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P R E 1" A C ~: 

Ce manuel Dratique de screeninl! pharmacolo•;i'}!JP des plantes mcdici
cin.'1les est le resul tat d 'un Se.iOU!" de rtonsieur le J>rofeSSP.llX' em. 1',inn 
SA?rnBEJlG, Uni versi te d • Uppsala nu Centre Ha ti onal de Jlecherches Pharmaceuti ques, 
Antananari V(\ dnns le cadre des acti vitP.s rlu projr.t Pl:U1>/o!Jll>I 'JJP/hAG/89/008 : 
"Technologic r.t Valorisation rles Pl~ntes KP.rticinales et Aro:n.'1tiques". 

11 expose des mcthodes de ::;c-rcP.n:i.n~ nMrrn.'\colo:~iq1u~ utilis4sian!; les 
denx laborntoires et qui sont pronosP.es nux nays du tiers nonde qui ont ! 'in
tention de develo~per des medicament~ derivrs des plantes, utilisees en ~oin 
de sante primaire. 

Pour reussir dans cette voie, il est ahsolur.ir.nt necessaire d'integrer 
les differentes etapes et methodes de recherches des nlantes medicinales. Une 
telle integrntion est explir.itP.e dnns le Chnpi~re 1. 

La methode du "tapis roulant" est universellc~r:er:+;. applicable et est 
ecor.omique puisqu'elle exclue les plar:tcs toxiquP.~ et innctivcs prestu'aµ de
but des investigations. 

Le Chapitre 2 concerne demc ~ests .:P.nf!""•ux in v]vo: lP. screenine hip
pocratique sur Hat et la toxici tr. n:i.1-;i1P. l?-. :>t11':\'1icuc :mr ~;iuris (ou Hat}. <:r.s 
deux tests sor.t effectues pour chaquc ;')lnntc et !>el on le!1 r-1bul tr: ts obtenus, lr.s 
invest:.gations sont arretP.es, ou contin11?.cs T);1r cie'> nr.thociP.!1 in vivo et in vitro 
decrites dans les Chapitres Jou 4. 

Il est necessaire de limiter les rJethocies specHiques a celles qui 
sont considerees pour @tre les !)lns il'l!lO:>:>tnntes. 

A t5. tre d' infor11Jation une liste dc:l aTlpnreils uti Uses est dressee 
avec leur nrix. 

!3pecilll '.l'erhnkal Adviser 
Ph:1!'l'lr.'11~~11-;j cal Inctustri e3 Unit, 
UlllJ)C) E ONUDI) 

(}lief Technica 1 Adviser 
ttUOO (CHIDI) Proj. rll/WG/84/017 
Antananarivo - Madagascar 



CIIAPITRE 1 

LF.S REClERCHES INTEGP.i:ES DES st:DS':'A!;cr::-; J;;..:'UUELU:S 
DA?!S LF. DHVELOPPEHEU';' DES IiEDICA?~I'l'S :U.:::::IV!:<; Di:S PI.A!ITES 
=====----------------------------========:..:===~======= 

Pendant un siecle, la recherche de subs~anccs naturelles a ete do
DJ.nce par la phytochicie. L'cvcntail de nos conna:s5ances chiciques est aussi 
iapressionnant que le ma.nque de conn•iss3ncc phan;iacologique des substances 
naturelles. Ce desaccord est evident et il con5titue certainecent un goulot 
d I etranglelilent pour le dCVelODper.tent Ce iJCdi Cc~!: ~S dl~ri VCS des plantes f Uti
liSCeS en soin de sante primaire. 

Les etudes de l'activitc antibact~rienne ct antifongique etant sim
ples a realiser ~U l~boratoire, llO~breuses SOnt ~es investigations faites, 
concernant les plantes a proprietc an~ir.iicrobienr.e. 1-i~is si ces recherches ne 
sont pas suivies, par une etude de toxici ti~ in vivo, les rcsultats ne peuvent 
~tre cxploi tes utilement. L' obstacle le plus fn~~~cnt a ccs etudes de toxici
te, est que, lors~ue le phytochiciste a isolP. la quantite de substances pures, 
necessaire pour l'~lucidation de la s~ructure chicique, il n'en reste plus 
suffisa:.ililent pour effectuer les recherches pharr~:acolo~'lues. 

Ainsi, il serait toujours souhaitable cie disposer d'une usine pilote 
pour preparer les extraits des plantcs, afin d'obtenir une quantite d'extrait 
suffisante pour les experimentations ?harlilacolo&iques. 

Pour reussir dans le dcveloppccent de medicaments derives des plan
tes, il est absolument necessaire d'integrer les diffcrentes etapes de re
cherches des substances naturelles. une telle int€eration est explicitee dans 
le plan : Hethode du "triage pharmacc-chimique" p~ur le dcveloppement de cedi
cacents derives de plantes. 

Cette methode est fondee 5Ur plus de trois dP.cades d'experience dans 
ce-doAaine dans le Tiers-Monde. Chaque ctape e3t num~rotee et les commentaires 
sont donnes ci-dessous : 

ETAPE 1 : 

L'inventaire peut ~tre realise selon le protocole de l'O. ~- s. OU 
un protocole similaire. Les observations pour chaque plante doivent comporter 
au moins une information sur la parti~ de la plante utilisee, son utilisation 
en mcdecine traditionnelle, le nora vernaculair~. le liaa de recolte et le nu
mero de collection. 

. .. 
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ME7HODE DE n7!. 1;.:.;!:: i111Affi.Ji.C~Ciill-illllfr:" 

POUR LE .DEVELOPPEM!·l~'l' DE MEDIC;JIBI~ S DBHIVJ::S L~~ PLANTES 
===================;.:;====-=====================~======== 

1. Plantes medicinales utilisees I 
-'-----=------, _____ ............... _ <-~ dans la medecine traditionnelle 

Inventaire de plantes medicinnles 
Etho harmacolo ·e Ethnobotar.i ue 

2. Identification taxonomique 

r· Preparation d'extrait 
a) extrait 

• Toxicite et subai e d'extrait a 

Toxici te forte: 
Pas d'investigation pharmacologique 

> 

vi de 

Echantillon de reference dans un 
her bier 

eva re a vide I 

Toxicite faible ou sans toJd.cite 

5. Screening pharmacologique d'extraits bruts 
a) et b) 
I. Screening hippocratique 
II. 'tests s·JP.cifi ues in vivo et in vitro 

Aucun effet pharmacologiqu~ etabli. 
Plante inactive. Pas d'investiga
tion pharmacologi.que. 

10.Pharmacologie clinique 
Toxicite ch~oni ue 

11.Evaluation clinique 

2.Fo:n:ulation, productio 

16. 

Un ou plusieurs effets pharma
cologiques etablis. 

u 
Separation d 'extrai t brut I 
Chaque fraction est testee 
sur l'effet trouve en .II. 

8. Purification des fractions 
actives 

}.ContrOle de qualite .,__ ___ 9. Isolement et identification 
de substance s active s 
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ETAJ?I-; 2 : 

11 faut bien souliertP.r qu'un bon echantillon d'herbier est absolument 
necessaire pour une identification taxono111ique des plantes recoltees. La pre
sence ~·un botaniste n'est n.~s oblicatoire lors dP. la collecte, ll!ais !'identi
fication t~xonomique doit etre exccutee dans un herbier par un botaniste. Aussi 
est-il necessaire qu'une personne de l'~quipe de l'inventaire sache monter un 
bon echantillon de reference a conservP.r dans un herbier. 

ETAPE 3 : 

11 est preferable ce pre:;>arer les extraits bruts a une echeile pilote, 
par exemple avec l'unite d'extraction et de distillation "multipurpose CR 611" 
(Tournaire Fdres, Grasse - France). 

Pour l'etape }a, on ajoute dans l'eau 2 ~ d'acide acetique, qu'on 
eli::nine ensuite par evaporation sous vide. L'extrait final est lyophilise. Ceci 
correspond a !'usage de l'eau 90ur !'extraction dans la medecine traditionnelle. 

Pour l'etape }b, on utilise de l'alcool a 70 ~- Ce solvant est tres 
pratique pour une production industrielle ulterieure C4r elle est facile a eva
porer, et extrait presque toutes les substances hydrophiles et certaines autres 
qui le sont moins mais qui ont une valeur therapeutique interessante. Sinon ~n 
isole ces derniers au cours de l'etape 6. 

ETAPE 4 : 

La toxicite, aigue et subaigue qui durent respectivement 1 jour et 7 
jours est etudiee sur souris (ou rat) aprP.s une injection intraperitoneale. 

Si les extraits de l'etane 3a et/ou }b ont montre une forte toxicite, 
il est preferable d'arreter les investieations pha:rmacolog:iques, parce qu'un~ 
telle plante n'est pas indiquee pour un usage therapeutique. Mais si l'etude a 
une finalite academique les investieations ~harmacologiques peuvent etre pour
suivies pour identifier le principe toxique et son mode d'action. 

ETAPE 5 : 

La screening pharmacolo&J.que doit co:iJ11Jencer par le screeniD6 hippo
cratique avec une injection intraperitoneale du produit. Si ce screening a don
ne un resultat positi; in vivo et/ou in vitro, des tests speciaux sont exec~
tes, par exemple le test antisecretoire, test antitussif, test antipyretique, 
test anti-inflammatoire, test analgesique, etc ••• 

Le test specifique a executer depP.nd des resultats du screening hip
pocratique et de !'utilisation de la plante ?rP.conisee per la mP.decine trndi
tionnelle. 
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Dans ·.;ette et:ipe on peut exclure les r-lantes ina.cti ves caracte=isP.es 
par l'~bsence d'effet pharmacologique. Toutefois il fa.ut SP. rappeler que les 
effets hormonaux ne peuvent etre detectes dans cette etn~- De telles etudes 
demandent des methodes specifiques l'lieux adaptees. 

ETAPE 6 : 

Le fractionnement de l'extrait brut ui~lise generalement les methodes 
chrol'lato~aphiques. On peut commencer par une precipitation avec !'acetone. Le 
traitement de la plante avec les solvants organiques est aussi utilise. 

ETAPE 7 : 

Les fractions obtenues dans l'etape 6 sont testees sur l'effet trou
ve en 5.11. Les fractions actives doivent avoir une activite plus elevee que 
l'extrait de l'etape J. 

Dans la purification des fractions actives, plusieurs manipulations 
phytochimiques sont incluses, l!lais elles sont toujours guidees par un te5t 
biologique, qui doit montrer un effet ~lus eleve a chaque et~,,e de la purificati 

ETAPE 9 
active(s) 

Pour l'isolement et !'identification de(s) subst~nce(s)/ des methodes 

employant la CIJIP (HPLC), la CFC preparative sont utilisees. Leur identification 
peut recourir a des methodes conventionnelles conuae le spectre I.R. ,- la R.·M.N., 
la C.P.G.-S.M.,ORD. 

ETAPE 10 

Trois produits de differents degres de puretes peuvent ~tre utilises 
en soin~ de sante primaire : 

a) l'extrait brut (etape J), 
b) l'extrait purifie (etape 6), 
c) les substances actives pures (etape 9). 

Il faiot souligner que les extrai ts br.its et les extraits purifies re
viennent moins chers a la fabrication, alors que la preparation de substar:ces 
pures est tr~~ onereuse mais pas toujours nec~ssaire pour l'usage clinique. 

Par consequent en soin: de sante primaire, les extraits bruts et les 
extraits purif;es (etapes J et 6) sont recommandes a condition qu'une methode 
de standardisation soit etablie. 
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1- oharmacolot;ie cli11i,!ur. cm:iprcnd }f':s te5t~ sur dee: volontairr:s hu
~ins ct la toxici t~ chroniqut: est e:xecutcc sur au moins deux ordres di fferP.nts 
d'animal : un ronF,eur et un non-roneeur, par exenple. 

C."'i'APC: 11 

Les tests cliniques doivent -si possible- etre realises en essai cli
nique ~ulticentrique. 

E'l'APE 12 

Si les resultats des etapes 10 et 11 sont concluants, le travail &a
lenique peut commencer et on pror.nde a la Rise er. forge eal6nique du produit 
en vue de son utilisation cliniour. : sirop, cogprimcs, capsule, pommade. L'c
ta!>C suivante est la fa~.ric~+ior: a l 'cchelle industrielle. 

~APE 13 

Le contr8le de qualite de la fon:ie galenique pour les extraits bruts 
et les extraits fractionnes doit etre fait selon une methode standardisee, ~i 
rossi ble oar une mcthode chimiq~. ce :iui e!;t le plus siople, a·..1trement on 
adopte une methode pharmacologique. 

Ce controle de :~uali te percet de v6ri fi<'r aussi que les r~gles de 
"bonm~s nr;;.til:! u~s de fabricatj on" on~ etc sui vies. 

1- oethode du "Tri2.ge nharnaco-chimique" est uni versellement ap;ili
cable. D'ailleurs cette methode est decr~te oour servir de guide aux pays en 
voie de developpement, qui ont !'intention d'exploiter lcur medecine tradi
tionnelle (so~s forme d'extraits bruts ou fractionnes standardises) en soin 
de santP. primaire. 

La methode du "TriaRe pha?'2aco-chimique" est econooique puisqu'elle 
exclue les pl.antes toxi.ques et inactives presque au debut des investigations. 

Le ~rincipe de la methode est le suivant : on com~ence par les tests 
pharmacolog:iqtes et la phytochiJilie est reservee a la fin ; la purification des 
fractions actives est guidee par un test biologique, recourant a un test in 
vitro de preference, pour eviter un tr•vail phytochimi~ue inutile sur des subs
tan_s:es _inacti ves. 

Dans les cha pitres sui vants sont decrits en detail les me thodes raen
ti. onnees dans les etapes 4 et 5. 
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CHAPITRE 2 

Ce chapitre concerne deux tests gen~raux in vivo 

I - Screening hippocratique sur rat 
II - Toxicite aigue et subaigue (souris ou rat) 

I - SCREEllllfG; HIPPOCRATIQUE D'EXTRAITS BRUTS 

Le screeninglt:ppocratique a ete effectue sans tenir compte de la 
raison pour laquelle les plantes avaient ete ral'laSSees (taxonomie, medicanent 
traditionnel, plante rejetee par les animaux). Dans ce but, nous avons utili
se et modifie la methode de Malon~ et Robichaud (1962). 

Ce chapitre donne une descriptioncetaillee du protocole operatoire 
avec nos modifications et notre experience, afin qu'il puisse servir de model• 

d'une method• standardisee. Le besoin d'un tel "mode operatoire" avait ete expri
me a plusieurs reprises par differents JBYS du tiers monde. 

EQUIPEMENT : 

L'equipement specifique suivant est nP.cessaire 

Cage pour l'observatbn : 
de 

En bois/ 54 X 58 cm, avec une hauteur de 8 cm, la cage n'a pas de 
fond parce qu'elle est placee Sur une feuille de papier absorbante. Le papier 
est change chaque jour apres les observations faites, pour noter la quantite 
et la nature des excrements. 

Thermometre rectal 

Un thermometre en verre avec la graduation de 28-42° C. La partie qui 
doit etre introduite a un diametre de } mm et une longueur de 24 mm. 

Ecran de test : 

Un ecran en maille de fil metallique renforceest utilise pour con
traler la force des muscles lecomoteurs et leur coordination. L'ecran est lar
ge de 30 X 36 cm et construit avec 1} brins espaces de 10 cm. 
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Chronometre : 
subdivise 

Un chronomP.tre / en secondes avec une cnp.~cite de 30 minutes. 

Essai du crin de cheval : 

Un ~rin'd'une longueur de 5 cm est attache au bout d'un manche e~ 
bois qui a 15 cm de longueur et un dia~P.tre de 2 mn. L'attar.t.e es' fnite avec 
du fil et de la .;0111r.1e laissant 4 cm de ~rint a l '~xtt~rieur du bout de bois. Le 
J>Oil est utilise pour contr8ler les reflexes colrneens et pineaux, le mancte 
de bois pour evaluer la reponse a ln suite d'ur.ic.,,choc sur la tete. 

Papier filtre : 

5p5 crn de diametre, Whntrnan n° 1 ou une qualite similaire. 

Feuille de carton : 

Sur un cote d'une feuille ae carton de 2 X 15 cm, a un intervalle de 
1 cm, de~ taches noires sont faites avec les diametres suivants : 1/16, 1j6, 
1/4, 1/2, 1, 2, 3, 4 mm. La feuille de carton sert a mesurer le diametre p~pil
laire. 

Fiche a remplir : 

Un modele de fiche est donn~ (page 8} 

PROCEDURE EXPERIKENTALE : 

A - REMARQUES GEtlERALES : 

Animaux : 

Des rats femelles OU ~les.nourris normale~ent, pesant 160 a 180 g 
sont utilises. Pendant les six premieres;heures d'observation du premier jour 
les animaux n'obtiennent ni eau, ni ali~ents ; apres !'observation, ils so~t 
alimente9 ad libitum. 

Administration 

Les injections sont en principe faites par voie intraperitoneale, de ~ 
ference au meme endroit. Si la suspensiGn est trop visqueuse OU trop epaisse, on 
peut l'admipistrer par voie orale. 

Solution a tester 

Tous les extraits bruts et les extraits purifies de la plante sor.t 
melanges a une suspension aqueuse COntenant 0,25 OU 0,50" d'agar. Les ext~aits 
sont lyophilises et reduits en poudre, ce qui facilite la preparation d'une suff
~nsion (faite pnr trituration). Si un extrait cont,ennnt des alcaloides es~ dif
ficile a mettrP. en suspension, on ajoute dn l'aCide chlorhydrique jusqu'a ~11 t>. 
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Quelques extrai ts bruts peuvent etre resineu.'t par nature. et il e:;t tres <!iffi
cile d'en faire des suspensions. Dans ce cas, il faut utiliser une quantite 
d'36ar plus elevee et l'on administre la suspension par voie orale. La concen
tration la ~lus elevee utilisP.e pour un extrait est de 100 mg/ml et le volume 
maximw:i de la suspension utilisee est de 10 ml/Kg. Cela veut dire que la dose 
la plus elevee est 1 000 mg/Kg. Pour une substance pure (substance de reference 
ou nouvelle drogue) on utilise 250 mg, pour un extrait brut ou purifie 2-5 g 
pour faire un screening. 

