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Résumé
Le thé vert est connu pour ses multiples propriiésapeutiques. Dans cette étude nous avons mgudrde
polyphénol majeur du thé vert, I'épigallocatéchigelate est capable d’entrainer une relaxation disafe

vasculaire chez le rat. Cette relaxation exigeésgnce de I'endothélium et est médiée par le mateod’'azote.

La présence d'un antagoniste des récepteurs aurgises n'affecte pas la relaxation induite paxttat de

thé. Par contre, cette relaxation est affectédgarésence d’'un antioxydant et de I'inhibiteur RI8-kinase,

suggérant I'implication d’une voie de signalisati@dox-sensible.

Mots clés: especes réactives de I'oxygene ; récepteursesisogenes, polyphénols, thé vert.

Summary

Green tea is known to have many therapeutic priggertn our study, we showed that major green
polyphénol, epigallocatechin gallate is able touirel a vascular muscle relaxation in the rat. Taiaxation
needs the presence of a functional endothelium,igimdediated by nitric oxide. The presence of anogen
receptor antagonist did not affect the green teaetx induced relaxation. In contrary, the relaatwas
affected by the presence of an antioxidant andhhibitor of PI3-kinase suggesting an involvemenaatdox-
sensitive signaling pathway.

Key words:reactive oxygen species; estrogen receptors, behgls, green tea.
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1. Introduction France). L’extrait d’épigallocatéchine
Les maladies cardiovasculaires gallate Teavigd"), gracieusement offert
constituent une cause majeure de par la sociétédDSM Nutrition (Genéve,
morbidité et de mortalité dans les pays Suisse), a été obtenu par extraction a
industrialisés; mais également dans les I'eau chaude et purification a partir de
pays en voie de développement. Les feuille de thé vert Gamellia sinensis
conséguences cliniques qui en découlent selon la methode décrite par Isbrucker et
sont linfarctus du myocarde et al. [4]. La phényléphrine,
l'insuffisance cardiaque. Les facteurs de Il'acétylcholine, La L-nitro-Arginine
risque de ces maladies sont variés et (LNA), la Polyéthyléne glycol-catalase
incluent I’hypertension artérielle, (PEG-catalase, analogue perméant
I'hypercholestérolémie, le diabéte de membranaire de la catalase) ont été
type 1l et le tabagisme. Des études obtenus d&igma ChemicalStrasbourg,
épidémiologiques ont montré que la France). Le pentachlorure de manganese
consommation modérée de vin rouge, de (lll)  tétrakis  (1-méthyl-4-pyridyl)
thé vert et d’aliments végétaux (fruits et porphyrine (MNnTMPyP), un analogue
légumes) était inversement corrélée a perméant membranaire de la superoxide
I'apparition des maladies coronariennes dismutase (SOD), et la wortmannine ont
malgré une alimentation riche en lipides été obtenus deAlexis Biochemicals
athérogenes dans les pays (Strasbourg, France). Le ICI 182780 a
méditerranéens, (Renaud at [1]). La été obtenu ddocris (Bristol, Royaume
nature exacte de ces effets protecteurs ni).

reste encore mal connue mais ceux-Ci

pourraient étre dus en partie a I'action de 2.2 Etude de la réactivité vasculaire :
composés polyphénoliques sur le mesure des variations de tension
systeme vasculaire. En effet, il a été isométrique

montré que les polyphénols contenus Les rats femelles sont sacrifiés apres
dans certains aliments et boissons sont anesthésie avec du pentobarbital
capables d’inhiber le tonus vasculaire administré par voie intrapéritonéale a la
par augmentation de la synthese d'un dose de 50 mg/kg. L’aorte thoracique est
puissant facteur vasorelaxant d'origine prélevée, soigneusement nettoyée des

endothéliale : le monoxyde d’azote (NO)
(Andriambeloson etl. [2]; Fitzpatrick
etal. [3]).

Ce travail a porté sur la détermination
expérimentale de la capacité du
polyphénol majeur du thé Vvert,

I'épigallocatéchine gallate (EGCG) a
induire une relaxation de l'aorte de rats
femelles de souch&Vistar. Dans un

deuxieme temps, nous nous sommes
attelés a identifier les mécanismes

impliqués dans cet effet vasodilatateur.

