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PREFACE

Ce manuel pratique de screening nharmacolosique des plantes médici-
cinales est le résultat d'un séiour de Honsieur le Professeur ém. Finn
SENDBERG, Université d'Uppsala au Centre National de Recherches Pharmaceutiques,
Antananarivq dans le cadre des activités du projet PEUD/0RUDI DB/nAG/89/008 :
"Technologie et Valorisation des Plantes Médicinales et sromatiques™.

I1 expose des méthodes de screening nharmacolozique utiliséesdans les
deux laboratoires et qui sont pronosées aux mayvs du tiers nonde qui ont 1'in-
tention de dévelonper des médicaments dérivés des plantes, utilisées en soin
de santé primaire. .

Pour réussir dans cette voie, il est absolument nécessaire d'intégrer
les différentes étapes et méthodes de recherches des nlantes médicinales. Une
telle intégration est explicitée dans le Chapitre 1.

La méthode du "tapis roulant” est universellemert applicable et est
écoromique puisqu'elle exclue les plantes toxiques et inaciives vresiu'ap dé-
but des investigations.

Le Chapitre 2 concerne deuz tests .7énfroux in vivo : le screening hip-
pocratique sur Rat et la toxicité aijué e suhaigué sur souris (ou Rat). Ces
deux tests cort effectués pour chaque dlante et selon les résultzts obtenus, les
invest._gations sont arrétées, ou continuées nar des méthodes in vivo et in vitro
décrites dans les Chavitres 3 ou 4.

Il est nécessaire de limiter les méthodes spécifiques & celles qui
sont considérées pour &tre les nlus imnortantes.

A titre d'information une liste des anpareils utilisés est dressée
avec leur nrix.

Special Technical Adviser
Pharmmaceu+ical Industries Unit,
UNIDO €ONUDI)

Chief Technical Adviser
UNIDO (OMUDI) Proj. DP/MAG/84/017
Antananarivo - Madagascar




CHAPITRE 1

LES RECHERCHES INTEGRCES DES SUBSTALCES LATURELLES
DAES LE DEVELOPPEHENT DES IEDICAMENTS DZilIVES DES PLARTES

Pendant un siécle, la recherche de subsiances naturelles a été do-
pinée par la phytochibie. L'éventail de nos conraissances chimiques est aussi
impressionnant que le manque de connaissance pharmacologique des substances
naturelles. Ce désaccord est évident et il constitue certainement un goulot
d'étranglement pour le dévelovpemen:t ce nédicamernts dérivés des plantes, uti-
lisées en soin de santé primaire.

Les études de l'activité aniibactérienre et antifongique étant sim-
ples 2 réaliser au laboratoire, noutreuses sont les investigations faites,
concernant les plantes & propriété aniimicrobienne. liais si ces recherches ne
sont pas suivies, par une étude de toxicité in vivo, les résultats ne peuvent
étre exploités utilement. L'obstacle le plus frisuent i ces études de toxici-
té, est que, lorssue le phytochiniste a isolé la quantiié de substances pures,
nécessaire pour 1i'2lucidation de la structure chimique, il n'en reste plus
suffisauaent pour effectiuer les recherches pharnracologiques.

Ainsi, il serait toujours souhaitable de disposer d'une usine pilote
pour préparer les extraits des plantes, afin d'obtenir une quantité d'extrait
suffisante pour les expérimentations oharmacologiques.

Pour réussir dans le ddévelopvement de médicaments dérivés des plan-
tes, il est absolument nécessaire d'intégrer les différentes étapes de re-
cherches des substances naturelles. Une telle intégration est explicitée dans
le plan : Méthode du "triage pharmacc-chimigue” pour le dévelovpement de nédi-
canents dérivés de plantes.

Cetie méthode est fondée sur plus de trois décades d'expérience dans
ce -domaine dans le Tiers-Monde. Chaque étaps est numérotée et les commentaires
sont donnés ci-dessous :

ETAPE 1 :

L'inventaire peut &tre réalisé selon le protocole de 1'0. k. S. ou
un pnrotocole similaire. Les observations pour chacue plante doivent comporter
au poins une information sur la partie de la nlante utilisée, son utilisation
en médecine traditionnelle, le nom vernaculaire, le lieu de récolte et 1le nu-
méro de collection.




KETHODE DE "7TRIAGE PunARRACO-CHIKIONE"
POUR LE DEVELOPPEMERT DE MEDICAMERTS DERIVES LF PLANTES

1. Plantes médicinales utilisées Inventaire de plantes médicinales -
dans la médecine traditionnelle <: Ethopharmacologie, Ethnobotanique

42
2. Identification taxonomique — | Echantillon de référence dans un
herbier

4

3. Préparation d'extrait brut :
a) extrait aqueux lyophilisé sous vide
b) extrait alcoolique 3 70 % d'alcool évaporé a vide

4. Toxicitég;ijﬁ et subaigué d'extrait a) et b) sur rats

Toxicité forte-:

Toxicité faible ou sans toxicité
Pas d'investigati on pharmacologique cite 24

5. Screening pharmacologique d'extraits bruts
a) et b)
I. Screening hippocratique
1I. Tests spécifiques in vivo et in vitro

Aucun effet pharmacologigue etabli.
Plante inactive. Pas d'investiga-
tion vharmacologique.

Un ou plusieurs effets pharma-
cologiques établis.

=
10.Pharmacologie clinique 6. Séparation d'extrait brut
Toxicité chronique
11.Evaluation clinique 7. Chaque fraction est testée
= |____sur 1'effet trouvé en 5.1I.
12.Porrulation, productio1 8. Purification des fractions
actives

9. Isolement et identification
de substance(s) activels

rB.Contrble de qualité l




ETAPE 2 :

I1 faut bien souligner qu'un bon échantillon d'herbier est absolument
nécessaire pour une identification taxonomique des plantes récoltées. La pré-
sence ¢'un botaniste n'est nas obligatoire lors de la collecte, mais 1'identi-
fication taxonomique doit é&tre exécutés dans un herbier par un botaniste. Aussi
est-il nécessaire qu’une personne de 1l'cquipe de l'inventaire sache monter un
bon échantillon de référence a conserver dans un herbier.

ETAPE 3 -

Il est préférable de préparer les extraits bruts a une écheile pilote,
par exemple avec 1'unité d'extraction et de distillation "multipurpose CR 611"
(Tournaire Frires, Grasse — France).

Pour 1'étape 3a, on ajoute dans l'eau 2 % d'acide acétique, qu'on
élimine ensuite par évaporation sous vide. L'extrait final est lyophilisé. Ceci
correspond & 1'usage de 1'eau pour l'extraction dans la médecine traditionnelle.

Pour 1°'étape 3b, on utilise de 1'alcool a 70 %. Ce solvant est tres
pratique pour une production industrielle ultérieure cgr elle est facile a éva-
porer, et extrait presque toutes les substances hydrophiles et certaines autres
qui le sont moins mais qui ont une valeur thérapeutique intéressante. Sinon on
isole ces derniers au cours de 1l'étane 6.

ETAPE 4 :

La toxicité, aigué et subaigué qui durent respectivement 1 jour et 7
jours est étudiée sur souris (ou rat) aprés une injection intrapéritonéale.

Si les extraits de 1'étame 3a et/ou %b ont montré une rorte toxicité,
il est préférable d'arrédter les investigations phamacologiques, parce qu'une
telle plante n'est pes indiquée pour un usage thérapeutique. Mais si 1'étude a
une finalité académique les investigations nharmacologiques peuvent &ire pour-
suivies pour identifier le principe toxique et son mode d'action.

ETAPE :

- - la screening pharmacologinue doit commencer par le screening hippo-
cratique avec une injection intrapéritonéale du produit. Si ce screening a don-
né un résultat positif in vivo et/ou in vitro, des tests spéciaux sont exécu-
tés, par exemple le test antisécrétoire, test antitussif, test antipyrétique,
test anti-inflammatoire, test analgésique, etc...

Le test spécifique 3 exécuter dépend des résultats du screening hip-
pocratique et de 1'utilisation de la plante nréconisée par la médecine tradi-
tionnelle.




Dans _ette étape on peut exclure les nlantes inactives caractérisées
par 1’absence d'effet pharmacologique. Toutefois il faut se rappeler que les
effets hormonaux ne peuvent &tre détectés dans cette étane. De telles études
demandent des méthodes spécifiques mieux adaptées.

ETAPE 6 :

Le fractionnement de 1'extrait trut uiilise généralement les méthodes
chromatosraphiques. On peut commencer par une précipitation avec l‘acétone. Le
traitement de la plante avec les solvants organiques est aussi utilisé.

ETAPE T :

Les fractions obtenues dans 1'étape 6 sont testées sur 1'effet trou-
vé en 5.11. Les fractions actives doivent avoir une activité plus élevée que
1'extrait de 1'étave 3.

ETAPE 8 :

Dans la purification des fractions actives, plusieurs manipulations
vhytochimiques sont incluses, mais elles sont toujours guidées var un test
biologique, qui doit montrer un effet nlus élevé i chaque ét-pe de la purificati

ETAPE :
active(s)
Pour 1'isolement et 1'identification de(s) substance(s)l des méthodes

employant la CLHP (HPLC), 1a CPG préparative sont utilisées. Leur identification
peut recourir a des méthodes conventionnelles comme le spectre I.R., la R.M.XN.,
la C.P.GC.-S.H.,0RD.

ETAPE 10 :

Trois produits de différents degrés de puretés peuvent &tre utilisés
en soin- de santé primaire :

a) 1'extrait brut (étgpe 3),
b) 1'extrait purifié (étape 6),
c) les substances actives pures (étape 9).

I1 faut souligner que les extraits bruts et les extraits purifiés re-
viennent moins chers & la fabrication, alors que la préparation de substar.ces
pures est tr:=s onéreuse mais pas toujours nécessaire pour 1'usage clinique.

Par conséquent en soin: de santé primaire, les extraits bruts et les
extraits purifiés (étapes 3 et 6) sont recommandés a condition qu'une méthode
de standardisation soit établie.




La oharmacologie cliniuue comprend les tests sur des volontaires hu-
nains et la toxicite chronique est exdécutée sur au moins deux ordres différents
d'animal : un rongeur et un non-rongeur, par exenple.

CTAPZ 11

Les tests cliniques doivent -5i possible- &tre réalisés en essai cli-
nique nulticentrique.

ETAPE 12 :

Si les résultats des étapes 10 et 11 sont concluants, le travail ga-
lénique peut commencer et on proecide 3 la mise er forme galénique du produit
en vue de son utilisation clinioue : sirop, comprimés, capsule, pommade. L'é-
tane suivante est la falrication a 1'échelle industrielle.

ETAPE 13

Le contrdle de qualité de la forme galénique pour les extraits bruts
et les extraits fractionnés doit &tre fait selon une méthode standardisée, =i
nossible par une méthode chimique, ce jui est le plus sinple, autrement on
adopte une méthode pharmacologique.

Ce contrdle de aualité percet de vérifier aussi que les ragles de
"bonnes vnraticues de fabrication” ont été suivies.

La néthode du "Triage vharcaco-chimique” est universellement appli-
cable. D'ailleurs cette méthode est décrite pour servir de guide aux pays en
voie de développement, qui ont 1'intention d*exnloiter lewr médecine tradi-
tionnelle (sous forme d'extraits bruts ou fractionnés standardisés) en soin
de santé primaire.

La méthode du "Triage pharmaco-chimique" est économique puisqu'elle
exclue les plantes toxiques et inactives presque au début des investigations.

Le vrincipe de la méthode est le suivant : on commence par les tests
pharmacologiows et la phytochimie est réservée 3 la fin ; la purification des
fractions actives est guidée par un test bjiologioue, recourant a un test in
vitro de préférence, pour éviter un travail phytochimique inutile sur des subs-
tances inactives.

Dans les chapitres suivants sont décrits en détail les méthodes men-
ti onnées dans les étapes 4 et 5.




CHAPITRE 2
Ce chapiire concerne deux tests géndraux in vivo :

I - Screening hippocratique sur rat
I1 - Toxicité aigué et subaigué& (souris ou rat)

I - SCREENING : HIPPOCRATIQUE D'EXTRAITS BRUTS :

Le screening lippocratique a été effectué sans tenir compte de la
raison pour laquelle les plantes avaient été ramassées (taxonomie, médicament
traditionnel, plante rejetée par les animaux). Dans ce but, nous avons utili-
sé et modifié la méthode de Malone et Robichaud (1962).

Ce chapitre donne une description &dtaillée du protocole opératoire
avec nos modifications et notre expérience, afin qu'il puisse servir de modéle
d'une méthode standardisée. Le besoin d'un tel "mode opératoire" avait été expri-
mé A plusieurs reprises par différents mys du tiers monde.

EQUIPEMENT :
L'équipement spécifique suivant est nécessaire :

Cage pour 1l'observatbn :
de
En bois/ 54 X 58 cm, avec une hauteur de 8 cr, la cage n'a pas de
fond parce qu'elle est placée sur une feuille de papier absorbante. Le papier
est changé chaque jour aprés les observations faites, pour noter la quantité
et la nature des excréments.

Thermométre rectal :

Un thermom®tre en verre avec la graduation de 28-42° C. La partie qui
doit étre introduite 8 un diamétre de 3 mm et une longueur de 24 mm.

Ecran de test :

Un écran en maille de fil métallique renforcé est utilisé pour con-
trdler la force des muscles lecomoteurs et leur coordination. L'écran est lar-
ge de 30 X 36 cm et construit avec 13 brins espacés de 10 cm.




Chronométre :
subdivisé
Un chrononétre / en secondes avec une capacité de 30 minutes.

Essai du crin de cheval :

Un crin'd'une longueur de 5 cm est attaché au bout d'un manche er.
bois qui a 15 cm de longueur et un diamétre de 2 mn. L'attache es¢ faite avec
du fil et de la ..omme laissant 4 cm de crinth )1'éxtérieur du bout de bois. Le
voil est utilisé pour contrdler les réflexes cg;néens et pinéaux, le mancre
de bois pour évaluer la réponse & la suite d'un choc sur la téte.

Papier filtre :
5,5 cm de diamétre, Whatman n® 1 ou une qualité similaire.

Peuille de carton

Sur un c6té d'une feuille ae carton de 2 X 15 cm, 2 ur intervalle de
1 cm, des tiches noires sont faites avec les diamdtres suivants : 1/16, 1/85,

1/4, 1/2, 1, 2, 3, 4 mm. La feuille de carton sert a mesurer le diamétre prpil-
laire.