Dosage et nombre d'aniaa.ux : 

Le premier but du travail est la determination de la dose lethale,,la 
dose completement inactive,/· ehoisir ensuite au moins J doses avec des effets~en-
tre les deux extremes. et de si tues 

Pour les extraits bruts de plantes, on commence par une dose de 500 
mg/Kg (dans une suspension de 100 mg/ml - si possible - sinon 50 mg/ml). Si: 
cette• .. ~ dose n'est pas efficace, on admnistre une dose de 1 000 mg/Kg. "Si 
la derniere dose est active ou lethale, on administre une dose de 750 mg/Xg. 
Dans le cas ou la dose de 500 mg/Kg produi t quelques effets (mais pas ii' effets 
lethaux) les deux doses plus elevees (750, 1 000 mg/Kg) et les doses les plus 
basses, par exem,le 250, 100, 50, 10, 1 mg/Kg sont administrees, selon les ef
.fets obtenus. 

Si la dose initiale de 500 mg/Kg est lethale, on administre 50 mg/Kg 
comme deuxieme dose. Les doses suivantes sont administrees selon les resultats 
obtenus. 

Dans la description originale;:de cette methode, les auteurs proposent 
que les doses efficaces soient administrees selon une P.chelle logarithmique. 
Nous avons prefere modifier ce point pour des raisons pratiques. 

Si l'extrait est efficace. on injecte les 5 doses differentes a un OU 
deux rats pour obtenir une evaluation complP.te, c'est-a-dire un m1n1mum de 5 
rats et ur. optimum de 10 rats. Pour des extraits inactifs, 2 rats recevant cha
cun 1 000 et 500 mg/Kg. peuvent etre suffisants. 

Observations : 

Le premier jour les -Observations doivent etre faites a 5, 15. 30, 60 
minutes, 2, 4, 6 heures apres l'ad.oinistration. Du deuxiP.me au septie~e jour 
les rats sont observes une fois par jour. Dans l'intervalle, des observations 

.sont aussi possibles. Chaque espace vide de la fiche doit etre =empli · 
aux heures indiquees,avec l'evaluation o, (+), +, ++, +++, ++++, 

ou avec une mesure re~lle ~ Pour l'evaluation d'une fiche l'absence d'un sym!'>
tame a une heure donnee sicnifie qu'on a vraiment contrOle ce detail. 
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Evaluation des naramP.tres : 

Les parametres SOnt grOUpCS Sl_I!" Cette fiche J)Oll!" faci lite!:" l' evnl'-Jabon 
des resultats, mais l'ordre des tests est diffr.rent quand on fnit le screeninc 
(voir plus bas). 

B - EXECUTION DES OBSERVATIONS -. 

On peut distinguer six groupes differents : 

Premier groupe 
- Deuxieme groupe 

Troisieme groupe 
Quatrieme groupe 
CinquiP.me groupe 
Sixieme groupe 

: depression du systeme nerveux central ; 
stimulation du systP.me nerveux central ; 
observation des yeux ; 
observation des oreilles 

: sympto::ies generaux ; 
: sy1:1pto=es subjectifs. 

1° Premier groupe : del>ression rlu syste::ie nerveux central 

la dimiuution de l'activitc 1:1otrice est estil!lee comme suit : 

(+) !'animal est1tanquille, bouge de temps en te~ys spor.tanemP.~t. 

+ ne bouge pas spntanement, r.iais manipult?, bouge lente:'l~nt, 

++ manipule, bouge tres par~sseusement. 
+++ manipule, ne bougP. pas du tout. 

Ataxie : 

(+) en cas de mouvP.ment, on dec~le une i~coordination occasionnelle. 

+ en cas de mouvement, ir.coordination constante, mais le rat mar
che tout droi t. 

++ le rat ne peut pas marcher tout droit, la ligne suivie est ir
reguli~re. 

+++ : aucune coordination. 

Perte du reflexe : 

(+) : la partie posterieur du corps dvec les pattes posterieures 
peut ~tre mise sur le c3te. 

+ le rat peut itre mis seulement sur un cote. 

++ le rat.peut etre mis sur chaque cote. 
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+++ : le rat peut etre mis sur le dos et egalement sur le cote. 

++++ le rat ne peut pas se retourner meme si on lui pince les or
teils de la !>3tte ,ostP.rieure. 

Anal&t?si e : 

(+) quand l'ongle de l'o~ra.teur presse forteeent l'orteil d'une 
patte de la partie posterieure du rat, on note une reponse 
paresseuse : des eris et/ou un essai de fuite ou de morsure. 

+ : quand l'ongle presse, il n'y a pas de eris ou de tentative 
d• fuite ou de l!lorsure, mais le rat essaie de retirer sa 

patte. 

++ : pas de reponse 

Ce test est subjectif. 11 est tres im~rtant de toujours presser avec 
la mel!le force. 

Anesthesie : 

+ : le rat est mis sur le cote, reste ainsi, et ne peut pas etre 
change de position manuellel!lent. 

Rythme et profondeur de la respiration 

La dur§e pour 50 inspirations et expirations est mesurB?avec le chro
nometre, et ie -nc·mbre conve:tti en secondes est note sur la fiche. Ainsi, une 
diminution de la respiration est indiquee par un chiffre plus haut que pour la 
pericde_de controle, et une augmentation de la respiration est montree par un 
chiffre plus bas. La diminution de la res9irati on est evaluee ainsi : 

(+). 

(+) diminution modeste. 
+ diminution moyenne. 
++ diminution il!lportante. 

La respiration de Cheyne!l-Stoke est soit absente (o). soit presente 

Reflexe corneen et pineal._:: 

(+).: reponse lente, qunnd le bout du crin de chP.val touche la cornee 
et le conduit auditif. 

+ : pas de reponse du tout. 
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Paralysie des pattes anteriP.ures, des p.~ttes •nosterieures et 
de la. tete : 

Ceci est controle en m.'Uli '"'" .. ant les narties en question et est 

(+) la tete ou les pa.ttes toobent en arriP.re lentement a pres 
le soulevement et la chute. 

+ la tete et les pattes tombent en arriere rapideaent apres 
le soulevemer.t et la chute, le rat ne lleUt plus faire un 
mouvement musculai:re. 

Perte de suoport a l'ecran : 

te test sert a contr6ler la force et la coordination des muscles. 
Le rat est Dis au centre d 'un ecran horizontal puis l 'ecran est renverse et 
agite doucement en arriere et en avar.t a la uosition renversee. 

++++ le rat qui tomoe de l'ecran suit un angle de 45°. 
+++ le rat qui tombe de l'ecran suit un angle de 90°. 

++ : le rat tombe quand l'ecran est renverse. 
... le rat tocbe a la ?re~iP.re secousse • 

(+) sans signification. 

En bas de la fiche, le chercheur doit noter ~i les pattes poste
rieures glissent d'abord ou si les pattes anterieures et posterieures glissent 
en meJDP. temps. 

2° Deuxi~me grouoe : sti~ulation du svsteme ne~eux central : 

Reaction d'alarme 

La reaction d'alarme est controlee en frappa.nt fortement en dehors 
de la ca&e d'observation . une feuille metalliqu~ pliee et evaluee COl!ll!le 

suit : 

(+) le rat sursaute doucement. 
+ le rat fait une secousse visible. 
++ le rat fait une secousse, saute et fait un essai frebetique 

soudain pour se lib@rer. 
+++ : le rat tom be en cor.vulsions cloniques. 

Augmentation de l'activit0 motrice : 

(+) : le rat regarde au~our de lui, bouge, mais ne court pas dans 
la cage. 

+ le rat bouge constanment, mais nomelment, et essuie son ne pas constannent 
++ bouge constalll!lent et rapirle~ent, essaie souvent de fuir. 

++t- court ~onstal!llllent, tP.ntP. frequemment de fuir. 
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Tremblements fins du corps : 

On ne peut pas les observer avec les yeux. raais on peut les sentir e~ 
mettant les doigts sur le dos du rat au-dP,ssus de la colonne vertebrale. Les trem
blements sont evalues comme suit : 

(+) presence equivoque. 
+ presence de tremblements sporadiques, 
++ tresblements continuels. 

+++ des tremblements occasionnels sor.t visibles sans toucher le dos. 

Tremblements visibles du corps : 

L"observation n'est faite qu'avec les yeux: 

(+) ~resence equivoque. 
+ presence definitive, mais seulement sporadique. 
++ tremblements continuels. 

+++ tremblements prononces, ~roches des convulsions cloniques. 

Fasciculation : 

La fasciculation est representee par des mouvements de la peau, s1m1-
laires aux vagues. vers la partie posterieure : ils sont ev3lues dmls cette partie 
de la fiche p..•rce qu'il est tres important de faire la diffP.rence entre ceux-ci et 
les tremblements ..is.bles ·, et les convulsions cloniques fai bles ( parametre sui vant). 
On peut evaluer les fasciculations en observant attentivement, avec les yeux : 

(+) reponse equivoque. 
+ fasciculations definitives dans une reel.on, mais le mouvement 

n'est pas continue!. 
~+ fasciculations dans plusieurs regions. mais le mouvement n'est 

pas continue!. 
+++ fasciculation vue en plusieurs endroits (pattes posterieures, 

dos, cou) simultanement avec une reponse !)er3istante et conti
nuelle dans au moins un er.droit. 

++++ : implication continuelle et totale. 

Convulsions clonigues : 

Les convulsions cloniquP,s sont evaluees en regardant la gravite et 
la duree de l'attaque : 

+ convulsions sporadiques. 
++ convulsions presque continuelles. 
+++ les convulsions sor.t trP.s fortes et le rat meurt. 
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Convulsions tonioues : 

+ le rat etend les pattes DOSterieurcs, le co~ps est rigide et 
rea~it quand on le touche. 

++ conv1:lsions repetees, m tretecips le rat est couch' sur le cate. 
+++ les convulsions sor.t tres Graves et le rat meurt. 

Les convulsions de type ~ixte : av~c des convulsions cloniques et to
niques a la fois, sont cvi!luees de la neme fa~on. 

Ev~luation resniratoire : 

Les enregistrements sont les meoes que ceux decrits ~recedemment. 

Augmentation de la profondeur resniratoire : 

(+) augmentation cquivoque. 
+ : au.,nentation moyenne. 
++ : augmentation imnortante. 

3° Tr.;i siP.me P,roupe : observation des yP.ux 

Eno~htalmie et exophtalmie 

Enophtalmie et exophtalmie sont evaluees subjectivP.ment en r.omparant 
les rats du test aux rats non traites : 

(+) : reponse equivoque. 
+ : reponse moyenne. 
++ reponse importante. 

Les agents hypotenseurs sont a l'orir,ine d'une er.ophtalgie tandis que 
des agents hypertenseurs provoquent une exo~htal.Jriie. 

Ptos~ · nal nebrale : 

la ptose palpebrale est constntk apres avoir stirnule le rat manuelle
ment pour etre :Silr que le ptosis est un effet pcrnnner.t. 13 r~~onsc ptotique est 
notee d'apres Hubin et al. {1957) : 

0 ouverture normale de la ,au,iP.re. 
1 fe.raeture remarquable des pm1pinres. 
2 paupieres demi-fermees. 
3 presque completement f ermees. 
4 completement fermees. 

La reponse du test, qui va de 0 n 8 pour.chnque rat, est !a somrne des 
notes pour les deux yeux. Si on observe unP. fermeture complP.t<!, il faudra contr8ler 
Si le phenomene n'apparait pas a Cauae d'ur.e incrustntion i1 la :mite d'une S£Cretion 
dea yeux. 
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Grandeur de la pupille : 

La g!'8lldeur de la pupille es~ l!leSuree avec P.Xactitude en tenant la 
feuille de carton decrite precedemment t.rP.s pr~s de la pupille. La mesure doit 
etre faite a l'aide d'une source de lW'liP.re consblnte o.~is diffuse ; il ne faut 
pas exciter l 'animal. Apres une observation ordinaire, la pupille est mesuree 
pour obtenir aussi sa reponse a la lW!li?.re : une la..~pe est tenue vers la nupil
le a une distar.ce d'a peu prP.s 4 CJ!J. Hon:1alement le rat montre une contraction 
de la pupille, qui est marquee 0 ; le Ri'lllque de contractions est enre€istre T).~r 
un + sur la fich\!. La reJIOnse a la lwri~re peut P.tre evaluee aussi en tenant 
d'abord la main devant les yeux du rat et en la retirant ensuite rapicernent ; 
ainsi la lumiere peut frapper ses yeux. 

Lacr;yma ti on, ch romodacryorrhee 

La laczymation et la chromodacryorrhee sont rnesurees d'apres Malor.e 
et al. (1961) e~ pliant la moitie d'un :npier filtre (Vhatman n° 1 ou ~uelque 
chose de similaire) d'un diametre de 5,5 cm et en mettant le coin plie du '!l"l~ier 
doucement mais fermement dans le canthus intcrieU!'.' de l'oeil du rat. Li papier 
absorbant assec~e rapidement, en 20 secondes, les liquides du sac cor.jonctival, 
et donne une trace permanente des deux re,anses de lacrynaation-chromodacryorrhee. 
En pliant a plusieurs reprises un seul ,apier a filt.re, on obtient les resultats 
du controle et des cinq tests. Apres avoir secbe l'oeil on deplie le ;;apier, et 
les longueurs de W et de L sont mesurees en mm dans la section mcuillee sans 
couleur. Les dist~ces V e~ L

1 
sont mesurees en mm dans la sectlon q~i est rou

ge-marron. S~r ~a fiche les ch1ffres 1~~2 indiquent la lacrymation et les chif-
fres L/V1 i.nd:iquent la chromodacryorrhee (larmes sanguinoler;.t_es). 

4° Quatr:ieme groupe : observation des oreilles 

Paleur et hyu§remie : 

Pour obtenir une base solide d'estimation de la paleur et de l'hype
remie de la peau, le chercheur compte les nombres de petits vaisseaux qui sont 
visihles a l'oreille droite OU gauche. Pendant le controle, l'orelle doit etre 
mise entre la lwaiere et l'oeil du chercheur pour faciliter les observations. 
Un dessin des vaisseaux doit Atre fait sur un petit carre de la fiche pour se 
rappeler la position relative des vaisseaux. S'il y a paleur, le no:·.tre des 
vais_seaux vi.sibles diminue tandis que l'hyperemie augrnente le nombre de vais
deeux visibles. L'evaluation de la pAleur et de l'hyperemie faite subjec
tivement, es~ fondee sur le nombre des vaisoeaux visibles et la couleur gene
rale de l'oreille : 

(+) : effet equivoque, 
+ : reponse moyenne, 
++ : reponse prononcee importante. 
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Cya!lose : 

La cyanose est evaluee subjectivecent en ret;ardant la couleur des 
oreilles, dP-s ?attes et de la muqueuse buccale (+) a ++. Le de&re de cyanose 
est deterDine en comparant l'animal test avec le rat tcgoin. 

5° Cinguieme groupe : sympt6ees m?neraux 

Saliva ti on : 

La salivation est evaluee d'a~res Malone et al. (1961) en utilisant 
l'echelle suivante : 

+2 = reponse maximum, la salive to111be activeraent de la michoire 

+1 = les mlchoires et le poil du menton sont mouilles par la salive. 

+0,5 = mllchoires et poil ne sont pas mouilles de fa~on perceptible, 
mais i~mouillent le papier filtre (le rnerne que pour le test 
de lacrymation) quand on essuie avec le papier sous la mactoire. 

0 = absence de repor.sP., rcponse norrnale co~..ne chez les temoins, le 
papier filtre essuje sous la rnachoire reste sec. 

Erection de la queue : 

L'erection de la queue ou phenomene de Straub est evalue com.me suit : 

(+) la queue est levee de 10°-40° OU seulenent par intervalles a ce 
niveau. 

+ la queue e:·t levee de 40°-60°. 
++ . la queue est levee de 60°-900. . 

+++ la queue est levee a plus de 90°, une queue tendue qui arque 
tout pres du dos. 

Erection pilomotrice : 

(+) reponse equivoque, !'erection pilomot=ice dispara1t quand on 
touche le rat. 

+ erection pilomotrice dans la region du cou. 
~ le poil du rat entiP.r est en erection et semble herisse. 

Mic!ion : 

La c.iction est observee avec l·aide des tAches d'urine sur le papier 
et en observan: si le rat est mouille Au-dessus des p.'lttes ponterieures. 

Dia:-rhee : 

~..a :iArrhee est remnrquee qu~nd ln te~p~rnturP. r~r.tale est nris~ ~t 
en observant des excrements ·111i souiller.t le p."'tp).f'!" <le J.i\ cR~e. On ~vnlue Ai nsi 
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0; le thermometre es': propre quand on l'enl~ve, ou il n'y a que des 
grains compActs qui suivent le thermol!IP.tre. 

( +) il reste une peti tc tache !)erce1l:i ble S!I~ le papier quand on 
enlP.ve les grains. 

+ un grain demi-compact lais:;e unP. ~race presque aussi grande qne 
·1e grain. 

++ grain mou, la tache est plus :;ra!!de que le grain. 
++-'- une masse d'excrernents 3ans forn~ qui salit le p:pier distinc

tel!lent. 

La couleur rouge ou r.iarron de l'urine et la couleur noire ou rouae ces 
excrements doivent etre evaluees, er. t;ti lisa.nt des CO~!Jrirn<~S "Hematest-Reagent" 
ou du papier (Ames Co.). 

Colpectasie 

A) Chez des femelles : es~ evaluce en cbser,ant s'il y a presence {..-} 
ou absence (0) d'ecoulement du canal va~inal, si l'ecoulerne~t est clair ou lai
teux et si la muqueuse entourant le vagin ~st rouge et engorgee de sang. 

B) Chez des males : l'erec:ion du ~enis (priapis~e) est evaluee 
equivoque (+) OU present +. 

Test de Robichaud 

On releve la peau du dos du rat er.tre ceux doi~ts, jusqu'a ce que ses 
pattes ne touchent plus terre, puis on libere soudain la. peau. Chez un anil'.llll 
normal la peau revient a la norma.le tout de suite. Si le pli reste 3-5 seconde~ 
apres la liberation, la reponse est evaluee +, si le pli reste plus longtemps 
que 5 secondes, elle ~st notee ++. Des produits chimiques qui arnenent une rela
xation des muscles stries, des diuretiques excess!fs, et/ou l'acidose encoura
gent ce phenomene. 

