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INTRODUCTION




Depuis sa création, le laboratoire de Biologie végé-
tale et de Pharmacognosie du Centre des Sciences de l’Environ-
nement, dans 1lequel ce travail a pu étre mené a bien, a
toujours eu pour ligne directrice 1l’inventaire et la sélection
des plantes médicinales et produits naturels utilisés dans les
pharmacopées traditionnelles, afin de vérifier expérimenta-
lement certaines des indications thérapeutiques qui pourraient
présenter un intérét, non seulement pour les populations autoch-
tones, mais également pour la médecine moderne toujours deman-
deuse en substances actives nouvelles et de plus en plus
attirée par la pratique des médecines dites "douces".

Cette démarche, originale dans la volonté manifeste de respec-
ter la tradition, en réalisant des études pharmacologiques sur
des préparations similaires & celles prescrites par les tradi-
praticiens, devrait permettre de valoriser 1’immense patrimoine
culturel traditionnel, beaucoup trop longtemps dédaigné par la
médeéine moderne, et par la-méme de sauvegarder un certain
nombre de pratiques susceptibles de tomber té6t ou tard dans
l’oubli, en raison de la progression rapide des prescriptions
modernes au détriment de la médecine transmise par les tradipra-

ticiens.

Cette objectivation des actions pharmacologiques d’une plante
donnée constitue une étape primordiale. Par ailleurs, une étude
chimique pourra, dans un second temps, tenter d’isoler des
substances chimiques pures, ou plus vraisemblablement des
groupes chimiques définis, qui devront étre corrélés a l’acti-
viteé pharmécologique.

Loin de constituer une premiére tentative dans ce mode
d’approche original des plantes médicinales, notre travail
s’inscrit en fait dans la continuité de différentes études
précédemment menées sur d‘autres espéces végétales, dans le
domaine des psychotropes, mais également dans celui des hépato-
tropes et des diurétiques (Fleurentin et coll., 1986 - Lanhers
et coll., 1986 - Hoefler et coll., 1987).



L’ensemble de cette étude est consacrée a une Euphor-
biaceae, Euphorbia hirta L., sélectionnée parmi diverses autres
espéces, a la suite d’un premier screening pharmacologique.
Cette espéce pantropicale, trés largement prescrite en méde-
cines traditionnelles et pour de nombreuses indications, a
également connu son heure de gloire en Europe et aux Etats-
Unis, notamment pour ses propriétés amoebicides et anti-
asthmatiques. Si elle fut pratiquement oubliée des pharmacopées
européennes et américaines, ainsi qu’en thérapeutique, a partir
de 1914, elle n’a cessé de susciter 1’intérét de nombreux
chercheurs, tant au niveau de sa toxicité et de sa composition

chimique, qu’au niveau de certaines propriéteés phatmacolo-
giques.

Notre démarche a donc consisté, d‘’une part a tenter de
rassembler et de synthétiser 1’ensemble des données botaniques,
ethnopharmacologiques, toxicologiques, chimiques et pharmacolo-
giques tirées de 1’étude bibliographique et, d’autre part, a
confirmer ou infirmer les propriétés psychotropes de nature
sédative d’E. hirta L., de rechercher son profil pharmacolo-
gique et de définir le profil chimique et la toxicité aigué de
l’extrait végétal employsé.

Aprés le repositionnement succinct de cette espéce, au sein de
la taxinomie générale, la premiére partie de ce travail a été
consacrée a 1’étude botanique d’E. hirta L., incluant sa répar-
tition géographique et ses diverses dénominations (noms communs

et vernaculaires).

Les données ethnopharmacologiques (deuxiéme partie) comprennent
les indications thérapeutiques traditionnelles conférées aux
différentes parties de 1la plante, dans les divers pays et
ethnies 1’utilisant, les modes de préparation et les posologies
prescrites, aussi bien en médecines traditionnelles qu’en

thérapeutique moderne.



Bien que trés communément employée en médecines tradition-
nelles, E. hirta L. a fait l’objet de diverses études toxicolo-
giques sur 1l’animal de 1laboratoire, mais aussi en clinique
humaine permettant ainsi 1l’estimation de sa tolérance (troi-
siéme partie).

Nous avons complété ces précédents travaux par 1l’étude de 1la
toxicité aigué, sur la souris, d’un extrait aqueux d’E. hirta I.

préparé par nos soins.

Dans une quatriéme partie, aprés avoir recensé les différents
composés chimiques d‘’E. hirta L. (Lanhers et coll.,” 1987),
notre contribution s’est limitée & rechercher leur présence
dans l’extrait végétal employé, par des techniques analytiques
classiques (réactions d’identification, chromatographies sur
couche mince), permettant d’établir un profil chimique néces-

saire a la caractérisation de cet extrait végétal.

Parmi les indications pharmacologiques mentionnées dans 1‘’étude
bibliographique, nous avons orienté notre . travail vers 1la
recherche de propriétés psychotropes, en raison de 1l’importance
en médecine contemporaine, des substances dotées de telles
propriétés et de l’orientation initiale de notre laboratoire.
Dans un premier temps, l’effet neurosédatif de type tranquil-
lisant, récemment rapporté par P. Cabalion (communication
personhelle, 1983), a été recherché, par voie intra-péritonéale
(I.P.), au moyen de tests comportementaux.

Cette premiére investigation nous a tout naturellement conduit
a préciser le profil pharmacologique d’E. hirta L. par 1la
recherche de diverses autres activités trés fréquemment asso-
ciées aux propriétés sédatives et notamment 1‘’existence

d’effets hypnotiques, neuroleptiques et anti-dépresseurs.

Nous avons ensuite approfondi le domaine des anxiolytiques et
plus précisément celui des benzodiazépines, par la recherche
d’activités pharmacologiques secondaires caractéristiques,

telles que les effets anti-convulsivants et myorelaxants (étude



in vivo, sur 1la souris), mais également en abordant 1les
mécanismes d’action de ces tranquillisants mineurs.

Cette derniére approche a pu étre entreprise, d’une part grace
a l’étude in vivo de 1l’influence d’un antagoniste spécifique
des sites récepteurs aux benzodiazépines, vis-a-vis des effets
sédatifs d’E. hirta, et d’autre part, grice a des études in
vitro permettant de rechercher une éventuelle affinité de

l’extrait végétal pour ces sites récepteurs.

Cependant, des substances autres que les psychotropes peuvent
eégalement exercer des effets sédatifs (anti-histaminiques, anal-
gésiques...). C’est pourquoi nous avons entrepris de rechercher
l’existence de propriétés anti-histaminiques et analgésiques,
pour E. hirta L., propriétés par ailleurs mentionnées dans les
indications pharmacologiques.

Découlant de ces derniéres investigations, 1la recherche
d’effets thérapeutiques fébrifuges et anti-inflammatoires,
également connus des tradipraticiens et coexistant trés fréquem-
ment avec une activité analgésique, s’est inscrit trés logique-
ment dans le plan expérimental initialement établi.

Des études complémentaires ont pu étre entreprises, quant au
devenir des effets pharmacologiques d’E. hirta L., a la suite
d’administrations I.P. répétées, permettant ainsi d’aborder le
probléme de la tolérance, connue notamment pour les analgé-
siques centraux morphiniques. Cette recherche a pu étre menée
sur les effets sédatifs, inducteurs du sommeil barbiturique et
analgééiques précédemment décelés chez la souris, a la suite

d’un traitement I.P. unique.

Pour conclure cette étude pharmacologique, nous avons tenté de
retrouver certaines des activités précédemment obtenues apreés
injection I.P. de 1l’extrait végétal (propriétés sédatives,
inductrices du sommeil barbiturique et analgésiques), en utili-

sant la voie orale comme voie d’administration.



GENERALITES
SUR LE GENRE
EUPHORBIA



I LA FAMILLE DES EUPHORBIACEAE
(Anton, 1974)

La famille des Euphorbiaceae (ordre des Tricoccales) comprend
entre 8000 et 10000 espéces, herbacées, cactiformes ou arbus-
tives, réparties en 300 genres présents dans toutes les flores
du globe. Les Euphorbiaceae sont notamment trés bien repré-

sentées dans les régions tropicales et subtropicales.

Cette famille hétérogéne comprend de nombreuses espéces
médicinales ou toxiques, dont les propriétés pharmacologiques
sont liées a la présence de phytotoxines, de résines vésicantes
(Ricin, Croton, Purghére...) ou d’alcaloides (Phyllantus, Secu-
rinega). Certaines espéces ont un usage alimentaire (Manioc);
d’autres sont employées dans 1l’industrie, telles que 1l’Hevea
qui produit 1le caoutchouc, d’autres plantes fournissant des
matiéres oléagineuses, des huiles utilisées dans diverses
industries (savonnerie, industries des 1lubrifiants, des pein-

tures et vernis...).

A cette diversité dans 1les utilisations pratiques de ces
espéces, s’ajoute une trés grande richesse en types morpho-
logiques différents, qui est & 1l’origine de la multiplicité des

classifications établies.

% Ainsi, certains auteurs (Pax et Hoffmann, 1931) ont divisé
la famille des Euphorbiaceae en quatre sous-familles, d’apreés
la présence ou l1l’absence de laticiféres, le nombre d’ovules
dans chaque loge du fruit et la morphologie de 1’inflorescence:
Phyllanthoideae, Crotonoideae, Porantheroideae, Ricinocar-
poldeae. Les Crotonoideae sont divisées en deux tribus:

Crotoneae et Euphorbieae.

* Hurasawa (1954), quant a 1lui, divisa l’ordre des Euphor-
biales en deux familles renfermant chacune trois sous-familles:
Euphorbiaceae (Acalyphoideae, Sapioideae, Crotonoideae) et
Phyllantaceae (Phyllanthoideae, Antidesmatoideae, Brideloideae)



* Dans la flore d’Afrique de 1l’ouest, Hutchinson et Dalziel
(1958) scindent la famille des Euphorbiaceae en quatre tribus

Phyllantheae, Galearieae, Crotoneae, Euphorbieae.

En raison de cette grande hétérogénéité, une origine poly-

phylétique a pu étre proposée pour cette famille.



I LE GENRE EUPHORBIA
(Anton, 1974)

Ces divergences s’affirment pour le genre Euphorbia, 1l/un des
plus important, qui rassemble environ 1600 espéces cosmo-
polites, arbustives ou arborescentes (espéces tropicales),
herbacées annuelles ou vivaces (espéces européennes), coralli-
formes (espéces de Madagascar), cactiformes épineuses et
charnues (espéces de Madagascar).
Ce genre a été remanié de nombreuses. fois et divisé en genres
distincts, en sous-genres et sections.

* Ainsi, Necker en 1790, puis Haworth en 1819, scindérent

l1’ancien genre Euphorbia de Linné en plusieurs genres.

* Baillon (1858) et Klotzsch (1860) classérent ces genres en

quinze sections.

* Boissier (1862) inclut onze nouvelles sections aux quinze
précédentes et établit une monographie basée sur la distri-

bution mondiale de 700 espéces.

* Bentham (1878) et Hooker (1880) divisérent le genre Euphor-
bia en six sections et y incorporérent comme sous-sections

certaines des sections de Boissier.

* En 1931, Pax et Hoffmann classérent 1600 espéces dans neuf

sections et cinquante sous-sections.

* Webster (1967) et Croizat (1972) établirent une classi-
fication d‘ensemble basée sur des arguments panbiogéogra-

phiques.

Au sein de cette diversité morphologique, l’unité botanique est
assurée essentiellement par la présence constante d’un cyathium
(inflorescence hermaphrodite). L’unité histologique est carac-
térisée par la présence constante de laticiféres vrais,

renfermant un latex dont 1’unité chimique est constituée par la
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présence constante de terpénes (essentiellement des triter-
pénes).

Ces substances terpéniques ont été utilisées pour des études
chimiotaxonomiques, en raison de leur distribution relativement
stable chez les Euphorbes et généralement spécifique de
1’espéce donnée. N



III EUPHORBIA HIRTA L.

Synonymie avec Euphorbia pilulifera

En ce qui concerne Euphorbia hirta, les confusions au niveau de
la synonymie se sont perpétuées au fil des années et de la

littérature.

* Ainsi, en 1889, Maiden décrit dans son ouvrage "The Useful
Native Plants of Australia" Euphorbia pilulifera L. (synonymes

Euphorbia hirta L., Euphorbia capitata Lam., Euphorbia
globulifera Kunth, Euphorbia verticillata Vellox). i

Par la suite, cette synonymie entre Euphorbia hirta L. et

Euphorbia pilulifera L. a été adoptée par de nombreux auteurs,
parmi lesquels nous pouvons mentionner Chevalier A (cité par
Kerharo et Adams, 1974) qui détermina Euphorbia hirta L.
d’Afrique tropicale comme étant Euphorbia pilulifera L., mais
également Quisumbing (1951), Benigni et coll. (1962), Steinmetz
(1964), De Saqui-Sannes (1971), Berhaut (1975)...

* Toutefois, cette synonymie est rejetée par Oliver (1913)

(auteur mentionné par Schnell en 1953).

* De méme, Hutchinson et Dalziel (1936) soulignent les
confusions faites entre ces deux espéces, confusions pouvant
expliqﬁer les propriétés médicinales contradictoires. Les
auteurs incluent Euphorbia pilulifera Jacq. dans 1la synonymie
d’Euphorbia hirta L., tandis qu’Euphorbia pilulifera L.
correspondrait & Euphorbia hypericifolia L..

* Brown, dans son ouvrage "Flora of Tropical Africa"
(mentionné par Holmes en 1923), note également la confusion
faite entre Euphorbia hirta L. et Euphorbia pilulifera L.. Par

référence aux spécimens originaux de 1l’herbier de Linné,

Euphorbia pilulifera L. serait identique a Euphorbia
hypericifolia L. et la plante appelée Euphorbia pilulifera L.

serait en réalité Euphorbia hirta L..
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* Cette derniére correction a été adoptée par Fawcett et
Rendle dans 1leur ouvrage "Flora of Jamaica" (mentionnés par
Holmes en 1923).

* En 1956, Chopra et ses collaborateurs écrivent a propos

d’Euphorbia hirta L. utilisée en Inde : "Euphorbia hirta I.. =

Euphorbia pilulifera auct. non L."“. Ainsi, Euphorbia hirta L.
serait 1’Euphorbia pilulifera de différents auteurs, mais pas

celle de Linné.

* Signalons enfin 1l’ouvrage de Cufodontis ("Enumeratio
Plantarium Aethiopiae Spermatophyta®, 1953-1972), dans lequel
sont mentionnées Euphorbia hirta L. et Euphorbia hypericifolia
L., deux espéces appartenant a la méme section de Boissier
(Anisophyllum, Hypericifoliae). L’auteur attribue a Euphorbia
hirta L. et a Euphorbia hypericifolia L. divers synonymes dont
Euphorbia pilulifera L. p.p. (prob. Euphorbia pilulifera L.

P.p., pour Euphorbia hypericifolia L.). Ainsi, une partie de
1’échantillon correspondrait a Euphorbia pilulifera L., tandis

que l’autre partie correspondrait a Euphorbia hirta L. ou a
Euphorbia hypericifolia L..

Synonymie avec le genre Chamaesyce

Aux incertitudes concernant la synonymie entre Euphorbia hirta
L. et Euphorbia pilulifera L., d’une part entre Euphorbia
hypericifolia L. et Euphorbia pilulifera L., d’autre part aux

confusions perpétuées au fil des années et de la littérature,
vient s’ajouter la question de l’emploi de Chamaesyce a 1la
place d’Euphorbia.

* Ainsi, dans son ouvrage "A dictionnary of the flowering
plants and ferns" (1973), Willis cite Chamaesyce S.F.Gray comme
une alternative pour Euphorbia, parfois inclu dans, ou réduit a

Euphorbia.
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* Weniger (1985), quant a lui, décrit Euphorbia hirta L.comme
étant synonyme de Chamaesyce hirta Millsp., synonymie également

admise dans la flore de Taiwan (Chang-Fu, 1977).

* En 1974, Anton mentionne une espéce herbacée originaire
d’Amérique tropicale et subtropicale, a tendance cosmopolite :

Euphorbia pilulifera (= Chamaesyce pilulifera). L’auteur
distingue le genre Chamaesyce du genre Euphorbia, le premier
étant composé d’un nombre suffisant d’espéces (environ 250) a
caractéres morphologiques suffisamment tranchés au sein du
genre Euphorbia ; il est également bien délimité géographi-
quement, en Amérique tropicale principalement. Anton divise 1le
genre Chamaesyce en trois sections, correspondant aux sous-
sections de Boissier (1862) : Hypericifolia Boiss., Chamaesyce
Boiss., Elegantes Boiss.. L‘’auteur penche en faveur d‘’une
origine polynésienne ; divers archétypes se seraient disséminés
trés tét, a partir de ce centre de dispersion pacifique,
principalement en Amérique du nord, mais également en Inde et

en Afrique (groupes ponctuels).

* Lors de leur étude chimiotaxonomique des Euphorbiaceae,
basée sur la répartition des triterpénes tétracycliques dans le
latex, Ponsinet et Ourisson (1968) reprennent la classification
de Boissier, modifiée par Pax et Hoffmann (1931) et basée sur
des données morphologiques. Les auteurs placent Euphorbia hirta

dans la section Anisophyllum (sous-section Hypericifoliae) et
lui conférent 1’Amérique, comme habitat naturel.

* Cette classification est mentionnée par Evans et Taylor
(1983) : sous-section et série Hypericifoliae Boiss., section
Anisophyllum (Haw.) Roeper, genre Euphorbia L., sous-tribu
Euphorbiinae, tribu Euphorbieae, sous-famille Crotonoideae,

famille Euphorbiaceae.

Actuellement, ces problémes de synonymie sont 1loin d’étre
totalement élucidés; il faudrait notamment relever les réfé-

rences de tous les échantillons ayant servi aux descriptions et
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aux mises en synonymie, comparer ces échantillons entre eux et
établir la correspondance avec les articles concernés. Cet
énorme travail dépasse largement notre domaine et nécessiterait

l’intervention de spécialistes.

Certains auteurs (Kerharo et Adams, 1974...) penchent en faveur
de l’existence de différentes races géographiques et
biologiques, regroupées sous le vocable Euphorbia hirta L..
Ainsi, Rousselet et Paris (1971) décrivent Euphorbia hirta et
Euphorbia pilulifera comme étant de. petites plantes herbacées
d’origines exotiques (Afrique équatoriale, Inde) tres voisines,
qui ne seraient méme que des variétés pour certains auteurs.



PREMIERE PARTIE

ETUDE BOTANIQUE



I CHOROLOGIE

(Maiden, 1889 - Caius, 1938 - Quisumbing, 1951 - Schnell, 1953
Chopra et coll., 1956 - cCufodontis, 1958 - Benigni et coll.,
1962 - Blanc et coll., 1963 - Steinmetz, 1964 - Kerharo, 1969,

1971 - (de) Saqui-Sannes, 1971 - Poulet, 1972 - Kerharo et
Adam, 1974 - Berhaut, 1975 - Zipcy, 1975 - Chang-Fu, 1977 -
Adjanohoun et coll., 1980, 1981, 1983, 1986 - Ake Assi et

coll., 1981 - Fleurentin, 1983 - Pousset, 1984 - Sofowora, 1984
Weniger, 1985 - Anonyme, 1986 - (de la) Pradilla).

Originaire d‘Australie tropicale, " E. hirta est largement
répandue dans tous les pays tropicaux et subtropicaux. On 1la
rencontre ainsi en Afrique tropicale, a Madagascar, au Yémen,
en Inde occidentale, en Chine (dans la province de Kwangtung),
au Japon, a Taiwan et dans les iles avoisinantes (Kioukiou),
ainsi que dans les iles du Pacifique austral.

La plante croit également en Amérique. tropicale continentale
(de la Floride et du Mexique au Brésil et au Pérou), a Hawai,
aux Antilles (des Bahamas &a Trinidad et notamment & 1la

Guadeloupe, la Martinique, la Jamaique, Haiti...).

Plante rudérale et messicole, E. hirta pousse dans les milieux
les plus divers, tels que le pourtour des agglomérations, les
bas-cétés des routes et des pistes, les jachéres, les terrains
vagues.

Plante de lumiére, elle affectionne les sols sablonneux et
humides, dénudés par l’érosion, mais elle peut s’adapter aux
sols argileux ou plus ou moins riches en humus.

Elle peut croitre jusqu’a une altitude d’environ 1400 métres.
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II DENOMINATIONS

EUPHORBIA HIRTA L. (Euphorbiaceae)

Synonymes

(Maiden, 1889 - Holmes, 1923 - Irvine, 1930 - Hutchinson et
Dalziel, 1936, 1958 - Bally, 1938 - Caius, 1938 - Quisumbing,
1951 - Schnell, 1953 - Cufodontis, 1958 - Benigni et coll.,

1962 - Blanc et coll., 1963 - Steinmetz, 1964 - Kerharo et
Adam, 1974 - Zipcy, 1975 - Anton, 1975 - Berhaut, 1975 - Chang-
Fu, 1977 - Penso, 1978 - Sofowora, 1984 - Weniger, 1985 -

Anonyme, 1986). -

* E. hirta var. procumbens (Boiss. N.E. Br), E. piluljfera var.
procumbens (Boiss. in D.C.), E. pilulifera L. - E. pilulifera
A. Chev. - E. pilulifera Urb. - E. procumbens D.C. non Mill. -

E. capitata Lam. - E. capitata Wall. - E. gemella Lag. - E. glo-
bulifera H.B.K. - E. globulifera Kunth. - E. nodiflora Steud.

nom. nud. - E. obliterata Jacq. - E. ophthalmica Pers. - E. ver-
ticillata Vell.

* Anesula americana Plum. - Anesula esculenta Rumph.

* Tithymalus dulcis Sloane

* Chamaesyce hirta (L.) Millsp. - Chamaesyce pilulifera

Noms communs

* Allemand
Indisches wolfsmilchkraut, pillenwolfsmilchkraut, schlangen-
kraut (Steinmetz, 1964).

* Anglais

Australian asthma herb, queensland asthma herb, hairy spurge,
pill bearing spurge, snakeweek herb, cat’s hair, indian wolf’s
milk (Maiden, 1889 - caius, 1938 - Benigni et coll., 1962 -



Steinmetz, 1964 - Hartwell, 1969 - Ayensu, 1978 - Sofowora,
1984).

* Espagnol
Euforbio (Steinmetz, 1964).

* Francais

Euphorbe indienne, euphorbe & globules, euphorbe pilulifére,
herbe a Jean Renaud, herbe a serpents, madelone plat, mal
famée, pilulier, poil de chat (Caius,. 1938 - Steinmetz, 1964).

* Néerlandais
Indisch wolfsmelkkruid (Steinmetz, 1964).

Noms vernaculaires

En raison de sa large distribution géographique, E. hirta est
trés utilisée en médecine traditionnelle, dans de nombreux pays
et par de nombreuses ethnies; ceci explique le nombre impres-
sionnant de noms vernaculaires, parfois trés voisins, dont nous
n‘avons pu consigner que quelques exemples dans le tableau 1,
faute de précisions suffisantes sur certaines régions et

certaines ethnies référencées par les auteurs.



TABLEAU 1

PAYS ETHNIES
REGIONS DIALECTES

Grandes Antilles
(Tamaique)

Petites Antilles
(Dominique, Guade-
loupe, Martinique)

Argentine

Bengale

Bénin Adja
Dendi
Fon et Goun

Yoruba

Brunéi
kedayan
Malay
Malaya

Bornéo

Suluk
Tengara

¢ NOMS VERNACULAIRES ATTRIBUES A E. HIRTA L.

APPELLATIONS

mapempe, pempe, milk-tea,
milk-weed

malnommée vraie, malnommée,
ti-lait, herbe a pilules,
pilulier, lechillo, payenté,
pailleté

lechera de la golondrina,
yerba de la golondrina

barakerui, burakeru,
burokeruee, baro-kheruie

hounman, ayéwé
paringawa
akponyon, nonsiwé
nyahounayira

kamantikan

patak-patak
patik-patik, patiktik
ambin jantan, ara tanah,
gelang susu, kelusum
patik=-patik

darat-darat

REFERENCES
BIBLIOGRAPHIQUES

Hartwell, 1969

Cabre, 1939 - (de) Saqui-
Sannes, 1971 - Anonyme, 1986

Hieronymus, 1882 - Hartwell,
1969

Caius, 1938 - Chopra et coll.,
1956

Anonyme, 1986

Keith, 1952



Brésil

Cameroun

Ceylan

Chine

Comores

Congo

cdéte d’Ivoire

Ewondo

Anjouan
Moroni

Kéta
Laadi
Lari
Mbaamba
Songo
Tié

Aboureé
Agni

Ashanti
Attié
Baoulé

Béteé
Dioula
Ebrié
Cagou
Gouro
Guéré

erva dos cobres, caagica,
caicacia

okul bifeg

madduppachcharichippillu,
palavi

fei-yang-ts’ao

shileledzia
hidoindzia

kasahe
laganzu
claoanzou
oyabi empoou
ikondu wola
moyebe

orofa

aboko, dodo, karagnawa
(karaguawa)

akuododou, akololo, awaha
ako-1616

adododo, akodoudou, akolulu
kumagési

diableg waré (dibleg waré)
tuanésingé (tuanéningé)
douantapouin

tao moa

sablé uyé

gorobuo, snongbu (suongbu)

Steinmetz, 1964

Zipcy, 1975

Caius, 1938

Steinmetz, 1964

Anonyme, 1986

Bouquet, 1969 - Anonyme, 1986

Bouquet, 1969 - Kerharo, 1969
Bouquet et Debray, 1974
Ayensu, 1978 - Anonyme, 1986



Iles Fidji

Ghana

Guam

(iles Mariannes)

Haiti

Haute-Volta

Hawal

Indes

Malinké

Shien

Awuna
Ewe
Nzima

Bambara
Bissa
Haoussa

MOoré

Mossi

inconnues

Bangali

suaourézi, suassingué,
suaulingé, deni-ba-singui
sabre ouyé

deniosi, dilo, do ni osi,
ovuka, ovoku, vuka

ahinkodze, notsigbg&
notsigbee
akubaa

golondrina

malonnen

daba da blé, tugani ba
singi

gazingéré binné

(gazingéré 1é da)

nono kurkia

wal-blissum (wal-blis-
ydaga), kul-waogo,
kul-waka

ouallé bissoun (walébisum)

kokakahiki, akoko

dadakiriga, dudheli,
kiritala, lal dudhi,
moti dudhi, nagarjuni,
nanabala, nayeh,
baro-kheruie

Rougier, 1907 - Caius, 1938
Parham, 1943

Irvine, 1930 - Hutchinson et
Dalziel, 1936 ~ Caius, 1938
Ayensu, 1978

Caius, 1938

Weniger, 1985

- 8T

Debaille et Petard, 1953
Kerharo, 1969 - Poulet, 1972
Ayensu, 1978

(de la) Pradilla

Bushnell et coll., 1950

Caius, 1938 - Chopra et
coll., 1956 - Steinmetz,
1964 - Ayensu, 1978



état de
Mah3arashtra

Indochine
(en général)

Indonésie
(en général)

Kenya

Liberia

Madagascar

Malaisie

Mali

Ile Maurice

Hindi
Malayalam
Sanskrit
Tamil

Digo

Mano

Bambara
Molinkeé

dudhi

nelapalai

pusitoa, raktavinduchada
amampatchaiarisi,
patchaiyarissi

nayeti

co sua lon la, ka ta,
phi duong thao, vu sua

daun patikan, daun kebo,
daun bidji kachang

chiziyaziya, muziyaziya

td a gbondo

ahidinono, aidinono

ara tanah, daun patiyang,
ambin jantan, gelang susu,
kurumak susu

dabadable
demba sindji

jean robert

Caius, 1938

Steinmetz, 1964

Kokwaro, 1976

Hutchinson et Dalziel, 1936
Caius, 1938 - Harley, 1970
Ayensu, 1978

Caius, 1938 - Boiteau, 1986

Caius, 1938 -~ Steinmetz, 1964

Adjanohoun et coll., 1981

Anonyme, 1986

Caius, 1938 - Wong-Ting=-Fook,
1980 - Adjanohoun et coll.,
1983

_6'[_



Mexique

Niger

Nigeria

Nouvelle
Calédonie

Ouganda

Philippines

République
Centrafricaine

Réunion

Tamacheck

Hausa (nord)

Benin (sud)
Efik (sud)
Ibo (sud)

Yoruba (sud)

Acholi
Lango
Luganda
Lutoro
(Lunyoro)
Padhola
Runyankore

Banda

Gbaya
Gbaya-kara
Sango

xauay, xanabmucuy
iloesantass

nonan kurchiya
esen-glokg
etinkéni-ekpo

udani . L \
&g8lE, ege-ile, emi-ile

grande rougette

acak-acak
acak
akasandasanda
akajwa amata

achaki
mbabazi za ntaama

gatas-gatas, batabotonis,
botobotonls, golandrina

ngonderamengo,
ngondoromaongo
11bele zonga
gbg zU bém
lime

jean robert

Steinmetz, 1964

Adjanohoun et coll., 1980

Hutchinson et Dalziel, 1936
Caius, 1938 - Anonyme, 1986

Guillaumin, 1951

Lind et Tallantire, 1962
Kokwaro, 1976

Caius, 1938 - Quisumbing,
1951 - Steinmetz, 1964

Caius, 1938 - Hartwell, 1969
Haxaire, 1969 - Vergiat, 1970

Caius, 1938



Iles Rodrigues

Sénégal

Seychelles

Sierra Leone

Tanzanie

Togo

Vietnam

Yémen

Bambara
Séveére

Toucouleur
Wolof

Créole

Timne
Susu

Suaheli
Sukuma

Akassélem
Anufo

Ewé

Fe

Kabiye

Mina

Nawdem (Losso)
Tem

jean robert

dabadablé

dad ondis, mbel fooy
(mbelfoo)

takapolé (takanpolé)
homgélem (homgoelem,
homguelem), mbal,
mbalmbal

jean robert

ebit, yankara-ebit
boxeforotai, nyayafoke,
nyalefoxe

mziwaziwa, mwache
kiawane

mélandjébé
bolimbuku

notsigbé, glido
ignonkolialukuku
tchikpaltchindi
anotsigbé, anonsika
tawrurumogo

kovoyo

/
4 A
cdy co sira, cly mu

rubaisat

Adjanochoun et coll., 1983

Hutchinson et Dalziel, 1936
Caius,1938 ~ Kerharo, 1969,
1971 - Kerharo et Adam, 1974
Pousset, 1984 ~ Anonyme, 1986

Anonyme, 1986

Hutchinson et Dalziel, 1936
Caius, 1938

Bally, 1937, 1938 - Kokwaro,
1976 - Anonyme, 1986

Adjanohoun et coll., 1986
Anonyme, 1986

Steinmetz, 1964

Fleurentin, 1983
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PHOTO 2 : E. HIRTA L. : PARTIES AERIENNES.
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III DESCRIPTION BOTANIQUE

(Holmes, 1923 - Irvine, 1930 - Caius, 1938 - Quisumbing, 1951 -

Schnell, 1953 - Hutchinson et Dalziel, 1958 - Lind et
Tallantire, 1962 - Blanc et coll., 1963 - Steinmetz, 1964 -
Kerharo, 1969 - (de) Saqui-Sannes, 1971 - Poulet, 1972 -

Kerharo et Adam, 1974 - Berhaut, 1975 - Zipcy, 1975 - Chang-Fu,
1977 - Adjanohoun et coll., 1980, 1981, 1983, 1986 - AKke Assi
et coll., 1981 - Pousset, 1984 - Sofowora, 1984 - Weniger, 1985
Anonyme, 1986 - (de la) Pradilla).

E. hirta est une plante herbacée (figﬁre 1), vivace lorsqu’elle
croit dans des endroits humides et faiblement éclairés,

annuelle lorsque le milieu est trés sec et trés ensoleillé.

IIT - 1 LES TIGES

Selon le milieu ou la plante croit, elle peut présenter un port
dressé (endroit faiblement éclairé, humide et non fréquenté par
1’homme) ou rampant (endroit trés ensoleillé, sol dur et
piétiné).

Les tiges (figure 2, photo 2), grossiérement pubescentes, non
lignifiées, sveltes et cylindriques, peuvent atteindre 40 cm de
haut. Simples ou ramifiées, généralement de fagon dichotomique
a la base, elles sont d’un vert tendre teinté de rouge. Leur
extrémité supérieure est recouverte de poils jaunatres étalés,
pluricellulaires et recouvrant eux-mémes une pubescence fine de
courts poils recoﬁrbés (photo 2).

La tige principale est courte, les tiges secondaires présentent
des renflements au niveau des noeuds, ces derniers étant
parfois espacés de 4 &4 5 cm (figure 2).

La structure est typique des Euphorbiaceae : présence de
nombreux 1laticiféres situés dans 1le parenchyme cortical
(production d’un latex blanc), de fibres molles péricycliques
formant un anneau assez épais dans lequel on rencontre des

cellules a tanins.



FIG.

2

MO HH Q 0 H

inflorescence axillaire ou cyathium
style bifide (3)

glande pétaloide (5)

lobe deltoide (5)

étamine = fleur mile (5)

ovaire

fruit (capsule bicoque et pubescente)

E. HIRTA L. (Schnell, 1953)
1 : parties aériennes
2-6 : mdturation du fruit
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III - 2 LES FEUILLES (figqure 2)

Les feuilles sont opposées, obliquement ovées a lancéolées et
finement denticulées (5 a 10 dents/cm).

Elles sont orientées de fagon a recevoir le maximum d’/inso-
lation sur le dessus du limbe.

Le pétiole est court (1 a 3 mm). Le limbe peut atteindre 1 a 5
cm de long sur 0,5 a8 2 cm de large; il est asymétrique et
présente une base arrondie d’un cdété et cunéiforme de 1l’autre,
le sommet étant aigu.

Le limbe est pubescent sur ses deux faces, mais surtout sur sa
face inférieure (gris-verdatre (courts poils incolores,
incurvés, plus épais a la base et comportant peu de cellules).
Les nervures inférieures, larges et saillantes, sont recou-
vertes de poils longs Jjaunatres, effilés et pluricellulaires.
Sa face supérieure vert-sombre est parsemée de taches pourpres,
rugueuses.

Les nervures secondaires s’embranchent presque a angle droit
sur la nervure principale, sauf a la partie supérieure ou elles
s’incurvent autour et & 1l’intérieur du réseau formé par les
nervures tertiaires, donnant ainsi a 1la feuille un aspect
plissé trés serré, surtout chez la plante jeune. La présence de
trés nombreuses veinules tertiaires donne a la feuille un
glacis de taches translucides par transparence.

Deux stipules aristées sont généralement présentes, mais peu

visibles car minuscules.

III - 3 LES INFLORESCENCES (figure 2)

Les fleurs males et femelles sont distinctes (fleurs uni-
sexuées), trés petites, blanches, Jjaundtres ou verdatres,
parfois teintées de rouge.

Elles sont groupées en petites cymes globuleuses, axillaires,
de 0,5 a 1 cm, pouvant étre divisées dichotomiquement en deux
ou trois glomérules globuleux.

Chaque inflorescence, encore appelée cyathium, est portée par

un court pédoncule (2 & 10 mm), & l’aisselle des feuilles,
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alternativement a droite et a gauche du rameau. Chaque cyathium
est constitué d’une fleur femelle et de cing fleurs miles.

Les involucres sont petits, condensés, courtement pédicellés,
cupuliformes. 1Ils présentent cing 1lobes deltoides et cing
petites glandes blanchitres pétaloides les dépassant légeére-

ment.

* La fleur femelle
L’ovaire trigone et pédicellé émerge au centre de 1’involucre.
Les styles sont au nombre de trois; ils sont courts et profon- .
dément divisés en deux branches gréles, un peu renflées au

sommet.

* La fleur mile
Chaque fleur mdle est réduite a une étamine.

III - 4 LES FRUITS (figure 2)

Les fruits, d’abord rouges, puis verts et brunitres sur 1la
plante séche, sont des capsules globuleuses pouvant atteindre
1,5 mm de large. Elles sont composées de trois coques
comprimées, carénées, couvertes de poils fauves et renfermant

chacune une petite graine.

III - 5 LES GRAINES

Les graines, de teinte rouge-brique, sont oblongues, quadran-
gulaires et présentent de fines rugosités transversales. Elles

peuvent atteindre 0,7 mm de long.
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III - 6 DIAGRAMME FLORAL

Le diagra_mme floral est représenté sur le schéma suivant :




IV ESSAIS BOTANIQUES

Une étude histologique succincte a été entreprise, grace a 1la
réalisation de coupes transversales des parties aériennes de 1la
plante (tiges et feuilles).

Préparation de la plante
La plante séche est préalablement immergée dans de 1’éthanol a
60°, pendant 12 heures.

Réalisation des coupes
Des coupes transversales suffisamment fines sont obtenues a
partir des différents fragments de la plante, insérés dans un
morceau de moelle de sureau.
Elles sont ensuite immergées pendant 15 minutes, dans une
solution d’hypochlorite de sodium a 10%, afin d’éliminer 1les
constituants intra-cellulaires, puis rincées a 1l’eau distillée.

On réalise ensuite un mordangage a l’acide acétique a 3 %.

Coloration des coupes
Les coupes sont immergées dans du vert d’iode, pendant trois
minutes.
Aprés ringcage a l’eau distillée, elles sont colorées au carmin
aluné (immersion pendant trois minutes), puis a nouveau rin-
cées.
Finaleﬁent, elles sont plongées dans de 1’éthanol a 70°, a 96°,
puis dans de 1’éthanol absolu.

Les préparations ainsi obtenues sont alors prétes pour une

observation microscopique (photo 3).
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PC = PARENCHYME CORTICAL ; PH = PHLOEME ; PP = PARENCHYME

COLLENCHYME ; €S8 = CELLULES SCLERIFIEES ; E = EPIDERME

.
’ ’

MOELLE ; P = POILS TECTEURS PLURICELLULAIRES ET UNISERIES;

Il

7

PALISSADIQUE BILATERAL ; 8 = SCLERENCHYME ; X = XYLEME

; C = 300 x%

PHOTO 3 : COUPES TRANSVERSALES DE LA TIGE (1) ET D’UNE FEUILLE

(2) D’E. HIRTA L.



DEUXIEME PARTIE

INDICATIONS
TRADITIONNELLES
ET USAGES

THERAPEUTIQUES
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Espéce largement distribuee dans tous les pays tropi-
caux et subtropicaux, E. hirta occupe une place privilégiée
dans diverses pharmacopées traditionnelles d’Asie orientale et
d’Afrique tropicale, notamment en Céte d’Ivoire (Steinmetz,
1964) .

Parmi les nombreux pays mettant a profit diverses propriétés de
cette plante, quelques exemples peuvent étre mentionnés :

chine, Japon, 1iles Fidji, iles Sandwich (Hawai), Ceylan,

Queensland, Guam, Inde, Indonésie, République Démocratique du
Laos, Pakistan, Philippines, Vietnam, Nouvelle-Calédonie,

Mexique, Brésil, Pérou, Etats-Unis, Mozambique, Nigéria, Congo,

Guinée-Bissau, Guinée, Cbte d’Ivoire, Papouasie, Nouvelle-
Guinée, Sénégal, Afrique du sud et du sud-ouest, République
Unie de Tanzanie, Madagascar, Yémen (Maiden, 1889 - Penso, 1978-
Fleurentin, 1983).

Cette grande notoriéte transparait également dans le nombre
considérable d’ethnies utilisant cette plante et de noms verna-
culaires qui lui sont attribués (premiére partie : Etude

botanique) .

Selon les pays et les ethnies, les indications thérapeutiques
traditionnelles les plus variées lui sont conférées. Ainsi,
E. hirta entre dans le traitement de diverses affections
gastro¥intestinales et notamment de la dysentérie, d’affections
hépatiques, cardiaques, respiratoires (asthme...) et génitales
(blennorragie, stérilité...). Diverses autres propriétés lui
sont égalgment conférées, telles que des propriétés antal-
giques, fébrifuges, anti-inflammatoires et cicatrisantes, pour
ne mentionner que ces quelques exemples.

A cette diversité dans les indications thérapeutiques tradi-
tionnelles, vient s’adjoindre une certaine disparité dans les
préparations, 1les parties de la plante employées, les modes

d’utilisation et les posologies préconisées.

La grande popularité d’E. hirta peut expliquer, en partie,
1’intérét qui lui a été porté, notamment en Europe et aux Etats-
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Unis, non seulement en médecine allopathique, mais également en
homéopathie (Cabre, 1939 - Clarke, 1962), les principales indi-
cations étant le traitement de la dysentérie et de diverses
affections respiratoires telles que l’asthme.

Effectivement, E. hirta fut introduite en Europe comme

médicament anti-asthmatique et d’importantes quantités furent
exportées de 1l1l’ancienne Inde portugaise (en Inde, les livres
sacrés la mentionnent comme médicament de 1’asthme et des
maladies pulmonaires (Kerharo, 1969)). Toutefois, elle fut
presque oubliée aprés 1914.

Au cours de cette deuxiéme partie, nous nous sommes

attachés a rassembler les nombreuses indications thérapeutiques
traditionnelles 4‘E. hirta, en fonction des parties de 1a
pPlantes utilisées (Plante entiére, parties aériennes, jeunes
pousses, sommités fleuries, feuilles, latex, racines), du mode
d’emploi (usage interne ou externe) et des affections traitées
(section Aa).
Dans un second temps, nous avons tenté de présenter les
différentes prescriptions et posologies employées en médecine
allopathique et homéopathique, ainsi que celles préconisées par
les tradipraticiens (section B).



SECTION A4

INDICATIONS THERAPEUTIQUES

TRADITIONNELLES
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I LA PLANTE ENTIERE (PE) ET LES PARTIES AERIENNES (PA)

Remarque : Quelquefois, les auteurs mentionnent 1les utili-
sations traditionnelles de 1la plante, sans préciser si 1la
plante entiere ou seulement les parties aériennes sont
employées. Ces usages sont répertoriés dans le tableau récapi-
tulatif 2, avec l‘’abréviation ND (non déterminé) pour la

rubrique "parties de la plante".
I - 1 USAGE INTERNE

La plante (généralement les sommités fleuries, mais quelquefois
toute la partie aérienne) est consommée fraiche ou bouillie,
par les indigénes d’Ambon (ile d’Indonésie); mais prise en trop
grande quantité, elle occasionne des douleurs abdominales, du
fait de sa légére toxicité (Steinmetz, 1964) .

Ce médicament populaire serait acide et astringent (Holmes,
1923 - Rousselet et Paris, 1971), mais inodore (Steinmetz,
1964) .

* Traitement de diverses affections gastro-intestinales

Des propriétés anti-entéralgiques lui sont conférées par
les guérisseurs Wolof (Sénégal), qui prescrivent un macéré de
plante entiére, pour traiter les diarrhées des adultes, les
coliques et 1les diarrhées des nourrissons (Kerharo, 1971 -
Kerharo et Adam, 1974 - Ndir et Pousset, 1982 - Sofowora,
1984).

Le décocté de plante entiére est également utilisé pour ses
propriétés'anti—diarrhéiques, au Sénégal (Dalil, 1984) et notam
ment par les guérisseurs Toucouleur (Kerharo, 1971 - Kerharo et
Adam, 1974 - Ndir et Pousset, 1982), en Haute-Volta (Poulet,
1972), au Togo (Adjanohoun et coll., 1986), au Mali (Adjanohoun
et coll.,1981), au Congo (Bouquet, 1969), aux iles Maurice et
Rodrigues (Wong-Ting-Fook, 1980 - Adjanohoun et coll., 1983),
et aux Seychelles (Anonyme, 1986) .

En Afrique équatoriale et en Inde, les parties aériennes sont

employées pour le méme usage (Rousselet et Paris, 1971).
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Au Bénin, les diarrhées cholériformes sont traitées par une
poudre a base de plante entiére d‘E. hirta, de Paullinia
pinnata et de grains de Zea mays, ajoutée a 1la nourriture
(Anonyme, 1986).

De telles propriétés anti-diarrhéiques sont également mises 3

profit en Angola (Sofowora, 1984).