Fiche a remplir :

Un modéle de fiche est denmné  (page 8) ;

PROCEDURE EXPERIMENTALE

A — REMARQUES GERERALES

Animaux :

Des rats femelles ou méles nourris normalement, pesant 160 a 180 g
sont utilisés. Pendant les six premiéres:heures d'observation du premier jour
les animaux n'obtiennent ni eau, ni aliments ; aprgs 1'observation, ils sort
alimentés ad 1ibitum.

Administration :

Les injections sont en principe faites par voie intrapéritonéale, de p
férence au méme endroit. Si la suspensicn est trop visqueuse ou trop épaisse, on
peut l'administrer par voie orale.

Solution & tester :

Tous les extraits bruts et les extraits purifiés de la plante sont
mélangés A une suspension aqueuse contenant 0,25 ou 0,50 4 d'agar. Les extraits
sont lyophilisés et réduits en poudre, ce qui facilite la préparation d'une sus-
pension (raite par trituration). Si un extrait contenant des alcaloides es: dif-
ficile A mettre en suspension, on ajoute de 1l'acide chlorhydrique jusqu'a =H 6.




SCREENING QUALITATIF, SEMIQUANTITATIF
et TOXICITE de :

Excipient: . Conc:

mgqg/Mml Dose:’

OI3SERVATION opres

ANIMAL:
Injection , VOL:

mg/kq
Evoluation par:

a JEUN SEXE |
VOIE ; HE URE:
OPERATEUR,

] OISSERVATION apreés

PARAMETRE

heure our .,

PARAMETRE

mn_| heure jour

1-DEPRESSION du S.NT. 331]21416]2[31415]6]7] 4- OREILLES SN53011 (214 1612131415617
diminul de l[Achvite Motrice agleur
ataxie hyperemie
perte du retlexe cyanose
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Quelques extraits bruts peuvent &tre résineux par nature, et il est trés diffi-
cile d'en faire des suspensions. Dans ce cas, il faut utiliser une quantité
d'agar plus €levée et 1'on administre la suspension par voie orale. La concen-
tration la nlus élevée utilisée pour un extrait est de 10U mg/ml et le volume
maximun de la suspension utilisée est de 10 ml/Kg. Cela veut dire que la dose
la plus élevée est 1 000 mg/Kg. Pour une substance pure (substance de référence
ou nouvelle drogue) on utilise 250 mg, pour un extrait brut ou purifié 2-% g
pour faire un screening.

Dosage et nombre d'animaux :

Le premier but du travail est la déterminaticn de la dose 1léthale, la
dose complétement inactive, choisir ensuite au moins 3 doses avec des effets/en-
tre les deux extrémes. et de situés

Pour les extraits bruts de plantes, on cormmence par une dose de 500
mg/Xg (dans une suspension de 100 mg/ml - si possible - sinon 50 mg/ml). Si
cette: - .: dose n'est pas efficace, on administre une dose de 1 000 mg/Kg.'Si
la derniére dose est active ou léthale, on administre une dose de 750 mg/Xg.
Dans le cas ou la dose de 500 mg/Kg produit quelques effets (mzis pas d'effets
1éthaux) les deux doses plus élevées (750, 1 000 mg/Kg) et les doses les plus
basses, par exemnle 250, 100, 50, 10, 1 mg/Kg sont administrées, selon les ef-
fets obtenus.

Si la dose initiale de 500 mg/kg est léthale, on administre 50 mg/Kg
comme deuxiéme dose. Les doses suivantes sont administrées selon les résultats
obtenus.

Dans la description originale:de cette méthode, les auteurs proposent
que les doses efficaces soient administrées selon une échelle logarithmique.
Nous avons préféré modifier ce point pour des raisons pratiques.

Si 1'extrait est efficace, on injecte les 5 doses différentes & un ou
deux rats pour obtenir une évaluation complite, c¢'est-a-dire un minimum de 5
rats et un optimum de 10 rats. Pour des extraits inactifs, 2 rats recevant cha-
cun 1 000 et 500 mg/Kg, peuvent &tre suffisants.

« . Observations :

Le premier jour les observations doivent &tre faites 4 5, 15, 30, 60
minutes, 2, 4, 6 heures apres 1'adninistration. Du deuxi®me au septiéme jour
les rats sont observés une fois par jour. Dans 1'intervalle, des observations
,sont aussi possibles. Chaque espace vide de la fiche doit &tre rempli

aux heures indiquées,avec 1'évaluation 0, (+), +, ++, ++, ++++,
ou avec une mesure réelle L Pour 1'évaluation d’une fiche 1'absence d'un symn—
tdme 3 une heure donnée signifie qu’on a vraiment contrdlé ce détail.




Evaluation des paramétres :

Les paramétres sont groupés sur cette fiche pour faciliter 1'évaluation
des résultats, mais 1l'ordre des tests est différent quand on fait le screening
(voir plus bas).

B - EXECUTION DES OBSERVATIONS :

On peut distinguer six groupes différents :

dépression du systéme nerveux central ;
stimulation du systéme nerveux central ;
observation des yeux ;

observation des oreilles ;

symptdzes généraux ;

synptdzes subjectifs.

—~ Premier groupe
Deuxiéme groupe
Troisiéme groupe
Quatriéme groupe
- Cinquiéme groupe
Sixiéme groupe

1° Premier groupe : dépression du systéme nerveux central :

- la diminution de 1'activité motrice est estimée comme suit :
(+) : 1'animal est tranquille, bouge de temps en temds spontanément.

+ ne bouge pas spntanément, mais manipulé, bouge lentement,

++ : manipulé, bouge trés paresseusement.
+++ : manipulé, ne bouge pas du tout.

Ataxie :
(+) : en cas de mouvement, on déczle une incoordination occasiornnelle.

-+

..

en cas de mouvement, incoordination constante, mais le rat mar-
che tout droit.

++ : le rat ne peut pas marcher tout droit, la ligne suivie est ir-
régulidre.

- - 4+++ : aucune coordination.

Perte du réflexe :

(+) : 1a partie postérieur du corps dvec les pattes postérieures
peut &tre mise sur le cdté.

+ : le rat peut étre mis seulement sur un cdté.

++ : le rat peut &tre mis sur chaque cdté.




+++ : le rat peut étre mis sur le dos et également sur le coté.

++++ : le rat ne peut pas se retourner méme si on lui pince les or-
teils de la patte nostérieure.

Analgésie :
(+#) : quand 1'ongle de 1'ondérateur presse fortement 1'orteil d'une

patte de la partie postérieure du rat, on note une réponse
paresseuse : des cris et/ou un essai de fuite ou de morsure.

+ : quand 1l'ongle presse, il n'y a pas de cris ou de tentative
de fuite ou de morsure, mais le rat essaie de retirer sa
patte.

++ : pas de réponse

Ce test est subjectif. Il est trés immortant de toujours presser avec
la méme force.

Anesthésie :

+ : le rat est mis sur le cdté, reste ainsi, et ne peut pas étre
changé de position manuellement.

Rythme et profondeur de 1z respiration :

La durfe pour 50 inspirations et expirations est mesuréavec le chro-
nomd¢tre, et ie ncmbre converti en secondes est noté sur la fiche. Ainsi, une
diminution de la respiration est indiquée par un chiffre plus haut que pour la
péricde de contrdle, et une augmentation de la respiration est montrée par un
chiffre plus bas. La diminution de la resniration est évaluée ainsi :

(+)
-

diminution modeste.
diminution moyenne.
diminution importante.

e e o

- La respiration de Cheynes-Stoke est soit absente (0), soit présente

Réflexe cornéen et pinésl ::

(+),: réponse lente, quané le bout du crin de cheval touche la cornée
et le conduit auditif.

+ : pas de réponse du tout.
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Paralysie des pattes antérieures, des pattes 'nostérieures et
de la téte :

Ceci est contrdlé en mani-u.art les narties en questiion et est
évalué ainsi :-

(+) : 1a téte ou les pattes tombent en arriére lentement aprés
le soulévement et la chute.

+ : la téte et les pattes tombent en arriére rapidement apres
le soulévement et la chute, le rat ne neut plus faire un

mouvement musculaire.

Perte de support 2 1'écran :

Ce test sert a contrdler la force et la coordination des muscles.
Le rat est nis au centre d'un écran horizontal puis 1'écran est renversé et
agité doucement en arriére et en avant a2 la vosition renversée.

le rat qui tomoe de 1'écran suit un angle de 45°.
le rat qui tombe de 1'écran suit un angle de 90°.
le rat tombe quand 1'écran est renversé.

le rat tonmbe a la premikre secousse.

sans signification.

vt}

LU T 2 Y I T I T

(+)

En bas de la fiche, le chercheur doit noter si les pattes posté-
rieures glissent d'abord ou si les pattes antérieures et postérieures glissent
en méme temps.

2° Deuxi®me zroupe : stimulation du svstéme nerveux central :

Réaction d'alarme :

La réaction d'alarme est contrdlée en frappant fortement en dehors

de la cage d'cbservation "une feuille métallique pliée et évaluée comme
suit :
- - (+) : 1e rat sursaute doucement.

le rat fait une secousse visible.

le rat fait une secousse, saute et fait un essai frénétique
soudain pour se libfrer.

+++ : le rat tombe en corvulsions cloniques.

+
1] (13 e

Augmentation de l'activits motrice :

(+)

le rat regarde aulour de lui, bouge, mais ne court pas dans
la cage. -
le rat bouge constamment, mais normaiment, et essuie son ne pas constamment
bouge constamment et rapidement, essaie souvent de fuir.

+
H
4 court constamment, tente fréquemment de fuir.




Tremblements fins du corps :

On ne peut pas les observer avec les yeux, mais on peut les sentir en
mettant les doigts sur le dos du rat au-dessus de la colonne vertébrale. Les trem-
blements sont évalués comme suit :

(+) : présence équivoque.

+ : présence de tremblements sporadiques,

++ : tremblements continuels.

+++ : des tremblements occasionnels sornt visibles sans toucher le dos.

Tremblements visibles du corps :
L'observation n'est faite qu'avec les yeux:

(+)

nrésence équivoque.

+ : présence définitive, mais seulement sporadique.
++ : tremblements continuels.
+++ : tremblements prononcés, nroches des convulsions cloniques.

Fasciculation :

La fasciculation est représentée par des mouvements de la peau, simi-
laires aux vagues, vers la partie postérieure : ils sont évalués das cette partie
de la fiche parce qu'il est trés important de faire la différence entre ceux-ci et
les tremblements vsibles® et les convulsions cloniques faibles (paramétre suivant).
On peut évaluer les fasciculations en observant attentivement, avec les yeux :

(+)

<+

réponse équivoque.

fasciculations définitives dans une région, mais le mouvement

n'est pas continuel.

++ : fasciculations dans plusieurs régions, mais le mouvement n'est
pas continuel.

+++ : fasciculation vue en plusieurs endroits (pattes postérieures,
dos, cou) simultanément avec une réponse nerszistante et conti-
nuelle dans au moins un erndroit.

++++ : implication continuelle et totale.

ot ve

Convulsions cloniques :

Les convulsions cloniques sont évaluées en regardant la gravité et
la durée de 1l'attaque :

+ : convulsions sporadiques.
++ : convulsions presque continuelles.
+++ : les convulsions sont tres fortes et le rat meurt.




Convulsions toniaues :

+ : le rat étend les pattes postérieures, le corps est rigide et
réazit quand on le touche.

++ : convulsions répétées entretemps le rat est couché sur lecdté.

++ @

les convulsions sort trés graves et le rat meurt.

-
.

Les_convulsions de type mixte : avec des convulsions cloniques et to-
niques a la fois, sont ¢évzluées de la néme fagon.

Evaluation respiratoire :

Les enregistrements sont les ménes que ceux décrits vrécédemment.

Augmentation de la profondeur resniratoire :
(+) : augmentation équivoque.

+ ¢ augmentation moyenne.

++ : augmentation importante.

3° Pr.isiéme groupe : observation des yeux :

Enoohtalmie et exophtalmie :

Enophtalmie et exophtalmie sont évaluées subjectivement en comparant
les rats du test aux rats non traités :

(+) : réponse équivoque.
+ : réponse moyenne.
++ : réponse importante.

Les agents hypotenseurs sont a 1'origine 4'une erophtalmie tandis que
des agents hypertenseurs provoquent une exonhtalmie.

Ptosé - velpébrale :

1a ptose palpébraleest constat® aprdés avoir stimulé le rat manuelle-
ment pour &tre siir que le ptosis est un effet permanert. La réponsc ptotique est
notée d'aprés Rubin et al. (1957) :

ouverture normale de la nauniére.
fermeture remarquable des paupikres.
paupiéres demi-fermées.

presque complitement fermées.
complitement fermées.

SWN -0
40 e es ae o

La réponse du test, qui va de 0 & 8 pour .chaque rat, est la somme des
notes pour les deux yeux. Si on observe une fermeture complte, il faudra contr8ler
si le phénomdne n'apparait pas A cause d'ure incrustation i1 1la suite d'une secrétion
des yeux.
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Grandeur de la ille :

La grandeur de la pupille es: mesurée avec exactitude en tenant la
feuille de carton décrite précédemment trés prés de la pupille. La mesure doit
étre faite 3 1'aide d‘'une source de lumitre constante mais diffuse ; il ne faut
pas exciter 1'animal. Aprés une observation ordinaire, la pupille est mesurée
pour obtenir aussi sa réponse A la lumidre : une lampe est tenue vers la pupil-
le 3 une distarce d'a peu prés 4 cm. Normalement le rat montre une cortraction
de la pupille, qui est marguée O ; le manque de contractions est enrezistré nar
un + sur la fichv. La réponse 3 la lumidre peut &tre évaluée aussi en ienant
d'abord la main devant les yeux du rat et en la retirant ensuite rapidement ;
ainsi la lumiére peut frapper ses yeux.

Lacrymation, chromodacryorrhée :

La lacrymation et la chromodacryorrhée sont mesurées d'aprés Malone
et al. (1961) en pliant la moitié d'un mapier filtre (Whatman rn® 1 ou cuelque
chose de similzire) d'un diamdtre de 5,5 cm et en mettant le coin plié du vapier
doucement mais fermement dans le canthus intérieur de 1'oeil du rat. i€ vapier
absorbant assécke rapidement, en 20 secondes, les liquides du sac corjonctival,
et donne une trace permanente des deux rénonses de lacrymation-chromodacryorrhée.
En pliant a plusieurs reprises un seul vapier a filtre, on obtient les résultats
du contrdle et des cing tests. Aprds avoir séché 1'oeil on déplie le sznier, et
les longueurs de W_ et de L_ sont mesurées en mm dans la section mcuililée sans
couleur. Les dista@ces | e% L, sont mesurées en mm dans la section qui est rou-
ge-marron. Sur la fiche 1es chiffres L_/W_ indiquent la lacrvmation et les chif-

fres L1/V' indiquent la chromodacryorthé€ (larmes sanguinolertes).