2. Matériels et Méthodes

2.1. Matériels

Les rats femelles agés de 12 a 14
semaines proviennent de I'animalerie de
I'Institut  Gilbert Laustriat (llkirch,

tissus adipeux, et coupé en petits
anneaux d’environ 3 a 4 mm de long.
Dans certaines expériences,
'endothélium a été supprimé par
abrasion de la surface intimale du
vaisseau a l'aide d'une pincette. Les
anneaux sont suspendus dans des cuves
a organes isolés contenant 10 mL de
solution de Krebs (pH 7,4 ; composition
en mM: 119 NaCl, 4,7 KCI, 1,18
KH.PQ,, 1,18 MgSQ, 1,25 Cadl, 25
NaHCQ;, 11 glucose) a 37°C et
oxygénee par du carbogéene (95% d'O
et 5% de CQ).

Aprés avoir équilibré les anneaux
pendant 1 heure a une tension de 2
grammes, ils sont précontractés avec une
solution de phényéphrine (1 uM) pour
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vérifier la réactivité des anneaux. Le

lavage des cuves consiste a renouveler
trois fois successivement le milieu

d’'incubation avec de la solution de

Krebs. Aprés une période de 30 minutes
de repos, les vaisseaux sont contractés

nouveau avec la phényléphrine (1 puM).
Apres obtention du plateau de

contraction, de l'acétylcholine (1 puM)

est ajoutée dans les cuves pour vérifier lg
présence d'un endothélium fonctionnel
caractérisé par une relaxation dau
moins 80%. Les vaisseaux sont ensuite
lavés trois fois avec du Krebs, puis

incubés ou non en présence des
inhibiteurs pendant 30 minutes avant
d’étre recontractés par de la

phényléphrine (1 puM) pour réaliser une
courbe  concentration-relaxation a

'EGCG.

2.3. Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en moyenne
+ écart-type. L'analyse statistique a été
réalisée avec le test de Student. Les
valeurs de p < 0.05 ont été considérées
comme significatives.

3. Résultats

L’application de concentrations
croissantes de I'extrait de polyphénol du
thé vert sur la réponse contractile induite
par la phényléphrine dans l'aorte
thoracigue des rats entraine une
inhibition graduelle du tonus vasculaire
sur les vaisseaux pourvus d’endothélium
alors quaucune relaxation n’est
observée sur ceux qui en sont dépourvus
(Figure 1).

La relaxation induite par I'extrait de thé
vert est totalement inhibée en présence
de LNA, un inhibiteur compétitif de la
NO synthase endothéliale, I'enzyme
responsable de la synthése du monoxyde
d’azote (NO) (Figure 2). Ces résultats
permettent de conclure que le thé vert a
travers son polyphénol majeur 'EGCG,
entraine une relaxation endothélium-

dépendante de l'aorte de rat qui est
médiée par le NO.
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Figure 1: Effet de I'absence de I'endothélium dans
les relaxations vasculaires induites par ['extrait
d’EGCG au niveau de l'aorte des rats. Les résultats
sont présentés sous forme de moyenmeart-type.
n=5; *p <0.05
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Figure 2 : Effet de l'inhibition de la NO synthase
par la LNA dans les relaxations vasculaires
induites par I'extrait ’'EGCG au niveau de I'aorte
des rats. Les résultats sont présentés sous forme
de moyenne €cart-type. n=5 ; *p <0.05.

-3

Les polyphénols végétaux en particulier
du thé noir ont été rapportés comme
dotés de propriétés phytoestrogenes
(Anter etal. [5] ; Klinge etal. [6]). Pour
vérifier une  éventuelle propriété
phytoestrogéne du thé vert, nous avons
testé un antagoniste des récepteurs aug
cestrogenes, le ICI 182780. La présenceg
de ce dernier n'a pas affecte la relaxation—
endothélium-dépendante induite par @
I'extrait de thé vert (Figure 3).

J. Sc



J. &i. et Techno

Kane et al.,
—— Control
—A&— ] 182780 (10'7M)
=25 4
= 0 -
o
2 25
=
153
@ 50 4
=
75

-3 2 -
EGCG, [leg mg/ml]

Figure 3: Effet d’'un antagoniste des récepteurs
aux cestrogenes (ICl 182780) dans les relaxation:
vasculaires induites par I'extrait dEGCG au
niveau de l'aorte des rats. Les résultats sont
présentés sous forme de moyennécart-type.
n=5; *p <0.05.