Treés souvent, ces diarrhées sont liées a la dysentérie
amibienne; par ailleurs, les pPropriétés amoebicides d’E. hirta
sont connues en médecine traditionnelle (Poulet, 1972 - Ndir et
Pousset, 1982 - Dalil,1984), la plante entiére étant généra-
lement consommée sous forme de décoction, seule ou additionnée
de jus de citron (Congo (Zipcy, 1975)), ou encore bouillie dans
de l’eau salée, l’efficacité du traitement allant de pair avec
la durée de 1’ébullition (iles Fidji (Parham, 1943)).

Le décocté est ainsi utilisé au Sénégal (Dalil, 1984 - Anonyme,
1986), en Céte d’Ivoire (Debaille et Pétard, 1953 - Martin et
coll., 1964 - Ridet et Chartol, 1964 - Zipcy, 1975 - Anonyme,
1986), au Mali (Adjanchoun et coll., 1981), en Haute-Volta
(Debaille et Pétard, 1953 ~ Martin et coll., 1964 - Ridet et
Chartol, 1964 - Poulet, 1972 - (de 1la) Pradilla), aux iles
Maurice et Rodrigues (Adjanohoun et coll., 1983).

Ces propriétés anti-~-dysentériques sont €galement connues au
Nigéria (Oliver-Bever, 1981), en Angola (Sofowora, 1984), en
Inde (utilisation du jus de la plante (Caius, 1938)).

En Nouvelle cCalédonie (Guillaumin, 1951) et en Afrique
portugéise (Watt et Breyer-brandwijk, 1962), la plante est
Prise en infusion.

Au Togo, ces propriétés anti-dysentériques sont conférées au
macérat de tiges feuillées, 1le décocté de tiges feuillées
d’E. hirta'et de Phyllantus amarus étant réputé anti-amibien
(Adjanohoun et coll., 1986).

Dans certains cas, seules les jeunes pousses sont employées, en

décocté, pour traiter les cas de dysentéries et de diarrhées
(Madagascar, ile Maurice (Wong-Ting-~Fook, 1980)).

Parfois, E. hirta entre dans la composition d’un mélange & base

de plantes, dont 1la décoction calme les douleurs intestinales
liées a4 la dysentérie (Madagascar (Boiteau, 1986)).
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A la Réunion, ses propriétés astringentes sont mises a profit
dans les cas de diarrhées et de dysentéries chroniques (Caius,
1938) . Par ailleurs, aux Philippines, E. hirta est couramment

employée comme astringent (Caius, 1938 - Quisumbing, 1951).

E. hirta entre également dans la composition d’un
mélange, prescrit sous forme d’un décocté, pour supprimer les

spasmes du pylore (Madagascar (Boiteau, 1986)) .

Au Bénin, le décocté de plante entiere est utilisé dans

les cas d’ulceéres gastriques (Anonyme, 1986) .

Fn Asie orientale, 1la plante (sommités fleuries ou
parfois toute la partie aérienne) intervient dans le traitement
de diverses affections intestinales, telles que l’entérite

chronique, les ulcéres et la proctite (Steinmetz, 1964).

Aux précédentes atteintes intestinales traitées par
E. hirta, viennent s’ajouter diverses infections parasitaires.
Ainsi, dans le passin caraibe (Bahamas), les parties aériennes
sont employées pour leurs propriétés anthelminthiques
(Weninger, 1985).
En République Centrafricaine, celles-ci sont consommées, pour
le méme usage, macheées avecC des noix de palme (Ake Assi et
coll., 1981).
En Tanzanie, les ethnies Sukuma et Swahili utilisent la plante
entiere comme anthelminthique et notamment contre les oxyures
(Raymond, 1936 - Bally, 1937).

pDiverses affections des muqueuses sont également

traitées par E. hirta.

Ainsi, en Afrique portugaise, la plante est utilisée en
infusion, dans le fraitement des stomatites (Watt et Breyer-
Brandwijk, 1962).

Au Bénin, les candidoses sont traitées par un décocté de plante
entiere (Anonyme, 1986).

Le macérat de tiges feuillées, gquant a lui, est employé au
Togo, dans les cas d’ankylostomiase (Adjanochoun et coll.,
1986) .
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Caius, 1938)) ou pulvérisée et ajoutée a de l’eau (céte
d’Ivoire (Hutchinson et Dalziel, 1936)).

Cet usage est connu au Nigéria (Oliver-Bever, 1981), a Hawai
(Bushnell et coll., 1950) , au Ghana (en lavement (Sofowora,
1984)), ainsi qu’a Madagascar (Boiteau, 1986) ou 1la plante
entre dans 1la composition d‘un mélange dont 1a décoction est
employée en lavement émollient.

En Tanzanie, des effets purgatifs . légers sont conférés 3
E. hirta (Bally, 1938).

* Traitement de diverses affections rénales

La plante entiére est réputée pour ses pPropriétés diuré-
tiques (Dalil, 1984).
Ainsi, 1les guérisseurs Toucouleur (Sénégal) Prescrivent un
décocté de plante entiére (Kerharo, 1971 - Kerharo et Adan,
1974), les ethnies tanzaniennes Swahili et Sukuma utilisent 1a
Plante entieére pour ces mémes propriétés (Bally, 1937, 1938).
Un tel usage est pratiqué avec les parties aériennes seules, en
Asie orientale (Steinmetz, 1964), aux Antilles frangaises et au
Mexique (Weniger, 1985).
Ces propriétés diurétiques sont €galement connues au Mali
(Adjanohoun et coll., 1981), en Inde (caius, 1938), en Argen-
tine (Hieronymus, 1882).

Par ailleurs, au Mexique, les parties aériennes entrent
dans 1le traitement des lithiases rénales (Weniger, 1985),
tandis qu‘au Mali, la plante est employée pour traiter diverses
maladies des vojes Urinaires (Adjanohoun et coll., 1981).

* Traitement de diverses affections hépatiques

Certaines affections hépatiques peuvent étre soignées
par E. hirta. c’est le cas des ictéres, pbour lesquels un
décocté peut étre Prescrit : décocté de plante entiere (Togo
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(Adjanohoun et coll., 1986)) ou décocté de tiges de Ficus

thonningii et des parties aériennes d’E. hirta (Niger
(Adjanohoun et coll., 1980)) .

* Traitement de diverses affections respiratoires

E. hirta est également largement utilisée dans le trai-
tement de diverses affections respiratoires (asthme, bronchite,
rhume des foins, pneumopathies...), notamment en Asie orientale
(Steinmetz, 1964), en Afrique de 1l’est et de 1l’ouest (Sofowora,
1984) et en Australie, ou elle est encore appelée "herbe anti-
asthmatique de Queensland" (Maiden, 1889 - Caius, 1938 - Webb,
1948 - Quisumbing, 1951 - Le Strange, 1977) .

En effet, la plante agirait sur les centres respiratoires et
cardiaques (Maiden, 1889 - Holmes, 1923 - Hutchinson et
Dalziel, 1936 - Steinmetz, 1964 - (de) Saqui-Sannes, 1971),
mais aussi sur la muqueuse de la trachée, dans le cas de
1’asthme paroxystique (Caius, 1938 - Steinmetz, 1964).

Le décocté de plante entiére est souvent mentionné pour 1le
traitement de 1/asthme, de la bronchite, de la toux ; c’est le
cas au Sénégal (Dalil, 1984), aux ijles Maurice et Rodrigues
(Adjanohoun et coll., 1983), aux Seychelles (Poulet, 1972 -
Anonyme, 1986) et aux jles Fidji (Parham, 1943).

En Inde, 1la plante séche est réputée expectorante (Caius,
1938).

Les pafties aériennes seules sont également utilisées ; ainsi,
dans le bassin caraibe, elles sont reconnues comme anti-
spasmodiques (Antilles frangaises, Trinidad, République Domini-
caine) et pour leurs propriétés pectorales (Mexique, Guatemala)
(Weniger, 1985).

Ce pouvoir anti-spasmodique est connu en Afrique équatoriale et
en Inde (Rousselet et Paris, 1971).

Parfois, ce sont les jeunes pousses qui, prises en décoction,
traitent la toux et 1l’asthme (Madagascar (Wong-Ting-Fook,
1980) .

Ces propriétés anti-tussives sont parfois mises a profit dans
les cas de phtisie (Queensland (Maiden, 1889)).

A Madagascar, la plante entre dans la composition d’un nmélange,
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dont la décoction est employée comme anti-asthmatique (Boiteau,
1986) .

Parmi les diverses affections respiratoires traitées par
E. hirta, citons encore la coqueluche et l’hémoptysie, 1a

plante entrant dans 1a composition de mélanges utilisés sous
forme de décoction (Madagascar (Boiteau, 1986) ).

En Australie (Queensland), E. hirta est réputée pour ses

effets sédatifs vis-a-vis de 1l‘appareil respiratoire (Caius,
1938 - Webb, 1948). La pPlante est d’ailleurs parfois associée 3
des sédatifs bronchiques tels que Grindelia robusta, dans des
Préparations pour inhalation (Hutchinson et Dalziel, 1936 -
Sofowora, 1984).

* Propriétés sédatives

Une action légérement sédative est conférée a E. hirta,
en Asie orientale (Steinmetz, 1964).
Bien plus éncore, la plante entiére serait dotée de pPropriétés
sédatives et soporifiques, mises a profit notamment aux
Philippines (Caius, 1938 - Quisumbing, 1951).

* Propriétés toniques

A Madagascar, E. hirta entre dans 1la composition d‘un

mélange, dont la décoction est employée comme tonique, en cas
de crise cardiaque (Boiteau, 1986).

De tels effets stimulants sont €également connus en Inde et a 1la
Réunion (caius, 1938), mais aussi aux Bahamas ol les parties
aériennes sont utilisées comme tonique (Weniger, 1985).

* Propriétés hypotensives

Dans le bassin caraibe (Trinidad), les parties aériennes
sont employées pour leur effet hypotenseur (Weniger, 1985).
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* Propriétés hypoglycémiantes

La plante entiére serait dotée de propriétés hypogly-

cémiantes, mises a profit au Sénégal (Dalil, 1984).

* Propriétés fébrifuges

La plante entiére peut é&tre prescrite comme fébrifuge
(Sénégal (Dalil, 1984)), parfois sous forme de décocté (iles
Maurice et Rodrigues (Adjanochoun et coll., 1983)).
pans le bassin caraibe (Antilles frangaises, Trinidad,
République Dominicaine), ce sont les parties aériennes qui sont
utilisées (Weniger, 1985).

Parfois, des effets fébrifuges sont conférés a la fumée obtenue
a partir de 1la plante brilée (Afrique de 1’Est (Kokwaro,
1976)) .

De tels effets sont également connus en Guyane (Caius, 1938).

* Affections des appareils génitaux féminin et masculin

La plante entiére est souvent employée comme galac-

tagogue (Dalil, 1984); ainsi, les guérisseurs Toucouleur
(Sénégal) la prescrivent en décocté (Kerharo, 1971 - Kerharo et
Adam, 1974). Au Togo, elle est ajoutée a quelques noix de palme
et la sauce obtenue est consommée ; parfois, c’est le macérat
des tiges feuillées écrasées dans l‘eau de mais qui est employé
(Adjanohoun et coll., 1986).
Ce pouvoir galactogéne est également trés estimé en Cote
d’Ivoire (Bouquet et Debray, 1974), au Mali (Adjanohoun et
coll., 1981), au Cameroun ou les indigénes préparent une
décoction hydro-alcoolique de diverses plantes dont E. hirta
(Blanc et coll., 1963).

En Oubangui, les jeunes pousses sont consommées avec du

sel indigéne, pour faciliter les couches (Vergiat, 1970).



Divers troubles gynécologiques sont traités par E, hirta
tels que 1la dysménorrhée, la plante entiére entrant dans 1la
composition d‘un mélange & base de plantes broyées et
additionnées d’eau (Togo (Adjanohoun et coll., 1986)).

Aux iles Maurice et Rodrigues, le décocté de plante entiére est
employé dans les cas d’oligoménorrhée (Adjanohoun et coll.,
1983).

Au Bénin, 1le macérat de plante entiére est prescrit pour
soigner les métrorragies (Anonyme, 1986).

Au Togo, la stérilité masculine est traitée par un
macérat de tiges feuillées dans du jus de citron (Adjanohoun

et coll., 1986).

E. hirta est également treés estimée pour ses propriétés

anti-blennorragiques, notamment en Céte d’Ivoire (Bouquet et
Debray, 1974).

Les guérisseurs sénégalais Toucouleur prescrivent un décocté de
plante entiére (Kerharo, 1971 - Kerharo et Adam, 1974), ce qui
est également le cas aux iles Comores (Anonyme, 1986), ainsi
qu’au Brésil (Quisumbing, 1951).

La plante aurait une action lénitive, dans les cas de gonorrhée
(Holmes, 1923 - (de) Saqui-Sannes, 1971).

Les ethnies tanzaniennes Swahili et Sukuma utilisent aussi 1a
Plante entiére pour ces mémes pPropriétés (Raymond, 1936 -
Bally, 1937, 1938).

Au Mexique et au Guatemala, les parties aériennes seules sont
employées pour leurs propriétés anti-vénériennes (Weniger,
1985), tandis qu’en Oubangui, ce sont 1les tiges feuillées
prises en décoction (Vergiat, 1970).

* Propriétés aphrodisiaques

Signalons enfin les propriétés aphrodisiaques rapportées
pour les parties aériennes michées avec des noix de palme, en
République Centrafricaine (Ake Assi et coll., 1981 - Sofowora,
1984).
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I - 2 USAGE EXTERNE

Les propriétés galactagogues d’E. hirta sont largement
mises a profit, en usage externe. Ainsi, au Congo, la plante
pilée est appliquée sur les seins (Bouguet, 1969 - Zipcy, 197$.
Ce méme usage est également connu au Togo, pour les tiges
feuillées (Adjanohoun et coll., 1986).

Au Bénin, dans les cas de métrorragie, le macérat de
plante entiére est utilisé pour la toilette intime (Anonyme,
1986) .

E. hirta est trés souvent utilisée, en usage externe,
comme antiseptique et cicatrisant ; ainsi, en Haute-Volta, 1le
décocté refroidi est utilisé pour laver les plaies récentes, la
plante pulvérisée est ensuite saupoudrée sur la plaie (Poulet,
1972) .

Ces propriétés sont connues en Indonésie, pour la plante
écrasée (Hartwell, 1969), ainsi qu’au Sénégal, ou le décocté de
plante entiére est recommandé en bain, pour soigner les fissu-
rations anales occasionnées par les diarrhées, ce traitement
permettant également la sédation des douleurs (Dalil, 1984).

Au Mexique et au Guatemala, des propriétés vulnéraires sont
conférées aux parties aériennes seules (Weniger, 1985).

Des propriétés hémostatiques sont également reconnues a la
plante entiére, aux philippines (Quisumbing, 1951).

A la Réunion, la plante entre dans le traitement des

ulcéres, des oedémes et des phlegmons (Caius, 1938).

En cataplasme, elle est appliquée sur les glandes
enflammées, les abcés (Guyane (Caius, 1938)).

La plante écrasée est parfois mentionnée dans le

traitement de tumeurs (Indonésie (Hartwell, 1969)).

Les furoncles et les clous peuvent étre soignés, a

1’aide de cataplasmes (iles Fidji (Parham, 1943)).
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En Inde, les parties aériennes sont utilisées sous forme
d’onguent, comme irritant contre 1la trichophytie (Steinmetz,
1964).

A Hawai, la plante entiére est employée en gargarismes
ou cataplasmes, pour le traitement du muguet (Bushnell et
coll., 1950 - Lewis, 1977).

L’ethnie congolaise TILaadi utilise un mélange &a base
d’E. hirta, en décoction, pour baigner 1les enfants fiéevreux
(Bouquet, 1969).

Au Bénin, les céphalées sont traitées par application
des cendres pulvérisées, obtenues a partir de la plante entiere
calcinée (Anonyme, 1986).

En République Centrafricaine, la plante entiére pilée et
additionnée d’huile est utilisée en massage, en cas de douleurs
articulaires et musculaires (Haxaire, 1979).

Les varices douloureuses sont soignées de la méme maniére, 3
l’aide d‘’une préparation a base d’E. hirta (Madagascar
(Boiteau, 1986)).

Signalons enfin l’utilisation des tiges feuillées

d’E. hirta et de Cymbopogon schrenanthus, en cas de piqires de

scorpions (Togo (Adjanohoun et coll., 1986)).

I - 3 USAGE MAGIQUE

Au Niger, 1la plante brilée rappelle dans 1la famille une
personne aimée éloignée par le mauvais sort (Adjanohoun et
coll., 1980).
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II LES FEUILLES (F)

II - 1 USAGE INTERNE

Parmi les indications traditionnelles mentionnées pour la
plante entiére et/ou pour les parties aériennes, beaucoup

intéressent également les feuilles seules.

Ainsi, les propriétés anti-dysentériques des feuilles
sont mises a profit au Soudan (Zipcy, 1975), au Nigéria (Ajao
et coll., 1984), au Togo (Adjanohoun et coll., 1986), en Haiti
(Weniger, 1985).

Les propriétés anti-diarrhéiques de 1l’extrait de
feuilles malaxées dans l’eau froide sont connues en République

Centrafricaine (Haxaire, 1979).

En Afrique de l’est, elles sont machées et le Jjus
obtenu avalé, pour soigner les brilures d’estomac (Kokwaro,
1976) . )

Des propriétés diurétiques leur sont conférées, en
Haiti.
Par ailleurs, elles entrent dans le traitement des lithiases

rénales (Weniger, 1985).

' Le décocté de feuilles est utilisé, en Afrique de
1’est, pour ses propriétés anti-asthmatiques (Kokwaro, 1976).
En Haiti, les feuilles entrent dans le traitement de 1l1l’asthme
et de diverses pneumopathies (Weniger, 1985).
Parfois, cés propriétés sont mises a profit par préparation de
cigarettes a base de feuilles d’E. pilulifera et de feuilles et
de fleurs de Datura metel (Philippines (Quisumbiﬁg, 1951)).

En Afrique de 1l’est, 1l’infusion de feuilles est donnée
au bétail, pour accroitre la lactation, le méme usage étant
pratiqué par les femmes ghanaéennes (Kokwaro, 1976 - Sofowora,
1984).

Ces propriétés galactagogues sont également connues au Gabon,
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ou les feuilles sont consommées aprés cuisson a 1’étuvée avec
des arachides (Zipcy, 1975), ainsi qu’au Togo, ou les feuilles
pPilées et séchées d’E. hirta et de Ficus thonningii sont
absorbées avec du lait (Adjanohoun et coll., 198s).

En République Centrafricaine, 1l’extrait de feuilles
malaxées dans 1l’eau froide est employé pour faciliter l’accou-~
chement (Haxaire, 1979).

Au Nigéria, les feuilles entrent dans le traitement des
gonorrhées (Ajao et coll., 1984).

Un mélange a base de feuilles A’E. hirta est consommé
aprés fermentation, dans les cas de filarioses (Cameroun

(Kwomegne-Moyo, 1986)).

En Céte d’Ivoire, 1les feuilles d’E. hirta et de
Dissotis rotundifolia, triturées puis délayées dans de 1’eau,

sont utilisées en lavement, pour traiter le retard a la marche
de l’enfant (Anonyme, 1986).

II - 2 USAGE EXTERNE

Les propriétés galactagogues des feuilles sont égale-
ment mises a profit, par lavage des seins & 1’aide d’un décocté
de feuilles d’E. hirta et de Ficus thonningii (Togo (Adjanohoun
et coll., 1986)).

Deé cataplasmes sont Préparés pour soigner les plaies,
a partir des feuilles fraiches (Afrique de l’est (Kokwaro,
1976)), ou des feuilles ramollies au feu (Cameroun (Zipcy,
1975)), ou encore a partir de 1la poudre de feuilles séches
(Soudan (Zipcy, 1975)).
Ce pouvoir cicatrisant est aussi connu en Afrique de 1’ouest
(Caius, 1938) et en particulier en céte d’Ivoire (Irvine, 1930
Hutchinson et Dalziel, 1936), au Nigéria (Ajao et coll., 1984),
ainsi qu’au Ghana (Sofowora,1984).
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Les clous, les furoncles peuvent étre soignés par le
"jus" des feuilles (Afrique de l’est (Kokwaro, 1976 - Sofowora,
1984)) .

Ce "jus" est également employé pour traiter certaines
formes de tuméfactions de la gorge ou des bras (Afrique de
1’est (Kokwaro, 1976)).

Divers troubles oculaires sont traités par instillation
dans l’oeil de ce méme "jus" (Afrique de l’est (Irvine, 1930 -
Kokwaro, 1976), Afrique de 1l’ouest (Caius, 1938) - Liberia
(Harley, 1970)).

En République centrafricaine, des bains sont pratiqueés,
en cas de fievre, avec un extrait de feuilles malaxées dans

1’eau (Haxaire, 1979).

Au Cameroun, le mélange a base d’E. hirta, obtenu apres
fermentation et utilisé par voie orale pour traiter les fila-
rioses, est également utilisé en collyre, pour les ménmes

propriétés (Kwomegne-Moyo, 1986) .

Signalons, enfin, 17utilisation des feuilles et des
racines pilées, contre le paludisme du jeune enfant (4 manifes-
tations essentiellement digestives), par massage de 1’abdomen

(République Centrafricaine (Haxaire, 1979)).
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ITI LE LATEX (L)

IITI -~ 1 USAGE INTERNE

Des propriétés anti-dysentér1ques sont également rap-
portées pour le latex ; celui-ci est ainsi utilisé en lavement,
au Congo (Bougquet, 1969 - Zipcy, 1975).

Au Cameroun, les Ewondo se servent de cette substance
délayée dans de 1l’eau, comme bpurgatif (zZipcy, 1975).

Ses propriétés galactagogues sont reconnues au Came-
roun et en Céte d’Ivoire (Zipcy, 197s).

ITTI - 2 USAGE EXTERNE

En Céte d’Ivoire, 1le latex est employé en massage,
pour ses propriétés galactagogques (Zipcy, 1975).

En Oubangui, il est appliqué en lotion, sur 1les seins,
€n cas d’engorgement (Vergiat, 1970).

Les jeunes filles de 1la République de Malawi (région
de Balaka) 1l’utilisent pour accroitre 1le développement de leur
poitrine (Sofowora, 1984).

Tres souvent, le latex entre dans le traitement de

divers troubles oculaires. Il peut ainsi étre appliqué en
compresse éur les yeux (cote d’Ivoire (Hutchlnson et Dalziel,
1936), Nigéria (Ajao et coll. 1984 - Ollver-Bever, 1981),
Afrique tropicale et de l’est (Greenway, 1941 - watt et Breyer-
Brandwijk, 1962 - Kokwaro, 1976)).
Les conjonctivites, Jles ulcéres de la cornée sont traités par
instillation dge cette substance dans les yeux (Malaisie
(Steinmetz, 1964 - Sofowora, 1984), Libéria (Hutchinson et
Dalziel, 1936 - Caius, 1938 - Sofowora, 1984), Inde
(Quisumbing, 1951)).
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Cet usage ne causerait pas de douleur i néanmoins, il reste
discutable, en raison de son caractere irritant (Steinmetz,
1964) .

Ce processus d’instillation permettrait d’éliminer les
poussiéres (Oubangui (Vergiat, 1970)), de faire disparaitre les
taies de la corneée (Petites Antilles ((de) Saqui-Sannes,
1971)), de bruler la cataracte (République Centrafricaine
(Haxaire, 19279)) .

D’autres propriétés sont tres largement mises a profit
en médecine traditionnelle, il s’agit des effets antiseptiques
et cicatrisants, notamment vis-a-vis des plaies occasionnées
par la circoncision (iles Sunda d’Indonésie (Steinmetz, 1964)),
mais aussi vis-a-vis des plaies contenant des corps étrangers
tels que des épines. Ce dernier usage est pratiqué par les
Fwondo du Cameroun (Zipcy, 1975), les guérisseurs sénégalais
Wolof et Toucouleur (Kerharo, 1971 - Kerharo et Adams, 1974),
" en Cbéte d’Ivoire (Zipcy, 1975), en Libéria (Hutchinson et
palziel, 1936 - Caius, 1938 - Harley, 1970), au Nigéria (Ajao
et coll., 1984), en Haute-Volta (Poulet, 1972) et au Togo
(Adjanohoun et coll., 1986).

Au Cameroun, le latex est utilisé pour soigner la gale

(zipcy, 1975).

En Haute-Volta, certains affirment que 1’application
du latex, sur la plaie occasionnée par le ver de Guinée et dés
1’apparition de 1’extrénité céphalique, provoque la sortie du
parasite (Poulet, 1972).

Ccette substance peut traiter diverses autres affec-
tions cutanées, telles que les furoncles (Afrique de l’est
(Kokwaro, 1976)), les cors (Argentine (Hartwell, 1969)), les
verrues (Jamailque, République Centrafricaine, Inde, Argentine
(Caius, 1938 - Hartwell, 1969), Yémen (Fleurentin, 1983)) .

En Afrique de 1l’est, le latex est réputé efficace dans
le traitement de certaines formes de tuméfactions, notamment au

niveau de la gorge ou des bras (Kokwaro, 1976).
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En Inde et a Ceylan, 1les aphtes peuvent étre soignés
par application du latex (Hieronymus, 1882 - Maiden, 1889 -
Holmes, 1923 - (de) Saqui-Sannes, 1971), ce qui est également
le cas a la Réunion (Caius, 1938).

Son pouvoir antidote est reconnu, vis-a-vis du poison
des fléches, en Libéria (Hutchinson et Dalziel, 1936 - Caius,
1938 - Harley, 1970), ainsi qu’en République de Malawi
(Sofowora, 1984).

En Haute-Volta (sud~est de Tenkodogo), le latex est
utilisé comme "talisman" contre les scorpions : le suc blanc
est répandu sur les mains, aprés avoir froissé la plante et
permettrait de saisir sans danger un scorpion (Poulet, 1972).
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IV LES RACINES (R)

Consommées avec du Jjus de citron, elles sont réputées

purgatives (Libéria (Harley, 1970)).

En Inde, elles sont utilisées contre 1les morsures de

serpents (Watt et Breyer-Brandwijk, 1962).

En République Centrafricaine, pilées avec les feuilles,
elles sont employées pour traiter le paludisme du jeune enfant,

par massage de 1‘’abdomen (Haxaire, 1979).

L’eau de macération des racines pilées est consommées par
les femmes d’Oubangui, pour faciliter les couches (Vergiat,
1970) .

L’écorce de racines est utilisée, en oubangui, pour soigner

les verrues (Vergiat, 1970).

Devant le nombre considérable d’indications traditionnelles
conférées a E. hirta et de pays et ethnies utilisant cette
plante, devant la grande diversité dans les préparations
prescrites, nous avons jugé utile de présenter l’essentiel de
ces usages thérapeutiques, en fonction des parties de la plante
utilisées, des préparations préconisées et des pays concernés,

dans un tableau récapitulatif (tableau 2).



TABLEAU 2 :

INDICATIONS THERAPEUTIQUES TRADITIONNELLES D’E.HIRTA L.

PARTIES
INDICATIONS DE LA PREPARATIONS = USAGES PAYS REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES
THERAPEUTIQUES -
_______________________ PLANTE____ B Y I e e
ANTI-DYSENTERIQUES PE décocté seul ou additionné|Congo, Cote d'Ivoire, DEBAILLE et PETARD, 1953-MARTIN et coll., 1964-
p [t d bicides de jus de citron Haute-VoltapMali;iles RIDET et CHARTOL,1964-POULET,1972-ZIPCY,1975—
roprietes amoebicide Maurice et Rodrigues, (de 1a) PRADILLA~ADJANOHOUN et coll., 1981,
connues en médecine Sénégal 1983-DALIL,1984-ANONYME,1986
traditi 11 fri- PE bouillie dans de l'eau
faditionnelle afri salée dles Fidji PARHAM, 1943 )
caine PA décocté de jeunes pousses ' [Madagascar, ‘fle Maurice WONG~TING-FOOK, 1980
PA décocté d'E.hirta et de Togo ADJANOHOUN et coll., 1986
Phyllantus amarus
PA macérat
ND infusion Nouvelle Calédonie, GUILLAUMIN,1951—WATT et BREYER-BRANDWIJK,1962
Afrique portugaise
ND usage interne Angola,Inde,Nigéria CAIUS,1938-OLIVIER-BEVER,1981-SOFOWORA,1984
F usage interne Haiti,Nigeria,Soudan, ZYPCY,1975-AJAO et cblL1984-WENIGER,1985-
Togo ADJANOHOUN, 1986 :
L lavement Congo BOUQUET, 1969-2TPCY, 1975
ANTI-DIARRHEIQUE PE macéré Sénégalv KERHARO,1971-KERHARO et ADAM, 1974~NDIR et
POUSSET,1982=SOFOWORA,1984
PE décocté Congquaute~Volta;Ma1i, BOUQUET,1969-KERHARO,1971-POULET,1972~KERHARO
iles Maurice et Rodri- |et ADAM, 1974-WONG TING FOOK,1980-ADJANOHOUN et
gues,sénégal,Seychelles coll.,1981-NDIR et POUSSET, 1982-ADJANOHOUN et
Togo collv1983-DALIL,1984-ADJANOHOUN et coll.,1986-
ANONYME, 1986~
PE Poudre a base d'E.hirta Bénin ANONYME, 1986

de Paullinia pinnata et .de

Zea mays_

- Ly -



PA usage %nterne Afrique équatoriale, ROUSSELET et PARIS, 1971~ WONG TING FOUR, 1980
décocté de jeunes pousses |Inde, Madagascar, ile
Maurice
ND usage interne Angola SOFOWORA, 1984
F malaxées dans l'eau froide|République Centrafri- HAXAIRE, 1979
(usage interne) caine -
TRAITEMENT DES ULCERES, - PA usage interne Asie orientale STEINMETZ, 1964
DE LA PROCTITE, DE°
L'ENTERITE CHRONIQUE
TRAITEMENT DES SPASMES .
DU PYLORE ' ND décocté d'un mélange de Madagascar BOITEAU, 1986
diverses plantes, dont
E.hirta
TRAITEMENT DES ULCERES PE décocté Bénin ANONYME, 1986
GASTRIQUES, DES BRU- Ay s R
LURES D'ES&OMAC F- michées Afrique de 1'est KOKWARO,1976
ANTI-PALUDEEN massage de 1'abdomen avec République Centrafri- HAXAIRE, 1979
(contre le paludisme R un. mélange de feuilles et |caine
du jeune enfant, a ma~ de racines pilées
nifestation essentiel-
lement digestive)
ANTHELMINTHIQUE PE usage interne Tanzanie RAYMOND, 1936-BALLY, 1937
(vermifuge) PA usage interne Bahamas "WENIGER 1983
PA michées avec des noix de |République Centrafri-

palme

caine

AKE ASSI ét coll., 1981

RY -



LAXATIF-PURGATIF PE associée & du jus de Libéria HUTCHINSON et DALZIEL,1936-CAIUS, 1938
citron
PE pulvérisée et mélangée a
de l'eau Coéte d'Ivoire HUTCHINSON et DALZIEL, 1936
PE usage interne (non préciséjjGhana, Hawai,Madagascar|BALLY, 1938~BUSCHNELLet coll., 1950~-0LIVER~BEVER,.
" Nigeria,Tanzanie 1981-SOFOWORA, 1984~-BOITEAU, 1986
L _|délayé dans l'eau (usage |Cameroun ZIPCY, 1975
interne .
R consommées avec du jus de |Libéria HARLEY, 1970
citron
AFFECTIONS RENALES PE décocté Sénégal KERHARO, 197 1-KERHARO et ADAM, 1974-NDIR et
POUSSET, 1982-DALILI 1984
diurédtique PE usage interne(non précisé)|Tanzanie BALLY, 1937, 1938
PA usage interne Asie orientale ,Antilles STEINMETZ, 1964-WENIGER, 1985
frangaises,Mexique
ND usage interne Argentine,Inde,Mali HIERONYMUS, 1882-CAIUS, 1938~ ADJANOHOUN et coll.,
‘ 1981
F usage interne Haiti WENIGER, 1985
lithiases rénales PA usage interne Mexique - WENIGER, 1985
atteintes rénales ND usage interne Mali ' ADJANOHOUN et coll., 1981
diverses F usage interne Haiti WENIGER, 1985
AFFECTIONS HEPATIQUES PE décocté Togo ADJANOHOUN et coll., 1986
(ictéres) PA décocté d'E.hirta et de Niger ADJANOHOUN et coll., 1980
tiges de Ficus_thonningii

Fag ™



PARHAM, 1943~POULET, 1972-ADJANOHOUN et coll.,

AFFECTIONS RESPIRA- PE décocté Iles Fidji,iles Maurice
TOIRES et Rodrigues,Sénégal, |1983-DALILj1984-ANONYME, 1986
Seychelles
(traitement de PA usage interne Antilles frangaises, WENIGER, 1985
l'asthme, de la bron- . A
hi de 1" hvss Guatemala,Mexique,Répu-~
chite, de 1'emphyseme blique Dominicaine,
pulmonaire, du rhume L
; Trinidad
des foins, de la toux,
de la phtisie, de la PA décocté de jeunes pousses Madagascar WONG TING FOOK, 1980
coqueluche, de 1'hémo- ND décoction d'un mélange de [Madagascar BOITEAU, 1986
ptysie) plantes dont E.hirta
ND usage interne Afrique équatoriale, MAIDEN, 1889-CAIUS, 1938-WEBB, 1948-QUISUMBING,
Asie orientale,Austra-’ 1951~STEINMETZ, 1964-ROUSSELET et PARIS,1971-.
lie, Inde LE STRANGE, 1977-~SOFOWORA, 1984
F décocté Afrique de l'est KOKWARO, 1976
usage interne Haiti WENIGER, 1985
préparation de cigarettes |Philippines QUISUMBING, 1951
a4 base d'E.hirta et de
feuilles et'fleurs de
Patura metel
L usage interne Afrique tropicale et WATT et BREYER-BRANDWIJK, 1962
: de l'est
SEDATIF PE usage interne Philippines CAIUS, 1938-QUISUMBING, 1951
SOPORIFIQUE ND usage interne Asie orientale,Austra-|CAIUS,1938-HUTCHINSON et DALZIEL,1936- WEBB,
(parfois en association lie 1948-STEINMETZ, 1964-SOFOWORA, 1984
avec des sédatifs bronchi-
ques, dans des prépara-
tions pour inhalation)
TONIQUE PA usage interne Bahamas WENIGER, 1985
-en cas de crise _
‘cardiaque ND décoction d'un mélange de |Madagascar ‘BOITEAU, 1986

plantes, dont E.hirta




-reméde "coup de
fouet" excitant du

MAIDEN,1889-HOLMES,19234HARLEY,.1970-

coeur, reconstituant ND usage 1qterne ND (de) SAQUI-SANNES,1971 -
des forces vitales : Q ES,
abaissées par le ND Inde,Réunion CAIUS, 1936
‘poison, tonique pour ‘ ’
les enfants sous- '
alimentés....
HYPOTENSEUR PA usage interne Trinidad WENIGER, 1985
HYPOGLYCEMIANT PE usage interne Sénégal DALIL,1984"
ASTRINGENT ND usage interne Philippines,Réunion CAIUS, 1938~QUISUMBING, 1951
FEBRIFUGE PE décocté iles Maurice et Rodri- ADJANOHOUN et coll., 1983~ bALIL,1984
gues,Sénégal ‘ L :
PA usage interne Antilles frangaises, WENIGER, 1985
République Dominicaine,
Trinidad
ND inhalation de la fumée par
briilage de la plante Afrique de l'est KOKWARO, 1976
ND usage interne Guyane CAIUS, 1938
F extrait de feuilles mala- République Centrafri- HAXAIRE, 1979
xées dans de l'eau, utili-|caine
sé en bain
TRAITEMENT DE DIVER-
SES DOULEURS
~-céphalées PE \application des cendres

pulvérisées

Bénin

ANONYME, 1986

TC



-apaisement des dou-

. . . p N
leurs intestinales ND décoction d'un mélange a Madagascar » BOITEAU, 1986
lides & la dysenteé- basg de plantes, dont
- Y E.hirta
rie =
-douleurs articulai- PE en massage a l'aide de la [République Centrafri- HAXAIRE, 1979
res et musculaires plante pilée, additionnée |caine
d'huile
~varices douloureu- ND - |en massage a& l'aide d'une [Madagascar BOITEAU, 1986
ses préparation a base 4
E.hirta
GALACTAGOGUE PE décocté | Sénégal KERHARO, 1971~-KERHARO ET ADAM, 1974~DALIL, 1984
PA consommation d'un macérat |Togo ADJANOHOUN et coll., 1986

de tiges feuillées dans
l'eau de mais ou applica-
tion sur les seins

ND consommation de la sauce Togo ) ' ADJANOHOUN et coll., 1986 '
: obtenue aprés mélange de ' ' S
la plante avec des noix de no

palme I

ND - consommation d'une décoc- |Cameroun BLANC et coll., 1963
tion hydro-alcoolique de :
plusieurs plantes dont

E.hirta
ND usage interne Céte d'Ivoire,Mali ‘BOUQUET et DEBRAY, 1974-ADJANOHOUN et coll., 1981
ND plante pilée appliquée sur{Congo BOUQUET; 1969-ZIPCY, 1975
les seins
F infusion Afrique de l'est KOKWARO, 1976-SOFOWORA, 1984
F consommation des feuilles |[Gabon ZIPCY, 1975

cuites & 1l‘'étuvée, avec
des arachides

F consommation des feuilles |Togo ADJANOHOUN et coll., 1986
séchées, pilées d'E.hirta ‘

et de Ficus thonningii
avec du lait ou lavage
des seins avec un décocté
de ces deux plantes




usage interne

en massage

Cameroun, Céte d'Ivoire

Céte d'Ivoire,Oubangui

ZIPCY, 1975
VERGIAT, 1970-ZIPCY, 1975

-en _cas d'engorge- application sur les seins Oubangui VERGIAT, 1970
ment
AFFECTIONS DES APPA~
REILS GENITAUX FEMI-
NIN“ET MASCULIN
—accouchement ,
(facilitation) PA consommation des jeunes Oubangui VERGIAT, 1970
pousses avec du sel indi-
géne
F consommation des feuilles Régpblique Centrafri- HAXAIRE, 1979
malaxées dans l'eau froidel|caine X
R consommation de l'eau de |OQubangui VERGIAT, 1970
macération des racines pi-
lées
“0ligoménorrhée PE décocté Iles Maurice et ADJANOHOUN et coll. 1983
) Rodrigues
-&zsménorrhée PE rconsommation d'un mélange | Togo ADJANOHOUNet coll., 1986
de plantes broyées addi- .
___________ tlonné dleau e
-métrorragie PE macérat consommé ou utili=-|Bénin ANONYME, 1986
' sé pour la toilette intime
~-stérilité masculine PA consommation d'un macérat {Togo ADJANOHOUN et coll., 1986
de tiges feuillédes dans
du jus dea citron
~-gonorrhées PE décocté Iles Comores,Brésil, HOLMES, 1923-QUISUMBING, 1951~KERHARO, 1971~(de)
L Sénégal SAQUI SANNES,1971-KERHARO et ADAM,1974-ANONYME, 1986
(action lénitive)
‘ PE usage interne Tanzanie RAYMOND, 1936~-BALLY, 1937, 1938




PA

usage interne

Guatemala,Mexique

WENIGER, 1985

PA décocté des tiges feuillées |Oubangui VERGIAT, 1970
F- usage interne Nigeria AJAO et coll.1984
TROUBLES OCULAIRES F _instillation du jus des Afrique de l'est et de IRVINE,1930-CAIUS,J938-HARLEY,1970—KOKWARO,1976
(conjonctivites- feuilles -~ |il'ouest, Libéria
ulcéres de la cornée) .
L en compresses, par instil-|Afrique tropicale et de HUTCHINSON. et DALZIEL, 1936-CAIUS, 1938~GREENWAY,
lation l'est, Petites Antilles 1941-QUISUMBING, 1951-WATT et BREYER-BRANDWIJK,
C6te‘d'IVOire,Inde,Libé-1962-STEINMETZ,1964—VERGIAT,1970-(de) SAQUI-
ria,Malaisie,Nigéria, SANNES,1971-KOKWARO,1976-HAXAIRE,1979-OLIVER-
Oubangui ,République 'BEVER, 1981-AJA0 et coll.,1984-SOFOWORA, 1984
Centrafricaine
AFFECTIONS DE LA
PEAU ET DES MUQUEU-
SES ’
-antiseptique
cicatrisant PE lavage de la plaie avec Haute-Volta POULET, 1272
une décoction puis saupou-
drage avec la plante séche
pulvérisée
PE décocté utilisé en bain Sénégal DALIL, 1984
PE usage externe Philippines QUISUMBING, 1951
(propriétés hémostatiques)
PA usage externe Guatemala,Mexique WENIGER, 1985
ND usage externe Indonésie HARTWELL, 1969
(plante écrasée) .
F cataplasmes de feuilles Afrique de 1'estet de IRVINE, 1930-HUTCHINSON et DALZIEL,1936-ZIPCY,

fraiches ou ramollies au
feu ou de feuilles séches
pulvérisées

1'ouest, Cbte d'lvoire
Ghana,Nigéria, Soudan

1975-KOKWARQ, 1976-AJA0 et coll., 1984-SOFOWORA,
1984



L usage externe Cameroun, Cote d'Ivoire HUTCHINSON etDALZIEL,1936-CAIUS,1938—
Haute-volta +Libéria , STEINMETZ 1 964-HARLEY, 1 970~KERHARQ £ 1971~
; Nigéria, sénégal, iles. POULET, 1972-KERHARO et ADAM, 1974-ZIPCY,
Sunda, Togo 1975-AJA0 et coll,, 1984-ADJANOHOUN et
: "Jcoll., 1986 ' .
Affections cutanées
.Eggggglg§:§9£§ ‘ND en cataplasmes Iles Fidji PARHAM, 1943
F jus de feuilles utilisé Afrique de 1' est KOKWARO,1976-SOFOWORA,1984
en application externe
L application externe . Afrique de 1'est, HARTWELL,1969—KOKWARO,1976
Argentine '
.f}£3£39§g§ F mélange fermenté i base de|Cameroun KWOMEGNE-MOYO, 1986
. \ . _
(traitement dy ver fgullles‘d.E:hlrtaconsom
., me ou utilisé en collyre
de Guinéde) _
L en application externe Haute-Volta POULET, 1972
-gale L en appliéation externe Cameroun ZIPCY, 1975
.;gigggggxgig PA application d'un onguent Inde . | STEINMETZ, 1964
(comme irritant) B e
Affectiondesnmqueu-
ses
-aphtes L application externe Ceylan, Inde +Réunion HIERONYMUS,1882-MAIDEN,1889-HOLMES,1923-
CAlUS, 1938~(de) SAQUI SANNES, 1971
.candidoses PE eén cataplasmes ou en gar-~ {Hawai : BUSCHNELL et coll.,1950-LEWIS,1977
(traitement du muguet ) garisme .
PE décocté consommé Bénin ANONYME, 1986
+stomatites ND usage interne Afrique portugaise WATT et BREYER—BRANDWIJK,1962-
'§95y105399295§§_ PA macératde tiges feuilldes Togo JADJANOHOUN et coll, 193¢

-_' gg-



Autres affections de
type inflammatoires-—
tumeurs

.oedémes-phlegmons

palmes

caine

--------------- ND usage externe Réunion CAIUS, 1938
.verrues L usage externe Argentine,Inde,Jamaique CAIUS,1938~-HARTWELL, 1969
République centrafri-
caine, Yémen
R écorce de racine en appli-|Oubangui VERGIAT, 1970
cation externe
.glggégg_ggﬁlg@@§g§ ND en cataplasmes Guyane- CAIUS, 1938
abces_
'EETéEEEEiQEE-QE_Eé F jus des feuilles en appli-{Afrique de l'est KOKWARO, 1976
gorge_ou_des_bras cation externe |
L usage externe Afrique de l'est KOKWARO, 1976
.tumeurs ND application externe de la Indonésie HARTWELL, 1969
’ plante écrasée
ANTIDOTE PA application des tiges Togo ADJANOHOUN et coll., 1986
{vis-a-vis du poison feuilldes d'E.hirta et de .
des fléches, des mor- Cymbopogon schrenanthus .
sures de serpents et P2 s
.d , P L usage externe Libéria,Haute-Volta, HUTCHINSON et DALZIEL,1936-CAIUS,1938~HARLEY,
e scorpions p . '
République de Malawi 1970-POULET, 1972-SOFOWORA, 1984
R usage externe Inde WATT et BREYER-BRANDWIJK, 1962
APHRODISIAQUE PA michées avec des noix de |[République Centrafri- |AKE ASSI et coll., 1951-SOFOWORA, 1984




USAGE MAGIQUE

(pour rappeler une
personne aimde, dloji-
gnée par le mauvais
sort)

ND

plante brilée

Niger

ADJANOHOUN.et coll., 1980

RETARD A LA MARCHE

lavement 3 1'aide d'un
mélange de feuilles

. ; . .
d'E.hirta et de Dissotis

rotundifolia délaydes
dans de 1'eau

Céte d'Ivoire

ANONYME, 1986




SECTION B

USAGES THERAPEUTIQUES
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I USAGES THERAPEUTIQUES ACTUELS

Utilisée non seulement en médecine traditionnelle, E. hirta fut
également commercialisée en Europe et aux Etats-Unis. Ainsi, en
France, les laboratoires Soca de Monaco spécialisérent la
plante comme anti-dysentérique, sous le nom de "Socamibe" ;
toutefois, E. hirta ne figure plus dans le Dictionnaire des
Spécialités. Aux Etats-Unis, une préparation associant
E. pilulifera et 1’acide para aminobenzolque fut commercialisée
pour ses propriéteés anti-spasmodiques (United States Patent
office, 1964). L’extrait fluide fut également spécialisé sous
le nom de "Hare’s Anti-Asthmatic Elixir", préparation officia-
lisée dans le "National Formulary" 7(7éme edition, 1942)
(Hazleton et Hellerman, 1948).