4° Quatriéme groupe : observation des oreilles :

Pileur et hypérémie :

Pour obtenir une base solide d'estimation de la pileur et de 1'hypé-
rémie de la pezu, le chercheur compte les nombres de petits vaisseaux qui sont
visibles a 1'oreille droite ou gauche. Pendant le contrdle, 1'orelle doit étre
mise entre la lumiére et 1'oeil du chercheur pour faciliter les observations.
Un dessin des vaissdaux doit &tre fait sur un petit carré de la fiche pour se
rappeler la position relative des vaisseaux. S'il y a pdleur, le ro-Lre des
vaisseaux visivles diminue tandis que 1'hyperémie augmente le nombre de vais-
deaux visibles. L'évaluation de la plleur et de 1'hypérémie faite sudbjec-~
tivement, es*t fondée sur le nombre des vaisscaux visibles et la couleur géné-
rale de 1'oreille :

(+) : effet équivoque,
+ : réponse moyenne,
++ : réponse prononcée importante.




Cyanose :

La cyanose est évaluée subjectivenent en regardant la couleur des
oreilles, des nattes et de la muqueuse buccale (+) a ++. Le degré de cyanose
est déterniné en comparant 1‘'animal test avec le rat témoin.

5° Cinguiéme pgroupe : symptdmes pménéraux :

Salivation :

La salivation est évaluée d'anrés Malone et al. (1961) en utilisant
1'échelle suivante :

+2 = réponse maximum, la salive tombe activement de la michoire

+1 = les mfchoires et le poil du menton sont mouillés par la salive.

40,5 = michoires et poil ne sont pas mouillés de fagon perceptible,
mais ilSmouillent le papier filtre (le méme que pour le test

de lacrymation) quand on essuie avec le panier sous la michoire.

0 = absence de réponse, réponse normale comme chez les témoins, le
papier filtre essuyé sous la michoire reste sec.

Erection de la queue :

L'érection de la queue ou phénoméne de Straub est évalué comme suit :

(+) : 1a queue est levée de 10°-40° ou seulenment par intervalles i ce
niveau,

la queue e:rt levée de 40°-60°.

la queue est levée de 60°-90°,

la queue est levée a plus de Y0°, une queue tendue qui arque
tout prés du dos.

+
++
+++

Erection pilomotrice :
- (+) : réponse équivoque, 1'érection pilomotrice disparait quand on
touche le rat.

+ : érection pilomotrice dans la région du cou.
++ : le poil du rat entier est en érection et semble hérissé.

Mic*ion :

La ciction est observée avec 1-aide des tiches d'urine sur le papier
et en observan: si ie rat est mouillé an-dessus des pattes postérieures.

Diarrhée :

1a iiarrhée est remarquée quand 1a température rectale est nrise et
en observant des excréments qui souillert le papier de la case. On Avalue ainsi :
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0 ; le thermométre est propre quand on l'enldve, ou il n'y a que des
grains compaclts qui suivent le thermométre.

(+) : i1 reste une petite tache nercenzible sur le papier quand on
enléve les grains.

4+ : un grain demi-compact laisse une :irace nresque aussi grande que

le grain.

grain mou, la tiche est plus grande que le grain.

une masse d'excréments sans forme qui salit le prpier distinc-

tement.

+
4+

La couleur rouge ou marron de l'urine et la conleur noire ou rouge ces
excréments doivent &tre évaluées, ern utilisant des comnrimés "Hematest-Reagent”
ou du papier (Anes Co.).

Colpectasie :
A) Chez des femelles : es: évalufe en cbservant s'il y a présence (+)
ou absence (0) d'écoulement du canal vazinal, si i'écoulemernt est clair ou lai-

teux et si la muqueuse entourant le vagin est rouge et engorgée de sang.

B) Chez des miles : 1'érection du nenis (priapisce) est évaluée :
équivoque (+) ou présent +.

Test de Robichaud :

On reléve la peau du dos du rat enire ceux doigts, jusqu'a ce que ses
pattes ne touchent plus terre, puis on lib2re soudain la peau. Chez un animal
normal la peau revient a4 la normale tout de suite. Si le pli reste 3-5 secondes
aprés la libération, la réponse est évaluée +, si le pli reste plus longtemps
que 5 secondes, elle est notée ++. Des produits chimiques qui aménent une rela-
xation des muscles striés, des diurétiques excessifs, et/ou l'acidose encoura-
gent ce phénomeéne.

Mouvemer.t circulaire :

Un mouvement circulaire est une forme commune de stéréotypie chez les
rats du test. Ce symptdme peut verir & la suite d'une infection de 1'oreille ir-
térieure, une maladie, qui est trds conmune dans beaucoup de colonies de rats.
Un rat infecté commence a tournoyer, si on le prend par la queue, méme s'il ne
montre pas cet effet dans la cage. On ne doit pas utiliser comme animal de tes:
un rat qui pourrait avoir une infection des oreilles. Des mouvements circulairzs
sont évalués présents (+) ou absents (0).

Frappement de gqueue :

Si la queue frappe les flancs des deux cdtés; c'est un phénoméne spcn-
tané qu'on peut parfois provoquer en caressant le dos de 1'animal. On évalue com-
me présent + ou absent O.




Température rectale :

On détermine la température rectale 30 minutes aprés 1'injection. Il
est toujours important d'introduire le thermométre jusqu'au méme point. Les en-
registrements sont suivis et notés a la valeur maximale.

Le poids du c orps est déterminé aprés une heure.

6° Sixieme groupe : svmotdmes subjectifs :

Réaction aux coups frappés a ia téte :

Avec le bout en bois du "crin de cheval™, orn frappe 3 coups verticaux
rapides et successifs sur la téte du rat, entre les yeux, pour voir sa =€action.
Chez les rats on peut distinguer trcis types de réactions normales :

1° agression (mordrs ou attaquer le boui du bois),
2° peur (tourner le dos et nrendre la fuite),
3° passivité (ignorer le bout ou le tolérer).

Il est recommandé de faire les tests en deux séries de 3 coups avec
intervalle de 15 secondes. On ne doi: nas tester une drogue uniquement zvec
des rats agressifs, car il faut essayer d'avoir les 3 types de réactior pour
le test.

Test pour la prise du coros ¢

Si la main du chercheur se ferme sur le corvs du rat de sorte que les
doigts se touchent sous 1l'abdomen, et si or presse doucement, mais ferrement,
1'animal montre encore un type de réactions fondamentales. La prise du corps est
psychologiquement plus provocante nour le rat que le test ol on frappe sur sa
téte.

Position staturale (catalensie) :

La position staturale est basée sur le temps nendant lequel le rat
reste dans une position anormale. Une des pattes antérieures est placée sur une
piéce de bois qui a une hauteur de 7 cm. Normalement, le rat quitte cetie positi
tout de suite. Si une catalepsie es: présente, elle est estimée comme suit :

(+)

30-60 secondes.

+ ¢ 1-2 minutes.
++ : 2-5 minutes.
++ : 3-4 minutes.
+++4+ ¢ plus de 4 minutes.

Si une catalepsie est présente, il est important de noter si l'animal
peut &tre réveillé par un bruit soudain, comme celui utilisé ,our détarminer la
réaction d'alarme.




L'excés de curiosité :

L'excés de curiosité est estimé corme suit :

(+) : .équivogue.
+ : nrésent.
++ : présent continuellenent.

Autopsie :

Si le rat meurt 2 cause des drogues, il est important de faire 1'au-
topsie inmédiatenent et de déterminer si la mort fait suite & une crise cardia-
que ou a un arrét respiratoire. 5'il s'agit d'une crise cardiaque, on peut cons-
tater si le coeur s'est arrété en svstole ou en diastole (seulement pour des
animaux qui sont morts récemment ), et si les oreillettes battent & un rythme
régulier.

On regarde aussi systématiquement l'intérieur de 1'abdomen autour du
point d'injection, pour voir 1'irritation locale, le dejré de motilité des in-
testins, la dimension relative des vaisseaux mésentériques, la couleur des pou-
mons, si le sang coagule normalement, et tout ce qui pourrait &tre anormal.

Aprds les observations du test entier, le rat est tué le septieme
jour et une autopsie est faite. Le chercheur doit noter les détails cités plus
haut ainsi que la couleur et la taille du foie, des reins, de 1'utérus et des
testicules.

Conduite des examens du screehing hippocratique :

Dans un laboratoire calme, oh 1l'examen pharmacologique seul est accom-
pli, 4 cages d'observation sont placées sur un banc. Dans chaque cage on dépose
deux rats, chacun avec une marque d'identification, et on les laisse 15 mirutes
pour s'habituer 2 1la cage. Un rat sert de contrdle ((sur la fiche) le jour sui-
vant on va lui injecter la drogue) et on poursuit le programme avec ce rat qui
a recu l'extrait ; on note les résultats sur la fiche dans 1'ordre suivant :

19 Activité motrice,

2° Examen de 1'amplitude et de la profondeur de la respiration. Si on
trouve une respiration du type Cheyne-Stokes ou une dyspnée, on le
rote (+) au bas de la ficl ainsi que les temps d'appartition et
de disparition ;

3° Tremblements, fasciculations ;
4° Symptdmes des yeux ;

59 Symptdmes subjectifs ;

6° Test de Robichaud ;
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7° Réflexe cornéen et pinéal ;

8° Analgésie ;

9° Ataxie, perte du réflexe ;

10° Anesthésie ;

11° Paralysie ;

12° Perte de support h 1'écran ;

1%° Convulsions ;

14° Symptdmes des oreilles, de la muqueuse orale ;

15° Symptdmes généraux, A 1'exception du test de Robichaud dans 1'or-
dre cité sur la fiche.

Les injections et les observations sont effectuées en prenant comme
modéle le programme ci-aprés :

[} -
! Rat : Heure

' Heures et temps des observations
'dans cage n° e l'injection

- a
>

ten s tem

! : ; 5 mn ;15 mn ;30 mn :60 mn ; 2h ; 4 h ; 6 h

! : : : : : : H : !
! : s *) . : : : : : !
! I : 8.30 : 8.355 : 8.45 : 9.00 : 9.30 :10.30 :12.30 :14.30 !
! : : : : : : : : !
! I1I : 8.35 : 8.40 : 8.50 : 9.0 : 9.3 :10.35 :12.35 :14.35 !
' : : : : : : : : !
i H : *) : : : : H H !
! I1I : 9.40 £ 9.45 : 9.55 :10.10 :10.40 :10.40 :13.40 :15.40 !
' : : : : : H : : !
! v : 9.45% : 9.50 :10.00 :10.15 :10.45 :13.45 :13.45 :15.45 !
' : H : : : : H : 4

*) réalisé tout de suite aprds 1l'injection du rat n° 2 et n° 4 respec-
tivement.

-Le déjeuner du chercheur pourra &tre v»ris entre 10 h 50 et 11 h 40 ou
entre 11 h 50 et 12 h 30. Pendant les heures libres entre les observations on
pourra effectuer 1'autopsie des animaux du septidme jour ; on pourra programmer
les essais et préparer les dilutions du lendemain.

Le screening est conduit en double-aveugle. Cela veut dire que les sus-
pensions des extraits de plantes et les solutions des substaices de référence a
injecter sont préparées et codées par des assistants de chimie avant d'étre 1li-
vrées aux assistants de pharmacologie gui accompliront le screening. Aprés 1l'ex-
plication des résultats par lz responsable de la recherche, 1l'identité et le co-
de de la solution utilisée sont révélés.
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I1 faut souligner une fois de nlus qu’il est tr®s important de rem-
plir tous les espaces de la fiche. Chaque symntdme, néme s'il n'es: pas cité sur
la fiche, doit &tre noté en bas de 1a page ainsi que les tenmwns d'apnarition et
de disparition. Le chercheur ne doit jamais néizliger un phfnom™ne narce qu'il
est imprévu ou dirficile & décrire. Lorscue le nhérontne okservé e;: équivaque,
il doit aussj &tre noté, parce que si cet effet est i rattacher a la drorue il

apparaitra aussi a un degré plus élevé lorsqu'on administrera des doses plus
élevées. )

Résultats et discussions :

Pour entrainer la persomne qui va effectuer 1'examen, il faut d'abord
lui faire examiner les effets de doses varides de certaines substances de réfé-
rence. L'évaluation d'une drogue nouvelle est -aite en comnarant ses effets au
profil des substances de référence.

Les substances de référence suivantes aux doses ci-dessous indiquées ont
été utilisées :

- Adrénaline bitartrate : 4, 2, 1, 0.5, 0.2% mg/Kg_(calc d. comme ba-
se) (stimulation de SHC, exophtalmie),

~ Amobarbital : 200, 100, 50, 25, 10 mg/Kg (dépression de SNC),

- Amphétamine sulphate : 80, 40, 20, 10, 5, 2, 1 ng/Xg (stirule le
SKC, excés de curiosité),

- Atropine sulphate : 10, 5, 2.5, 1.25, 0.63 ng/Kg (mydriase),
- Carbacholine HC1 : 4, 2, 1, 0.4, 0.25, 0,125 ng/Kg (miosis, diarrhée),

- Chlorpromazine HC1 : 80, 40, 20, 10, ng/Xg (dévression du SHC
sans anesthésie),

- Codéine phosphate : 120, 60, 30, 15, 7.5, 3.8 mg/Kg (analgésique),

- Ephedrine HCL : 80, 40, 20, 10, 5, 2.5 mg/Kg (40 mg/ml) (stimule
le SKC, augmentation de 1la fréquence resniratoire),

- - G-strophanthine : 50, 30, 20, 10, 5, 3 mg/kg (toxique),
- Hexobarbital : 200, 100, 40, 25, 12.5, 6.2 mg/Kg (depression du SKc)
- Lidocaine HC1 : ©0, 40, 20, 10 mg/Kg (analgésique locale, convulsions),
- Methadone HC1 : 25, 12.%, 6.2, 3.1 mg/Xg farnlgﬁsiqn«lxtruuh),

= Horphine HC1 : 320, 160, 80, 40, 20, 10 ng/Kg {analgésique, Straub),
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- Noradrénaline bitartrate : 10, %, 2.5, 1.25, 0.5 mg/Kg (stimulation
du SKRC),

- Papaverine HCI. : 50, 30, 20, 10, 5 ng/Kg (enophtalmie),
- Pentazol : 80, %0, 49, 30, 20, 10 mg/Kg (convulsion clonique),

- Physostigmine methvlsulnhate : 1, 0.5, 0.25, 0.12, 0.06, 0.03 mg/Kg
(fasciculation), )

- Réserpine : 20, 10, 5, 2.5, 1.25 mg/l(g (enophtalmié, vtose palpe-

braleg, .