Pour vérifier linfluence des espéeces
réactives de [I'oxygene dans les
relaxations induites par I'extrait de
thé, nous avons testé des modulateurs di
ces especes. L'effet du MnTMPyP, un
analogue perméant membranaire de la
SOD, qui catalyse la réaction de
dismutation des anions superoxydes en
H.,O,, a été étudiée. Le traitement des
anneaux d’aorte avec le MnTMPyP
abolit totalement la relaxation aux

polyphénols du thé vert (Figure 4).
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Figure 4: Effet d’un antioxydant, inhibiteur de
la production d’anions superoxides (MnTMPyP)
dans les relaxations vasculaires induites par
I'extrait 'EGCG au niveau de l'aorte des rats.
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Par contre la présence de PEG-catalase
(un analogue perméant membranaire de
la catalase), qui transforme le peroxyde
d’hydrogéne (HO;) en eau (KHO),
n'affecte pas la relaxation endothélium-
dépendante induite par le thé vert
(Figure 5).
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-¥- PEG-Catalase 500 Ufml

% Relaxation
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Figure 5: Effet d'un antioxydant, inhibiteur de
la production de peroxydes d’hydrogéne (PEG-
Catalase) dans les relaxations vasculaires
induites par l'extrait dEGCG au niveau de
l'aorte des rats. Les résultats sont présentés sous
forme de moyenn+ écar-type. n=!;*p<0.0E.

Pour étudier I'implication de la voie PI3-
kinase sur les relaxations induites par
I'extrait de polyphénols du thé vert, nous
avons mis en présence la wortmannine
un inhibiteur de PI3-kinase.
L’incubation des anneaux d’aorte avec la
wortmannine, inhibe significativement la
relaxation induite par [I'extrait de
polyphénols du thé vert (Figure 6).
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Les résultats sont présentés sous forme de Figure 6: Effet d’un inhibiteur de PI3-kinase

moyenne +écart-type. n=5 ; *p<0.05.

(Wortmannine) dans les relaxations vasculaires
induites par I'extrait EGCG au niveau de
l'aorte des rats. Les résultats sont présentés
sous forme de moyenne_ +écart-type.
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4. Discussion

Les résultats de notre étude montrent
que 'EGCG, polyphénol majeur du thé
vert, entraine une relaxation importante
du vaisseau, et que cette relaxation est
endothélium-dépendante, c'est-a-dire
guelle exige la présence d'un
endothélium fonctionnel. L'endothélium
est connu pour son rdle de sécrétion de
facteurs vasorelaxants en téte desquels,
nous avons le NO. Cette étude réveéle
que les relaxations endothélium-
dépendantes induites par le thé, sont
meédiées par le NO, car l'inhibition de sa
synthése par la présence de LNA bloque
totalement la relaxation. Ces données
sont en parfaite corrélation avec celles
rapportées par d’'autres auteurs. En effet,
plusieurs études ont démontré que
'action vasculaire des polyphénols
végétaux comme ceux du vin rouge est
lite a leurs proprietés a stimuler la
production de NO en activant la NO
synthase endothéliale (Ndiayeadt [7] ;
Wallerath etal. [8]). Le NO diffuse dans

la cellule musculaire lisse, active la
Guanylate cyclase qui transforme le

guanosine triphosphate (GTP) en
guanosine  monophosphate  cyclique
(GMPc), et c’est l'augmentation du

GMPc qui est responsable de Ila
relaxation du muscle lisse vasculaire
(Stoclet etl. [9] ; Archer efal. [10]).

Les résultats de notre étude ont montré
que l'inhibition des récepteurs aux
cestrogenes par le ICI 182780, n'affectait
pas la relaxation induite par I'extrait de
thé vert. Ce résultat surprenant va a
'encontre de certaines données de la
littérature faisant étant de propriétés
phytoestrogenes des polyphénols du thé
noir (Anter et al. [5]). Ces résultats
corroborent pourtant des données
obtenues avec un extrait de polyphénols
du vin rouge, qui ont également montre
que la présence de ICI 182780 n'avait
aucun effet  sur leur  action
vasodilatatrice (données non présentées
ici). Cette différence peut s’expliquer en

partie par une différence de composition
en polyphénols entre le thé noir d’'une
part et le thé vert et le vin rouge d’autre
part.