Diverses préparations galéniques ont été élaborées et utilisées
en thérapeutique, notamment pour le traitement d’affections
intestinales telles que la dysentérie, 1la diarrhée, ainsi que
pour le traitement d’affections respiratoires (asthme, bron-

chite, rhume des foins, coryza...).

I - 1 AFFECTIONS INTESTINALES

* Adjanohoun et ses collaborateurs (1981) mentionnent

1’élaboration de deux préparations galéniques & base d’E. hirta

(planté entiéere fraiche), par 1+Institut National de Recherche
sur la pharmacopée ot la médecine traditionnelle du Mali :
- Dysentéral N°1, a base A’E. hirta

- Dysentéral N°2, a base de Vernonia pumila, Cassia sieberiana
et E. hirta.

pans le cas du Dysentéral N°1, on recommande de faire bouillir,

dans un récipient couvert, un sachet unidose (environ 10 g)
dans un demi litre d’eau et de boire le décocté trois fois par
jour, jusqu’a disparition des signes cliniques.

La seconde préparation consiste en un décocté aqueux de plante
fraiche associée, a partie égale, avec des feuilles de Cassia

sieberiana DC et de Vernonia pumila Kotschy et Peyr.. Le

décocté est consommé trois fois par jour.
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I - 2 AFFECTIONS RESPIRATOIRES

* Dés 1889, Maiden mentionne l’utilisation de 1a Plante
Sous deux formes différentes, dans le traitement des maladies
respiratoires telles que 1’asthme, la bronchite :
= Une décoction, obtenue par frémissement d‘une once (soit
31,1035 g) de plante séche dans deux quarts d’eau et par
réduction du liquide de moitie.
Posologie : un verre a vin, trois fois par jour.
- Utilisation de 1a plante, en place du tabac, dans une Pipe;
ou inhalation par brilage de 1la Plante sur une table.

* Ces préparations sont €galement citées pPar Holmes
(1923), 1’auteur Y ajoutant deux nouvelles formes :
= Un extrait aqueux
bosologie : 0,065 3 0,0975 g.
= Une teinture, 3 raison d’une partie de plante pour cing

parties d‘alcool & 60 &

bosologie : 10 & 30 gouttes.

* Dans son ouvrage "Notes de phytothérapie allopathique et
homéopathique comparées", 1le Docteur Cabre (1939) considére
E..hirta L. comme 1le reméde spécifique de l’asthme et propose

les posologies suivantes :

10 & 30 gouttes d’extrait fluide

un demi verre d‘’une décoction, obtenue par ébullition de 30 g
de plante dans deux litres d‘eau, jusqu’a réduction de moitieé,

et ceci trois fois par jour.

* En 1944, Decaux (mentionné par Steinmetz, 1964) indique
quatre types de Préparations utilisées dans le traitement des
affections respiratoires :
= Une infusion, & raison de 6 g de plante entiére dans 500 g
d’eau
bosologie : prendre 1’infusion par cuillerées, pendant la
journée.
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- Un extrait hydro-alcoolique (sec)

posologie : 0,05 a 0,10 g, pris en prises fractionnées de 50 a
200 mg, pendant la journée.

- Un extrait fluide

posologie : 0,5 a 1,5 g9, en prises fractionnées de 2 a 5
gouttes, dans la journée.

- Une teinture a 20 %

posologie : 1 & 3 g, en prises fractionnées de 10 a 30 gouttes,

dans la journeée.

Dans 1le traitement du coryza, Decaux recommande la potion
suivante :
extrait fluide des sommités A’E. pilulifera (0,5 9)

teinture de Pulsatilla vulgaris (30 gouttes)

teinture d’/Euphrasia officinalis (40 gouttes)

sirop des feuilles de Mentha piperita (50 g)
eau, pour amener le volume final & 150 ml

gosologie . une cuillerée, toutes les deux heures.

* En 1962, Benigni et ses collaborateurs indiquent trois
formes galéniques utilisables dans le traitement des affections
respiratoires :

- Un extrait fluide, dont 1 g correspond a 37 gouttes

posologie : 0,5 g ou plus par dose.

- Une teinture, composée de 20 g d’extrait fluide et de 80 g
d’alcool a 60°

posologie : 2,5 g ou plus par dose.

- Un elixir, composé du mélange "extrait fluide dA’E. pilulifera

(60 g) - teinture de Lobelia (35 g) - iodure de sodium (4 g9) -
bromure de'sodium (4 g) - solution de nitroglycérine (0,2 g) -
elixir aromatique (1200 g)".

Les iodure et bromure de sodium doivent étre mélangés en
premier, 1les autres composés étant ajoutés a 1la suite ; 1le
mélange est laissé a reposer, puis j1 est filtré, si cela est
nécessaire.

Posologie : une cuillerée.
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* En 1964, Steinmetsz indique 1’utilisation occasionnelle
d’E. pilulifera, en thérapeutique moderne, sous forme d’extrait
fluide ou de teinture, dans un mélange composé généralement de

Lobelia (herbe), de Scilla alba (bulbe) et de Polygala seneqga
(racines). cette Préparation Provoquerait 13 relaxation des

bronchioles, mais également une certaine dépression sur Je

* Aux Etats-Unis, 1le "United States Patent Office", pro-
Posa, en 1964, différentes médications associant E, pilulifera
(poudre, extrait fluide ou teinture) et l’acide para amino-
benzoique, avec divers composés sédatifs (sulfate de codéine,
phénobarbital, Passiflora incarnata...), analgésiques (aspi-

rine, salicylamide...) et/ou anti—histaminiques (hydrochlorure
de méthapyriléne...).

L’acide para aminobenzoique permettrait de potentialiser 1les
effets anti—spasmodiques d’E. pilulifera, ainsi que les actions
des autres Substances, et donc de réduire 1a posologie
(réduction au 1/10 de la dose normale pour E. pilulifera sans
perte d'efficacité) et d’éviter 1les effets indésirables
fréquemment observeés (Possibilite d’irritations stomacales par
E. pilulifera).

Cet organisme Proposait en particulier la combinaison suivante,
pour traiter les insomnies :
poudre de Passiflora incarnata (3/4 grains, soit 0,049 g)

salicylamide (3 grains, soit 0,195 g)
poudre d’E. pilulifera (3/4 grains, soit 0,049 qg)

acide para aminobenzoique (1 grain, soit 0,065 g).

I -3 UTILISATIONS HOMEOPATHIQUES

E. pilulifera fut également employée en homéopathie, ou ses

principales indications €taient 1’asthme a forme catarrhale, 1a
bronchite, 13 dyspnée d’origine cardiaque, les rhumes des
foins, les hémorragies consécutives a uyne isolation ou a un
traumatisme, la leucorrhée acide aggravée par le mouvement et
1’urétrite (Cabre, 1939 - Clarke, 1962).



II USAGES THERAPEUTIQUES TRADITIONNELS

II - 1 AFFECTIONS GASTRO-INTESTINALES
1.1 Diarrhées

* Drogue : la plante entieére.

Préparation : décocté, a raison d’une poignée de plante dans
un litre d’eau.

Mode d’emploi - posologie : boire un a deux verres (200 a 400
ml) par jour.
Dans les cas graves et persistants, calciner la plante, réduire
en poudre et ajouter a un repas sans huile.

Source : Togo (Adjanohoun et coll., 1986).

* Drogue : la plante entiére.

Préparation (pour toutes les formes de diarrhées, méme
sanglantes) : décocté de la plante entiére (une poignée pour
l’enfant, deux poignées pour l1l‘adulte, dans un ou deux litres
d’eau). '

Mode d’emploi - posologie : boire 1la décoction dans 1la
journée.

La durée du traitement varie selon les symptdmes, mais ne
dépasse guére trois jours.

Source : Sénégal (Dalil, 1984).

* Drogue : la plante entiére fraiche.

Préparation : couper la plante en menus morceaux ; préparer
un décocté, a raison de 100 g de plante fraiche mis & bouillir
dans un litre d’eau pendant 20 minutes, dans le cas d’un
adulte, ou a raison de 50 g de plante fraiche mis a bouillir
dans un litre d’eau pendant une heure, dans le cas d’un enfant,
de personnes cardiaques ou hypotendues.

Mode d’emploi - posologie : dans le cas d’un adulte, boire en
moyenne deux & trois litres de décocté par jour, pendant deux
jours. Dans le cas d’enfants, de sujets cardiaques ou

hypotendus, boire un demi litre de décocté le premier jour,



puis un quart de litre le deuxiéme jour, puis un quart de litre
le troisiéme jour. En cas d’échec, le traitement doit étre
repris pendant trois jours.

Source : Haute-Volta (Poulet, 1972).

* Drogue : la plante séche.

Préparation : décoction de 30 g de plante séche par litre
d’eau.

Mode d’emploi - posologie : boire deux a trois litres de
décocté par jour.

Source : Sénégal (Pousset, 1984).

* Drogue : la plante entiére fraiche.

Préparation : mélanger une poignée de "liane sans fin"
(Cassytha filiformis L.) avec une poignée de plante entiere
d’E. hirta ; porter a ébullition dans un litre d’eau ; filtrer;
sucrer avec du miel. R

Mode d’emploi - posologie (pour un éhfant) : boire une tasse
a thé (30 ml), deux a trois fois par jour.

Source : Seychelles (Anonyme, 1986).

Diarrhée cholériforme

* Drogue : la plante entiére séche.

Prépération ¢! réduire en poudre 60 g environ de liane séche
de Paullinia pinnata L., 60 g de plante entiére séche
d’E. hirta L. et une poignée de grains de Zea mays L.

Mode d’emploi - posologie (pour un adulte) : ajouter une
cuillerée é soupe de poudre a la bouillie, toutes les trois
heures et pendant une journée.

Source : Bénin (Anonyme, 1986).

Diarrhée du nourrisson

* Drogue : la plante entiére fraiche.
Préparation : triturer une poignée de plante dans un demi
litre de lait ; laisser macérer jusqu’a ce que le lait prenne
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une teinte verte (environ trois heures) .

Mode d’emploi - posologie : donner au nourrisson une cuillére
a café, trois fois par jour.

gsource : Sénégal (Kerharo, 1971 - Kerharo et Adam, 1974 -
Anonyme, 1986).

1.2 Dysentérie

% Drogue : les tiges feuillées. .

Préparation : faire macérer pendant quatre heures, 50 g de
poudre de tiges feuillées, dans un litre d’eau ; filtrer.

Mode d’emploi - posologie : dans le cas d’un adulte, prendre
trois cuillerées a soupe (50 ml) matin et soir, aux repas,
pendant trois jours. Pour les enfants d’au moins deux ans,
prendre le quart de la dose prescrite a 1’adulte.

gsource : Togo (Adjanohoun et coll., 1986) .

# Drogue : les feuilles.
Préparation : faire calciner le crédne d’un chien (Canis

domesticus) et la téte d’un serpent (espéce indéterminée), avec

les feuilles de Spilanthes uliginosa, Trichilia prieuriana,

Dicoma tomentosa et E. hirta ; réduire en poudre.

Mode d’emploi - posologie : absorber en une seule fois, une
cuillerée a soupe en suspension dans de l’eau.

source : Togo (Adjanohoun et coll., 1986) .

* Drogue : la plante entiere.

Préparation . faire bouillir deux ou trois plantes dans deux
litres d’eau, pendant 15 minutes.

Mode d’emploi - posologie : boire plusieurs tasses dans la
journée.

Source : Iles Maurice et Rodrigues (Adjanohoun et coll.,
1983) .
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* Drogue : la plante entiére fraiche.

Préparation : couper la plante en menus morceaux ; préparer
un décocté, a raison de 100 g de plante fraiche mis a bouillir
pendant 20 minutes dans un litre d’eau, pour un adulte, ou a
raison de 50 g de plante fraiche mis a bouillir pendant une
heure dans un litre d’eau, pour les enfants, les sujets cardia-
ques ou hypotendus.

Mode d’emploi - bosologie : 1’adulte doit boire, en moyenne,
deux a trois litres de décocté par jour, pendant deux jours.
L’enfant, le malade cardiaque ou hypotendu doivent consommer un
demi litre de décocté le premier jour, un quart de litre 1le
deuxiéme jour et un quart de litre le troisiéme jour. En cas
d’échec, le traitement doit étre recommence pendant trois
jours.

Source : Haute-Volta (Poulet, 1972).

* Drogue : la plante fraiche.

Préparation : décoction de 10 g environ de plante entiére
fraiche dans un demi litre d’eau.

Mode d’emploi - posologie : boire le décocté au 1/5, trois
fois par jour, jusqu’a disparition des signes cliniques.

Source : Ccote d’Ivoire, Sénégal (Anonyme, 1986).

1.3 Amibiase

* Drogue : les tiges feuillées.
Préparation : décocte aqueux de tiges feuillées de Phyllantus
amarus et d’E. hirta.
Mode d'eﬁploi = Posologie : boire un verre (200 ml), trois
fois par jour, pendant trois jours.
Faire deux nouvelles cures, apres une semaine et un mois.
Source : Togo (Adjanohoun et coll., 1986).

* Drogue : 1la plante séche.
Préparation : décoction de 30 g de plante séche par litre
d’eau.
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Mode d’emploi - posologie : boire trois a quatre litres de
décocté par jour.
Source : Sénégal (Pousset, 1984).

* Drogue : la plante entieére.

Préparation : faire bouillir pendant 20 minutes, 10 a 20 g de
plante séche (ou 50 a 75 g de plante fraiche), dans un litre et
demi d’eau ; laisser infuser.

Mode d’emploi - posologie : le premier jour, boire un demi
litre de la préparation ; les deuxiéme et troisiéme jours,
boire un quart de litre, & plusieurs reprises dans la journée.
Renouveler le traitement, au bout de 15 jours.

Source : Haute-Volta ((de la) Pradilla).

1.4 Spasmes du pylore

* Drogue : la plante.
Préparation : décoction du mélange "Mollugo nudicaulis
(plante) 20 g - Evodia fatraina (feuilles) 20 g - E. hirta

(plante) 20 g", a raison d’une cuillerée a soupe du mélange par
tasse ; faire bouillir 10 minutes et infuser 5 minutes.

Mode d’emploi - posologie : boire par cuillerées, tous les
quarts d’heure, jusqu’a cessation du spasme.

Source : Madagascar (Boiteau, 1986).

1.5 Constipation

* Drogue : la plante.
Préparation : décoction du mélange "E. hirta (plante) 10 g -
zingiber zerumbet (rhizome) 20 g - Althea officinalis (racines)

20 g - Abrus precatorius (racines) 20 g - algues rouges de
Tuléar 40 g" dans un litre d’eau ; faire bouillir 15 minutes ;
filtrer avec expression ; laisser refroidir a 35°C.

Mode d’emploi : utiliser la préparation en lavement émollient

Source : Madagascar (Boiteau, 1986).



1.6 Ulcéres gastriques

* Drogue : la plante entiére fraiche ou séche.

Préparation : faire bouillir trois ou quatre bottes de plante
fraiche ou séche, dans deux litres d’eau.

Mode d’emploi ~ posologie : boire environ 150 ml de décocté,
matin, midi et soir, pendant trois semaines.

Source : Bénin (Anonyme, 1986) .

1.7 Ankylostomiase

* Drogue : la tige feuillée.

Préparation : faire macérer pendant quatre heures, 50 g de
tiges feuillées, dans un litre d’eau ; filtrer.

Mode Aa’emploi - posologie : dans 1le cas d’un adulte, boire
trois cuillerées a soupe (50 ml), matin et soir, aux repas,
pendant trois jours. Pour 1les enfants d’au moins deux ans,
prendre le quart de la dose prescrite a l’édulte.
Contre-indication : enfants de moins de deux ans.

Source : Togo (Adjanohoun et coll., 198s6).

1.8 cCandidose

* Drogue : la plante entiére fraiche.

Préparation : décoction de 100 g environ de plante entiére
fraiche dans un 1litre et demi d’eau; filtrer & travers un
linge.

Mode d’emploi - posologie : boire un verre a biére (150 ml)
de décocté, trois fois par jour, jusqu’a guérison.

Source : Bénin (Anonyme, 1986) .

1.9 Filariose

* Drogue : les feuilles.
Préparation : fermentation pendant 12 heures des feuilles

d’E. hirta, de graines d’Aframomum longiliqulatum et de



- 68 -

feuilles de "macheguem".

Mode d’emploi : utilisation de la solution obtenue per os
et/ou en collyre.

Source : Cameroun (Kwomegne-Moyo, 1986).

II - 2 AFFECTIONS HEPATIQUES

(icteéeres)

*# Drogue : les parties aériennes.

Préparation : décoction de tiges de Ficus thonningii et des
parties aériennes 4’E. hirta.

Mode d’emploi - posologie : boire la décoction, le matin, a
jeun, pendant trois jours. Cette utilisation provoque des
vomissements.

En cas de non guérison, reprendre le traitement.
Cet emploi est particuliérement indiqué, lorsque 1l’ictére
succéde a une émotion.

Source : Niger (Adjanohoun et coll., 1980).

% Drogue : la plante entiére fraiche.

Préparation : décocté aqueux réalisé avec 6 poignées de
plante. _

Mode d’emploi - posologie : boire le décocté a volonteé,
plusieﬁrs fois par jour, pendant six jours.

Source : Togo (Adjanohoun et coll., 1986).

II - 3 AFFECTIONS CARDIAQUES
(crise cardiaque)

* Drogue : la plante.
Préparation : décoction du mélange "E. hirta (plante) 10 g -
Gomphocarpus fructicosus (sommités fleuries) 20 g - stigmate de

mais 20 g - Mollugo nudicaulis (plante) 10 g - Asparaqus
vaginellatus (rhizome) 10 g - Malleastrum gracile (feuilles) 10



g", a raison d’une cuillerée a soupe du mélange par tasse d’eau
faire bouillir 10 minutes et infuser 5 minutes.

Mode A’emploi - posologie : boire une cuillerée de décoction
tous les quarts d’heure, puis trois a quatre demi-tasses par
jour.

8Source : Madagascar (Boiteau, 1986).

IT - 4 AFFECTIONS RESPIRATOIRES
4.1 Asthme

* Drogue : la plante.
Préparation : décoction du mélange "E. hirta (plante) 20 g -

Lobelia hartlaubii (plante) 20 g - Drosera ramentacea (plante)

20 g - sida rhombifolia (racine) 20 g - Nicandra physaloides
(feuilles) 20 g", a raison d’une cuillerée a soupe du mélange

par tasse ; faire bouillir 10 minutes et infuser 5 minutes.
Mode d’emploi - posologie : boire une demi-tasse toutes les
demi-heures, avec un maximum de tfois tasses par jour.
Source : Madagascar (Boiteau, 1986).

* Drogue : la plante entiére.
Préparation : faire bouillir deux ou trois plantes entiéres
dans deux litres d’eau, pendant 15 minutes.

Mode d’emploi - posologie : boire plusieurs tasses dans 1la
journée.

Source : Iles Maurice et Rodrigues (Adjanochoun et coll.,
1983). |

* Drogue : la plante entiére fraiche.

Préparation : faire bouillir une poignée de plante entieére
dans un litre et demi d’eau i ramener le volume & un litre par
€bullition ; laisser refroidir ;7 filtrer ; ajouter au filtrat
un égal volume de rhum.

Mode d’emploi - posologie : boire un verre a biéere (150 ml),
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trois fois par jour.
source : Seychelles (Poulet, 1972 - Anonyme, 1986).

Bronchodilatateur
* Drogue : la plante séche.

Préparation : décoction de 30 g de plante séche par litre
d’eau.

Mode d’emploi - posologie : boire deux a trois litres de
décoction par jour.

Ssource : Sénégal (Pousset, 1984).

4.2 Bronchite - toux

* Drogue : la plante entiére.

Préparation : faire bouillir deux ou trois plantes entiéres
dans deux litres d’eau, pendant 15 minutes.

Mode d’emploi - posologie : boire plusieurs tasses dans la
journée.

Source ': Iles Maurice et Rodrigues (Adjanohoun et coll.,
1983).

4.3 Cogqueluche

* Drogﬁe : la plante.
Préparation : décoction du mélange "E. hirta (plante) 20 g -

Mollugo nudicaulis (plante) 20 g - Obelia radula (feuilles) 20

g - feuilles d‘oranger 20 g", & raison d’une cuillerée a soupe
du mélange'par tasse ; faire bouillir 10 minutes et infuser 5
minutes.

Mode d’emploi - posologie : boire une demi-tasse avant le
repas, pour éviter les vomissements alimentaires.

source : Madagascar (Boiteau, 1986).



4.4 Hémoptysie

* Drogue : la plante.

Préparation : décoction du mélange "Ochrocarpus orthocladus

(feuilles) 20 g - Argemone mexicana (feuilles) 10 g -~ Trema
orientalis (écorce) 20 g - Urera oligoloba (feuilles) 20 g -

E..hirta (plante) 20 g - Dichrocephala lyrata (plante) 20 g", a

raison d’une cuillerée a Soupe du mélange par tasse ; faire

bouillir 10 minutes et infuser 10 minutes.

Mode d’emploi - Posologie : boire une demi-tasse, trois fois
par jour.

Source : Madagascar (Boiteau, 1986).

II - 5 PROPRIETES ANTALGIQUES

5.1 Douleur liée a la dysentérie chronique

* Drogue : la plante.
Préparations : - décoction du mélange "E. hirta (plante) 20 g-

Cynodon dactylon (rhizome) 20 g - cassytha filiformisg (plante)

20 g - Psidium quayava (sommités) 20 g - Samadera . indica
(écorce) 20 g", dans un litre d’eau.

= décoction du mélange "E., hirta (plante) 20 g-

Phyllantus casticum (racines) 20 g - Anthocleista rhizopho-

roides (écorce) 20 g - Trema orientalis (écorce) 20 g -

Eriosema procumbens (plante) 20 g", dans un litre d’eau.

Faire bouillir jusqu’a réduction a environ 750 g ; filtrer.

Mode d’emploi - posologie : boire une tasse, en cas de
douleurs intestinales. Ne pas dépasser quatre tasses par jour.
Source : Madagascar (Boiteau, 1986).

5.2 céphalées

* Drogue : la plante entiére séche.
Préparation : calciner une pPlante entiére séche ; réduire les
cendres en poudre fine.
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Mode d’emploi : scarifier la région bregmatique en sept
points et y appliquer la poudre.
source : Bénin (Anonyme, 1986) .

5.3 Varices douloureuses

% Drogue : la plante fraiche ou séche.

Préparation : couper la plante en morceaux ; humecter avec un
peu d’eau ; faire cuire a 1rétouffé en ajoutant de l’huile de
coco par petites quantités ; jaisser tiédir.

Mode d’emploi : appliquer la préparation sur les varices.

gource : Madagascar (Boiteau, 1986) .

ITI - 6 PROPRIETES FEBRIFUGES

* Drogue : la plante entiére.

Préparation : faire bouillir deux ou trois plantes entiéres
dans deux litres d’eau, pendant 15 minutes.

Mode d’/emploi - posologie : poire plusieurs tasses dans la
journée.

gsource : Iles Maurice et Rodrigues (Adjanohoun et coll.,
1983).

IT - 7 AFFECTIONS DE L’/APPAREIL GENITAL FEMININ

7.1 Agalactie - hypogalactie

% Drogue : la plante entieéere.

Préparation : préparer une sauce avec une poignée de plante
entiére et quelques noix de palme.

Mode d’emploi - posologie : consommer la sauce trois fois par
jour, jusqu’a guérison.

source : Togo (Adjanohoun et coll., 1986).
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* Drogue : 1a tige feuillée.
Préparations : - macération de 1a tige feuillée écrasée dans
1l’eau de mais (a consommer)
- écraser 1a tige feuillée et appliquer 1a
pite sur les seins.
S8ource : Togo (Adjanohoun et coll., 1986).

* Drogue : feuilles.
Préparation : Piler les feuilles de. Ficus thonningii avec les

feuilles d’E. hirta i faire sécher ; tamiser.

Mode d’emploi - Posologie : mettre une pincée a cing doigts
dans du lait et l’absorber deux fois par jour, pendant six
jours.

Autre pPréparation : décocté des feuilles des deux Plantes,
utilisé pour laver les seins, matin et soir, pendant six jours.

Source : Togo (Adjanohoun et coll., 1986),

7.2 Dysménorrhée

* Drogue : 13 plante entiere.
Préparations : écraser 3 partie égale et faire sécher 1les
Plantes entieres Suivantes : Portulaca quadrifida - Evolvulus

alsinoides - E. hirta.
Mettre.une pincée a cing doigts, dans un verre d’eau et y
ajouter des graines d’Aframomum melequeta.

Mode d’emploi - Posologie : boire un demi verre (100 ml), 1e
matin, & jeun, pendant huit jours.

Source ¢ Togo (Adjanohoun et coll., 1986) .

7.3 Oligoménorrhée

* Drogue : 13 plante entiere.
Préparation : faire bouillir deux ou trois pPlantes entiéres
dans deux litres d’eau, pendant 15 minutes.
Mode d’emploi - Posologie : boire Plusieurs tasses dans 1la
journée.
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gsource : Iles Maurice et Rodrigues (Adjanochoun et coll.,
1983) .

7.4 Métrorragie

* Drogue : la plante entiéere fraiche.

Préparation : triturer une poignée de plante entiere fraiche
dans un demi litre d’eau ; laisser macérer.

Mode d’emploi - posologie : boire un verre a biére (150 ml)
du macéré, une fois par jour ; utiliser le reste pour la
toilette intime. La préparation doit étre renouvelée chaque
jour. La durée du traitement est d’/une semaine.

source : Bénin (Anonyme, 1986).

IT - 8 AFFECTIONS DE L’/APPAREIL GENITAL MASCULIN

8.1 Stérilité

* drogue : les tiges feuillées.

Préparation : macération de 50 g de poudre de tiges feuillées
dans un litre de Jjus de citron, pendant quatre heures ;
filtrer.

Mode d’emploi - posologie : boire trois cuillerées a soupe
(50 ml), matin, midi et soir, en dehors des repas, pendant deux
semaines.

Continuer le traitement, si cela est nécessaire.

source : Togo (Adjanohoun et coll., 1986) .

8.2 Ureétrite
]
* Drogue : la plante entiére fraiche.
Préparation : décoction d’une poignée de plante dans un litre
d’eau.
Mode d’emploi - posologie : boire le décocté a volonté.

source : Comores (Anonyne, 1986) .
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II - 9 PROPRIETES CICATRISANTES

Fissurations anales
* Drogue : la plante entiére.

Préparation : décocté de la plante entiére (deux poignées de
plante pour l’adulte, une poignée pour l’enfant, dans un ou
deux litres d’eau).

Mode d’emploi : asseoir le malade dans le décocté tiade.

Source : Sénégal (Dalil, 198s).

* Drogue : le latex.

Mode d’emploi : appliquer matin et soir le suc de la tige
feuillée, jusqu’a cicatrisation.

Source : Togo (Adjanochoun et coll., 1986).

II - 10 UTILISATION CONTRE LES MORSURES DE 8CORPIONS

* Drogue : la tige feuillée.
Préparation : écraser sur le point de pigire, une tige

feuillée de Cymbopogon schrenanthus et d‘E. hirta, deux fois

par jour.
Source : Togo (Adjanohoun et coll., 1986).

II ~ 11 UTILISATION DANS LE RETARD A LA MARCHE DE L’/ENFANT

* Drogue : les feuilles fraiches.
Préparation : triturer les feuilles d’E. hirta et de Dissotis

rotundifolia, dans 1la paume de 1la main ; délayer la pulpe

obtenue dans un demi litre d’eau.

Mode d’emploi - posologie : la préparation est utilisée en
lavement, une fois par jour.

Source : Céte d’Ivoire (Anonyme, 1986).



TROISIEME PARTIE

ETUDE

TOXICOLOGIQUE
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Bien que trés couramment prescrite en médecine
traditionnelle et dans de trés nombreux pays, E. hirta a fait
l’objet d’un certain nombre d’études, tant au niveau de sa
toxicité aigué et chronique sur l’animal de laboratoire, qu’au
niveau de sa bonne tolérance chez 1’homme.

Si les premiéres données expérimentales datent de 1885
(observations faites sur 1’animal par le docteur Marsset),
l’essentiel des études toxicologiques a été réalisé entre 1948
et 1968.

Ainsi, la toxicité aiqué de différentes préparations, adminis-
trées par voie intra-veineuse (I.V.), intra-péritonéale (I.P.)
ou orale, a pu étre étudiée sur divers animaux tels que 1la
souris, le rat, le lapin, le cobaye (Hazleton et Hellerman,
1948 - Feng et coll., 1962 ~ Dhar et coll., 1968).

Les effets de 1’administration orale et chronique de différents
extraits d’E. hirta ont également été recherchés, chez le rat
et le cobaye (Hazleton et Hellerman, 1948 - Blanc et coll.,
1963 - Ridet et Chartol, 1964).

Enfin, 1l’utilisation de différents extraits, dans le traitement
chronique d’affections intestinales du type amibiase affectant
des patients de tous 4&ges (nourrissons, enfants, adultes,
personnes A&gées), a permis le suivi régqulier des sujets, 1le
contréle clinique de leur état général et, par la-méme, 1’étude
de la tolérance du produit (Martin et coll., 1964 - Ridet et
Chartol, 1964)

L’ensemble de ces travaux et des résultats obtenus
fait 1l’objet de 1la section A de cette troisiéme partie
consacrée a 1l‘étude toxicologique d’E. hirta.

Dans un second temps (section B), nous avons recherché les
effets toxiques d’un extrait aqueux d’E. hirta, préparé par nos

soins et utilisé pour 1‘/étude pharmacologique.



Dans cet objectif, la toxicité aigué, due & 1’administration
I.P. de 1l’extrait végétal, a été recherchée sur la souris male,
tandis qu’une étude en chronique a pu étre menée sur des souris
miles et femelles, E. hirta étant administrée durant quinze

jours, par deux voies différentes (orale et I.P.).



SECTION A

"ETUDES TOXICOLOGIQUES

ANTERIEURES
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I TOXICITE AIGUE
Etude sur l’animal de laboratoire

I - 1 ACTION ICHTHYOTOXIQUE (Ridet et Chartol, 1964)

Le décocté aqueux & 30 % de la plante provoque la mort de
petits poissons du genre Alestes nurse de 10 g, en trois
heures.

La solution aqueuse a 1 pour 3000 du saponoside pur (non
identifié) les tue en quatre heures trente minutes.

I - 2 ADMINISTRATION DE L/EXTRAIT VEGETAL PAR VOIE INTRA-

VEINEUSE (I.V.) (Hazleton et Hellerman, 1948)

Remarque : Les doses testées sont exprimées en ml/kg. La corres

pondance en g de plante séche n’est pas donnée par les auteurs.

2.1 Expérimentation sur le rat

L’injection d’un extrait fluide déalcoolisé et partiellement
purifié permet de déterminer la DL 50 : 7 ml/kg.

2.2 Expérimentation sur la souris

Un extrait fluide déalcoolisé et partiellement purifié est
testé a différentes doses, soit 5 - 7,5 et 10 ml/kg.

Résultats

: Doses (ml/Kkg) : nombre de souris : vivants : morts :
: 5 : 12 : 9 : 3 :
: 7,5 : 10 : 5 : S5 :
: 10 : 14 : 4 : 10 :




Observations

Les injections provoquent une accélération du rythme respi-
ratoire, une vasodilatation au niveau des oreilles et de 1la
queue et parfois des convulsions.

A 10 ml/kg, un des quatre survivants présente des hémorragies

au niveau des yeux.

2.3 Expérimentation sur 1le lapin

Le méme extrait fluide, que celui testé sur la souris, provoque
chez le lapin, a des doses léthales, une stimulation respira-
toire suivie d’un ralentissement puis d’un arrét de la respira-

tion.

I - 3 ADMINISTRATION DE L/’EXTRAIT VEGETAL PAR VOIE INTRA-
PERITONEALE (I.P.) (Feng et coll., 1962)

Des lots de deux souris (20-35 g) sont utilisés, pour chaque
dose testée.

Deux extraits végétaux différents sont préparés :

A extrait aqueux : obtenu par macération et ébullition de 500g
de parties aériennes fraiches dans 2,5 1 d’eau, pendant une
heure, suivies d’une filtration sur calicot. Le résidu obtenu
est soumis au méme processus. Les filtrats sont réunis et
évaporés sous pression réduite, jusqu’a 1l’obtention d’un volume
final de 500ml.

B extrait aqueux, dont le matériel & haut poids moléculaire
est précipité par 1l’éthanol : obtenu par dilution de 1l’extrait
A (500 ml) avec 1l’éthanol (1500 ml). La solution est laissée au
repos pendant trois heures, a 4°cC. Aprés élimination du
précipité (par filtration ou centrifugation), le filtrat est
concentré sous pression réduite, jusqu’a 1l’obtention d‘un
volume de 100 ml. Cette solution est alors diluée dans 400 ml
d’eau distillée.
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Les doses testées (exprimées en volume d’extrait injecté) sont
les suivantes : 1 - 0,5 - 0,1 - 0,05 et 0,001 ml.
La dose minimale entrainant la mort des deux animaux représente

la dose toxique.
Résultats

L’extrait A est toxique a 1 ml. L’extrait B se révéle atoxique,
aux doses testées.

I - 4 ADMINISTRATION DE L/EXTRAIT VEGETAL PAR VOIE ORALE
(PER OS8)

4.1 Expérimentation sur la souris

4.1.1 Etude de la toxicité aigué d’/un extrait sec
(Dhar et coll., 1968)

L’extrait végétal est testé sous sa forme seéche, apreés
suspension dans 0,1 % d’agar ou dans 1 % de gomme d’acacia dans
de 1l’eau distillée.

Les concentrations sont ajustées de fagon & ce qu’une souris de
20 g regoive 0,2 ml.

La plus faible dose testée est de 400 mg/kg, la plus forte
étant de 1000 mg/kg.

Les doses intermédiaires croissent d’un facteur 2.

Les témoins recoivent le solvant seul.

Chaque lot est constitué de 2 ou 3 souris albinos adultes de
chaque sexe et pesant entre 15 et 20 g.

Les animaux sont suivis pendant les cing ou six premiéres
heures, au cours desquelles sont notés les effets visibles. La

mortalité est relevée au bout de 24 heures.

Résultats

La dose maximale testée (1000 mg/kg) ne provoque pas de déceés.



4.1.2 Etude de la toxicité d’un extrait fluide déalcoolisé
(Hazleton et Hellerman, 1948)

Différentes doses sont testées : 5, 10, 20, 30, 60 et 75 ml/kg.

Résultats

:Doses (ml/kg) : nombre de souris : vivants ¢ morts :

: 5 ; 2 : 2 : 0 :
: 0 : 2 ;2 i o .
;o 20 : 2 : o2 i o
;o 0 : 0 ;10 : o i
: s : 0 ;8 i 2
: 75 : 0 ;10 : o
Observations

Les effets sont faibles, excepté aux plus fortes doses pour
lesquelles une légére dépression et un phénoméne de catharsis

sont observés.
4.2 Expérimentation sur le cobaye
(Hazleton et Hellerman, 1948)

Un extrait fluide déalcoolisé est administré, par voie orale, a
différentes doses (de 0,5 a 15 ml/kg).

Résultats : Aucune toxicité apparente n’est observée.
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IXI TOXICITE CHRONIQUE
Etude sur l’animal de laboratoire

Administration de l’extrait végétal par voie orale

II - 1 EXPERIMENTATION SUR LE RAT ALBINOS MALE

1.1 Etude de la toxicité chronique d4’un extrait fluide
déalcoolisé (Hazleton et Hellerman, 1948)

Chaque lot est composé de dix rats albinos mdles pesant environ
100 g.

Le lot témoin recgoit une alimentation normale ; les deux lots
traités recoivent respectivement 1 % et 5 % d’extrait ajouté a
la nourriture.

Chaque animal est placé en cage individuelle et a libre accés a
la nourriture et a la boisson.

Chagque semaine, les animaux sont pesés et la quantité de nour-
riture consommée est évaluée.

Le test dure 97 jours.

Résultats

Un seul décés est enregistré (le 88éme jour), dans le lot rece-
vant 1l’extrait végétal a 5 %.

D’aprés les auteurs, l’extrait fluide serait pratiquement
dépourvu de toxicité et pourrait étre ajouté réguliérement au
régime alimentaire normal, & la dose de 5 %, sans provogquer

d’intolérance ni de phénoménes toxiques.

1.2 Etude de la toxicité chronique d/un extrait fluide
hydro-alcoolique (Ridet et Chartol, 1964)

Un cm® d’extrait fluide correspond sensiblement a 0,50 g de
poudre séche stabilisée.

L’expérience est réalisée sur trois rats albinos de 150-160 g.
L’extrait végétal est administré par gavage gastrique, a raison
de 1 cm3/jour (soit, rapportée au poids de l1l’animal, sensi-

blement six fois la dose thérapeutique humaine).



Les poids corporels et les volumes d’eau consommés sont relevés
quotidiennement.

Des examens histologiques sont effectués au bout de 9, 18 et 27
jours.

Résultats

Aucune toxicité n’est relevée et 1’état général est excellent.
Chez les animaux ayant fait 1l’objet d’ingestions prolongées,
l’examen histopathologique montre des lésions au niveau des
viscéres vraisemblablement dues a l’action vasodilatatrice de
l’alcool employé dans la préparation.

IT - 2 EXPERIMENTATION SUR LE COBAYE

2.1 Etude de la toxicité chronique de la poudre végétale
(Blanc et coll., 1963)

La poudre végétale est conditionnée sous forme de pilules,
dosées a 50 mg.

Les essais sont pratiqués sur des 1lots homogénes de cobayes
femelles impubéres.

Chaque animal regoit une pilule par jour, pendant 20 jours.

Les relevés pondéraux sont effectués tous les trois jours.

Résultats
Aucun Signe d’intoxication n’est observé. De plus, le poids des
animaux augmente réguliérement.

2.2 Etude de la toxicité chronique d/un extrait concentré
hydro-alcoolique (Ridet et Chartol, 1964)

Un cm3 d’extrait concentré correspond sensiblement a 1 g de
poudre séche stabilisée (soit six fois la dose thérapeutique
quotidienne humaine).

L’extrait est administré par gavage gastrique, & raison de 1 cm3

par jour.



- 84 -

Des examens histopathologiques sont effectués au bout de 7 et
196 jours.

Résultats

Aucune toxicité n’est relevée et 1l’état général des animaux est
excellent. Chez les animaux ayant fait 1’objet d’injections
prolongées, l’examen histopathologique montre des 1lésions au
niveau des viscéres vraisemblablement dues a l’action vasodila-
tatrice de 1’alcool employé dans la préparation.



III EFFETS CONSECUTIFS A L’/ADMINISTRATION D’/E. HIRTA
222520 LUNOELUZLIYS A L ADMINISTRATION D/E. HIRTA

Etude sur l/animal de laboratoire

Holmes (1923) et Maiden (1889) font référence au Docteur
Marsset (Gazette thérapeutique, Février 1885) :
Le principe actif serait toxique pour les petits animaux ; il
provoquerait leur mort par arrét des mouvements respiratoires
et des pulsations cardiaques, aprés les avoir préalablement
acceélérés, puis ralentis. Cette action sur les centres cardia-
ques et respiratoires serait directe. .
De plus, les autres organes ne seraient pas atteints. Par
contre, la plante provoquerait une irritation locale au niveau
de la muqueuse gastrique, 1la peau et les autres muqueuses
n’étant pas affectées.
Les effets ne sont pas cumulatifs et 1’élimination semble se

faire par voie hépatique.

Kerharo et Adam (1974) font référence a Dikshit et Rao
(1931) :
La plante ralentit la respiration et produit une dilatation
marquée des bronches, chez le rat et le chien.
Administrée par voie buccale, elle provoque a fortes doses une
irritation de l’estomac, des nausées et des vomissements.
En injections intra-veineuses, elle exerce un effet dépresseur
sur les mouvements de 1’intestin (arrét immédiat du péris-
taltisme et diminution du tonus musculaire), sur le systéme
cardio-vasculaire et 1la pression sanguine, principalement en

raison de l’action exercée sur le coeur.

En 1962, Feng et ses collaborateurs étudient les effets
consécutifs a 1l’injection intra-péritonéale d’extraits aqueux
et éthanoliques de 1l’espéce jamaicaine :

Ainsi, les extraits aqueux se révélent légérement toxiques pour
la souris. Ils provoquent également une légére diminution de
l’amplitude et du rythme cardiaque sur le coeur de lapin, ainsi

qu’une diminution de la pression sanqguine du chien.



Les extraits éthanoliques, quant a eux, provoquent une légére
inhibition sur 1l’intestin isolé de cobaye, une trés forte
variation du débit sanguin de la patte postérieure du rat, une
légére augmentation de l’amplitude et du rythme cardiaque Adu
coeur de lapin, ainsi qu’une diminution de la pression sanguine

du chien.
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IV TOLERANCE HUMAINE

IV - 1 REFERENCE A LA MEDECINE TRADITIONNELLE

Steinmetz (1964) rapporte 1la légére toxicité A4Q’E. hirta,
consommée fraiche ou bouillie, par les indigénes de 1’ile
d’Ambon (Indonésie), lorsque la plante est ingérée en trop
grande quantité.

IV - 2 ETUDES CLINIQUES

Les etudes ont été réalisées dans le cadre du traitement
d’amibiases intestinales affectant des adultes et des enfants
(le plus jeune étant agé de 18 mois).

2.1 OUtilisation d’/un extrait hydro-alcoolique

(Ridet et Chartol, 1964)

L’extrait (100 g correspondent a 50 g de plante séche
stabilisée) est administré par voie orale, a raison de plu-
sieurs prises par jour. Le nombre de prises journaliéres et 1la
durée du traitement varient selon les cas (quantité maximale
quotidienne de quatre cuillerées a soupe, consommée pendant
neuf jours au maximum) .

Le nombre total de patients traités est de 53.

Certains malades ont été suivis pendant plus d’une année.

Tous les sujets ont subi un examen clinique complet avant et
aprés le traitement i quelques uns ont également été soumis a
des examens hématologiques et urinaires.

Résultats
Le produit testé est bien toléré. Aucun trouble cardio-

vasculaire, rénal ou neurologique n’est observé.
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2.2 Utilisation 4’un nébulisat concentré, exempt d’alcool
(Martin et coll., 1964)

Le nébulisat (atomisat) est présenté en comprimés dragéifiés,
dosés a 0,45 g.
La posologie est généralement la suivante :

4 prises de 4 comprimés, les 4 premiers jours.

4 prises de 3 comprimés, les 4 jours suivants.