- Scopolamine HBr : 10, 2, 1, 0.5, 0.12, 0.06 mg/Kg (mydriase, devnres-
sion du SNC), ’ -

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

- Suxamethonium iodide : 5, 3.8, 2.5, 1.9, 1.25% mg/kg, (perte de supzo

a4 1'écran),

- ‘Tubocurarine chloride : 9.3, 0.2, 0.15, 0.975, 0.05 ng/Kg.(perte de

support & 1'écran).

Chacune de ces substances de référence montre une ou plusieurs révon-
ses positives, pour les paramdtres qui sont inclus sur la fiche. Les substances
de référence comme la réserpine, la strychnine et la physostigmine montrent un
profil d'effets trés caractéristique. D'autres substances comme 1'amphétamine,
1'atropine, la codéine, 1'hexobarbital et la tubocurarine présentent un profil
de groupe caractéristique, tandis que 1'adrénaline et, la G-strovhanthine sont
moins caractéristiques. Le nombre des substances de référence peut varier :
plus il est élevé, meilleurs sont les résultats ; il montre le genre d'effets
et le zenre de substances qu'on pourra découvrir avec cette méthode.

Ainsi qu'il est souligné nlus haut le screening est un test en double-
aveugle ; dans le but de vérifier la validité de la méthode, certaines plantes
déja connues de la chimie et de la pharmacologie ont été utilisées.

Dans les racines de Rauwolfia vomitoria et dans les graines de Physos-
tipgma venenosum, les effets de la réserpine et de la physostigmine ont été tres
facilement révélés. D'autre part, les effets cardiocactifs des alcaloides de
1'écorce d'Erythrophleum guineense et d'E. africanum montrent seulement un effet
1éthal, précédé par des symptdmes dépressifs du SNC. Les effets hallucinogénes
des alcaloides de Tzbernanthe iboga sont révélés uniquement par 1l'accroissement
de 1'activité motrice élevée et un tremblement aigu du corps.

Donc il est facile d'ignorer des effets importants, et ceci montre la
difficulté de 1'interprétation des résultats obtenus. Par conséquent, cette mé-
thode permet seulement un screening simnle, et c’est nour cette raison que, par
exemple, les effets léthaux, précédés nmar des svmptdmes dépressifs du SNC doi-
vent aussi 2tre considérés.
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Parmi les extraits totaux, approximativement 10-15 % ont été inté-
ressants a purifier. Cette purification chimique a permis de suivre 1l'accroisse-
ment de 1'effet trouvé dans un nremier temps. De nouvelles combinaisons d'ac-
tions ont été trouvées et aussi des effets inattendus, comme par exemple 1'ac-
tion de relaxation des muscles nar les alcaloides tertiaires des Loganiacées
africaines.

En conclusion, on veut dire que cette méthode est trés aporopriée a un
screening général des extraits de plantes. Selon les résultats obtenus, un
grand nombre d'extraits totaux doit Atre choisi pour la purification. Ce n'est
que dans ces conditions que les autres nrocédures d'examen (par exemvle orzane
isolé, préparation du coeur d'apres Langendorff, pression sanguine chez les
rats, etc...) pourront &tre apnliquées, y compris la discrimination des effets.

IT - TOXICITE AIGUE ET SUBAIGUE :

Dans le screening hippocratique, on a déja une idée de la toxicité
aigué et subaigué des extraits, lorsju’'ils sont administrés par voie intrapéri-
tonéale. La toxicité est évaluée en calculant la Dose létale 50, c'est-a-dire, la
dose de produit qui entraine une mortalité de 50 %.

Détermination de la DL50 :

On travaille sur des souris ou des rats. L'extrait brut est adminis-
tré par voie intrapéritonéale : . et orale. On injecte J doses différentes
de 1'extrait brut et de la substance de référence, en prenant au moins 10 ani-
paux mr dose.

Les observations portent sur 1 jour en toxicité aigu€é et 7 jours en
toxicité subaigué.
Le pourcentage des animaux morts est transformé en Unité Probit

(Figure 4) en fonction du logarithme des doses (voir figure 3).

Pour une question mratique, on établit la droite de régression par
une méthode graphique. L'antilogarithme du log de la dose correspondant 3 5
unités Probits, est égal 2 la DL50.

Il faut toujours utiliser une substance de référence pour faire une
comparaison avec le produit donné par voie intrapéritonéale et orale.
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PROBIT

1;

50

log DLgg(A) log DLs (B)

Pigure 3 : Déterminatior de la m'SO
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I am indebted to Professor R. A. Fisher and Dr F. Yates, and also to Messrs Ol or and Boyd, Ltd. of Edinburgh, for perinission to reprint
Tsblo I from Table IX of their book Statistical 2’ables for Biological, Agricultural and Medical Research.




CHAPITRE 3
LES TESTS in vivo

Ce chapitre décrit des tests pharmacologiques in vivo qui sont en
fait le pendant du test hippocratique. Ils reprennent en général, par des
tests spécifiques de confirmation, les observations nrises une par une, fai-
tes lors du test hipnocratique.

I -~ ANTI-TUSSIF :
PRINCIPE :

La toux est provoquée crez le Cobaye par irritation des muqueuses
des voies respiratoires apres inhalation d'air chargé d'ammoniaque. On recher-
che les substarnces qui peuvent ir4kiber ceite rféactiion.

MATZRIEL E? HETHODE :

- Appareil :

. Un habitacle en verre dont le couvercle hermétique recoit deux tz-
bulures pour la circulation des 3az.

. Un compresseur (KAKI:, LEROY-SOMER) fcournit 1'air comprimé qui -=ar
une tubulure munie d'un robinet % trois voies peut, =it directement atteindre
1'habitacle, soit barboter nréalaslement dans un flacon contenant la solution
irritante 4 vanoriser. Un schéma -u rontage es: donré en figure 5.

. Un chrononétre.
. Un compteur.

-~ Animal :
Cobayes miles ou femelles pesant en movenne 400 g.
PROTOCOLE EXPERIMENTAL ¢

le Cobaye est placé dans l'enceinte en verre pendant une curée totzle
de cinq minutes :

. pendant une minute et denie, il resnire de 1l'air,
. perdant deux minutes, ‘1 inhale de 1'air charpgé d'ammoniaque,
. nendant une minue et derie, il resnire de 1'nir.
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Le nombre d'accés de toux est comptabilisé pendant 1l'inhalation de
vapeurs irritantes.

Des études préliminaires ont permis de déterminer la concentraticn on-
tipale d'ammoniague. A partir de 1'ammoniaque i 34 % (d = 0,89), des dilutions
au 1/20, 1/10, 1/5 et 1/2 ont été faites. Les deux premnifres dilutions ne provo-
quent pas de toux. Celle du 1/2 provoque la toux, pais entraine un écoulement de
sang au niveau des narines. La dilution au 1/5 a été retenue car elle provoaue
la toux sans provoquer 1l'écoulement sanguin.

Afin de maintenir les conditions zxpérimentales identiques, la solu-
tion d'ammpniaque contenue dans le barbotevr n'est utilisée qu'une seule fois.

Au moment de 1'expérimentation, une premiére mesure est faite pour
vérifier la réaction tussive. les animaux qui réagissent aux vapeurs irritantes
sont répartis au hasard en trois lots :

- Ur lot témoin, qui recevra le véhicule,
- un lot de référence traité a la codéine,

.

— un lot traité a 1'extrait.

L'influence de 1'heure sur la réaction tussive est minimisée en tes-

tant dans ur ordre rotatoire les trois lots, d'une série expérimentale & 1'autre
exeople :

~ série I : lot 1, lotg , lot 3,

- gérie II : lot 2, lot 3 , lot 1,

- série 1II : lot 3, lot I, lot 2,
etc...

Le tableau I et la figure 6 sont des exemnles de résultats avec
la codéine cormme substance de référence et un extrait de planter.

Ces produits sont administrés par voie orale avant le test.
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Fijgure 6 : Variation moyenne du nombhre da toux en fonction du temps chez le Cobaye
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II - AHALGESILUE :
Il.1. ETJDE DE L'ACTION ANTALGIQUE PAR LA TECHKIQUY DE KOSTER :

Princive :

Une injection intrapéritonéale d'acide acétique (99,5 %) 2 6 p. 1 090
chez la Souris drovoque un syndrome douloureux qui s'exprime par une contorsion
abdominale. L'arimal étire son corps, trainant le ventre nar terre, avec exten-

sion des pattes arriéres. Les antalgiques réduisent ou supnrimert ces cortor-
sions abdominales.

Matériel et méthode :

- Matériel : cristallisoirs.
— Anipal : souris mfiles ou femelles pesant en nmovenne 25 g.

Protocole expérimental :

Au terns T,, les vroduits & tester son: adninistrés par voie orrie a
des souris adul<es miles ou femelles. Une demi-heure anrés, au temps T, + 30 mi-
nutes, 1l'acide acétique i 6 p. 1000, dans de 1'eau gommeuse a 1 p. 1000, est in-

jectée par voie intrapéritonéale, au méme endroit pour toutes les souris, a rai-
sor. de 0,25 ml par souris.

On conpte alors le nombre de contorsiors abdomir:iles qui apparaissent
dans les dix prenmiéres minutes puis de la 10e a la 20e minute. lLe nombre de con-
torsions par souris est alors comptabilisé pour chacune des deux périodes. Dix -
souris par dose sont utilisées.

L'inhivition est exprimée en pourcentage :

Nombre de contorsions des témoins - Nombre de contorsions des traités X 100
Nombre de contorsions des témoins ‘

En trzvaillant des doses différentes des produits étudiés, substarce de
référcnce ou extraits végétaux, on obtient des droites d'inhibition de la douleur
et 1esDE_, sont déterminées graphiquement. La DE 0 est la dose qui diminue de moi-
tié le nombre des contorsions abdominales. Les f?gures 7, 8 et 9 reportent les ré-
sultats obtenus par cette technique avec la codséine, l'acide acétylsalicylique et
le phénylbutazone.

I1.2. ETUVE DE L*ACTION ANTALGIQUE PAR LE TEST DE RAMDALL ET SZLITTO
Princive :

Ce test permet de déceler un analgésique a effet central. La pression mé-
canique provogue une sensation de douleur A partir d'une certaine intensité. Dans
cette épreuve, la pression est exercée sur une patte enflammée et sur une natte
normale. Un anclgésique A effet central augmerte aussi hien le seuil de sensibili-
té 4 la douleur de la patte normale que de la patte enflammée. Un analgésique sans
action centrale ne modifie que le seuil de sensibilité i la douleur de 1la patte
enflammée.




% Inhibihion de l'analgesie

100

S50

)
DEgg = 19mg/1<g
[ ]
Codeine
1lo 210 410mg/kg

Figure 7 : Analgésie (Technique de Koster ).
Droite effet/dose de la codéine.
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d'inhibition

100
L]
e
S0
¢
DE50= 59mg/kg
Acide acelyl
- salicylique
0 L L B . []
50 100 200mg/kg

Fipure 8 : Analgésie (Technique de Koster).
Droite effet/dose de 1'acide acétyl salicylique.
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Phenylbutazone
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Figure 9 : Analgésie (Technique de Koster).
Droite erfet/dose du phénylbutazone.
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3001rg A A Patte enflammee

e———-0 palle normale

200 t

100

Codeme

1 3

5 15 45 nwgyﬂ<g

Figure 10 : Analgésie (Technique de Randall et Selitto).
Les courbes de résistance a la douleur pour
la codéine.
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Matériel et méthode :

- Anpareil : Analgésim®tre de Randall et Selitto (Ugo Basile).

— Animal : Rats miles pesant entre 100-120 g.

Protocole exvérimental :

Les rats sont sélectionnés la veille de 1'ezpnérience. Leur sensibilitsé
a la douleur est mesur€e an riveau des deux vattes arriéres sur 1'analgésimetre.
Seuls sont retenus les animaux qui rénondent & la douleur pour des pressions in-
férieures a 50 g.

Le jour du test, les animaux sont révartis en 3 grounes de 6 animaux et
recoivent respectivement : la substance de référvence, la codéine, 1l'extrait a
tester, le véhicule. Trente minutes aprés 1l'administration des produits par vcie
orale, 1l'inflammation est provoquée a la patte arriére droite en injectant sous
le coussinet plantaire 0,1 ml d'une suspension de levure de biére a 15 p. 100
dans 1l'eau distillée.

Les mesures de sensibilité sur 1'analgésimétre sont effectuée 1 H, 2 I
et 4 H aprés 1'induction de 1'inflarmation.

La figure 10 représente les résultats obtenus avec la codéine 2 H aprés
1'induction de 1'inflammation.

III - ANTIPYRETIQUE :

Princive :

Une hyperthermie provoquée pour la levure de biére injectée par voie
sous-cutanée chez le Rat est diminuée par 1l'acide acétyl salicylique.

Matériel et méthode :

- Aprareil : Thermosonde (Thermophil, Ultrakust).

- Animal Rats miles pesant entre 150-250 g.

Protécole -expérimental :

Le problime est d'obtenir des animaux homogines au point de vue tempéra-
ture aussi bien & un instant donné qu'au cours de la journée. Des Rats miles de
trois a quatre mois pesant entre 130-250 g sont acclimatés dans une salle ou la
température est maintenue 4 21° C ~ 12 C. Leur température rectale est mesurée a
9 H, 10 Het 12 H 2 1'aide d'une thermosonde. Au bout de 10 jours, la température
rectale des animaux devient dans la majorité homogene.

Apreés avoir écarté les animaux dont les variations de température son:
trop importantes, on arrive a constituer un ensemble olt l'erreur standard de la
moyenne de trois mesures de la température journalidre ne dépasse pas 0,2° C.
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La veille du test, les animaux sont répartis au hasard en guatre grou-
pes de 6 animaux pour chaque produit a4 tester. La nourriture est enlevée. 18 H
avant le test, une suspension de poudre de lewvure de biére a 15 p. 100 dans
1'eau distillée est injectée s.c. dans la région dorsale, a raison de 1 ml/100 g
de poids de 1’animal. Cette injection enirzfne au bout de ce temps, une hyper:

thermie de 2° C et qui persiste au-dela de 24 H.

