
rats hypertendus non traités. De méme, d’autres travaux rejoignent les mémes résultats en
montrant les effets bénéfiques des lignanes de la graine lin sur la réduction des atteintes
hépatiques et cardiaques (Sawant & Bodhanka, 2016a, b).

Le role des ions de sodium et du potassium dans la régulation de la pression artérielle
est bien établi. Au cours de ’'HTA, une perturbation de ces €lectrolytes est notée, caractérisée
par une élévation de la concentration intracellulaire des ions sodium et inversement; une
diminution significative des ions potassium (Adrogue & Madias, 2007 ; Perez & Chang,
2014). Dans notre investigation, le traitement avec la graine de lin ne montre aucune
différence significative des teneurs plasmatiques et urinaires des ions du sodium (Na") et du
potassium (K"). Nos résultats ne concordent pas avec ceux obtenus par Sawant & Bodhanka,
(2016a,b) qui ont montré une amélioration de 1’équilibre Na'-K" chez des rats rendus
hypertendus par injection sous-cutanée de DOCA-Sel et chez des rats avec une sténose de
I’artere rénale et traités avec un extrait de lignanes de la graine de lin comparés a des rats non
traités.

L'hypertension artérielle est souvent associée a des anomalies métaboliques
(Baradaran et al., 2014 ; Vaclavik, 2018). En effet, 1'hypercholestérolémie et
I'hypertriglycéridémie sont des facteurs de risque indépendants des MCV et ils se manifestent
souvent en association avec d'autres facteurs de risque tels que 1'obésité, le diabete de type 2
(DT2) et 'HTA (Bestermann et al., 2005). Dans la présente étude, nos résultats montrent que
le traitement avec la graine de lin L. usitatissimum des rats rendus hypertendus comparés au

groupe non traité, induit un effet hypocholestérolémiant concomitant avec une réduction des
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teneurs en cholestérol total hépatique. De plus, une diminution des concentrations
plasmatiques du non- HDL-C est notée apres la supplémentation de la graine de lin aux rats
hypertendus par rapport a ceux non traités. Le non-HDL-cholestérol est 1'un des meilleurs
parametres de mesure de la dyslipidémie et nous renseigne aussi sur la rigidité des arteres
(Zhao et al., 2014 ; Wongcharoen et al., 2017 ; Huang et al, 2019). En revanche, le
traitement avec la graine de L. usitatissimum n’entraine aucune différence significative dans
les teneurs plasmatiques en triglycérides (TG) et n’induit pas leurs réductions au niveau
hépatique. Cependant, nos résultats concordent avec ceux obtenus par Gokhale & Sahu,
(2016a) qui ont montré que le traitement avec un extrait délipidé des graines de lin (Linum
usitatissimum. Linn) chez des rats rendus hypertendus par administration de 10% de fructose
entraine la réduction des concentrations plasmatiques en cholestérol total et en triglycérides
comparés aux rats hypertendus non traités et comparés aux témoins positifs par administration
de 10% de fructose et traités avec le Captopril. Parallelement, les travaux réalisés par Sawant
& Bodhanka, (2016a) ont montré que la supplémentation avec un extrait éthanolique de la
graine de lin dans le régime des rats hypertendus induit une diminution des teneurs
plasmatiques en cholestérol, triglycérides et en LDL-C, inversement elle augmente celles du
HDL-C comparée aux rats hypertendus non traités. Ces résultats laissent suggérer que la
réduction du contenu en cholestérol hépatique serait probablement due a une inhibition de
I’activité¢ de 1’Hydroxy-Méthyl-Glutaryl-CoA (HMG-CoA) réductase, enzyme-clé dans la
biosyntheése hépatique du cholestérol. En outre, cet effet hypocholestérolémiant de la graine
de lin peut étre attribué a ses molécules bioactives et plus particulierement, a la présence des
lignanes, de l'acide linoléique et des fibres alimentaires qui sont antiathérogenes (Ganorkar
& Jain, 2013 ; Kajla et al., 2015) et ceci, par la régulation du cholestérol hépatique suite a la
diminuant du LDL-C (Makni et al., 2010 ; Torkan et al., 2015 ; ZuravsKi et al., 2015).
Plusieurs études réalisées chez le rat et ’homme ont montré les effets bénéfiques de la
graine de lin et sa contribution dans 1’amélioration du profil lipidique et dans la prévention
contre les risques de maladies cardiovasculaires (Felmlee ef al., 2009 ; Tomaz-Pacheco et
al., 2011 ; Siddiqi et al., 2012 ; Machado ef al., 2015). En effet, les travaux de Fukumitsu et
al., (2010) ont montré qu’une administration quotidienne de 100 mg de SDG chez des patients
présentant une hypercholestérolémie modérée entraine une réduction des teneurs en
cholestérol plasmatique. Par ailleurs, une supplémentation de 10% de la graine de lin chez des
lapins soumis a un régime enrichi avec 1% de cholestérol pendant quatre semaines contribue a

réduire la progression des plaques d’athérosclérose (Francis et al., 2013). De méme,
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I’administration de I’extrait méthanolique des graines de lin (100 mg/kg) combiné avec des
oméga-3 (1 ml/Kg) réduit significativement les teneurs sériques en cholestérol, triglycérides,
LDL-C et inversement, augmente les concentrations du HDL-C chez les rats
hypercholestérolémiques (Zanwar et al., 2014). Cependant, les travaux de Daleprane et al.,
(2010) ont montré, chez des rats normaux nourris pendant 6 mois avec un régime contenant
10% de caséine et supplémenté avec 25% de la graine de lin, des effets vasodilatateurs au
niveau du tissu endothélial et une amélioration du profil lipidique par augmentation des
teneurs en HDL-C, et une réduction du LDL-C et des TG. Par ailleurs, Park & Velasquez,
(2012), ont montré qu’un régime supplémenté pendant 12 semaines avec 0,02% de poudre de
lignanes extraits a partir de la graine de lin chez des rats soumis a un régime enrichi en graisse
et en fructose, améliore le profil lipidique en réduisant les teneurs sériques du LDL-C et
augmentant les concentrations du HDL-C et le rapport HDL/cholestérol total comparés aux
rats consommant un régime non supplémenté avec la poudre de lignanes.

La paraoxonase (PON1) est une enzyme estérase qui est étroitement associée a une
lipoprotéine de haute densité (HDL). De plus, elle est anti-athérogene et possede des effets
antioxydants sur les HDL (Kowalska et al., 2015 ; Wysocka et al., 2019). 1l est clairement
établi que I’¢élévation de 1’activité de la paraoxonase sérique pourrait servir comme facteur
prédictif des complications athérosclérotiques chez des patients souffrant d’une hypertension
essentielle (Turgut-Cosan et al, 2016 ; Sadanand ef al., 2017). Cependant, notre
investigation a permis de mettre en évidence que le traitement avec la graine de lin améliore
I’activité de la PON1 chez les rats rendus hypertendus par 1’ouabaine comparés aux rats non
traités.

Le stress oxydatif est étroitement li¢ a la survenue d’une hypertension artérielle et
provoque des dommages préjudiciables a certains organes cibles, dés les premiers stades
(Baradaran et al., 2014 ; Ahmad et al., 2017). En outre, le stress oxydatif entraine la
libération des especes réactives a 1'oxygene (ERO) par les cellules endothéliales et par les
cellules musculaires lisses vasculaires ; ces dernieres interagissent avec des composants
cellulaires tels que les protéines, I'ADN et les lipides, entrainant ainsi un dysfonctionnement
de I’endothélium associé¢ a des 1ésions vasculaires (Tsiropoulou et al., 2016 ; Guzik &
Touyz, 2017 ; Taleb et al., 2018). Par ailleurs, plusieurs études ont rapporté le role de
I’ouabaine endogeéne (OE) ou des stéroides cardiotoniques dans le développement d’une

hypertension artérielle (Khundmiri et al. 2014 ; Simonini ef al., 2018). D’une fagon
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générale, les stéroides cardiotoniques (SCT) sont des inhibiteurs potentiels de la pompe
Na'/K'-ATPase entrainant ainsi, la génération des EROs (Srikanthan et al., 2016 ; Blaustein
et al., 2017).

Les TBARS sont considérés comme des indicateurs de la peroxydation lipidique, issus
de I’attaque radicalaire des acides gras polyinsaturés et des phospholipides membranaires et
libérés sous forme de malondialdéhyde (MDA) sous [D’action des phospholipases.
L’hypertension artérielle est associée a des modifications de la structure des membranes
cellulaires et a 1’altération de leur perméabilité dynamique dues a la peroxydation lipidique
(Yavuzer et al., 2016 ; Gaikwad & Avari., 2017). L’étude de Malfatti et al., (2012),
suggére que ’inhibition de I’activité Na'/K'-ATPase provoque une augmentation des teneurs
des TBARS érythrocytaires qui est associée a une augmentation de la pression artérielle

systolique chez les patients hypertendus.

Les résultats de notre investigation réalisée chez des rats rendus hypertendus par
I’ouabaine et traités avec la graine de lin L. usitatissimum. (Linn) comparés aux non traités
montrent une diminution des teneurs des substances réactives a I’acide thiobarbiturique
(TBARS) au niveau plasmatique et érythrocytaire, apres 21 jours de traitement. Par ailleurs,
les concentrations en TBARS sont réduites également de maniere significative au niveau du
cceur, des reins et ont tendance a diminuer au niveau du foie. Ces résultats obtenus sont
probablement dus a une inhibition de la production des radicaux libres oxygénés et qui sont
neutralisés par les substances bioactives de la graine de lin telles que le SDG, connu pour son

potentiel antioxydant (Ganorkar & Jain, 2013 ; Parikh et al., 2018).

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Dzeufiet et al., (2014) qui ont
montré que le traitement des rats rendus hypertendus par une administration orale d’une
solution de saccharose a 10% et d’éthanol a 40° (3g/kg/jour) avec des extraits aqueux de
feuilles fraiches de Persea americana, de tiges et feuilles fraiches de Cymbopogon citratus, de
fruits de Citrus medica, le tout mélangé avec du miel, diminue la peroxydation lipidique au
niveau cardiaque et rénal. Par ailleurs, des résultats similaires a savoir, une diminution des
teneurs du MDA au niveau de l'aorte, du cceur, des reins et du foie ont été notés chez des rats
rendus hypertendus suite a I’administration par voie orale d’éthanol (3g/kg/jour) et traités par
un extrait aqueux des tiges d’Allablanckia floribunda Oliver (Clusiaceae) a des doses allant de
200 a 400 mg pendant 4 semaines comparés aux rats non traités (Bilanda et al., 2018). De

méme, une administration de composés phénoliques tels que 1'acide protocatéchique a des rats
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rendus hypertendus par injection sous-cutanée de30Oug/kg de Dexaméthasone (Dex) réduit
considérablement les concentrations des TBARS au niveau cardiaque et rénal comparés a des

rats témoins (Safaeian et al., 2018).

Les composés carbonyles représentent particuliérement 1’oxydation compléte des
protéines par des especes réactives de I’oxygeéne (ERO) au niveau des tissus et du sang.
L’oxydation des protéines est impliquée dans la physiopathologie de plusieurs maladies et
dans le processus de vieillissement cellulaire (Weber et al., 2015). De plus, plusieurs travaux
suggerent que le stress oxydatif augmente les concentrations plasmatiques en composés
carbonyles chez des patients hypertendus (Chen ef al., 2011 ; Chen et al., 2013 ; Kumar et
al., 2016).