4 prises de 2 comprimés, les 2 derniers jours.

Soit, au total, 128 comprimés représentant une dose totale de
57,6 g de nébulisat, avec un maximum journalier de 7,2 g.
Dans le cas d’enfants de moins de sept ans, la posologie est

réduite de moitié.

Le nombre total de patients traités est de 150 (108 sujets de
sexe masculin et 42 de sexe féminin), dont trois sont des
personnes agées de 65, 71 et 88 ans ; 100 sont des adultes de
20 a 60 ans ; 25 sont des adolescents de 10 a 20 ans, 22 sont
des petits enfants (6 4gés de 5 ans, 4 4gés de 4 ans, 3 agés de

3 ans, 5 4gés de 2 ans et 2 Agés de 18 mois).

Chaque patient est soumis aux différents contrdles cliniques et
paracliniques suivants :

Observation de l‘’état général, relevés du poids et de 1la
température.

Contrdles de 1l’appareil cardio-vasculaire, du rythme
cardiaque, de 1la tension artérielle, du systéme nerveux
(réflexes, psychisme, statut végétatif), de 1la diurése, du
transit intestinal.

Examens complémentaires variant selon 1les cas (copro-
cultures ; hémogrammes ; examens rectoscopiques, radiologiques,

des urines ; vitesse de sédimentation).

Résultats

La tolérance du produit est excellente. Aucun incident n’a été
observé, aussi bien chez 1les nourrissons, que chez les
personnes &agées, ou les malades atteints d’affections graves.

Aucun signe de souffrance rénale ou hépatique, aucun trouble



comportemental ou psychique, aucun effet subjectif désagréable

n‘a été détecteé.

Cependant, différents cas sont a mentionner :

Un cas de nausées, durant les quatre premiers jours de
traitement ; ces nausées disparaissent ensuite malgré la pour-
suite du traitement.

Deux cas de vomissements.

Une crise d‘urticaire, apparue trois heures aprés 1la
premiére prise et persistant pendant trois jours, pour dispa-
raitre aprés réduction légére de la posologie.

Un cas de météorisme abdominal important, apparu au troi-
siéme jour du traitement et disparaissantvspontanément en cing
jours.

Un fléchissement des chiffres tensionnels, affectant prin-
cipalement la minima, relativement marqué chez cing patients,
mais ne revétant pas un caractére sérieux et ne nécessitant pas
de thérapeutique corrective.



SECTION B

TRAVAUX PERSONNELS
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I EVALUATION DE LA DOSE LETHALE 50 (DL 50)

I -1 PROTOCOLE EXPERIMENTAL

La toxicité aiqgué est étudiée sur des souris Swiss méles
(Césal), présentant 1les mémes caractéristiques que celles
utilisées au cours de 1l’étude pharmacologique d’E. hirta

(cinquiéme partie, section B, chapitre A 1II)

Les caractéristiques et le mode de préparation de 1l1l’extrait
végétal testé sont détaillés dans 1la partie- consacrée aux
expérimentations pharmacologiques (cinquiéme partie, section B,
chapitre A 1I).

La mortalité est relevée 1, 4, 24 heures, puis 2 et 3 jours
aprés l’injection I.P. de l’extrait végétal.
Les animaux sont maintenus en observation pendant 8 jours.

La DL 50 est estimée selon la méthode de Litchfield et Wilcoxon
(1949) .

I - 2 ESSAIS PRELIMINAIRES
Ces essais sont réalisés sur des lots de trois souris miles.

Des doses, exprimées en mg de plante séche et croissant d’un
facteur deux, sont administrées. La dose minimale est de 200
mg/kg, la dose maximale étant de 6400 mg/kg.

Résultats

Ces essais préliminaires permettent de mettre en évidence
l’absence de toxicité de 1l’extrait végétal, jusqu’a la dose de
6,4 g/kg (0% de mortalité, au bout de 8 jours).



Observations
Pour tous 1les lots traités, divers phénoménes sont observés
aussitét aprés l’injection :

Des contractions abdominales apparaissent, d’autant plus
importantes que la dose d’extrait végétal est plus forte. Ces
phénoménes subsistent encore une heure aprés l’injection de 1la

dose maximale testée, soit 6,4 g/kg.

Une immobilisation de l1’animal se manifeste également, de
fagon dose-dépendante, notamment a partir de 800 mg/kg ; de
plus, de fréquents étirements des pattes postérieures sont

observés.

La "récupération" est apparemment totale, une heure apreés
l’injection des doses de 200 et 400 mg/kg, quatre heures apreés
celle des doses de 800 et 1600 mg/kg, les souris traitées par
les doses de 2 - 3,2 et 6,4 g/kg étant encore apathiques.

Un jour aprés l’administration de 1l’extrait végétal, tous les
animaux survivants ne présentent plus de signes cliniques

particuliers.

I - 3 ESTIMATION DE LA DL 50
Cette estimation est réalisée sur des lots de dix souris miles.

Les doses croissantes testées sont les suivantes : 7 - 8 - 10 -
11 - 11,5 - 12 - 12,5 - 13 - 14 - 15 et 17 g/kg (exprimées en
plante séche).

Les pourcentages de mortalité, obtenus trois jours apreés

l’injection A’E._hirta, sont reportés dans le tableau 3.

Résultats
Trés généralement, la mortalité survient entre 4 et 48 heures
aprés 1l’injection, avec un effet maximal au relevé de 24

heures.
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TABLEAU 3 : TOXICITE AIGUE RELEVEE TROIS HEURES APRES L’INJEC-
TION I.P. D’E. HIRTA.

: DOSES (g/kg) : MORTALITE (%) :
c 7 . 30 :
P s : 0
. 10 . e :
AT : 60 :
: 11,5+ g0 ;
. 12 P %0 ;
: 12,5 : g0 :
T : %0 ;
: 1 . 100 :
AT : g0 ;
T . 100 ;

La DL 50 est estimée a 8,82 g/kg (8,79-8,85)

Observations

Les divers phénoménes précédemment observés lors des essais
préliminaires, & savoir de fortes contractions abdominales et
des étirements des pattes postérieures, sont a nouveau obtenus,
l’apathie des animaux étant d’autant plus prolongée que la dose

d’extrait végétal est élevée.
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IXI ETUDE SYMPTOMATOLOGIQUE APRES ADMINISTRATION DE DOSES INFE-

RIEURES OU EGALES A LA DL 50

IT - 1 PROTOCOLE EXPERIMENTAL

L’extrait aqueux d‘E. hirta, précédemment utilisé (paragraphe ﬂ
est administré par voie intra-péritonéale (I.P.), ou orale (per
os), aux doses de 3, 6 et 9 g/kg.

Chaque dose est testée sur cing souris miles et cing souris
femelles (Janvier), &Agées de neuf semaines au début de 1’expé-
rimentation et présentant les mémes caractéristiques que celles
utilisées au cours de 1’étude pharmacologique d’E. hirta
(cinquiéme partie, section B, chapitre A 1II).

La mortalité, le poids corporel, ainsi que les effets sur 1le
comportement (activité, démarche, convulsions, tremblements),
sur l’aspect extérieur (fourrure, peau, yeux, oreilles, dents)
et sur diverses fonctions (respiration, selles, urines) sont
relevés 15 minutes, puis 1, 2 et 4 heures aprés l’injection de
l’extrait végétal, pour étre ensuite suivis journellement
pendant 14 jours.

II - 2 RESULTATS
Les résultats obtenus respectivement chez les souris femelles
et mdles sont consignés dans les tableaux 4 et 5 , dans le cas

d‘un traitement par voie I.P., et dans les tableaux 6 et 7,

dans le cas de 1l’administration par voie orale.

2.1 Administration I.P.

Mortaliteé

Administrée aux doses de 3, 6 et 9 g/kg, E. hirta ne provoque
la mort d’aucun des animaux femelles et miles et ce01 durant

les 15 jours que dure l’expérimentation.
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Poids corporel

Aux trois doses testées, l’extrait végétal provoque une légére
diminution du poids corporel se manifestant au bout de 4
heures, pour atteindre un maximum soit au bout de 24 heures
(cas de la plus faible dose), soit au bout de 2 et 3 jours (cas
de la dose de 6 mg/Kkg), soit au bout de 2 jours et de 24 heures
(cas de la plus forte dose), respectivement pour les animaux
femelles et mdales.

La reprise progressive de poids est visible dés le jour qui
suit 1’obtention de l’effet maximal et se poursuit jusqu’a la
fin de l’expérimentation.

Cette diminution du poids corporel apparait plus importante

chez les souris males.

Effets sur le comportement, l’aspect extérieur et

diverses fonctions

Sur l’ensemble des paramétres pris en compte, les seules
manifestations visibles consistent en une réduction de 1l’acti-
vité générale des animaux (A), un ptosis plus ou moins
important (YF) et l’apparition de contractions abdominales (FC)

Ces trois phénoménes se manifestent aussi bien chez les souris
femelles que chez les souris miles, dans les 15 minutes qui
suivent 1/injection de l’extrait végétal, et sont d’autant plus

intenses que la dose d’E. hirta est forte.

La réduction de l’activité générale et la présence de contrac-
tions abdoﬁinales sont nettement plus importantes dans 1l’heure
qui suit l’administration de 1l’extrait végétal et régressent au
bout de 2 heures.

Le ptosis, quant a lui, reste important durant les 4 premiéres
heures, notamment pour les doses de 6 et 9 g/kg.

Trés généralement, l’ensemble des paramétres est redevenu
normal au bout de 24 heures, excepté dans le cas de la dose de

9 g/kg, & laquelle guelques animaux manifestent encore une
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activité légérement réduite (souris plus calmes) et un ptosis

partiel (yeux mi-clos).

2.2 Administration orale

Administrée aux doses de 3, 6 et 9 g/kg, E. hirta est bien
tolérée.

Ainsi, aucune mortalité n’est obtenue, le poids corporel ne se
trouve pas affecté et aucun des paramétres pris en compte n’est
modifié ; en particulier, 1l’activité générale des souris
femelles et mdles reste normale, aucune contraction abdominale,

aucun ptosis n’est observé.



TABLEAU 4

TOXICITE AIGUE , EVOLUTION DU POIDS CORPOREL ET SYMPTOMES ASSOCTES A L'ADMINISTRATION

I.P. D'E. HIRTA, CHEZ LA SOURIS FEMELLE.

HEURES JOURS
E. HIRTA
PARAMETRES
(g/kg) _
1/4 1 2 4 1 2 3 4. 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
MORTALITE 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
POIDS MOYEN 26,8 | 26,9 {26,9 |26,4 {25,7 |26,8 {27,3 [26,7 |27,1 |27,8 |27,7 | 28 29 29,6 (29,6 [29,6 |29,2 | 30,5
3 DES + b s * x + * * * * * + * * ¥ * * l
CINQ SOURIS o,6)o06) 06} 05| 0,406 |06 }03|o0,5|0,8|0,7|0,4|0,5] 0,8 0,81|0,7]|0,7 0,8
Ay AV ay AV
SYMPTOMES FC FC FC FC . N 5
YF YF YF YF N -
MORTALITE 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ) 0 0 0 0 o) 0 0 0
POIDS MOYEN 27,2 | 27,3 (27,3 | 27,1 |25,4 (24,4 |27,4 (27,1 | 27 (27,4 |27,8 |28,2 |28,3 |28,3 |28,7 [29,9 |29,9 30
6 DES s s s s * ht * t + t * i B + t ul x *
CINQ SOURIS 0,3/ 03)03|03|0,7 (0,6 ]0,5/|0,4f0,4|0,610,61|0,5]|0,6]0,7|0,7[0,4]|05 1
N | av | Av | ay
SYMPTOMES FC FC FC FC P N S
YF YF YF YF —2
MORTALITE 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ) 0 ) 0 0 0
POIDS MOYEN 26,5 | 26,5 | 26,4 |26,2 |24,7 |24,1 |25,2 (25,3 |26,1 (27,5 |27,8 |28,3 |28,7 |28,6 |27,8 |28,4 [28,9 | 29,4
9 DES + s s s * * * * a * * * * i * * * *
CINQ SOURIS 1 1 0,9 0,908} 0,7]0,7{0,7]0,9]|0,8]0,7 1 0,9 | 0,7 | 0,8 1 0,9 0,9
N Ay Av Awv AV
SYMPTOMES FC FC FC FC N ¢ N N
YF YF YF YF YF
A = ACTIVITE FC = FLANCS CONTRACTES YF = YEUX MI-CLOS OU CLOS N = NORMAL



TABLEAU 5 : TOXICITE AIGUE,.EVOLUTION DU POIDS CORPOREL ET SYMPTOMES ASSOCIES A L'ADMINISTRATION I.P.
D'E. HIRTA, CHEZ LA SOURIS MALE.

HEURES JOURS
E. HIRTA
PARAMETRES
(9/kg)
1/4 1 2 q 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
MORTALITE 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
POIDS MOYEN 35,2 35 34,8 134,3 32,4 (32,9 |33,4 33,6 34 34,6 |34,7 [34,6 |34,7 (35,3 35,9 135,9 |35,8
3 DES LR R R R S A I A I U U A I A A I it
CINQ SOURIS 0,4 0,5 0,5 0,3 0,6 1,5 2,1 2,4 2,4 2,3 2,2 2,2 2,1 2,1 2,1 2 2
A\ A\ A\ A\
SYMPTOMES FC FC FC FC < N N
YF YF YF YF
MORTALITE 0 0 0 o] 0 o] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
POIDS MOYEN 34,8 35,4 |35,4 35 33 31,1 [29,2 35 36 37,1 (36,6 36,7 (36,9 36,7 37,2 }37,9 38,4
6 DES + + + + + + + + + + o+ + + + + + +
CINQ SOURIS 0,9 1,1 1,1 1,1 0,9 1 0,9 1 1,3 1,1 1,1 1 1,1 1 0,9 1 0,8
A\ AN AN AN A\
SYMPTOMES FC FC FC FC < N S
YF YF YF YF
MORTALITE 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o] 0 0 o] 0 0 0
POIDS MOYEN 35,9 |35,8 |35,8 |35,5 |33,3 (33,3 34,8 |35,4 |35,6 |36,5 {36,7 36,6 (36,9 (37,8 (38,5 |38,5 38,7
9 DES + + + + + + + + + + + + + + + + +
CINQ SOURIS 0,8 0,8 0,8 0,8 0,7 0,8 10,8 0,6 0,8 1 1 1,2 1,2 1 1,1 1,1 1,2
Ay AV Ay AN A\ A\
SYMPTOMES FC FC FC FC N . N .
YF YF YF YF | YF A -

A = ACTIVITE FC = FLANCS CONTRACTES YF = YEUX MI-CLOS OU CLOS N NORMAL




TABLEAU 6

PER OS D'E. HIRTA, CHEZ LA SOURIS FEMELLE.

TOXICITE AIGUE, EVOLUTION DU POIDS CORPOREL ET SYMPTOMES ASSOCIES A L'ADMINISTRATION

HEURES JOURS
E. HIRTA
PARAMETRES
{g/kg)

1/4 1 2 4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
MORTALITE 0 0 ] 0 0 0 ] 0 0 0 ] 0 0 0 0 0 ] 0
POIDS MOYEN 27,2 27,1 {27,1x | 27,1 }27,3 | 27 |27,3 |27,7 |27,5 {28,1 |28,3 |28,4 [28,3 |28,9 |29,2 (29,5 |29,1 |29,9
3 DES * * * ha * ha * * * ha * ¥ * * * * * b
CINQ SOURIS 0,4 0,4 0,5} 0,5} 0,6 0,8} 0,7}05}|05|(0,7}|0,6}|0,6 |06 )0,7]081}0,7(0,7}0,8

SYMPTOMES < N S < N N
MORTALITE 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
POIDS MOYEN 26,2 | 26,1 25,9 | 25,7 {26,4 |26,3 |27,2 | 27 |26,9 |27,8 |28,1 | 28 |28,3 | 28 |28,6 |29,4 |28,7 |30,2
6 DES * * * * * ¥ it ha ha bl * ht * * b ¥ l r
CINQ SOURIS o,5| o,4f 0,4 0,3} 0,4 0,4|0,3]0,3|0,3/0,6]|0,4]0,4]0,2|0,5]0,3]|0,41/0,7]0,6

SYMPTOMES ¢ N N P N N
MORTALITE 0 0 0 0 4] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
POIDS MOYEN 26,3 |26,3 26,6 |26,5]26,8 |26,9 (27,3 |26,9 {27,2 | 28 |28,3 (28,3 |28,3 | 29 |29,3 |29,1 {27,9 | 30
9 DES * s * * s * * * hd * i s * * t ki + +
CINQ SOURIS 0,3| 0,4f 0,5, 0,4} 0,6} 0,706 ,0,4)0,7|07|0,7}06)|0,81}0,810,81]0,70,8]1,1

SYMPTOMES < N S ¢ N 5

N = NORMAL



: TOXICITE AIGUE, EVOLUTION DU POIDS CORPOREL ET SYMPTOMES ASSOCIES A L'ADMINISTRATION

TABLEAU 7
PER OS D'E. HIRTA, CHEZ LA SOURIS MALE.
HEURES JOURS
E. HIRTA !
PARAMETRES
(g/kg) :

1/4 1l 2 4 1l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

MORTALITE 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
POIDS MOYEN 33,5 (33,6 [34,1 34,7 |36,7 |36,2 36,6 |36,8 36,9 |37,1 38,2 |37,7] 38 38 38 38,3 39 39,6

3 DES S I .S (I A (U S T T - I IR A B IR O I *
CINQ SOURIS 1,1 1 090,710,605} 0,4)})0,5/|0,7]|0,7 0,7 10,7 0,6 {0,7 |0,7 0,6| 0,7 0,7

SYMPTOMES & N S & N >

MORTALITE 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o] 0
POIDS MOYEN 32,3 |33,9 |34,2 35,3 ]35,1 |35,8 36,1 36,5 36,5 137,8 37,8 (37,2 36,5 36,5] 37,1 37,5 37,5 37,6

6 DES + + b * R + + * + + S B * * * * *
CINQ SOURIS 1 1 1,1 | 1,1 1 1,3 1.4 (12,4 1,6 | 1,4 |14 1,2 1,47 1,2 1,3| 1,1| 0,9 1,1

MORTALITE 0 0 0 0 0 ] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0] 0
POIDS MOYEN 32,9 33,4 33,4 [33,9 33,8 34,2 {34,6 34,8 35,2 36 }35,3 35 35,2} 34,51 35,4 35,11} 35,3 35,4

9 DES + * + + + + + + + + ht t + + hat + * *
CINQ SOURIS 0,6 0,6 0,706 |0,6 |07 0,7 0,6 0,6 |0,81|0,8]09 0,9 0,9 1 0,9 1,2 1

N = NORMAL

o r
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III DISCUSSION

L’ensemble de cette étude toxicologique permet de confirmer 1la
trés faible toxicité d’un extrait aqueux d’E. hirta, sur 1la

souris.

Ainsi, la DL 50 aigué a pu étre estimée a 8,82 g/kg, lorsque
l’extrait végétal est injecté par voie I.P..

L’absence de toxicité a pu étre confirmée aprés 1l’adminis-
tration de doses inférieures ou égales a 9 g/kg, par voie I.P.
ou orale.

De plus, les perturbations affectant le comportement, 1l/’aspect
extérieur et certaines fonctions, perturbations occasionnées
par les fortes doses de 3, 6 et 9 g/kg, sont limitées et méme
totalement absentes dans le cas d’un traitement par voie orale.
Consistant en une réduction de 1l’activité, en contractions
abdominales et en un ptosis, elles se manifestent dans le quart
d’heure qui suit 1’injection de l’extrait végétal, pour dispa-
raitre généralement le lendemain.

L’apathie des animaux, observée durant cette premiére phase du
test et se traduisant par la réduction de 1l’activité générale,
pourrait expliquer 1la légére diminution du poids corporel
visible dans les 2 ou 3 jours qui suivent l’injection I.P. de
l’extrait aqueux, les animaux restant blottis dans un coin de
la cage et ne s’alimentant pas.

L’apparition de <contractions abdominales n’est observée
qu'aprés traitement par voie I.P. et semble donc liée a ce mode
d’administration. Toutefois, ces phénoménes ne se manifestant
pas immédiatement, mais environ un quart d’heure aprés 1l’injec-
tion et persistant approximativement durant 4 heures, 1la
présence d’un ou plusieurs constituants ou de métabolites issus

de leur dégradation pourrait étre incriminée.

Si 1’on tente d’établir une corrélation avec 1l’homme, la DL 50
aigué obtenue aprés injection I.P., soit 8,82 g/kg, et la dose
maximale non toxique testée par voie orale, soit 9 g/kg,
correspondraient respectivement a l’administration de 617 g et
630 g de plante séche pour un homme de 70 kg, quantités

nettement supérieures aux doses employées en thérapeutique.
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En effet, de récents travaux effectués sur un décocté
lyophilisé des parties aériennes d’E. hirta, dans le cadre d‘’un
traitement clinique d’amibiases intestinales (Dalil, 1984), ont
pu démontrer, non seulement son efficacité, mais également sa
bonne tolérance, suite a 1l’administration orale de 300 g de
poudre végétale (soit 30 g de lyophilisat) sur une durée totale
de 3 jours et aux doses journaliéres de 100 g de poudre (10 g
de lyophilisat). Selon 1l’auteur, cette posologie quotidienne

correspondrait a celle employée par les tradipraticiens.

En fait, cette absence de -toxicité aigué aux doses couramment
prescrites, démontrée chez la souris aprés l’administration
I.P. ou orale de 1l’extrait aqueux d‘E. hirta, ne fait que
confirmer les études précédemment réalisées sur différents
animaux (rats, souris, cobayes, lapins...), avec différentes
préparations (aqueuses, hydro-alcooliques ou alcooliques) admi-
nistrées en aigué ou en chronique (troisiéme partie, section
a).

De tels résultats ne sont pas étonnants, si 1l’on considére 1la
grande notoriété de cette plante, largement prescrite en
médecine traditionnelle pour de trés nombreuses indications
(deuxiéme partie, section A), mais également utilisée actuel-
lement en clinique pour le traitement des dysentéries ami-
biennes ; cet usage clinique a, par ailleurs, permis de
confirmer la bonne tolérance des extraits administrés en

chronique et par voie orale (troisiéme partie, section A).



QUATRIEME PARTIE

ETUDE CHIMIQUE

@)
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Si la toxicité d’E. hirta a suscité 1’intérét de
nombreux auteurs (troisiéme partie), notamment en raison de la
présence d’un suc laiteux ou 1latex, caractéristique des
Euphorbiaceae et pouvant contenir divers principes toxiques
(diterpénes, euphorbone...), différents travaux ont également
été menés, afin d’isoler et d’identifier non seulement ces
éventuelles substances toxiques, mais aussi divers autres
composés ou groupes chimiques susceptibles d’étre responsables

des activités pharmacologiques.

Les premiéres études chimiques importantes effectuées date-
raient du début du 20éme siécle, avec notamment les travaux de
Power et Browning (1913).

Par la suite, si quelques recherches isolées et fragmentaires
ont été réalisées, visant a isoler et a identifier un ou quel-
ques composés donnés (Hallet et Parks, 1951 - Takemoto et
Inagaki, 1958), ou encore a rechercher 1la présence de groupes
chimiques susceptibles de présenter une certaine activité
pharmacologique ou une certaine toxicité, tels que les
alcaloides (Ueda et Hsu, 1949 - Debaille et Pétard, 1953 -
Arthur, 1954) et les dérivés cyanogénétiques (Juliano, 1923 -
Quisumbing, 1947), il faut attendre 1les années 1960 pour
retrouver un certain regain d’intérét a l’égard d’E. hirta.

A partir de cette époque et jusqu’a nos jours, les travaux se
sont multipliés. Si quelques études importantes et relativement
complétes ont été effectuées, notamment sur la présence et
l’identification des polyphénols (Blanc et coll., 1968, 1971 -
(de) Saqui—Sannes, 1971), des triterpénes (Ponsinet et
Ourisson, 1968 - Atallah et Nicholas, 1972 - Anton, 1974 -
Baslas et Agarwal, 1980), des acides aminés (Blanc et coll.,
1971 - (de) Saqui-Sannes, 1971 - Afria et Mukherjee, 1981), des
glucides (Ndir et Pousset, 1982) et des acides organiques
(Afria et Mukherjee, 1981 - Ndir et Pousset, 1982 - Gupta et
Garg, 1965), trés souvent, il s’agit de travaux non axés sur
1’étude d’un groupe chimique particulier, mais sur la caracté-

risation de familles chimiques diverses.
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Devant 1‘’importance des études précédemment entre-
prises par les auteurs, tant au niveau des composés recher-
chés que des techniques utilisées, nous nous sommes limités a
faire l’inventaire des différents groupes chimiques étudiés et
des substances identifiées et isolées dans les différentes
parties de la plante (plante entiére : PE ; parties aériennes
PA ; non déterminé : ND ; feuilles : F ; fleurs : FL ; tiges :

T et racines : R) (section A).

Dans un second temps (section B), nous nous sommes attachés a
vérifier la présence des différents groupes chimiques prin-
cipaux précédemment mis en évidence (section A) et ceci sur les
extraits végétaux d’E. hirta préparés par nos soins et utilisés
pour 1l’étude pharmacologique.



SECTION A

ETUDES CHIMIQUES

ANTERIEURES
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COMPOSES CHIMIQUES
I POLYPHENOLS
I - 1 TANINS

* tanins pyrogalliques
* tanins catéchiques (traces)
* tanins galliques (traces)

I - 2 ACIDES PHENOLS

* acide ellagique

* acide gallique

* acide chlorogénique

* acide caféique

I - 3 COMPOSES FLAVONIQUES

ORGANES

PA

PE

PE

PE

FL

PE

PE

PE

REFERENCES

Ridet et Chartol, 1964
(de) Saqui-Sannes, 1971
(de) Saqui-Sannes, 1971

Power et Browning, 1913 -
Blanc et coll., 1971 -
(de) Saqui-Sannes, 1971
Gupta et Garg, 1966

Power et Browning, 1913 -
Greenway, 1941 - Blanc et
coll., 1971 ~ (de) Saqui-
Sannes, 1971

Blanc et coll., 1968,1971
(de) Saqui~-Sannes, 1971

Blanc et coll., 1968,1971
(de) Saqui-Sannes, 1971

La teneur en composés flavoniques a pu étre évaluée a 0,4 %,

par De Saqui-Sannes (1971).

* quercétol
(quercétine)

PE

Power et Browning, 1913 -
Blanc et coll., 1971 -
(de) Saqui-Sannes, 1971
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* kaempférol PE Blanc et coll., 1971 -
(de) Saqui-Sannes, 1971

* quercitrine PE Blanc et coll., 1971 -
(de) Saqui-Sannes, 1971
ND Hallett et Parks, 1951

* chlorogényl-3-rhamnoside PE Blanc et coll., 1971 -
quercétol (de) Saqui-Sannes, 1971

* xanthorhamnine ND Ueda et Hsu, 1949 -
(teneur : 0,2 % ) Karrer, 1958

Structure générale

: Rl : R2 : R3 : R4 : R5 :
iquercétol . : : : : :
: (quercétine) ¢ OH : OH : OH : OH : OH :
tkaempférol : H OH : OH $: OH: OH :
squercitrine $ OH : OH : O-rhamnose : OH : OH :
:chlorogényl-3- : : ¢! O-rhamnose : : :
:rhamnoside : OH : OH : acide chloro-: OH : OH :
:quercétol : : : génique : : :
:xanthorhamnine : OH : OH : O-rhamnose : OH : O-CH3:
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I - 4 LEUCOANTHOCYANES - ANTHOCYANES

* leucocyanidol PE Blanc et coll., 1971
(0,35 %) . (de) Saqui-Sannes, 1971

* anthocyanosides ' R Baslas et Agarwal, 1980
F Veeranjaneyulu et Das,
1982

O-glucose
t: R :
:cyanidine-3-5-diglucoside : OH :
:pélargonidine-3-5-diglucoside : H :

Remarque : Les anthocyanosides ont été trouvés dans les
feuilles pourpres d’E. hirta, ces derniéres se développant
lorsque la plante croit sur un sol a faible taux d’humidité et

exposé a de fortes radiations.

I - 5 DERIVES DE LA BENZO o, PYRONE

En 1971, De Saqui-Sannes isole, & partir de la plante entiére
(PE) , une substance non identifiée et pouvant correspondre a un
dérivé coumarinique, certainement différent d’une ombelliférone

(hydroxy-7-coumarine) .
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II DERIVES TERPENIQUES

IXI - 1 MONOTERPENES

En 1913, Power et Browning isolent une huile essentiélle, a
l’état de traces (3,7 g obtenus a partir de 20,07 kg de plante

entiére séche).
Par contre, Arthur (1954) en mentionne l’absence, dans 1la

plante entieére fraiche.

II - 2 DITERPENES

* tinyatoxine PA Baslas et Agarwal, 1980
(C36 H3s 08)

OH

* ingénol triacétate PA Baslas et Agarwal, 1980

(C26 H3a Og) R




* dérivés du phorbol

- 12-déoxy-4B8-hydroxyphorbol-
13-phénylacétate-20-acétate
(C30 H36 07)

- 12-déoxy-48-hydroxyphorbol-
13-dodécanoate-20-acétate
(C34 H52 07)

- 12-déoxyphorbol-13-phényl-~-
acétate-16-0-d{-méthylbutyrate
20-acétate

(C33 Ha3 08)

108 -

PA Baslas et Agarwal, 1980
PA Baslas et Agarwal, 1980
R

R . Baslas et Agarwal, 1980

Structure générale

: R1 : R2
:12-déoxy-48-hydroxyphorbol- : :
:13-phénylacétate-20-acétate : CO-CH2 -Cs H5 : CO-CHs3
:12-déoxy-4B8-hydroxyphorbol- : :
:13-dodécanoate-20-acétate : CO-(CH2 yjo —-CH3 s CO-CHs3
:12-déoxyphorbol-13-phényl- CO-CH2-CeHs : CO-CHs3

tacétate-16-0-{-méthyl-
:butyrate-20-acétate

en Ci6 : substitution

de CHs par

un groupe O-J{-méthylbutyrate

* dérivé du résémniféronol
20-0-acétylréséniféronol-

9,13,14-orthophényl acétate

R Baslas et Agarwal, 1980

Structure des esters du

réséniféronol (Evans et

Taylor,

1983)
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Remarque : Evans et Taylor (1983) mentionnent, quant a eux,
l’absence de diterpénes chez E. hirta.

II - 3 TRITERPENES

* J amyrine T et F Atallah et Nicholas, 1972
* B amyrine PA Baslas et Agarwal, 1980
T - Gupta et Garg, 1966
T et F Atallah et Nicholas, 1972
L Ponsinet et Ourisson,

1968 -~ Anton, 1974

Structure générale
(C30 Hso O)

Remarque : En 1972, Atallah et Nicholas isolent 1’d et la B8
amyrines, sous leur forme estérifiée uniquement et dans un
rapport 10/1.

* lupéol L Ponsinet et Ourisson,
(C30 Hs0 0O) 1968 - Anton, 1974

HC CHg
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* friédeline T Gupta et Garg, 1966
(C30 Hs0 0)

o
CH;
* taraxérol PE Takemoto et Inagaki, 1958
(C30 Hs0 0O) T Gupta et Garg, 1966
R = OH T et F Atallah et Nicholas, 1972
* taraxérone . PE Takemoto et Inagaki, 1958
(C30 Has 0O) T et F Atallah et Nicholas, 1972
R=20

Structure générale

Remarques : En 1954, Arthur mentionne 1l’absence de triterpénes,
dans la plante entiére.

Selon certains auteurs, la plante entiére ((de) Saqui-Sannes,
1971) ou 1les parties aériennes (Ridet et Chartol, 1964)
contiendraient des saponosides formés de pentoses (rhamnose) et
d’une génine triterpénique. Par contre, Arthur (1954) affirme
l1’absence de saponines, dans la plante entieére.
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II - 4 POLYTERPENES

En 1964, Ridet et Chartol isolent, a partir de 1la plante
entiére fraiche, une substance 3jaune-pdle qu’ils nomment
"caoutchouc" (point de fusion : 77°C).

II - 5 STEROLS

* euphorbol PA . Baslas et Agarwal, 1980
(C31 Hs2 0) MO H L Ponsinet et Ourisson,

1968 - Anton, 1974

CH,,
CH,
* euphol L Ponsinet et Ourisson,
(C30 Hs50 0) cHy H_ _ CHy 1968 - Anton, 1974
-
CHy
* cycloarténol PA Baslas et Agarwal, 1980
(C30 Hs0 O) L Ponsinet et Ourisson,

1968 - Anton, 1974
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* méthyléne-24-cycloartanol PA Baslas et Agarwal, 1980
(C3t Hs52 0) L Ponsinet et Ourisson,
1968 - Anton, 1974

* B sitostérol PA Baslas et Agarwal, 1980
(C29 Hs0 0) T Gupta et Garg, 1966

CH3 T et F Atallah et Nicholas, 1972

* campestérol T et F Atallah et Nicholas, 1972

(C28 Has 0) CH3

* stigmastérol T et F Atallah et Nicholas, 1972

(C29 Has 0)
CH3
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Remarques : En 1913, Power et Browning isolent de 1’euphostérol
(C25 H39 OH), un phytostérol et une phytostéroline, a partir de
la fraction insoluble dans l’eau d’un extrait alcoolique de 1la
plante entiére.

Selon Takemoto et Inagaki (1958), cet euphostérol corres-
pondrait au taraxérol.

En 1964, Ridet et Chartol isolent une euphorbone
(mélange d’euphols et d’euphorbols) ou un isomére, ainsi qu’un
euphorboréséne, a partir de la plante. entieére.
Une euphorbone a également été mise en évidence dans le latex
(Githens, 1949, auteur mentionné par Watt et Breyer-Brandwijk,
1962) .

En 1972, Atallah et Nicholas mentionnent 1’absence
d’euphol, d’euphorbol, de cycloarténol et de méthyléne-24-
cycloartanol, dans les tiges et les feuilles de 1la plante.

Ces mémes auteurs isolent le 8 sitostérol, le campestérol et le
stigmastérol, sous leurs formes libre et estérifiée, aux taux
respectifs de 70, 20 et 10 %.

La presence de substances stéroidiques non iden-
tifiées, dans 1la plante entiére, est mentionnée par divers
auteurs (Blanc et coll., 1963 - (de) Saqui-Sannes, 1971). Par
contre, Arthur (1954) en constate 1’absence.

D’aprés sa composition en triterpénes et en
stérols, le latex d’E. hirta serait de type C2, caractérisé par
la présence de constituants majeurs (cycloarténol (25 %) et
méthyléne-24-cycloartanol (25 %)) et de constituants mineurs (8
amyrine et'lupéol, 50 % au total) (Ponsinet et Ourisson, 1968 -
Anton, 1974).
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III ACIDES ORGANIQUES

* acide glyoxylique F Afria et Mukherjee, 1981
* acide pyruvique F Afria et Mukherjee, 1981
* acide lactique PE Ndir et Pousset, 1982
* acide fumarique T et F Gupta et Garg, 1965
* acide succinique T et F Gupta et Garg, 1965
* acide malique PA Ridet et Chartol, 1964
* acide tartrique : PE Ndir et Pousset, 1982
PA . Ridet et Chartol, 1964
* acide shikimique PE Ndir et Pousset, 1982
PA El Naggar et coll., 1978

Remarque : En 1982, Ndir et Pousset signalent la présence, dans
la plante entiére, d’un autre acide organique non identifié de
fagcon certaine et hésitent entre 1’acide oxalique et 1l’acide

maléique.

IV ACIDES ET ALCOOLS ALIPHATIQUES

IV - 1 ACIDES ALIPHATIQUES SATURES

* acide palmitique PE Power et Browning, 1913
* acide mélissique (C30 Heo O2) PE Power et Browning, 1913

IV - 2 ACIDES ALIPHATIQUES INSATURES
* acide linoléique PE Power et Browning, 1913

* acide oléique PE Power et Browning, 1913

IV - 3 ALCOOLS ALIPHATIQUES

* alcool cérylique PE Power et Browning, 1913
(1-hexacosanol) (C26 Hs4 Q) PA Baslas et Agarwal, 1980
* alcool myricylique (C30He20) T Gupta et Garg, 1966

* jambulol (Ci6 H304 (OH)s5) PE Power et Browning, 1913
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V CARBURES ALIPHATIQUES SATURES

* triacontane (C3aoHe2) PE

* hentriacontane (C31 He4) T
VI ACIDES AMINES ET DERIVES AMINES
VI - 1 ACIDES AMINES

l.1 Acides aminés aliphatiques

* glycocolle PE
F
* J alanine PE
F
* valiné PE
F
* leucine PE
F
* isoleucine PE
* acide aspartique PE
F
* asparagine F
* acide glutamique PE
F

Power et Browning, 1913
Gupta et Garg, 1965

Blanc et coll., 1971 -
(de) Saqui-Sannes, 1971
Afria et Mukherjee, 1981

Blanc et coll., 1971 -
(de) Saqui-Sannes, 1971
Afria et Mukherjee, 1981

(de) Saqui-Sannes, 1971
Afria et Mukherjee, 1981

Blanc et coll., 1971 -
(de) Saqui-Sannes, 1971
Afria et Mukherjee, 1981

(de) Saqui-Sannes, 1971
Blanc et coll., 1971 -
(de) Saqui-Sannes, 1971
Afria et Mukherjee, 1981
Afria et Mukherjee, 1981
Blanc et coll., 1971 -

(de) saqui-Sannes, 1971
Afria et Mukherjee, 1981



glutamine

sérine

thréonine

lysine

arginine

histidine

acide Y aminobutyrique

cystine
cystéine

méthionine
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PE

PE

PE

PE

PE

PE

1.2 Acides aminés aromatiques

proline
phénylalanine

tyrosine

L-tryptophane

PE
PE
F

PE
PE

Afria et Mukherjee, 1981

Blanc et coll., 1971 -
(de) Saqui-Sannes, 1971
Afria et Mukherjee, 1981

Blanc et coll., 1971 -
(de) Saqui-Sannes, 1971

. Blanc et coll., 1971 -

(de) Saqui-Sannes, 1971

Blanc et coll., 1971 -
(de) Saqui-Sannes, 1971
Afria et Mukherjee, 1981

Blanc et coll., 1971 -
(de) Saqui-Sannes, 1971
Afria et Mukherjee, 1981

(de) Saqui-Sannes, 1971
Afria et Mukherjee, 1981

(de) Saqui-Sannes, 1971
Afria et Mukherjee, 1981

Blanc et coll., 1971 -
(de) Saqui-Sannes, 1971

(de) Saqui-Sannes, 1971
(de) Saqui-Sannes, 1971
Afria et Mukherjee, 1981
(de) Saqui-Sannes, 1971
(de) Saqui-Sannes, 1971
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VI - 2 ALCOOLS AMINES

* éthanolamine PE (de) Saqui-Sannes, 1971

* choline PA El Naggar et coll., 1978

VII GLUCIDES

VII - 1 SUCRES SIMPLES

* xylose PE Ridet et Chartol, 1964

* galactose PE Blanc et coll., 1963

* glucose PE Ridet et Chartol, 1964
Ndir et Pousset, 1982

* lévulose PE Blanc et coll., 1963

VII - 2 ITOLS

* adonitol PE Ndir et Pousset, 1982
* l-inositol PE Ndir et Pousset, 1982
(1-inositol) PA El Naggar et coll., 1978
ND Hallett et Parks, 1951
* sorbitol PE Ndir et Pousset, 1982

VII - 3 OSIDES

* raffinose PE Ridet et Chartol, 1964

Remarques : La présence de sucres, dans la plante entiére, est
mentionnée dés 1913, par Power et Browning qui obtiennent une
matiére glucosidique amorphe et un sucre lévogyre (probablement

du lévulose pour l’essentiel).

Ridet et Chartol (1964) isolent également un
composé non identifié (en faible quantité) qui serait un
polyholoside ou un sucre méthylé. Les auteurs évaluent 1la
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teneur en sucres (exprimée en glucose) a 1,3 g/kg de plante

fraiche.

VIII COMPOSES MINERAUX

En 1971, De Saqui-Sannes met en évidence, dans 1la plante
entiére, la présence de sodium, de potassium, de magnésium, de

calcium, de titane, d’aluminium, de fer, de cuivre, de nickel,
de zinc, de plomb, de vanadium, de molybdéne et de silicium.

IX DERIVES CYANOGENETIQUES

La présence de composés cyanogénétiques est mentionnée par
Juliano en 1923 (dans les feuilles et les tiges, a 1l’état de
traces, ainsi que dans les racines) et par Quisumbing en 1947
'(dans les organes végétaux et reproducteurs). Toutefois, cette
présence est contestée par Arthur (1954) et par De Saqui-Sannes
(1971) .

X ALCALOIDES

La présence d’‘alcaloides est également trés controversée,
certains auteurs en ayant décelé de treés faibles quantités,
dans 1la plante entiére (Power et Browning, 1913 - Ueda et Hsu,
1949 - Blanc et coll., 1963), tandis que d’autres en mention-
nent 1l’absence (Debaille et Pétard, 1953 - Arthur, 1954 - Ridet
et Chartol, 1964 - (de) Saqui-Sannes, 1971).



SECTION B

TRAVAUX PERSONNELS
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La finalité de cette étude consiste a confirmer la
présence des différents groupes chimiques précédemment mis en
évidence par divers auteurs (section A), pour différents
extraits d’E. hirta (aqueux, hydro-alcooliques et alcooli-
ques...).

Cette recherche a été menée sur les extraits aqueux préparés en
1984, 1985, 1986 et 1987, a partir d’un méme lot de plante
séche regu en 1984, et utilisés au cours de 1’étude pharmaco-
logique (cinquiéme partie), permettant ainsi d’établir et de
comparer les profils chimiques obtenus au moyen de réactions

d’identification caractéristiques et d’études chromatogra-

phiques.

I RECHERCHE DES POLYPHENOLS
I - 1 TANINS

Dans les plantes, ces polyphénols non azotés peuvent exister
sous forme complexée (tanoides) ou combinés a des sucres (tano-
zides). Trés souvent, ils sont répartis en deux groupes prin-
cipaux :

* Les tanins galliques (esters d’acides phénols hydrolysables)
* Les tanins catéchiques (tanins condensés non hydrolysables)

De par leur caractére hydrosoluble, leur présence dans les
différents extraits aqueux d’E. hirta n’est pas exclue.

Leur précipitation peut étre obtenue par des sels de meétaux
lourds (Cu2*, Fez*, Mgz*, Pb2* et an*). Par contre, le réactif

de Stiasny ne précipite que les tanins catéchiques.

1.1 Procédure expérimentale

La présence de tanins galliques et catéchiques est

recherchée a l’aide de différentes réactions de précipitation.
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1.1.1 Recherche des tanins catéchiques et galliques

Réactif au chlorure ferrique :

A 5 ml de solution aqueuse a 5 % d’extrait végétal, on ajoute
un ml de solution aqueuse a 1 % de chlorure ferrique.

La présence de tanins est indiquée par l’apparition d’un préci-

pité verdatre ou bleu-noir.

Réactif de Stiasny :
A 30 ml de la solution agueuse a 5 % d’extrait, on ajoute 10 ml
de réactif de Stiasny (formol a 30 $ - acide chlorhydrique
concentré ; 2V/1V). L’ensemble est porté au bain-marie, a une
température de 80°C, pendant une demi-heure.
L’apparition de flocons roses indique la présence de tanins

catéchiques.

1.1.2 Recherche des tanins galliques

Par filtration de la solution précédente, le précipité (flocons
roses) est éliminé. Le filtrat est alors saturé par de 1l’acé-
tate de sodium pulvérisé. Aprés addition de quelques gouttes
d’une solution de chlorure ferrique a 1 %, 1le développement
d’une coloration bleu-noir indique 1la présence de tanins

galliques non précipités par le réactif de Stiasny.

1.2 Résultats

En présence de chlorure ferrique a 1 %, une coloration bleu-
noir apparéit.

En présence d’acide chlorhydrique concentré, un précipité rouge
est obtenu.

L’addition du réactif de Stiasny provoque la formation d’un
précipité rose, tandis que le filtrat se teinte en bleu-noir,
apreés l’ajout de chlorure ferrique a 1 %.