Mouveme~t circulaire : 

Un mouvemP..nt circulaire est une forme conmune de stereotypie chez les 
rats du test. Ce symptOme peut ve::ir ii la suite d'une infection de l'oreille i:t:
terieure, une maladie, qui est trP.s col'll!lune dans beaucoup de colonies de rats. 
Un ~t infecte commence a tournoyer, si on le pr.er.d pa.r la queue, m~me s'il ~e 
montre pas cet effet dans la cage. On ne doit PRs.utiliser comme animal de te~" 
un rat qui pourrai t avoir une infectior. des or.eilles. DP.s mouvernents cir,·ulair?.s 
SOnt evalues presents (+) OU absents (0). 

Frappement de queue : 

Si la queue frappe les flancs des deux cotes; c'e~t un phenomene spcn
tane qu'on peut parfois provoquer en caressant le dos de l'nnim~l. On evalue com
me present + ou absent o. 
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Temperature rectale : 

On determine la temperatu:::e rectale JO l!linutes apres !'injection. Il 
est toujours important d'introduire le therrnornetre jusqu'au meme point. Les en
registrements sont suivis et notes a la valeur maximale. 

Le poids du corps est deterninP. ap:r.P.s une heure. 

6° SixiP.me groupe : S!'lllnto:'les sub.iectifs : 

Reaction aux coups frappes a ia tete : 

Avec le bout en bois du "crin de cheval". or. frappe J coups verticaux 
rapides et successifs sur la tete du rat. entre les y£ux. pour voir sa :'\?action. 
Chez les rats on peut distinguer trcis types de reactions normales : 

1° agression (mordr~ ou attaquer le bout du bois). 
2° peur (tourner le dos et ~rendre la fuite). 
J 0 passivite (ignorer le bout ou le tolerer). 

Il est recolDI!lande de faire les tests en deux series de 3 coups avec 
intervalle de 15 secondes. On ne doi~ pRs tester une drogue uniquement avec 
des rats agressifs, car il faut essaye~ d'avoir les 3 types de reaction pour 
le test. 

Test pour la prise du cort>s : 

Si la Cl8in du chercheur se ferrne sur le corns du rat de sorte que les 
doigts se touch~nt sous !'abdomen. et si or. presse doucement, mais ferttement, 
!'animal montre encore un type de reactions for.damentales. La prise du corps est 
psychologiquement pluf: provocante !)Our le rat que le test 0\1 on frappe sur sa : 
tete. 

Position staturale {catalensie} 

La position staturale est bases sur le temps pendant lequel le rat 
reste dans Wle position anorinale. Une des patte$ anterieures est placee sur une 
piese cl,!? bois qui a une hauteur de 7 cm. Normalernent, le rat quitte cette positi 
tout de suite. Si une catalepsie es: pr.P.sente, elle est estimee comme sl;i.t : 

(+) 
+ 
++ 
+++ 
++++ 

J0-60 sgcondes. 
: 1-2 minutes. 
: 2-} minutes. 

3-4 minutes. 
plus de 4 minutes. 

Si •.me catalepsie est presente, il est important de noter si l'animal 
peut Atre reveille pAr un bruit soudei..n, col'IJllP. celui utilise ,,our dehrniner la 
reaction d'alat'JDe. 
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L'exces de curiosite : 

L'excP.s de curiositc e~t estime conme suit 

(+) : .equivoque. 
+ ~resent. 
++ : ~resent continuellenent. 

Autoosie : 

Si le rat meurt a cause des dror,ues, il est important de faire l'au
topsie iC1111ediater.ient et de determiner si la mort fait suite a une crise cardia
que OU a un arret respiratoire. S'il s'agit d'une crise cardiaque, on peut cons
tater si le coeur s'est arretP. en systole ou en diastole (seulement pour des 
animaux qui sont morts recel!II'lent), et si les oreillettes battent a un rythne 
regulier. 

On regarde aussi systematique~ent l'interieur de !'abdomen autour du 
point d'injection, pour voir !'irritation locale, le deGre de motilite des in
testins, la dimension relat)ve des vnisseaux mesentF.riques, la couleur des pou
mons, si le sang coar;ule normalement, et tout ce qui pourr-ait etre anormal. 

Apres les observations du test entier, le rat est tue le septieme 
jour et une autopsie est faite. Le chercheur doit noter les details cites plus 
haut ainsi que la couleur et la taille du foie, des reins, de !'uterus et des 
testicules. 

Conduite des examens du screening hippocratigue : 

Dans un laboratoire calme, ou !'examen pha:rmacologique seul est accoo
pli, 4 cages d'observation sont placees nur un bane. Dans chaque cage on depose 
deux rats, chacun avec une marque d'identification, et on les laisse 15 mi~utes 
pour s'habit~er a la cage. Un ra~ sert de controle((sur la fiche) le jour sui
vant on va lui injecter la drogue) et on poursuit le programme avec ce rat qui 
a re~u l'extrait ; on note les resultats sur la fiche dans l'ordre suivant : 

1° Activite motrice, 

2° Examen de !'amplitude et de la profondeur de la respiration. Si on 
trouve une respiration du type Cheyne-Stokes ou une dyspnee, on le 
note (+) au bas de la fict ainsi que les temps d'appartition et 
de disparition ; 

3° Tremblements, fasciculations 
4° SymptOmes des yeux ; 
5° SymptOmes subjectifs 
6° Test de Robichaud ; 
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7° Reflexe corneen et pineal ; 
8° Analgesie ; 
9° Ataxie, perte du reflexe ; 

1 o0 /,nesthesie ; 
11 ° Paralysie ; 
12° Perte de support a l'ecran 
13° Convulsions ; 
14° SyMpt6mes des oreilles, de la muqueuse orale , 
15° Sympt6mes breneraux, a l'exception du test de Robichaud dans l'or

dre cite sur la fiche. 

Les injections et les observP-tions sont effectuees en prenant com.me 
modele le programme ci-apres : 

Rat Heure Heures et ternps des observations 
!dans cage n° :de l 'injection:--:------:----t----:-----:-----:----! 

: 5 mn :15 mn :}0 mn :60 mn : 2 h : 4 h : 6 h ! 

!----------:----------:-----:----:------:------:-----:----:------! 
*) 

I 8.JO 8.}5 8.45 9.00 9.30 :10.JO :12.30 :14.30 

II 8.35 8.40 a.so 9.05 9.35 :10.35 :12.35 : 14. 35 

*) : 
III 9.40 9.45 9.55 :10.10 :10.40 :10.40 :13.40 :15.40 

IV 9.45 9.50 :10.00 :10.15 :10.45 :1}.45 :13.45 :15.45 

*) realise tout de suite aprP.s l'injection du rat no 2 et n° 4 respec-
tivement • 

. Le dejeuner du chercheur pourra etre ~riS entre 10 h 50 et 11 h 40 OU 
entre 11 h 50 et 12 h JO. Pendant les heures libres entre les observations on 
pourra effectuer l'autopsie des animaux du septiP.me jour ; on pourra prog~ammer 
lea.. esllais et preparer les dilutions du lendemain. 

Le screening est c~nduit en double-aveugle. Cela veut dire qua les sus· 
pensions des extrai ts de plantes et les solut:i.ons des substm ces de reference a 
injecter sont preparees et codees par des assistants de chimie avant d'etre li
vrees aux assistants de pharmacologie qui accompliront le screening. Apres l'ex
plication des resultats par la responsable de la recherche, l'identitP. et le co
de de la solution utilisee sont revelis. 
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11 faut souligner unr. fr.>is rle !>lus q u 'i 1 est: tr~~ im;>0rtnnt de rP.m
plir tous les esnaces de la fiche. ChnquP. sym,tomc, meme s'il n'P.:;~ pas cite sur 
la fie~, rloit et!'P. note er; bR.s de l;l r:>n~~e ain!>i que lcs tCrJl)S d'apnarition et 
de dis,ari ti on. Le chercheur n~ :foi t jamais nc1~li~er 1m ph~nom~ne T)ilrce qu. il 
est il!lprP.vu OU difficile a d1?crire. Lor:>Cll'! lP. Ylh~r.0!1P.r1P. ol:sP.rve e ;~ equivoque, 
il doi t aussi etre note, p.'1rCe que si CP.t effet P.St :i_ r;ttta<.hP.r a lR dro_-,ie il 
apparattra aussi a un de~re plus eleve lorsqu'on administrera des doses plus 
~levees. 

Resultats et discussions : 

Pour entrainer la r.>ersoune qu;_ va effectuer l 'exarien, il faut d 'abord 
lui faire examiner les effets de doses vnriP.es de CP.rtnine5 subst:ances de refe
rence. L'evaluation d 'une droe;ue nouvelle p:;t :·aite er. corn:iarant ses effets au 
profil des substances de reference. 

Les substa!lces de rcfPrence suivantes au:x doses ci-dessous indiquees ont 
ete utilisees : 

- Adrenaline bitartrate: 4, ?., 1, U.5, 0.25 mg/Kg (calc d. comme ba
se) (stimulation de SNC, exophtalmie), 

- Al!lobarbital : 200, 100, 50, 25, 10 mg/Kg (depression de SNC), 

- Arnphet3mine sulphate : HO, 40, 20, 10, 5, 2, 1 me/Kg (stimule le 
SNC, exces de curiosite), 

- Atropine sulphate : 10, 5, 2.5, 1.25, 0.6J ng/Kg (l!l'Jdriase), 

- Carbacholine HCl : 4, 2, 1, 0.~1, 0.25, 0,125 mg/Kg (miosis, diarrbee), 

- Chlorpromazine HCl : 80, 40, 20, 1 O, '..i mc;/Ke (dP.oression du SHC 
sans anesthesie), 

- Codeine phosphate 120, 60, 30, 15, 7.5, 3.8 mg/Kg (analgesique). 

- Ephedr!ne HCL : 80, 40, 20, 10, 5, 2.5 mg/Kg (40 me/ml) (stimule 
le SJ1C, augmentation de la frP.quence res!)irntoire), 

- G-strophanthine : 50, }O, 20, 10, 5, } mz/kg (toxique), 

- Hexobarbital : 200, 100, ~o. 25, 12.5, 6.2 mg/Kg (depression du SNC) 

- Lidocaine HC1 fJO, 40, 20, 10 l'Ji~/Kr, ~analg-Ssique locale, convulsions), 

- Methadone HC1 

- Morphine HC1 : J20, 1 tiO, UO, 40, 20, 10 f'.lr/Kr, (analgesique, Straub), 
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- Noradrenaline bitartrate 
du SNC), 

10, ), 2.5, 1.25, 0.5 mg/Kg (stimulatior: 

- Papaverine HC,1. : 50, 30, 20, 1 0, 5 me/Ke ( enophtalmie), 

- Pentazol : 80, ~o. 40, 30, 20, 10 rng/Kg (convulsion clonique), 

- Physostigmine methylsul~hate 
(fasciculation), 

1, 0.5, 0.25, 0.12, 0.06, 0.03 mg/Y-E 

- Reserpine : 20, 10, 5, 2.5, 1.25 rng/Kg (er.ophtalmie, ptose palpe
brale), 

Sconolamine HBr 
sio~ du sue). 

10, 2, 1, 0.5, 0.12, 0.06 rag/Kg (mydriase, depres-

- Strychnine nitrate : 2, 1.6, 1.4, 1.2, 1 reg/Kg (convulsions toniques 

- SuxamethoniW!l iodide : 5, 3.8, 2.5, 1.9, 1.25 rng/kg, (~erte de sup~~ 
a l 'ecran)' 

- Tubocurarine chloride : 0.3, 0.2, 0.15, O.D75, 0.05 ng/Kg.(yerte de 
support a l'ecran). 

Chacune de ces substances de reference montre une OU pl~sieurs rc~on
ses positives, pour les paramP.tres qui sont inclus sur la fiche. Les substances 
de reference comme la reserpine, la strychnine et la physostigmine montrent un 
profil d'effets tres caracteristique. D'hJtres substances comme l'amphetami.ne, 
l'atropine, la codeine, l'hexobarbital et la tubocurarine presentent un profil 
de groupe caracteristique, tandis que l'adrP.naline et~ la G-stro~hanthine sont 
moins caracteristiques. Le nombre rtes substances de reference peut varier : 
plus il est elevP., meillP.urs sont les resultats ; il QOntre le genre d'effets 
et le &enre de substances qu'on pourra d€couvrir avec cette methode. 

Ainsi qu'il est souligne ~lus haut le screening est un test en double
aveugle ; dP.ns le but de verifier la validite de la rnethode, certaines plantes 
deja connues de la chimie et de la pharmacologie ont ete utilisees. 

Dans les racines de Rnuwolfia vomitoria et dans les graines de Physos
tigi!a venenosum, les effets de la reserpine et de la physostigrnine ont ete tres 
facilernent reveles. D'autre part, les effets cardioactifs des alcaloides de 
l'ecorce d'Erythrophleum guineense et_d'~. africanum montrent seulement un effet 
lethal, precede par des symptames d~pressifs du SNC. Les effets hallucinogenes 
des alcaloides de Tabernanthe ibOffa sont revelP.s uniquement par l'accroissement 
de l'activite motrice elevee et un tremblernent aigu du cor.ps. 

Done il est facile d'ignorer des effets importants, et ceci montre la 
difficulte de l'interprP.tation des r~sultats obtenus. Par consequent, cette me
thode permet seulement un screening sim,le, et c'e~t pour cette raison que, par 
exemple, les effets lethaux, prF.c'5dis '!lftr des SJmpt&mes Mpressifs du SNC doi
vent aussi ~trP. con~~deres. 
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Parini les extraits totnux, approximativement 10-15" ont ete inte
ressants a purifier. Cette purification cl1irnique a pennis de suivre l 'accroisse:
ment de l'effet trouve dans ~n ~remier ~e~ps. De nouvelles combinaisons d'ac
tions ont ete trouvees et aussi des effets inattendus, COIDl!le par exem~le l'ac
tion de relaxation d~s muscles !)ar les alcaloides tertiaires des Loganiacees 
africaines. 

En conclusion, on -..eut dire que cette methode est tres appropriee a u.~ 
screening general des extraits de plantes. Selon les resultats obtenus, un 
grand nombre d'extraits totaux doit ~tre choisi pour la purification. Ce n'est 
que dans ces conditions que les autres ~rocedures d'e~aJ!len (par exemnle organe 
isole, preparation du coeur d'apres Langendorff, pression sanguine chez les 
rats, etc ••• ) pourront etre ap~liquees, y compris la discrimination des effets. 

II - TOXICITE AIGUE ET SUBAICUE : 

Dans le screening hippocratique, on a deja une idee de la toxicite 
aigue et subaigue des extraits, lorsqu'ils sont admi.nistres par voie intraperi
toneale. La toxicite est evaluee en calculant la Dose letale 50, c'est-a-dire, la 
dose de produit qui entraine une mortalite de 50 "· -

Determination de la DL50 : 

On travaille sur des souris ou des rats. L'extrai t brut est adminis-
tre par voie intraperitoneale _ et orale. On injecte J doses differentes 
de l'extrait brut et de la substance de reference, en prenant au moins 10 a~i
maux lB r dose. 

Les observations portent sur 1 jour en toxicite aigue et 7 jours en 
toxicite subaigue. 

Le pourcentage des animaux morts est transforme en Unite Probit 
(Figure 4) en fonction du logarithme des doses (voir figure 3). 

Pour une question Jritique, on etablit la droite de regression par 
une methode graphique. L'antiiogarithme du log de la dose correspondant a 5 
uni!Ss P!obi ts, est egal a la DL50. 