Dans cette étude, nos résultats indiquent que le traitement des rats rendus hypertendus
par l'ouabaine avec la graine de lin induit une diminution des teneurs en carbonyles au niveau
cardiaque et plasmatique. Ces résultats laissent suggérer une baisse de la formation de
protéines oxydées a partir des especes réactives de 1’oxygene (ERO), qui sont probablement
neutralisées par la stimulation des enzymes antioxydants suite a 1’action du SDG, considéré
comme étant un puissant piégeur des radicaux libres. Ces résultats sont en accord avec ceux
obtenus par Kumar ef al., (2016) qui ont mis en évidence un effet bénéfique des
épicatéchines dans la neutralisation des protéines carbonylées chez des hommes et des
femmes atteints d’hypertension artérielle. En effet, il est bien connu que I’effet des
antioxydants et des composés bioactifs naturels est de piéger efficacement les especes
carbonylées réactives cytotoxiques et de fournir une action plus ciblée contre les pathologies

associées au stress oxydant (Hwang ef al., 2016 ; Davies & Zhang, 2017).

Il est communément bien établi que le stress oxydatif ou nitrosatif au sein de la cellule
vasculaire observé au cours d’une hypertension artérielle est la conséquence d’un déséquilibre
entre la surproduction de ERO/ERN et I’altération des mécanismes du systeme de défense
antioxydant (Touyz et al., 2017 ; Sorriento ef al., 2018). Pour contrecarrer ce déséquilibre, le
traitement par des antioxydants est efficace dans le traitement de cette pathologie (Sorriento
et al., 2018). En effet, les plantes sont riches en substances bioactives qui contribuent a
diminuer I’hypertension et a augmenter le systtme de défense antioxydant enzymatique

(Baradaran ef al., 2014 ; Rafieian-Kopaei et al., 2016).
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Les enzymes antioxydantes telles que la catalase (CAT), la superoxyde dismutase
(SOD), la glutathion peroxydase (GSH-Px) représentent la premiere ligne de défense
cellulaire contre les 1ésions oxydatives et protegent contre les 1ésions radicalaires induites par
0, et H,O, (Gémez-Marcos et al., 2016 ; Pawluk ef al., 2017 ; Ighodaro & AKinloye,
2018).

Comparés aux rats non traités, le traitement des rats rendus hypertendus par 1’ouabaine
avec la graine de lin montre une augmentation de I’activité¢ de la SOD et celle de la GSH-Px
érythrocytaire. En revanche, la graine de lin n’améliore pas celle de la CAT chez les rats
traités comparés aux rats non traités. La superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme de
défense antioxydante intracellulaire qui catalyse la destruction du radical superoxyde O," en
peroxyde d’hydrogene (H,0,) et qui est par la suite, décomposé en H,O et en oxygene par la
GSH-Px et la CAT. De plus, les SOD jouent un rdle important dans Il'inhibition et
l'inactivation oxydatives de 1'oxyde nitrique, empéchant ainsi la formation de peroxynitrite et
le dysfonctionnement endothélial (Fukai & Ushio-Fukai, 2011). La diminution de I’activité
en SOD est un biomarqueur de différents mécanismes physiopathologiques d’une

hypertension (Gémez-Marcos et al., 2016 ; Thandu et al., 2018).

Dans notre étude, la stimulation de D’activité de la SOD et celle de la GSH-Px
érythrocytaire indique d’une part, une inhibition de la production des espéces réactives de
I’oxygéne (ERO) et d’autre part, explique la diminution de la concentration des TBARS
érythrocytaire et contribue probablement a la diminution des chiffres tensionnels. 1l est bien
établi que les enzymes antioxydantes érythrocytaires sont les principales enzymes
antioxydantes circulantes dans le systéme de défense du stress oxydatif (Yang et al., 2014).
De plus, les érythrocytes concourent a réguler la fonction vasculaire par la modulation de
I'apport en oxygene, le piégeage des ERO et la génération d'oxyde nitrique (NO) impliqué

dans la régulation de la pression vasculaire par son effet vasodilatateur périphérique.

Par ailleurs, au niveau des organes, 1’activité de la SOD reste similaire chez les rats
rendus hypertendus par I’ouabaine et traités par la graine de lin et les rats hypertendus non
traités. Ces résultats sont accord avec ceux obtenus par Bilanda et al., (2018) qui ont montré
chez des rats rendus hypertendus par 1’administration orale d’éthanol (3g/kg/jour) que le
traitement avec 1’extrait Allablanckia floribunda n’entraine aucune amélioration de I’activité
de la SOD au niveau du foie, du cceur, de 1’aorte et des reins, comparée aux rats hypertendus

non traités. En revanche, nos résultats ne concordent pas avec ceux obtenus par Sawant &
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Bodhankar, (2016a) qui ont montré une augmentation de 1’activité de la SOD concomitante a
une diminution des TBARS au niveau du cceur et des reins, chez des rats rendus hypertendus
par une injection sous-cutanée en DOCA et traités avec un extrait des lignanes de la graine de

Linum usitatissimum comparés a des rats hypertendus non traités.

Par ailleurs, nos résultats montrent une amélioration de 1’activité GSH-Px au niveau
tissulaire (foie, ceeur, aorte et rein), chez les rats rendus hypertendus par 1’ouabaine et traités
avec la graine de Linum usitatissimum comparés aux non traités. La GSH-Px, enzyme
antioxydante, est une sélénoperoxydase la plus abondante et essentielle dans de nombreux
types cellulaires, y compris dans les cellules endothéliales (Awad et al., 2018). De méme,
chez les rats traités comparés aux non traités, une ¢élévation de I’activité de la catalase est
notée au niveau cardiaque et a tendance a augmenter au niveau de 1’aorte, toutefois cette
activité reste inchangée au niveau hépatique et rénal. L’augmentation de l'activité de la
catalase contribue a 'amélioration du statut antioxydant en réduisant les teneurs du H,O, chez
des rats hypertendus (Sundaram et al., 2013 ; Shi et al., 2013). Ces résultats sont en accord
avec ceux obtenus par Bilanda et al., (2019), qui ont montré un effet antihypertenseur
concomitant avec une augmentation de I’activité de la SOD et celle de la catalase au niveau
du foie, du cceur, de 1’aorte et des reins et une diminution des teneurs des TBARS, aprés un
traitement avec un extrait éthanolique de Leiria hexandre (L. hexandra) chez des rats rendus
hypertendus par I’administration de 1’éthanol 40° (5 g/kg) comparés aux rats non traités. Ces
résultats permettent de suggérer que la graine de lin, riche en composés phénoliques tels que
les lignanes (SDGQG), les flavonoides, les phénylpropanoides, l'acide caféique, l'acide p-
coumarique, l'acide férulique et les tanins seraient en partie, responsable de I’amélioration de
I’activité de la GSH-Px tissulaire et celle de la catalase au niveau cardiaque (Kajla et al.,
2015 ; Verma et al., 2017). De méme, d’autres travaux ont montré que la richesse des plantes
en composés polyphénoliques seraient, probablement responsables de I’amélioration de
I’activité antioxydante (Bilanda et al., 2017 ; Bilanda et al., 2018).

Le glutathion (GSH) représente le premier systtme de défense antioxydant non
enzymatique, considéré comme une molécule non protéique et possédant un groupement thiol
et la plus abondante dans les cellules chez les mammiféres (Forman et al., 2009). Le GSH
joue un rodle important dans de nombreux processus cellulaires tels que la différenciation
cellulaire, la prolifération et 1'apoptose et il est connu pour son puissant pouvoir antioxydant

(Bansal & Simon, 2018 ; He et al., 2019). Au cours d’une hypertension, les concentrations
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en GSH sont diminuées au niveau des cellules endothéliales suite a 1’altération de la

biodisponibilité en NO (Rybka ef al., 2011 ; Robaczewskai et al., 2016).

Nos résultats montrent que, comparés aux rats non traités, le traitement avec la graine
L. usitatissimum. (Linn), induit chez les rats rendus hypertendus par 1’ouabaine, une
augmentation des teneurs du GSH hépatique et rénal, ceci pourrait expliquer les faibles
teneurs en TBARS retrouvées au niveau des reins. Ces résultats corroborent avec ceux
obtenus par Sawant & Bodhankar, (2016a) qui ont mis en évidence une augmentation des
teneurs du GSH au niveau du cceur et des reins associée avec la diminution des TBARS, chez
des rats rendus hypertendus par une injection sous-cutanée de DOCA-sel et traités avec des
lignanes extraites de la graine de L. usitatissimum comparés a des rats hypertendus non traités.
De méme, les travaux menés par Bilanda et al., (2019) ont montré que le traitement avec
l'extrait A. Floribunda augmente de maniere significative les teneurs en GSH et réduit la
concentration du MDA au niveau du foie et des reins. Ces résultats concordent avec les
travaux de Dzeufiet et al., (2014) et Omdébowalé et al., (2019) qui ont montré que l'activité

antioxydante de certains extraits de plantes est liée a 'augmentation des teneurs en GSH.

Par ailleurs, I’¢lévation des teneurs du GSH au niveau érythrocytaire est notée chez les
rats rendus hypertendus par 1’ouabaine et traités avec la graine de lin, pourrait indiquer une
action complémentaire a celle de la glutathion peroxydase qui utilise le GSH comme un
cofacteur pour réduire la formation du peroxyde d’hydrogene (H,0,). De plus, le glutathion
joue un role important dans le métabolisme du NO. En effet, il réagit avec le peroxynitrite
(ONOO) pour former le S-nitrosothiols (RSNO), qui libére par la suite du NO, prévenant
ainsi I’attaque radicalaire par le superoxyde O7; et induit ainsi, une relaxation vasculaire
(Robaczewskai et al., 2016). En fait, les travaux de Rybka ef al., (2011) ont indiqué qu’un
traitement par un antihypertenseur améliore le statut antioxydant des érythrocytes en stimulant
la synthése du glutathion et des enzymes antioxydantes (glutathion peroxydase (GPx),

glutathion transférase (GST) et glutathion réductase (GR), chez des patients hypertendus agés

comparés au témoins.

Le monoxyde d’azote (NO) est communément bien connu comme étant le facteur
relaxant dérivant de I’endothélium (EDRF, endothélium-derived relaxing factor), il agit
principalement en tant que vasodilatateur de I’endothélium des vaisseaux sanguins (Aguado
et al., 2015 ; Godo & Shimokawa, 2017b). En effet, plusieurs études mettent en avant que le

stress oxydatif et 1’altération endothéliale associés a une biodisponibilité insuffisante en
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monoxyde d’azote (NO), contribuent a I’installation de 1’hypertension artérielle (Amaral et
al., 2015 ; Xia et al., 2017 ; Oliveira-Paula & Tanus-Santos, 2019). Par ailleurs, des études
expérimentales réalisées sur des rats ont bien montré que I’injection d’une solution L-NAME,
un puissant inhibiteur du NO, entraine un dysfonctionnement endothélial accompagné d’une
hypertension associée a un stress oxydatif (Hakkou et al., 2017 ; Guzman-Hernéandez et al.,
2018 ; Omobowalé et al., 2018).