Le jour de 1'expérience, 1l'hyperthermie des animaux est vérifiée. L'a-
cide acétyl salicylique est mis en suspension dans de 1'eau gommeuse a 1 p. 1000.
Trois concentrations en progression géométriques de cette substance de référence
sont préparées.

On prépare aussi 3 concentrations de l'extrait a tester dans de 1l'eau
distillée. Les préparations sont administrées aux animaux par voie buccale a
raison de 1 ml/100 g de poids.

Les groupes témoins regoivent le véhicule.

Les températures rectales sont ensuite relevées 1 H, 2 H et 4 H aprés
1'adninistrat on du produit.

La réduction de l'hypershermie est apprécifée en comparant les Rats trai-
tés au lot témoin. Elle est exvrimée en pourcentage par la formule :

T

ou T est la température des animaux traités par le praduvit et T la
température d8s animaux témcins.

La figure 11 représente 1'effet des 3 doses d'acide acétyl salicylique
4 H aprés leur administration. On obtient graphiquement une droite qui permet de
calculer la dose qui réduit de 50 % 1'hyperthermie. Cette DESO est égale 2 74
ng/Kg dans les conditions expérimentales décrites ici.

Lorsqu'une activité antipyrétique a €té mise en évidence ou quand on 2
observé un effet sur la température lors du test hippocratique, il est important
de vérifier les effets de ces extraits sur la température corporelle nornmale.

Ce contrdle permet de savoir si 1l'extrait vézétal est un vrai antipyré-
tique, c'est~-a-dire, que son activité ne se manifeste que si 1'hyperthermie est
installée, ou de confirmer si l'extrait est un hypothermisant, c'est-a-dire,
qu'il abaisse aussi la température normale, en dehors de toute hyverthermie. Ce
contrdle est canital puisque la finalité de 1'extrait est d'&tre administrée a
des homéothermes.,

Les conditions de travail pour réaliser ce contrdle sont les mémes que
celles pour l'activité anti-nvrétique.

Les rats miles sont sélectionnis et conditionnés dans une salle mainte-
rue A 21 + 1° ((. Trois lots de 14 rats snnt constituds :
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% Inhibihon de [hyperthermie

150 ¢

100 }

DEgg= 74mg/kg

. . . Acide acetyl salicylique
50 100 200 mg/ kg

Pigure 11 : Droite effet/dose de 1'inhibition de
1'hyperthermie par 1'acide acétyl

salicylique.




__Tableau2 : Contrdle de la thermorégulation. Chaque chiffre reorésente la
moyenne de la température de 3 prises journaliéres de 14 miles.
Le traitement avec RP009 EM. et I'aspirine a commencé au

jowJ,.
Eau dististillée Aspirine RPYEM.
100 mg/Kg 12 mg/Kg
T°C* sem. T°Ct sem. T°Ct sem.
37,8 £0,17 380 +0,11 37,7 *0,10
38,1 £0,18 38,1 *0,16 378 +0,11
38,2 0,20 380 * o,p 380 *0,17
37,9 0,15 381 %014 377 *0,16
3y 31,9 009 319 +008 31,7 *0,15
b 378 0,19 318 012 37,7 2017
3 7 37,7 0,09 379 *008 37,7 10,15
I 37,7 0,10 278 *016 37,6 10,14
5 31,7 0,14 378 %013 376 0,12
3 | 312 %018 374 012 373 *012
I3 31,3 10,6 375 0,08 372 fon
s | 374 o ‘375 0,10 379 *o,12
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Figure 12 : Contrdle de l'influenco de l'acide acétyl salicylique
et d'un extrait vdgétal sur la thermordpgulation.



- le lot I : regoit l'eau 4iztillde,
- le lot II : 1l'acide ac#tyl salicylique,
- 1le lot III : 1'extrait végétal.

On choisit pour l'acide acityl salicylique et 1l'extrait végéts: les do-
ses qui ont réduit de 80 % & Y0 ¥ 1'hvperthermie provoquée par la levure de bie-
re. Les produits sont adninistrés quotidiennenent par voie bucczle 2 raisor de
1 m1/100 g pendant 15 jours. La tenrérature rectale est relevée 3 fois oar jour,
tous les 2 jours.

Le tableau 2 et la figure 12 rervroduisernt les résultats obtenus (au la-
boratoire) pour 1'acide acétyl salicvlique et un extrait vézétal. Sur la f’gure
12 les courbes de température des trois lots ont la méme allure et ne différent
pas entre elles (analyse de la variance, X = 0,05).

IV -~ ANTIANAPHYLAXIE :

Principe :

L'anaphylaxie est 1l'augmentatior de la sensibilité de l1l'organisme i urne
substance étrangtre (antigene) anrds que celle-ci y a été introduite. Cet état
n'apparait qu'un certain temps aprés le premier contact avec 1'antigéne.

Le cobaye sensibilisé a4 1l'ovalbuaine réamit a une nouvelle injection de
l'antigéne par une bronchoconstriction. Le premier but est de déterminer le laps
de temps pendant lequel la rénonse a l'anavhylaxie est encore détectable 21 jours
aprées la sensibilisation. En second lieu on teste les substances qui peuvent em-
pécher 1'apparition de l'anaphylaxie dans 1'intervalle de temps détermipé.

Matériel ct méthode :

Préparation de 1'animal :

- Sensibilisation des animaux :

Cinq Cobayes miles ou femelles de 400 & 450 g sont sensibilisés le méme
jour par de 1l'cvalburiine a 50 mg/ml en solution saline et a raison de 1 ml par
100 g de poids de 1'animal. L'injection est faite par voie intrapéritonéale et
elle est répétée 3 jours et 5 jours nlus tard.

L'appareil 2 bronchosnasme (nontage de Konzett-R8ssler) permet de véri-
fier 1'installation de la bronchoconstriction A partir du 2ie jour aprés la der-
nidre injection d'ovalbumine et une nouvelle adninistration par la veine jugu-
laire de 200‘pg d'ovalbumine dans 0,% ml de solution saline.

- Canulation trachéale :

On prend des Cobayes mfles ou femelles de 400 g & 450 g sensitilisé a
1'ovalbumine. L'animal est anesthésié par de 1'uréthane 10 % ensdution saline
et injecté par voie intrapéritonéale A raizon de 1 ml par 100 g de poids, ce
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qui correspond a une dose de 0,5 g/Kg. La région trachéale est ensuite rasée et
la trachée est mise & nu. Une trachéotonie est faite et on met en place la canu-
lation trachéale a relier 4 une pompe ventilatoire.

S!il est nécessaire de mettre l1‘'animal sous l'effet d'un cuCarisant
(FLAXEDIqu), il est primordial de relier 1'animal & la pompne immédiatement
aprés l'administration du curarisant (i.v.).

- Canulation veineuse :

La vcine jugulaire est dégagée sur 1 cm environ des amas adipeux et tis-
sus qui l'entourent. On ligature la veine du c¢8té céphalique et on place un autre
noeud 2n attente du cdté cardiaque.

La veine est clampée du cdté cardiaque et une incision est faite par la-
quelle on introduit la canule 2 mandrin, pointe dirigée vers le coeur, On enléve
le clamp et la veine est ligaturée derriére le mandrin.

Appareillage :

Le dispositif de Konzett-Rossler de 1'ensemble a bronchospasme Upo Basile
comprend, figure 13 :

- Une pomne ventilatoire (PALMER) pour assurer la respiration artificiel-
le de l'animal. La capacité ventilatoire de notre pompe va jusqu'a 250 ml. Une ma-
nette permet de régler le volume débité suivant l'animal utilisé. Un systéme de
poulie permet le réglage de la fréquence ventilatoire. On peut obtenir 27 a 63
pulsations par minute. Ce dernier chiffre convient 4 la fréquence respiratoire
d'un Cobaye adulte anesthésié a4 1'urétane. Il faut veiller & ce que la fréquence
et le débit de la pomre restent constarts pendant toute la durée de la manioula-
tion.

La pompe est reliée a4 1'animal par le tube trachéal.

- Le capteur de pression :

11 s'agit d'un manométre 4 eau relié i un transducteur (Ugo basile) qui
convertit la pression de l'air en sigral électrique, au moyen d'un anémomdtre
électrique. Une dérivation, partant de la canulation trachéale est dirigée vers
le manométre & eau qui communique lui-méme avec 1'anémomdtre.

Un agent spasmogéne provoque une bronchoconstriction, une diminution du
volume des bronches, de sorte qu'une quantité d'air envoyé par la pompe excéde la
capacité du volume du poumon de l'animal. Cet excés d'air prend le chemin de la
dérivation. Il exerce une pression dans la partie creuse T du manométre, ce qui
fait augmenter le niveau d'eau de la chambre C. Le volume d'air qui se trouve au-
dessus du niveau d'eau du manomhtre diminue, 1l'air chassé arrive i 1'anémomitre

par N.
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L'anémométre est composé d'une thermistance qui fait partie d'un pont
de Wheatstone. Le passage du déplacement d'air refroidit cet élément, modifie
ses caractéristiques et entraine une variation de la différence de potentiel(h._
d.;ﬂ)du pont de Wheatstone. La phase expiratrice de la pompe entraine l'arrdt de
la pression sur le manométre A eau qui revient A son niveau initial. Le courant
d’air refroidissant la thermistance est supnrimée : elle retrouve ses caracté-
ristiques normales. )

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

Ces variations cycliques de la d.d.p. du pont de Wheatstone sont trans<
mises 4 un galvanométre, counlé au stylet inscripteur de l'appareil enregistreur
(Ugo Basile?.

L'exceés d'air (I» diminution de volume pulmonaire) est enregistré sous
la forme d'une augmentation de 1'amplitude de 1'inscription graphique, qui re-
vient % son niveau initial a chaque phase expiratrice.

Calibrage de 1'ensemble & bronchospasme :

Ce calibrage est a faire tout au début de la mise en marche de l'’ensem-
ble. On cherche la sensibilité de l'enregistreur pour laquelle une dose d'his:a-
mine donne une r<sonse recouvrant toute la hauteur du papier enregistreur. Dacs
nos conditicns expérimentales cette dose est de 2,5 mg/Kg d'histamine (i.v.) pour
uné sensibilité 3.

- Résultats

Les figures 14, 15, 16 montrent les brorchospasmes enregistrés 21, 30
et 35 jours aprés la sensibilisation des Cobayes.

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

- Au 30e jour, la bronchoconstriction, bien qu'intense, n'est que passage-
re. Elle dure 25 minutes et disparait d'elle méme.

- Au 35e jour, la rénonse ananhylactique est de plus faible intensité et
ne dure que 15 minutes.

Les résultats notés pour les jours 30 et 35 aprds la sensibilisatior
sont des résultats globaux. Dans nos essais avec des animaux sensibilisés derpuis
30 jours, l'anaphvlaxie est parfois mortelle et avec ceux sensibilisés depuis
35 jours, la réponse est quelquefois plus importante, parfois plus fable.

La meilleure nériode nour tester les substances ou les extraits végé-
taux supposfs, actifs contre les nhénomhnes d'origine allergique devraient dornc
se faire entre 21 et 30 jours aprhs la sensibilisation pour ne pas &tre induit
en erreur par des faux-positifs.
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Firure 14 : Enregisirenent du hronchosnasme zraphylactique
chez le Cobave, 21 jours anrds la sensibilisation.
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Figure 16 : Enregistrement du bronchospasme anaphylactique
chez le Cobaye, 35 jours anrds la sensibilisation.
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La figure 17 représente 1l'inhibitiorn de la bronchoconstriction d'orizi-
ne ananhylactique par un extrait de nlante (KP 00Y) et o 1l'on vsit que la ré-
ponse 4 1'histamine n'est pas modifiée.

La figure 186 est celle d'une bronchocorstrictior due 2 .'histamine chez
un animal nor traité par la nlante.

L'avantage de cette méthode c’est qu'on peut étucdier l'activité des ex-
traits végétaux sur les phénoménes allergiques sur 1'animal entier, qu'on peut
tzaiter par l'extrait par exemple, par voie orale, avant le test.

On peut combiner les deux méthodes non spécifiques : lz réaction araphy-
lactique et le ¢oc qui en découle et une méthode spécifique : l'utilisation d'a-
gonistes comme 1'histamine, la bradykinine, prostaglandine, pour la recherche du
mécanisne d'action de 1'extrait.

.
-
-
-

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

étre administrées par voie orale sont effectudes, mais juszu'a présent on n'a nas
trouver un nroduit comparable au cromoglycate de sodium dens leur action pronhylac-
tique contre 1l'asthme. Ce modile pourrait &tre donc un exesvle de manipulation
s'insérant dans ces tentatives de trouver des substances d'origire végétale actives
par voie orale dans la prophylaxie de l'asthme.

V - ANTI-INFLAMEATOIRE

Principe :

L'inflammation de la patte indukte par une suspersion de levure de biére
peut &tre réduite par des anti-inflammatoires.

Matériel et méthode :

-~ Appareil :
Le pléthysmomdtre (Ugo Basile) est constitué d'électrodes sensibles a la
variation de volume. Il est équipé d'un transducteur qui éonne directement en ml

le volume de liquide déplacé par 1la patte du Rat.

-~ Préparation des animaux :

Le problzme rencontré dans nos locaux dans 1'étude de 1'inflammation ex-
périmentale est la reproductibilité des résultats. Cet écueil a été résolu en tra-
vaillant dans une enceinte maintenue 4 temnérature constarte sur des animaux préa-
lablement hydratés.
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Figure A7 : Envegistrement de fa bronchoconstriction par la technique de Konzett-Rossler, chez
un Cobaye sensibilisé par P'ovalbumine et traité par 25 pg/Kg (p.o.) de Vextrait de la plante,
2 H avant Pinduction de la réaction anaphylactique. L'Histamine (H) par voie intraveineuse,
entraine une bronchospasme , Fovalbumine {Ov.) par Ia méme voie ne provoque qun‘un bref
bronchospasme. Le traitement quotidien d’'un animal sensibilisé par 25 pg/Kg (p.0.} de Uextait
de la plante pendant 4 jours avant le test :

- empéche I'apparition de la bronchoconstriction

- mais ne modifie pas la bronchoconstriction provoquée par histamine.

Erregistremer.’ ce la bron-

1'histarine (i.v.) chez
Cobaye non sensibilise oa:'
1'ovalbupine et non traitis
nar la plante.

igure 16 @ : ; ) o
- choconstriction induite z=T
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Pour 1'hydratation des rats mAles de 140-190 g sont mis 2 jeln de nour-
riture la - veille du test. Le jour de 1'expérience, les animnhux regoivent n.o.
aux temps T,., 2,9 ml d'eau distillée par 100 g de poids. Ils sont ensuite intro-
duits dans ges cages A wmétabolimme. l,'urine recueillie au temps TO + 2 H est me-
surée. Seuls sont retenus pour le test d'inflammation, les animaux qui ont #limi-
né au moins 30 p.. 100 du volume d'eau administrée.