L’ensemble de ces résultats indique donc la présence de tanins

galliques et catéchiques dans les extraits aqueux d’E. hirta.
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I - 2 ACIDES PHENOLS ET COMPOSES FLAVONIQUES

2.1 Procédure expérimentale

La présence d’acides phénols libres et de composés
flavoniques est recherchée par chromatographie sur couche mince
(C.c.M.).

De plus, les composés flavoniques sont également caractérisés

par la réaction a la cyanidine.

Réaction a la cyanidine :

A 5 ml de solution aqueuse a 5 % d’extrait, on ajoute 5 ml
d’alcool chlorhydrique (alcool a 95° -.eau distillée -~ acide
chlorhydrique concentré, &a parties égales en volume), puis
quelques copeaux de magnésium et 1 ml d’alcool isoamylique.
L’apparition d’une coloration rose-orangé (flavones), rose-
violacé (flavanones), ou rouge (flavonols, flavononols), dans
la couche surnageante d’alcool isocamylique, indique la présence

de flavonoides libres ou génines.

Chromatographie sur couche mince :

- Support :
Plaque de silice Kieselgel G 60 sans fluorescence (Merck).

- Solvant de migration :

Acétate d’éthyle - butanone - acide formique - eau (50:30:10:10
v/V).

- Révélateur :

Solution d’ester éthylamino-diphényl borique a 1 % dans le
méthanol (réactif de NEU).

- Solutions analysées :
Extraits : 200 mg de plante séche dans 2 ml d’eau distillée.

Témoins : 10 mg d’acides chlorogénique, caféique, gallique
(Sarsynthése), de rutine (Merck), de kaempférol (Fluka) et de
quercétine (Sarsynthése) dans 2 ml de pyridine, excepté pour
les acides chlorogénique et gallique dissous dans 2 ml
d’éthanol. -
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- Dépdét des échantillons :

10 Fl de chaque solution & analyser sont déposés a 2 cm de la
base de la plaque de silice.

- Migration :
Elle est stoppée lorsque le solvant arrive approximativement a

3 cm du bord supérieur de la plaque.

- Révélation :
Apres séchage de la plaque, le réactif de NEU est pulvérisé,
puis 1les chromatogrammes sont observés sous U.V., & une

longueur d’onde de 366 nm.

2.2 Résultats

Réaction a la cyanidine :
L’apparition d’une coloration rose nous permet de conclure a la

présence de composés flavoniques.

Chromatographie sur couche mince (figure 3) :

Aprés révélation par le réactif de NEU, 1l’observation du chro-
matogramme sous U.V., & 366 nm, permet de constater 1la
similitude des profils chromatographiques des quatre extraits
d’E. hirta (7, 8, 9 et 10). Sept taches sont ainsi visualisées,
de teinte marron (Rf : 0,79 et 0,59), bleu-violet (Rf : 0,72 ;
0,40 et 0,31), verddtre (Rf. 0,53) et bleu-vert (Rf : 0,47).
Les témoins acide chlorogénique (1), acide caféique (2) et
acide gallique (3) migrent aux Rf respectifs de 0,58 (tache
marron), 0,96 (tache bleu-clair) et 0,95 (tache bleu-violet).
Dans le cas de la rutine (4) deux taches sont obtenues aux Rf
respectifs de 0,39 (tache verdatre) et 0,32 (tache orange),
tandis que le kaempférol (5) et la quercétine (6) migrent au
front du solvant (taches respectives jaune et marron) .

Parmi les différents composés présents dans les extraits
végétaux, seul l‘’acide chlorogénique peut étre identifié.
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FIG. 3 : CHROMATOGRAMME SUR COUCHE MINCE DES ACIDES PHENOLS ET
DES COMPOSES FLAVONIQUES D’E. HIRTA
REVELATION PAR LE REACTIF DE NEU.
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I - 3 ANTHOCYANOSIDES

3.1 Procédure expérimentale

La présence d’anthocyanosides est recherchée a 1’aide
d’une réaction acido-basique :
A la solution aqueuse a 5 % d’extrait, on ajoute successivement
quelques gouttes d‘’un acide (acide chlorhydrique), puis d‘une
base (ammoniaque).
L’accentuation de la coloration ocre naturelle de la solution
aqueuse par acidification, puis son virage au bleu-violacé en
milieu basique, permet de conclure a la présence d’anthocyanes.

3.2 Résultats

Aucune modification dans la coloration des solutions aqueuses
d’extrait n’étant observée, nous pouvons conclure a 1’absence

d’anthocyanes.

I - 4 DERIVES DE LA BENZO Jd PYRONE

4.1 Procédure expérimentale

La présence de coumarines est recherchée par fluorescence.

Au résidu précédemment obtenu lors de la recherche des composeés
flavoniques par la réaction a la cyanidine, on ajoute 2 ml
d’eau chaude. Apres partage en deux de la solution, une partie
est additionnée de 0,5 ml d’ammoniaque a 25 %. Aprés agitation,
la solution est observée sous U.V., a 366 nm.

Une fluorescence intense dans 1’échantillon contenant de

l1’ammoniaque indique la présence de coumarines.

4.2 Résultats

Sous U.V., & 366 nm, aucune fluorescence n’apparait pour les
différents extraits végétaux testés, indiquant 1‘absence de

coumarines.
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II RECHERCHE DES COMPOSES REDUCTEURS

Cette étude est réalisée par chromatographie sur couche mince,
a l’aide d’un réactif général des composés réducteurs, l’anisal

déhyde acide phosphomolybdique en milieu méthanolique.

II - 1 PROCEDURE EXPERIMENTALE

- Support :
Plaque de silice Kieselgel G 60 sans fluorescence (Merck).

~ Solvant de migration :
Acétate d’éthyle =~ acide formique - acide acétique - eau
(68:7:7:18 V/V).

-~ Révélateur :

anisaldéhyde (Merck) 0,11 ml
acide phosphomolybdique a 10 %

dans le méthanol (Prolabo) 0,25 ml
acide sulfurique concentré (Prolabo) 1,13 ml
acide acétique (Prolabo) 2,25 ml
méthanol (Merck) 22 ml.

- Solutions analysées :
Extraits : 200 mg de plante séche dans 2 ml d’eau distillée.

Témoin : 10 mg de B amyrine (Koch-Light Laboratories LTD) dans
2 ml d’éthanol.

- Dépdt des échantillons :

10 pl de chaque solution & analyser sont déposés a 2 cm de la
base de la plaque.

- Migration :
La migration du solvant est stoppée lorsque celui-ci est arriveé

a environ 3 cm du bord supérieur de la plaque.

- Révélation :
Aprés séchage de la plaque de silice, le révélateur est pulveé-
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risé. La plaque est ensuite placée a 1’étuve a 120°C, pendant
dix minutes.

II - 2 RESULTATS

La révélation par le réactif a l’anisaldéhyde permet 1‘obten-
tion de profils chromatographiques comparables pour les quatre
extraits aqueux d’E. hirta (2, 3, 4 et 5). Six taches sont
ainsi visualisées, de teinte jaune (Rf : 0,73), brun-vert (Rf :
0,51 et 0,45), rose (Rf : 0,20), verte (RE : 0,11) et brun-gris
(REf : 0,01) (figure 4).

Le témoin B amyrine (1), quant a 1lui, migre au front du
solvant. Ce composé ne semble pas présent dans les extraits
d’E. hirta.
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2 - 5 : EXTRAITS D'E. HIRTA (1984, 1985, 1986, 1987)
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FIG. 4 : CHROMATOGRAMME SUR COUCHE MINCE DES SUBSTANCES
- REDUCTRICES D’E. HIRTA
REVELATION PAR LE REACTIF A L’ANISALDEHYDE.
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IITI RECHERCHE DES ACIDES ORGANIQUES

IIX - 1 PROCEDURE EXPERIMENTALE

- Support :
Plaque de silice Kieselgel G 60 sans fluorescence (Merck).

- Solvant de migration :
Toluéne - formiate d’éthyle - acide formique (50:40:10 V/V).

- Révélateur :

Réactif de Schwepp :

solution aqueuse & 10 % de glucose 20 ml
solution éthanolique & 10 % d’aniline 20 ml
n-butanol 80 ml.

- Solutions analysées :
Extraits : 200 mg de plante séche dans 2 ml d’eau distillée.

Témoins : 10 mg d’acides fumarique (Merck), glyoxylique (Pro-
labo), lactique & 90 % (Merck), malique (Prolabo), succinique
(Merck) et tartrique (Merck) dans 2 ml d’éthanol.

- Dépbébt des échantillons :

10 pl de chaque solution a analyser sont déposée a 2 cm de la

base de la plaque.

- Migration :
La migration est stoppée lorsque le solvant est arrivé a

environ 3 cm du bord supérieur de la plaque.

- Révélation :

Le réactif de Schwepp est pulvérisé sur la plaque préalablement
séchée ; celle-ci est ensuite placée a 1’étuve, a une tempéra-

ture de 110°C, pendant dix minutes.
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IIX - 2 RESULTATS

Aprés révélation par le réactif de Schwepp, les profils chroma-
tographiques obtenus pour chacun des quatre extraits aqueux
d’E. hirta sont identiques et caractérisés par la présence
d’une tache marron au Rf de 0,03 (figure 5).

Les acides fumarique, glyoxylique, malique, succinique et tar-
trique migrent, quant a eux, aux Rf respectifs de 0,39 - 0,14 -
0,11 - 0,32 et 0,05. Les taches ainsi obtenues sont de teinte
marron, excepté pour l’acide glyoxylique (tache jaune).

Dans le cas de l’acide lactique a 90 %, quatre taches marron
sont visualisées (Rf de 0,39 - 0,35 - 0,30 et 0,03). Le composé
obtenu au Rf de 0,03 semble correspondre a celui révélé dans

les quatre extraits végétaux.
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FIG. 5 : CHROMATOGRAMME SUR COUCHE MINCE DES ACIDES ORGANIQUES
D’ E. HIRTA
REVELATION PAR LE REACTIF DE SCHWEPP.
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Iv RECHERCHE DES ACIDES AMINES

Cette étude est réalisée par chromatographies sur couche mince

uni et bidimensionnelles, a4 1’aide du réactif a la ninhydrine.

IV - 1 PROCEDURE EXPERIMENTALE

1.1 Chromatographie unidimensionnelle

- Support :
Plaque de silice Kieselgel G 60 sans fluorescence (Merck).

- Solvant de migration :
N butanol - acétone - acide acétique - eau (35:35:10:20 V/V).

- Révélateur :

ninhydrine (Merck) 30 mg
acide acétique (Prolabo) 0,3 ml
n-butanol (Prolabo) 10 ml.

- Solutions analysées :
Extraits : 200 mg de plante séche dans 2 ml d’eau distillée.

Témoin : 10 mg d’acide ¥ aminobutyrique (Aldrich-Chimie) dans 2

ml d’eau distillée.

- Dépdt des échantillons
10 Pl de chaque solution a analyser sont déposés a 2 cm de la

base de la plaque.

- Migration :
Elle est stoppée lorsque le solvant est arrivé a environ de 3

cm du bord supérieur de la plaque.

- Révélation :
Le réactif a la ninhydrine est pulvérisé sur la plaque préala-
blement séchée ; celle-ci est ensuite placée a l’étuve a 120°C,

pendant dix minutes.
L’apparition d’une tache rose violacée indique la présence

d’acides aminés, excepté pour la proline et l’hydroxyproline
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qui se colorent en jaune.

1.2 Chromatographie bidimensionnelle

- Support :
Plaque de silice Kieselgel G 60 sans fluorescence (Merck) .

- Solvants :

De premiére dimension : chloroforme - méthanol - ammoniaque
17 % (40:40:20 V/V)

De seconde dimension : phénol - eau (75:25 P/V).

- Révélateur :

ninhydrine (Merck) 30 mg
acide acétique (Prolabo) 0,3 ml
n-butanol (Prolabo) 10 ml.

- Solutions analysées :

Extrait : 200 mg de plante séche dans 2 ml d’eau distillée
(extrait préparé en 1986).

Témoin : 10 mg d’acide Y aminobutyrique (Aldrich-Chimie) dans 2
ml d’eau distillée. ‘

— Dépdét des échantillons :

10 pl de chaque solution & analyser sont déposés a 2 cm de 1la
base de la plaque.

- Migration :
Elle est stoppée lorsque le solvant est arrivé a 3 cm du bord
supérieur de la plaque.

- Révélation :
Le réactif a la ninhydrine est pulvérisé sur 1la plaque préala-
blement séchée ; celle-ci est ensuite placée a 1’étuve a 120°C,

pendant dix minutes.
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IV - 2 RESULTATS

Aprés révélation par le réactif a la ninhydrine, les profils
chromatographiques obtenus pour les quatre extraits 4’E. _hirta
sont tout a fait comparables. Huit taches sont visualisées, aux
Rf suivants : 0,69 ; 0,55 ; 0,46 ; 0,41 ; 0,35 ; 0,23 ; 0,16 et
0,05 (figure 6).

Le témoin acide Y aminobutyrique (1) migre au Rf 0,17.

Les chromatogrammes laissent donc entrevoir la présence d’au
moins huit acides aminés dont 1’acide Y aminobutyrique, dans

les quatre extraits végétaux.

Par chromatographie bidimensionnelle et révélation par 1la
ninhydrine (figure 7), sept taches roses peuvent étre indivi-
dualisées, a partir de 1l’extrait végétal préparé en 1986
(extrait 4). Parmi ces acides aminés, la présence d’acide Y
aminobutyrique précédemment révélée par chromatographie unidi-

mensionnelle (figure 6) peut étre confirmée.
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FIG.7 : CHROMATOGRAMME BIDIMENSIONNEL SUR COUCHE MINCE DES

ACIDES AMINES D’E. HIRTA
REVELATION PAR LE REACTIF A LA NINHYDRINE.
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V RECHERCHE DES GLUCIDES

Cette étude est réalisée par chromatographie sur couche mince,
a l’aide du réactif a 1‘aldéhyde B anisidique.

V = 1 PROCEDURE EXPERIMENTALE

- Support :
Plaque de silice Kieselgel G 60 sans fluorescence (Merck) .

- Solvant de migration :
Acétate d’éthyle ; mélange isopropanol 2V - eau 1V (65:35 v/V).

- Révélateur :
Réactif 'a 1’aldéhyde B anisidique :

éthanol 9 ml
acide sulfurique concentré 0,5 ml
B anisidique (Prolabo) 0,5 ml.

- Solutions analysées :
Extraits : 200 mg de plante séche dans 2 ml d’eau distillée.

Témoins : 10 mg de galactose, lactose, 1lévulose et glucose
(Prolabo) dans 2 ml d’eau distillée.

- Dépdét des échantillons :

10 Pl de chaque solution a analyser sont déposés a 2 cm de la
base de la plaque.

- Migration :
Elle est stoppée lorsque le solvant est & environ 3 cm du bord

supérieur de la plaque.

- Révélation :

Le révélateur est pulvérisé sur la plaque préalablement séchée.
celle-ci est ensuite placée a 1’étuve, a une température de
110°C, pendant dix minutes.
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V - 2 RESULTATS

Les profils chromatographiques obtenus pour les quatre extraits
d’E. hirta (5, 6, 7 et 8), aprés révélation par 1l’aldéhyde B
anisidique, sont comparables. Deux taches grises sont visua-
lisées, aux Rf respectifs de 0,17 et 0,06 (figure 8).

Les témoins galactose (1), lactose (2), lévulose (3) et glucose
(4) migrent, quant a eux, aux Rf respectifs de 0,06 ; 0,02 ;
0,17 et 0,13.

Ainsi, la présence de galactose et de 1lévulose peut é&tre
confirmée, dans les quatre extraits végétaux.
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VI RECHERCHE DES SELS MINERAUX

Les sels minéraux sont recherchés et dosés a partir d’une
solution aqueuse de chaque extrait, par spectrophotométrie de
flamme pour les ions Na' et K' et par colorimétrie pour les
ions C1- et caZ?+,

VI - 1 PROCEDURE EXPERIMENTALE

Une quantité de 1lyophilisat correspondant & 400 mg de plante
séche est solubilisée dans 5 ml d’eau distillée.

Aprés centrifugation a 10000 tours/minutes, pendant dix minutes
(centrifugeuse Kontron LC 1000), le surnageant est récupéré et
servira aux dosages des sels minéraux.

Le dosage est réalisé au moyen de 1l’automate R.A. 1000
(Kontron) .

La teneur en éléments minéraux est calculée en grammes pour 100
grammes de plante séche.

Les sels minéraux, présents dans l’eau distillée utilisée comme

solvant, sont également recherchés et dosés.

VI - 2 RESULTATS

D’aprés les résultats reportés dans le tableau 8, les teneurs
en sels minéraux, dosés dans les extraits aqueux préparés en
1984, 1986 et 1987, sont relativement voisines ; par contre,
l’extrait de 1985 apparait moins riche.

Ces quatre préparations contiennent une trés faible quantité de
sodium (< 0,1 %0 ), entre 0,2 et 0,5 % de chlorures et de
calcium, ainsi qu‘une quantité importante de potassium (voisine
de 1 %).
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TABLEAU 8 : CONCENTRATION EN ELEMENTS MINERAUX DES QUATRE
EXTRAITS D’E. HIRTA, EXPRIMEES EN G POUR 100 G DE
PLANTE SECHE.

ELEMENTS :
MINERAUX : Na®*

K+

EXTRAITS

: E. HIRTA 1987 : 0,09
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VII RECHERCHE DES DERIVES CYANOGENETIQUES

Les dérivés cyanogénétiques sont recherchés par la méthode du
papier picro-sodé.
Le cyanure de potassium (Prolabo) est utilisé comme substance

de référence.
VII - 1 PROCEDURE EXPERIMENTALE

Une petite quantité des produits (lyophilisat de chaque extrait
végétal, cyanure de potassium) est introduite dans un tube a
essai, avec gquelques gouttes d’une solution diluée d’acide
chlorhydrique et quelques gouttes de toluéne.

Un papier picro-sodé humide est fixé dans le tube, a l’aide
d’un bouchon. Les tubes a essai sont ensuite placés a 1l’étuve a
35°C, pendant douze heures.

Au contact de 1l’acide cyanhydrique libéré lors de l1l’hydrolyse
des hétérosides cyanogénétiques par l1l’acide chlorhydrique et le
toluéne, a la température de 35'C, le papier picro-sodé prend

une teinte rouge.

VII - 2 RESULTATS

Aucune modification dans 1la coloration du papier picro-sodé
n‘est observée, dans 1les tubes contenant 1les différents
extraits végétaux, a 1la différence du tube renfermant 1le
cyanure de potassium.

Nous pouvons donc conclure a l’absence de dérivés cyanogé-

nétiques, dans les extraits d/E. hirta testés.
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VIII RECHERCHE DES ALCALOIDES

Les alcaloides sont recherchés par chromatographie sur couche

mince, & l’aide du réactif de Draggendorf.

VIII - 1 PROCEDURE EXPERIMENTALE

- Support :
Plaque de silice Kieselgel G 60 sans fluorescence (Merck).

- Solvant de miqration :

Benzéne - éthanol - ammoniaque (80:20:2 V/V).

- Révélateur :
Réactif de Draggendorf (Wagner et coll., 1983 - réactif 11A).

- Solutions analysées :
Extrait préparé en 1986 : 200 mg de plante séche dans 2 ml

d’eau distillée.

~ Dépdt des échantillons :

10 Pl de chaque solution sont déposés a 2 cm de la base de la

plaque.

- Migration :
La migration est stoppée lorsque le solvant est & environ 3 cm

du bord supérieur de la plaque.

- Révélation :
Le réactif de Draggendorf est pulvérisé sur la plaque préala-

blement séchée.
L’apparition immédiate de taches oranges indique la présence

d’alcaloides.

VIII - 2 RESULTATS

Apreés révélation au réactif de Draggendorf, aucune tache orange
n’apparaissant, nous pouvons donc conclure a 1l’absence d’alca-

loides, dans l’extrait A’E. hirta testé.
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IX RECHERCHE DES SAPONOSIDES

La recherche des saponosides est menée par évaluation de
1’indice de mousse (méthode tirée de la pharmacopée francaise,
1969) .

IX - 1 PROCEDURE EXPERIMENTALE

Une quantité de lyophilisat correspondant & 1 g de plante séche
est solubilisée dans 10 ml d’eau distillée.

A partir de chaque solution, une série de dilutions est réa-
lisée dans des tubes a essais (1,6 x 16 cm). Chaque tube est
agité dans le sens de la longueur, pendant quinze secondes, a
raison de deux agitations par seconde. Aprés quinze minutes de
repos, on mesure la hauteur de la mousse.

Pour une hauteur de mousse inférieure a 1 cm, l’indice est

considéré comme inférieur a 100.

IX - 2 RESULTATS

La formation et la persistance d’une mousse, quinze minutes
aprés l’agitation des solutions permet de confirmer la présence
de saponosides, dans les quatre extraits aqueux d’E. hirta.

La quantité de mousse formée est d’autant plus importante que
la solution est concentrée ; toutefois, la hauteur mesurée est
toujours inférieure & un cm et donc l1l’indice de mousse peut

étre considéré comme inférieur a 100.



- 144 -

X DISCUSSION

L’ensemble des résultats obtenus au cours de cette étude permet
donc de confirmer la présence des différents groupes chimiques
précédemment mis en évidence par divers auteurs (section A) et
ceci dans les quatre extraits aqueux d’E. hirta préparés respec-
tivement en 1984, 1985, 1986 et 1987, a partir d’un méme lot de
plante séche regu en 1984.

L’obtention de profils chromatographiques similaires nous
laisse en droit d’affirmer 1la stabilité chimique du lot de

plante séche, au cours du temps.

Parmi les polyphénols présents dans les extraits d’E. hirta, la
présence de tanins galliques et catéchiques a pu étre confir-
mée.

Si quatre acides phénols ont été identifiés au cours de travaux
antérieurs (acides ellagique, gallique, caféique et chlorogé-
nique), seul 1l’acide chlorogénique est retrouvé dans les
extraits aqueux testés, 1l’acide ellagique n’ayant pas été
employé comme témoin de référence.

Les nombreux composés flavoniques présents dans ces quatre
extraits n’ont pu étre identifiés. Ces préparations ne parais-
sent pas contenir de quercétine, ni de kaempférol, contraire-
ment aux données bibliographiques, ni de rutine.

A la différence des travaux antérieurs, aucun anthocyanoside,

aucun dérivé de la benzo d pyrone n’a pu étre décelé.

Ces quatre extraits végétaux semblent également renfermer une
quantité importante de‘composés réducteurs non identifiés.

Il est peu probable qu’il s’agisse de dérivés terpéniques ou
stéroliqueé, identifiés en grand nombre dans E. hirta, par
divers auteurs, ces composés étant généralement peu solubles
dans l’eau (solvant d’extraction utilisé). Ainsi, la B amyrine,
triterpéne antérieurement identifié dans E. hirta, n’a pu étre

mise en évidence dans ces quatre préparations.

La présence d’acides organiques a pu étre confirmée ; toute-
fois, leur identification n’a pas été possible, les acides fuma-

rique, glyoxylique, lactique, malique, succinique et tartrique,
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antérieurement identifiés chez E. hirta n’étant pas retrouvés.

Sur les vingt deux acides aminés mentionnés dans la littéra-
ture, au moins huit ont pu étre séparés par chromatographie,
l/’acide ¥ aminobutyrique étant identifié dans 1les quatre

extraits aqueux.

La recherche des glucides a abouti & 1l’identification du galac-
tose et du lévulose, tandis que le glucose n’a pu étre retrouvé
dans aucune des préparations. L’absence de lactose peut égale-
ment étre confirmée.

Le dosage des ions Na*', K%, CI” et ca?* a permis d’évaluer leur
teneur respective dans chacun des quatre extraits et de cons-
tater une forte concentration en ions K* (environ 1 %), une
faible concentration en ions Na* (< 0,1 %), tandis que 1la

teneur en ions Cl1- et ca? varie entre 0,2 et 0,5 %.

La présence controversée de dérivés cyanogénétiques et d’alca-
loides, mentionnée lors de 1l’étude chimique dans la biblio-
graphie, a pu étre infirmée, dans le cas des quatre extraits
aqueux d’E. hirta.

De plus, la présence de choline, également mentionnée dans 1la
bibliographie, semble peu probable, la réaction au réactif de
Draggendorf étant négative. Effectivement, ce révélateur n’est
pas spécifique des alcaloides, mais peut caractériser d’autres
substances et notamment des amines quaternaires telles que la

choline.

Enfin, l’évaluation de 1l’indice de mousse, estimé comme étant
inférieur a 100, a permis de confirmer la présence de sapono-

sides, dans les quatre extraits aqueux d’E. hirta.



CINQUIEME PARTIE

ETUDE

PHARMACOLOGIQUE
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Depuis son introduction en Europe, E. hirta n’a cessé
de susciter 1/intérét de nombreux chercheurs, tant au niveau de
sa toxicité et de sa composition chimique, qu’au niveau de ses

propriétés thérapeutiques.

La grande notoriété de cette espéce en médecine traditionnelle
ne pouvait que conforter ces auteurs dans leur volonté de
vérifier expérimentalement certaines de ses indications théra-
peutiques essentielles, non seulement sur le modéle animal,
mais surtout en clinique humaine.

Trés souvent, le but recherché a consisté dans 1l’élaboration
d’une préparation galénique contrdlée et facilement utilisable
par les populations autochtones, afin de permettre le trai-
tement des affections auxquelles ces derniéres se trouvaient
tout particuliérement exposées (affections intestinales, telles

que la dysentérie amibienne...).

Les premiéres références, quant aux propriétés pharmacologiques
d’E. hirta semblent dater de la fin du 19éme siécle (notes du
docteur Marsset (1885)) et concernent l’action de cette plante
sur le systéme cardio-vasculaire et notamment son action béné-
fique dans le traitement de diverses atteintes respiratoires
(asthme...).

A partir de cette époque, de nombreux travaux ont été réalisés,
portant essentiellement sur les propriétés anti-asthmatiques,
spasmolytiques et anti-dysentériques de cette plante. Ce sont
surtout ces derniéres qui ont fait et font encore actuellement
l’objet de nombreuses études expérimentales et cliniques
(Martin et coll., 1964 - Ridet et Chartol, 1964 - Basit et
coll., 1977 - Ndir et Pousset, 1982 - Dalil, 1984) et qui sont
en grande partie responsables du regain d’intérét manifesté,

depuis quelques années, a l’encontre d’E. hirta.

A cb6té de ces trois indications thérapeutiques principales,
diverses autres propriétés pharmacologiques, connues ou non en

médecine traditionnelle, ont été recherchées ; c’est notamment
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le cas des propriétés galactagogues, hypoglycémiantes et
anthelminthiques, des effets irritants liés a la présence de
latex, d’éventuels effets anti-cancéreux et/ou co-carcinogénes,
mais également de diverses activités telles que les activités
anti-bactériennes, anti-fongiques, anti-virales et insecticides.

Dans un premier temps, nous avons tenté de rassembler
et de présenter, aussi clairement que possible, les différents
resultats principaux obtenus au cours de ces travaux pharma-
cologiques antérieurs (section A).

La seconde partie de cette étude (section B) est consacrée a
notre recherche personnelle, originale en comparaison de celles
préceéedemment menées, puisque axée sur la recherche d’effets
psychotropes et sur la confirmation de certaines indications
thérapeutiques traditionnelles, a notre avis non dénuées d‘un
intérét certain, telles que les activités sédatives, anal-

gésiques, fébrifuges et anti-inflammatoires.



SECTION A

ETUDES PHARMACOLOGIQUES

ANTERIEURES
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I PROPRIETES ANTI-DYSENTERIQUES

I - 1 EXPERIMENTATIONS PHARMACOLOGIQUES IN VIVO (SUR L’ANIMAL)
ET IN_ VITRO

En 1964, Ridet et Chartol testent des décoctions
aqueuses plus ou moins concentrées et un extrait hydro-
alcoolique obtenu a partir des parties aériennes fraiches
stabilisées (100 g d’extrait correspondent & 50 g de plante
séche stabilisée). _

Des tests in vitro démontrent l’action inhibitrice et 1léthale
de diverses préparations, vis-a-vis d’Entamoeba dysenteriae.
Ainsi, 1l’inhibition totale est obtenue avec une décoction au
1/5 (100 g de plante fraiche fournissent 500 g de décoction), a
la concentration de 1/15 ; comparativement, le chlorhydrate
d’émétine au 1/1000 est actif a la concentration 1/20000. La
destruction compléte des amibes est obtenue en 18 a 24 heures,
avec une décoction au 1/5, a la concentration de 3/10 ; un
extrait fluide hydro-alcoolique (50 g de plante séche four-
nissent 100 g d’extrait) est actif a la concentration de 1/8 et

se comporte comme le chlorhydrate d’émétine a 1/8000.

En 1968, Dhar et coll. mettent en évidence l’activité
amoebicide d’un extrait alcoolique de la plante entiére, vis-a-
vis d’Entamoeba histolytica STA, gridce a des tests in vitro
(concentrations actives < 125 ug/ml) et in vivo, sur des rats
infestés (dose active, administrée par voie orale : 300 mg/kg).
De plus, cet extrait n’a pas d’activité vis-a-vis d’un autre

protozoaire le Trypanosoma evansi.

En 1977, Basit et coll. étudient l’action in vitro d‘une
décoction aqueuse (23,4 % du poids de plante séche) et d’un
extrait hydro-alcoolique (20,65 % du poids de plante seéche),
vis-a-vis d’Entamoeba histolytica. Les concentrations testées
sont les suivantes : 10, 15, 20, 25, 30, 35 et 40 mg/ml.

Les auteurs obtiennent 100 % de mortalité, avec la concen-
tration de 35 mg/ml de décoction ou d’extrait hydro-alcoolique,
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respectivement en 12 et 36 heures. Ils concluent a la plus
grande solubilité du principe actif dans 1’eau chaude, compara-
tivement au mélange "eau-alcool".

En 1982, Ndir et Pousset vérifient, in vitro, 1l’activité
amoebicide d’E. hirta, sur Entamoeba histolytica.
Trois extraits différents sont testés, a différentes dilutions:
= Un extrait total 1lyophilisé, obtenu a partir de la plante
entiére (100 g de plante seéche fournissent 15 g de 1lyophi-
lisat).
- Un extrait a lracétate d’éthyle, obtenu aprés traitement du
lyophilisat par 1’acétate d’éthyle (100 g de 1lyophilisat
fournissent 2,6 g d’extrait ; ce dernier est donc 38 fois plus
concentré que le lyophilisat). ’
- Un extrait méthanolique, obtenu par traitement au méthanol du
résidu récupéré apres l’épuisement précédemment reéalise par
l’acétate d’éthyle (100 g de lyophilisat fournissent 1,20 g
d’extrait ; ce dernier est donc 84 fois plus concentré que 1le
lyophilisat).

Les auteurs observent une activité inhibitrice (disparition de
toutes les amibes) pour 1’extrait total testé a la dilution
1/10 (soit une concentration de 33 mg d’extrait/ml), mais
seulement au bout de quatre jours.

Concernant 1l’extrait a 1l’acétate d’/éthyle, 1’inhibition de 1la
culture amibienne est observée au quatriéme jour, avec 1la
dilution 1/200 (soit 1,6 mg d’extrait/ml). L‘extrait é&tant 38
fois plus concentré que le lyophilisat, 0,78 mg/ml aurait da
suffire a inhiber la culture ; on peut donc en conclure que les
principes éctifs sont peu solubles dans 1’acétate d’éthyle.
L’extrait méthanolique, quant & 1lui, inhibe 1la culture
amibienne dés le troisiéme jour, avec la dilution 1/100 (soit
3,3 mg d’extrait/ml). L‘extrait étant 84 fois plus concentré
que le lyophilisat, 0,35 mg/ml aurait da suffire a inhiber 1la
culture ; on peut donc en conclure que les principes actifs
sont peu solubles dans le méthanol.

Le chlorhydrate d’/émétine, utilisé comme produit de référence,
est actif dés le premier jour de la culture, a partir de 1la
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dilution 1/80000.

I - 2 EXPERIMENTATIONS CLINIQUES

L’efficacité de la décoction de plante fraiche a été

vérifiée en 1948, sur plusieurs cas de diarrhées amibiennes et
de diarrhées dysentériformes observées a 1l’hdépital de Conakry,
par Kerharo et Bouquet (observations mentionnées par Debaille
et Pétard, en 1953).
Cependant, les essais n’ont pu étre poursuivis assez longtemps,
notamment en raison de la mauvaise conservation de la prépa-
ration et de son emploi peu pratique, le patient devant
absorber un volume treés importanﬁ‘(plus d’un litre par jour).

En 1953, Debaille et Pétard étudient 1l’effet d’un
extrait fluide obtenu a partir des parties aériennes stabi-
lisées, desséchées, pulvérisées, puis épuisées par lixiviation
avec de 1l’alcool a 45° (2 g d’extrait correspondent a 1 g de
poudre de plante séche stabilisée).

Administré a un sujet sain, & raison de trois cuillerées a
soupe par 3jour, 1l’extrait ne provoque ni constipation, ni
diarrhées sensibles.

La posologie prescrite a des sujets atteints d’amibiase intes-
tinale aigué est de quatre cuillerées & soupe par jour pendant
trois iours, puis trois cuillerées par jour pendant trois jours
et finalement deux cuillerées par jour pendant trois jours. Une
telle médication entraine la dispafition des amibes présentes
dans les selles, au bout de trois a cing jours de traitement,
les selles redevenant normales, la diarrhée et les phénoménes
douloureux disparaissant en quatre jours. Une réactivation, dix
jours aprés la fin du traitement, par le cyanure de mercure (1
cg/jour, durant trois jours, en injection I.V.) et le sulfate
de soude (15 g, per os, le troisiéme jour) reste inefficace.
Aucune rechute n’est observée, durant les 95 jours d’obser-
vation aprés la cessation du traitement. Signalons 1’inef-
ficacité de la plante, vis-a-vis de Trichomonas et d’oeufs de

Tricocéphales et d’Ascaris observés dans les selles de certains
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malades.

Des études cliniques ont été effectuées a Bobo-Dioulasso
(Haute-Volta) (Ridet et Chartol (1964)), sur des patients (53)
atteints de divers types d’amibiase (dysentéries amibiennes
aigués vraies, amibiase intestinale a forme diarrhéique simple,
amibiase intestinale fruste de prenmieére atteinte, amibiase
chronique vraie a type de diarrhée prédominante déja traitée,
amibiase intestinale de rechute, . colites para-amibiennes
affectant d‘anciens amibiens, amibiase intestinale chronique,
colites non spécifiques sans antécédents amibiens confirmés).
La posologie quotidienne optimale est de quatre cuillerées a
soupe d’extrait hydro-alcoolique obtenu a partir des parties
aériennes fraiches (100 g d’extrait corespondant a 50 g de
plante séche stabilisée) ; le médicament est absorbé en quatre
prises espacées, pour une durée totale de traitement de neuf
jours. Pour les enfants, la dose journaliére est de deux ou
trois cuillerées, la durée totale restant identique. Si 1’on
considére qu’une cuillerée a soupe contient 15 ml ou environ
15.g9 d’extrait (celui-ci est constitué par une forte proportion
d’eau), une prise correspond donc a 7,5 g de plante séche
(15.x.50)/100. Dans le cas du traitement; le plus couramment
utilisé pour un adulte (quatre prises  pendant trois jours,
trois prises pendant trois jours, deux prises pendant trois
jours, soit 27 cuillerées), la cure est de 202,5 g de plante

séche.

Ces essais ont permis de révéler 1l’efficacité de 1’extrait
contre les symptdémes de la dysentérie amibienne aigué et une
négativatién coprologique rapide. Dans les formes chroniques,
les résultats s’avérent encourageants. Le traitement est bien
toléré ; ainsi, aucun trouble cardio-vasculaire, rénal ou
neurologique n’est constaté.

Signalons 1l’inefficacité du traitement, vis-a-vis des autres
parasites possibles, 1la plupart des malades étant polypara-
sités. Toutefois, les signes fonctionnels attribuables a ces
infections semblent améliorés.
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Ces expérimentations ont été poursuivies par Martin et
coll., en 1964, qui ont testé un nébulisat concentré exempt
d’alcool, obtenu a partir d’un extrait hydro-alccolique et
présenté sous la forme de comprimés dragéifiés dosés a 0,45 g
de nébulisat.

La posologie est la suivante : quatre prises de quatre com-
primés pendant quatre jours, puis quatre prises de trois
comprimés pendant quatre Jjours et quatre prises de deux
comprimés pendant deux jours ; soit, au total, 128 comprimés
représentant 57,60 g de nébulisat, avec un maximum journalier
de 7,20 g. Pour 1les enfants de .moins de sept ans, les
posologies sont réduites de moitié.

Ce traitement a permis d’obtenir une guérison dans 83 % des cas
(97 patients en tout) et 89 % si 1l’on ne considére que les
amibiases de premiére atteinte. Les résultats sont rapides et
ne nécessitent qu’une cure unique. La guérison est durable,
elle résiste a la réactivation et se maintient sans rechute
pendant toute la durée d’observation aprés traitement (cing a
douze mois ou plus).

La tolérance est excellente, le produit pouvant étre administré
4 des nourrissons, des personnes igées ou des malades atteints
d’affections graves.

Les auteurs penchent en faveur d’une activité amoebicide
directe et d’un mode d’action du type "tout ou rien" (les
échecs observés sont cliniquement et parasitologiquement
complets dans la majorité des cas, c’est-~a-dire que le syndrome
clinique persiste et que les amibes sont constamment présentes

dans les selles).

En 1984, Dalil étudie 1les propriétés anti-amibiennes
d’un décocté lyophilisé, obtenu & partir des parties aériennes
(1 kg de poudre végétale fournit 100 g de 1lyophilisat). La
forme pharmaceutique utilisée consiste en sachets d’élastomére
contenant chacun 5 g de lyophilisat. Le contenu du sachet est
consommé, dissous dans un grand verre d’eau, a raison de 5 g le
matin et 5 g le soir pendant trois jours. La posologie
quotidienne, soit 10 g de lyophilisat, correspond a la dose
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journaliére des tradipraticiens.

Le traitement est effectué sur six femmes et quatre hommes,
4gés de plus de 18 ans et atteints d’amibiase intestinale
confirmée par un examen parasitologique des selles. Sont
exclus, les sujets atteints d’amibiase extra-intestinale ou
chronique, ainsi que 1les sujets ayant recu un traitement
amoebicide, dans les quinze jours qui précédent. Les patients
sont soumis & des examens cliniques et parasitologiques avant
le traitement, puis deux jours aprés la fin du traitement. Une
surveillance clinique et parasitologique est effectuée huit et
quinze jours aprés le début de la cure. Les sujets sont encore

suivis pendant un mois.

L’auteur obtient de trés bons résultats, qui se manifestent dés
le cinquiéme jour (deuxiéme Jjour aprés la fin du traitement)
par la disparition des signes cliniques (huit cas), ou par leur
amélioration (deux cas) et par la disparition totale (sept cas)
ou presque (rares amibes dans deux cas et quelques kystes dans
un cas) des amibes. Au huitiéme jour, sur neuf malades suivis,
le dixiéme ayant été perdu de vue, la disparition des signes
cliniques est générale (neuf cas) et l’absence d’amibes est
observée dans huit cas (persistance de rares kystes, chez un
sujet). La guérison totale est obtenue au quinziéme jour.

Aucune rechute n’a été notée, pendant la période d’observation
(un mois). Le traitement est bien toléré ; il faut cependant
mentionner deux cas de constipation légére et réversible a

1’arrét du traitement.

E. hirta semble donner des résultats comparables a ceux obtenus
avec le metronidazole (amoebicide tissulaire et de contact
prescrit é'raison de 1,5 a 2 g/kg/jour pour un adulte et 40 a
50 mg/kg/jour pour un enfant, la durée du traitement variant de
cing a sept jours). Toutefois, cet amoebicide provoque souvent
des effets secondaires divers (nausées, vomissements, gastral-
gies, céphalées, vertiges, accidents sanguins...) ; de plus,
diffusant dans tout l’organisme, il est retrouvé dans la salive
et le lait et passe la barriére placentaire.

Enfin, le coGt du traitement par malade est de 1534 CFA pour le
métronidazole et de 200 CFA pour la plante (hormis le prix de
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la lyophilisation et de la main-d’oceuvre).

Les résultats obtenus avec E. hirta, au cours de ces expéri-
mentations pharmacologiques réalisées in vivo, in vitro et en
clinique, confirment largement les indications traditionnelles

préconisant la plante comme amoebicide.

Remarque : Recherche d’une activité vis-a-vis des Trichomonas.

En 1984, Karimou met en évidence l’absence d’acti-
vité lytique d’un extrait aqueux lyophilisé, sur une culture de
Trichomonas vaginalis, avec les concentrations suivantes : 10 -
5-2-1-0,5-0,2 et 0,1 mg d’extrait/ml de milieu liquide.
Toutefois, aprés 48 et 72 heures d’incubation en présence de
concentrations supérieures (40, 20 et 15 mg/ml), les cultures

sont moins florissantes.
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II ACTION SUR LES SYSTEMES RESPIRATOIRE ET CARDIO-VASCULAIRE

Dés 1885, Marsset (mentionné par Maiden (1889) et Holmes
(1923)) constate l’existence d’un principe actif, toxique pour
les petits animaux et provoquant leur mort par arrét des
mouvements respiratoires et des pulsions cardiaques préala-
blement accélérées puis ralenties.

La plante agirait directement sur les centres cardiaques et
respiratoires et donne de bons résultats dans les cas d’asthme

spasmodique, d’emphyséme et de bronchite chronique.

En 1931, Dikshit et Rao (mentioﬁhés par Kerharo et Adam,
en 1974) constatent une action assez forte sur l’appareil respi-
ratoire ; ainsi, la plante ralentit la respiration et provoque
une dilatation marquée des bronches, chez le rat et le chien.
Le systéme cardio-vasculaire est également déprimé et 1la
pression sanguine chute, principalement en raison de 1’action

exercée sur le coeur.

Les effets cardio-vasculaires et respiratoires d’un
extrait fluide hydro-alcoolique déalcoolisé et partiellement
purifié (traitement par le réactif de Lloyd) ont été étudiés
sur des chiens, & la dose de 0,1 ml/kg, en I.V. (Hazleton et
Hellerﬁan, 1948).

Sur la pression sanguine, la plante provoque une réponse
biphasique (augmentation suivie d’une chute plus nette), 1la
phase initiale semblant liée a un phénoméne de tachyphylaxie et
disparaissant aprés l’administration de plusieurs doses. Cette
vasodépression ressemble & celle induite par 1’histamine,
cependant le retour a la normale est plus rapide, la durée
d’action bréve et il n’y a pas d’accumulation évidente des
effets. De plus, des injections alternées d’histamine et
d’extrait végétal indiquent clairement 1’absence d’activité
anti-histaminique de la part d’E. hirta.

Les effets respiratoires sont faibles et se traduisent, a
fortes doses, par une augmentation du rythme respiratoire
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suivie d’une apnée.

L’absence d’effet significatif vis-a-vis des actions hémo-
dynamiques de l‘’adrénaline ou de 1l’acétylcholine et 1’absence
d’antagonisme des effets de la plante par des doses d’atropine
(parasympatholytique) indiquent que 1les effets vasculaires
seraient indépendants du systéme nerveux autonome.

D’aprés les auteurs, E. hirta exercerait une activité myo-
tropique directe ; 1l’action vasodépressive ne serait pas due a
l’histamine ou & toute autre substance comparable. Effecti-
vement, au cours de sa préparation, 1l’extrait végétal fluide
déalcoolisé et partiellement purifié, utilisé dans ces tests
pharmacologiques, a subi une filtration a travers le réactif de
Lloyd ; or, injectée a4 un chien, une solution d’histamine
soumise au méme traitement ne présente plus d’activité hista-
minique ; ceci indiquerait 1’absence de toute substance de type
histaminique, dans 1‘’extrait végétal testé. De plus, 1l’injec-
tion d’un anti-histaminique (pyrabenzamine HCl) n’a pas d’effet
appréciable sur l’action vasodépressive de la plante. Enfin,
aprés administration, a des chiens, d’un inhibiteur cholines-
térasique (le parathion), l’injection d’atropine antagonise 1la
stimulation vagale et augmente temporairement les échanges
respiratoires ; cependant, lors de la phase de diminution des
échanges respiratoires, 1l’injection de 1l’extrait végétal
produit la réponse biphasique caractéristique et augmente les
échanges respiratoires ; ces effets seraient dis a une dila-
tation bronchiale neurotropique dans le cas de l’atropine et
myotropique dans le cas d’E. hirta.