No résultats indiquent que le traitement avec la graine de lin chez les rats rendus
hypertendus par ’ouabaine n’entraine aucune différence significative des teneurs en NO
plasmatique, comparés aux rats hypertendus non traités. Cependant, aucune variation des
concentrations du NO tissulaire n’est notée, excepté une augmentation des teneurs du NO au
niveau de I’aorte. En revanche, le NO est le principal facteur responsable de la relaxation de
l'aorte dépendante de l'endothélium. Nos résultats laissent suggérer une stimulation de la
synthése du NO par I’enzyme NO synthétase endothéliale (eNOS, endothelial nitric oxyde
synthase) et une biodisponibilité de la L-arginine dans la graine de lin. En effet, les travaux de
Panaite et al., (2017) et Manimaran et al., (2017), ont bien mis en évidence la grande
richesse en acides aminés essentiels de la graine de lin et particulierement, celle en acide
glutamique (3,87%), en arginine (1,93%) et en acide aspartique (1,52%). Le NO synthétisé au
niveau de I’endothélium diffuse vers les cellules musculaires lisses vasculaires (CML)
voisines pour activer la guanylate cyclase soluble (GCs) du muscle lisse et produire du GMP
cyclique (un second messager). L’augmentation de la concentration intracellulaire de GMP
cyclique au niveau de la cellule musculaire induit alors la relaxation contribuant ainsi a 1’effet
hypotenseur.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Romero et al., (2016), qui ont
montré une augmentation des teneurs du NO au niveau aortique chez des rats spontanément
hypertendus de souche SHR traités avec un extrait brute des feuilles d'olivier enrichi en
d’oleuropéine (15%). Des résultats similaires ont été rapportés par I’é¢tude de De Carvalho et
al., (2019) qui ont mis en évidence un effet vasorelaxant sur 1’endothélium vasculaire de
I’aorte chez des rats rendus hypertendus par L-NAME et traités avec 1’extrait aqueux Termina
liafagifolia Mart. & Zucc. (Combretaceae) comparés a des rats hypertendus non traités. Le
mécanisme relaxant induit par ’extrait aqueux de Termina liafagifolia implique la voie NO/
GCs/GMPc et les canaux K. En effet, le NO entraine une hyperpolarisation endothéliale qui
est alors transmise dans les CML par ’activation de la GCs/GMPc qui stimule par la suite

I’ouverture des canaux potassiques favorisant ainsi, la sortie du potassium et I’entrée du
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calcium induisant ainsi un effet vasodilatateur. En outre, chez les rats rendus hypertendus par
L-NAME et traités avec un extrait aqueux de A. campestris L. (AcAE), un effet
antihypertenseur et vasorelaxant est noté, médié par la voie de la calmoduline-NO-GCc-PKG
et par l'inhibition de I'afflux du calcium par les canaux calciques a l'activation et mobilisation
du calcium intracellulaire dans le réticulum sarcoplasmique (Dib et al., 2017). De méme, un
effet vasodilatateur a été mis en évidence avec un extrait éthanolique de 1'écorce de tige
d’Aspidosperma tomentosum (EEAT) chez des rats spontanément hypertendus de souche

(SHR), comparés aux rats hypertendus non traités (Furtado et al., 2017).

Le sulfure d'hydrogeéne (H,S) est un important médiateur biologique impliqué dans
divers processus physiologiques cellulaires, notamment dans la régulation de la pression
artérielle (Tomasova et al., 2016 ; Xie et al., 2016 ; Wu et al., 2018). Les thiols sont les
composés organiques qui contiennent un groupe sulfydryle. De plus, les thiols totaux
constituent la majeure partie des antioxydants non enzymatiques de 1’organisme jouant un
role important dans la défense contre les especes réactives de I'oxygene (Mungli et al., 2009 ;
Ulrich & Jakob, 2019). En outre, plusieurs études ont mis en évidence les effets biologiques
du H,S et leurs actions en synergie avec le NO. En effet, en présence d'un accepteur
d'électrons, le NO réagit avec les thiols de la cystéine pour former des protéines S-nitrosylées
qui contribuent a la diminution de la tension artérielle (Yuan ef al., 2015 ; Wesseling et al.,
2015). Par ailleurs, une diminution de la production endogeéne de H,S est associée a
I’hypertension artérielle, a l'insuffisance cardiaque, a l'athérosclérose et au diabéte (Jin et al.,

2015 ; Greaney et al., 2017 ; Possomato-Vieira et al., 2018).

Les résultats de notre étude ont indiqué que le traitement avec la graine de lin entraine
une augmentation des teneurs en thiols totaux au niveau érythrocytaire chez les rats rendus
hypertendus par I’ouabaine comparés aux rats hypertendus non traités. Nos résultats sont en
accordent avec ceux obtenus par Benavides et al., (2007) qui ont rapporté que le traitement
avec l’extrait brut d’Allium sativum entraine un effet vasodilatateur di a sa capacité a
augmenter la production de sulfure d'hydrogene (H,S) au niveau érythrocytaire. Cependant,
une augmentation des teneurs des thiols totaux est notée au niveau du foie, du cceur, de 1’aorte
et des reins. Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Ried & Fakler., (2014) qui ont
montré un effet hypotenseur de I’extrait brut d’Allium sativum, riche en S-allylcystéine, connu

pour étre un composé bioactif soufré qui a la capacité d’augmenter la production de sulfure

d'hydrogeéne (H,S) et d’améliorer la régulation du monoxyde d'azote endothélial (NO)
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entrainant ainsi, une vasodilatation des cellules du muscle lisse et par conséquence, une
diminution de la pression artérielle. Nos résultats laissent supposer que le SDG induit un effet
vasorelaxant dépendant de I’endothélium par 1’augmentation de I1’activité de la NOS

synthétase endothéliale.

De plus, chez des rats hypertendus traités avec la graine de Linum usitatissimum
comparés aux non traités, nos résultats montrent une augmentation des teneurs du NO et
celles des thiols au niveau de 1’aorte qui pourraient augmenter les teneurs en S-nitrosothiols
(SNOs), entrainant ainsi, un effet antihypertenseur. Par ailleurs, les S-nitrosothiols
augmentent l'activité de I'ATPase calcique du réticulum endoplasmique (SERCA) et réduisent
la concentration intracellulaire des ions calcium libres, facilitant également la relaxation de
I’endothélium (Zhao ef al., 2015). De plus, les s-nitrosothiols activent la Na*-K" ATPase dans
les muscles lisses de manicre dépendante de la guanylate cyclase (Batenburg et al., 2004).
Par ailleurs, plusieurs études ont bien montré qu’un traitement avec I’hydrosulfide de sodium
(Na,S) (1 a 4 pumol/kg) chez des rats rendus hypertendus par L-NAME comparés aux rats non
traités (Drobna et al., 2015 ; Jin et al., 2017), stimule et augmente la biodisponibilité en S-
nitrosothiols et celui-ci contribue ainsi, a une baisse de la pression artérielle via 1'activation de
Akt/eNOS/ NO, médiée par les canaux K*. Le NO synthétisé module la voie de GCs et GMPc
ainsi il stimule la signalisation de la protéine kinase qui par la suite, induit un effet

vasodilatateur par 1’ouverture des canaux K* (Jin et al., 2017).

L'acétylcholinestérase (AChE) appartient a la famille des cholinestérases, qui est une
enzyme clé assurant I'hydrolyse de l'acétylcholine (ACh) en choline et en acide acétique
(Pavlov et al., 2005). Il est maintenant bien établi, que [’acétylcholine est un
neurotransmetteur libéré par le systeme nerveux sympathique entrainant un effet
vasodilatateur de 1'endothélium via 1’activation des récepteurs muscariniques, de plus, elle est
protectrice contre les accidents ischémiques cardiaques (Pickard et al., 2017 ; Intachai et al.,
2018). En effet, I’administration de I’ouabaine inhibe l'activité de la pompe Na’, K'-ATPase
(NKA) (Venugopal & Blanco, 2017) et provoque également une hypertension agissant sur le
systéeme nerveux central et vasculaire (Meira et al., 2015) par 1’activation du systéme de
rénine angiotensine-aldostérone (SRAA) (Ketchem et al., 2016).

Comparés aux rats hypertendus non traités, nos résultats montrent que le traitement
avec la graine de Linum usitatissimum induit une augmentation de 1’activité de 1’enzyme

AChHE au niveau tissulaire (foie, cceur, aorte et le rein). Nos résultats sont en accord avec ceux

82



Discussion

obtenus par Ngolo et al., (2018) qui ont montré chez des rats rendus hypertendus par le L-
NAME, que le traitement avec un extrait aqueux de Brillantaisia patula et Desmodium
velutinum provoque une diminution de la pression artérielle ainsi que celle de la fréquence
cardiaque par inhibition du systeme nerveux sympathique. De plus, ce traitement stimule
également le systéme nerveux parasympathique via la libération de I’acétylcholine qui agit sur
les récepteurs cholinomimétiques de type muscarinique et entraine ainsi, une vasodilatation.
Des résultats similaires ont été rapportés également chez des rats rendus hypertendus
par I’adrénaline (2,5x10°g/kg de PC) et traités avec I’extrait aqueux de Combretum
micranthum (Zahoui et al., 2017). En outre, les travaux de Etou-Ossibi ef al., (2017) ont
indiqué que 1I’administration d’un extrait aqueux des feuilles de Trema orientalis diminue la
pression artérielle et la fréquence cardiaque et possede un effet cardio-modérateur similaire a
celui de l'acétylcholine. Par ailleurs, Jordao et al., (2017) ont montré que le polyphénol
nommé acide ellagique entraine un effet antihypertenseur et améliore la réponse vasculaire a
l'acétylcholine et augmente la biodisponibilité endothéliale de I’oxyde nitrique chez des rats

rendus hypertendus par I’administration de L-NAME (60mg/kg/jour dans de 1’eau).

Nos résultats laissent suggérer que le SDG de la graine de lin induit un effet inhibiteur
du systéme rénine-angiotensine-aldostérone (Prasad, 2013 ; Rodriguez-Leyva et al., 2013)
et stimule ’activit¢ de I’enzyme I'AChE. Cette activation de I'AChE est liée a la forte
libération d'ACh par le systeme nerveux parasympathique qui stimule les récepteurs
muscariniques et nicotiniques mAChR et nAChR, respectivement des cellules cardiaques et
contribuent par la suite a la diminution de la pression artérielle et celle de la fréquence
cardiaque. La vasodilatation cardiaque et aortique entrainée par l'acétylcholine est médiée par
la forte et importante biodisponibilité du NO endothéliale. Ces résultats laissent supposer que
les acides gras polyinsaturés tels que I’acide a-linolénique (ALA) et I’acide linoléique (LA)
de la graine de lin sont transformés en acide eicosapentanoique (EPA), en acide
docosahexanoique (DHA) et en acide arachidonique (AA) (Bekhit et al., 2018). Ces derniers
sont transformés par le métabolisme pour produire les eicosanoides, dont probablement les
prostaglandines qui ont un effet vasodilatateur. Ces résultats corroborent avec ceux obtenus
par Gokhale & Sahu, (2016a) qui ont montré un effet antihypertenseur et une vasodilatation
endothéliale médiée par I’inactivation de ’ECA du systeme-rénine angiotensine, chez des rats
rendus hypertendus par une administration orale de la solution de fructose a 10% et traités

avec la graine de lin délipidée. De méme, les travaux de Prasad, (2013) ont mis en exergue
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Discussion

que P’effet vasodilatateur sur I'endothélium suite a un traitement avec le SDG de la graine de
lin chez des rats rendus hypertendus par une injection intraveineuse d’angiotensine I (0,2
pg/kg) comparés a des rats témoins, est dii & son probable puissant effet inhibiteur de
I’activité de I’ECA. De plus, chez des patients présentant une maladie artérielle périphérique
associée a une hypertension et traités avec la graine de lin, une diminution de la pression
artérielle est notée par rapport a des patients hypertendus non traités, cet effet est corrélé avec

I’augmentation des concentrations plasmatiques de I’acide a-linolénique, précurseur de la

syntheése des substances eicosanoides de type vasodilatateur (Rodriguez-Leyva ef al., 2013).
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Conclusion & perspectives

Le lien entre la santé et 1’alimentation est plus que jamais d’actualité. L’influence de
I’alimentation dans la régulation de la pression artérielle connait un regain d’intérét notable
puisque certaines données ont montré qu’un changement de régime alimentaire pouvait
ralentir le développement de ’HTA et améliorer le contrdle de la pression artérielle chez les
patients hypertendus.