Avorés la sélection par hydr:tation, on mesure le volume V., de la natte
arriére droite des animaux % 1’aide du nléthvspombtre. Quatre lois de 6 animaux
sont ensuite constitués. Ils recoivent mar voie orale :

— de 1'eau distillée pour les témoins,

- 1'extrait végétal, ou les substancesde référence i concentration crois
sante 2N progressioa géométrique pour les autres.

Innédiatement aprés le gavage, 9,1 ml de suspension de levure de biére 2
15 p. 100 dans 1'eau distillée est injectfe dans le coussinet sous-plantaire.
L'évolution de 1l'oedeéme est apprécide 1 H 30, 2 H 50 et 4 H 30 anrés sa nrovoca-
tion, en mesurant le volume de la patte.

INTERFRETATION DES RESULTATS g

Les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition de 1*inflamma-
tion.

On calcule ce pourcentage d'inhibition par 1la diférence entre 1*’augnen-
tation de 1'oed®me des animaux témoins (V.), 1 H 30, 2H 3C et 4 I 30 aprées 1'in-
duction de 1'inflammation et 1'augnentation de 1'oedéne des animaux traités (V,)
pour les mémes cdurées, divisée nar VI et le tout multinlié par 100. T

VI - v'1'
¢ inhibition = — X 100
V1

Une valeur négative correspond i une augmentatior de 1'ocedime par rap-
port aux animpaux témoins.

La figure 19 montre 1'action du phénylbutazone sur cette inflammation
provogquée.




301. % Inhiition
20 }
1H30
10t
0 i._._—o o/ Phénylbutazone
50 100 200 mg/kg
30 ¢ %lshibidon
2 t
. 2H30
10 /
L 2
0 ____-——--/ Phénylbutazone
50 100 200 mg/kg
10 % Inhibition
'\ /
20 4 [ ]
4H30
10 }
ot . N Paénylbutazone
0 100 200 me/kg
Figure 19 : Action du ohénylbutnrzone sur 1'inflammation

de la natte de Rat.
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VI - TEST ANTISECRETOIRE :

INTRODUCTION :

La déshydratation aigué provoquée par la diarrhée de toutes étiolorieg
figure aujourd'hui encore varmi les grandes cruses de nmortalité infantile dans
les pays en voie de dévelonpenent. I1 est vrai que l'efficacité de la rénydra-
tation nar voie orale n'est plus 2 démontrer, mais paralldlement, 1*utilisation

d‘un agent pharmacologique cavable de limiter ou reverser la secré&ion anormale
elle-méme ne serait que bénéfique.

Dans de nombreux pays a faible revenu, les extraits de plantes sont
encore trés utilisés i cet effet. La technique des anses lizaturées avec une
induction de la seccétion par la toxiae cholérique pourrait &tre un outil tras
utile pour le screening d'extrait d'orizine végétale A activité antisecré:oire.

PRINCIPE DU MODEIE :

On isole, in situ, chez le lanin ou le rat, un segment d'intestin
gréle, entre deux ligatures. Dans 1'anse ainsi nréparée, viendrait s'accuzuler
le fluide secrété lorsqu'’on provojque exnérimentalement un déséquilibre du
transport actif d'eau et d'électrolytes 3 travers la paroi intestinale, pzr un
agent secrétagogue.

Le volume du fluide accumulé peut &tre estimé par une simple pesée ou
par l'utilisation d'un marqueur de mouvement d'eau.

MATERIELS NECESSAIRES :
Animaux

— rats des 2 sexes pesant environ 230 g
- lapin des 2 sexes pesant environ 1 500 g

Produits consommables :

- Arent secrétagogue :

La toxine cholérique purifiéde nroduite par "SICMA".

-~ Anesthésie :

- Pour le lapin, le pentobarbital sodique neut &tre u*jlisé par voie
intraveineuse 4 la dose de 30 ng »ar kilogranme de poids corporel ;

. Pour les rats, 1l'utilisaiion de 1'inhalation de vapaur d'ether diethu-
lique est préférable.
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- Produits chimigues nécessaires nour la orénaration de la soluticn
de RIKGER :

. (cf. formule 2 1'annexe).

- Produits nécessaires pour la mesure du nouvvener® de l'eau nar la
méthode du PEG :

. Chlorure de baryuR....cccvceceeacs BaC12.2H20
. Sulfate de 2inC..oe.cvvcecnennn. . Zn504-7H20
. Hydroxyde de barvum.......cccu... Ba(OH)2.8H20

. Acide trichloracétique........... (CCl_.COOH
2

Petits matériels :

- Tondeuse,

- Kécessaire pour la dissection,

~ Theruométre rectal,

- Ca_ge'

- Planche de maintien d'animaux,

- Seringues de 5 Bl, 2 ml, 106 pl + aiguilles,
- Coupelle de pesée,

~ Papier filtre,

- Pil A coudre.

Autres matériels :

- Enceinte thermostatée,

-~ Balance précise,

- Snectrophotomdtre UV/visible.
MISE EN OEUVRE DE L'EXPERIENCE :

- Avec mesure du mouvement de 1'eau nar la méthode des pesées :

- Utiliser un rat des 2 sexes nesant environ 230 g,

- Le laisser s'acclimater au laboratoire pendant au moins 1 senaine
et s*assurer qu'il n'a pas la diarrhée.

- Mettre 4 jeun l'animal la veille de 1'expérimentation. Pendant tou-
te l'expérimentation, installer 1'animal dans ureenceinte thermostatéede manie-
re A mainterir sa température rectale & 37° C.




- Induire 1'anesthésie en laissant 1'aninal pendant quelques minutes
dans un cristallisoir saturé mr unc vaneur d'e-he:- diethyligue.

- Pratiquer sur la face abdoninile nréalzblerent tordue une ouver-u—
re selon la lizne médiane :

- isoler 5 anses iléales de 7 cm de longueur et sésarées les unes
des autresd 1 cm,

. nettoyer préalablement la face lumirale avec du RINGER préchauf-
fé a 37° C ; la derniére ligature se situe au niveau de la pointe
de 1'appendice.

Remarques :

- L'opération doit &tre propre mais ron stérile.
- Veiller a ce que les vaisseaux sanguins ne soient vas ligaturés.
- Arroser les organes de temps a autre avec du RINGER tidde.

L'essai proprement dit comporte trois étapes.
1ére étape :

- Chaque anse est stimulée par 5 pg de toxine cholérique sous un volume
de 0,5 ml.

- On remet 1'intestin en place et on referme 1'abdomer var quelques
points de suture pendant la durée de 1la réaction.

2e étape :
Aprés 3 heures, ouvrir 2 nouveau 1'abdoren :

- vider les anses de leur contenu et aprés ringage, injecter a la nlace,
le produit & tester(substance de références : chlornromazine ou 1l'extrait vézé-
tale brut) véhiculé par le RINGER sous un volume n'exédant pas 1 ml et préchauf-
fé a 37° C ;

- remettre 1'intestin en nlace et refermer 1'ahdomen.

3e étape :
—d——

Apreés 1 heure, ouvrir 1'abdomen :

- prélever 1'ensemble de Y anses et 1'étendre sur la o2illasse ;

- mesurer la longueur réelle de chaque anse et en noter la valeur Ly

- découper chaque segment au niveau des esnaces intercédiaires ;




- éliminer le liquide se trouvant A 1l'extéricur avec un morcezu de
papier filtre ;

- peser chaque anse isolfe et en noter la valeur Pl'

»
- vider le contenu en ouvrant chaque anse le lonz de la ligne mésen-
térique ;

- sécher au papier filtre les deux faces ;

-~ peser a nouveau et noter s= valeur Pé,. La différance entre P _

et Péi sera noté [}1 1

- étaler lc morceau de tissu bien a plat et en mesurer la largeur
qui sera notée 1i

- sacrifier 1'animal.

Consignation et traitement des résultats :

- Calcul du flux net de fluide :

En résumé, les valeurs suivantes sont nécessaires pour le calcul du
flux net d'eau :

:“‘39 PR TS H T A :
! n : (g) : (g) : (cn): (cm):(min): (ml)!

At représente la durée de 1a deuxiéme étane
Vi représente le volume d'injection du produit A tester

Le flux net d'eau a pour fnrnule générale

-1

4] Vv -}P _ -P :]

5 i l 1i 23 . -2 .

= T X1k expriné en ml, cm , min
net i i t

St p_-P << V. On assiste a un mouvement du fluide de la
1i 21 i < . < .
luniére intestinale vers le cdté sanguin ;

il s'agit d'une absorption et par comvention
or assigne A la valeur du flux un "+".
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Si Pp,. -P_. )> V. On assiste 3 une secrétion nette et
11 2i i . .
on assigne a la valeur du flux un
"_"

- Calcul de la charge :

Nous appelons charge la quantité du produit & tester véhiculé dans une
anse et exprimée en milligramme, ravportée i la valeur (Li X li) exprimée en
centimétre carré.

APPLICATION DE LA TECHNIQUE A LA MISE EN EVIDENCE DE L'ACTIVITE ANTISECRETDIRE .
DE L'EXTRAIT VEGETAL NOTE Al :

Introduction :

Nous avens testé par la technique des anses ligaturées, 1'éventuell
aptitude de 1'extrait vé;étal noté A1 a reverser une secrétion nette de fluide
induite expérimentalement par la toxire cholérijue au niveau de 1'iléon de rat.
L'activité observée a été comparée : celle de la chlornromazine.

Matériels :

- oroduit de référence :

Largactil (chlorpromazine) - Solution injectable & 0.5 pour cent.

- produit & tester :

Extrait végétal hydrosoluble noté Al et prénaré sous la forme lyophi-
lisée.

Résultats :

Kotre expérimentation a été faite sur cing groupes de rats dont les
anses ont été préparées selon les caractéristiques suivangs :

Groupe 1 : Anses non stimulées et non traitées.

Groupe 2 : Anses stimulées et traitédes avec A) i la conceatratior
Ct et C2.

Groupe 3 : Anses stinulées non traitées.

Groupe 4 : Anses stimulées traitées avec le nroduit de référence.

Groupe 5 : Anses ztimulées et traités avec 1'extrait A1 i différer-es
concentrations.

Nous avons consigné les résultats obtenus dans le tableau 3.
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Tableau 5 : Activité antisecrdétoire de l'extrait Al

\ convarée A celle de la chlorPromazine sur
1'ildon de rat par 1a technique des ansea
ligaturdesa.

: : H 0 : : !
:Groupe: Caractéristiques : Chareg : Jngt : : n :
! : : mg/cm : ml/cma/min : : !
N Anven mom stimilées mon traitdes i o 1 +2.490 0% ¥ o.6e8 10731 5
{2+ Anees non stimilées traltdes avec A1 0.020 1 +1.6382 10731 % 1,389 1031 5 1 .
T T R R N A
: 3 :-— Anses stimulées non traité;; : ------ : ------ zZI;T;gE--;5:3:-E-ETEBQ--;B-3: ----- ; ----- :
{4 hnses stimildes traitdes & 1n GPF i 0121 i-0.352 1004 T aams 100 4
T : T 00T ie 2,089 1001 T ouse 100 5
ST T I
{5+ Anses mtimilées toaitdes avee A i O.002 1. 4.379 1001 F 2207 100 & ;
T T L0029 i- 0.4 103 - C
§ : T L 0.018 e 0.282 1001 £ G.733 103 3 E
T oo L0013 10452 1001 E 0.7 10703
' H H H : : 1

* CPZ : chlorpromazine
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DISCUSSION :
Les résultats obtenus mon:iraient que :

- 1'extrait Al peut reverser une secrétion pathologique déja établie
(cf. figure 20) ;

. iys . s . 2
- une charge épithéliale 2n Al supérieure 4 environ 0,018 mg/cm at-
tenue la secrétior mais ne le transforme pas en absorption.

Par ailleurs, la charge efficace de A1 n'affecte pas significative-
ment le flux basal d'eau sur 1'intestin . non stimulé.

Ces résultats sont préliminaires mais nous apportent la preuve que
1'extrait Al mériterait d'&tre étudié davantage pour son activité antisécrétoire.
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Fipgure 20 : Représentation graphique de 1'activité antisecrdtoire
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VII - TEST ALKTIPALUDEEN :

PRINCIFE :

Des souris inoculees de PLASHODIUX berghei et présentant un frottis
sanzuin positif’, ayant des hématies parasitées par le P. berghei, sont trai-
tées par 1l'extrait de plante ou les nroduiis a 1'étude. Anrés 4 jours succes-
sif de traiterent, la parasitémie es: évaluée sur un frottis sanguin (Test de
quatre jours de Peters).

KATERIEL ET iZTHODE

- En*retien de la souche de P. berghei :

L'entretien et le maintiern de la souche se font par passage successif
du P. bershei d'une souris parasitée 2 une souris saine. On vérifie la présen>
ce du rarasite chez la souris en réalisant un frottis sanguin sur lame. Si
1'examen est positif, la souris est znesthésiée a2 1'éther ou immobilisée par

contention et une prise de sang est frite sur elle par une nonction cardiaque.

Pour que le sang ne coagule nas, 0,02 ml d'héparine a 5 nz/ml en solu-
tion saline est ajoutée au orélévement. Le sang prélevé est tlacé dans un ila-
con en verre plongé dans la glace.

Le szng prélevé est ensuite inoculé a des souris saines par voie intra
veineuse {veine de la queue) ou par voie intrapéritonéale. On inocule ainsi
0,05 ml de szng. .

Lors de ce travail, l'aseptie doit &tre rigoureusemert resvectée.

Les souris servant a la ccrservation de la souche et aux tests sont
placées dans un local protégé des moustiques par la pose de grillage fin
(moustiquaire) aux ouvertures et voies d'acceés et la ovulvérisation régulikre

d'insecticide.

- Frottis sanguin :

Le sang pour le frottis es*t prélevé en coupant 1'extrémité de la queue
Une goutte de sang est déposée et étalée sur une lame mince.

Aprés séchage, le frottis est fixé en plongeant la lanme dans de 1'al-
cool nendant deux minutes . La lare est séchée et on verse le colorant de
Giemsa sur le frottis. Anrks dix minutes, le colorant est enlevé par lavage 2
1'eau de robinet. Lorsque la lame est stéche, on passe & 1'examen du frottis au
microscope (objectif X 100).