Nos résultats ont montré également que
la relaxation endothélium et NO-
dépendante obtenue avec le theé
impliquait un réle des especes réactives
de l'oxygene. En effet, en présence de
I'antioxydant MNnTMPyYP qui catalyse la
dismutation des anions superoxides et
s'oppose donc a leur présence, la
relaxation était totalement abolie. Cette
donnée est assez originale car suggéere
une activité pro-oxydante des
polyphénols du thé vert dans certaines
conditions. Or de travaux de recherches
menés sur les polyphénols végétaux
démontrent plutét une action anti-
oxydante de ces derniers (Stupanslet
[11] ; Serafini etal. [12] ; Robak efal.
[13]). Ces données sont venues
confirmer des résultats antérieurement
obtenus dans notre laboratoire,
démontrant que I'activation de la NO
synthase par les polyphénols du vin
rouge était médiée par la présence
d'especes réactives de I'oxygene
(Ndiaye etal. [7]; Ndiaye etal. [14] ;
Ndiaye et al. [15]). Le mécanisme
oxydatif induit par les polyphénols
semble essentiellement intracellulaire
(Ndiaye etal. [14]). L'autre originalité
dans cette étude est la non affectation
des relaxations obtenues, par la présence
d’un autre anti-oxydant a savoir la PEG-
Catalase, qui s’oppose a la présence de
H.,O,. Cette donnée montre que les
anions superoxides sont les seules
especes réactives de Il'oxygéne
impliqués dans les effets vasculaires du
thé vert. Il est maintenant bien établi que
les especes réactives de I'oxygene sont
considérées comme des médiateurs
physiologiques lorsqu’ils sont produits
en faible quantité. Elles sont, en effet;5
capables d'activer des voies de2
signalisation cellulaire sensibles aug
potentiel rédox telles que la voie de Ia‘g

,_5
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Src-kinase et de la PI3-kinase/Akt
(Yoshizumi etal. [16] ; Ushio-Fukai et
al. [17]). Plusieurs études ont montré
'implication de ces kinases dans
lactivation de la eNOS par
phosphorylation de la sérine 1177
(Haynes etal. [18]; Jin et al. [19];
Haynes etal. [20]). C'est dans cette
optique que nous avons testé les effets
de la wortmannine, un inhibiteur de PI3-
kinase, sur la relaxation induite par
I'extrait de thé. Les résultats indiquent

que la wortmannine est capable
d’'inhiber la relaxation induite par
'extrait de thé vert suggérant

I'implication de la voie PI3-kinase dans
I'effet vasorelaxant de [I'extrait. Ces
résultats sont en conformité avec
beaucoup d’autres données de la
littérature qui ont mis en évidence le réle
de la voie PI3-kinase dans les effets
vasculaires des polyphénols végeétaux
comme ceux du vin rouge (Ndiayeast
[14]). Les polyphénols entraineraient la
formation intracellulaire = d’espéces
réactives de l'oxygene qui vont activer
la Src-kinase qui elle-méme active la
voie PI3-kinase/Akt, responsable de la
phosphorylation de la protéine Akt. La
protéine Akt, une fois activée, va
pouvoir entrainer l'activation de la NO
synthase endothéliale par
phosphorylation sur la sérine 1177
menant a la formation de NO. Le NO va
ensuite diffuser a travers la membrane
plasmique de la cellule endothéliale vers
la cellule musculaire lisse vasculaire ou
il va stimuler la guanylyl cyclase
aboutissant a la formation de GMP
cycligue responsable de la relaxation
(Ndiaye etal. [14] ; Anselm etl. [21]).

Si les résultats de cette étude ont montré
limplication de PI3-kinase dans la
cascade de signalisation qui méne a la
relaxation du vaisseau par production de
NO, des données préliminaires non
exposées ici avaient montré que la
présence de PP2 (4-amino-5-(4-
chlorophényl)-7-(t-butyl) pyrazolo[3,4-
d]pyrimidine), un inhibiteur de Src-

Role des espéeces réactives de I'oxygene et dgsteéce

kinase ne permettait pas dinhiber les
relaxations a I'extrait de thé. Cela
suggere l'existence d'une voie de
signalisation parallele impliquant PI3-
kinase mais ne passant pas par Src-
kinase. Des études ultérieures
permettront de mieux mettre en évidence

cette voie.

5. Conclusion

Cette étude nous a permis de montrer
une propriété intéressante du thé vert a
savoir un effet vasodilatateur. Cette
propriété vient s’ajouter a plusieurs
autres attribuées au thé qui en font une
boisson intéressante dans la recherche de
molécules biologiqguement actives contre
un certain nombre de pathologies
comme les maladies cardiovasculaires
en téte desquelles nous avons
I'hypertension artérielle. En effet,
I'action vasodilatatrice démontrée dans
cette étude suggére une propriété
préventive du thé dans la survenue de
I'hypertension artérielle  ou la
vasoconstriction semble jouer un role
important dans linitiation et le
développement. Cette étude peut susciter
un espoir réel dans des pays comme le
Sénégal ou les maladies
cardiovasculaires constituent un
véritable probléeme de santé publique et
ou la consommation du thé (noir surtout)
a acquis presque une dimension
culturelle.
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