L’objectif de cette thése est de voir I'impact d’un aliment fonctionnel dans la
prévention des maladies métaboliques et plus particulierement I’hypertension artérielle. En
effet, ce travail a permis de mettre en évidence 1’effet de la graine de lin Linum usitatissimum
L. (Linaceae) sur les chiffres tensionnels, la dyslipidémie, le statut redox et 1’activité de
I’enzyme acétylcholinestérase, chez un modéle de rats rendus hypertendus par 1’ouabaine.

Les résultats concernant 1’effet de la graine de lin sur les chiffres tensionnels montrent
un effet antihypertenseur, chez les rats hypertendus traités comparés aux rats non traités. Cet
effet est la conséquence de la diminution des valeurs des pressions artérielles systoliques et
diastoliques et de la pression artérielle moyenne. De plus, une réduction de ’intensité de la
fréquence cardiaque est notée. Ceci laisse suggérer que I’effet antihypertenseur est
probablement dii aux composés bioactifs de la graine lin. Les graines de lin ont acquis la
réputation d’étre un ingrédient nutritionnel polyvalent qui peut facilement €tre incorporé avec
de nombreux aliments. En effet, lors des études expérimentales réalisées chez le rat et lors des
interventions nutritionnelles chez des patients hypertendus, les résultats ont montré ’effet
bénéfique de la graine de lin et son role potentiel dans la prévention de la survenue de

I’hypertension artérielle.

Dans la deuxiéme partie de ce travail nous nous sommes intéressés a étudier I’effet de
la graine de lin sur certains marqueurs biochimiques et sur la dyslipidémie, chez des rats
rendus hypertendus. Apres 21 jours de I’expérimentation, les concentrations de certains
marqueurs biochimiques de la fonction rénale et hépatiques dont la créatinine, 1’albumine, les
transaminases(ASAT) et les électrolytes (sodium et le potassium) restent similaires chez les
rats rendus hypertendus par 1’ouabaine. De plus, une augmentation des teneurs en urée, acide
urique, transaminases (ALAT) et en potassium urinaire est notée. Cependant, le traitement
avec la graine n’a aucun effet sur la correction de ces paramétres perturbés suite a
I’installation de I’hypertension artérielle.

De plus, le traitement avec la graine de lin Linum usitatissimun chez des rats
hypertendus contrecarre les effets déléteres du métabolisme lipidique dus a I’installation de

’HTA et diminue 1’élévation des concentrations du cholestérol total et du non HDL-
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cholestérol comparées aux rats hypertendus. En effet, le traitement avec la graine de lin L.
usitatissimum entraine une diminution des teneurs en CT plasmatique, accompagnée d’une
réduction de la synthése du CT hépatique, une modification des teneurs en CL et EC
hépatiques. Par ailleurs, il ne corrige pas les teneurs élevées en TG hépatique en dépit d’une
concentration normale en TG plasmatiques. Toutefois, le traitement avec la graine de lin
entraine une diminution de la concentration du non-C-HDL qui est un bon paramétre de
mesure de la dyslipidémie. De plus, il améliore I’activité de la paraoxonase PONI1, ce qui
témoigne de I’effet antiathérogeéne et antioxydant de la graine le lin.

Dans la troisiéme partie de notre investigation, nous avons examingé le role potentiel
des graines de lin Linum usitatissimum sur le stress oxydatif chez les rats rendus hypertendus
par 1’ouabaine. Le stress oxydatif qui apparait lors dans une hypertension artérielle est
expliqué par D’altération du tissu endothélial, source de production des especes réactifs
oxygénés (ERO) et une diminution des défenses antioxydantes.

Les résultats de ce présent travail de recherche révélent que le traitement avec la
graine de lin possede des propriétés antioxydantes contre le stress oxydant induit par 'HTA
en réduisant la peroxydation lipidique. Ces effets sont mis en exergue par la réduction des
teneurs des substances réactives a 1’acide thiobarbiturique (TBARS) et des résidus carbonylés.
En effet, ’administration des graines de lin aux rats hypertendus entraine une réduction des
niveaux des TBARS au niveau érythrocytaire et plasmatique comparés au rat non traité. De
méme, une réduction de la peroxydation lipidique est notée au niveau cardiaque et rénal. Par
ailleurs, une diminution des teneurs en carbonyles au niveau plasmatiques et cardiaque est
notée.

La supplémentation du régime avec la graine de lin chez les rats rendus hypertendus
comparés aux hypertendus non traités induit une augmentation des activités enzymatiques de
la SOD et de la GSH-Px érythrocytaire. De plus, au niveau tissulaire, la poudre de grain de lin
stimule ’activité de la GSH-Px au niveau du foie, du coeur, de 1’aorte et du rein, et celle de la
CAT, au niveau du cceur.

Par ailleurs, le traitement avec la graine de lin stimule également la production des
substances antioxydantes non enzymatiques, essentiellement celle du GSH érythrocytaire,
hépatique et rénale, et induit également une augmentation des teneurs des thiols totaux au
niveau érythrocytaire et tissulaires (foie, cceur, aorte et rein). Ces effets bénéfiques de la

graine de lin L. usitatissimum concourent a protéger les cellules contre les radicaux libres en
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stimulant [’activit¢ des enzymes antioxydantes et en augmentant la production des
antioxydants non enzymatiques.

Enfin, dans la derni¢re partie de cette recherche, nous avons mis en évidence 1’effet
cardiomodérateur de la graine de lin chez des rats rendus hypertendus. Les résultats de notre
investigation montrent que le traitement avec la graine de lin entraine une stimulation de
I’activité de I’enzyme acétylcholinestérase au niveau du foie, du cceur, de ’aorte, et du rein.
De plus, une augmentation de la production du monoxyde d’azote (NO) au niveau aortique,
est notée. Ces résultats permettent de suggérer qu’une modulation du tissu endothélial se

manifeste par un mécanisme vasodilatateur associé¢ a un 1’effet antihypertenseur.

En conclusion, il apparait que la graine de lin pourrait corriger les troubles
métaboliques engendrés par [’hypertension artérielle. Elle entraine aussi un effet
hypocholestérolémiant et antiathérogene, ce qui est en faveur d’une réduction du risque
cardiovasculaire. De méme, ces graines stimulent [’activité des enzymes antioxydantes et
augmentent les teneurs du GSH et des thiols totaux et inversement, réduisent la peroxydation
lipidique et par conséquent, elles protegent les tissus, le plasma et les érythrocytes des effets
deléteres des especes réactives a l'oxygene (ERO). De plus, le traitement avec ces graines
augmente [’activite de [’acétylcholinestérase et induit un effet vasodilatateur du tissu

endothélial.

Ces résultats laissent suggérer que la graine de lin est considérée comme étant I’un des
aliments fonctionnels qui suscite actuellement un intérét croissant pour ses effets bénéfiques
sur la santé et la réduction des maladies cardiovasculaires. En effet, la graine de lin est
considérée comme un aliment de bien-étre et il est recommandé de [I’introduire
progressivement dans la consommation quotidienne en raison de ses multiples vertus et de ses

effets bénéfiques sur plusieurs pathologies.

Il serait intéressant de compléter cette étude préliminaire par d’autres études plus
approfondies afin d’apporter des éclaircissements sur les mécanismes d’action de la graine de
lin sur les voies de signalisation qui ont induit I’effet antihypertenseur et cardiomodérateur sur
I’endothélium et de déterminer 1’action moléculaire de certaines substances bioactives sur la
pompe N'/K" ATPase. De plus, ’exploration de ’effet de la graine de lin sur I’enzyme de
conversion serait intéressante pour déterminer les molécules responsables de son action

vasodilatatrice.
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Tableau XVIII. Croissance pondérale des animaux et nourriture ingérée

(exprimée en g.j" rat™).

Poids corporel (g) T Ouab Ouab-Lu
JO 25004+296  25034+518 250,59 =226
J7 27053 +1141  26728+577 257414691
JI4 290,62+9,77  281,69+3,99  28688+877
J21  29054+12,15  290,09+629 29227+ 10,64
Nourriture Ingérée 19804298 17,05+ 1,60 18.25 + 1,06

(g.j".rath

Chaque valeur représente la moyenne £ ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes entre
les différents groupes est effectuce par le test de Dunnett. T : rats témoins, Quab. rats hypertendus,

QOuab-Lu: rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05.

Tableau XIX. Enregistrements des pressions artérielle systoliques (PAS) et diastoliques

(PAD).
T Ouab Ouab-Lu
PAS (mmHg)
Avant 124,33 + 4,37 121,00 + 4,18 119,94 + 6,96
Jo 126,20 + 5,02 148,00 + 5,88* 142,51 +3,52
J7 123,81 + 4,10 141,25 + 3,05% 133,20 + 4,32"
J14 123,20 + 4,97 140,00 + 3,35% 134,80 + 4,02
J21 126,48 + 4,42 141,00 + 4,15% 124,44 + 6,76"
PAD (mmHg)
Avant 86,33 + 3,01 83,20 + 2,28 80,08 + 4,40
Jo 87,20 + 3,63 106,07 + 5,84* 96,07 + 5,82"
J7 84,10 + 3,05 98,73 + 7,30% 89,40 + 6,19
J14 83,20 +1,10 97,25 +5,21* 93,65 + 6,88
J21 86,48 + 4,42 97,67 + 2,07* 85,90 + 7,51"

Chaque valeur représente la moyenne £ ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes entre
les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Quab: rats hypertendus,

Quab-Lu: rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :

*Quab vs T: *Ouab-Lu vs Ouab.
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Tableau XX. Enregistrements des pressions artérielles moyennes (PAM) et des
fréquences cardiaques (FC).
T Ouab Ouab-Lu

PAM mmHg
Avant 99,00 + 3,52 95,20 +2,59 93,36 + 4,90
JO 100,00 + 4,24 119,94 + 4,97* 112,83 + 4,55"
J7 97,00 £+ 2,60 114,47 + 4,89%* 102,60 + 7,02"
J14 96,20 +2,28 108,33 +7,23* 110,60 + 5,90
J21 101,16 + 7,81 112,00 + 1,41%* 97,94 + 7,71
FC Bts/min
Avant 441,83 £ 34,27 398,40 + 31,40 393,19 + 31,23
JO 452,60 + 27,50 443,63 £ 51,55 450,02 +£42,76
J7 417,90 + 35,89 465,59 + 33,63 359,20 + 25,26"
J14 406,20 + 43,05 430,00 £ 66,66 379,13 £ 26,35
J21 417,90 £ 26,25 421,83 £41,09 370,98 + 38,72"

Chaque valeur représente la moyenne = ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes entre
les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Quab: rats hypertendus,

QOuab-Lu: rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :
*Quab vs T: *Ouab-Lu vs Ouab.
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Tableau XXI. Teneurs en lipides plasmatiques (mmol.L™") et hépatiques (mmol.g-").