- Préparation du cadorant cde Giemsa :

La solution mére de Giensa est nrénarée en solubilisant 2,80 7 de
Giemsa dans 125 ml de glycérire nure et 379 ml d'éthanol absolu (ou & la ri-
zueur de 1'alcool bidistillé).

Pour la coloration, on nrémare extemnoranément, une solution du colo-
rant, en diluant 1la solution mére nar de 1'eau neutre dans les proportions :
2 ml de la solution meére pour 9 ml d'eau neutre.

L'eau neutre ou eau tamnornée est composée de 3,54 g de KH_ PO, et de

7,54 g de Ka HPO pour 1 litre d'eau bidistillée. On vé-ifie que{pﬂ es% égal
7.

2 4 e

wl

-~ Détermination de la parasitémie :

Sur un frottis les observaiions se font sur 10 champs de 1'objectif TiX
du wicroscope. Pour chaque champ,-on compte le nombre total des hématies et des
hénaties parasitées par P. berghei.

Le pourcentage de vperasiténie est calculé de la maniére suivante :

Sorme des hématies varasitées dans 10 champs X 160
Sonre des hématies &3 10 champs

- Test de 4 jours :

Trois jours avant le test, on inocule a des sourig adultes pesant en-
tre 25 g et 30 g, 0,5 ml de sang nrélevé par ponction cardiaque sur des souris
présentant un frottis positif.

Trois jours apres, la parasitémie des souris inoculées est déterminde.
On sélectiorne -les animaux ayant un taux parasitaire compris entre 0,1
et 1 %. Ils sont ensuite répartis en 4 lots dont § souris composent le lot té-
moin ne recevant que le véhicule e% 3 lots de 4 souris recevant des dcses dif-
férentes de l'extrait ou de la substance étudiée, par voie orale.

- - Le traitement peut commencer le méme jour, ou le lendemain, et dure
quatre jours.

-—
Le lenderain du quatriéme jour de traitement, la marasitémie est a
nouveau évzluée.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition du toux de
croissance du P. berghei. Pour chaque lot, on calcule la moyennc initiale
(M) de la parasitémie déterminée 3 jours aprés 1’'incculation et la moyenne
finale (Hf), 24 4 apnrds le dernier traitement du quatriéme jour.
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On détermine ensuite un indice de croissance (Icr) qui est égal au
quotient : .

M

f
Icr TN,
i

Le taux de croissance pour chaque lot est donné nar :

1 du lot traité
c cr

r 1 _ du lot témoin X 100
cr

En prenant 1'I _ du lot témoin comn
1

1'équivalent a 100 % de crois-—
sance, le pourcentage d*Inhibition est éga lad

e
a la différence :

% Inh = 100 - Cr du taux de croissance nour chaque lot.

Un taux d'inhibition de 160 % est obtenu a la dose de 10 mg/Kg pour
la chloroquine et 1'ampdiaquine (Pigure 21).
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°/, Inhibilion

100 r ‘_’—’,::;;6

°
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1——iChloroquine 0——o Amodioquine

Figure 21 : Courbe d'inhibition de la croissa-ce
du P. berghei chez la souris mar la
chloroquine 2t 1'amodiaquine.
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CHAPITRE 4

LES TESTS in vitro

GERERALITES :

Ces tests reprennent en général certains tests in vivo sur des mode-
les simplifiés puisqu'on met directement en contact les substances et 1'organe
cible. Le choix des organes dépend des réponses et des activités étudiées.

Les tests peuvent &tre non snécifiques nermettant alors un screening
pharmacologique ou spécifique pour 1'étude d'une activité bien nrécise. Les
montages proposés décrivent quelques exnériences qui peuvent servir de tests
biologiques pour aider & la recherche d'une fraction active 4 vartir d'un ex-
trait végétal ou d'études préliminaires.ih 1'élucidation du mécanisme d'action
de 1l'extrait ou de la fraction active.

La critique majeure dans 1'utilisation d'un extrait brut ou purifié ré
side dans le nombre de substances, par:Zois élevé, encore nrésent dans 1l'extrait
car la réponse observée peut &tre la somme des effets possibles, sur cet orgzane,
de toutes ces substances.

Néanroins, avec 1l'arsenal clhimique actuellement disponible, et qui ne
cesse de se développer, il est possible par un choix judicieux d'azoniste ou
d'antagoniste de cerner un domaine d'activité précic de 1'extrait, qui peut
orienter les travaux dans la recherche du mécanisme d'action et servir de sonde
biologique 2 1'isolement de(s) substance(s) active(s).

Le matériel de base comprend :

- un bain thermostaté pour rcaintenir 1'organe 2 une température de
travail constante pendant toute la durée de la manipulation,

- un cuve a organe isolé de 10 ml,
- des transducteurs, isotonizues ou isométriques, pour canter respec-
tivement les variations de longueur ou de force et les transformer

en signal électrique,

- 1'enregistreur pour emplifier le sisnal électrique et 1l'inscription
granhique sur papier du signal,

- un stimulateur électrique, pour certaines exnériemnces.




TEST SUR L®*ILEQN ISOLE DE COBAYE :

La présence dans le systéme d'innervation entérique de plusieurs ty-
pesde nerfs avec différents neuromédiateurs et différents tynes de récepteurs
permet de consid ‘rer 1'iléon isolé comme étant un excellent outil de travail vcur
étudier les effets d'un extrait végétal. En plus, les contractions de 1'iléon
isolé sont assez simples 2 enregistrer et de netites quantitésd'extrait seule-
ment sont nécessaires pour observer des effets sur 1'iléon.

L'iléon isolé de Cobaye convient parfaitement pour 1‘'étude des ex-
traits végétaux. La présence d'une activité pharmacologique sextde guide pour
la purification des substances actives présentes dans l'extrait.

La complexité des mécanismes d'action: par laquelle un extrait ou une
substance pure provoque une contraction ow le relidchement de 1'iléon contracté
artificiellement constitue la difficulté majeure dans 1'éiucidation du mécanisme
d'action de ces extraits.

Deux approches expérimentales sont possibles pour la mise en évidence
d'effets pharmacologiques d'extrait brut ou purifié avec 1'iléon isolé de Cobaye.

1° L'extrait est testé pour se capacité 2 contracter 1'iléon
-

2° La capacité de 1'extrait a relfcher 1'iléon contracté par une sti-
mulation électrique (ou chimique).

Pour la stimulation électrique la technique utilisant une stimulation
par. effet de champ selon Sperelakis est conseillée. Le seuil de stimulation des
nerfs de 1'iléon étant plus bas, d'une manitre significative, que celui des mus-
cles lisses, cette technique de stimulation permet une stimulation des nerfs
seulement de 1'iléon. Tous les nerfs sont stimulés en méme temps par cette mé-
thode.

APPAREILLAGE :

~ Bain 4 ormne isolé :

-

I1 est préférable de prendre un systéme de bain E:
] ‘ ; en s 3 e pour 2 cuves i organe
isolé. Nous conseillons des bains organe isolé pruposés par Upo Basile avec

des cuves de 10 nl. La figure 22 représente le sché
pres ? ma du ’
isolé dans la cuve. u nontage d'un organe

~ Enresistreur :

L'enregistreur GEMIKI 7070 (Ugo Basile) a deux canaux »
] . v > convient tras
bien & ce montage. Les trancducteurs de force isométriques (igo Basile - 7004)
peuvent traveiller dans un intervalle de tensionde O & 10 ¢ et sont adaptés

pour des études de screening pharmacnlogique et des études de mécenisme d'action.

- Stinulateur :

. Pour 1la sgimulntion électrique, le stimulateur Ugo Basile 7871 est
conseillé, avec les €lectrodes adaptées i une stimulation par effet de chanp.
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Pigure 22 : Schéma du montage d'un organe isolé.
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Figure 2% : Schéma pour la localisation de 1'iléon.




PREPARATIUN DE L'ILEON DE COBAYE :

Le cobaye est tué par un coup sur la téte. La sorze est ouverte et
1'anipal est saigné. Or ouvre 1'ablomen et le caecum est localisé. On coupe
1'iléon a environ 10 cn de la jonc:ion ileo-caecale. On renhre 1'extrécité
couvée en lui attachant une ficelle, et on sectionne 1'iléon de manidre a
avoir 1% cm de longueur (figure 23 ).

L'iléon est traité avec le plus grand soin et tout tiraillement est
a éviter pour ne pas endommager les muscles. Les doits propres au lieu de
pinces doivent Atre utilisé L'iléon est placé dans une boite de Pétri rem—
plie de solution de Krebs aérée par un mélange d'oxygzéne et de dioxyde de
carbone (0, = 93,5 % - CO_ : 6,5 %). L'intérieur de 1'iléon ne doit pas étre
rincé. On enléve délicatement la wmésentére et des sections de 2 cm d'iléon
sont coupées, en répérant le hout orienté vers le caecum.

Une ficelle est introduite A chaque extrémité en faisant atteztion de
ne pas fermer les extrénités de 1'iléon qui doivent reéster constamment ouvertes.

L'extrénmité juzénale de 1'iléon est attachée a la base de la cuve 1
or-ane isolé e* le cd3té caecal est relié au transducteur.

La cuve 2 orgzne isolé es- remplie de solutior de Krebs aérée nar le
mélange 02 - COZ' Une tension de 1 g est anpliquée & 1'iléon.

Le reste de 1'jléon est gardé dans la solution de Krebs, conszanment
aérée si on 1'utilise dans la journée.

Pour 1'étude des effets contracturants des nroduits, il est r-éférabhle
d'utiliser les morceaux d'iléon avant séjournd au réfrigérateur pendant une nuit
et gardés dans la solution de Krebs (sans &tre barbotée). Le lendemain o= harhote
1'iléon par le mélange carbogéne et a2u bout d'une demie heure, on peut e“fectuver
le montage. Les rénonses contractiles sont meilleures.

Pour 1’étude de la capaci*é des nroduits a relicher 1'iléon contracté
par une stimulation électrique, il vaut mieux utiliser un iléon n'ayant sas nas-
sé une nuit au réfrigérateur.

PRNTOCOLE: EXPERIMINTAL :

La substance et l'extrait végétal 4 tester doivent préalablerert étre
solubilisés dans 1'eau. Le volume in‘ecté dans la:cuve ne doit pas dépasser 400
pl. Pour les nrodutts non-solubles dans 1'eau, 1'alcool ou le diméthylsulfoxide
peuvent &tre utilisés comne solvants. Cependant un contrdle est 4 exécuier avec
Ja méme quantité de solvant pur : 60 pl d'alcool ou 100 Pl de diméthylsulfoxide
ont trs peu d'elfet.

La dose standard d'un extrait brut est de 2 mg pour tester sa capaci-
té A contracter 1'iléon et 20 mg pour tester sa capacité A relicher 1'iléon con-
tracté par une stimulation électrique. Ces doses correspondent 4 une concentra-
tion dans la cuve de 0,2 et 2 mg/ml, respectivement.
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o . .
1° Enreristrement d'une action cortracturante :

. Anrés le transfert de 1'ildon dans la cuve, les tests peuvent comme
cer et des qu'une ligne de bhase stable et obtenue, unc dose standard d'his‘sé?:
ne, ?O‘yg/ml. est ajoutée. L'orrane est rincd lorsque la cortraction maximA;; est
atteinte. La solution de Krebs dan:; la cuve est changée nlusieurs fois jue ‘i ce
qu'on retrouve la ligne de base. On : onresio

peut alors introduire l'extrait. L'enre~i
. i ‘ : Ly > ' - > A.-s-
trement doit continuer pour voir si 1'effet est transitoire ou persistant ‘

. Le résultat est généralement exprimé er pourcenta
nrovoqu?e par la dose standard d'histanine. 31 1a cont-action de 1'histarmire a
Pyg:oque par exemple une contraction de 30 mm et 1'extrait 1¢ mm - l'extr;if-a
35 jo d'activité par rapport a la dose standnrd d'histamine. ) . )

~e de la contrac:ion

Un choinit la dose d'extrait de telle manifre que la contraction ob-
tenue soit le méme ou inférieure & la contractior de la dose stundard de 1'his-
tamine.

Aprés plusieurs ringapges et le retour de la lizne de base, une seccnde
dose d'extrait peut &tre testée.

Plusieurs doses peuvent étre testées avec le méme trongon d'iléon,
mais la réactivité doit &tre rontrdlée nlusicurs fois. Quand la réponse est zfai-

blie ou est anullée, on accroche un nouveau norceau d'iléon.

2° Enresistroment d'une action relaxante :

La stinulation électrique nent commencer lorsque 1'iléon est monté
dans la cuve. Quand la réponse est uniforme, c'est-a-dire, quand chaque imnul-
sicn électrique provoque arproximativement la méne amnlitude de rénonse, 1'ex-
trait peut étre testé. Si l'extrait a des pronriétés relaxantes, 1'annlitude
de la rénonse a la stimulation est diminuée.

On exprime le résultat en pourcentage de 1'amplitude de la rénonse de
référence, avant l'introduction de 1l'extrait. Exemple : si 1'amplitude maxirzle
de 30 mm est ramenée a 20 mm apres l'addition de l'extrait, 1'inhihition de la
contraction est 30-20 = 10 mm, ce qui corresmond 1 3% %.

- Si 1'evtrzit a nrovogué une inhibition totale des contraction-, le
test doit étre répété avec une dose plus raihle.

L'enregistrement terminé, la cuve est rircée sans arréter la stirula-
tion pendant le ringa:e. Un autre extrait neut 2tre testd lo-sgue la réponse est
revenue i son emnlitude initiale. On remnlace l'organe si cette derniére a dimi-
nué,
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INTERPRETATION DES RSULTATS :

La figure 24- représente des exemnles de rénonse des extraits végé-
taux contenant respectivement des substances contracturantes et relaxantes. Un
extrait brut peut cependant conterir ces demx types de substanrce. Le résultat
déperd des pronortions de leur concentration respective.

Sur. 1'enregistrement d'action relaxante, on peu: suspecter la pré-
sence de substance contracturante par une augnentation de la li;ne de base (fi-
gure %5 ). Dans ce cas il est nécessaire d’enlever la substance contracturante,
car sa présence rend difficile la détection de 1'action relaxante.

Dans le test ou 1*iléon est contracté par ure stimulation électrique,
on peut parfois observer qu'une substance ou un extrait nrovoque une. augnenta-
tion d‘amplitude des contractions sans qu'il ¥ ait un changement de la ligne
de base.

Plusieurs mécanismes peuvernt &tre a l'origire de cette potentialisa-
tion ; par exemple une augmentation de la quntité des transmetteurs libérés, une
action sur les sites récepteurs, interférence avec les secocnds messagers, etc...