En 1962, Feng et coll. préparent des extraits aqueux et
éthanoliques de l’espéce jamaicaine (1 ml d’extrait correspond
a 1 g de plante fraiche) et aboutissent aux constatations
suivantes :

- L’extrait aqueux provoque une diminution de 1l’amplitude et du
rythme cardiaque, a la dose de 1 ml, sur le coeur isolé de
lapin, ainsi qu’une diminution de 1la pression sangquine du
chien, & des doses < 0,1 ml/kg de poids corporel.

- L’extrait éthanolique provoque également une augmentation de
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l’amplitude et du rythme cardiaque, a la dose de 1 ml, sur le
coeur isolé de lapin, ainsi qu‘une diminution de la pression
sanguine du chien, & des doses inférieures a 0,1 ml/kg et une
forte augmentation du débit sanguin de la patte postérieure du
rat, a la dose de 0,01 ml.

En 1964, Steinmetz mentionne la dilatation bronchiale,
occasionnée chez des animaux anesthésiés, aprés des injections
I.V. de petites doses d’extrait. La plante accélére puis
ralentit les mouvements respiratoires et cardiaques ; son
action s’exerce principalement par le nerf pneumogastrique ; de
trop fortes doses paralysent la respiration et le coeur ;
enfin, il n’y a pas d’effets cumulatifs.

L’auteur signale également 1l’utilisation thérapeutique de
l’extrait fluide ou de la teinture, dans un mélange composé
généralement des parties aériennes de Lobelia, des bulbes de
Scilla alba ou des rhizomes de Polygala senega, pour son action
sédative sur le systéme cardio-vasculaire et son effet broncho-

dilatateur.

En 1968, Dhar et coll. étudient les effets d’un extrait
alcoolique sur la respiration et le systéme cardio-vasculaire.
Les expériences sont réalisées sur des chiens ou des chats
anesthésiés. L’extrait est administré par voie I.V., & des
doses allant jusqu’a 50 mg/kg. Concernant la pression sanguine,
les effets A’E. hirta sont testés sur le taux normal, ainsi que
vis-a-vis des réponses induites par 1’adrénaline (0,5 a 1
ng/kg, en'I.V.), l’acétylcholine et 1l’histamine (0,25 a 0,5
nag/kg, en I.V.).

Les auteurs mettent ainsi en évidence une certaine activité sur
la pression sanguine sans en préciser la nature, aucune action

n’étant obtenue sur la respiration , aux doses utilisées.

Des expérimentations sont également réalisées sur le coeur
isolé de cobaye. L‘’extrait végétal est injecté dans le liquide
de perfusion, sous un volume de 0,5 ml. Aucun effet n’est

observé.
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III PROPRIETES SPASMOLYTIQUES

Dikshit et Rao, en 1931 (cités par Kerharo et Adam
(1974)), mentionnent 1les effets d’E. hirta sur 1’intestin,
aprés injection I.V., se manifestant par l’arrét immédiat du
péristaltisme et par la diminution du tonus musculaire.

En 1948, Hazleton et Hellerman mettent en évidence 1les

effets relaxants et anti-histaminiques d’un extrait fluide
hydro-alcoolique déalcoolisé, vis-a-vis de 1’iléon de cobaye.
L’extrait végétal seul (102 ml d’extrait/ml de cuve, ce qui
correspond a un volume d’extrait de 1 ml pour une cuve de 100
ml) provoque une contraction du muscle, suivie d’un retour au
péristaltisme basal. De plus, il antagonise et prévient 1la
contraction induite par l’histamine (2.10°5 mg/ml de cuve).
Ces effets sont retrouvés avec un extrait fluide déalcoolisé et
partiellement purifié (traitement par le réactif de Lloyd),
ainsi qu’avec ce méme extrait traité par 1l’acide chlorhydrique
N/10, a la température de l’eau bouillante et pendant quinze
minutes (histamine testée a 5.10"° mg/ml de cuve et extraits
testés a 102 ml/ml de cuve) ; toutefois, la contraction induite
est nettement diminée. Un antagonisme est également obtenu,
vis-a-vis de contractions induites par 1l’acétylcholine (2.10°5
mg/ml de cuve), avec l’extrait déalcoolisé et partiellement
purifié (2.102 ml/ml de cuve).

Différents extraits 4’E. hirta sont également testés :

- Une extraction éthérée de 1l’extrait fluide déalcoolisé ne
déplace pas les principes actifs, le résidu aqueux présentant
la plus grande partie des propriétés relaxantes et contrac-
tantes ; aprés élimination de 1’éther, la fraction éthérée
présente essentiellement des propriétés stimulantes.

- Un extrait aqueux présente une activité anti-histaminique
réduite de moitié par rapport a celle de 1l’extrait fluide
déalcoolisé, avec une phase de contraction proportionnelle.

~ Un extrait alcoolique & 95 %, obtenu a partir du résidu sec
d’un extrait aqueux (aprés remplacement de 1l’alcool par de
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l’eau), présente presque toutes 1les propriétés stimulantes.
L’action développée ressemble a celle de l’histamine et est
antagonisée par 1l’extrait fluide déalcoolisé. De plus, cet

extrait alcoolique renforce la contraction histaminique.

Selon les auteurs, E. hirta exercerait une action dépressive
directe sur les muscles lisses, plutét qu’une activité anti-
histaminique spécifique. Cette action serait typiquement anti-
spasmodique (relaxation des spasmes induits sur 1’intestin ou
les bronches, mais faible effet sur les tissus normaux et
absence d’interférence avec les contractions rythmiques intes-

tinales normales).

La plante contiendrait au moins deux principes actifs :

= L’un responsable de l’/action stimulante, soluble dans 1’eau
et les solvants organiques, déplacé par filtration a travers le
réactif de Lloyd, isolé par extraction éthérée d’un extrait
fluide déalcoolisé ou extrait du résidu obtenu a partir d‘’un
extrait aqueux.

— Le second, responsable de l’action relaxante, serait hydro-
soluble et se maintiendrait stable en solutions aqueuses
conservées & température ambiante ; ce principe n’est pas
adsorbé par le réactif de Lloyd, il n’est pas hydrolysé par un
acide minéral faible & la température de 1l’eau bouillante et il
ne peut étre extrait par 1l’éther d’une solution a pH acide ou
par l’alcool & partir du résidu sec. Il ne semble pas de nature

alcaloidique ou glycosidique.

Ces expérimentations ont été poursuivies en 1950, par
les mémes auteurs, sur divers organes isolés et avec un extrait
fluide déalcoolisé et partiellement purifié.

Ainsi, E. hirta, testée a 102 ml d’extrait/ml de cuve, présente
des effets préventifs et curatifs, vis-a-vis de la contraction
induite sur 1/iléon de souris, par l’acétylcholine (2.10%mg/ml
de cuve).

A 2.10° ml d’extrait/ml de cuve, l’extrait supprime également
la contraction induite sur 1’iléon de cobaye, par le chlorure
de baryum (0,1 mg/ml de cuve).
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Des effets préventifs et curatifs, vis-a-vis de la contraction
histaminique (histamine testée a 2.10°3 mg/ml de cuve) induite
sur l’utérus de cobaye, sont obtenus avec 1l’extrait végétal
testé a4 5.102 ml d’extrait/ml de cuve.

Des essais sont également réalisés sur la trachée de cobaye et
permettent de mettre en évidence un effet relaxant immédiat et
réversible provoqué par 1l’extrait végétal seul, ainsi que des
effets préventifs et curatifs vis-a-vis de la contraction hista
minique (histamine testée a 102 mg/ml de cuve) obtenus avec 1la
concentration de 4.102 ml d’extrait/ml cuve.

Concernant toujours la relaxation des contractions histami-
niques, une légére synergie est observée entre E. hirta (4.1072
ml d’extrait/ml de cuve), l’aspirine (0,1 mg/ml de cuve) et la
caféine (0,1 mg/ml de cuve).

Signalons l’action inhibitrice de 1la caféine vis-a-vis de 1la
contraction histaminique de la trachée et son inefficacité vis-
a-vis de celle induite sur 1l’iléon. A 1l’inverse, l’aspirine
supprime la contraction histaminique induite sur 1/iléon, mais
reste sans effet vis-a-vis de celle induite sur la trachée.
Associée a la caféine ou & la plante, l’aspirine n’interfére
pas avec les effets relaxants de ces substances, vis-a-vis de

la constraction histaminique de la trachée.

Enfin, un 1léger effet relaxant est obtenu avec 1l’extrait
végétal testé a 4.102 ml/ml de cuve (relaxation sous la valeur
basale, par apport d’une méme dose d’extrait), vis-a-vis de la
contraction induite par le blanc d’oceuf a 102 ml/ml de cuve,
sur la trachée de cobaye préalablement sensibilisé au blanc
d‘oeuf (injection I.P. de 5 ml de blanc d’oceuf a 25 %, deux
semaines avant le prélévement de la trachée). Comme dans le cas
de la contraction histaminique, la caféine (0,1 mg/ml de cuve)
supprime l’effet du blanc d’oeuf, 1l’aspirine (0,1 mg/ml cuve)
n’ayant pas d’action. De plus, l’administration simultanée de
l’extrait végétal (4.102 ml/ml de cuve), de caféine (0,1 mg/ml
de cuve) et d’aspirine (0,1 mg/ml de cuve) provogue une
relaxation immédiate et comparable a celle induite par
l’administration de cet extrait suivie de celle du mélange

"caféine - aspirine".
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Les auteurs mentionnent 1les travaux de Castillo (1948),
permettant 1’obtention d’effets comparables, par utilisation de
sérum de cheval comme antigéne de sensibilisation, a la place
de blanc d’oeuf.

De l’ensemble de ces travaux, les auteurs tirent différentes
conclusions et notamment :

- L’existence d’une plus grande sensibilité de 1’iléon, compara-
tivement a la trachée, vis-a-vis de 1l’histamine et de 1l’extrait
végétal.

- L’existence d’une efficacité supérieure de 1la part de
l’extrait, vis-a-vis du spasme histaminique provoqué sur 1la
trachée, en comparaison avec la contraction induite par un
allergéne tel que le blanc d’oeuf.

- E. hirta aurait une action dépressive relativement spéci-
fique sur la musculature trachéenne ; cette activité serait
différente de celle des anti-histaminiques et des anti-
spasmodiques du type "atropine" (parasympatholytique et antago-
niste de 1l’acétylcholine) et similaire a celle de 1’adrénaline
et de l’aminophylline.

Les propriétés anti-spasmodiques d’E. hirta ont égale-
ment pu étre mises en évidence sur 1’iléon isolé de cobaye, par
Hallett et Parks (1953). La contraction est induite par 1l’hista-
mine (0,25.10°a 3.10° mg/ml de cuve). L’extrait végétal fluide
et déalcoolisé (obtenu par percolation avec de l’alcool dilué
ou par extraction alcoolique continue, puis élimination du
solvant et remplacement par de 1l’eau) est testé a des doses
variant de 102 a 2.102 mg de plante fraiche/ml de cuve.

Avant traitement par le réactif de Lloyd, l’extrait provoque
une contraction supplémentaire & celle induite par 1l’histamine
suivie d’un antagonisme des effets histaminiques ; aprés trai-
tement, seul 1’effet relaxant subsiste.

D’autres préparations ont été testées telles qu’un macérat de
la plante, obtenu par traitement sous reflux avec des fractions
successives d’alcool et qui présente les deux activités (rela-
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xation et contraction), mais également un macérat aqueux, qui
toutefois renferme de forts taux de substances mucilagineuses
inactives. Un extrait au Skelly B et a 1l’éther ne présente
aucune des deux activités considérées.

Les auteurs ont également évalué la stabilité du principe anti-
spasmodique obtenu dans l’extrait déalcoolisé. Ils ont ainsi
mis en évidence la formation importante de moisissure, lorsque
la solution est laissée quelques mois a la température de 1la
piéce ; cependant, aprés élimination de celle-ci par filtra-
tion, l’/activité reste intacte. Les propriétés anti-
spasmodiques sont stables, aprés conservation dans le chloro-
forme pendant deux ans. Ceci est également 1le cas, apres
chauffages prolongés de la solution, en présence d’acide chlor-
hydrique. Enfin, 1l’oxygénation de la solution pendant quelques
heures ne diminue pas 1l‘’activité.

Hallett et Parks mentionnent 1l’existence de deux principes
actifs :

- Un principe responsable de l/activité stimulante, apparemment
extrait en plus grandes gquantités par l’alcool pur, compara-
tivement & 1l’alcool dilué ou éil’eau. Ce principe est stable a
la chaleur, aux acides et aux alcalis pendant de courtes
durées. Les solutions acides aqueuses perdent leur activité au
bout de quelques semaines ; par contre, les solutions hydro-
alcooliques ou aqueuses, stockées sous chloroforme, la conser-
vent au bout de quelques mois. Ce principe traverse facilement
une membrane de dialyse et est adsorbé par le réactif de lloyd,
& partir duquel il ne peut étre élué ; il est également adsorbé
par une résine échangeuse de cations, a partir de laquelle il
peut étre élué avec de l’acide chlorhydrique & 5 %. Il pourrait
s’agir d’une substance trés faiblement basique.

- Le second principe est responsable de l’activité relaxante.
Il n’est pas extractible par 1l’éther a pH 4,5, & partir de
solutions aqueuses ; il n’est pas détruit par ébullition en
présence d’acide chlorhydrique dilué ; maintenu a la tempé-
rature de la piéce et en solution acide aqueuse, il reste
stable pendant de 1longues périodes. Ce principe est tres
soluble dans 1l’eau, insoluble dans les solvants non polaires.
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Il est également sensible aux conditions alcalines et n’est pas
adsorbé par 1le réactif de Lloyd. Selon 1les auteurs, cette
activité spasmolytique ne serait pas associée a une sustance
fortement basique, mais ceux-ci n’éliminent pas la possibiliteé
d’un alcaloide. Une substance glycosidique semble également peu
probable.

En 1962, Feng et coll. étudient les effets spasmoly-
tiques d’extraits aqueux et éthanolique de l’espéce jamaicaine
(1 ml d’extrait correspond a4 1 g de plante fraiche), vis-a-vis
des mouvements spontanés et du tonus du duodénum isolé de
lapin, vis-a-vis des spasmes induits par l’ocytocine et le 5-
hydroxytryptophane sur 1’utérus isolé de ratte et vis-a-vis des
spasmes induits par 1l’acétylcholine, l’histamine, le baryum et
la nicotine sur 1’iléon isolé de cobaye.

Les résultats suivants sont obtenus :

- Les extraits aqueux et éthanoliques, testés a des volumes
inférieurs ou égaux a un ml, n’ont aucun effet inhibiteur, vis-
a-vis des mouvements spontanés du duodénum isolé de lapin et
vis-a-vis de 1l’action des différents composés spasmogénes
testés sur l’utérus isolé de ratte.

- L’extrait éthanolique exerce une action spasmolytique, vis-a-
vis des effets des substances spasmogénes testées sur 1l’iléon
isolé de cobaye. Cette action se manifeste pour un volume
d’extrait de 0,1 ml.

- L’extrait aqueux, quant a lui, reste inefficace.

En 1968, Dhar et coll. testent l’activiteé spasmolytique
d’un extrait alcoolique d‘E. hirta, sur 1’iléon isolé de
cobaye. Les agents spasmogénes utilisés sont le chlorure
d’acétylcholine (5 x 10° g), le phosphate acide d’histamine
(108 g) et, dans certains cas, le sulfate de créatine 5-
hydroxytryptamine, le chlorure de baryum et 1le sulfate de
nicotine.

Ajouté une minute avant l’agent spasmogéne, 1l’extrait végétal
pPrésente une activité spasmolytique.



- 164 -

En 1978, El1 Naggar et coll. démontrent les propriétés
relaxantes et stimulantes, sur 1l’iléon isolé de cobaye, de
différentes fractions obtenues a partir d’un extrait éthano-
lique des parties aériennes (aprés fractionnement par 1le
chloroforme et l’eau, puis extractions successives de la phase
aqueuse par l’acétate d’éthyle et le n-butanol).

L’extrait éthanolique, la fraction soluble dans le n-butanol et
la fraction aqueuse finale provoquent 1la contraction de
l1/intestin ; 1la fraction soluble dans 1l’acétate d’éthyle
provoque la relaxation de 1’iléon.

Par différentes extractions et par plusieurs chromatographies
successives, les auteurs isolent et identifient les composés
responsables : L’activité relaxante serait due a la présence
d’acide shikimique, l’activité stimulante serait imputable a 1la

choline.
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IV PROPRIETES GALACTOGENES

Ces propriétés ont été étudiées, en 1963, par Blanc et
coll. sur des cobayes femelles impubéres. La poudre végétale,
conditionnée sous forme de pilules dosées a 50 mg, est adminis-
trée journellement par voie orale, pendant vingt jours.

Cette étude a permis de mettre en évidence un accroissement
mammaire trés net, quelques jours aprés le début de 1l’adminis-
tration de la drogue (cing & six jours), suivi d’un début de
sécrétion de type colostrum ou lactescent (septiéme et huitieéme
jours du traitement).

Ces résultats sont corroborés par des constatations histo-
logiques effectuées sur 1les glandes mammaires (involution
correspondant cytologiquement & un stade de sécrétion lactée)
et sur 1’hypophyse (présence d‘un stock de cellules éosi-
nophiles prolactinogénes plus important que la normale, au
niveau du lobe antérieur).

Les auteurs obtiennent également un phénoméne synergique, par
l’association d’E. hirta et de Sersalisia djalonensis, une
autre plante galactogéne.

Ainsi, la plante renfermerait une ou plusieurs substances a
activité anti-oestrogénique, ou a activité prolactinique. Les
auteurs penchent en faveur de 1la seconde hypothése, 1la
sécrétion lactée étant établie en dehors de toute période de

gestation.

Ces expénimentations ont été poursuivies par (de) Saqui-
Sannes, en 1971. L’extrait alcoolique total ou ses fractions
€thérée, éthéro-acétique et butanolique sont administrées orale-
ment a des pigeons, sous forme de pilules et & différentes
posologies.

A la fin de l’essai, les jabots sont prélevés et pesés. En
effet, l’administration d’une substance capable d’accroitre 1la
sécrétion antéhypophysaire de prolactine se traduit par une
augmentation de 1l’épaisseur de 1’épithélium du jabot avec

accroissement pondéral de ce dernier.
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Ces essais ont permis de mettre en évidence une activité
(accroissement pondéral significatif) de l’extrait total admi-
nistré pendant six jours, a raison de 2 g d’extrait par animal
et par jour, soit 12 g au total. Cet effet est sensiblement 1le
méme que celui provoqué par l’administration sous-cutanée et
quotidienne de 0,5 U.I. de prolactine, pendant six jours, soit
3 U.I. au total.

De plus, l’effet biologique est retrouvé dans 1la fraction
butanolique, administrée pendant six jours, & raison de 0,2 g
d’extrait par animal et par jour, soit 1,2 g au total. Cette
activité est sensiblement la méme que celle induite par 1l’admi-
nistration quotidienne, en sous-cutanée, de 0,3 U.I. de

prolactine, pendant six jours, soit 1,8 U.I. au total.

L’auteur conclut a 1la présence trés probable du ou des
principes actifs considérés, dans cette fraction butanolique.
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V RECHERCHE D’EFFETS IRRITANTS, ANTI-CANCEREUX OU CO-CARCINO-
GENES

V = 1 PROPRIETES IRRITANTES

Dés 1885, Marsset mentionne 1les effets irritants
d’E. pilulifera sur 1la muqueuse gastrique, la peau et les
autres muqueuses n’étant pas affectées.

En 1975, Kinghorn et Evans étudient 1les propriétés
irritantes du latex de diverses Euphorbes, vis-a-vis de 1la
peau. Pour ce faire, 5 pl d’extrait acétonique sont appliqués
sur la face interne des oreilles de souris femelles Laca.

E. hirta, testée a des doses allant de 6,25 a 400 pg/5 pl, ne
provoque aucune irritation. Cependant, les auteurs mentionnent
l’obtention d’une faible irritation, lorsque les doses sont

fortement augmentées.

V - 2 PROPRIETES ANTI-CANCEREUSES OU CO-CARCINOGENES

En 1968, Dhar et coll. mentionnent 1l’activité anti-
cancéreuse d’un extrait alcoolique de la plante entiére (doses
testées non précisées) vis-a-vis de la leucémie de Friend
induite chez la souris et l’inefficacité de ce méme extrait
vis-a-vis du carcinome épidermique du naso-pharynx humain, de
la leucémie L-1210 lymphoide et du sarcome 180 induits chez 1la

souris.

En 1981, Ito et coll. réalisent des essais in vitro, sur
des cellules lymphoblastoides humaines contenant le génome du
virus d’Epstein-Barr. Les auteurs n’observent aucune activité
promotrice vis-a-vis du cancer induit par le virus (moins de
0,1 % de cellules humaines expriment les antigénes corres-
pondant au virus), aprés addition des concentrations de 100 et
10 pg/ml d‘un extrait obtenu par extraction éthérée des tiges

d’E. hirta, suivie d’une concentration et d’une dissolution du
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résidu dans l1l/’éthanol.

En 1980, Baslas et Agarwal mentionnent 1l’activité co-
carcinogénétique de divers diterpénes présents dans différents
extraits d’E. hirta. Ainsi, 1le 20-0-acétylréséniféronol-
9,13,14-orthophénylacétate est 1iso0lé d’un extrait éthéré des
racines ; 1’ingénol triacétate est obtenu dans un extrait
éthéré des parties aériennes et dans un extrait éthanolique des

racines dégraissées a 1l’éther de pétrole.

Cependant, Evans et Taylor (1983) mentionnent l1l/absence

de diterpénes, chez E. hirta L.
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VI PROPRIETES PHARMACOLOGIQUES DIVERSES

VI - 1 ACTION PREVENTIVE VIS-~A-VIS DU CHOC ANAPHYLACTIQUE

Un effet préventif modéré a été mis en évidence, en
1948, par Hazleton et Hellerman, avec un extrait fluide
déalcoolisé A’E. hirta.
En effet, l’injection I.P. de blanc d’oeuf pur (0,75 ml) a des
cobayes préalablement sensibilisés (injection I.P. de 5 ml de
blanc d’oeuf & 25 %) provoque des difficultés respiratoires
importantes accompagnées de hoquets et de mouvements convul-
sifs, puis le coma et finalement la mort des animaux.
E..hirta, administrée oralement (15 ml d’extrait/kg, une heure
avant le blanc d’oceuf), semble protéger modérément du choc
anaphylactique et ceci malgré 1la variabilité des reésultats
obtenus. Ainsi, l’administration de 1l’extrait maintient tous
les animaux en vie ; cependant, la moitié meurt, aprés une
nouvelle injection de blanc d’oceuf. Aprés traitement des
survivants par 1l’extrait végétal, puis injection de blanc
d’oeuf, tous meurent.
E. hirta agit essentiellement sur la respiration en la rendant
plus facile et en 1l’accélérant. Effectivement, une injection
I.V. de 0,10 ml d’extrait accélére momentanément 1la respi-
ration, tandis que plusieurs injections successives d’extrait
(0,10 ml) réduisent progressivement 1l’effet dépressif du blanc
d’oeuf (une injection I.P. de 0,75 ml), pour finalement
permettre le retour & un rythme respiratoire normal (volume
total d’extrait nécessaire : 0,4 ml).

VI = 2 ACTIVITE ANTI-BACTERIENNE

En 1949, Collier met en évidence une certaine activité
antibiotique, pour des extraits testés aux dilutions de 1/5 a
1/60 ; ces résultats sont en contradiction avec ceux de
Bushnell (1950) et de Karel et Roach (1951), faisant état de
tests négatifs (observations mentionnées par Watt et Breyer-
Brandwijk, en 1962).
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En 1968, Dhar et coll. étudient 1l’activité d‘un extrait
alcoolique de 1la plante entiére, vis-a-vis de 2 gram +
(Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus), de 3 gram -
(Salmonella typhi, Escherichia coli et Agrobacterium
tumefaciens) et de Mycobacterium tuberculosis H37RV, gréce a
des essais in vitro.

Pour les cing premiers microorganismes, l’extrait végétal est
considéré comme actif si la concentration de 25 yg d’extrait
sec/ml inhibe la croissance bactérienne. Pour Mycobacterium,
1l’extrait végétal est testé a 80, 40 et 20 pg/ml.

Les auteurs n’observent aucune activité bactéricide, dans 1les

six cas considérés.

En 1984, Ajao et coll. étudient in vitro 1l’activité
antibactérienne des feuilles (extrait liquide A, obtenu par
pulvérisation du matériel frais, centrifugation du jus récupéré
et collecte du surnageant ; extrait liquide €, obtenu de 1la
méme maniére que A avec, en plus, ébullition du matériel frais
pulvérisé pendant trois heures) et des tiges (extrait B obtenu
de la méme maniére que A).

Les microorganismes sont les suivants : Micrococcus luteus
(NCIB 196), Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis,

Streptococcus dysenteriae, Salmonella typhi, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis, Bacillus subtilis (NCIB 3610) et

Escherichia coli.

Les auteurs observent une certaine activité bactéricide des
trois extraits, sur les différents microorganismes gram + et
gram -, l’inhibition de la croissance variant selon 1l’extrait
et la bactérie. Le suc des tiges (extrait B) semble le plus
actif.

VI - 3 ACTIVITE ANTI-FONGIQUE
Ces propriétés ont été étudiées par Dhar et coll., en

1968, sur un extrait alcoolique de la plante entiére, gréce a

des tests in vitro.
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Les microorganismes utilisés consistent en deux levures

(Candida albicans, Cryptococcus neoformans), deux dermatophytes
(Trichophyton mentadgrophytes, Microsporum canis) et un

champignon pathogéne des plantes (Aspergillus niger).
L’extrait végétal est considéré comme actif, si la concentra-

tion de 25 nug d’extrait sec/ml inhibe la croissance de 1’orga-
nisme considéré.
Les auteurs n’observent aucune activiteé fongicide, dans les

conditions envisagées et avec les organismes considérés.

VI - 4 ACTIVITE ANTHELMINTHIQUE

En 1968, Dhar et coll. réalisent des essais in vitro
(sur cultures d’anthelminthes obtenus a partir de souris préala-
blement infectées avec des oeufs mdtures) et in vivo (inocu-
lation des vers & des rats nouvellement sevrés ou a des souris,
respectivement huit et quatorze jours avant 1’administration
orale de 250 mg/kg d’extrait alcoolique de 1la plante entiére,
puis sacrifice des animaux trois jours aprés le traitement et

comptage des vers isolés de 1l’intestin.

Aucune activité anthelminthique n’est observée, vis-a-vis de

Nippostrongylus brasiliensis et Hymenolepis nana.

VI - 5 ACTIVITE ANTI-VIRALE

Ces propriétés ont été étudiées in vitro par Dhar et

coll. (1968), sur un extrait alcoolique de 1la plante entieére,
testé a la'concentration de 0,05 mg/ml.
L’inhibition est mesurée par la diminution de la concentration
virale induite par 1l’extrait végétal, en comparaison a des
témoins (une chute de 75 % et de 100 % est reconnue
significative pour les concentrations respectives de Ranikhet
disease et Vaccinia).

Aucune activité anti-virale n’est observée.
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VI - 6 ACTIVITE HYPOGLYCEMIANTE

Les propriétés hypoglycémiantes d’E. hirta ont été
mises en évidence par'Dhar et coll. (en 1968), chez le rat.
L’extrait alcoolique de plante entiére est administré par voie
orale, a raison de 250 mg/kg. Le taux de glucose sanguin est
déterminé deux et quatre heures aprés 1l’administration de
1l’extrait ; l’hypoglycémie est considérée comme significative,

si la chute est au moins de 30 %.

VI - 7 ACTIVITE SUR LE SYSTEME NERVEUX CENTRAL ET ACTIVITE
ANALGESIQUE

En 1968, Dhar et coll. mettent en évidence, chez 1la
souris, l’absence d’effets d’un extrait alcoolique de plante
entiére (doses testées non précisées), sur 1les paramétres
suivants : activité motrice spontanée ; réflexes de redresse-
ment ; réflexes cornéen et pinéal ; tonus musculaire ; posture ;
démarche (ataxie et contorsions) ; yeux (pupille et ptose) ;
respiration ; apparition éventuelle de tremblements, de convul-
sions, de piloérection, de cyanose, de larmoiement, de diar-
rhée, du comportement processionnaire de la souris (test carac-

téristique des morphinomimétiques).

De plus, aucun effet analgésique n’est obtenu dans les tests de
Haffner (douleur occasionnée par le pincement de la queue) et
de la plaque chauffante.

VI - 8 PROPRIETES INSECTICIDES

En 1950, Heal et coll. étudient ces propriétés, grace a
deux types de tests :
- Le test d’injection dans le sang, effectué sur des blattes
américaines Periplaneta americana (L.), permettant de recher-
cher la présence de toxiques actifs par injection et non par

contact ou par administration orale.
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- Le test d’/immersion, réalisé sur des blattes allemandes
Blatella germanica et des punaises du laiteron Oncopeltus
fasciatus, permettant de rechercher 1la présence de toxiques

actifs par contact.

E. hirta est testée sous la forme d’un extrait aqueux. Dans le
test d’injection, la dose administrée est de 0,004 ml pour une
blatte de 0,1 g, soit environ 4 g de plante séche/kg ; 1’injec-
tion est effectuée entre la téte et 1le prothorax. Dans le cas
du test d’immersion, 1l’animal est immergé dans 1l’extrait, pen-
dant une minute.

Les auteurs obtiennent 100 % de paralysie, au bout de deux
jours, sans récupération ultérieure, dans le premier test. Dans
le second test, une mortalité moyenne inférieure a 20 % est
obtenue, au bout de quatre jours.

VI - 9 RESISTANCE AUX HERBICIDES

En 1979, Khosla met en évidence la résistance d’E.hirta
a l’épandage de 2,4-D (solution saline a 80 %) testé aux doses
de 0,625 - 1,25 et 2,50 kg/ha ; la durée des effets de cet
herbicide n’est environ que de deux mois (le sarclage manuel,
quant & lui, n’est efficace que pendant une dizaine de jours).
Par contre, la Gramoxone a, herbicide de contact, testée a 5/16
L/ha, tue la plante dans les douze heures.
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Largement répandue dans toutes les zones tropicales et

subtropicales du globe et présentant une plasticité écologique
importante (pourtour des agglomérations, bas-cété des routes,
jachéres, terrains vagues, cultures...), E. hirta fait partie
des plantes médicinales trés couramment employées en médecines
traditionnelles. )
Selon les pays, selon les ethnies, ses nombreuses indications
peuvent étre différemment mises a profit, tant au niveau des
parties de la plante utilisées, des préparations, qu’au niveau
des modes d’administration (usage interne ou externe) (deuxiéme
partie : "Indications thérapeutiques traditionnelles"). Si
certaines de ces indications sont communément retrouvées,
telles que les propriétés anti-diarrhéiques, anthelminthiques,
laxatives, anti-asthmatiques, galactagogues, antiseptiques et
cicatrisantes, ce sont essentiellement ses  propriétés
amoebicides qui ont fait 1’objet de +trés nombreux travaux
(Debaille et Petard, 1953 -~ Martin et coll., 1964 - Ridet et
Chartol, 1964 - Dhar et coll., 1968 - Basit et coll., 1977 -
Ndir et Pousset, 1982 - Dalil, 1984 - Karimou, 1984) (cinquiéme
partie - section A : “Etudes pharmacologiques antérieures") et
qui constituent actuellement le pdle d’intérét des chercheurs,
notamment en raison du caractére presque endémo-épidémique de
cette affection parasitaire. '

A notre connaissance, aucune recherche approfondie n’a été
menée jusqu’alors, sur une éventuelle activité de cette plante
au niveau du systéme nerveux central. Il faut bien reconnaitre
qu’aucune indication thérapeutique traditionnelle précise et
suffisamment usitée ne pouvait susciter une telle investi-
gation pharmacologique ; en effet, les seules données de 1la
littérature, par ailleurs relativement peu précises, que nous
ayions pu retrouver sont celles de Caius (1938) mentionnant la
mise a profit des propriétés narcotiques d’E. hirta a 1la
Réunion, ainsi que celles de Steinmetz (1964) signalant une

action légérement sédative connue en Asie orientale. De plus,
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aux Philippines, 1la plante entiére serait employée, entre
autre, comme sédatif et soporifique (Quisumbing, 1951).

Bien plus, au cours d‘’un large screening effectué sur 285
plantes indiennes, Dhar et ses collaborateurs (1968) constatent
l’absence de tout effet sur le systéme nerveux central d’un
extrait alcoolique de plante entiére (études portant sur
l’activité motice spontanée ; les réflexes de redressements ;
les réflexes cornéen et pinéal ; le tonus musculaire ; 1la
posture ; 1la démarche ; 1le ptosis ; 1la respiration ;
l’apparition de tremblements, de convulsions, de piloérection,
de cyanose, de lacrimation, de diarrhée, du comportement
processionnaire de 1la souris), ainsi que 1’absence d’effet
analgésique dans les tests de Haffner et de 1la plaque
chauffante (cinquiéme partie - Section A : "Etudes pharmaco-
logiques antérieures").

Aussi, toutes ces données constituaient autant d’éléments peu
motivants pour 1la réalisation d’une étude pharmacologique
approfondie dans le domaine des substances neurotropes.

Toutefois, les observations rapportées par P. Cabalion, lors
d’une communication personnelle (1983), ont particuliérement
retenu notre attention. Ainsi, ce dernier confirmait, d‘une
part, 1l’activité amoebicide d‘E. hirta, expérimentalement
démontrée & Port-Vila (Nouvelles Hébrides) sur certains cas de
polyparasitoses infantiles (infections par des amibes, des
Giardia lamblia, ...) dont le traitement par les amoebicides
usuels‘posait de sérieux problémes, et proposait, d’autre part,
d’étendre cette indication aux Giardia lamblia.

Mais 1l’observation la plus intéressante pour nous, révélée
aprés consommation d’une décoction d’E. hirta prescrite pour
traiter un cas d’amibiase rebelle, consistait dans 1’obtention
inattendue d’un effet calmant. Trois personnes, dont P.
Cabalion lui-méme, ont ainsi déclaré se trouver dans un état de
"calme serein trés agréable". D’aprés les termes employés, ces
trois cas pouvaient laisser présager une activité sédative :
Cabalion envisageait, quant a lui, un effet apparemment de type
anxiolytique non soporifique.

Bien évidemment, ces trois observations ponctuelles sont loin

de suffire pour dépasser le stade des hypothéses et avancer
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1’existence de tels effets.

Néanmoins, en raison de 1l’engouement sans cesse croissant,
d’une part pour les médicaments "anti-stress" et notamment pour
les benzodiazépines, dans les pays industrialisés ou l1l’anxiété
reste l’un des problémes de société majeur, et d’autre part
pour les médecines dites "douces" souvent préférées aux
substances chimiques de synthése dont les effets secondaires
indésirables sont loin d’étre négligeables, la vérification
expérimentale des hypothéses avancées par Cabalion nous est
apparue fortement intéressante.

L’intérét porté a de telles indications, pour un extrait
végétal, s’est trouvé conforté par 1la confirmation de
l’existence de propriétés sédatives et anxiolytiques pour
d’autres extraits végétaux, au cours de précédents travaux
effectués au sein de notre 1laboratoire (Bertrand, 1988 -
Rolland, 1988).

Notre démarche pharmacologique a été congue de la fagon
suivante :

- dans un premier temps, nous nous sommes attachés a vérifier
la validité des hypothéses précédemment avancées, sur 1’animal,
au moyen de différents tests pharmacologiques cohportementaux.
Cette confirmation de l’existence de propriétés sédatives et
anxiolytiques pour E. hirta a pu étre complétée par la recher-
che de propriétés hypnotiques, neuroleptiques et anti-
dépreséives, permettant ainsi de mieux cerner 1l’activité

psychotrope de l’extrait végétal.

- la deuxiéme étape de notre travail a été consacrée a la
recherche d’un mécanisme d’action de type benzodiazépinique,
les benzodiazépines constituant les tranquillisants mineurs les
plus largement employés.

Pour ce faire, nous avons entrepris, par la réalisation de
techniques in vitro, de déceler certaines propriétés secon-
daires caractéristiques de ces composés (propriétés anti-
convulsivantes et myorelaxantes) et de rechercher une éven-
tuelle inhibition des effets sédatifs d’ E. hirta par un anta-

goniste spécifique des récepteurs benzodiazépiniques. Nous
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avons ensuite complété cette étude en tentant d’adapter, aux
extraits végétaux, une technique in vitro de binding appliquée
aux molécules de synthése, dans le but de mettre en évidence
une éventuelle affinité de l’extrait d’E. hirta pour les sites

récepteurs aux benzodiazépines.

- dans un troisiéme temps, nous avons complété le profil
pharmacologique d’ E. hirta en abordant le domaine des anti-
histaminiques, au moyen d’une technique in vitro permettant 1la
mise en évidence d’une éventuelle affinité de 1’extrait végétal
pour les sites récepteurs histaminiques.

Nous avons également recherché 1’existence de propriétés
analgésiques centrales et périphériques, anti-pyrétiques et
anti-inflammatoires, a l’aide de modéles expérimentaux
couramment utilisés pour 1’étude de telles activités, chez
l/animal.

Enfin, nous avons tenté d’aborder les problémes de tolérance et
de dépendance, caractéristiques des analgésiques opioides.

Dans ce but, 1l’influence d’administrations répétées d’E. hirta
par voie intra-péritonéale a été recherchée sur diverses
activités pharmacologiques précédemment obtenues chez 1la
souris, a la suite d‘’un prétraitement unique, a savoir les
propriétés sédatives, inductrices du sommeil barbiturique et

analgésiques

- La derniére partie de cette recherche pharmacologique
regroupe les différentes tentatives d’administration orale de
l’extrait aqueux 4’E. hirta, chez le rat et 1la souris, menées
afin de retrouver les effets sédatifs et analgésiques

précédemment décelés, aprés administration intra-péritonéale.
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CHAPITRE 4

EXTRAITS ET ANIMAUX

UTILISES
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I PREPARATION DES EXTRAITS UTILISES

I - 1 EXTRAITS D’/E. HIRTA

L’ensemble de cette étude pharmacologique a été réalisé sur un
méme lot de plante entiére séche, fourni gracieusement en 1984
par Cabalion P., chargé de mission aux Nouvelles Hébrides (ile
de Vaté ou Sandwich, mission de Port-Vila, Vanuatu).

E. hirta nous est parvenue aprés identification d‘un
échantillon, sur le lieu de la récolte, et aprés comparaison
aux spécimens des herbiers de Nouméa (Nouvelle Calédonie) et de

Port-Vila (Nouvelles Hébrides).

1.1 Extraction

La plante entiére séche est réduite en poudre fine (particules
inférieures a 1,5 mm), puis Jjetée dans de 1l’eau distillée
bouillante, & raison de 60 g de plante séche pour 600 ml d’eau.
Aprés agitation, la préparation est placée a 1l’étude a 44°C,
pendant 24 heures.

Le macérat aqueux ainsi obtenu est filtré sur Buchner.

1.2 Déshydratation

L’extrait aqueux obtenu est ensuite lyophilisé (lyophilisateur
CD 52-1, Heto, Danemark). Cette opération permet 1l’obtention
d’une poudre ocre qui sera conservée dans des flacons munis
d'un'bouchqn dessicateur, a l’abri de la lumieére.

Le rendement de l’extraction est généralement proche de 14 %

(10 $ - 17 %).

1.3 Les différents extraits aqueux 4’/E. hirta

Depuis la réception du 1lot de plante séche, plusieurs
lyophilisats ont été préparés en 1984 (EH 84), 1985 (EH 85),
1986 (EH 86) et 1987 (EH 87).
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Leur conformité a pu étre contrélée par chromatographie sur
couche mince, permettant 1l’obtention de profils chromatogra=
phiques similaires, présentés dans 1la quatriéme partie de ce
travail (Etude chimique - Section B).

C’est pourquoi, nous parlerons toujours de "l’extrait végétal",
au cours de cette étude pharmacologique, sans différencier les
différentes préparations réalisées, exception faite des
expérimentations de reproductibilité.

Dans tous les tests pharmacologiques, 1l’extrait végétal est
injecté par voie intra-péritonéale (I.P.), aprés dissolution
dans une solution de NaCl 0,9 %.

Les doses d’E. hirta administrées aux animaux sont toujours
exprimées en mg de plante séche par kg de poids corporel.

I - 2 EXTRAIT DE POA SPECIES (POACEAE)

Un extrait hydro-alcoolique de Poa species est utilisé sous
forme de lyophilisat.

2.1 Extraction

Apres séchage & température ambiante, les parties aériennes de
la plante sont réduites en poudre fine (particules inférieures
a 1,5 mm), puis soumises a une lixiviation par de 1’éthanol a
60 %, & l’aide d’un extracteur en continu (Soxhlet).

La filtration de l’extrait hydro-alcoolique ainsi obtenu permet
de séparer une phase hydro-alcoolique 1limpide, d‘’un résidu
solide.

Cette phase est ensuite débarrassée de 1’alcool, par

évaporation sous vide, & 36°C.
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2.2 Déshydratation

La phase aqueuse précédemment obtenue est lyophilisée
(lyophilisateur CD 52-1, Heto, Danemark), permettant 1’obten-
tion d’une poudre ocre qui sera conservée dans des flacons
munis d’un bouchon dessicateur, a 1’abri de la lumieére.

Le rendement de l’extraction est de 14 %.
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II CARACTERISTIQUES ET CONDITIONS D’/ELEVAGE DES ANIMAUX

UTILISES DANS LES DIFFERENTES EXPERIMENTATIONS

II - 1 ESPECES UTILISEES
1.1 8Souris

Les souris méles hétérozygotes utilisées sont issues de 1la
lignée Swiss et proviennent des centres d’élevage Césal
(Montmédy (55)), Janvier (Le Genest (53)) ou du laboratoire de
Psychophysiologie de Strasbourg.

Un certain nombre de tests pharmacologiques sont effectués sur
des animaux &gés de 7 4 9 semaines (élevages Césal et Janvier),
d’autres étant réalisés sur des souris &4gées de 11 a 14
semaines (élevage du laboratoire de Psychophysiologie de
Strasbourg) .

1.2 Rats

Les expérimentations in vivo font appel a des rats miles de la
lignée OFA (Iffa-Credo, 1l’Arbresle (69)), d’un poids moyen
compris entre 200 et 300 g au moment du test.

Dans le cas particulier de la recherche de propriétés anti-
inflammatoires, des rats maAles de la lignée Wistar (Iffa-Credo,
l’Arbresle (69)) sont rendus polyarthritiques par injection
intra—dermique, a la base de 1la queue, de 0,1 ml d’une
suspension huileuse & 4 % de Mycobactérium butyricum tués. Leur
poids moyen est de 195 g au début de l’expérimentation

Les expérimentations in_ vitro sont réalisées sur des rats
femelles Wistar (Iffa-Credo, 1l’Arbresle (69)), pesant entre 300

et 400 g au moment de leur utilisation.

1.3 Cobayes

Il s’agit de cobayes méiles (Iffa-Credo, l’Arbresle (69)), dont
le poids moyen est compris entre 250 et 300 g au moment du
 test.
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II - 2 CONDITIONS D’/ELEVAGE
2.1 Souris

Dés leur réception, les animaux en provenance des centres
d’élevage Césal ou Janvier sont répartis au hasard et par
groupe de 5, dans des cages en macrolon (22 x 16 x 14 cm), puis
placés dans une animalerie soumise a un cycle jour/nuit de 12
heures d’éclairement et 12 heures d’obscurité et maintenue &

une température constante de 21°C = 1°C.

Les animaux é&levés au laboratoire de Psychophysiologie de
Strasbourg sont sevrés a l’Age de 4 semaines, puis groupés par
5 dans des cages en macrolon (22 x 16 x 14 cm).