T Ouab Ouab-Lu
Plasma

CcT 1,81 £ 0,36 2,38 £0,35% 1,75 £ 0,35"
CL 0,55+ 0,29 1,00 + 0,60 0,63 + 0,23
EC 2,10+ 0,61 2,93 + 0,63 2,65 + 0,40
TG 0,86 + 0,28 1,03 £ 0,49 1,08 + 0,06
PL 1,55 + 0,48 1,76 + 0,45 1,11 £ 0,40
Foie

CcT 34,0 + 3,88 88,12 + 6,63* 26,72 + 2,69*
CL 9,17 +3,37 61,97 + 1,86* 7,72 £0,53"
EC 41,59 + 6,69 47,46 + 7,98 31,74 + 4,64%
TG 32,19 +3,35 43,64 +3,61* 48,36 + 7,17
PL 24,49 + 1,73 30,57 = 4,76 26,57 0,92

Chaque valeur représente la moyenne £ ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes entre
les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Quab: rats hypertendus,

Quab-Lu: rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement differente lorsque P<0,05 :

*Quab vs T: *Ouab-Lu vs Ouab.

Tableau XXII. Teneurs plasmatiques (nmol.mL™") et tissulaires en carbonyles (nmol.mg™ de

protéines)
T Ouab Ouab-Lu
Plasma 1,71 £ 0,45 1,35+ 0,26* 0,22 +0,03"
Foie 2,44+ 0,26 2,58+ 1,34 2,70 £ 0,43
Ceeur 3,57+0,30 5,11 +0,16* 3,41 +0,32"
Aorte 1,27 0,09 1,85+ 0,64 1,39 +£0,42
Rein 5,20+ 1,54 7,11 £1,24 4,77+ 1,23

Chaque valeur représente la moyenne = ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes entre
les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Quab: rats hypertendus,

Quab-Lu: rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :

*Quab vs T: *Ouab-Lu vs Ouab.
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Teneurs en monoxyde d’azote plasmatique (mmol.mL™") et tissulaires

Tableau XXIII.
(mmol.mg™" de tissus)
Témoin Ouab Ouab-Lu

Foie 85,20 £ 4,76 74,21 £ 10,61 100,13 +24,79
Ceeur 134,50 + 18,18 111,41 £34,47 120,33 £ 17,26
Aorte 91,07 £ 6,97 90,03 + 8,76 244,36 +2.92"

Rein 69,20 + 14,56 79,30 + 19,78 80,51 +17,93
Plasma 4,18 £0,86 12,36 +4,04* 13,84 + 4,89

Chaque valeur représente la moyenne £ ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes entre
les différents groupes est effectuce par le test de Dunnett. T : rats témoins, Quab. rats hypertendus,
QOuab-Lu: rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement differente lorsque P<0,05 :

*Quab vs T: *Ouab-Lu vs Ouab.

Tableau XXIV. Valeurs de I’activité en acétylcholinestérase au niveau tissulaire (umol.mg™

de tissus).
T Ouab Ouab-Lu
Foie 4,09 + 1,47 4,56 + 1,51 16,32 + 6,65"
Ceeur 4,55+ 0,98 1,92 £ 0,89%* 7,70 + 1,65
Aorte 1,87+ 0,91 1,21 £ 0,63 1,49+ 0,59"
Rein 0,27 + 0,02 0,10 + 0,04 1,89+ 0,61"

Chaque valeur représente la moyenne = ES de 8 rats par groupe. La comparaison des moyennes entre
les différents groupes est effectuée par le test de Dunnett. T : rats témoins, Quab: rats hypertendus,
QOuab-Lu: rats hypertendus traités avec 1% de la graine de Linum usitatissimum.

La comparaison des moyennes est considérée comme significativement différente lorsque P<0,05 :

*Quab vs T: *Ouab-Lu vs Ouab.
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Flaxseeds (L. Usitatissimum)
attenuates blood pressure,
acetylcholinesterase activity
and oxidative stress in ouabain-
induced hypertension in

normal Wistar rats
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Department of Biology, Laboratory of Clinical and Metabolic Nutrition,
Université d’Oran 1, Oran, Algeria

Abstract

Purpose — The purpose of this study is to evaluate the effects of flaxseed (L. usitatissimum [Linn]) on blood
pressure, redox status markers and acetylcholinesterase enzyme activity in ouabain-induced hypertension in
normal Wistar rats.

Design/methodology/approach — Male Wistar rats weighing 250 =7g ( = 24) fed with an
experimental diet containing 20 per cent casein were divided into three groups (z = 8) and received a daily
subcutaneous injection of either 0.9 per cent saline solution (T group) or 10 pg/kg/day of ouabain diluted in
saline solution-treated Oub-Lu or not with 1 per cent of flaxseed (L. usitatissimum) mixed in the diet for
21 days.

Findings — The results showed that treatment with flaxseed had a significant effect (p < 0.05) in decreasing
systolic, diastolic blood pressure, mean arterial pressure and the heart rate in hypertensive rats. Total and
non-HDL cholesterol levels were reduced by —26 and —35 per cent; p = 0.04, respectively. Concentrations of
thiobarbituric acid-reactive substances were significantly decreased by -85 and —42 per cent (p = 0.001 and
p = 0.04), respectively in the plasma and heart. Nitric oxide levels were increased in the aorta (+ 63 per cent;
p = 0.001). Moreover, in the heart and aorta, a significant increase was noted in the thiol contents (+81
and +69 per cent; p = 0.001, respectively), glutathione peroxidase (+50 per cent; p = 0.03 and p = 0.01,
respectively) and acetylcholinesterase activities (75 and +19 per cent, respectively; p = 0.001 and p = 0.04).
Originality/value — These results suggest hypotensive, cardiomoderating and antioxidant effects of
flaxseed in ouabain-induced hypertension in the rat. In addition, it promotes a significant increase of the
acetylcholinesterase activity in tissues.

Keywords Hypertension, Ouabain, Flaxeeds, Antioxidant enzymes, Nitric oxide,
Acetylcholinesterase, Rats

Paper type Research paper

Introduction

Cardiovascular disease remains the leading cause of death in industrialized countries. This
prevalence is increasing, despite the progress and availability of therapeutic treatments
(Torlasco et al, 2017). The hypertension is considered as the major risk factor for
cardiovascular disease and is the leading cause of death worldwide (Woodham ef al., 2018;
Padwal et al., 2016). This disease was related with a better prognosis for stroke, myocardial
infarction and heart failure (Lee et al, 2016). Currently, hypertension affects over a quarter
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(26.4 per cent) of adult population, and it is projected to increase (Brook et al, 2013).
Moreover, essential hypertension affects 20-30 per cent of the population worldwide
(Majzunova et al., 2013). Hypertension is frequently associated with metabolic abnormalities
such as hyperglycaemia and dyslipidemia. Recently, it has been hypothesized that oxidative
stress is a key player in the pathogenesis of hypertension (Chrissobolis ef al., 2016), often in
association with vascular abnormalities including endothelial dysfunction (Baradaran ef al,
2014). Reactive oxygen species (ROS) may directly alter vascular function or cause changes
in vascular tone by several mechanisms including altered nitric oxide (NO) bioavailability or
signalling (Schulz et al., 2011). The vascular endothelium is involved in the release of various
vasodilators, including NO, prostacyclin and endothelium-derived hyperpolarizing factor, as
well as vasoconstrictors (Ghadhanfar et al.,, 2014; Godo and Shimokawa, 2017).

Ouabain is a cardiac glycoside produced in the adrenal glands and hypothalamus
(Ghadhanfar et al, 2014). Elevated circulating levels of Ouabain have been positively
correlated to high blood pressure in patients with essential hypertension as well as in animal
models of hypertension (Baecher et al, 2014). Quabain inhibits the Na+, K™—ATPase (NKA)
activity inducing increment in cavdiac force (Meira et al., 2014) and increases circulating levels
of angiotensin II through pathways involving the sympathetic nervous system (Miles et al,
2013, Ketchem et al., 2016).

Acetylcholinesterase (AChE) is an enzyme that plays an essential role in the rapid
hydrolysis of the neurotransmitter acetylcholine (ACh) (Pavlov et al, 2005; Intachai
et al.,2018). The release of Ach stimulates many muscarinic receptors that are involved in
the modulation of electrical and mechanical activity of the heart (Intachai et al., 2018).

Medicinal plants have long been the primary sources of active substances with
therapeutic effects and currently several medicinal products are directly or indirectly
derived from them (Atanasov et al, 2015; Cragg and Newman, 2013). Flaxseed (L.
usttatissimum Linn.) belongs to the family Linaceae and is commonly known as linseed. 77e
Dplant is native to West Asia and the Mediterranean. It is grown widely all over the world, with
the highest production in Canada. The flax plant produces pale blue flowers and fruit capsules
Silled with small brown seeds (Caligiuri et al., 2016). The flaxseed is a rich source of nutritive,
bioactive compounds and a good source of dietary fibre (Verma et al., 2017), oil, protein
(Benjamin et al., 2017; Parikh et al., 2019) and a high level of a-linolenic acid (w —3 fatty acid)
(Girma et al., 2013; Kumar et al., 2017), and it is the richest natural source of plant lignans
such as secoisolariciresinol diglucoside (SDG) (Girma et al, 2013; Verma et al, 2017).
Presently, flaxseed has been drawing increasing scientific attention for its potential role in
preventing cardiovascular diseases (CVD) (Tirgar and Kalpesh, 2017). However, the
flaxseeds possess anti-hypertensive (Ghule et al, 2012; Sawant and Bodhankar, 2016) and
antihyperlipidemic properties (Dali et al., 2019; Zanwar ef al., 2014), that might be beneficial
to prevent the atherosclerotic plaques (Francis ef al, 2013). Additionally, they also possess
anti-oxidant (Cameron ef al, 2013) and anti-inflammatory activities (Kaithwas and
Majumdar, 2013). Several studies suggest that flaxseed in the diet has potential health benefits,
such as antioxidant and anticancer effects (Alphonse and Aluko, 2015). Consequently, in the
present study, we investigated the effect of flaxseed (L. usitatissimum) on blood pressure,
antioxidant status and AChE enzyme activity in ouabain-induced hypertensive rats.

Materials and methods

Plant material and sample preparation

Flaxseeds were harvested in June 2016 in Adrar (south of Algeria) and were identified and
authenticated by the Botanical Research Institute of Oran 1 University, Algeria (voucher
specimen number Lul965) and grounded to a fine powder by an IKA basic analytical mill



(IKA All, Germany). The resulting flaxseed powder was then stored in an air-tight
container and used for further analysis.

2.2 Amimals and dietary treatment

Adult male Wistar rats (n = 24, Institute Pasteur, Algiers, Algeria) weighing 250 + 7 g at the
beginning of the experiment were divided into three groups of eight rats each and fed for
21 days with an experimental diet containing 20 per cent casein (Table ).

Group I: T group received a daily subcutaneous (sc) injection of saline solution (9 g/L of
NaCl). Group II: Designed as Ouab: received a daily sc ouabain injection of 10 ug/Kg/day
dissolved in saline solution. Group III: Designed as Ouab-Lu received the same sc injection
of ouabain (10 pg/kg/day) and fed with the experimental diet supplemented with 1 per cent of
freshly ground seed L. usitatissimum (0.25 g/day/rat).