Cette réponse donne évidemment une indication sur le mécanisme d‘ac-
tion de 1'extrait testé.

AVANTAGE ET LIMITE DE LA METHODE :

L'avantage d'utiliser une méthode non spécifique ncur rmettre en évi-
dence 1'activité pharmacologique d'un extrait végétal est que par un seul test
on peut détecter plusieurs types d'activité, et si ce test est assez simple,
plusieurs extraits peuvent étre testés rapidement.

Ce genre de test est idéal pour guider la purification d 'un extrait
végétal pour l'isolement d'une fraction ou de(s) substance(s) active(s). Un
technicien habile peut tester au poins 20 écharitillons sar jocur, avec des quan-
tités de 1'ordre de 50 mg pour un extrait et 100 pg pour une substance pure.

L'inconvénient majeur de cette méthode est la difficulté d'obtenir
une information sur le mécanisme d'action de la réponse observée sur 1'iléon.
La subsfance active de 1'ext-ait peut contracter ou reldcher le muscle lisse par
plusieurs mécanismes.

Quelque information peut &tre obtenue en recourart a des agonistes ou
des antapgonistes connus, aussi n'est-il pas nécessaire, du noint de vue pratique,
d'attendre 1'isolement d‘'une substance pure pour commencer 2 aborder 1'élucida-
tion du mécanisme d’action de 1l'extrait.

En conclusion : 1'iléon isolé de Cobaye es® utile pour un screening
rion spécifique des activités d'une extrait végétal. Mais pour une étude du péca-
nisme d'action pharmacologique et 1'utilisation médicale, il faut travailler
avec 1a (les) substance(s) active(s).
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Figure 24 : Riponse ¢ 'un extrait végétal cortenant des substances con-
tracturartes et relzxantes. Le résultat dépend des pro:cer-
tions de leur cc.cer:ration rescective.
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Figure 25 : Sur l'enregistrement d'action relaxante, on peut suspecter la
présence de substarnce contracturante par augmentation Ze la

ligne de base.
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Le désavantage d'un screening non-snicifique est que les informations
recueillies aunr®s des guérisseurs sur les maladies ou synptdmes pour lesguels
la plante est oréconisée ne peuvent #tre utilisédes. Des néthodes spécifiques pour
1taction préconisée sont préférables dans ce hut.

Pour 1'isolerment de substances aciives, les tests spécifiques sont
souvent troo encombrants, font perdre du temps ou demandent tron de substance.
Si on peut trouver une corrélation entre une méthode spécifique et le test sur
1'iléon isolé de Cobaye, alors la dernitre méthode est bien adapte pour guider
1’'isolement d'une subsiance active.
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11 - UTERUS ISOLE DE RAT :

Cette manipulation est utilisée pour sa sensibilité 2 l'adrénaline
et sa relative insensibilité a la noradrénaline. La présence en grand nombre de
récepteurs P-adrénergiques exnliquerait cette discrimination.

Le nontage est fort intéressant pour les essais d'extrait pouvant
contenir des prooriétés de ces deux catécholamines. L'utilisation du propranclol
permet de déceler la présence d'une sub:.‘ance activant les récenteurs B-
adrénergiques dans 1l'extrait. Il est aussi sensible aux agonistes cholinergiques.

PPEPARATION DE L°'ORGANE :

Pour avoir de bonnes réponses, il faut prélever 1'utérus sur des fe-
melles jeunes de 140 g & 160 g et en oestrus. On induit 1'oestrus en injectant
par voie sous cutanée, a 1'animal, 24 H avant la manipulation, 0,2 53/100 g
d'une solution alcoolique d'oestradiol & la concentration de 1 X 10 " M,

Le jour de l'expérience, 1'animal est sacrifié et saigné. L'abdomen es-
ouvert et les intestins sont enlevés et mis de cdté. Les deux cornes de 1'utérus
sont sectionnées et transférées dans ure boite de Pétri contenant la solution de
Locke.

Les deux cornes sont séparées et débarassées des tissus adipeux. Cha-
que corre est suverte longitudinalement et coupée vers le milieu du muscle. On
obtient ainsi § morceaux de muscles.

De la ficelle est attachée & chaque extrémité d'une hande de muscle
et la préparation est montée dans la cuve. La solution de Locke est aérée nar
du carbogéne (02 =95 %, C02 =5 %) ou 4 1'aide d'un aérateur, et maintenue 2 37°

On attend que les contractions spontanées se régularisent sous une
tension de 0,05 z (transducteur isotonique Ugo Basile) avant de commencer les
essais.

Dans la figure 26 est donnée l'action inhibitrice d'un extrait végé-
tal a4 la concentration de 250 pg/ml sur ces contractions spontanées. Un lavage
(L) de 1'orgare lui permet de retrouver les contractions.

La nrésence du propranolol a 1 X ‘IO-8 M, avant une nouvelle introduc-
tion de 1'extrait, empdche 1l'apparition de l'activité inhibitrice de 1l'extrait

sur les contractions de 1'organe. Non seulement les contractions ne sont pas inhi4
bées; mals la ligne de base,-donc le tonus du muscle, est affectée par le pro-
duit.

) Cette augnentation du tonus en présence du proprano-
1ol pourrait &tredm a 1l'effet composite de 1l'extrait sur 1'organe.

11 s'agit ici d'un test qualitatif qui permet de déterminer un site
d'action, parmi d'autres, de 1l'extrait végétal.
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III - ACRTE ISOLEE DE RAT :

L'aorte isolée est un exemple de tissu contenant des récenteurs -
adrénergiques.

PREPARATION DE L'ORGANE :

Un rat de 170-200 g est sacrifié et saigné. On ouvre le thorax, on
dégage ensuite 1'a2orte descendante. L'aorte est sectionnée et transférée dans
une boite de Pétri contenant une solution de Krebs. La solution est constamment
aérée par le mélange 02—002 (95-5).

L'organe eet découpé en spirale d'environ 4 mm de large et une lon-
gueur de 2 cm est montée dans la cuve, maintenue 3 37° C et aérée var le carbo-
géne. On soumet 1'organe a une tension de 0,5 g. On laisse le tout s'équilibrer
une heure avant de commencer le test. Un ringage est effectué toutes les 20 mi-
nutes pendant 1'équilibration.

La figure 27  regroupe les courbes effets/dose de la contraction
de l'aorte provoquée par l'isoprépaline, l'adrénaline et la noradrénaline, en
présence de propranolol 2 1 X 107° M (pour bloquer les récepteurs B-
adrénergiques). On trouve dans le tableau 4 1a CE o Pour les 3 catécholanines.

5

Tableau 4 : CE_. de l'isoprénaline, 1l'adrénaline et la noradréna-
line sur les récepteurs alpha-adrérergiques de 1l'aorte
isolée de Rat.

Substance CE

i : 4
! : !
! : 20 !
! : 5 H
! - Isoprénaline.. : 1.9.10 " K '
] . 1]
! - Adrénaline.... : 5 .0°CM
1 . ]
- - -8 -
! - Noradrénaline. : 45.2.10 M 1
] - 1

-

IV - TRACHEE ISOLEE DE COBAYE :

Cet organe est un matériel intéressant pour une premidre approche des
études des substances ou d 'extrait végétal ayant une activifé bronchodilatatrice
ou antianaphylactique.

Pour le test antianaphylactique, 1'organe est prélevé sur un animal
sensibilisé a 1l'ovalbumine (voir antianaphylarie de ce manuel).
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% Amplitude de la
Contrachion de 1'Aorte

1007 Ii
/
/11
/
/
/
50} /
1/
/l
| R log |M
-9 -8 -7 -6 -5 -4 []
- +——ilsoprénaline o—oAdrenaline
s-----sNoradrenaline
Figure : Courbe effet/dose de 1'isoprénal.

adrénaline et la noradrénaline sur
1'aorte isolée de Rat en présence de
propranolol 1 X 107° M.
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PREFARATION DE L'ORGANE :

Un Cobaye de 400 g est tué, il est saigné a4 la rorge en faisant atten-
tion de ne pas endommager la trachée.

La trachée est dégafée, sectionnée et transférée dans une boite de Pé-
tri contenant la solution de Krebs.

Elle est débarassée de ses tissus annexes. Quatre trongons de 5 mm de
longueur sont découpés dans la trachée, chaque tron¢on est découpé longitudina-
lement du cdté opposé au muscle lisse. Lec bandelettes sont ensuite accolées
deux par deux, comme indiqué dans la fisure 28 et un fil est passé a chaque ex-
trémité des bandelettes. On obtient deux bandelettes qu'on monte dans les cuves
A organe isolé, ou la solution de Krebs est aérée par du carbogine (0, = 95 % ;
CO, = 5 %). Cette technique est une variante de la chatne et de la trichée dé-
coupée en spirale.

Suivant les effets étudiés, on enlévera 1'endothelium avant le montage
ou non, car il est prouvé que ce tapis cellulaire de revétement, peut libérer sous
1'action de certaines substances, comme l'acétvicholine, un facteur relexant, tout
comme l'endothelium de 1'aorte. On vérifie que 1l'endothelium a été bien enlevé
par 1l'absence d'effet relaxant de 1'acétvlicholine sur 1'organe contracté par la
noradrénaline.

La figure 29 représente des contractions induites par 1'histzmine, en
utilisant un transducteur isométrique (Ugo Basile).

La trachée est contractée par la méthode cumulative : on gjoute des
concentrations croissantes d'histamine dans la cuve : 10'7 M, 21077 M et
6.107C M ; elle a été ensuite_gelachée nar l'isoprénaline par la méme méthode
avec : 1.10°9 ¥, 2.1079, 2.107°, 6.10"6 M et 10~> M d'isoprénaline.

V - OREILLETTES ISOLEES DE -COBAYE :

On s'est servi des oreillettes isolées de Cobayve pour le test d‘'ex-
trait ou de substances supposés actifs sur les récepteurs B-adrénergiques.

PREPARATION DE L'ORGANE

Un Cobaye de 400-500 g est sacrifié et saigné, la cage thoracique est
ouverte et le coeur est rapidement prélevé et placé dans une boite de Pétri con-
ternant la solution de Ringer. On le débarasse de tous les tissus annexes, et le
ventricule est séparé des oreillettes en le sectionnant aussi prés que possible
des oreillettes. Une ficelle est nouée a chaque extrénité des oreillettes qu'on
transfire ensuite dans la cuve ou la solution dc Ringer, maintenue & 37° C est
aérée par de 1'oxygine pur (i défaut se servir du mélange carbogéne (0, = 95,
€o, =5 %). Le test tel qu'il est présertéici est un test qualitatif.
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Pigure 28 : Schéma montrant 1'as-
semblage de 2 lambeaux
de trachée isolée de
cobaye.
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La figure 30 a est un exemple d'enregistrenent obtenu avec des orejl-
lettes isolées activées par 1'isoprénaline, en se servant d'un transducteur iso-
tonique (Uso Bisile). En dessous on peut ohserver 1'effet d'un extrait végétal
qui sans rodifier 1'amplitude des coniractions a dininué la fréquence des con-
tractions.

7H a)

Figure 30 : Conmparaison de 1'effet de 1'isoprénaline seule 2 1 X 10°
- et en présence de 1'extrait de la plante a 250 ug/ml b),
sur les oreillettes isolées de Cobaye. En présence de 1'ex-

trait de la plante, 1'anmplitude de la contractior induite
par 1'isoprénaline est inchangée, mais on observe une dipi-

nution de la fréquerce des contractions.
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LISTE DES APPAREILS

UGO BASILE
Biological research apparatus
21025 COMERIO-VARESE

Electrodes pour une stimulation par
effet de champs (selon Sperelakis)

ITALY
! : : !
! Désignation : référence : Prix U. S. 8!
! : : !
! : : !
! — Plethysmom2tre..c.c.ceeeecencss ccoesens : 7150 :  2,220.00 !
! Analgésimdtre (Randall et Selltto)... : T200 : 1,000.00 '
! + Pédale et cable.eeeecceccecianaannn : 7203 : 22.00 !
! - Transducteur de bronchospasme........ : 7020 : 1,450.00 !
! Pompe ventilatoire pour rongeurs..... : 7025 : 2,500.00 '
! - Bain i organe isolé (pour 2 cuves a : S : H
! 0organe iS0lé)eceececceccecnccnceancans : 4050 :  1,600+00 !
! -~ Cuve 2 organe isolé (10 ml).......... : 4100 : 44,00 !
! - Transducteur isométrique DY2....... .o : 7004 : 420.00 !
! - Transducteur isotonique......... cecee : 7006 : 870.00 !
! - Enregistreur GEMINI (2 canaux)....... : 7070 :  3,940.00 !
! - Papier enregistreur....c.ccccececeaccacs : 7075 : 8.00 !
! — Pulse generator.....cecceecececcccacas : 7801 :  2,355.00 !
1 - - 1
! : : !
! : : !




FORMULE DE RINGER (140 mM) :
(£ 1 L 6.72 gramnes
1729 {od o 2.10 g
Solut?on Teeeooeononacncanas 50 nl
Solution 2.cceciecccncncnacas 100 ml
Eau qSpeccece.. cecesccacannn 1 000 nl
Solution 1 :
HgClz. 6H O..vveennnnncnnnnn 4.86 ¢
CaCl; anhydre............... 2.66 g
Bau.eeeececcecsncccccananans 1 000 ml
Solution 2 :
KHPO ......... ceecceccoanes 4.16 ¢
ﬁ%ﬂﬁ".“. ................ 0.54 g
Badeeceoernn cesesescrcnaccas 1 000 nl
FORMULE DE KREBS :
Solution de stockage........ 290 al
GlucCOSE.ceeececrcecccanancne 4 e
cacl2 anhydre....ccceeeeeee. 0.56 ¢
§ 071 3 S P 1 800 ml
Solution de stockage :
NaCl....... ceccsesesscesanne 69 c
KCl..ooeoeiineeeeeeeeencnnes 3.54 g
KH PO4 ...................... 1.61 ¢
%g80, TH 0. e eeiiieciiiin 2.97 ¢
NaHC63. ..................... 21.0 g
Fau g S.ePecececcceceennan.. 1 000 nl

La solution de Krebs doit #tre préparde tous les jours. Un mélenge
de 02-(93.5 %) et CO2 (6.5 %) est barvotée constamment 3 travers la solution.

SOLUTION DE LOCKE :

NaCl....eveeeececocnne

xc1-....-.--....-..... ']

9 &
0,42 g
CaCl_ ccevccercvecaesen 0,24 ¢
NaHCO, e vveveennneeneae 0,15 g
Glucoge............... 1 e
Eau qQSDercvocccccsss..d 000 m