Il faut toujours utiliser une substance de reference pour faire une 
comparaison avec le produit donnP. par voie intraperitoneale et orale. 
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PR OBIT 

5,0 

1 l 2 3 ~ t 5 

log do~e 

log DLso(A) log DLso (B) 

Figure 3 : DetE>rminatior. de la DX,0 
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49 4·97'9 4-1774 4-1799 4·9825 4-tlSO 4·9175 4·9900 4·9925 4-ttso 4.99;5 3 5 10 13 

50 5·0000 6-0025 6-005') 5-0075 6-0100 5·0125 6-0150 6-0115 6-0!01 c;-02:?~ 3 5 JO 13 
51 5-0251 5-0276 l-0301 5·0326 5·0351 5·0376 6-0401 5-04:!6 5-0.51 6-0C76 3 6 10 13 
5Z 5-0502 6·1):;%7 6-0552 5·0577 6-0&02 6-0627 6-0GU 6-06i1 6-0702 5-0778 J 6 10 13 
63 5·0753 6-0778 5-GI03 5-0828 5·0853 6-0878 6·0!ICI' 5-0929 6-0954 5-09711 3 6 10 13 
54 6·1004 6·1030 6-1055 5-1080 6-1105 6·1130 6·115' 6-1181 6·120& ·6·1231 3 5 JO 13 

65 6·1257 6·1282 6-13(17 5-1332 5·1358 6·1383 6·1401 6-143.a 6-1'59 5·1'8.a 3 5 10 13 
56 6·1510 5-1535 6-151.iO S-1586 5·1611 S-1637 5·166:? 6·1687 6-1713 6·173S ] 6 10 13 
67 5·17~ 6-1789 5·1815 S·llCO 6·1866 6·1891 6·11117 5·194:! 6·1968 6-lll'Jl :! 5 10 13 
SS 5·2019 5·204S 5·2070 S·209G 5·2121 5·2147 5·21il 5·:!19S 5·:!:!:!' 6·2:?~ J 5 10 13 
69 6·2275 6·2301 5·2327 5·2353 6·2378 S·2-&0' s-:mo 5·2456 5·2-18:? 5·:!.:i<l:i 3 ti 10 13 
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% 0-0 0-1 0-! 0-3 O-• 0-5 G-6 o-; 0-S 0-9 :! 3 .. 5 

60 5·!533 6·!559 6-!SSS 5-!Gll 5·!637 5·!6G3 5·!6$9 5·'.!715 5·:!7-11 5-!76i :I 5 8 10 13 

II 5·!793 5·!819 S·!M5 5·:!871 11·:!895 5·!9'.!-1 5·!9!0 !1·:!9"" .. 5·3UO:! 5·30:!9 3 5 8 10 13 

6! 5·3055 5·3051 6·3107 5·313• 5·3160 5·31S6 5·3:!13 5·3:!.9 5·3:!GG 5·3:!9:? J 5 s 11 13 

63 5·3319 5-33-15 6·337! 5·3395 5·3"!5 5·3-151 5·3-17S 5·3505 5·3531 5·3555 1 5 a; II 13 

6-1 5·35SS 5·3611 5·3G3S 5·3665 5·369% 5·3119 5.37,:5 5·371:! 5·3799 5·3S:!6 3 5 8 11 13 

65 5·3853 5·3880 6·3901 5·393• 5·3961 5·39$9 5·•016 5 ... 1)-13 5-4070 5·•097 3 5 8 II I-& 

66 5-41%5 6-415! H179 5-4207 5-4!3" 5·•!61 5-4!$9 5-4316 6·"3U 6·•37i 3 5 s II 1• 

67 5-4399 6 .... !7 6....s-& H41! .:>-4510 5-45311 5-4565 5-4593 5-46!1 5-4G-&9 3 ' 8 II 14 

u 5-4677 5-4705 H133 H761 ~-47119 6-4117 HMS 5-487• 5-490:! ~-4930 3 6 I 11 ... 
" 5-4959 5-4987 1.-6015 HCM• 6-5072 5·51Cl 5·5129 5·5158 5·5117 5·5!15 1 6 9 11 14 

70 5·5! .... 5·5173 5·530! 5-5330 5-5359 5·5318 6-Mli 5·5""6 5·5"76 5·~ 3 6 9 11 ... 
71 5·553" 5·5563 5·559! 5-5622 5·5651 5·5681 5·5710 5·57"0 5·5769 5·5799 3 6 9 I! 15 

72 5·5828 5·5851 6-5811 5-5918 6-59"8 5-5978 6-&00S 5-6038 5·6068 5-6098 3 6 9 l! 15 

73 5-6121 5-6168 6-6189 5-6211 6-t250 5-6!80 6-6311 5-6341 5-637:! 5·6-&03 3 6 9 I! 15 

74 5-6<&33 5-6<&6" 6-6"95 5-652S 5-6557 5-6588 5-66!0 5-6651 5-668!: 5-6113 3 6 9 12 16 

75 5-67•5 6-6Tll • 5-6808 HUa 5-U71 5-6903 5-6933 5-6961 5-6999 5·1031 3 I 10 13 II 

76 5·7063 5-7095 5-7121 5·7160 6-711% 5·7!"..5 5·7!.57 5·7!90 5·73!3 5·7356 3 7 10 13 16 

77 5-7388 5·7<&%1 6-7"5<& 5·7'81 6-7521 5-755<& 5·75$$ 5·76!1 5·7655 5-7688 3 7 10 13 17 

71 . 5·7'1!! 5-7751 5-7790 5-71!• 5-7858 5·7892 5·79:!6 5-7961 5·7995 5-5030 3 7 10 I• 17 

79 5-llOG<& 5-I099 5-813-1 5-8169 5-8204 6-8239 5·8:!7-1 5·1310 5·13-&5 5·13Sl .. 'i II ... 18 

so 5·8"11 5·"52 6·Mll 5-852' 6-8560 6-8596 5·8633 5·8669 5·8105 5-87':! ' 7 II 14 18 

81 5-6779 5-8811 5-8853 5-8890 5·S927 5·8965 5-900:! 5·90-IO 5·907$ 5·9116 4 7 II 15 19 

I! 5·915• 5-9192 5-9230 5-9269 5·1307 5·93" 5·9365 5-!M:!-& 5·9-163 5·950! 4 I 1% 15 19 

83 5-95-&% 5·9581 5-9621 5-9661 6-1701 5·97•1 5·976:! 5·98!! 5·9563 5·99CM 4 8 1% 16 20 

... 5-n.5 5·9986 1-oon 6-G069 1-0110 6-015:! 6-019-1 6-()'t..37 6-0'.!79 6-GJ~ .. 8 13 17 21 

15 6-G3" 6-o-&07 6-0&50 '"°'" 6-G537 6-G58l 6-G&!S 6-o669 6-071-1 6-0158 .. 9 13 II %2 

S6 6-0803 fi-OS48 6-0S93 l-0939 6-G985 6·1031 6-l(J;7 6·11%3 6·1170 6·1%17 6 9 14 18 23 

Si 6·1%6-1 6·1311 1·1359 6-1407 1·1455 6·1503 6·155:! 6·1601 6·1650 6·1100 5 10 15 19 !-I 

as 6·1750 6·1800 6-1850 1·1901 6-1952 6-2()0.I 6·2055 6·%101 6·2160 6·!21:! 5 10 Iii !I 26 

89 6·%%65 6·2319 6-%372 6-2<&!6 6·2"11 6·2536 6·%591 6·26-16 6·%70:! 6·!759 5 II 16 !:! 27 

~ 

90 6·%816 6·2873 6·'.!930 6-:!98S 6·30-&7 6·3106 6·31&.; 6·3:!!5 6-3:!35 6-33-16 6 l:! Ill :!-& :!9 
11 6·3•08 6·3"69 1-353% 6·3595 1·3658 6·372! 6·3711; 6·355'.! 6-3917 6·39S-& 6 13 19 !6 3:! 
9 .. 6·•051 6·4118 6·4187 6-4%55 . - 6-•3%5 6·-1395 6·4460 6·4538 6·4611 6·-165-1 1 l-1 21 25 35 

.. 93 . G·f75S 6·4833 6-4909 1-49.-:S 1·5063 6·5141 6;5!~ 6·5301 6·53S;? 6·5-16-1 5 16 !4 ll 39 
> 94 6·55"8 6·563% 6-5718 U605 6·5593 6·5!lS:! 6·60i:! 6·616-1 6·6:!5$ 6·63.:i:! 9 IS 27 36 45 

95 6·64-19 6-6546 6-66-16 6-67•7 l;-6849 6-695-1 6·10E(I 6·7169 6·i:!'l'9 6·739:? 
97 100 101 102 105 106 IOS 110 113 115 

96 6-1507 6·7624 6·714• 6·7861 1·7991 6·5119 6·5:?50 6·838-1 6·55:!:! 6·8663 
111 120 122 1%5 128 131 13-1 138 141 145 

97 6·8808 6·8957 G·lllO 6-1268 l-H3l 6·9600 G·t7if 6·995-1 7-0141 7-0335 
149 153 158 163 lG9 17-1 )SI} Hi 19-1 !O:? 

% 0-00 0-01 G-02 O-G3 0-Gf 0·05 0-06 0-07 0-08 0·09 2 3 ' 5 

98-0 i·0537 7-0558 7-0571 7-0600 Hll!l 7-()64;? 7-()663 7-oG8-& 7-0706 7-07:?7 ·'.! 4 6 8 ll 
98·1 i·Oi49 7-0liO 7-0792 Hl814 7-0S31 7-()858 7-0SSI> 7·090:! 7·(19:?-I 7·09-17 2 4 7 9 II 
98·'.! 7·0969 7·099% 7-1015 7-1038 7-1061 7-105-I 7·110i 7-1130 7·115-1 1·11i1 2 5 1 9 I! 
9~-3 7·1201 7·1224 7-1248 '1·1272 7·1297 7·1321 7·13U 7-1310 7·139-1 7·1419 :? 5 7 10 12 
ts·• 7·14H 7-1'69 7·1'N 7-1520 7-1645 7-1571 7-15!1-0 7-162;? 7-16-IS 7-1675 3 5 8 10 13 

18·5 7·1701 7-1727 7-1764 7-1781 7-lllOI 7-1135 7-186:! 7-1590 7-191; 7·19-15 3 5 I II 14 
18·6 7·1973 7·2001 7·!029 7·2058 1-2086 7·2115 7·21U 7·%173 1·2:?03 7·2232 3 6 9 12 14 
95·7 7·2262 7·2292 7·2322 7·2353 7·!383 7·2414 7·2U5 7·2'76 i-250i 7·2539 3 6 • 12 15 
111·8 7-2571 7·2603 7·2436 7-Ha 7·2701 7·2734 7·27H 7·21101 nus 7·2569 :I 7 10 13 17 
9:;.9 'i-2904 7·2938 7·2973 7-3009 7·3044 7·3080 7·3116 7·315:? '1-3159 7-32:?6 ' 7 II l-1 18 

99·0 '1·3263 7·3301 7·3339 7·3378 7·3416 7.345:; 7·U9S 7·3535 7.35;5 7·3615 ' I 12 16 20 
9!1-1 7·3656 7·3698 7·373~ 7·3781 7·3824 7·3867 7·3911 7·3954 7·3999 H0-14 4 I 13 17 22 
19-2 7-4089 7 •135 7·41111 7·4228 7·4276 7·4324 7·43i:? 7·'4:?:? H-171 7-452:? 5 10 14 19 2-1 
99·3 7-45'13 7·4624 7·•671 7-4730 7-4783 7-4838 7-4893 7.,949 7-5006 7·5063 II 16 22 27 
IH 7-5121 7·5181 7·5241 7·5302 7·5364 7.5,27 7·6491 7·55$6 7-56:?:? 7·5690 II 13 19 25 32 

19·5 7·5758 7·5828 7·5819 'i-5972 7·6045 7·6121 7·Gl9i 7·6276 7·6356 i·6-13i 
H·I 7·6521 7-6606 7·1693 7·6763 7·6874 7·6966 7·706.; 7·716-1 7·72GG 7.73;0 
r.1·1 7·7478 M581 M703 M822 7·7144 7·8070 7·8:?Ct:? 7·63311 i·S-180 7·86:?7 
99·8 7·8'182 7·H43 7·9112 '1·1290 7·H78 7·9677 7·96$9 8·0115 8·035i 8·0618 

N 19·9 8·0902 8·1214 ti· 15:;9 "" l·l!U7 8·2389 8-2905 8·35Z5 i1·'316 8·5-101 8·719(1" 

I •m indebced Co P~f-r R. A. Fiahw ~ D~ ~- Y.C., ~·~to M--. Oher and Boyd, Ltd. of Edinburgh, for ~nnisaion '° ~priut 
Tablo I from Table IX of their book Stall#licol ~ IJlilu for BrologW'al, Agr1e..:111ml and .\frtlic11l lltm1'ch. 
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C!IAPITRE 3 
LES TESTS in vivo 

Ce chapitre decrit des tests pharmacologiques in vivo qui sont en 
fait le pendant du test hippocratique. Ils reprennP.nt en general, par des 
tests specifiques de confir&Vltion, les observations ~rises une par une, fai
tes lors du test hippocratique. 

I - .ARTI-TUSSIF : 

PRINCIPE 

La toux est provoquce ci:ez lP. Cobaye par irritation des muqueuses 
des voies respiratoires aprP.s in~alation d'3ir charee d'anr.ioniaque. On rect~r
che les substances qui peuvP.nt i~~iber cctte r•~action. 

P.ATER!EL !::'£ HETr:ODE 

- Aunareil 

Un ha bi tacle en verre rlont le couvcrclc herT-11hiq11e rec;oi t deux 't?.;

bulures pour la circulation des .~a.?. • 

. Un compresseur (h.AJiio;;, LJmOY-SOr-t~;J~) fcurni t 1 'air comprime qui -:ar 
une tubulure munie d' un robinet ~ trois voies peut, sci t di:l'.'ectel!lent attein:i!:'e 
l 'habi tacle, soi t barboter ;>r~fal?.":>lefllent dan:; un ffacon contenant la solution 
irri tante a vaT.l()riser. Un sche111a "'!n r:ontaee est donr.e en fi~re 5 • 

• Un chr.onometre • 
• Un compteur. 

- Anil!lal : 

Cobayes males OU fe1:1Plles pP.Sant en P.IO!'enne 400 g. 

PRO'l'OCOU~ EXPF.P.H!!mTAL 

Le Cobaye ~st place dnns 1 ·~11cP.inte en vP.rrP. pend<mt une duree total.e 
de cinq minutes : 

pendant une minute et .~er:iiP., ~.l res!li1:e rlP. 1 'nir, 
nl'lr.d:int deux minutes, ;i. inhnln cte l 'nir chnrr:'! ct'nmmoniAque, 

. nendant une minu:P. ct. :!cr.iP., il r~:;.,irc c!e l'air. 



Dispositif pour provoquer la toux chez le cobaye 

Evacuation 

Habitocle-

Air comprime 

· NH40H 

Fi cure 5 : Sch~mn rlu di Apo:lt t::. f pour provoquer lR toux 

I\) 
c:; 
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Le nombre d'acces de toux est comptabilise pendant l'inhalation de 
vapeurs irritantes. 

Des etudes prelimin&jres ont pP.rMiS de rletert11iner la COnCentraticn O!)

tinale d'RJlll!lonia~ue. A partir de 1'8Jlll!loniaque a >1 ~ (d = 0,89), des dilutions 
au 1/20, 1/10, 1/5 et 1/2 ont ete faites. LP.s deux ~reoi.P.res dilutions ne provo
quent pas de toux. Celle du 1/2 provoque la toux, i:iais entraine un ecoulement de 
sang au niveau des narines. La d!lution au 1/5 a et~ retenuc car elle provOC!_u~ 
la toux sans nrovoquer l'ecouleoent sanguin. 

Afin de maintenir les conditions 2xperimentnles identiques, la s~lu
tion d'amopniaque contenue dens le barbotevr n'est utilisee qu'une seule fois. 

Au moment de l'experil!lentation, une premiere mesure est faite pour 
verifier la reaction tussive. Les animaux qui rP.agissent aux vapeurs irritantes 
sont repartis au hasard en trois lots : 

Un lot temoin, qui recevra le vehicule, 
- un lot de reference traite a la codeine, 
- un lot traite a l'extrait. 

L'influence de l'heure sur la reaction tussive est lrl.nimisee en tes
tant dans ur. ordre rotatoire les trois lots, d'une serie exp<?rimentale a l'autre 
exeople : 

- serie I : 
- serie II 

serie III : 
etc ••• 

lot 1, 
lot 2, 
lot 3, 

lot f. 
lot 3 
lot I, 

lot J, 
lot 1, 
lot 2, 

Le tableau I P.t la figure 6 sont des P.Xemples de resultats avec 
la codeine cocme substance de reference et un extrait de plante~. 

Ces produits sont ad~inistres par voie orale avnnt le test. 



Tableau l : Hecnpitulntif des expP.riP.ncos de toux pr.ovoquee chez le Cobaye 

! 
Nombre total de toux I groupo '/ unit~ de temps de mesure 

' 
: :-------!-------------:-------------:-------------:--------~----:----~--------! Nombre • ,.. t I T • T • T . T • T : i . nvan O • 1 • 2 . 3 • 4 

;Produits :~es~a~;;: ~oute_limmedintcmcnt: 1 H apres : 2 H apres : 3 H apr~s : 4 H ~pres 
• .munipu 1 apres • traitement · traitement · traitement · traitcment : lation J trailernent .: 

---------:-------:-------!-----------~-:------------··:--------··----:-------------:-------------! E:au : 
distil lee: 21 46 35 .• '18 17 14 14 

---------: -------: ------- ! ----------·---: -------------: ----------··-·- ~ -------------: -------------! 
Codeine : 

100 mg/Kg: 21 56 27 16 10 OS 02 

! --------- :------- :------- ! -------------: ------------- ! ----··--·------: -··-···-··~··--··---: ------------- ! 
HP 009 

50 mp,/Ka 
21 48 25 06 02 09 04 

V' 
0 



NO\"nbr~ de toux por o ni mo I 

3 

2 

1 

0 

\ 
\ 

\ 
\ 
\ 

\ 

To 

•-• Eau dis.tillt?e 

o----o Codeine 100mo/kCJ 

·A-A RPOO<J E13 Somykg 

Tes ~ d e ~ T U D E N T 

• 1"1.<l<.5/. 

• • - 11.. < I:. < 1 % 

* • ·- l < 1%. 

'-f-------, J-----i I 
. 1~~,~x1A~1 •• ~ ' ''j•• 

1~~~~~~------.....I ____________________ ..... ______________________ ,.. 

T1 T2 T3 T4 

Temp11 
( ~w.re ) 

1''im1rf! 6 : VRrif\tion moyr.nnr. du nomhr.fl dn to11x on fonction du tr.mpa r.hn:.1 l~ Cohnyo 

'-'' -
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II - AHALGB:.>I;<liE : 

11. 1 • ~;'.i.'uDE DE L' At:;'l'ION .AN'fALGIQUJ.~ PAP. LA TI::Cllla~m; DJ:-! l\.OS'!'l:::H 

Princi -oe : 

Une injection intraperitoneale d'acide acetique (99,5 %) a 6 p. 1 000 
chez la Souris provoque un syndrome douloureux qui s'expri~e par une conto~sior. 
abriominale. L'ar.imal etire son corps, trainant le ventre ~r terre, avec exten
sion des pattes arrieres. Les antalgiques reduisen<; OU Sll~?>rimer.t CeS COr.tor
sionS abdominales. 

Materiel et methode : 

- Mate~iel : cristallisoirs. 

- Anical : souris miles ou femelles pesant en noy1mne 25 g. 

Protocole experimental : 

Au ter:".lS To, les !)rodui ts a tester son: a;!nin5_:>tres pnr voie orP.l~ a 
des souris adul~es males OU femelles. Une de~i-heure·a~rP.s, au temps T + 30 mi
nutes, l'acide acetique a 6 p. 1000, dans de l'eau g01:11'1P.USe a 1 n. 1008, est in
jectee par voie intraperitoneale, au rn~rne endroit pour toutes les souris, a rai
sor. de 0,25 ml par souris. 

On co:o!lte alors le nombre de contorsioro abdon:i_Hi!es qui apparaissent 
dans les dix prel'lieres minutes puis de la 10e a la 20e minutP.. Le nombre de con
torsions par souris est alors comptabilise pour chacune des cieux periodes. Dix -·· 
souris par dose sont utilisees. 