Rats were kept in wire bottom cages with controlled temperature (24°C), humidity (60 per
cent) and lighting (12-hours-cycles). They had ad libitum access to fresh food and tap water. The
general guidelines on the use of living animals in scientific investigation (Council of European
Communities, 1986) were followed. Prior authorization for the use of laboratory animals in this
study was obtained from the institutional committee on animal care and use of Algeria.

Measurement of blood pressure

Systolic (SBP), diastolic (DBP), mean arterial blood pressure (MAP) and heart rate (HR)
measurements were taken daily via tail-cuff plethysmography (Columbus Instruments,
Columbus, OH) using a caudal cuff (Kent Scientific Corporation, USA). Data collection began
when rat reached a temperature of 30°C using the CODA software 4. Thirty repeated
measurements per rat were recorded, and the average right values for each rat were chosen.

Blood and tissue samples
After 21 days of the experiment, the rats were fasted overnight, anesthetized with chloral
hydrate 10 per cent (3mL/kg BW) and euthanized with an overdose. Blood was collected

Ingredients T Oub Oub-Lu
Casein® 20 20 20
Corn starch® 60 60 59
Sunflower oil? 5 5 5
Succrose® 4 4 4
Cellulosel 5 5 5
Vitamin mix® 2 2 2
Mineral mix" 4 4 4
Flaxseed powder' - - 1

Notes: “Diets were isoenergetic (16.28 MJ/kg) and given in powdered form; "PPROLABO (Paris, France);
‘ONAB (Sidi Bel Abbes, Algeria); dCEVITAL (Béjaia, Algeria); C(ENASUCRE (Sfisef, Algeria) fSigma-
Aldrich, Chemie; #U, AR 200 (Villemoisson, 91360). Vitamin mixture provided the following amounts (mg/
kg diet): vitamin A, 39 600 UI; vitamin D3, 5000 UT; vitamin B1, 40; vitamin B2, 30; vitamin B3, 140; vitamin
B6, 20; vitamin B7, 300; vitamin B12, 0.1; vitamin C, 1600; vitamin E, 340; vitamin K, 3.80; vitamin PP, 200;
choline, 2720; folicacid, 10; paraaminobenzoicacid, 180; biotin, 0.6; and cellulose, gsp, 20g. "UAR 205B
(Villemoisson, 1360, Epinay/S/Orge, France). Mineral mixture provided the following amounts (mg/kg diet):
CaHPOQy, 17 200; KCl, 4000; NaCl, 4000; MgO,, 420; MgSO,, 2000; Fes0s, 120; FeSO,, 7H50, 200; MnSOy,,
H,S0,, H50, 98; CuSO,4, 5H50, 20; ZnS0Oy, 80; CuSOy, 80; CuS0O,, 7H,0; and KI, 0.32. 'Flaxseed, powder
prepared in our laboratory as previously, described
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from the abdominal aorta into tubes containing EDTA and plasma was obtained by low-
speed centrifugation (1,000 g, 20 min, 4°C). The heart and aorta were removed, washed with
cold saline (0.9 per cent), quickly weighed and excised (50-100 mg). Aliquots of plasma and
50 t0100 mg of each tissue were stored at —70°C until analysed.

Biochemical analysis

Plasma and lipoproteins lipids analysis

Plasma total cholesterol (TC) and HDL-cholesterol (HDL-C) were determined by an enzymatic
colorimetric method, using commercial diagnostic kits (Spinreact; Girona, Spain), and non
HDL-C was obtained by calculating the difference between TC and HDL-C values calculated
using the formula (Non-HDL-C = TC - HDL-C) (Wongcharoen et al., 2017).

Plasma and tissue lipid peroxidation

Plasma and lipoproteins lipid peroxidation were estimated by measuring thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS) concentrations according to the method of Quintanilha et al.
(1982) and using malondialdehyde (Sigma—Aldrich, l'lsle d’Abeau, France) as a standard.
One mulliliter of diluted plasma was added to 2ml of thiobarbituric acid (TBA) (final
concentration, 0.017 mmol/l) plus butylated hydroxytoluene (concentration, 3.36 wmol/l) and
incubated for 15 min at 100°C. After cooling and centrifugation (1,000 g for 10 min, 4°C), the
absorbance of the supernatant was measured at 535 nm. The results were expressed as
pmol of TBARS/ml plasma.

The TBARS content in tissue was measured spectrophotometrically at 532nm as
described previously by Salih et al (1987). Tissue of 2 g was homogenised for 3min
(4, 000rpm) with 30mL of 10 per cent TCA and the butylated hydroxytoluen (BHT),
dissolved in 95 per cent ethanol (1 ug/ml), was added prior to homogenisation (0.2 mL). The
homogenate was filtered with the Whatman 1 paper filters. Filtrate (5 mL) was mixed with
5mL of 20 mmol/L of TBA and incubated in 100°C water for 30 min. Then, it was cooled for
40min in ice water bath. The absorbance was determined at 532nm against a blank
containing 5mL 10 per cent TCA and 5mL of TBA solution. The TBARS volumes were
expressed as nmol TBARS/g tissue.

Determination of thiols and nitric oxide levels

The thiols (SH) were assayed by a colorimetric method using DTNB (Ellman’s reagent). The
5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB reacts quantitatively with free reduced sulfhydryl
groups (SH) to yield detectable yellow thionitrobenzoic acid (TNB) product (Sedlak and
Lindsay, 1968). The NO content of the organs is estimated using Griess reagent methods
(sulfanilamide and n-naphthylethylenediamine) (Cortas and Wakid, 1990).

Measurement of enzymatic activity of acetyicholinesterase in heart and aorta

Acetylcholinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) belongs to the cholinesterase family. Enzymatic
activity of AChE was evaluated according to the method of Ellman et al. (1961), as modified
by Srikumar et al. (2004). The mixture was prepared by mixing 0.4-ml aliquot of the
homogenate and added to 2.6-ml phosphate buffer (0.1 M, pH8.0) and 100 uL of DTNB
(270 wM). This was pre-incubated for 2 min at 30°C and the reaction was started with the
addition of 20-uL TCA (30mM). The product of thiocholine reaction with DTNB was
determined at 412nm for a period of 10 min at 2-min intervals. The absorbance per minute
was determined. The specific activity is expressed as wmol.mg ! of tissues.



Tissues antioxidant enzymes activities. Superoxide dismutase (SOD, EC. 1.15.1.1) activity
in tissues was assessed by the method of Marklund and Marklund (1974). 15 w1 of the tissue
homogenate, 50 mM of Tris-HCl buffer (pH 8.2), 1 mM EDTA-Na, and 12 mM of pyrogallol
in 1 mM HCI were added. An increase in absorbance was recorded at 325 nm for 5 min by
spectrophotometer. One unit of enzyme activity is 50 per cent inhibition of the rate of
autoxidation of pyrogallol as determined by change in absorbance/min at 324nm. The
activity of SOD is expressed as U.mg ™! of proteins.

Glutathione peroxidase (GSH-Px, EC. 1.11.1.9) activity in tissues was assessed by the
method of Rotruck et al. (1973). Briefly, the reaction mixture contained 0.2 mL of Tris-HCI
buffer (0.4mol/L, pH 7.0), 0.2mL of reduced GSH (1 mmol/L), 0.1 mL of sodium azide
(10 mmol/L), 0.1 mL of HyO, (1 mmol/L) and 0.2mL of tissue sample. After incubation at
37°C for 10 min, reaction was stopped by the addition of 0.4 mL of 10 per cent trichloroacetic
acid, and tubes were subjected to centrifugation at 2400rpm/min for 10min. The
supernatant (0.2mL) was then added with 0.1 mL Ellman’s reagent (0.0198g of DTNB
prepared in 0.1 per cent sodium citrate). Absorbance was recorded at 340 nm. The activity of
the enzyme is expressed as nmol.min~*.mg ! of proteins.

Tissue catalase activity (CAT, EC 1.11.1.6) was measured by spectrophotometric
analysis of the decomposition rate of hydrogen peroxide at 240 nm (Aebi, 1984). The activity
of the enzyme is expressed as U.mg ! of proteins.

Statistical analysis

Results are expressed as the mean = SDs. The difference between the groups was compared
using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the post hoc Dunnett’s test. A
value of p < 0.05 was considered statistically significant. *Ouabain vs Control group (T);
#Oubain-Lu vs Oubain group

Results

Effect of L. usitatissimum on blood pressure

On Day 21 of the experimental treatment with flaxseed, there was a significant decrease in
both systolic (p = 0.001) and diastolic blood pressure (p = 0.038). In addition, mean arterial
pressure and heart rates were decreased by (—13 per cent; p = 0.001 and —12 per cent; p =
0.04, respectively) (Tables IT and III).

Plasma lipid profile and lipid peroxidation levels in plasma and tissues

In ouab-Lu vs Ouab group, total cholesterol and non-HDL cholesterol levels were reduced
by —26 per cent and —38 per cent (p = 0.04), respectively. Nevertheless, no significant
difference was noted in the atherogenicity ratio (Table IV). Plasma lipid peroxidation was
reduced by -85 per cent in hypertensive rats treated with flaxseed (p = 0.001).

In addition, TBARS concentrations were reduced by —42 per cent (p = 0.04) in heart of
hypertensive Lu-treated compared to untreated rats. However, there is no significant
difference in TBARS levels in the aorta between the both groups (Table IV).

In ouabain compared with the T group, a significant decrease of thiols levels was noted
only in heart (=80 per cent; p = 0.04). So in Ouab-Lu compared to untreated group, the thiols
contents were increased in the heart and the aorta by +81 and +69 per cent (p = 0.001),
respectively. In addition, in the aorta, the contents of NO was increased by + 63 per cent (p =
0.001). However, in the heart, no significant differences were observed (Table V).
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T Oub Oub-Lu
SBP (mmHg) 1243 +44 Before Oub injection 1210 £4.2 1199 £6.9
Days do 126.2 £5.0 After Oub injection 148.0 £5.9* 1425+ 35
a7 1238 4.1 1412 +3.1* 133.2 + 4.3%
dl4 123244 140.0 + 3.3* 1348 4.1
a2l 126.5 4.3 141.0 = 4.1* 1244 + 6.8%
DBP (immHg) Before Oub injection
Days do 86.3 +3.0 After Oub injection 832+23 809 +44
a7z 872+36 106.1 = 5.8* 96.1 = 58"
dl4 841+31 98.7 = 7.3* 89.4+6.2
dzl 832+11 97.2 = 5.2% 936+ 6.9
TableII Notes: All data are presented as means *+ SDs for eight rats per group. Statistical analy51s was carried by
able 1L Dunnett’s honest test. The calculations were performed using STATISTICA (Version 10, StatSoft, Tulsa,
Blood pressure Okla). Statistical significance was set at p < 0.05. "Ouabain vs control group; “Oubain-Lu vs Oubain group
measurements SBP: Systolic Blood Pressure; DBP: Diastolic Blood Pressure
Groups T Oub Oub-Lu
MAP (mmmHg) 99.0+35 Before Oub injection 95.2+26 934+49
Days do 100.0 = 4.2 After Oub injection 119.9 = 5.0* 112.8 + 4.5%
a7z 97026 114.5 + 4.9% 1026 +70%
dl4 962 +2.3 1083 = 7.2* 110.6 =59
dzl 101278 112.0 = 1.4* 979+ 77%
HR (Beats/min) 4418 +34.3 Before Oub injection 3984+ 314 3932+ 31.2
Days do 4526 + 275 4436 =515 450.0 + 42.8
a7 4179 + 359 After Oub injection 465.6 + 33.6 359.2 + 25.3%
d14 406.2 = 43.1 430.0 = 66.6* 379.1+26.3
d2l 4179 +26.2 4218 +41.1 370.1 + 38.7"%
Table III. . . . .
Mean arterial Notes: All data are presented as means+SDs for eight rats per group. Statistical analysis was carried by
€a Dunnett’s honest test. The calculations were performed using STATISTICA (Version 10, StatSoft, Tulsa,
pressure values and Okla). Statistical significance was set at p < 0.05; “Ouabain vs control group; *Oubain-Lu vs Oubaln group.
heart rate MAP: mean arterial blood pressure; HR: heart rate

Acetylcholinesterase enzymatic activity in the heart and aorta

The enzymatic activity of AChE concentration in tissues is shown in Table V. Ouabain-
induced hypertensive rats exhibited a low AChE activity (58 per cent; p = 0.001) only in
heart compared with that of T rats. Compared with Ouab group, supplementation of 1 per
cent of flaxseed in the diet of Ouab-Lu group induced a significant increase in AChE
enzymatic activity in the heart and aorta by 475 and +19 per cent (p = 0.001 and p = 0.04),
respectively.