L’animalerie est également <cyclée et maintenue & une

température constante de 21°C + 1°C.

L’eau et la nourriture (croquettes complétes et vitaminées M25
Extra-labo, Provins (77)) sont fournies a volonteé.

Quinze jours avant le test, les animaux sont placés dans la
piéce expérimentale également cyclée et maintenue & température
constante. Les expérimentations sont réalisées durant la phase

nocturne et donc active des animaux et ceci en lumiére rouge.

2.2 Rats et cobayes

Dés leur réception, les animaux sont répartis au hasard par
groupe de 5 ou 10 dans des cages en macrolon (37 x 37 x 18 cm).
La période d’adaptation est de 15 jours, durant lesquels les
animaux sont maintenus dans une animalerie cyclée (12 heures
d’éclairement/12 heures d’obscurité) et thermostatée (tempéra-

ture de 21° * 1°C).

Les rats polyarthritiques sont réceptionnés 7 jours apreées
1’injection de l’adjuvant de Freund (suspension huileuse a 4 %
de Mycobactérium butyricum tués) et utilisés immédiatement.

L’eau et la nourriture leur sont fournies ad libitum. Les rats
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regoivent des croquettes complétes et vitaminées M25 (Extra-
Labo, Provins (77)) ; les cobayes, quant a eux, sont nourris de
croquettes vitaminées M25 spéciales cobayes (Extra-Labo,
Provins (77)), de plus, l’eau de boisson leur est fournie
enrichie en vitamine C (250 mg/1).
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CHAPITRE B

RECHERCHE DE  PROPRIETES

PSYCHOTROPES
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Depuis les travaux de Delay et coll. (1952) concernant
l’emploi thérapeutique psychiatrique du premier neuroleptique
synthétisé, la chlorpromazine, les substances psychotropes sont

arbitrairement classées en trois groupes principaux :

- les psycholeptiques (hypnotiques, neuroleptiques ou
tranquillisants majeurs et anxiolytiques ou tranquillisants
mineurs), qui réduisent l’activité mentale.

- les psychoanaleptiques (nooanaleptiques, anti-dépresseurs et
psychostimulants), qui augmentent 1l’activité mentale.

- les psychodysleptiques, regroupant les substances hallucino-
génes et non hallucinogénes capables de dévier 1l’activité

mentale dans un sens ou dans l’autre.

En fait, trés souvent, la classification de certaines
substances s’avére trés difficile, la séparation pharmacolo-
gique entre ces trois groupes de psychotropes n’étant pas aussi
aisée que 1le classement arbitraire précédemment présenté
pourrait le laisser supposer.

Ainsi, 1les tranquillisants mineurs, mais également certains
hypnotiques, neuroleptiques et anti-dépresseurs sont dotés de
propriétés sédatives et/ou anxiolytiques plus ou moins marquées
(simon, 1979). Certains tranquillisants mineurs peuvent exercer
des effets hypnotiques et/ou anti-dépresseurs (Simon, 1979 -
Kostowski et coll., 1986).

Dans la mesure ou les hypothéses de départ, concernant des
effets sédatifs et anxiolytiques, sont toutes ou en partie
vérifiées, il n’est pas envisageable d’effectuer la recherche
d’une activité psychotrope, sans aborder les différentes autres
classes essentielles, pour lesquelles de telles propriétés sont
susceptibles d’étre décelées.

C’est pourquoi, aprés la mise en évidence d’effets sédatifs et
anxiolytiques pour E. hirta, nous avons recherché 1l’existence
de propriétés hypnotiques propres, mais aussi une éventuelle

interaction avec 1les barbituriques, souvent constatée pour
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certaines substances psychotropes qui sont capables de
potentialiser ou d’inhiber l’action de ces hypnotiques.

Nous avons également abordé la classe des neuroleptiques, puis
celle des anti-dépresseurs, au moyen de tests pharmacologiques
pPlus ou moins caractéristiques, afin de compléter cette
recherche de propriétés psychotropes et de tenter un éventuel
rapprochement d’E. hirta avec l1l’une de ces classes, ou tout au
moins de dégager un profil d’activité suffisamment précis.
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RECHERCHE DE PROPRIETES

SEDATIVES
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I - 1 INTRODUCTION

La recherche de propriétés sédatives est réalisée grace
a 1l’étude du comportement d‘’un petit rongeur, 1la souris,
confronté a diverses situations particuliéres plus ou moins
contraignantes.
En effet, il faut savoir que cet animal est territorial et que
les repéres olfactifs jouent un 1réle important dans
l’expression de son comportement, la souris marquant son
territoire par diverses odeurs - familiéres (sécrétions
urinaires...).
Ainsi, le fait d’introduire la souris, de force, dans un milieu
nouveau, dépourvu de ces repéres familiers, constitue une
situation trés stressante et a pour effet d’activer le systéme
nerveux central de l’animal, ce qui se traduit entre autre par
une activation de 1l’axe hypothalamo-hypophysocorticosurrénalien
(Misslin et coll., 1982), phénoméne non observé lorsque la
continuité topographique entre les milieux nouveau et familier
est maintenue.
L’administration préventive d’une substance dotée de propriétés
sédatives doit donc s’opposer & cette activation du systeéme
nerveux central, ce qui peut se traduire, au niveau expéri-
mental, par 1la réduction de certains paramétres, tels que
l’activiteé générale de l’animal, la locomotion, les
redressements, l’activité exploratrice dans un milieu nouveau.
Selon 1la situation choisie (contraignante ou non
contraignante), selon les paramétres pris en compte, chaque
procédure expérimentale peut apporter différentes informations,
quant au comportement de l’animal.
Toutefois, seul l’ensemble de ces méthodes peut présenter une
certaine valeur prévisionnelle et permettre de confirmer ou non

l’existence d’une activité sédative.

D’une fagon trés générale, deux grands types expérimentaux
peuvent étre distingués : d’une part, les expérimentations
contraignantes, dites paradoxalement de "situation 1libre" et
dont le modéle actuel est le test de 1l’open-field ; d‘autre

part, les expérimentations non contraignantes.
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* les premiéres consistent généralement a retirer 1l’animal
de sa cage d’élevage pour 1l’introduire de force dans une
enceinte nouvelle, souvent fortement éclairée, sans possibiliteé
de s’y soustraire ou d‘’y trouver un refuge, une cachette plus
sécurisante. De telles procédures, si elles sont treés
fréquemment utilisées afin d’observer les conduites
d’adaptation de 1l’animal au milieu nouveau, sont également
connues pour provoquer d’importantes réactions neuro-
végétatives (miction, défécation) et neuro-endocriniennes
(augmentation de la réponse corticosurrénalienne).

Ainsi, en raison des importantes perturbations de 1’état
émotionnel de 1l’animal et donc des répercussions évidentes sur
son comportement, ces méthodes sont trés souvent utilisées lors
de la recherche de propriétés anxiolytiques, mais également
pour révéler 1l’existence d’effets sédatifs suffisamment

conséquents.

Parmi les diverses procédures expérimentales mises a notre
disposition (open-field, planche a trous, enceinte claire/
obscure...), nous en avons sélectionnées deux : l’activitest et
le test de l’escalier.

Le premier est réalisé en lumiére rouge et repose sur
l’enregistrement de 1l‘activité générale de l’animal, tandis que
le second se déroule en lumiére blanche fortement aversive et
permet de prendre en compte deux paramétres comportementaux
plus restrictifs, les redressements effectués et les marches
montées par l’animal.

Par modification de la procédure expérimentale, une variante a
pu étre introduite dans 1l’activitest : ainsi, 1l’animal peut
étre soumis & une situation trés contraignante, a la suite de
son prélevement de la cage d’élevage et de son introduction
forcée dans une enceinte nouvelle dépourvue de sciure et donc
d’odeurs familiéres ou de tout autre repére familier. Une autre
méthode consiste & laisser 1l’animal dans sa cage d’élevage,
celle-ci étant déplacée sur 1l’appareil de mesure ; d’ou un
degré anxiogéne moindre, 1l‘animal n’étant pas directement
manipulé et conservant ses repéres familiers.

L’activitest apporte des informations tres générales sur le

comportement de 1l‘animal, par l’enregistrement de 1l’activité



- 191 -

globale ; aussi, cette expérimentation est généralement
employée 1lors des premiers screenings, afin de déceler

1’existence d’éventuelles propriétés sédatives.

* Le second type expérimental, pouvant étre mis a profit
lors de la recherche de propriétés sédatives, consiste a
étudier le comportement de 1l’animal confronté a une situation
non contraignante. C’est notamment le cas du test d’/exploration
d’un milieu nouveau, dans lequel 1l’animal a la possibilité
d’accéder a un compartiment inconnu, contigu a son environ-
nement familier et auquel il peut se soustraire a tout moment
en retournant dans le compartiment familier. La conservation
des repéres familiers, grdce au maintien de la continuité
topographique entre 1les milieux nouveau et familier, permet
d’éviter toute perturbation neuro-végétative et neuro-
endocrinienne majeure ; ce protocole est particuliérement
adapté a 1l’étude du comportement explorateur des animaux.
Divers paramétres comportementaux ~peuvent étre pris en
considération, tels que la préférence de 1l’animal pour le
milieu nouveau, les redressements effectués dans chacun des
deux milieux (nouveau et familier), les comportements auto-
plastiques (toilettage, prise de nourriture), le temps mis par
l1’animal avant de pénétrer pour la premiére fois dans le
compartiment nouveau (temps de latence), les évitements
précédant cette premiére entrée, mais aussi 1l’activité loco-
motrice développée dans chacun des deux milieux.
Cette derniére activité a trés souvent été considérée comme
1’archétype de la conduite exploratrice. En fait, si elle peut
étre a l’occasion exploratrice, 1la locomotion n‘est pas
synonyme d'exploration, mais elle peut servir a toute une
variété de fonctions selon les circonstances. L’étude de
l’activité exploratrice nécessite, quant a elle, la prise en
compte de diverses autres réponses et notamment des réponses
d’orientation (modification de la posture...), d’investigation
(exploration active d’un objet, d’une situation, d’un
congénére), d’évitement, d’enfouissement, de marquage par
diverses sécrétions odorantes, mais aussi d’aggression
(Misslin, 1983 - File et Pellow, 1987).
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Cependant, la recherche de propriétés sédatives peut étre menée
de fagon efficace simplement par 1’étude de 1’activité
locomotrice de 1‘’animal, 1l’enregistrement de divers autres
paramétres comportementaux (préférence néotique, redressements
comportements autoplastiques...) présentant un intérét moindre
et ne devant permettre que de confirmer les effets observés sur

la locomotion.

L’ensemble des résultats obtenus .au cours de ces trois
expérimentations contraignantes (activitest, test de
l’escalier) ou non contraignante (test d’exploration d‘un
milieu nouvéau) devrait permettre de confirmer ou non
l’existence de propriétés sédatives pour E. hirta, et d’en
quantifier 1’importance, par estimation des doses nécessaires
selon la procédure expérimentale envisagée.
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I - 2 INFLUENCE D’E. HIRTA SUR LE COMPORTEMENT DE LA SOURIS
PLACEE DANS L/ACTIVIMETRE

2.1 Procédure expérimentale

2.1.1 Matériel

Les animaux utilisés sont des souris mdles Swiss (Césal) dont
les caractéristiques et 1les conditions d’élevage sont
détaillées dans le paragraphe - consacré aux animaux
(Chapitre A II).

Le test est basé sur l’enregistrement de 1la motilité des
animaux, a 1l1l’aide d’un activimétre de conception originale,
réalisé dans notre laboratoire.

L’enceinte est constituée d’une cage standard en matiére
plastique (24 x 11 x 10 cm) reposant sur deux cables d’acier
multibrin, eux-mémes reliés a quatre cellules piezzo. Toute
composante de force créée par chaque mouvement de la souris,
qu’elle soit verticale, latérale ou transversale, provoque une
flexion des <cellules céranmiques, engendrant un signal
électrique amplifié et retransmis a un compteur mécanique. Des
diodes reliées aux cellules piezzo et un micro ampéremétre
permettent de contrdler le bon fonctionnement de l’appareil.

La sensibilité de cet activitest est telle qu’on arrive a

enregistrer jusqu’aux mouvements respiratoires des animaux.

2.1.2 Méthode

Expérimentation en situation contraignante

Trente minutes aprés l’administration I.P. des substances a
tester, 1l’animal est saisi par la queue pour étre déposé dans
une cage a usage unique (24 x 11 x 10 cm), dépourvue de litiére
et placée sur 1l’appareil de mesure. Son activité générale est

alors enregistrée de minute en minute, pendant cing minutes.
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E. hirta est administrée aux doses de 50, 100, 200, 400 et 800
mng/kg.
Les témoins regoivent le solvant (NaCl 0,9 %), dans les mémes

conditions.

Expérimentation en milieu familier

Vingt-quatre heures avant le test, chaque animal est placé dans
une cage individuelle (24 x 11 x 10'.cm) contenant un poids de
sciure identique. La nourriture et 1l’eau sont fournies a
volonté.

Trente minutes aprés l’injection I.P. des produits a tester, la
cage contenant 1l’animal est délicatement placée sur 1l’appareil
de mesure. L’activité globale, ainsi que 1les redressements
effectués par 1la souris, sont comptabilisés de minute en

minute, pendant dix minutes.

E. hirta est administrée aux doses de 12,5 - 25 - 50 - 100 et
400 mg/kg.

Le produit de référence choisi, le clorazépate dipotassique
(Tranxéne * » Clin-Midy, Paris), est injecté aux doses de 1, 10
et 80 mg/kg.

Les témoins regoivent le solvant (NaCl 0,9 %), dans les mémes

conditions.

2.1.3 Analyse statistique

Apreés vérification de 1l’homogénéité des variances, par le test
de Bartlett et réalisation d’une analyse de variance (ANOVA)
sur 1l’ensemble des lots témoin et traités, ceux-ci sont
comparés entre eux & 1l’aide d’un test de comparaisons
multiples, le test de Newman-Keuls.

Le calcul des DE 50, doses efficaces réduisant de 50 % 1la
motilité et 1les redressements effectués par l’animal, est
effectué selon la méthode de Litchfield et Wilcoxon (1949).
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2.2 Résultats
2.2.1 Expérimentation en situation contraignante

Les résultats présentés sur la figure 9 et dans le tableau
9 permettent de mettre en évidence une diminution progressive
de l’activité motrice, avec des doses croissantes d’E. hirta.
Cet effet devient significatif dés la dose de 100 mg/kg
(réduction de 1l’activité de 40 % par rapport au lot témoin),
pour atteindre un maximum & partir de 400 mg/kg (réduction de
l’activité de 71 % par rapport au lot témoin).
La DE 50 est estimée a 227 mg/kg (224-230).

Signalons l’‘observation de flancs contractés, pour les animaux
ayant regcu E. hirta aux doses de 100, 200, 400, ou 800 mg/kg ;
ce phénoméne est d’autant plus marqué que la dose d’extrait
végeétal est plus forte. De plus, les souris étirent 1leurs

pattes postérieures, lors de leur déplacement.

TABLEAU 9 : INFLUENCE D’E. HIRTA SUR L’ACTIVITE GENERALE DE LA
SOURIS SOUMISE A UNE SITUATION CONTRAIGNANTE :
ACTIVITEST (durée totale du test : cing minutes).

: : TEMOIN: EUPHORBIA HIRTA (mg/kg) :
: LOTS ! NaCl t-—------—mmmrm e :
H $ 0,9% : 50 : 100 : 200 : 400 : 800 :
: : (N=50) : (N=10) : (N=10) : (N=20) : (N=20) : (N=10) :
¢ MOYENNE $ 1271 : 1316 : 760 : 624 : 364 : 330 :
. : : k%o *%k e *%k 2 k%o
: ECART-TYPE REDUIT : 50 : 142 : 153 : 80 : 54 : 30 :
¢ % PAR RAPPORT : : : : : : :
: AUX TEMOINS : ¢ +3% : -40% : -51% : -71% : -74% :

N = nombre d’animaux par lot.

** p < 0,01.
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FIG. 9 : INFLUENCE D'E. HIRTA SUR L'ACTIVITE GENERALE

DE LA SOURIS SOUMISE A UNE SITUATION CONTRAIGNANTE
TEST DE L'ACTIVIMETRE

(durée totale du test: 5 minutes)

* % P < 0,01
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2.2.2 Expérimentation en milieu familier

Les résultats concernant l’activité globale et les
redressements effectués par les animaux ayant regu un pré-
traitement par E. hirta, sont présentés sur la figure 10 et
dans le tableau 10 .

Les résultats obtenus aprés traitement par le cloraéépate dipo-

tassique sont reportés sur la figure1l et dans le tableau 11 .

Un prétraitement par E. hirta induit une réduction dose-
dépendante de la motilité des animaux enregistrée au bout de
dix minutes, réduction devenant significative dés la dose de
100 mg/kg (chute de 1l’activité de 60 % par rapport au lot
témoin). Cette action inhibitrice, significative dés la dose de
100 mg/kg, se manifeste également sur le nombre moyen de
redressements effectués durant ces dix minutes (réduction de

63n% par rapport au lot témoin).

I1 est intéressant de constater une réduction plus précoce du
nombre moyen de redressements effectués par la souris
(pourcentages de variation pratiquement toujours identiques,
obtenus cing et dix minutes aprés 1’injection des différentes
doses d’extrait végétal), en comparaison de la motilité qui est

affectée de fagon plus importante au bout de dix minutes.

La DE 50 concernant l’activité globale est estimée a 123 mg/kg
(120-125).

La DE 50 concernant les redressements est estimée a 83 mg/kg
(81-84).
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TABLEAU 10 : INFLUENCE D'E. HIRTA SUR L'ACTIVITE GENERALE ET LES REDRESSEMENTS
EFFECTUES PAR LA SOURIS PLACEE DANS L'ACTIVIMETRE EN MILIEU
FAMILIER (durée totale du test : dix minutes).

ACTIVITE GENERALE

EUPHORBIA HIRTA (mg/kg)

AUX TEMOINS

H H TEMOIN H e ———————— e ————

H ILOTS ¢ NacCl 0,9% : 12,5 H 25 H 50 H 100 H 400

H : (N=20) H (N=10) H (N=10) H {N=10) H (N=10) : (N=10)

: : T5mn : TiOmn: T5mn : TlOwmn: TSmn : T1Omn: TSmn : T10mn: TSmn : T1O0mn: TSmn : T10mn

: MOYENNE : 551 : 1090 : 575 : 1037 : 624 : 1021 : 527 : 857 : 300 : 433 : 190 : 295

¢ CUMULEE H H H H : H H : : H LA LA *w

: ECART-TYPE: 38 : 78 : 88 : 150 : 65 : 113 : 66 : 135 : 57 : 104 : 24 : 133

¢ REDUIT H H H H : : H : H : : H

: % PAR H : : : : H H H H : : H

¢ RAPPORT : H t+4% @ ~5%  : 413% : -6% : -4% : -21% : ~46% : -60% : -65% : -73%

tAUX TEMOINS: : H H H : H H H H H H
\
|
|

REDRESSEMENTS

: : H EUPHORBIA HIRTA (mg/kg)

: : TEMOIN fommm——— i it el bl e i e bttt :

: LOTS : NacCl 0,9% : 12,5 : 25 : 50 : 100 : 400

H H (N=20) H (N=10) H (N=10) H (N=10) H (N=10) H (N=10)

H : TSmn : T10mn: TSmn : T1lOmn: TSmn : T1Omn: TS5mn : T1Omn: TSmn : T1Omn: TSmn : T10mn ‘

¢ MOYENNE : 5 : 90 : 45 ¢ 72 : 51 : B84 : 43 : 70 : 20 : 33 : S : 6

: CUMULEE H : H : : 2 : : : *k s LA *ks *

: ECART-TYPE: 3 4 7 ¢ 11 6 : 10 : 4 :: 10 : 6 9 : 1 : 2

¢ REDUIT H H H H : H H H H H H H

% PAR : H : : H : : : : :
RAPPORT H : : -17% : -20% : T -20% -22% : -63% : -63% : -91% : -93%

sn e se we

N = nombre d'animaux par lot
T5mn = valeurs moyennes cumulées enregistrées au bout des cing premiéres minutes.
T10mn = valeurs moyennes cumulées enregistrées au bout de dix minutes.

** p < 0,0l.
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FIG.10 : INFLUENCE D'E. HIRTA SUR LA MOTILITE ET SUR LES

REDRESSEMENTS EFFECTUES PAR LA SOURIS PLACEE DANS
L'ACTIVIMETRE, PENDANT 10 MINUTES

(activitest en milieu familier).

% p-< 0,01
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Dans les mémes conditions, le clorazépate dipotassique exerce
une inhibition dose-~dépendante sur les deux paramétres pris en
compte. Toutefois, dans le cas de la motilité, cet effet ne
devient significatif qu’a trés forte dose, soit 80 mg/kg (chute
de 63 % par rapport au lot témoin), tandis qu’une réduction
significative du nombre moyen de redressements se manifeste dés
la dose de 10 mg/kg (chute de 42 % par rapport au lot témoin).
Contrairement aux observations faites pour 1l’extrait végétal,
la motilité et les redressements sont plus affectés au bout de
dix minutes.

I1 est intéressant de constater 1’effet moindre exercé par 1la
plus forte dose de clorazépate dipotassique testée, soit 80
mg/kg, sur la motilité et les redressements (chutes respectives
de 63 % et de 81 % par rapport au lot témoin), en comparaison
de 1l’inhibition exercée par la dose de 400 mg/kg d’extrait
végétal (chutes respectives de 73 % et de 93 % par rapport au

lot témoin).

D’autre part, aprés administration d‘’une dose de 1 mg/kg de
clorazépate dipotassique, on observe une augmentation des deux
paramétres, et notamment de la motilité qui se trouve, par
ailleurs, fortement affectée, cing minutes aprés 1l’injection

(augmentations respectives a cing et 10 dix minutes de 77 % et

50 % par rapport au lot témoin).

TABLEAU 11 ¢ INFLUENCE DU CLORAZEPATE DIPOTASSIQUE SUR L’ACTI-
VITE GENERALE ET LES REDRESSEMENTS EFFECTUES PAR
LA SOURIS PLACEE DANS L‘’ACTIVIMETRE EN MILIEU
FAMILIER (durée totale du test : dix minutes).

ACTIVITE GENERALE

: CLORAZEPATE DIPOTASSIQUE (mg/Kg)
TEMOIN D :

LOTS : NaCl 0,9% H 1 : 10 : 80
: (N=20) : (N=10) : (N=10) : (N=10)
T5min TlO0min TSmin T10min TSmin T10min T5min T1iOmin
: MOYENNE : 551 : 1090 : 976 H 1640 : 456 667 : 247 : 401
¢ CUMULEE : : H k& k2 : : * LA
: ECART-TYPE : 38 H 78 : 137 : 252 76 144 : 65 88
: REDUIT 3 - . - - . - .

: % PAR RAPPORT : H o +77% @ +50% : -17% : -39% : -55% : -63%
¢ AUX TEMOINS H : : H : : : :
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EFFECTUES PAR LA SOURIS PLACEE DANS L'ACTI-
VIMETRE ,PENDANT 10 MINUTES

(activitest en milieu familier).



REDRESSEMENTS
: : CLORAZEPATE DIPOTASSIQUE (mg/kg) H
: TEMOIN : et :
LOTS H NaCl 0,9% H 1 H 10 H 80 H
: (N=20) H (N=10) : (N=10) : {N=10)
Tsmin : T1Omin : TSmin ¢ TiOmin : TSmin : T1Omin : TSmin : T1Omin :
MOYENNE H 54 H 90 H 47 H 95 : 38 : 52 H 12 : 17 :
: CUMULEE : : : : : : * *oks AR
; ECART-TYPE : 3 : 4 H 8 H 17 H 7 H 12 H 4 H 5
: REDUIT : : : : : : : :
: % PAR RAPPORT s =~13% : +6% : =30% : ~42% : -78% : -81%

¢ AUX TEMOINS H H H H H H H H H

N = nombre d’animaux par lot

T5min. = valeurs moyennes cumulées, enregistrées au bout des
cing premiéres minutes

TlOmin. = valeurs moyennes cumulées, enregistrées au bout de
dix minutes

* p< 0,05 ; * p < 0,01

L’enregistrement minute par minute de la motilité de 1‘’animal,
présenté sur la figure 12 permet de visualiser une diminution
progressive de ce paramétre pour tous les lots traités, 1les
animaux se déplagant de moins en moins, pour finir, parfois,
par se blottir dans un coin de la cage et ceci notamment aprés
traitement par les plus fortes doses d’extrait végétal (100 et
400 mg/kg) ou de clorazépate dipotassique (80 mg/kg).

Tout au long de cette expérimentation, cette forte dose de
clorazépate dipotassique occupe une position intermédiaire
entre les doses significativement actives d’E. hirta (100 et
400 mg/kqg).

La dose de 10 mg/kg de produit de référence, quant a elle, se
positionneventre ces deux fortes doses d’extrait végétal et les
doses plus faibles, significativement inactives de 50 - 25 et
12,5 mg/kg.

Signalons enfin 1l’observation de flancs contractés et de
fréquents étirements des pattes postérieures, chez les animaux

ayant regu les doses d’extrait végétal de 100 et 400 mg/kg.
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FIG.12 : INFLUENCE D'E. HIRTA ET DU CLORAZEPATE DIPOTASSIQUE
SUR LA MOTILITE DE LA SOURIS PLACEE DANS L'ACTIVIMETRE

(activitest en milieu familier).



PHOTO 5 : L’ESCALIER.
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I - 3 INFLUENCE D’E. HIRTA SUR LE COMPORTEMENT DE LA SOURIS
PLACEE DANS L‘/ESCALIER

» .

3.1 Procédure expérimentale

3.1.1 Matériel

Les expérimentations sont réalisées sur des souris mdles Swiss
(Césal) ; 1leurs caractéristiques ainsi que 1les conditions
d’élevage sont détaillées dans 1le. paragraphe consacré aux

animaux (Chapitre A II).

Le dispositif expérimental consiste en wune enceinte en
plexiglass opaque (47 x 10 x 25 cm), contenant un escalier
composé de 5 marches de 3 cm de haut, 7 cm de profondeur et 10
cm de large. Une lampe a incandescence blanche, placée au
dessus de la marche la plus haute permet d’éclairer l’enceinte.

3.1.2 Méthode

La technique utilisée est inspirée de la méthode de Molinengo
et Ricci-Canaleros (1970), mise au point sur 1les rats et

adaptée aux souris par Simiand et coll. (1984).

Trente minutes aprés l1l’injection I.P. des produits a tester,
l’animal est retiré de sa cage d’élevage pour étre déposé en
bas de l’escalier, le dos tourné par rapport aux marches. Le
nombre de redressements effectués, ainsi que 1le nombre de
marches montées par la souris, sont comptabilisés de minute en

minute, pendant cing minutes.

E. hirta est administrée aux doses de 50, 100 et 200 mg/kg.

Le clorazépate dipotassique (Tranxéne® ,Clin-Midy, Paris) est
a nouveau utilisé comme produit de référence, aux doses de 10,
20, 40 et 80 mg/kg.

Les témoins regoivent le solvant (NaCl 0,9 %), dans les mémes
conditions.
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3.1.3 Analyse statistique

Aprés vérification de l’homdgénéité des variances par le test
de Bartlett, chaque lot traité est comparé a son lot témoin
(réalisé le méme jour, dans les mémes conditions
expérimentales), par le test de Student.

Le calcul des DE 50, doses efficaces réduisant de 50 %, les
redressements effectués et les marches montées par 1l‘’animal,
est effectué selon la méthode de Litchfield et Wilcoxon (1949).

3.2 Résultats

D’aprés les résultats présentés sur la figure 13 et dans le
tableau 12, E. hirta exerce un effet inhibiteur dose-dépendant,
significatif dés la dose de 100 mg/kg, sur les redressements
effectués par la souris (chute de 59 % par rapport au lot
témoin) et sur les marches montées (chute de 53 % par rapport
au lot témoin).

Cette activité inhibitrice est, par ailleurs, trés légérement

supérieure dans le cas des redressements.

La ‘DE 50, concernant 1les redressements, est estimée a
74,7 mg/kg (73,9-75,5).

La DE 50, concernant les marches montées, est estimée a
98,7 mg/kg (97,5-100).

TABLEAU 12 : INFLUENCE D’E. HIRTA SUR LES REDRESSEMENTS EFFEC-
TUES ET LES MARCHES MONTEES PAR LA SOURIS, DANS

% PAR RAPPORT : H -3% : : -59% : : -62%
AUX TEMOINS : : : : :

L/ESCALIER.

REDRESSEMENTS

TEMOIN : E.HIRTA : TEMOIN : E.HIRTA : TEMOIN : E.HIRTA
: LOTs : NaCl 0,9% : S0 mg/kg : NaCl O,9% : 100mg/kg : NacCl 0,9% : 200mg/kg
: : {N=10) H (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=10})
: MOYENNE 32 31,1 33,9 14 33,3 12,5
H k& xkk
: ECART-TYPE : 3,9 : 4,9 : 3,2 : 3,4 : 3,7 : 2,7
: REDUIT : : H : H :
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FIG.13 :

INFLUENCE D'E. HIRTA SUR LES REDRESSEMENTS
EFFECTUES ET SUR LES MARCHES MONTEES PAR LA
SOURIS PLACEE DANS L'ESCALIER

(pourcentages de variation calculés pour chaque
lot traité et par rapport & son témoin corres-

pondant).

%k p<=0,01 ; %kk p=0,001
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MARCHES MONTEES

: : TEMOIN : E.HIRTA : TEMOIN ¢: E.HIRTA : TEMOIN : E.HIRTA :
: LOTS : NaCl 0,9% : 50 mg/kg : NaCl 0,9% : 100mg/kg : NaCl 0,9% : 200mg/kg :
: : (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=10) : {N=10) : (N=10) :
¢ MOYENNE : 39,8 37,3 38,8 18,3 : 33,3 14,3 :
e L X 2] ks

: ECART-TYPE : 3,7 : 3,7 : 3,8 : 2,9 : 4,2 3,2 :
: REDUIT : : : : : :
-57% :

: % PAR RAPPORT : : -6% : : -53% : :
¢ AUX TEMOINS : : : H

N = nombre d’animaux par lot
** p < 0,01 ; *¥**x p < 0,001

Des contractions abdominales, ainsi que de fréquents étirements
des pattes postérieures, sont & nouveau observés chez les
animaux traités par les fortes doses d’extrait végétal, soient
100 et 400 mg/kg.

Quant au produit de référence utilisé, 1le clorazépate
dipotassique, les résultats présentés sur la figure 14 et dans
le tableau 13 permettent la mise en évidence d’une réduction
dose-dépendante des deux paramétres pris en compte. Cet effet
se manifeste significativement sur les redressements, dés la
dose de 20 mg/kg (chute de 55 % par rapport au lot témoin),
mais seulement dés la dose de 80 mg/kg, sur les marches montées
(chute de 82 % par rapport au lot témoin). Par ailleurs, cette

inhibition est plus importante sur les redressements.

Il est intéressant de mentionner les effets trés proches,
observés vis-a-vis des redressements, aprés traitement par 1la
dose de clorazépate dipotassique de 20 mg/kg et aprés
administration de 1l’extrait végétal a la dose de 100 mg/kg
(chutes respectives par rapport aux témoins correspondants de
55 % et 59 %). Par contre, l’action A’E. hirta sur les marches
montées se rapproche nettement de 1la plus forte dose de

clorazépate dipotassique testée, soit 80 mg/kg (chutes
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respectives par rapport aux témoins correspondants de 53 %
et 55 %).

ILa DE 50, concernant les redressements, est estimée a
15,6 mg/kg (15,4-15,8).

La DE 50, concernant les marches montées, est estimée a
22,6 mg/kg (22,3-22,9)

TABLEAU 13 : INFLUENCE DU CLORAZEPATE DIPOTASSIQUE (CD) SUR LES
REDRESSEMENTS ET LES MARCHES MONTEES PAR LA SOURIS
DANS L’/ESCALIER.

REDRESSEMENTS
¢ TEMOIN : . CD ¢ TEMOIN : cpb ¢ TEMOIN : CcD : TEMOIN : CcD H
LOTS : NaCl : 10mg/kg: NaCl : 20mg/kg: NaCl : 40mg/kg: NaCl : 80mg/kg:
: 0,9% : : 0,9% : 0,9% : 0,9% H
: (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=10) :
: MOYENNE : 32 T 43,2 35 : 15,7 35 : 7,5 ¢ 33,3 : 6,1
. . . . . L2 B H *hks H hhkks
¢ ECART-TYPE : 3,9 5,3 : 2,9 : 4,7 = 2,9 : 2,6 : 3,7 : 1,9 :
: REDUIT : : : : : : : : :
: ¥ PAR RAPPORT : :  435% : ~-55% : =79% s ~-82%
¢ AUX TEMOINS : : : : : : H :

MARCHES MONTEES

: TEMOIN : cD ¢ TEMOIN : CD : TEMOIN : CcD : TEMOIN : CD H
LOTS : NaCl : 10mg/kg: NaCl : 20mg/kg: NaCl : 40mg/kg: NaCl : 80mg/kg:
: 0,9% : 0,9% ¢ 0,9% H H H
: (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=10) :

: AUX TEMOINS

¢ MOYENNE B 39,8 ¢ 57,7 39,7 40,7 39,7 21,9 33,3 15 H
. . : *s
: ECART~TYPE H 3,7 10,7 3,8 ¢ 12,1 : 3,8 8,6 : 4,2 5,5

¢ REDUIT H : : : : : H

: % PAR RAPPORT : T +45% T +2% H T -45% ¢ -55%

N : nombre d’animaux par lot

% p < 0,01 ; *** p < 0,001
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PHOTQ 6 : TEST D/EXPLORATION D’UN
MILIEU NOUVEALU.
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I - 4 INFLUENCE D’E. HIRTA SUR LE COMPORTEMENT DE LA SOURIS
SOLLICITEE POUR L‘/EXPLORATION NON FORCEE D’UN MILIEU
NOUVEAU

2

4.1 Procédure expérimentale

4.1.1 Matériel

Les animaux utilisés sont des souris miles Swiss, élevées au
laboratoire de Psychophysicologie. de Strasbourg. Leurs
caractéristiques, ainsi que les conditions d‘élevage sont
détaillées dans le paragraphe consacré aux animaux
(Chapitre A II).

Le dispositif expérimental consiste en une cage en PCV
(30 x 30 X 20 cm) subdivisée en six unités carrées de surface
égale, communiquant entre elles par de petites ouvertures. La
cage est recouverte de plexiglass. Elle peut étre
temporairement partagée, dans le sens de la longueur, en deux
compartiments égaux, au moyen d‘’une cloison percée de trois
ouvertures, chacune d’elles étant munie d’une porte-guillotine.

4.1.2 Méthode

Décrite chez le rat, par Hughes (1965), la technique utilisée a
été adaptée aux souris par Misslin et coll. (Misslin et
Ropartz, 1981 - Misslin et coll., 1982 - Misslin, 1983).

vingt quatre heures avant le test, les animaux sont isolés dans
l’un des deux compartiments (désigné comme le compartiment
familier, CF), l’autre restant provisoirement inaccesible. Ce
compartiment familier contient de la sciure et l’animal recgoit
de l’eau et de la nourriture a volonté.

Au moment du test, chaque animal est exposé au compartiment
nouveau (CN), par 1l’escamotage des portes-quillotines. Son
comportement est alors observé de minute en minute, pendant dix
minutes. Le paramétre ©pris en compte est l’activité

locomotrice, évaluée par comptabilisation du nombre d’unités
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pénétrées par la souris, dans chacun des deux compartiments :
activité locomotrice dans le familier (LF), dans le nouveau
(LN) et totale (L = LF + LN).

E. hirta est administrée par voie I.P., trente minutes avant le
test, aux doses de 12,5 - 25 - 50 - 100 et 200 mg/kg.

Les témoins regoivent le solvant (NaCl 0,9 %), dans les mémes
conditions.

4.1.3 Analyse statistique

Aprés vérification de 1l’homogénéité des variances par le test
de Bartlett, et réalisation d’une analyse de variance (ANOVA),
sur l’ensemble des lots témoins et traités, ceux-ci sont
comparés entre eux par un test de comparaisons multiples, 1le
test de Newman-Keuls. '

Le calcul de la DE 50, dose efficace réduisant de 50 % la
locomotion de 1l’animal est effectuée selon la méthode de
Litchfield et Wilcoxon (1949).

4.2 Résultats

D’aprés les résultats présentés sur la figure 15 et dans le
tableau 14 , E. hirta réduit significativement et de fagon
dose-dépendante l’activité locomotrice totale (L) de la souris,
dés la dose de 12,5 mg/kg (diminution de 26 % par rapport au
lot témoin). Cet effet se manifeste sur l’activité locomotrice
enregistrée dans chaque compartiment (LF et LN), dés la dose de
25 mg/kg.

De plus, pour tous 1les lots traités et témoin, 1l’activite
locomotrice enregistrée dans 1le milieu nouveau (LN) est
toujours plus importante que celle développée dans le
compartiment familier (LF). Toutefois, cette différence est

trés minime, dans le cas des traitements aux doses de 50 et 100
mg/kg.
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La DE 50 est estimée a 45,8 mg/kg (45-46,6 dans le cas de L ;
45,1-46,7 dans le cas de LN ; 44,9-46,5 dans le cas de LF).

Signalons 1l’observation de contractions abdominales et de
fréquents étirements des pattes postérieures, chez les animaux
traités par les plus fortes doses d’extrait végétal, soit 100
et 400 mg/kg.
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TABLEAU 14 : INFLUENCE D'E. HIRTA SUR L'ACTIVITE LOCOMOTRICE DE LA SOURIS
SOLLICITEE POUR L'EXPLORATION NON FORCEE D'UN MILIEU NOUVEAU.

LOCOMOTION TOTALE (L)

EUPHORBIA HIRTA (mg/kg)

: AUX TEMOINS

: ¢! TEMOIN te——————m—em—em——— - - - -
: IOTS : NaCl : 12,5 : 25 : S0 s 100 s 200 :
: : (N=20) : (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=14) : (N=10) :
: MOYENNE ¢ 08,3 : 80,3 : 62,7 : 60,5 : 44,8 : 12,5 :
: : : * sk *k g * ¥k 2 L3
: ECART-TYPE H 6,4 : 7,5 : 9,1 ¢ 12,8 : 10,7 : 5,7 :
: REDUIT : : : : H : :
: % PAR RAPPORT : T =26% : ~-42% : -44% : =-59% : -88% :
: AUX TEMOINS H : : H : : :
LOCOMOTION DANS LE FAMILIER (LF)
: : : EUPHORBIA HIRTA (mg/kg) :
: ¢ TEMOIN f-=rrmmmrcm e e e e s e e H
: I0TS : NaCl : 12,5 25 : 50 s 100 ¢ 200 H
: ¢ (N=20) : (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=14) : (N=10) :
¢ MOYENNE : 45,9 ¢ 34,9 ¢ 21,9 : 29,7 : 20,4 : 3,8
H : : H k& *3 ke ki
: ECART-TYPE : 3,4 : 3,6 : 3,4 : 5,8 : 4,4 1,1 :
: REDUIT : H : H : H :
: ¥ PAR RAPPORT : : =24% : =-52% : =-35% : -56% : ~-92% :
¢ AUX TEMOINS : : : : : : :
LOCOMOTION DANS LE MILIEU NOUVEAU (LN)

: : : EUPHORBIA HIRTA (mg/kg)

: . ¢ TEMOIN temeecrcc e e :
: IOTs : Nacl : 12,5 : 25 : 50 : 100 s 200 :
: ! (N=20) : (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=14) : (N=10) :
¢ MOYENNE : 62,3 ¢ 45,4 : 40,8 : 30,8 : 24,4 : 8,7 :
. 4 H H * 2 L2 kk e kk o
¢ ECART-TYPE : 4,2 : 6,6 6,7 : 7,2 : 6,7 : 5,2 :
¢ REDUIT : : : : : : :

% PAR RAPPORT s =27% -34% : -51% : -61% : -86%

N = nombre d'animaux par lot. * p== 0,05 ; ** p-<0,01.
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I -5 DISCUSSION

Parmi les nombreuses expérimentations, couramment
usitées lors de la réalisation d’un premier screening visant a
rechercher, par des méthodes relativement simples et rapides,
des propriétés psychotropes pour une substance inconnue, nous
avons sélectionné trois tests comportementaux permettant une
bonne approche d’une activité psychotrope et plus particulie=
rement des propriétés sédatives : l’activitest et 1le test de
l’escalier, expérimentations dites  de contrainte, le test
d’exploration d’un milieu nouveau, quant a lui non
contraignant.

Considérées isolément, 1la valeur prévisionnelle de ces
expérimentations est nulle ; seule 1la prise en compte de
l’ensemble des résultats peut permettre d’affirmer ou
d’infirmer l’existence de propriétés sédatives, notamment gréace
a 1l’étude de différents aspects du comportement de 1l/animal,
tels que 1’activité globale, 1’activité locomotrice, 1le
comportement explorateur, chacun pouvant étre représenté par
divers paramétres (redressements, marches montées...), selon la
procédure retenue.

Un autre intérét essentiel de la réalisation conjointe de ces
trois expérimentations est 1ié aux différents niveaux de
contrainte imposés & 1’animal, selon l’expérimentation choisie,
mais également, pour un méme test, selon la procédure retenue.
* Ainsi, dans l’activitest, deux cas de figures se sont
présentés, 1’animal pouvant étre sounmis & une situation
contraignante (aprés préhension par la queue, celui-ci est
placé de force dans un environnement inconnu, dépourvu de tout
repére familier tel que la sciure, les odeurs...) ou laissé
dans son environnement familier (1’animal n’est pas directement
manipulé, mais c’est 1la cage d’élevage qui est déposée sur
l’activimeétre).
Cette seconde procédure, beaucoup moins stressante, permet
d’étudier le comportement d’un animal moins perturbé, mais
manifestant également moins d’intérét pour son environnement
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déja connu, le seul stimulus consistant dans le déplacement de
sa cage d’élevage sur 1l1l’appareil de mesure et par 1le
rabattement du couvercle sur celle-ci. Sa curiosité s’exprime
alors essentiellement durant les toutes premiéres minutes du
test, pour ensuite diminuer progressivement.

Ce phénoméne a pu étre observé lors de notre étude, chez les
animaux témoins et ceux pré-traités par E. hirta, l’activité de
ces derniers pouvant méme parfois s’annuler (les souris ne se
déplacent plus et restent inactives dans un coin de la cage),
notamment aprés administration de  fortes doses d’extrait
végétal (100 et 400 mg/kg). Les activités moyennes cumulées,
enregistrées durant les cing premiéres minutes du test, rendent
également compte de cet intérét moindre, les valeurs moyennes
obtenues pour les lots témoins et traités étant beaucoup plus
réduites en comparaison de celles enregistrées pour les animaux
placés en situation contraignante.

Toutefois, si ces deux procédures expérimentales influencent
l1’intensité du comportement de 1l’animal témoin ou traité, elles
ne modifient pas la dose efficace d’E. hirta : en effet, quel
que soit le protocole retenu, l’extrait d’E. hirta exerce une

activité sédative dose-dépendante et significative dés
100 mg/kg, cet effet se manifestant sur les deux paramétres
pris en compte, & savoir la motilité et les redressements

effectués par la souris.

* Cette méme dose d’extrait végétal, soit 100 mg/kqg,

s’avere égqalement efficace dans la seconde expérimentation

contraignante, le test de l’escalier, et ceci sur les deux

paramétres enregistrés (redressements et marches montées).

Si cet effet sédatif dose-dépendant se manifeste de facon treés
légérement supérieure vis-a-vis des redressements, cette
supériorité d‘activité est beaucoup plus importante, aprés
traitement par 1le clorazépate dipotassique, produit de
référence utilisé.