L' inh:!."oi ti on est exprimee en pourcentage : 

Uombre de contorsions des temoins - Nombre de contorsions des traites X 100• 
Nombre de contorsions des teooins 

En travaillant des doses differentes des ~roduits etudies, substar~ce de 
refercnc~ OU extraits vegetaux, on obtient des droites d'inhibition de la douleur 
et 1EBDE50 sont determinees graphiquement. La DE~0 est la dose qui diminue de goi
tie l~ nombre des contorsions abdominales. Les fieures 7, 8 et 9 reportent les re
sultats obtenus par cette technique avec la codeine, l'acide acetylsalicylique et 
le phenj'lbutazone. 

II.2. ETU'~E DE L'ACTION ANTALGIQUE PAH I.Jo; TEST DE itA?1DA1L ET S~LITTO 

Princi oe : 

Ce test permet de deceler un analgesiquP. a effet central. La pressicm me
canique provoque une sensation de douleur a partir d'une certaine intensite. Dans 
cette epreuve, la pression est exercee sur une pattP. enfla1111Dee et sur une ~atte 
normale. Un analeesique 8 effet central augnMr·te aunsi bien le seuil de sensibili
te a la douleu:- de la patte normAle que de la patte cnflammee. Un anal~esique sans 
action cent;rale nc modi fie que le scuil de i:Jem;i bi li tP. it la douleur de la ;')atte 
en flamnu~e. 
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Yo Inhibition de l'onolge!>ie 

100 

50 

0 

Firoire 1 

DE50 = 19mgj1<g 

Codeine 

10 20 40m~/kg 

.A.nalgesie (Technique de Koster). 
Droite effet/dose de la codeine. 



d'inhibition 

100 

so 

0 

Firoire 8 
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50 100 

Aci9e ~c.c?t)1 l 
~olicylique 

200mg/kg 

Analeesie (Technique de Ko:;t~r). 
Droite effet/dose de l'acide acctyl snlicylique. 



i'o Inhibition 

50 

0 

Figure 9 
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• 

• 
DE50 

Phe nylbutazone 

50 100 

Analgesie (Technique de Koster). 
Droite effet/do~e du phcnylhutazone. 
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300 g 

200 

A--~ potte enrlommee 

•---• potte normole 

/ 
/ 

/ 
/ 

/ 

/ 

/ 
• / 

/ . 
/ 

100 / 
/ 

---
__ ..... ---

5 

/ 
/ 

15 

Figure 10 : Analgesie (Technique de Randall et Selitto). 
Les courbes de resistance a la douleur pour 
la codeine. 
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MateriP.l et methode : 

- Anoareil : AnalgesiA~tre de Rnndall et Selitto (Ugo Basile). 

- Anim..~l : Rats males pesant entre 100-120 g. 

Protocole exneri.mental : 

Les rats sont selectionnes la veille de l'expP.rience. Le~ sensibilite 
a la douleur est mesurf~e a•1 r.iveau dP.S deu:x Tl8.ttes ar:!"ieres sur l' analgesimet:!"e. 
Seuls sont retenus les animaux qui renondent a la rlouleur pour des pressions in
ferieures a 50 g. 

k jour du test, les animaux sont re~rtis e!l J grOU!M!S de 6 animaux et 
re~oivent respectivement : la substance de refe~ence, la codeine, l'extrait a 
tester, le vehicule. Trente minutes aprP.s l'adainistration des produits par vcie 
orale, l'inflallll!lation est provoquee a la patte arriere droite en injectant sous 
le coussinet plantaire 0,1 ml d'une suspension de levure de biere a 15 p. 100 
dans l'eau distillee. 

Les mesures de sensibilite sur l'analgesieetre sont effectuee 1 H, 2 ~ 
et 4 H apres !'induction de l'inflaF...r.iation. 

La figure 10 represente les resultats obtenus avec la codeine 2 H apres 
!'induction de !'inflammation. 

III - AHTIPYP..ETIQUE 

Princine : 

Une hyperthermie provoquee ~our la levure de biere injectee par voie 
sous-cutanee chez le Rat est diminuee par l'acide acetyl salicylique. 

Materiel et methode 

- Atr::iareil 
-~-----

Thermosonde (Thermophil, Ultrakust). 

- Animal 1 Rats miles pesant entre 150-250 g. 

Protocole·experiraental: 

Le probleme est d'obtenir des animaux homogenes au point de vue tempera
ture aussi bien a un instant donne qu'au cours de la journee. Des Rats miles de 
trois a quatre mois peaant entre 1 ~0-250 g sont accliP1ates dans une salle ou la 
temperature est maintenue a 21° c - 1° c. Leur temJ*-rature rectale est mesuree a 
9 H, 10 H et 12 Ha l'aide d'une thel'Jllosonrle. Au bout de 10 jours, la temperature 
rectale des animaux devient dans la majorite homogene. 

Apres avoir ecarte les animaux dont les variations de temperaturP sor.~ 
trop importantes, on arrive a constitue~ un ensemble ou l'erreur standard de la 
moyenne de trois mesures de la tempt?ratu~e journaliP.re ne depasse pas 0,2° C. 
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La veille du test, les a.~ilQaUX sont repartis au hasard en quatre grou
pes de 6 animaux pour chaque produit a tester. La n~urriture est enlevee. 18 H 
avant le test, une suspension de poudre de levure de biere a 15 p. 100 dans 
l'eau distillee est injectee s.c. dans la region dorsale, a raison de 1 ml/100 g 
de poids de I 'animal. Cette injection entra!ne au bout de ce temps, une hyper.:, 
thermie de 2° C et qui persiste au-dela de 24 H. 

Le jour dP. l 'experience, l 'hypertherm.ie des anil!laUX est verifiee. L'a
cide acetyl salicyli~ue est mis en suspension dans de l'eau gommeuse a 1 p. 1000. 
Trois concentrations en progression geometriques de cette substance de reference 
sont prep:irees. 

On prepare aussi J concentrations de l'extrait a tester dans de l'eau 
distillee. Les preparations sont adl!linistrees aux animaux par voie buccale a 
raison de 1 ml/100 g de poids. 

Les groupes temoins re~oivent le vehicule. 

Les temperatures rectales sont ensuite relevees 1 H, 2 H et 4 H apres 
l' adoinistrati on du produi t. 

La reduction de l'hyperthermiP. est appreciee en comparant les Rats trai
tes au lot temoin. Elle est exorimee en pourcentage par la formule : 

T 
y = 100 (1 - ~) 

<>UT est la temperature des animaux traites par le pr~d~it et T la 
temperature d~s animaux te~cins. 

La figure 11 represente l'effet des J doses d'acide acetyl salicyli1ue 
4 H apres leur administration. On obtient graphiquement une droite qui permet de 
calculer la dose qui reduit de 50 % l'hyperthermie. Cette DE

50 
est egale a 74 

mg/Kg dans les conditions expP.ri~entales rlecrites ici. 

Lorsqu'une activite antiJ>Yretique a ete mise en evidence ou quand on a 
observe un effet sur la temperature lors du test hippocratique, il est i~portant 
de ve~ifier les effets de ces extraits sur la te~pP.rature corporelle nornale. 

Ce controle permet de savoir si l'extrait veGetal est un vrai antipyre
tique, c'est-a-dire, que son activite ne se manifeste que si l'hyperthermie est 
installee, ou de confirmer si l'extrait est un hypothe!'!'lisant, c'est-a-dire, 
qu'il abaisse aussi la temperature norms.le, en dehors de toute hyoerthel'l!l.ie. Ce 
controle est ca~ital puisque la finalite de l'extrait est d'~tre administree a 
des homeothermes. 

Les conditions de travail pour realiser ce contr6le sont les memes que 
celles pour l'activite anti-pyrltique. 

Les rats cales sont·selectionnfs P.t conrlit5onnP.s rtans une sallP. ~ainte
mw a 21+10 C:. 'i'rois lots rtP 14 rats i;n;,t con:;t,5tu{s: 

... 
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4Yo Inhibition de rhyperthermie 

150 

100 

50 

0 

50 

Figure 11 

.I 

100 

Acide ac.etyl ~alicyliquP 

200 mg/ kg 

Droite effet/dose de l'inhibition de 
l'hyperthermie par l'acirle acetyl 
salicylique. 
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Tahlcau2: ContrOle de la thermadgulation. Cllaque c:hifrre rcur6ente la 
· moycnae de la tcmp&ature de 3 prises jounWiCrc$ de 14 miles. 

11 

13 

1s 

'1 
19 

111 

113 
11s 

Lt mitaPcnt aftC RP009 EM..· et faspirine- a COIWDtDd au 
jourll. 

Eau distislillle Aspiriae RP9E.M. 
IOOmr/Kg l.lmr/Ki 

Yo C± S.£.m. T° C !: S.£.JIL ~ct u.m. 
37,.8 ± 0.11 38.0 ±0.11 37.7 ±0.10 

38.1 ±0.18 38.1 ±0.16 37,.8 ±0.11 

38.2 ±0,.20 38.0 ±o.t1 
t 

38.0" ±0.17 

37.9 ±O.IS 38.1 ±0.14. Jt7 !: 0.16 

37.9 ±0.09 31:J ±0.08 37.7 ±O.IS 

37.8 ± 0.19 37.S t: 0.12 37.7 ±0.17 

l7.7 ±0.09 31!} ± o.(>5 37.7 ± o.1s 

37.7 ± 0.10 37.S ±0.16 37.6 ±0.14 

37.7 ±0.14 37.S ±o.u 37.6 ±0.12 

37.2 ± 0.18 37,4 ±0.12 37.,.3 ± 0.12 

37.3 ± 0,16 + 
t.37.2 ± 0,11 

I 
37~ -o.os 

37,4 ±0.21 . 37~ ± 0.10 37-.9 ± 0,12 
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re~oit l'eRu -f:_:-:!i!.lce, 
l 'acide ac1~~~1 l salicylique, 
l'extrait vP.eP.tnl. 

On choisit pour l'acide acftyl salicylique ~t l'cxtrait veg~t?l le~ do
ses qui ont redui t de BO ~ a 90 ~ l 'hyper':hPrt'lie provoquce par la levure de bi e
re. Les produits SOnt adninistr.es quotid~e~ne~ent p..~r VOiP buc~ale a raison de 
1 ml/100 g pendant 15 jours. I.a tr.nr:erature rectale est relP.vee 3 fois ;::ar jour, 
tous les 2 jours. 

Le tableau 2 et la figure t 2 re~roduiser.t les ~sul tats obten&S ( :iu la
boratoire) pour l 'acide acetyl salic!'liqu.e et ur. extrai t vecetal. Sur la f~-eure 
12 les courbes de temperature des trois lots ont la mene allure et ne different 
pas entre elles (analyse de la variance, o<. = 0,05). 

IV - AN'I'IANAPHYLAXIE 

Principe : 

L'anaphylaxie est l'augmen~atior. de la sensibilite de l'organisme a ur.e 
substance etrangere (antigene) apr~s que celle-ci ya ete introduite. Cet etat 
n'apparait qu'un certain temps apres le pre~ie~ contact avec l'antigene. 

Le cobaye sensibilise a l'ovalblliline rea~t a une nouvelle injection de 
l'antigene par une broncboconstrict!on. Le premier but est de deteri:liner le laps 
de tem~s pendant lequel la re~onse a l'a.r,a~hylaxie est encore detectable 21 jours 
apres la sensibilisation. En second lieu on teste les substar.ces qui peuvent em
~cher !'apparition de l'anaphylaxie rlar.s l'intervalle de temps determine. 

Materiel ct methode : 

Preparation de l'anioal 

- Sensibilisation des aninaux 

Cinq Cobayes males OU feMelles de 400 a 450 g sont sensibilises le m~me 
jour par de l 1 GValbunine a 50 ~ml en solution saline et a raison de 1 ml par 
100 g de poids de l'animal. L'injection e~t faite par voie intraperitoneale et 
elle est repetee 3 jours et 5 jour5 ~lus tard. 

L'appareil a bronchos,asMe (nont~ge de Konzett-Rossler) permet de veri
fier l'installation de la bronchoconstriction h partir du 21e jour apres la der
niere injection d'ovalbumine et une nouvelle artMinistration par la veine jugu
laire de 200_pg d'ovalbumine dans 0,5 ml de solution saline. 

- Canulation tracheale : 

On p!."end des Cobayes Miles OU femelles de 400 g a 450 r, sensibilise a 
l'ovalbumine. L'animal est anesthesi~ par de l'urP.thane 10 % enad.ution saline 
et injecte par voie intraperi toneale a r:i i_:;on de 1 ml par 100 g de poids, ce 
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qui correspond a une dose de 0,5 e/Kr,. La reeion trachcale est ensuite rasee et 
la trachee est mise a nu. Une tracheotonie est faite et on met en place la canu
lation tracheale a relier a une pompe ventilatoire. 

S'il est nPcessaire de ~ettre l'animal sous l'effet d'un curarisant 
(FLt.XElJlL® ), il e!'>t pril'!ordial de relier l 'animal a la pompe ir:imediatel'!ent 
apres l'adm~~.istration du curarisant (i.v.). 

- Canula ti on 'feineuse : 

La vc;ine jugulaire est decaeee sur 1 cm environ des 81!18.s adipeux et tis
sus qui l'entourent. On ligature la veine du c8te ccphalique et on place un autre 
noeud an attente du c8te cardiaque. 

La veine est clampee du c8te cardiaque et une incision est faite par la
quelle on introduit la canule a 1:1andrin, pointe dirigee vers le coeur, On enleve 
le clamp et la veine est lir,aturee derriere le mandrin. 

Appareillage : 

Le dispositif de Konzett-Rossler de l'cnsemble a bronchospasme Upo Basile 
comprend, figure 13 : 

- Une pom~e ventilatoire (PAU1F.R) pour assurer la respiration artificiel
le de l'anil!lal. La-capaci~~-ventilatoire de notre pompe va jusqu'a 250 ml. Une l!la

nette permet de regler le volune dPbite suivant l'animal utilise. Un systeme de 
poulie permet le reglage de la frequence ventilatoire. On peut obtenir 27 a 63 
pulsations par minute. Ce dernier chiffre convient a la frequence respiratoire 
d'un Cobaye adulte anesthesie a l'uretane. 11 faut veiller ace que 12 frequence 
et le debit de la po~~e restent con~tar.ts pendant toute la duree de la manipula
tion. 

La pocpe est reliee a l'anil'lal par le tube tracheal. 

- ~~apt~~~-~~E~ss~~~ 

11 s'agit d'un l!lanometre a eau relie a un transducteur (Ugo basile) qui 
conv'!rtit la pression de l'air en signal electrique, 8\1 moyen d'un anemomP.tre 
elect»ique. Une derivation, partant de la canulation tracheale est dirigee vers 
le manometre a eau qui communique lui-m~me avec l'anemometre. 

Un agent spasmogene provoque une bronchoconstriction, une diminution du 
volume des bronches, de sorte qu'une quantite d'air envoye par la pompe excede la 
capacite du volurne du poumon de l'animal. Cet exces d'nir prend le chemin de la 
derivation. 11 exercP. une pression dans la partie creuse T du manometre, ce qu.l 
fait augmenter le niveau d'eau de la chRmbre C. Le volume d'air qui se trouve au
dessus du niveau d'eau du manomntre dl.minue, l'air chassn arrive a l'anemom~tre 
par N. 

. .. 
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Fieure 13 SchP.!ll.'l ctu 111ontar,e cl~ Kom~ett-Rossler. 
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L'anemometre est compose d'une thermistance qui fait partie d'un pont 
de Wheatstone. Le passage du dP.placement d'air refroidit cet element, mo1ifie 
ses caracteristiques et ent~aine unP. variation de la difference de potentiel(d. 
d.p.)du pont de Wheatstone. La phase expiratrice de la pompe entratne l'arr@t de 
la pression sur le manometre a eau qui revient a son niveau initial. Le courant 
d'air refroidissant ln therm.istance est supnrimee : elle retrouve ses caracte
ristiques normales. 

Si la constriction est encore presente lors d'une nouvelle phase inspi
ratrice de la pompe (insuflation d'air), la d.d.p. du pont est modifiee encore 
une fois. 

Ces variations cycliques de la d.d.p. du pant de Wheatstone sont trans~ 
mises a un ~alvanometre, couple au stylet inscripteur de l'appareil enregistreur 
(Ugo Basile}. . 

L'exces d'air (l. .. diminution de volume pulmonaire) est enregistre so\.:S 
la forine d'une augmentation de l'arnplitude de !'inscription graphique, quj_ re
vient a son niveau initial a chaque phase expiratrice. 

Calibrage de l'ensenble a bronchosnasme : 

Ce calibrage est a faire tout au debut de la mise en marche de !'ensem
ble. On cherche la sensibilite de l'enregistreur pour laquelle une dose d'hista
mine donne une r•~?onse recouvrant toute la hauteur du papier enregistreur. Da=s 
nos conditions experimentales cette dose est de 2,5 mg/Kg d'histamine (i.v.) pour 
une sensibilite 3. 

- Resultats : 

Les figures 14, 15, 16 montrent les bror.chospasmes enregistres 21, 30 
et }5 jours apres la sensibilisation des Cobayes. 

- Au 21e jour, le choc anaphylactique est intense et mortel. 

Au }Oe jour, la bronchoconstriction, bien qu'intense, n'est que passage
re. Elle dure 25 minutes et disparait d'elle meme. 

- Au }5e jour, la reponse ana,hylactique est de plus faible intensite et 
ne dure que 15 minutes. 

Les resultats notes pour les jours }O et }5 aprP.s la sensibilisatio~ 
so1.t des resultats globaux. Dans nos essais avec des animaux sensibilisF.s depuis 
}0 jours, l'anaphylaxie est parfois mortelle et avec ceux sensibilises depuis 
35 jours, la reponse est quelquefois plus irnportante, parfois plus faible. 

La meilleure reriociP. nour tester. les substances OU les extrai ts Vege
taUX supposls, actifs contre les phf.no~P.nes d'origine alleraique devraient dc~c 
se faire entre 21 et }O jours aprns la sensibilisation pour ne pas ~tre induit 
en erreur par des faux-positifs. 
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UGO CASILE 

Enrep,is i:!."eocr. t du ~"."onc~os!)Dsr.ie a:-,aphylactiq ue 
c~ez le Cobayc, 21 jours a~r~s la sensibili~ation. 