Evaluation of antioxidant enzyme activities in heart and aorta

Activity values of the antioxidant enzymes are presented iz Table VI. After 21 days of
treatment, the activity of superoxide dismutase (SOD) in heart and aorta was similar in
hypertensive treated by flaxseeds compared to untreated rats. Moreover, in the heart
glutathione peroxidase and catalase activity were increased by (+50 per cent; p = 0.03 and
+54 per cent; p = 0.01, respectively). However, in aorta glutathione peroxidase activity was
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in normal
Groups T Oub Oub-Lu Wistar rats
Total Cholesterol (mmol/L) 1.81+04 2.38 = 0.3* 1.75 = 0.3%
Non HDL-Cholesterol (mmol/L) 0.34+0.1 0.63 + 0.2* 0.39 +0.1%
HDL-Cholesterol (mmol/L) 147+0.3 174 +02 1.36 0.3
TC/HDL-C 0.23+0.1 0.36 = 0.1°* 0.30+0.1
Lipid peroxidation
Plasma (pmol/mL) 35*11 30.2 £5.7* 44+0.7% Table IV.
Heart (nmol/mg proteins) 274+124 181.3 = 66.2 104.4 + 8.6% Plasma lipids
Aorta (nmo/mg proteins) 689 = 16.7 64.8 =124 79.7+14.3 concentration,
Notes: All data are presented as means=*SDs for eight rats per group. Statistical analysis was carried by atl'.lerogenlc‘ratl.o aad
Dunnett’s honest test. The calculations were performed using STATISTICA (Version 10, StatSoft, Tulsa, lipids perox1dat'10n m
Okla). Statistical significance was set at p < 0.05. “Ouabain vs control group; *Oubain-Lu vs Oubain group plasma and tissues
Tissues T Oub Oub-Lu
Heart
SH (nmol/mg proteins) 13704 041 +0.1* 221 +06%
NO (mmol/mg of tissue) 134.5+ 20 1114+ 35 1203 =17
AChE (umol/mg of tissue) 455+1.0 1.92 + 0.9*% 7.70 + 1.6%
Aorta
SH (nmol/mg proteins) 224 +0.7 114+0.3 363+12% Table V.
NO (mmol/mg of tiSS}le) 91.1 f 7.0 90.0 f 9.0 244.4 f 3% Y Levels of thiols (SH),
AChE (;Lmol/mg of tlSSUe) 1.87 0.9 1.21 0.6 1.49 = 0.6 nitric oxide (NO) and
Notes: All data are presented as means*SDs for eight rats per group. Statistical analysis was carried by acetylchollnesterase
Dunnett’s honest test. The calculations were performed using STATISTICA (Version 10, StatSoft, Tulsa, activity (AChE) mn
Okla). Statistical significance was set at p < 0.05. "Ouabain vs control group; #Oubain-Lu vs Oubain group tissues
Tissues T Oub Oub-Lu
Heart
SOD (U/mg proteins) 281+08 35806 3.07=09
GSH-Px (U/mg proteins) 0.37+0.1 0.21 +0.1% 042 +0.1%
CAT (nmol/mg proteins) 2551 +38 1154 = 2.1* 25.04 + 4.0
Aorta
SOD (U/mg proteins) 122+04 148 =05 1.69 =05
GSH-Px (U/mg proteins) 1.19+03 0.73+0.3 1.46 + 03"
CAT (nmol/mg proteins) 35.09 6.8 9.51 = 1.8* 21.02+05
Notes: All data are presented as means+SDs for eight rats per group. Statistical analysis was carried by Effect fLTab{:.b VI
Dunnett’s honest test. The calculations were performed using STATISTICA (Version 10, StatSoft, Tulsa, ectol Luon issue
Okla). Statistical significance was set at p < 0.05. *Ouabain vs control group; *Oubain-Lux vs Oubain group. antioxidant enzyme
SOD: Superoxide dismutase; GSH-Px: Glutahione peroxidase; CAT: Catalase activities
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increased by +50 per cent (p = 0.01) and no significant differences were noted in catalase
activity.

Discussion
In the present study, we investigated the effects of flaxseed on blood pressure, redox status
markers and AChE enzyme activity in ouabain-induced hypertensive in rats.

Several lines of evidence suggest that endogenous ouabain could be involved in the
pathogenesis of essential hypertension. It affects the function of all cells by binding to Na™t/
K"—ATPase (Meira et al., 2014; Miles et al., 2013) and associated with increased sympathetic
activity (Pavlov et al, 2005; Ren et al., 2013). Moreover, it induces activation of the brain
renin-angiotensin-aldosterone system and promotes increases in the activity of endothelial
angiotensin-converting enzyme (ACE) and the local synthesis of angiotensin II (Ketchem
et al., 2016; Padilha et al., 2011).

Results of this study show that the treatment with flaxseed powder significantly
decreases systolic, diastolic and mean arterial blood pressures and attenuates the heart
rate. These results confirm those reported by Ghule et al. (2012) who showed that an
ethanolic extract of flaxseed attenuates the rise in blood pressure. The similar results
were found also by Sawant and Bodhankar(2016), in lignane extract (FLC)-treated
hypertensive rats obtained from L. usitatissimum L. (Linaceae) seeds. In fact, the
antihypertensive effect obtained is attributed to its opulence in lignan composition such
as SDG. This probably modulates tissue vasodilation action endothelium associated with
an inhibition of the renin-angiotensin-aldosterone system. In addition, it has been
reported that the major lignan found in FLC is hypotensive, and ACE inhibitor-like
activity of SDG from flaxseed in normotensive and angiotensin-I induced acute
hypertension in rats (Prasad, 2013).

Hypertension is often associated with metabolic abnormalities such as diabetes and
dyslipidemia and the rate of these diseases is increasing too (Baradaran et al., 2014). However,
the dyslipidemia enhances vascular resistance and leads to an increase of blood pressure
(Stevens et al., 2004). In the present study, the results showed that hypertensive rats treated
with L. wusitatissimum exhibited low plasma total cholesterol and non-HDL cholesterol
concentrations. These findings are in agreement with those of Gokhale and Sahu (2016), who
showed that treatment with a delipid extract of flaxseed (L.usitatissimum.Linn) in
hypertensive rats decrease the levels of total cholesterol and triglycerides compared to the
untreated hypertensive group and the T group treated with captopril. Similary, a decrease in
CT and LDL-C levels were reported by Metchi et al. (2013) in hypertensive rats treated with
methanol/methylene chloride extract of Vitex cienkowskii (Verbebaceae). The low CT and
non-C-HDL could be because of the presence of fiber in flaxseed that would contribute to
improve lipid profile (Edel et al., 2015). These results confirm those of several studies which
show the anti-hyperlipidemic effect of flaxseed (Felmlee et al., 2009; Zanwar et al., 2014).

The association of oxidative stress and ROS in the pathophysiology of hypertension has
been extensively studied (Ahmad et al, 2017). The ROS are reactive derivatives of Oy
metabolism produced by all types of vascular cells. TBARS are good indicator of the degree
of lipid peroxidation by the strong release of malondialdehyde (MDA), which was one of the
products of polyunsaturated fatty acid peroxidation (Alka ef al, 2013). In the present
investigation, we observed high levels of TBARS in rats who received a daily subcutaneous
(sc) injection of ouabain. The significant increase in TBARS levels observed in plasma and
heart of hypertensive rats may be because cell membrane structure changes and alterations
in dynamic permeability because of the lipid peroxidation. The results of this study showed
that after treatment with flaxseed, TBARS levels were significantly reduced in plasma and



heart compared to untreated rats. These findings could probably because the presence of
SDG which has possessed a strong antioxidant effect (Ganorkar and Jain, 2013).

Oxidative stress may contribute to the generation and maintenance of hypertension via
the inactivation of NO (Aguado et al, 2015). Research suggests that hydrogen sulfide (HoS)
is an important biological mediator involved in various physiological processes including
the regulation of arterial blood pressure (BP) (Tomasova et al, 2016). In addition, in the
presence of an electron acceptor, NO reacts with cysteine thiols to form S-nitrosylated
proteins. The finding of this study showed increase of NO in aorta in hypertensive rats
treated with flaxseed and enhanced the thiols contents in heart and aorta. The NO is the
major factor accounting for endothelium-dependent relaxation in the aorta. These results are
in agreement with those obtained by Romero et al. (2016) in spontaneously hypertensive rats
treated with oleuropein-enriched olive leaf extract who noted an increase in NO in aorta.
Furthermore, the previous report of Benavides et al. (2007) proposes that hypotensive effect
of garlic may be partially because of its ability to enhance hydrogen sulfide (HoS)
production. This result may be linked to the presence of SDG that induced endothelium-
dependent vasorelaxant effect involving an enhancement of endothelial nitric oxide
synthases (NOS) activity and then reduced blood pressure. In addition, another possibility is
the positive correlation between NO contents and thiols in hypertensive rats treated with
flaxseed may increase the Snitrosothiols. However, S-Nitrosothiols increase the activity of
sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase (SERCA) and reduce the intracellular
concentration of free calcium ions, also facilitating relaxation (Zhao et al., 2015). In addition,
Snitrosothiols activate smooth muscle Na™K™ ATPase in a (guanylyl cyclase) sGC-
dependent manner (Batenburg et al., 2004).

AChE catalyzes the hydrolysis of ACh to choline and maintains the levels of the
neurotransmitter ACh (Pavlov ef al., 2005). In addition, ACh is the principle cardiac vagal
neurotransmitter, which ACh activates endothelial NO synthesis, contributing to
endothelium-dependent vasorelaxation in the cardiomyocytes (Intachai et al, 2018). AChE
activity measured in the present study was decreased in ouabain-induced hypertension in
rats. Flaxseed treatment showed an increase in AChE activity in heart and aorta. These
findings are probably because of the great antioxidant effect of SDG. This increase in AChE
is related to the release of ACh by the parasympathetic nerve system that stimulates the
muscarinic and nicotinic receptors (mAChR and nAChR, respectively) of the heart cells and
decreases blood pressure and the heart rate. Acetylcholine-induced vasodilatation in heart
and aorta could be mediated by mechanisms other than NO. As it is known, endothelium-
derived hyperpolarizing factor (EDHF) also contributes to endothelium-mediated relaxation
responses, in particular in the resistance arteries (Godo and Shimokawa, 2017). Our results
are in agreement with those of Etou Ossibi ef al. (2017), who suggest that the aqueous
extract of the leaves of Trema orientalis has hypotensive and cardio-moderating properties
like acetylcholine.