I 

\JGO BASILE 

.. 

l'.:nrP,;~ stre:m<'nt rh1 hr.nnd.o:.;.:,:;~1f! an:1r>h!', 
JO :0·;!":; ap6·s J;1 :>f"'n:;il:ili.'·,•.ion. 

· chP7. le CobayA, 
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Firoire 16 Enregistrement du bronchospasAe anaphylactique 
chez le Cobaye, }5 jours anr~s la sensitilisation. 



- 48 -

La figure 17 reprcsente l'inhibitior. de 1:-l b~··onchoconst:-1.ction d'o!"iei.
ne ar.aT)hylactique par un extrni t de :>l:mte (HP 009) et oi'1 l' on v~i t que l:1. re
ponse a l'histamine n'est ~S l'IOdifiee. 

La fieure lo est celle d'une bronchocor.strictior. due a ::. 'hist~lminP. chez 
un animal nor. trai te par la r.>lante. 

L'avantage de cette ~ethode c'est qu'on peut etucier l'a~tivite des ex
traits vegetaux sur les phenomenes allereiques sur l'anicml entier, qu'on peut 
t~aiter pc~r l'extrait par exemple, par voie or.ale, avant le test. 

On peut combiner les deux methodes non specifiques : la reaction ana~hy
lactique et lecboc qui en decoule et une mP.thode specifique: !'utilisation d'a
gonistes comme l'histamine, la bradykinine, prostagla~dine, pour la recherche du 
mecanisne d'action de l'extrait. 

Il faut faire remarquer que nombre de recherches, ~our ~rouver des subs
tances anti-allergiques pouvant s'ajouter au crornoglycate de sodium et qui peuvent 

etre administrees par voie orale sont effectuP.es, l!lais jus~u'a present on n'n !>RS 

trouver un "Produit comparable au crol'loi;lycate de sodium dar.s lP.ur action pro..,hylac· 
tique contre l'asthl!le. Ce modP.le pourrait etre done un exe::aile de m:mioulation 
s' inserant dans ces ten ta ti ves de trouver des substances d • ori;{i:-.e vegetale actives 
oar voie orale dans la prophylaxie de l'asthme. 

V - AllTI-IMFLAMJ:.t..'l'OIRE 

Prindpe : 

L' infl8J!llll.8tion de la patte indutte par une snspen~ion de levure de biP.re 
peut etre reduite par des anti-inflal'llllatoires. 

Materiel et methode 

- Appareil : 

Le plethysmometre {Ugo :Basile) est constitue d'electrodes sensibles a la 
variation de volU!le. Il est equipe d'un transducteur qui conne tiirectement en r.il 
le volume de liquide deplace par la patte du Rat. 

Le problP.me rencontre dans nos locaux rlans l' ctuc!e de l' inflammation ex
perimP.ntale est la reproductibilite des res11ltats. Cet ecueil a ete resolu en tra
vaillar.t dans une enceinte maintenue a teroncrature con5tar-:P. sur des ani~aux prea
lablernent hydrates. 
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Figure . 1 7· : Enregistrement de la bronchoconstricrion par la tuhnique de Konzett-R05sler, chez 

un Cobaye sensibilise par l'ovalbumite et tr.lite par 2S pg/Kg (p.o.) de rextrait d; la plmte, 
2 H avant !'induction de la rUction anaphylactique. L 'Histamine {H) par voie intraveineuse, 
e";traine UM bronchospasme , l'ovalbumite (Ov.) P• b mime voie ne provoque qun'un brri 
bronchospasme. Le tnitement quotidien d'un aninul sensibilise par 2S pg/Kg (p.o.) de l'extrait 

de la plante pendant 4 jours avant le test : 
- empeche !'apparition de la bronchoconstric:tion 
- mais ne modif'ie pas la bronchoc:onsuiction provoquee par !'histamine. 

_:_i_+------.--------

1 

:----------

-~ 

IR I 
_J_ 

Ficyre 18 Er.r~gistreme~~ d~ la_bro~:
choconstrict:on 1ndu1te ~--
1 'histaraine (i.v.) chez ~ 
Cobaye non sensibilise ~~ 
l'ovnlbumine et non tra1~~ 
n:!r la y>lante. 
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Pour l•hydrntation des rats males de 140-190 g sont mis a jeun de nour
riture ln · veille du test. Le jour dP. l'experience, lP.s aniP.J.~ux re~oivent ~.o. 
aux temps T0, 2,5 ml d'eau di~ti.llP.e p.~r 100 g de poids. Ils sont ensuite intro
duits dans des cages a metaboliDme. !.'urine recueillie au temps To + 2 H est mc
suree. Seuls sont retenus pour le test d. inflalllJllntl.on, lP.S animaux qui ont .~limi
ne au moins ::sop •. 100 du volume d'eau administree. 

Aores la selection par hydr:~tation, on mesure l~ volume V0 de fa r>atte 
arriere droite rles animaux ~ l'aide du nlP.thvsrnoraP.tre. Quatre lots de 6 anirmux 
sont ensuite constitucs. !ls re~oivent ?>-~r voie orale : 

de l'eau distillee pour les temoins, 

l'extrait vcgctal, OU ]es substnncesde reference a concentration crois 
sante ~n. progressio.1 geornetrique pour les autres. 

IllliilPdiatereent apres le gavage, n,1 ml de suspension de lP.vure de biere a 
15 p. 100 dans l'eau distillee est injcctr~e dans le counninet sous-j>);?ntaire. 
L'evolution de l 'oedeme est apprf.ci•!e 1 H ::SO, 2 Ji )0 et 4 H ;o ao.!'es s:i nrovoca
tion, en mesurant le volume de la natte. 

IliTERPRETA'!'ION DJ-:3 iil:!3ULTATS ; 

Les resultats sont exprimes en pourcentage d'inhibition de l'inEamma-
tion. 

On calcule ce pourcenta1;e d • inhi bi ti on nnr la difference entre 1 • nnccrm
tation de l 'oedP.l'IC des animaux temoins (v

1
), 1 H }1.l, 2H ::SC et 4 JI 30 apres ! 'in

duction de l'inflar:unation et l':mem=mt:1tion de l'ocdnr.tc rte::; :mir.iaux traites (V,.r) 
pour les meaes curees, divisee par v1 et lr. tout multi~lie p:1r 100. 

% inhibition = x 100 

Une valeur negRtive correspond a UDP, ftUCJllentntior. de l'oedeme par rap
port aux animaux temoins. 

La figure 19 montre l'action du phcnylbut~~one $ur cette inflammation 
provoquee. 
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Jt'ic;ure 19 : J\ction du nh•~nylbutr.zone sur l' inflammation 
rle ta pntt~ rle Hnt. 
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VI - TEST ANTISECHETOIRE 

INTRODUCTION : 

La deshydratation aigue provoquee par la diarrhee de toutes etiolOF.ies 
figure aujourd'hui encore !l&rmi les r,randes c~uscs de nort~lite infantile dans 
les pays en voie de develo1>perlfmt. 11 est vrni que l' efficaci te de lll re!'i,Ydra
tation '!)ar voie or~le n'e~t plus n drr.iont?:er, mais parall~lel'lent, l' utilisat5.on 
d' un agent phar1!18.colo~ique capable de lifl'i ter '>U reverser la secretion ano!'l!lale 
elle-~me ne serai t que benefique. 

Dans de nombreux nays a faible revenu, les extraits de plantes sont 
encore tres utilises s cet effet. La technique de~ 1U1ses lific!turees avec une 
induction de la sec:etion par la toxi:-1P. cl~ol~rique pou!'.":r.ai t etre un outi 1 trP.s 
Utile pour le screening d'extrAit d'ori~ne VegP.tale a activite antisecretoire. 

PRINCIPE DU ~ODEIE : 

On isole, in situ, chez le lar>in ou le rat, un secment d'intesti!'! 
grele, entre deux ligatures. Dans l'anse ainsi ,rP.nnrP.e, viendrait s'accu~uler 
le fluide secrete lorsqu' on provoque ex,eri111entale111ent un dP.sequilibre du 
transport actif d'eau et d'elect.rolytes a trnvers la paroi intestinale, pc~ un 
agent secretagogue. 

Le volume du fl••ide accW!lule peut etre estil!lP. par une simple pesee ou 
par !'utilisation d'un marqueur de mouvenent d'eau. 

MATERI~LS NECESSAiltES : 

Ani111aux : 

rats des 2 sexes pesant environ 2~0 g 
lapin d~s 2 sexes pesant environ 1 500 g 

Produits consommables : 

La toxine cholerique purifiee ,rodui te Jlf\r "!.HGMA". 

- Anesthesie : 

Pour le lapin, le pentobarbi tAl sociique !)P.Ut et!'P. 1.J°:j lisc par VOiP. 
intraveineuse a la rtose de jl) nr. l);lr kilor.ranr.iP. dP. poi ds corporP.l ; 

• Pour les rats, l'utilisntion dP. l'inhnln+;ion de vapaur d'ether dieth.:i
lique est 1>refetftble. 
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~EC>d~~!:!_~f:irri~u~_nr.~es~~!~~-~~~ !~-~E~~E~~~~~-~~-!~~!~~icn 
de RI~Gl:.'Jl : 

(cf. formule a l 'annexe). 

- Produits nicessaires pour la l'lesure du :ioi.;vt?l'IP.!':•. •IP. l 'eau '>:tr la 

~thode du PEG : 

• Chlorure rle ba:ryum ••••••••••••••• 

• Sulfate de zinc •••••••••••••••••• 

• Hydroxyde de baryum •••••••••••••• 

• Acide trichloracetique ••••••••••• 

Petits materiels : 

- Tondeuse. 
- l~ecessaire pour la dissection, 
- Thenilometre rectal. 
- Cage, 
- Planche de maintien d'anieaux, 

Hac1
2

.2H
2

0 

Znso
4

.7H2o 

Ba(OH)
2

.8H
2

0 

CCl .COOH 
3 

- Seringues de 5 ml, 2 ml, 100 µl + ai~illes, 
- Coupelle de pesee, 
- Papier filtre. 
- Fil a coudre. 

Autres l'lateriels : 

- Enceinte thermostatee, 
- Balance precise, 
- Snectrophotometre UV/visible. 

~ISE ~--OJ-~ DE _L'.~~IENCE : 

Avec mesure du mouvement de l'eau 'l')ar la methode des oesees 

- Utiliser un rat des 2 sexes ,esant environ 2)0 g, 

- Le laisser s'acclirnater au laboratoire pendant au coins 
et s'assurer qu'il n'a pas la diarrhP.e. 

sen:iine 

- Mettre a jeun l'arrimal la veille de l'experim~ntation. Pendant ~ou
te l'experil!lentat~on, installer l'anil!l.~l dan~ ureenceinte thermostAteede nar.ie
re B mainter.ir sa temperature rectale a J7° c. 
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- Induire l 'anesthesie en lnissnr:t l 'aniaal ~ndant q11e!ques minu:es 
da."'ls un cristallisoir s:lture y»r unc vaTJeur d'r.:he:- diP.thyliGue. 

- P::::-atiquer sur la. face abdonin:1l~ r.renl.:bler.ent to::-due une ouver:u
re selon la li~ mediane 

• isoler 5 anses ileales de 7 cm de lo~.gueur et se~rees les unes 
des autres c2 1 cm, 

• nettoyer prealablement la face lW!li~ale avec du RINGER prechauf
fe a J7° c ; la derniere ligature se situe au niveau de la pointe 
de l'appendice. 

Remargues : 

L'operation doit etre propre mais r.on sterile. 
- Veiller a ce que les vaisseaux sanGUins ne soient pas ligatures. 
- Arroser les organes de tel!lps a autre avec du RHIGER tiede. 

L'essai proprement dit comporte trois etapes. 

1 ere etape : 

Chaque anse est stimulee par 5 fag de toxine cholerique sous un volume 
de 0,5 ml. 

On remet l'intestin en place et on referee l'abdoaen oar quelques 
points de suture pendant la duree de la reaction. 

2e etape : ---
Apres) heures, ouvrir a nouveau l'abdol"en : 

- vider les anses de leur contenu et ap::::-P.s rin~age, injecter a la place, 
le produit S tester(substance de ref6rences : chlor~rornazine OU l'extrait vege
tale brut) vehicule par le RINGEH sous un volume n'exedm:t pas 1 ml et prechauf
fe a J7° c 

- reQettre l'intestin en place et referrner i'abdomen. 

Je chane ------
Apres 1 heure, ouvrir l'abdo~en : 

- ,relever !'ensemble de 5 anses et l'etenrlre sur la ~illasse ; 

mesurer la longueur reelle de chaque anse et en noter la valeur Li 

decouper chaque segment AU nive:tu de!J esnacP.s interr.6diAires ; 
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- eliminer le liquide se trouvant a l'exteri~ur avec un eorceau de 
pa pier fil tre ; 

- peser chaque anse isolrc et en noter In valeur P1i 

- vide:!" le contenu en ouvrar.t chnque anse le lon.~ d~ la ligne !!lcsen-
terique 

secher au papier filtre }es dP.UX faces ; 

- peser a nouveau et noter s~ valem.- P
2
i. La difference entre P

1
i 

et P 2i sera note A 1 

- etaler le morceau de tissu hien a plat et en mesurer la:largeur 
q~i sera notee li 

- sacrifier l'animal. 

Consignation et traite~ent des rCsultats : 

- Calcul du flux net de fluide 

En resume, les valeurs suivar.tes sont n~cessaires pour le calcul du 
flux net d'eau : 

Anse 
nO 

: Z\ •. 
Li : 1i : t ;·vi 
(en): (cm):(min): (ml)! 

!-----:----:--:---:-----:---:---! 

fl represente la duree dP. ia deuxiP.me etane 
t 

V. reprP.sente le VO!W'le d'injP.Ction du produit a tester 
1 

Le flux net d'eau a pour fr.!Tiule generale 

-2 -1 
exprime en ml. cm • min 

Si p - p 
1i 21 

On assi~te a un mouvement du fluide de la 
lu:iiere intestinale vers le c&te sanguin ; 
il s'a~it d'une absorption et par convention 
or. a~sicne a la valeur du flux un "+". 
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v. 
l. 

- Calcul de la charee : 
-~------------

On a~sistP. ~ une secretion nette et 
on assigne a l?. valeur du flux un 
"-" 

Nous appelons charge la quantite du produit a tester vehicule dans unt 
an3e et exprimee en milligraB~e, rappo~tee a la valeur (L. X 1.) exprimee en 
centimetre carre. l. l. 

APPLICATION DE LA TECHJHQUE A LA MISE Ell Jo;VIDI-::NCE DE L' AC'!'IVITE A?ITISECRET.llIRE: 
DE L'EXTRAIT VEGETAL NOTE A1 

In'.:roduction : 

Nous avons teste par la technique des anses li~aturees, l'eventuelle 
aptitude de l'e~trait ve~etal note A1 a reverser une secretion nette de fluide 
induite experimentalement par la toxine choleri~ue au niveau de l'ileon de rat. 
L'activite observee a ete comparee h celle de la chlor~romazine. 

Materiels 

- produi t de referer:ce : 
--------------------

Largactil (cI'.lorpro:::iazine) - Solution injectable a 0.5 pour cent. 

Extrait vegetal hydrosoluble note A1 et prepare sous la forme lyophj
lisee. 

Resultats 

?1otre exp1frimentation a ete fai te sur cj nq groupe:; de rats dont les 
anses ont ete preparees selon les C?.~acteristiques suivan:ts 

~!~.E~! Anses non stiJ1111leeR et non traitees. 

£!~~~--~ Anses stimulP.es et traitP.es avP.c A1 ~ la concQ~tratior: 
C1 et C2. 

~!~~~-~ : An~es st5mulees non traitees. 