The first line of cellular defence against oxidative injury includes the antioxidant
enzymes CAT, SOD and GSH-Px, which they protect against the free radical injury
mediated by Os and H,O, (Rodrigo, 2012). Our study has revealed that in ouabain-induced
hypertensive in rats, low catalase and GSH-Px activities were noted in heart and aorta.
However, in hypertensive rats treated with I per cent of flaxseed compared to those of
untreated rats, the catalase enzymatic activity in heart and that of GSH-Px in heart and
aorta was restored, suggesting that the efficacy of this extract may be partially attributed to
its capacity to improve antioxidant status. Our results are in agreement with those of
Bilanda ef al. (2019), who showed that the treatment with Leersia hexandra (L. hexandra)
prevents oxidative stress in endothelial dysfunction caused by ethanol consumption.
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In conclusion, our investigation showed that the treatment with flaxseeds has a
beneficial effect on blood pressure and possess an antioxidant potential. These effects may
be because of the presence of bioactive compounds which makes this plant very important
to be exploited by clinicians and scientists. In addition, this treatment stimulates the activity
of AChE which induces a vasodilatory effect in ouabain-induced hypertensive rats. These
results suggest that L. usitatissimum seeds may be useful as functional food product with
healthier potential for arterial hypertension.
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ABSTRACT

The aim of this study was to assess the effects of a flaxseed Linum usitatissimum L. (Lu)
supplemented diet on blood pressure, dyslipidemia, redox status and acetylcholinesterase enzyme
activity in ouabain-induced hypertensive rats. Male Wistar rats weighing 250 + 7 g (n=24) fed an
experimental diet containing 20% casein were divided into three groups (n=8), and received a
daily subcutaneous injection (sc) of either 0.9% saline solution (Control group) or 10 ug/kg/day of
ouabain diluted in saline solution (treated groups with 1% of flaxseed L. Usitatissimum (Linn))
mixed in the diet, (Oub-Lu) or not (Oub), for 21 days. The arterial systolic (PAS) and diastolic
(PAD) blood pressures, mean arterial pressure (MAP) and heart rates were measured weekly
using a caudal cuff (Kent Scientific Corporation, USA). Data collection begins when rattail
reached 30°C. Using the CODA software, 4.30 repeated measurements per rat were recorded.

The results showed no significant difference in body weight and food intake between all
groups. Flaxseed treatment presented a significant effect (P <0.05) in decreasing systolic, diastolic
blood pressure and mean arterial pressure (MAP). In addition, its attenuated heart rate (HR) in
Ouab-Lu vs Ouab. Therefore, in plasma, no significant differences were noted in urea and uric
acid, albumin, ASAT and ALAT in Quab-Lu vs Ouab group. Whereas, flaxseed supplementation
diet induced a decrease in plasma cholesterol and non-HDL cholesterol levels by -26% and -35%
respectively in Quab-Lu vs Ouab group, while no significant difference was noted in EC, PL and
TG contents. However, in hepatic level, total cholesterol (CT) and cholesteryl ester (CE)
concentrations were respectively decreased by -70% and -33%, in Quab-Lu vs QOuab group.
However, triglyceride (TG) concentrations were increased by +10% in Quab-Lu vs Ouab group,
whereas PL content were similar in all experimental groups. In OQuab vs T groups, ouabain
solution injection induced oxidative stress characterized by elevated TBARS and carbonyls levels
associated with impaired enzymatic and non-enzymatic antioxidant defense such as glutathione
(GSH) and total thiols. Plasma and RBC redox status evaluation showed that flaxseed treatment
induced a decreased thiobarbituric acid-reactive substance (TBARS) levels by -85% and -68%,
respectively in Quab-Lu vs Quab group. In addition, TBARS concentrations were significantly
reduced (P<0.05) in heart and kidney. Similarly, in plasma and heart, carbonyl levels were 6- and
1.5-fold lower. In Ouab-Lu vs OQuab group, SOD activity was increased by +77% in RBC,
whereas no significant difference was noted in tissues. Also, GSH-Px activity was increased in
RBC (+50%), liver (+58%), heart (+50%), aorta (+50%) and kidney (+93%). In addition, heart
CAT activity was increased by +42% in Ouab-Lu vs Ouab group. Moreover, CAT activity was
improved in RBC. Therefore our results, showed also high levels of GSH in liver, heart, kidney
and RBC while total thiols values were enhanced in tissues and RBC, in Ouab-Lu vs Ouab
group. Similarly, aorta nitric oxide (NO) concentrations were significantly increased in Quab-Lu
vs QOuab group. In addition, a significant increase in tissue enzymatic activities of
acetylcholinesterase was noted in Ouab-Lu vs Ouab group (P<0.05).

In conclusion, all the results showed that flaxseed treatment has a beneficial effect on
blood pressure and improve antioxidant response. In addition, this treatment stimulated
acetylcholinesterase activity and induced a vasodilator effect in a rat model of ouabain-induced
hypertension.

Keys words: Hypertension, Ouabain, Flaxeed, Antioxidant enzymes, Nitric oxide, Thiols
Acetylcholinesterase, rats.




RESUME

L’objectif de cette étude est de mettre en évidence les effets de la graine de lin Linum
usitatissimum sur les chiffres tensionnels, la dyslipidémie, les statuts redox et I’activité de 1’enzyme
acétylcholinestérase, chez le rat rendu hypertendu par 1’ouabaine.

Des rats males Wistar (n=24) pesant 250 * 7g sont soumis a un régime standard contenant
20% de caséine et sont répartis en trois groupes (n=8): un groupe témoin (T) recoit une injection sous-
cutanée d’une solution physiologique saline contenant 0,9% de NaCl et les deux autres groupes
recoivent 10 pug/kg/jour d’ouabaine diluée dans du NaCl et sont traités (Ouab-Lu) ou non (Ouab)
avec des graines de lin (1g/100g), pendant 21 jours. Les pressions artérielles systoliques (PAS) et
diastoliques (PAD), les pressions artérielles moyennes (PAM) et les fréquences cardiaques sont
mesurées chaque semaine a 1’aide tensiomeétre €lectronique pour la recherche animale CODA®. La
prise des données commence lorsque la queue du rat atteint une température de 30 °C, a 1’aide du
logiciel CODA 4.30 mesures répétées par rat ont été enregistrés.

A J21, les résultats ne montrent aucune variation ni du poids corporel ni de la consommation
alimentaire entre les trois groupes expérimentaux. Le traitement avec la graine de lin entraine une
diminution significative des pressions artérielles systoliques, diastoliques et les pressions artérielles
moyennes (PAM) (P<0,05). De plus, le traitement attenue les fréquences cardiaques comparées a
celles du groupe de rat Quab non traité. En revanche, aucune différence significative n’est notée dans
les teneurs plasmatiques en urée, acide urique, albumine et dans les activités enzymatiques ASAT et
ALAT chez le groupe Ouab-Lu vs Ouab. En outre, la supplémentation en graines de lin induit une
réduction des teneurs en cholestérol total plasmatique et celles du non-HDL cholestérol de -26 % et-
35%, respectivement chez le groupe Ouab-Lu vs Ouab, alors qu’aucune différence significative n’est
notée ni dans le taux plasmatique en esters de cholestérol (EC), phospholipides (PL) ni en triglycérides
(TG). Parallelement, au niveau hépatique, les concentrations du cholestérol total (CT) et des EC sont
respectivement diminuées de -70% et -33%, chez le groupe Ouab-Lu vs Ouab. Toutefois, les
concentrations des TG sont augmentées (+10%), alors que les teneurs en PL sont similaires chez les
trois groupes expérimentaux. Chez le groupe Ouab comparé a T, ’injection de la solution d’ouabaine
induit un stress oxydant caractérisé par une élévation des teneurs des substances réactives a 1’acide
thiobarbiturique (TBARS) et des carbonyles associé a une réduction de la défense antioxydante
enzymatique et non enzymatique. L’évaluation du statut redox montre que le traitement avec la graine
induit une diminution des concentrations des TBARS de -85% et -68%, respectivement au niveau
plasmatique et érythrocytaire chez le groupe Ouab-Lu vs Ouab. De plus, au niveau tissulaire, les
teneurs des TBARS du cceur et du rein sont significativement réduites (P<0,05). De méme, les taux en
carbonyles sont 6- et 1,5-fois plus faibles au niveau plasmatique et cardiaque. Chez le groupe Ouab-
Lu vs Ouab, Pactivité de la SOD est augmentée de +77% au niveau érythrocytaire, alors qu’aucune
différence significative n’est notée au niveau tissulaire. De mé€me, une élévation de I’activité de GSH-
Px est notée au niveau des érythrocytes (+50%), du foie (+58%), du cceur (+50%), de I’aorte (+50%)
et du rein (+93%). De plus, une ¢lévation de ’activité de la CAT est notée au niveau cardiaque et
semble étre améliorée au niveau érythrocytaire. Les résultats de notre étude montrent une stimulation
de la production du GSH au niveau hépatique, rénal et érythrocytaire et des thiols totaux au niveau de
tous les tissus et érythrocytaires. De méme, des niveaux élevés en monoxyde d’azote (NO) sont
observés dans D’aorte et une augmentation significative de 1’activité enzymatique de
I'acétylcholinestérase (AChE), est notée au niveau tissulaire (cceur, aorte, foie, reins) (P<0,05).

En conclusion, ’ensemble des résultats montre que le traitement avec les graines de lin a un effet
bénéfique sur la pression artérielle et possédent un important potentiel antioxydant. De plus, ce
traitement stimule [’activité de [’acétylcholinestérase et induit un effet vasodilatateur, chez les rats
rendus hypertendus par ’ouabaine.

Mots Clés: Rat, Hypertension, Ouabaine, Linum usitatissimum, Enzymes antioxydantes, GSH, Thiols,
Monoxyde d’azote, Acétylcholinestérase, Rats




RESUME

L’ objectif de cette étude est de mettre en évidence les effets de la graine de lin
Linum usitatissimum sur les chiffres tensionnels, la dyslipidémie, les statuts redox,
chez le rat rendu hypertendu par I’ouabaine.A J21, les résultats montrent que le
traitement avec la graine de lin entraine une diminution significative des PAS,
PAD, PAM et attenue les fréquences cardiagues comparées a celles du groupe de
rat Ouab non traité. De plus, le traitement induit une réduction des teneurs en CT
plasmatique et celles du non-HDL cholestérol. L’ évauation du statut redox montre
gue le traitement induit une diminution des teneurs en TBARS au niveau du
plasma, GR, du ceeur, des reins. Une augmentation de |’ activité de la SOD au
niveau des GR. Une éévation de I’ activité de GSH-Px est notée au niveau des GR,
du foie, du ceeur, de I’aorte, du rein et une stimulation de I’ activité de la CAT au
niveau du cceur. Les résultats montrent une augmentation significative de I’ activité
enzymatique de l'acétylcholinestérase au niveau tissulaire. En conclusion,
I’ ensembl e des résultats montre que le traitement avec les graines de lin a un effet
bénéfique sur la pression artérielle, améliore le statut antioxydant, stimule I’ activité
de I’ acétylcholinestérase et induit un effet vasodilatateur, chez les rats hypertendus.

M ots Clés:

Rat; Hypertension; Ouabaine; Linum usitatissimum; Enzymes antioxydantes, GSH,;
Thiols; Monoxyde d’ azote; Acétylcholinestérase; TBARS.
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