~E~~~-1 AnRes RtifllulP.es traitP.es nvec le nr.ociuit de reference. 

~~~~-~ Anses stifllulees et trl'li tP.R llVP.C l' ex~rai t A1 a differF-:-::es 
concentrations. 

Hous avons consiP,ne leR rt:i~ultats obtemrn dans le tableau }. 



Tableau J 

!Groupe: Caracteriatiquea 

Activit' Rnt~nAcrdtoirA rle l'nxtrnit A1 
comParee a celle dP. la chlorp;omRzine sur 
l'ilnon rle rat par. ln techni111rn (\P.s nnAen 
lir,ntur~P.a. 

Chnre2 
mr;/cm 

JH2o 
not 

2 ml/cm /min 
n 

!------:-----------------------------------:-------------:-----------:3:------------:3:-----------! 
! : II I 0,0'!7 :+ 2,049 10 I:!: (},~~4 10 I 5 ! 
!------:-----------------------------------:-------------:-----------:3:--------------:-----------! 
! : I~ : 0, 052 : + ~. :nJ 1 0 : - : 2 ! 

!------:----------------------------------~:-------------:-----------:3:------------:3:-----------! 
! 5 : Anses stimulees traitees avec A 1 : o. Ob2 :- 4. j79 10 : :!: 2. 207 10 : 6 
!------:-----------------------------------:-------------:-----------:3:--------------:-----------
! : II I 0 o 029 I - Q • 941 1 0 I - : 1 
!------:-----------------------------------:-------------:-----------:3:----· ·------:3:-----------
! : II I Q, Q1t) : + 0 o 282 1 0 t ! (Jo 7) '.j 1 Q : J 
!------:-----------------------------------:-------------:-----------:3•-;----------:3:-----------
! : " : o.on :+ 0.452 10 : - 0.771 10 : ;s 
I • • t • J . . . 

* CPZ : chlorpromn?.in~ 

\JI 
-> 
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Les resul ta ts obtenus l!IOn~raien t que : 

- l'extrait Al peut reverser une secretion pathologique deja etablie 
(cf. figure 2D) ; 

une charge epitheliale ~n Al SU]lf:rieure a environ 0,018 mg/cm2 at
tenue la secretior. ma.is ne l~ transforme pas en absorption. 

Par ailleurs, la charge efficace de A1 n'affecte pas significative
a:ent le flux basal d'eau sur l'intestir.. non stimile. 

Ces resultats sont prelir.'linaires mais nous apportent la preuve que 
l'extrait A1 meriterait d'etre etudie davantage p.>ur son ac~ivite antisecretoire. 
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Abs.orption nette 

5 6 7 B 9 1 0 11 12"-• 

1 
Charge( x 10) 

mg/c.m
1 

Secretion nette 

• 

•- -•Chlorpromozine •--.Extroit A1 

Figure 20 : Rcpr~sentntion graphique de l'RctivitP. Rntisecretoire 
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VII - TBST Al~TIPALUDEEN 

PRINCIPE 

Des souris inoculP.es de PL.;SMODJU:~ berghei et presentant un frottis 
sanauin p<>sitif. <lY•~nt des hematies parasitees p:lr le P. berghei, sont tr'li
tees p:1r l'exttait de plante 011 lr.s t>ro<lu:i.!s a l'etude. A-:>rP.s 4 jours succee
sif de traiter.ent. la parasjtF.~ie est ev~luee sur un frottis sanguin {Test de 
quatre jours de Peters}. 

- J::n':retien de la souche de P. berghei : 

L'entretien et le w.:15.ntien de la souche se font p:tr passatie successif 
du P. ber.<>:hei d'une souris paras1.tee ::i unP. souris saine. On v~frifie la prfsen..:. 
ce du p.."lrasi te chez la souris en realisant un frottis sanguin sur lame. Si 
!'examen est positif, la Souris est anesthesiee a l'cther OU immobilisee par 
contention et unc prise de sane est f~ite sur elle par une uonction cardiaque. 

Pour que le sang ne coaeule pas, 0,02 ml d'hP.parine a 5 mg/ml en solu
tion saline est ajoutee au ~rP.lP.ve.I!'le~t. Le sang preleve est Dlacc dans u~ 1la
con en verre ?longe dans la alace. 

Le sang preleve est ensuite inocule a des sou:"."is saines par voie intra· 
veineuse (veine de la queue) ou par voie intrapiritoneale. On inocule ainsi 
0,05 ml de sc:.ng. 

Lors de ce travail, l'aseptie doit etre rip,ou~euser.ier-t resoectee. 

Les souris servant a la ccr.se::-vation de la souche et aux tests sont 
-placecs dans un local protege des l'loustiq1:es par la pose de grillage fin 
(r.ioustiquaire) aux ouvertures et voies d'accP.s et la oulverisation re6uliP.re 
d'insecticide. 

- F=ottis sanguin : 

Le sang pour le frottis es-t; prelevP. en coupant l 'extrP.r:iite de la queue 
Un~ r,outte de sang est deposee et etalP.e sur une lame mfnce. 

Apres sechaP,e, le frottis est fixP. en plongeant la lnne dans de l'al
cool !>P.ndnnt deux minutes • La la~e est sechee et on verse le colorant de 
Giemsa sur le frottis. AnrP.s d:i.x minutes, le colorant est enleve par lavnGe ~ 
l'eau de robinet. Lorsque la lamP. P.~t scchP., on passe a l'exanen du frottis au 
microscope (objectif X 1v0). 
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- Preparation du coll)rant ce c;;_emsa : 

La soluti~n mere de Giensa est !>re!).~ree en solubilisant 2,80 G de 
Giemsa dans 125 ml de glycf.rir.P. !>ll!"e ct 37'.J ril ti'r!thanol absolu (ou a la ri
~eur de l 'alcool bidistille). 

Pour la coloration. on ?rt.rmre extem!>oranement, unP. solution au colo
rant, en diluant la solution l!l~re ,ar de l 'eau neutre rlans les proportions : 
2 ml de la solution mere pour 5 ml d. eau neutre. 

L'eau neutre ou eau tae,or..nee est composee de J,54 g de KH2Po4 et de 
7,54 g de :t:a

2
HP0

4 
pour 1 litre d'eau bidistillee. On vP-ifie que;epH es~ P.g:il 

a 1. 1 

- Deter~ination de la parasitemie : 

Sur un frottis les observ<?°'.:ions se fon! sur 1 O champs de l' obje\!ti f 1\)( 

du microscope. Pour chaque champ,·on cornpte le nornbre total des hematies et des 
hecaties parasiteespar P. berghei. 

Le pourr.entage de PP.rasitenie est calcule· de la marriere suiv<mte 

Sor:J!IP. des hematies narasit~es dans 10 chamns 
Sol!lll!e des bel'Jaties es 10 champs 

- Test de 4 jours : 

x 100 

Trois jours avant le test, on inocule a des Sl)Uris adultes pesant en
tre 25 g et 30 g, 0,5 ml de sang '!)relP.v~ par ponction card:iaque sur des souris 
presentant un frottis positif. 

Trois jours apres, la parasitemie des sour.is inoculees est deternince. 
On sP.lectior.ne -les animaux ayant un taux parasitaire compris e'1tre O,l 
et 1 %. Ils sont ensuite repartis en 4 lots dont 6 souris composent le lot te
moin ne recevant que le vehicule e".; ) lots de 4 souris recevant des dcses dif
f P.ren tes de l'extrait OU de la' substance etudiee, par VOie orale. 

- Le traitement ;>eUt COl!llDP.nCer le meme jour, OU le lP.ndemain, et dure 
quatre jours. 

-Le lendert.ain du quatrieme jour de ~raitement, la r.arasitemie est a 
nouveau evaluee. 

Les rezultats sont exprimes en pourcentage d'inhibition du t~ux de 
croissance du P. berahei. Pour chaqlJC lot, on calcule la moyennc initiale 
{Mi) de la parasitemie detercinee} jours apres l'inoculation et la moyenne 
finale. (Mr), 24 !:I a-pres le dernier trai teiaent du qWltriP.me jour • 

. . . 
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On determine ensui te un inctiee de eroic;sance (I ) qui est egal au er 

I er 

Le taux de eroissanee pour ehaque lo~ est donnP. !Jar 

I du lot traite 
C = __;;;c~r'--~~~~~~ 

r I er 
du lot temoin 

x 100 

En prenant l'l du lot temoin COJllr.IP. l'equiv~lP.nt a 100 % de crois
sance, le pourcentage d~fnhibition est egal a la differencP. 

% Inh = 100 - Cr du taux de croissance nour c~..aque lot. 

Un taux d'inhibition de 1GO % est obtenu a la dose de 10 mg/Kg pour 
la chlorof{uine et l'.amodiaq,u:l,ne (Figure 21 ). 
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-Yo Inhibition 
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1,25 5 

'---"'Chloroquine o--o Amodioquine 

Figure 21 : CourbP. d'inhibition de la croiss~~ce 
du P. berehei chez la souris ~r :a 
chloroquine et l'nnodiaquine. 
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CHAPITHE 4 

LES TESTS in vitro 
================~= 

GF.NERALITES : 

Ces tests reprennent en general certains tests in vivo sur des mode
les simplifies puisqu'on met directement en contact les substa~ces et l'organe 
cible. Le choix des organes depend des reponses et des activites etudiees. 

Les tests peuvent etre non s~cifiques !Jermettant alors un screening 
pharmacologique ou specifique pour l'etude d'une activite bien !)rec~_se. Les 
montages proposes decrivent quelques ex~riences qui ?f?Uvent servir de tests 
biologiques pour aider a la recherche d'une fraction active a ~artir d'un ex
trait vegetal OU d'etudes preliminaires.~ l'elucid?.tion du mecanisme d'ac.tion 
de l'extrait ou de la fraction active. 

La critique majeure dans l'utilisation d'un extr~it brut OU purifie re 
side dans le nombre de substances, parfois eleve, encore ~resent dans l'extrait 
car la reponse observee peut etre la somme des effets possibles, sur cet organe, 
de toutes ces substances. 

Neanl!loins, avec l'arsenal ct.il!ai.que actuellement disponible, et qui ne 
cesse de se developper, il est possible par un choix judicieux d'agoniste ou 
d'antagoniste de cerner un domaine d'activite preci= de l'extrait, qui peut 
orienter les travaux dans la recherche du mec?..nisme d'action et servir de sonde 
biologiq~e a l'isolement de(s) substance(s) active(s). 

Le cateriel de base comprend : 

un bain thermostate pour r:.?.intenir l'orgnne a une temperature de 
travail constante pendant toute la duree de la rianipula~ion, 

- un cuve a organe isolP. de 10 ml, 

des transducteurs, isotoni~ues ou isomP.triques, pour ca~ter respec
tivement les variations de longuazrou de force et les transformer 
en signal electrique, 

- l'enreGistreur pour e~pli~ier le si~al clectr.ique et !'inscription 
gra'!'>hique sur pa pier du signal, 

un stimulateur electriquc, pour ~ertaines ex~rier~es. 
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TEST SUR L'ILEON ISOLE DE COBAYE : 

La presence dans lP. systrrne d'innervation entfri~ue de plusieurs ty
pes de ncrfs avec differents neuromediateur.3 et diffP.rents types de recepteurs 
permet de consid'~er l'ilPon isolP. comrne etant un excellent outil de travail ncur 
etudier les effets d'un extrait vleetal. En nlus, les contractions de l'ileon 
isole sont assez simples a enre~strer et rlP. '!)etites quantitmd'extrait seule
ment sont necessaires pour obsecver des effets sur l'ileon. 

L'ileon isole de Cobaye convient parfaitement pour l'etude des ex
traits vegetaux. La presence d'une activite p~arr.iacologique sertde guide pour 
la purification des substances actives presentes dans l'extrait. 

La complexite des mecanismes d'action· par laquelle un extrait OU UDP. 

subst~nce pure provoque une contraction au le relachement de l'ileon contracte 
artificiellernent constitue la difficulte majeure dans l'eiucidation du mecanisae 
d'action de ces extraits. 

Deux approches experir:Jentales sont possibles pour la mise en evidence 
d'effets pharmacologiques d'extrait brut ou purifie avec l'ileon isole de Cobaye. 

1° L'extrait est teste pour se capacite a contracter l'ileon . 
2° La capacite de l'e=~trait a relacher l'ileon contracte par une st:

mulation electrique (ou chimique). 

Pour la stimulation electrique la technique utilisant une stimulation 
par. effet de champ selon Sperelrtkis est conseillee. Le seuil de stimulation des 

nerfs rle l'ileon etant plus bas, d'une naniP.re significative, que celui des mus
cles lisses, cette technique de sti~ulation pe!T.let une stimulation des nerfs 
seulernent de l'ileon. Tousles nP.rfs sont stirnules en rneme temps par cette me
thode. 

APPAREILLAGE 

- Bain a Orf!! ne isole : 

Il est.preferable d: pr~ndre un systP.me de bain pour 2 cuves a orr,a~e 
iRole. Nous conse1llons des ba1ns <l organe isolP. pruposes r.>ar Ur,o Basile avcc 
des cuves de 10 ml. La fi~re 22 reprP.sente le s~hema du.~ont~ge d'un oraane 
isole dans la cuve. u 

- Bnre!!i !'!reur 

. • L'enregistreur GEr:rnI '/O'/O (Ugo Basile) a deux canaux convier.t trhs 
bien a ce montage. Les tra~ducteurs de force isometrique,_ (Ueo Basile _ 7004) 
peuvent traveiller dans un intervalle de tension de O a 10 e et sont adaptes 
pour des et1.JdP.S de screening phRmacnlor,iq ue et des etudes de mecenisme d' action. 

- Sti:'iulateur : 

Pour la stimulntion P.lectrique, le stimulateur Utio Basile 7801 est 
conseill•, avec les 6lectrodes adRpt6es ~ une sti~ulntion pnr effet de cha~p. 
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Figure 22 Schema du montaee d'un organe isole. 
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Fie;ure 2J Schfl111a pour la localisation de l'ileon. 
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PRF.PAllATit:ll Ill·; L' !LEON in·; COBAYJ-; : 

Le cobaye est tue par un cou:o su!" l:i tete. L'l ~orf~e est ouverte f?t 
l"aniiiJal est saigne. Or. ouvre l"abc!oraen et le caecuQ est localise. On coupe 
l"ilP.on a environ 10 en de la jonc:ion ileo-caecale. On re~~re l"extre~ite 
cou~e t!n lui attachant une ficeHe.et on sectionne l'ileon de maniere a 
avoir 15 cm de_ loncueur {fir.ure2} ). 

L'ileon est traite a~ec le plu3 grand soin et tout tiraillement est 
a eviter pour ne pas endommager les nuscles. Les doits propres au lieu d~ 
pinces doivent P.tre utilis~ L"ileon eat place dans une boite de Petri rea
plie de solution de lL-rebs aeree p..'lr un melange d'oxygene et de dioxyde de 
c~rb~ne (02 =,93,5 ,%_- co2 : 6,5 ~~- L"~nterieur de l'ileon ne doit pas.etre 
rince. On enleve delicatement la lllCsentere et des sections de 2 cm d'ileon 
sont coupees, en reperant le bout o~iente vers le caecum. 

Une ficelle e::t introdui te a chaque extreraitP. en faisant atte:-. ti on cte 
ne pas f~rl!le~ les extreni tes de 1 • ilf:on qui doi ver.t r~:;ter cor.:.tal!li"len t ouve:rtcs. 

L'extre~ite jugenale de l'il~on est attachee a ln base de la CUVP. :\ 

or,::ane isol~ e"; le cote caecal est relie au transducteur. 

La cuve a organe isole es~ renplie de solution de Kreb:; aeree Jar le 
l!!Clange o

2 
- co2• Une tension de 1 g est a~pliquP.e a l'ileon. 

Le reste de l'jleo!I est ga:::de dans la solution rte'.K:-ebs, co1~:~mne::t 
aeree si on l'utilise dans la journP.e. 

Pour l 'etude des effets contracturants cfo!; Tlror.u; t;s, il est t::-ef€rable 
d'utiliser les morceaux d'ileon ayant sejournf au ~frigerateur pendant une r-uit 
et gardP.s dans la solution de Krebs (sans etre bnrbotee). Le lendemain o~ harbote 
l'ileon par le Fielange carbogene et 2u bout d'une demie heure, on peut e~fectuer 
le montage. Les rP.nonses contractiles sont ~~illeures. 

Pour l'P.tude de la capaci~P. des ~rod.nits a relacher l'ileon contr~ct;P. 
par une Stimulation electrique, il VaUt Aieux utiliser Un il~on n'ayant pas !)aS

Se unc nuit au rP.frigerateur. 

PHl)'tOCOl.f r~XPEiHi-U·::t.'T AL : 

La substance et 1 'extrait vegetal a te:;ter doivent prealable:-.er.t et!"e 
solubilises dans l'eau. Le volume in:~ct~ dans la<cuve ne rloit pas depasser 400 
pl. Pour les nroduits non-solubles dans l'eau, l'alcool ou le dimethyls~!foxirle 
peuvent etre utilises COCille !'!Ol Vllnts. C:epenrlant un controle e:;t a P.XCCU~er avec 
la 111eme quantite de solv~>.nt pur : 60 pl d 'alcool ou 1 oo p! de ctimethyl~'dfoxirle 
ont tr~s peu d'e:fet. 

La dose standard d'un extrait brut est cte 2 me pour tester sa capaci
te h contracter l'ileon et 20 !!lg poU!" te::tr.r sR capacite n relachcr l'ileon con
trncte par une stimulation electrique. Ces doses correspondent a une concentra
tion dans la cuve de 0,2 et 2 mg/rnl, respectiveMent. 
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1° l::nredstrem1mt d'une action cor.tr:ir.t;ur:mte : 

• A'l');es lP._transfert de l'i!,;on dans la cuve, le:; tests peuvent cort..'lP.n
cer et des qu une hcne de base stable e:;~ obtenue 1:nc rlo-e ""tand ... rd d'hi· • · 20 _ , . • • ~ . ·> ""' s .. o?.1'11-
ne, . }1Gtml, est ~.1outee. L'orr,-:mP. e:;t rj_nct! lorsque la cor.~raction m.<lxi11::1le l?~t 
at~einte. La soluti?n de Krebs dan:; la cuv,. e:ot char.gee '!llu:;ieurs fois ju~qu'a c;. 
qu on retrouve la 1-igne de base. On peut alor:; intr0<hiire l'e"ttr:iit. L'enre:»s
trement doit continuer pour voir si l 'eff~t est trans!toire ou oersist~t .... 

Le • lt t •• 
• resu a. est eeneraleAent expri~P. er. pourcentP~e de la contrac~ion 

orovoqu~e par la dose standard d'histaninP.. !ii l:i cont-"l.ction de l 'histar:ir!e a 
provoque Dr"lr exeAnle une contraction dP. JO "11'1 et l'ext:::alt 11' "'l'I. l' t ·t ·.c·.c r' d, . . • - • u • ex ra:?. a 
JJ 1° act~Vl.te par raoport a la dose ~tHnrl~rd d'histnAinP.. 

On choi:ij_ t la dose rl 'extrni t de telle maniP.re qu•: la contraction ob
tenue soit !c. l!lCme CIU inferieure a la cont.ractior. de la rlose sto..ndard de l'his
ta.l!line. 

Apres plusieurs rin~ar,eset le retour de la li,~e de base, une seccnde 
dose d'extrait peut etre testee. 

Plusieurs doses peuvent etre testces avec le nP.~e tron~on d'ileo~, 
mais la reactivite doit etre ~ontrolP.r. !>lusicur.:; fois. Quand la reponsc c:;t c.fai
blie ou est anullee, on accroche un nouveau norcenu d'ileon. 

2° Enre1?istr~111ent d'une action r·~laxante 

La stir.iulation electrilJUP. nent COJlll!IP.ncer lorsqu~ l' ileon est l'IOntt. 
dans la CUVe. Quand la reponse est un]fOI'l'le, c'e'-t-a-dirc, qunnd chAQUe innc!
sicn electriquP. prOVO<;llP. ay;prO:Xil'lt"l ti 'ft?Aent la mcne runnli tmir. de ;-1~nonse, 1 1 e:c
trai t peut e tre tcstP.. Si l 'ex tr:ti t a des proori1?tes rr.l:l~antes, 1 'ill'l!>li tude 
de la rP.?>onse a la stimulation est di l'linuce. 

On exori~e le resultat en pourcentaee de l'arnpli~ude de la renon~e de 
rP.fP.rence, avant l'introduction de l'extrait. Exe~ple : si i'a111plitude maxir~le 
de }O 1'1111 est ral'!r:nee ii 20 mm nprP.s !'addition rlc l'extrAit, l'inhihition de !.a 
contraction est J0-20 = 10 llll'I, ce qui correspond h }} ~-

Si l 'e:-:t!'ci t a 11rovoGuP. unr. inhi bi ti on to tale dt•JO: contracti n'l:-, l~ 
test doi t etre repete avec une rlose flus fail>le. 

L'enre~istrement terl'line, ln cuve est rir.cP.e sAn:> nrreter la stirula
tion pendant le rini;a::~. Un nutre cxt·~ni t Tle!it ~t;rr. tt!!lt6 lo~r.que lA rcpons.? t:st 
revenue ll son el!lnli tude ini tinlr.. On ren:llnce l 'ore1tne si ccttc d~rnH~re " f.i_mi
nue. 
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INTEHPRl-:TATIOli DES H":SULTATS : 

La figure24· represente des exeroplP.S de rf!ponse des extraits VP.~e
taUX CQntenar:t respectivement des substances contracturantes et relaxantes. Un 
extrait brut peut cependant conter.ir ces deax types de substar.ce. Le r~sultat 
~eper.d des prono~tions de leur concentration respective. 

Sur. l 'enregistrecaent d 'action re laxante, on peu~ s'.l:;pecter la pre
sence de substance contracturante par une augncntr.tion de la li;·ne de base (fi
gure ~ ) • Dans ce cas il est necessiire d' enlever la substance contracturar:te, 
car sa presence rend difficile la detection de l'action relaxante. 

Dans le test OU l'ileon est contracte p.ir une stimulation electrique, 
on peut parfois observer qu'une substance ou un extrait nrovoque une-au~enta
tion d'amplitude des contractions sans qu'il y ait un chanr,ement de la ligne 
de base. 

Plusieurs mecanismes peuver:t etre a l'orir,ine rle cette potentialisa
tion ; par exeDple une augmentation de la cpmtite des transmetteurs liberes, une 
action sur les sites recepteurs, interference avec les seccnds messagers, etc ••• 

Cette reponse donne evidel!ll!lent une inr.ication sur le mecanisme d'ac
tion de l'extrait teste. 

AVANTAGE ET LIMITE DE LA METHODE 

L' avantage d 'utiliser une aethode non spP.ci~·5 que ~ur r.;ettre en evi
dence l'activite pharmacologique d'un extrait vegetal est que par un seul test 
on peut detecter plusieurs types d'activite, et si ce test est assez simple, 
plusieurs extraits peuvent etre testes ranide~ent. 

Ce genre de test est ideal pour ~ider la pu!'ificat! on d 'un extrai t 
vegetal pour l 'isolement d'une fract•.on OU de(s) substnnce(s) active(s). Un 
technicien ha bile peut tester au ooir:s 20 echanti Hons :oar ,;cur, avec des quan
tites de l'ordre de 50 mg pour t;.n extrait et 100 pr; !>Our une substance pure. 

L'inconvenient majeur de cette rnethode est la difficulte d'obter.ir 
une information SUr le mecanisme d'action de la reponse Observee 5Ur l'ileon. 
La substance active de l' ext:~ai t peut contracter OU relacher le muscle lisse par 
plusieurs mecanismes. 

Quelque information peut etre Obtenue en rec·ourar_ t a des agonj stes OU 
des anta~onistes connus. aussi n'est-il pas nP.ces_saire, du ~oint de vue pratique, 
d 'attendre l 'isolement d 'une substance pure pour commencer a aborder I 'elucida
tion du mecanisne d'action de l'extrait. 

En conclusion : l'ilP.on isole de Cobaye es~ utile nour un screening 
r.on specifiqGe des activites d'une extrait vcgetal. Mais pour une etude du cecn
nisme d'action pharuiacolo~que et l'utilisntion mP.dicalP., il faut travailler 
avec la (les) substAnce(s) active(s). 



• 

Figure 24 

Figure 25 
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R!!ponse c 'un extrai t vegotal cor.tenant des substances con
tractur~ntes et relaxantes. ~e rcsultat depend des pro;~r
tions de leur ce: .• ce~ rat ion respective. 

··- ,..,. - >'. .. 

Sur l'cnrcgistrement d'action relaxunte, on peut suspecter la 
presencr. de subatance contracturante par auginentation =e la 
liene de base. 
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Le dP.savanta~e d 'un screeninr, non-srecifiq11e est que les informations 
recueilliP.s au~res des F,ueris:>eurs sur lP.s mnlndies ou synptor-ies pour lesGuels 
la ~lante est nreconj see ne peuvent ~tre utilisP.es. Des r:u?thodes specifiques po1:r 
: 'action prP.conisee sont nrcferab!es dam~ ce hut. 

Pour ~'isolel'lent de substances actives, les tP.sts specifiques sont 
souvent troo encombrants, font perdre du te~ps ou deAanrlP.nt tro~ de su~stance. 
Si on peut trouver une correlatior. entre une nethode sp/cifique et le test sur 
l 'ilcon isole de Colmye, alors !a derniF!re n:ethode est bien adaptf~e pour guider 
l' isole!!'.ent d 'u."le substance active. 
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II - UtEHU~ !SOLE DE RAT : 

Cette manipulation est utilisee pour sa sensibilite a !'adrenaline 
et S."l relative insensibilite a la nor~drennline. La presence en grand nombre de 
recepteurs l!-ndrcn~r{tiques ex91iquerait cette discrimination. 

Le r.ontnge est fort interessant pour les essais d 'extrai t pouv;mt 
contenir des proprietes de ces deux catecholaAines. L'utilisation du propranolol 
permet de deceler la presence d'une sub~~ance activant les recenteurs B
adrP.ner~iques dans l'ext~ait. 11 est aussi sensible aux agonistes cholinergiques. 

PP.}~PAUATIOU DJ-; L'ORGA?IE : 

Pour avoir de bonnes reponses, il faut prP.lever !'uterus sur des fe
melles jeunes de 140 g a 160 get en oestrus. On induit !'oestrus en 1njectant 
par voie sous cutanee, a l'anil'.lal, 24 Havant la l!IBJlipulation, 0,2 ~/100 g 
d'une solution alcoolique d'oestractiol a la concentration de 1 X 10 M. 

Le jour de !'experience, l'ani11111.l est sacrifie et saigne. L'abdornen es· 
ouvert et les intesti.ns sont enleves et mis de c8te. Les deux comes de !'uterus 
sont sectionnees et transferees dans une boite de Petri contenant la solution de 
Locke. 

Les deux comes sont sep.."lrees et debarassees des tissus adipeux. Cha
que corr.e est ?uverte longitudinalemer.t et coupee vers le milieu du muscle. On 
obtient ainsi 4 morceaux de muscles. 

De la ficelle est attachee a chaque extrelllitP. d'une hande de muscle 
et la preparation est montee dans la cuve. La solution de Locke est aeree ?>ar 
du carbogene (0

2 
= 95 %, C0

2 
= 5 %) OU~ l'aide d'un aerateur, et maintenue a 37° 

On attend que les contractions spontanees se regularisent sous une 
tension de 0,05 g (transducteur isotonique U~o Basile) avant de commencer !es 
e::;sais. 

Dans la figure 26 est donnee l'action inhibitrice d'un extrait ve~e
tal a la concentration de 250 pg/ml sur ces contractions spontanees. Un lavage 
(L) de l'organe lui permet de retrouver les contractions. 

La ~resence du propranolol a 1 X 10-8 M, avant une nouvelle introduc
tion de l'extrait, empeche !'apparition de l'activitP. inhibitrice, de l'extrait 
sur les contrartions de l'organe. Non seuleinent les contractions ne sont pP.S inhi~ 

bees; iaais la lign~ de base,·· done le tonus du muscle, est affectee par le pro
duit. 

Cette auenentation du tonus en presence du p:roprano
lol pourrait hredun a i•effet co111posite rle l'extrtait sur l'organe. 

11 s'agit ici d'un test qua!itntif qui permet de d~terminer un site 
d'action, parmi d'autres, de l'extrnit vP.getal. 
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L'extrait de la plante (250 pg/ml) inhibe les con
tractions spontanee~ de l'uteru~3isole de Rat. La 
presence du propranolol (1 X 10 M) entrave cette 
action de la plante. (L = lavage). 
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III - AQHTB !SOI.Er: DE RAT 

L'aorte isolee est un exemplP. de tissu contenant dP.s rece9teurs 
adrencreiques. 

PREPARATION DE L'ORGANE : 

Un rat de 170-200 g est sacrifie et saigne. On ouvre le thorax, on 
degage ensuite l'~orte descendant.e. L'aorte est sectionnee P.t transfe:::-ee dans 
une boite de Petri contenant une solution de Krebs. La solution est constamment 
aeree par le melange o

2
-co

2 
{95-5). 

L'organe eet decoupe en spira.le d'environ 4 mm de large et une lon
gueur de 2 Cfil est DOnt~e dans la CUVe, maintenue a 37° C et aeree nar le carbo
gene. On sow:iet l'organe a une tension de 0,5 g. On laisse le tout-s1equilibrer 
une heure avant de commencer le test. Un rin~age est eff P.ctue toutes les 20 mi
nutes pendant !'equilibration. 

La figure 27 regroupe les courbes effets/dose de la contraction 
de l'aorte provoquee par l'isopregaline, !'adrenaline et la noradrenaline, en 
presence de propranolol a 1 X 10-b M {pour bloquer les recepteurs B
adrenergiques). On trouve darns le tableau 4 la cE

50 
pour les 3 catecholamines. 

Tableau 4 GE
50 

de l'isoprenaline, l'nd~enaline et la noradrena
line S'lil" les recepteurs alpha-adrer.ergiques de l'norte 
isolee de Rat. 

! Substance : CE50 ! 
!----------:----------------I 

- Isoprenaline •• 
: 

- Adrenaline •.•• : 

- Noradrenaline. 

-5 
1.9.10 M 

5 .10-8 M 

-8 
3.2.10 M 

IV - TRACHEE ISOLEE DE COBAYE 

Cet organe est un lllllteriel interessant pour une premiere approche des 
etudes des substances OU d 'extrait vegetal ayant une activite bronchodilatatr:ce 
ou antianaphylactique. 

Pour le test antianaphylactique, l'orgnne est prelevc snr un animal 
sensibilise a l'ovalbumine (voir antianaphyla7ie de ce mRnuel). 
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cyoAmplitude de la 
Contraction de l'Aorte 
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1',itmre 27 Courbe ef~·et/ dose de l' isoprenal:. 
adrenaline et la noradrenaline sur 
l'aorte isolP.e de Rnt en ~resence rl~ 
propranolol 1 X 10-6 M. 
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PREPARATIO?i DE L'OUCANE : 

Un Cobaye de 400 g est tue, il est snienc a la ~orge en faisant atten
tion de ne pas endommager la trachee. 

La trachee est degagee, sectionnP.e et transferee dans une boite de Pe
tri contenant la solution de Krebs. 

Elle est debarassee de ses tissus annexes. Quatre tron~ons de 5 mm de 
longueur sont decoupes dans la trachee, chaque tron~on est decoupe longitudina
lement du c&te oppose au muscle lisse. Les bandelettes sont ensuite accolees 
deux par deu:x, comme indique dans la fi~-urc 28 et un fil est passe a chaque ex
tremi te des bandelettes. On obtient deux bandelettes qu'on monte dans les cuves 
a organe isole, OU la solution de Krebs est aeree par du carbogene (02 = 95 " ; 
co

2 
= 5 %). Cette technique est une variP.nte de la chatne et de la tncbee de

coupee en spirale. 

Suivant les effets etudies, on enlP.vera !'endothelium avant le montage 
ou non, car il est prouve que ce tapis cellulaire de revetel'lf?nt, peut liberer sous 
l'action de certaines substances, col'II'.le l'acetylcholine, un facteur re!exant, tout 
comme l'endothelium de l'aorte. On verifie que l'endotheliUJ!l a ete bien enleve 
par !'absence d'effet relaxant de l'acP.tylcholine sur l'organe contracte par la 
noradrenaline. 

La figu~ 29 represente des contractions inrluites par !'histamine, en 
utilisant un t~nnsducteur isometrique (Ugo Basile). 

La trachee est contractee par la methode cUJ1J~la+ive : on 'joute des 
concentrations croissantes d'histarrl.ne dans la cuve : 10-1 M, 2.10- Met 
6.10-~ M ; elle a ete ensuite relachee ~ar l'isonrenaline par la m~me methode 
avec : 1.10-9 M, 2.10-9, 2.10-t>, 6.10-6 Met 10-5 M d'isoprP.naline. 

V - OREILLETTES ISOLKES DE -COBAYE : 

On s'est servi des oreillettes isolP.es de Cobaye pour le test d'ex
trait ou de substances supposes actifs sur les rP.cepteurs H-adrenergiques. 

PREPARAj'IOH D~ L'ORCANF. : 

Un Cobaye de 400-500 g est sacrifie et saicne, la cage thoracique est 
ouverte et le coeur est rapidement preleve et place dans une botte de Petri con
tenant la solution de Ringer. On le dP.barasse de tous les tissus annexes, et le 
~entricule est separe des_oreillettes en la sectionnant aussi-pres que possible 
des oreillettes. Une ficelle est nouee a chaquc extrcraite des oreillettes qu'on 
transfere ensuite dans la cuve ou le solution de Ringer, maintenue a }7° C est 
acree par de l'o.xygene pur (a defaut se servir du melanee carbogene (02 = 95. 
co2 = 5 ">· Le test tel qu'il est prnserrteici est u.n test qualitatif. 
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--- Smm---

Figure 28 Schema ~ontrnnt l'as
se~blage de 2 l81'1beaux 
de trachee i3olee de 
cobaye. 
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HIST.AMINI-~ IS<>l'REllALINE 

Figure 29 Reponse a l'histar:rine et a l'isopre
naline aprP.s la contraction par 
l'histaJ11ine de la trachee isolee de 
cobaye. 
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La fi.;ure 30 a est un cxemple d'enre~istrenr.r.t o~tP.r.u avec rles o~eil
lettes i:;olees acti vees par l' iSOprr:na!.ine, P.n Se servant d 'Un transducteur iso
toniG.lU? (UP,o B·:sile). En dessous on pet;t observer l'effet d'un extrait veeP.tal 
qui sans r:odifier l 'acpli tude des contr:tct:i.ons a rli.ninue ln frequence des con
tractions. 

_a) 

- -- - - - - - - - -·------

I 

··-· -- -· ·------

Figure 30 : Cocparaison de l'effet de l'isoprenaline seule a 1 X 10-7M a) 
et en presence de l'extrait de la plante a ?50 ug/~1 b), 
nur lcs oreillettes isolees de Cobaye. En presence de l'ex
trait de la plante, l'acplitude de la contraction induite 
par l'isopr&naline est inchangce, mais on observe une di~i
nution de la frcquEr.ce des contractions. 



,_ 
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LI!iTE DES APJ>AREIL.'i 

=================== 

UGO BASILE 
Biological research apparatus 
21025 COMERIO-VARESE 
ITALY 

Designation : reference Prix U. s. S 
----------:----------:--------

- Plethysmometre ••••••••••••••••.•••••• 
- Analgesi~etre (Randall et Selitto) ••• 

+ Pe4ale et c3ble •••••••••••••••••••• 
- Transducteur de bronchospasme •••••••• 
- Pompe ver.tilatoire pour rongeurs ••••• 
- Bain a organe isole (pour 2 cuves a 

organe iso1e} ••••••••••••••••.•..•.•• 
- Cuve a organe isole (10 ml) •••••••••• 
- Transducteur isometrique DY2 •••••.••• 
- Transducteur isotonique •••••••••••••• 
- Enregistreur GEMINI (2 canaux) ••••••• 
- Papier en_..-egistreur •••••••••••••••••• 
- Pulse generator •••••••••••••••••••••• 
- Electrodes pour une stimulation par 

effet de champs (selon Sperelakis) 

: 

. . 
: 

. . 

7150 2,220.00 
7200 1,000.00 
7203 22.00 
7020 1,450.00 
7025 2,500.00 

4050 1,60Qy00 
4100 44.0~ 

7004 420.00 
7006 870.00 
7070 3,940.00 
7075 8.00 
7801 2,J1.i5.oo 
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A I! H E X E 1 
============ 

NaCl ••••••••••.•••••...•.... 
NaHCO •••••••••••••••••••••• 
Solutfon 1 •••••••••••.•••••• 
Solutinn 2 ••.••.•••......... 
Eau qsp ••••••••••••••••••••• 

Solution 1 : 

J.tgC1
2

, 6H
2

0 ••••••••••••••••• 
CaC1

2 
anhydre ••••••••••••••• 

Eau .••••••••••...••........• 

Solution 2 : 

~HPO •••••••••••••••••••••• 2PO: ..................... . 
Eau ••••••••••••••••••• • • • • • • 

FORMULE DE KREBS : 

Solution de stockage •••••••• 
Glucose ••••••••••••••••••••• 
Cac1

2 
anhydre ••••••••••••••• 

Eau • .••••••••••••• • ••• • ~ • · · • 

Solution de stocY.age : 

NaCl ••••••••••••••••••••••.• 
KCl ••••..••••.•••••••• • • • · • • 
KH PO •••••••••••••••••••••• 
Mg~O 47H

2
0 •••••••••••.•..... 

HaHc~3 •...•..•.............. 
Eau q.s.p ••••••••••••.•.••.• 

6.72 gra.llU'les 
2.10 g 

50 ml 
100 ml 

1 000 Ill 

4.86 g 
2.66 g 

1 000 ml 

4 .16 g 
0.54 g 

000 nl 

2!>0 ol 
4 g 
0.,6 g 

1 800 l!ll 

69 e 
3-54 G 
1. 61 e 
2.97 g 

21 .0 g 
000 nl 

La solution de Krebs doH r-+;rP. prepn!:~P. t;ous lPn jours. Un mel~nce 
de 02 (93.5 %) et C0

2 
(6.5 %) P.St barootce cnnstnl'lr.IP.nt a travers la solution. 

SOLUTIO?l DE LOCKE : 

NaCl .• ••••.••••••••••• 
KCl .••• ••••••••••••••• 
CaCl ••••..••.••.•••.• 
NaHc6~················ 
Cluco§e •••••.•••••••.• 
Eau qsp ••••••••••••••• 1 

9 g 
0,42 g 
0,24 e 
o, 15 g 

1 g 
000 ml 