Par ailleurs, différents auteurs (Thiébot et coll., 1973, 1976
Simiand et coll., 1984) ont pu obtenir une modification
relativement indépendante de ces deux paramétres, par l’action

de diverses substances telles que des hypnotiques et des
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tranquillisants mineurs, dont le clorazépate dipotassique, et
notamment une réduction du nombre de redressements a des doses
pour lesquelles le nombre de marches montées est augmenté ou
inchangé. Ce phénoméne a pu étre observé, au cours de notre
étude, en particulier avec la dose de 20 mg/kg de clorazépate
dipotassique. Cependant, contrairement a ces précédents
travaux, nous obtenons une réduction du nombre de marches
montées, aprés traitement par de plus fortes doses de ce
composé (40 et 80 mg/kg). De plus, précédemment mentionnées par
certains auteurs (Simiand et coll., 1984), les importantes
variations inter-individuelles, observées vis-a-vis du nombre
de marches montées, pourraient expliquer 1l’absence fréquente de

différence significative (lots traités par les doses de 10 et
40 mg/kg).

* La réalisation d’une troisiéme expérimentation, quant a
elle non contraignante, le test d’exploration d/un milieu
nouveau, permét de compléter cette étude des propriétés
sédatives d’E. hirta et d’obtenir de tels effets significatifs

dés la dose de 12,5 mg/kdg, dose inefficace dans les deux tests
précédents. Cette plus grande sensibilité est essentiellement

liée au maintien de la continuité topographique entre le milieu
familier et 1le milieu nouveau ; ainsi, rassuré par
l’accessibilité toujours possible & son environnement familier,
l’animal est beaucoup moins perturbé, désorienté et par
conséquent, une activiteé sédative masquée par des conditions
expérimentales plus stressantes peut se révéler a de faibles
doses d’extrait végétal.

Ceci transparait également dans les DE 50 obtenues qui sont
d’autant plus élevées que le test est plus contraignant (soit
227 mg/kg pour l’activité générale en situation contraignante,
dans 1l‘activitest ; 123 mg/kg pour 1l’activité générale en
milieu familier, dans 1l‘’activitest ; 46 mg/kg pour 1la

locomotion dans le test d’exploration d’un milieu nouveau).

Au cours de cette expérimentation, le comportement de 1l’animal,
observé dés la mise en communication des deux milieux (familier

et nouveau), par 1l‘’ouverture des portes-guillotines, a tout
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particuliérement retenu notre attention : ainsi, selon sa
réactivité émotionnelle, celui-ci peut mettre un temps variable
a s’apercevoir de ce changement : si les témoins réagissent
aussitdét 1l’ouverture des portes, par des réponses d’alerte et
d’orientation, il arrive que certaines souris, traitées par 1la
plus forte dose dA’E. hirta (200 mg/kqg), s’en désintéressent et
restent immobiles, le dos tourné par rapport & l’ouverture.

Une fois son attention mobilisée, 1l’animal ne pénétre pas
immédiatement dans le compartiment nouveau, mais commence par
s’approcher de 1l’ouverture, mouvement d’approche aussitét suivi
par un recul vers le familier. Cette succession de mouvements
d’approche et de recul se poursuit pendant un certain temps
durant lequel la souris progresse graduellement vers le milieu
nouveau : le corps s’allonge, puis l’animal avance son museau,
puis progressivement le corps tout entier, le sol nouveau étant
intensément flairé. Dés cette premiére pénétration, 1l’animal
revient dans le familier, pour retourner aussitét dans le
nouveau.

Aprés cette premiére phase, l'éxploration du milieu nouveau
commence : la souris s’y déplace lentement, manifestant de
nombreuses hésitations, notamment lors du franchissement de
chaque nouvelle wunité (trois pour chaque compartiment),
flairant le sol, les parois contre lesquelles elle se redresse
fréquemment, tout en effectuant quelques passages rapides dans

le milieu familier.

Traitées par des doses sédatives d’E. hirta, les souris mettent
plus de temps avant de pénétrer pour la premiére fois dans le
milieu nouveau, marquant nettement plus d’hésitation, de
mouvement de recul ; elles s’y déplacent plus lentement et vy
effectuent moins de redressements. Ces phénoménes sont, par
ailleurs, d’autant plus prononcés que la dose de plante est

forte.

L’utilisation du clorazépate dipotassique (benzodiazépine),

comme produit de référence, peut nous permettre d‘établir
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certaines comparaisons entre l’intensité des effets sédatifs de
ce composé et ceux d’E. hirta.

Ainsi, administré & 1la dose de 100 mg/kg, premiére dose
significativement efficace dans les deux tests contraignants
(activitest et test de 1l’escalier), 1l’extrait végétal exerce
une activité relativement proche de celle développée par la
dose de 80 mg/kg de clorazépate dipotassique, vis-a-vis de
l’activité générale de la souris enregistrée dans le test de
l’activimétre en milieu familier, ainsi que vis-a-vis des
marches montées par l‘’animal dans l’escalier. Par contre, cette
méme dose d’extrait végétal serait a rapprocher de la dose de
20 mg/kg du produit de référence, si 1l’on considére les
redressements effectués par la souris dans l’escalier.
Toutefois, la dose de 80 mg/kg de clorazépate dipotassique est
trés probablement beaucoup trop élevée. La dépression centrale
induite est trés importante ; 1l’animal ainsi traité ne réagit
pratiquement plus & son environnement et reste assoupi dans un

coin.

L’existence de propriétés sédatives étant démontrée pour
E. hirta, permettant ainsi de confirmer en partie les
hypothéses de Cabalion P., quant a un effet calmant, 1le
probléme s’est posé de savoir s’il s’agissait d‘une activiteé
essentielle ou secondaire.
En effet, diverses substances psychotropes appartenant a
différentes classes pharmacologiques, telles que les
tranquillisants mineurs, les hypnotiques, les neuroleptiques et
les anti-dépresseurs, peuvent présenter des effets secondaires
se traduisant par des propriétés sédatives qui peuvent étre
considérés comme thérapeutiquement indésirables ou au contraire

étre recherchées.

Au cours de cette recherche de propriétés sédatives, le choix
d’une benzodiazépine comme produit de référence, en 1l’occurence
le clorazépate dipotassique, n’est pas le fruit du hasard.

Effectivement, ces substances représentent le chef de file des

tranquillisants mineurs ; leur succés thérapeutique repose
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essentiellement sur leurs propriétés anxiolytiques, qui sont
toutefois trés souvent étroitement 1liées & une activiteé
sédative plus ou moins développée selon les composés.

C’est pourquoi, aprés la confirmation d’effets sédatifs pouvant
s’apparenter a ceux obtenus avec certaines benzodiazépines, il
nous est apparu nécessaire d’aborder cette <classe de

psychotropes, par la recherche de propriétés anxiolytiques.
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[1

RECHERCHE DE PROPRIETES

ANXIOLYTIQUES
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IT - 1 INTRODUCTION

Si de nombreuses substances trés différentes, telles
que certains neuroleptiques, hypnotiques ou anti-dépresseurs,
mais également la morphine et certains agents bloquants 8
adrénergiques, sont susceptibles de développer secondairement
une certaine activité anxiolytique plus ou moins prononcée,
les médicaments thérapeutiquement employés par un tel effet
principal sont représentés par les tranquillisants mineurs,
encore appelés, de ce fait , "anxiolytiques".

Leur positionnement parmi 1les psychotropes psycholeptiques
permet de les différencier des neuroleptiques, par une
activité anti-psychotique généralement faible et par 1l’absence
d’effets secondaires neurologiques extra-pyramidaux, ainsi que
des hypnotiques proprement dits, leur effet tranquillisant
apparaissant avec des posologies nettement inférieures a
celles nécessaires a 1la manifestation d’une somnolence ;
cependant, trés souvent, l’administration de fortes doses ou
la prise en posologie progressive permet 1’obtention de tels
effets hypnotiques.

Généralement, il s‘’agit de médications symptomatiques pres-
crites contre 1les états d’anxiété, de malaise, de tension
émotionnelle ou d’insomnie.

Actuellement, les tranquillisants mineurs les plus fréquemment
employés appartiennent au groupe des benzodiazépines.

(Deniker et Poirier, 1978 - Simon, 1979).

* Pharmacocinétique
(Deniker et Poirier, 1978 - Simon, 1979).

La pharmacocinétique des anxiolytiques, mais surtout des
benzodiazépines, est assez bien connue. Ainsi, administrés par
voie orale, leur résorption intestinale est presque totale.
Leur affinité pour les protéines plasmatiques serait
généralement faible, quoique variable selon 1les composés
(fixation & 96 % pour le diazépam). Leur diffusion rapide se
ferait dans tous 1les tissus. Aprés diverses transformations
hépatiques, 1les métabolites obtenus sont essentiellement
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excrétés dans les urines, une petite partie pouvant toutefois
étre retrouvée dans les selles.

Un phénoméne de tolérance peut apparaitre en raison de
1’/induction enzymatique plus ou moins développée, exercée sur

les microsomes hépatiques (notamment par le méprobamate).

* Mécanismes d’action

Malgré la relative hétérogénéité de cette classe, le point
commun & tous ces composés serait leur action dépressive
centrale, dépression qui s‘’exercerait de faqoh relativement
spécifique sur 1l’hypothalamus et 1le systéme limbique, sans
modification de l’activité du «cortex et du thalamus
(Simon, 1979).

En fait, peu de certitudes sont actuellement avancées, en ce
qui concerne les mécanismes d‘’action mis en Jjeu pour cette
activité anxiolytique ; de trés nombreux travaux ont été
consacrés a cette classe de psychotropes, au cours de ces
derniéres années, qui ont permi d’émettre diverses hypothéses
plus ou moins tangibles et faisant notamment appel a
l’/intervention du gaba (principal neurotransmetteur inhibiteur
du systéme nerveux central humain), de 1la glycine, du GMP
cyclique, des catécholamines. Un intérét tout particulier
s’est manifesté & 1l’égard du groupe des benzodiazépines,
permettant la découverte de sites récepteurs centraux et de
sites accepteurs périphériques (localisés dans divers organes)
ainsi que 1l’élaboration d’un complexe macromoléculaire
hypothétique, composé de trois unités (benzodiazépinique,
gabaergique et barbiturique) associées a un canal ionique,
chacune d)entre elles pouvant moduler plus ou moins le

fonctionnement des autres (Polc et coll., 1982 - Richards et
Mohler, 1984 - File et Pellow, 1985 - File et coll., 1986 -
Stolerman et coll., 1986 - File et Pellow, 1987 - Miller et

coll., 1987).
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* Effets secondaires
(Deniker et Poirier, 1978 - Simon, 1979).

Aux propriétés anxiolytiques principales, viennent s’adjoindre
divers effets plus ou moins marqués selon les composés et
notamment un effet sédatif, qui lui est trés souvent étroi-
tement 1lié.

Fréquemment, cette activité sédative est thérapeutiquement
considérée comme indésirable, en raison de 1l’apparition
d’effets secondaires, quoique peu importants et assez rares,
du type somnolence, apathie, ralentissement des réflexes,
vertiges, légére hypotension et amnésie.

Signalons également les propriétés myorelaxantes, développées
par la plupart de ces anxiolytiques lorsqu’ils sont adminis-
trés a fortes doses, les propriétés anti-convulsivantes, plus
particuliérement caractéristiques des benzodiazépines, ainsi
qu’une activité anti-agressive, quant a elle peu spécifique
des tranquillisants mineurs, puisque la majorité des psycho-
tropes (y compris les amphétaminiques) sont capables d’exercer
un tel effet ; de plus, si cette activité anti-agressive peut
étre obtenue expérimentalement sur 1l’animal, son existence
reste beaucoup plus hypothétique vis-a-vis de 1l’agressivité
humaine.

A ces divers effets secondaires, il faut ajouter 1l’observation
occasionnelle d’effets paradoxaux d’excitation, tels que
l/augmentation de 1l’agressivité, des crises de rage ou des

actes de violence.

* Modéles expérimentaux chez 1’animal

Concernant les effets sédatifs, leur mise en évidence expéri-
mentale est rendue possible par l‘observation de la réduction
de la motilité et de 1l’exploration de 1l’animal, par 1la
potentialisation de tous les dépresseurs centraux (hypnotiques
anesthésiques généraux, alcool...), ainsi que par la suppres-

sion de tous les réflexes conditionnés pré-établis.
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Le probléme majeur, posé par l’étude de propriétés anxioly-
tiques pour une substance donnée, réside dans 1’impossibilité
que nous avons d’affirmer l’existence chez les animaux d’états
subjectifs analogues a ceux de l’homme et qui sont a l’origine
du concept d’anxiété.

En fait, de telles études réalisées sur 1l’animal ne permettent
que d’observer son comportement face & certaines situations
considérées comme aversives, se traduisant notamment par une
inhibition comportementale induite par le stress créé.

Les benzodiazépines, administrées -a faibles doses, sont
capables de réduire plus ou moins ces effets inhibiteurs.
Ainsi, cette action désinhibitrice observée chez 1’animal est
généralement corrélée aux propriétés tranquillisantes de ces
substances obtenues chez 1’homme, le qualificatif anxiolytique
étant alors employé, par commodité, pour désigner cette
désinhibition.

De telles propriétés désinhibitrices sur le comportement de
l’animal peuvent étre abordées par la suppression des réponses
émotionnelles conditionnées (poursuite de 1l’activité normale
des animaux conditionnés, méme lorsqu’un stimulus conditionnel
les avertit de 1‘’imminence d’une punition inéluctable), ou par
1/inhibition d’un conditionnement suppressif (placé dans une
situation conflictuelle, telle que le désir d’une récompense
et la peur d‘’une punition, 1l’animal reprend son activité
normalement interrompue 1lorsque la peur de la punition

1l’emporte).

Divers autres modéles expérimentaux, de réalisation plus
aisée, peuvent étre utilisés pour cette recherche de pro-
priétés anxiolytiques :

Ainsi, le test de l’escalier, précédemment utilisé lors de la
recherche d’effets sédatifs (Chapitre B I), est couramment
employé, de par son caractére aversift. Effectivement,
l’animal, en 1l‘occurence la souris, est introduit de force
dans un milieu inconnu dépourvu de repéres familiers et
fortement éclairé, sans possibilité de s’y soustraire, ni d’y

trouver un refuge.
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Autre test anxiogéne, 1le test de la chambre claire/obscure,
consiste en une situation de conflit spontané, basée sur 1la
tendance de 1la souris a préférer un endroit sombre plus
sécurisant a un endroit éclairé.

Comme dans 1le test de 1l’escalier, 1l’animal (souris) est
introduit de force dans un milieu inconnu dépourvu de repéres
familiers et fortement éclairé ; cependant, celui-ci conserve
la possibilité de se soustraire a cette situation aversive, en
se réfugiant dans un compartiment également inconnu, mais
rendu moins anxiogéne en raison de l’obscurité qui y régne. La
souris peut donc moduler son activité exploratrice en fonction

de son état d’émotivité.

Nous avons choisi de mener cette recherche de propriétés
anxiolytiques pour E. hirta par la réalisation de ces deux

derniéres expérimentations.
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II - 2 INFLUENCE D’E. HIRTA SUR LE COMPORTEMENT DE LA SOURIS
PLACEE DANS L’ESCALIER

»

2.1 Procédure expérimentale

2.1.1 Matériel

Les expérimentations sont réalisées sur des souris miles Swiss
(Janvier) ; leurs caractéristiques, ainsi que leurs conditions
d’élevages sont détaillées dans le paragraphe consacré aux

animaux (Chapitre A II).

Le dispositif expérimental est identique a celui précédemment
décrit lors de la recherche de propriétés sédatives
(Chapitre B I - 3).

2.1.2 Méthode

La technique utilisée est inspirée de la méthode de Molinengo
et Ricci-Canaleros (1970), mnise au point sur 1les rats et

adaptée aux souris par Simiand et coll. (1984).

Les produits testés sont administrés par voie I.P., trente
minutes avant le test.
E. hirta est injectée aux doses de 3,12 - 6,25 - 12,5 et 25

mg/kg.

Le produit de référence, le clorazépate dipotassique
(Tranxéne ® , Clin-Midy, Paris), est utilisé aux doses de 1
et 5 mg/kg.

Les témoins regoivent le solvant (NaCl 0,9 %), dans les mémes

conditions.

Trente minutes aprés 1l’administration des produits, 1l’animal
est déposé au bas de l’escalier, le dos tourné par rapport aux
marches.

Les paramétres pris en compte sont les redressements effectués
et les marches montées par la souris, pendant cing minutes,
l’enregistrement étant effectué de minute en minute.
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2.1.3 Analyse statistique

Aprés vérification de l’homogénéité des variances, par le test
de Bartlett, chaque lot traité est comparé statistiquement a
son lot témoin (réalisé le méme jour, dans les mémes condi-

tions expérimentales), par le test de Student.

2.2 Résultats

D’aprés les résultats présentés dans le tableau 15 et sur la
figure 16 , l’administration d4’E. hirta provoque une augmen-
tation des redressements effectués par la souris.

Cet effet est significatif aux doses de 12,5 et 25 mg/kg, le
maximum d’activité étant obtenu avec 1la plus faible dose
d’extrait végétal (augmentation de 31 % par rapport au lot
témoin).

E. hirta augmente également, mais plus faiblement, le nombre
moyen de marches montées par les animaux. Cette activité se
manifeste & des doses plus faibles, soift 6,25 et 12,5 mg/kg.
Une augmentation maximale est obtenue avec la dose de 6,25
mg/kg (+19 % par rapport au lot témoin) ; toutefois, seule 1la
dose de 12,5 mg/kg induit un effet statistiquement

significatif.

TABLEAU 15_ : INFLUENCE D’E. HIRTA SUR LES REDRESSEMENTS ET LES
MARCHES MONTEES PAR LA SOURIS PLACEE DANS
L/ESCALIER

REDRESSEMENTS
: TEMOIN :E.HIRTA : TEMOIN :E.HIRTA : TEMOIN :E.HIRTA : TEMOIN : E.HIRTA:
LOTS : NaCl : 3,12 : NaCl : 6,25 : NaCl : 12,5 : NaCl : 25 :
: 0,9% : mg/kg : 0,9% : mg/kg : 0,9% : mg/kg : 0,9% : mg/kg :
: (N=20) : (N=20) : (N=20) : (N=20) : (N=20) : (N=20) : (N=20) : (N=20) :
MOYENHNE 37,4 44,8 37,4 45,2 39,7 51,9 : 39,9 50,4
* *
: ECART-TYPE : 3,2 2,7 3,2 4 : 3,1 3,3 3,8 : 3,5
: REDUIT : : : : : : H :

: % PAR RAPPORT : :  +20% : +21% : +31% @ ;. +26%
: AUX TEMOINS H H : : : H : H
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FIG.16 : INFLUENCE D'E. HIRTA SUR LES REDRESSEMENTS
EFFECTUES ET SUR LES MARCHES MONTEES PAR LA
SOURIS PLACEE DANS L'ESCALIER.

(pourcentages de variation calculés pour chaque

lot traité et par rapport a son témoin correspondant)

* p<==0,05
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MARCHES MONTEES

¢ TEMOIN :E.HIRTA E.HIRTA : TEMOIN :E.HIRTA

TEMOIN : E.HIRTA

AUX TEMOINS :

H ¢ TEMOIN : :

H IOTs : NaCl : 3,12 ¢ NaCl : 6,25 : NaCl : 12,5 : NaCl : 25

: : 0,9% : mg/kg : 0,9% : mg/kg : 0,9% : mg/kg : 0,9% : ng/kg
H ¢ (N=20) : (N=20) : (N=20) ¢ (N=20) : (N=20) : (N=20) : (N=20) : (N=20)
: MOYENNE ¢ 37,6 : 40,2 : 37,6 : 44,7 : 39,9 : 46 : 42,4 : 41,5
. . . - . H H *: H

¢ ECART-TYPE : 2,6 : 2,7 2,6 3,7 2,4 2 : 3,4 2,6
: REDUIT H : : H H H

¢ ¥ PAR RAPPORT : T +7% H +19% +15% -2%

N = nombre d’animaux par lot
* p < 0,05

Les résultats concernant 1l/’influence du produit de référence,
le clorazépate dipotassique, sur les redressements et les
marches montées par 1l’animal dans 1l’escalier, sont reportés
sur la figure 17 et dans le tableau 16 .

L’augmentation des deux paramétres pris en compte est
significative, dés la dose de 5 mg/kg.

L’intensité des effets est, par ailleurs, variable pour une
méme dose : ainsi, un effet maximal est obtenu sur les
redressements, avec la dose de 1 mg/kg (augmentation de 82 %
par rapport au 1lot témoin), tandis qu‘’une activité maximale
sur les marches montées se manifeste a la dose de 5 mg/kg
(augmentation de 105 % par rapport au lot témoin).
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TABLEAU 16 : INFLUENCE DU CLORAZEPATE DIPOTASSIQUE (CD) SUR
LES REDRESSEMENTS ET LES MARCHES MONTEES PAR
LA SOURIS PLACEE DANS L'ESCALIER.

REDRESSEMENTS

TEMOIN :
LOTS NaCl : 1Img/kg
0,9% :

(N=20)

b
o
N
-
ul
=}
Q
N
~
Q

¢ ECART-TYPE 2,7 : 3,2 : 3,2 : 3,3 :
¢ REDUIT : : : :
: % PAR RAPPORT : +82% : +32%
: AUX TEMOINS : H : :
MARCHES MONTEES

: : TEMOIN : CD : TEMOIN : CD :
: LOTS : NaCl : 1lmg/kg : NaCl : 5Smg/kg :
: : 0,9% : : 0,9% : :
: : (N=20) : (N=20) : (N=20) : (N=20) :
: MOYENNE 38,5 : 62 : 37,6 < 77,3 :
H : k% o ) M * % %

REDUIT

PAR RAPPORT :
UX TEMOINS :

.e (X (X ]
o0

N = nombre d’animaux par lot.

** p < 0,01 ; *** p < 0,001.
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FIG.17 :

INFLUENCE DU CLORAZEPATE DIPOTASSIQUE SUR LES
REDRESSEMENTS EFFECTUES ET SUR LES MARCHES
MONTEES PAR LA SOURIS PLACEE DANS L‘'ESCALIER.
(pourcentages de variation calculés pour chaque
lot traité et par rapport & son témoin corres=

pondant).

Yok p=< 0,01 ; Jrdkkp-0,001



PHOTO 7 : L’ENCEINTE CLAIRE/OBSCURE.
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II - 3 INFLUENCE D’E. HIRTA SUR LE COMPORTEMENT DE LA SOURIS
CONFRONTEE A UNE ENCEINTE CLAIRE/OBSCURE

3.1 Procédure expérimentale

3.1.1 Matériel

Les expérimentations sont réalisées sur des souris mdles Swiss
(Laboratoire de Psychophysiologie de Strasbourg) ; leurs
caractéristiques et conditions d’élevage sont détaillées dans

le paragraphe consacré aux animaux (Chapitre A II).

Le dispositif expérimental consiste en deux cages en plexi-
glass (20 x 20 x 20 cm) reliées entre elles par un court
tunnel. A la base de chaque cage, sur 1l’une des faces, se
trouve une ouverture permettant a 1l’animal de passer d’une
cage a l’autre. L’une des deux cages est fortement éclairée,

tandis que la seconde est rendue obscure au moyen d’un cache.

3.1.2 Méthode

La procédure expérimentale retenue est inspirée de 1la

technique décrite par Crawley et Goodwin (1980).

E. hirta est administrée par voie I.P., aux doses de 12,5 et
25 mg/kg, trente minutes avant le test. Les témoins regoivent

le solvant (NacCl 0,9 %), dans les mémes conditions.

Trente minutes aprés 1l’injection de 1l’extrait végétal,
l’animal est prélevé de sa cage d’élevage, pour étre introduit
dans l’enceinte éclairée. Son comportement est alors observé
pendant cing minutes (= temps global), aprés son prenmier
passage dans le compartiment obscur (= temps de latence).

Les paramétres pris en compte sont le temps passé dans 1le
compartiment éclairé (temps passé dans 1le clair / (temps
global-temps de latence) x 100), le nombre de transitions

effectuées par 1l’animal (nombre de passages du compartiment
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obscur au compartiment éclairé) et le temps indexé (temps

passé dans le clair / nombre de transitions).

3.1.3 Analyse statistique

Aprés vérification de 1’homogénéité des variances par le test
de Bartlett, chaque lot traité est comparé au lot témoin, par
un test de comparaisons multiples, le test de Newman-Keuls.

3.2 Résultats

Le temps moyen passé dans le compartiment éclairé, le nombre
moyen de transitions effectuées par la souris, ainsi que 1le
temps indexé, sont reportés dans le tableau 17 et sur 1la

figure 18 .

A la vue des résultats, E. hirta provoque une augmentation du
temps passé dans le compartiment éclairé (+14,5 % et +32,6 %
par rapport au lot témoin, respectivement aprés traitement par
les doses de 12,5 et 25 mg/kg). Toutefois, cet effet n’est
significatif qu’avec la plus forte dose d’extrait végétal.

Un effet similaire, mais non significatif, est observé sur 1le
temps indexé.

Concernant le nombre moyen de transitions effectuées par 1les
animaux, si la dose de 12,5 mg/kg augmente ce paramétre,
quoique de fagon non significative, 1l’administration d’une
dose de 25 mg/kg exerce un effet inverse, mais également non

significatif.
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TABLEAU 17 : EFFETS D'E. HIRTA SUR LE COMPORTEMENT DE LA SOURIS
PLACEE DANS UNE ENCEINTE CLAIRE/OBSCURE.

: PARAMETRES : TEMPS MOYEN PASSE : NOMBRE MOYEN : TEMPS :
: ¢ DANS LE COMPARTI- : DE : INDEXE :
¢ LOTS : MENT ECLAIRE (sec): TRANSITIONS : (secondes):
: TEMOINS NacCl 0,9% : 30,4 + 1,9 : 8,2 0,5 : 2,8 0,3 :
: (N=20) : : : :
: E.HIRTA 12,5 mg/kg: 34,8 * 2,4 : 9,4 0,9 : 4,1 * 0,6 :
: (N=10) i : : :
: E.HIRTA 25 mg/kg : 40,3 * 2,7 : 7,1 %t 0,3 : 5,8+ 0,5 :
: {(N=10) : * : :

N = nombre d'animaux par lot.

* p == 0,05.
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FIG.18 : INFLUENCE D'E. HIRTA SUR LE COMPORTEMENT DE LA
SOURIS PLACEE DANS UNE ENCEINTE CLAIRE/OBSCURE.

% p=<=0,05
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I - 4 DISCUSSION

L’activité désinhibitrice des tranquillisants mineurs,
et en particulier des benzodiazépines, exercée sur le
comportement de 1l’animal confronté a une situation aversive et
source de stress, est habituellement considérée comme pouvant
refléter une activité tranquillisante ou anxiolytique chez

1’homnme.

Divers modéles expérimentaux ont pu étre élaborés, dans le but
de simuler des situations sensées créer 1’anxiété chez
1’homme.

Parmi les plus couramment utilisés, nous avons sélectionné les
tests de 1l’escalier et de la chambre claire/obscure, du fait
de leurs facilité et rapidité d’exécution, en comparaison
d’autres modéles basés notamment sur le comportement condi-
tionné des animaux, modéles qui par ailleurs ne présentent pas
une performance supérieure et dont 1l’utilisation ne se

justifiait pas vraiment pour cette premiére approche.

Dans 1les deux cas expérimentaux retenus, 1les situations
imposées & l’animal créent un certain degré de stress, plus ou
moins important selon le test, mais aussi selon la réactivité
émotionnelle de chaque animal, pouvant entrainer une inhibi-
tion comportementale notamment de 1l’exploration et de 1la
locomotion, inhibition qui pourrait étre levée par 1l‘’adminis-
tration d’un anxiolytique.

* Ainsi, dans le test de l’escalier, cette désinhibition
se caractérise par 1’augmentation de 1l’un ou des deux
paramétres pris en compte, & savoir les redressements et les

marches montées par la souris.

Un tel effet, quoique léger en comparaison de 1’activité
développée par le clorazépate dipotassique, benzodiazépine de
référence, et & la limite de la significativité, a pu étre
obtenu aprés traitement par de faibles doses d’extrait végétal

soient 6,25 - 12,5 et 25 mg/kg, cette activité se manifestant

surtout sur les redressements effectués par l’animal.
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De plus, un certain décalage au niveau des doses actives peut
étre mentionné, un effet maximal sur les redressements é&tant
obtenu a une dose supérieure (12,5 mg/kg) a celle induisant un
maximum d‘’activité vis-a-vis des marches montées (6,25 mg/kqg) .
Un tel décalage, toutefois inversé, est également obtenu apres
l’administration du clorazépate dipotassique, un effet maximal
sur les redressements étant obtenu & une dose inférieure (1
mg/kg) a celle induisant un maximum d’activité sur les marches
montées (5 mg/kqg).

Autre différence entre cette benzodiazépine de référence et
l’extrait d’E. hirta, le clorazépate dipotassique exerce une
activité anxiolytique beaucoup plus importante vis-a-vis des
marches montées, E. hirta influencant essentiellement les
redressements effectués par 1l‘’animal ;i sur ce dernier
paramétre, 1l’activité manifestée par la dose de 12,5 mg/kg
d’extrait végétal peut étre rapprochée, au niveau intensite
des effets, de celle de 5 mg/kg de clorazépate dipotassique.

Cette modification indépendante des deux variables prises en
compte dans cette expérimentation a précédemment été observée
par divers auteurs (Thiébot et coll., 1973, 1976 - Simiand et
coll., 1984 - Stéru et coll., 1987), aprés l’administration de
certains hypnotiques et tranquillisants mineurs, dont 1le
Clorazépate dipotassique : ainsi, ces substances peuvent
augmenter le nombre de marches montées, & des doses qui
diminuent ou n’affectent pas, ou encore qui parfois augmentent
trés légérement le nombre de redressements, augmentation par
ailleurs obtenue au cours de notre expérimentation avec la
dose de clorazépate dipotassique de 5 mg/kg.

Concernant E. hirta, ce phénoméne peut étre mentionné pour 1la
dose de 25 mg/kg, mais sur les paramétres inversés, les
redressements étant augmentés et le nombre de marches montées
non modifié. /

Thiébot et coll. (1973, 1976) émettent 1’hypothése selon
laquelle la variable "marches montées" serait un indice du
comportement explorateur et locomoteur, et représenterait une
mesure sensible d’une activité anxiolytique (augmentation du
nombre de marches montées). Quant a la seconde variable, les

redressements, elle représenterait un indice d‘’anxiéte,
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d’émotivité et serait, par conséquent, diminuée sous 1l’action
de substances anxiolytiques.

En fait, ceci n’a pu étre observé, au cours de notre étude,
aux doses anxiolytiques de clorazépate dipotassique testées,
soit 1 et 5 mg/kg.

Par ailleurs, cette hypothése est mise en doute par certains
auteurs (Simiand et coll., 1984).

D’autres auteurs (Stéru et coll., 1987) considérent ce second
paramétre comme une premiére indication d’une activité
sédative, ce qui confirme nos observations personnelles
précédemment rapportées (Chapitre I - 3), 1le clorazépate
dipotassique diminuant le nombre de redressements a des doses
qui ne modifient pas le nombre de marches montées (dose de
20 mg/kg).

Quant & E. hirta, 11 est intéressant de mentionner 1la
différence d’activité manifestée sur 1les deux paramétres
(augmentation plus importante des redressements), en
comparaison des substances anxiolytiques testées par nos soins
ou par les différents auteurs précédemment cités.

Diverses études réalisées au sein de notre laboratoire, sur
d’/autres extraits végétaux, ont permis de mettre en évidence
un profil d’‘activité relativement similaire & celui d4’E. hirta
(Rolland, 1988).

* L’existence de différences entre les activités d’E.hirta
et des benzodiazépines est également constatée dans le second
modéle'expérimental, le test de l’enceinte claire/obscure.
Ainsi, 1les benzodiazépines sont connues pour augmenter le
temps passé dans 1le clair et 1le nombre de transitions
effectuées par 1l’animal (Thiébot et Soubrié, 1983 - Treit,
1985). Si 'Crawley et Goodwin (1980) interprétent 1/augmen-
tation du nombre de transitions comme un effet anti-conflit,
Misslin (Misslin, 1984 - Misslin et coll., 1988) considére ces
excursions dans 1le milieu éclairé comme des tentatives de

fuite, plutét que comme des conduites exploratrices.

E. hirta, quant a elle, tend a augmenter le temps passé dans
l’enceinte claire, surtout avec 1la dose de 25 mg/kg. Cette
variable étant considérée comme un indice de réactivite
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émotionnelle de 1la souris (plus elle est élevée, moins
l’animal réagit au caractére aversif de l’enceinte et donc,
moins il aura tendance a se réfugier dans la cage obscure pour
l1’éviter), l’action d’E. hirta laisserait présager un effet
anti-stress ou anxiolytique.

Le nombre de transitions effectuées par 1’animal du
compartiment obscur au compartiment éclairé, paramétre
d’activité, tend a étre augmenté aprés administration de 1la
dose de 12,5 mg/kg, tandis que la dose de 25 mg/kg tend a le
diminuer, ce dernier fait pouvant probablement rendre compte
d’un léger effet sédatif.

I1 est intéressant de constater que les souris traitées par
une dose de 25 mg/kg sortent moins (réduction du nombre de
transitions), mais restent plus longtemps dans 1la cage
éclairée (augmentation du temps passé dans le clair), d‘’ou un
niveau plus élevé du temps indexé. Les animaux mettent a
profit leur passage dans l’enceinte éclairée, pour 1l’explorer
de facon plus ou moins intense, notamment dans le cas du lot
traité par la dose de 25 mg/kg, cette activité exploratrice se
manifestant en particulier par des reniflements du sol, des

parois, des coins, ainsi que par de fréquents redressements.

Ainsi, si les effets obtenus avec la dose de 12,5 mg/kdg,
quoique statistiquement non significatifs, rappellent un peu

l’activité des benzodiazépines (augmentation du temps passé
dans le ‘clair et du nombre de transitions), la dose de 25

ma/kg _serait, quant &8 elle, & la limite de 1la sédation

(réduction du nombre de transitions).

En fait, ces deux types de propriétés, anxiolytiques et
sédatives, semblent étroitement 1liées et difficilement
dissociables.

Ainsi, en situation moins aversive (tests de 1’enceinte
claire/obscure et de 1l’exploration d’un milieu nouveau), en
comparaison du caractére beaucoup plus anxiogéne des tests
dits de contrainte (activitest et test de l’escalier) , une
activité sédative peut encore se manifester, a des doses de
composé beaucoup plus faibles et inefficaces en situation

contraignante.
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De telles observations ont pu étre faites pour E. hirta, qui
exerce une action sédative, a partir de doses d‘’autant plus
faibles que 1la situation est moins aversive (100 mg/kg en
situation contraignante - 25 mg/kg, dose limite dans le test
de 1l’enceinte claire/obscure - 12,5 mg/kg dans le test

d’exploration d’un milieu nouveau).

Actuellement, la physiopathologie de l’anxiété, ainsi que 1les
mécanismes d’action des anxiolytiques, sont encore assez mal
connus ; de nombreux points obscurs subsistent, de nombreuses
données restent a l1’état d’hypothéses.

Si l’anxiolyse est parfois considérée comme un degré faible de
la sédation, tout au moins pour les composés présentant ces
deux types d’activités, cette hypothése est fortement mise en
doute par divers auteurs (Koe, 1979 - Lippa et coll., 1979 -
Wauquier, 1979 - File et coll., 1986), qui pencheraient pour
la mise en jeu de mécanismes d’action différents faisant
intervenir des voies neurotransmettrices et des récepteurs

différents.

A ce stade de notre recherche, si des propriétés
sédatives conséquentes ont pu étre mises en évidence pour
E. hirta (Chapitre B I), l’existence de propriétés anxioly-
tiques reste sujette a caution, en raison de 1la faible
intensité des effets obtenus, par rapport a l’activité de la
benzodiazépine de référence utilisée, le clorazépate

dipotassique.

En fait, de nombreuses substances trés différentes sont
susceptibles d’exercer des effets anxiolytiques plus ou moins
marqués. C’est notamment le cas des neuroleptiques administrés
a faible dose (halopéridol, fluphénazine...), des hypnotiques
pris en faibles quantités réparties dans la journée
(phénobarbital, amobarbital...), de certains anti-dépresseurs
dits sédatifs ou anxiolytiques, mais également de la morphine
dont les propriétés analgésiques, psychodysleptiques et

anxiolytiques sont bien difficilement dissociables ; enfin,
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des agents B-bloquants pourraient exercer un effet favorable
sur l’anxiété (Simon, 1979).

Aussi, en 1l’état actuel de nos connaissances, quant au profit
d’activité pharmacologique d’E. hirta, son rapprochement avec
la classe des psychotropes anxiolytiques nous est apparu peu
fondé et beaucoup trop prématuré.

Nous avons donc décidé d’approfondir ce profil d’activité, par
la recherche d‘autres propriétés psychotropes, en tenant
compte, bien évidemment, de 1l’existence de propriétés séda-
tives conséquentes et de légers effets anxiolytiques.

La premiére classe de psychotropes abordée, dans cet objectif,

est celle des hypnotiques.
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IIXI - 1 INTRODUCTION

(Boissier et Simon, 1966 - Passouant et Billiard, 1978 - Warot
et coll., 1979).

Les hypnotiques constituent une classe trés hétérogéne.
Si de nombreuses définitions ont pu étre données & ces
substances psycholeptiques, l’une des plus concises semble étre
celle de Warot et coll. (1979) qui définissent les hypnotiques
comme des substances destinées a permettre aux insomniaques de
dormir.
Le sommeil induit par ces composés est généralement différent
du sommeil physiologique, des modifications pouvant intervenir
dans la durée totale du sommeil profond et/ou paradoxal, ainsi

qu’au niveau des différents stades du premier.

Les hypnotiques appartiennent a des classes chimiques trés
variées, puisqu’on y rencontre des alcools, des aldéhydes, des
sulfones, des carbamates, des uréides...

Leur répartition se fait principalement en deux groupes : les
barbituriques et les non-barbituriques, par ailleurs
fréquemment associés dans diverses spécialités pharmaceutiques.
Leur caractéristique commune est de provoquer une dépression du
systéme nerveux central, qui se traduit par 1leurs effets
principaux, a savoir la sédation, le sommeil et 1l‘anesthésie
générale.

Parmi le groupe des non-barbituriques, il est intéressant de
mentionner la présence de certaines benzodiazépines
(nitrazépam, flurazépam...) utilisées comme hypnotiques sans
que l’on sache trés bien si ces substances possédent une action
vraie ou si leur seule activité anxiolytique permet 1‘’endor-
missement, mais également certains autres tranquillisants
mineurs (méprobamate...), certains neuroleptiques sédatifs
(chlorpromazine) et anti-histaminiques (prométhazine...) dont
on peut se demander s’ils exercent une réelle action hypnotique
ou si leur activité n’est pas due uniquement a leurs effets

sédatifs.
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A ces deux groupes viennent s’adjoindre diverses substances,
telles que l’hydrate de chloral, le glutéthimide (chimiquement
trés proche des barbituriques), des dérivés des quinazolones,

le L-tryptophane, le 5-hydroxy-tryptophane.

De nombreuses substances psychotropes, dépourvues de
toute activité hypnotique propre, peuvent cependant modifier le
sommeil expérimental induit par un barbiturique. Ainsi, les
neuroleptiques, 1les tranquillisants mineurs et 1les anti-
dépresseurs peuvent potentialiser cet effet hypnotique, tandis
que les psychoanaleptiques nooanaleptiques et psychostimulants
l’antagonisent (Boissier et Simon, 1966 - Simon et coll.,
1982).

De ce fait, la recherche d’une influence d’E. hirta sur la
narcose barbiturique devrait apporter un certain nombre
d’informations supplémentaires, utiles a son positionnement
parmi les substances psychotropes.

Dans cet objectif, deux barbituriques ont été employés,
caractérisés par des voies cataboliques différentes : 1le
pentobarbital, & métabolisme hépatique et le barbital dont
l’élimination s’effectue par 1les reins, sous une forne
inchangée.

Ces deux barbituriques sont en effet trés fréquemment employés
au cours des screenings pharmacologiques pour la recherche
d‘une interaction vis-a-vis du sommeil qu‘ils induisent
(Boissier et coll., 1972 - Simon, 1985 - Rambert et coll., 1986-
Porsolt et coll., 1987).

Quelques réppels sur la pharmacocinétique et les propriétés
pharmacologiques de ces substances nous ont paru profitables,
pour une meilleure compréhension des interactions et des
mécanismes impliqués.

(Harvey, 1975 - Schmitt, 1973 - Passouant et Billiard, 1978 -
Warot et coll., 1979 - Sato et coll., 1979, 1980 - Gerardy,
1982 - Simon et coll., 1982 - Haefely, 1983 - HO et Harris,
1981)
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* Pharmacocinétique

Dérivés de 1l’acide barbiturique ou malonyl-urée, apreés
substitution d’un atome d’hydrogéne placé sur le carbone en
position 5, par un groupement alkyl ou aryl (Harvey, 1975 -
Schmitt, 1973 - Warot et coll., 1979), les barbituriques sont
caractérisés par deux propriétés physico-chimiques essentielles
leur liposolubilité et leur degré d’ionisation.

Le caractére lipophile de la molécule lui permet de diffuser au
travers des membranes cellulaires et de se fixer au niveau des
protéines plasmatiques et cellulaires (fixation estimée a 35 %,
pour 1le pentobarbital et a 5 % pour le barbital). cCette
liposolubilité, définie par le coefficient de partage huile/eau
(39 pour le pentobarbital et 1 pour le barbital), rend compte
du tropisme important des barbituriques pour le systéme nerveux
central, organe abondamment irrigué.

Le degré d’ionisation définit, quant & 1lui, 1l‘’hydrosolubilité
de la molécule. Celui-ci est fonction du pH et du pKa et joue
un rdéle important dans les mécanismes d’action de certains
barbituriques, ainsi que dans les interférences possibles avec

diverses autres substances (Sato et coll., 1979, 1980) .

A l’exception du barbital, éliminé sous forme inchangée par les
reins (entre 65 et 90 %), le catabolisme des barbituriques
s’effectue au niveau hépatique, par 1l’intermédiaire du systéme
"NADPH-Cytochrome P450 réductase-Cytochrome P450" qui inactive
la molécule par hydroxylation de la chaine latérale en position
5 (figure 19 ). Les catabolites hydrosolubles et inactifs
obtenus sont alors éliminés par la bile, les reins et les

féces.

* Propriétés pharmacologiques

- Au niveau du systéme nerveux central, les barbituriques
dépriment de fagon réversible et dose-dépendante 1l’activité de
l’ensemble des tissus excitables, pouvant aller, en fonction de

la dose, de la sédation au coma, en passant par l’anesthésie.
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L’excitabilité corticale et thalamique, les systémes limbiques,

ainsi que la formation réticulée sont inhibés.

- L’électro-encéphalogramme permet de constater la modifica-
tion des activités électriques des différentes structures
encéphaliques, par le pentobarbital. A dose hypnotique, il
altére les étapes du sommeil, diminue la latence d’endormis-
sement et augmente faiblement les ondes delta et 1l’activité de
l’électro-encéphalogramme enregistrée durant le sommeil. Ce
barbiturique diminue la durée totale du sommeil paradoxal, son
pourcentage par rapport au sommeil physiologique, ainsi que les
stades III et IV du sommeil profond.

- Le pentobarbital est également un puissant inducteur
enzymatique. Il stimule 1l‘’activité métabolique du foie,
augmente le réticulum endoplasmique lisse, la biosynthése des
phospholipides microsomiaux, 1’ARN polymérase et le systéme du
cytochrome P 450.

- De plus, la plupart des barbituriques présentent des

propriétés anti-convulsivantes et myorelaxantes.

Si le mécanisme d’action des barbituriques n’est pas totalement
élucidé, diverses hypothéses ont pu étre avancées par certains
auteurs. Ainsi, selon Simon et ses collaborateurs (1982), le
pentobarbital pourrait agir en augmentant 1la quantité
d’acétylcholine dans tout le cerveau et plus particuliérement
dans 1l’hippocampe et 1le cortex cérébral, mais aussi en
diminuant le turn-over de la noradrénaline et de la sérotonine
et en augméntant celui de la dopamine.

Toutefois, de nombreux auteurs (HO et coll., 1975 - Gerardy,
1982 - Haefely, 1983) suggérent une action au niveau du récep-
teur au gaba et de 1’ionophore chlore, par l’intermédiaire du
récepteur aux barbituriques, qui leur serait couplé pour former
un complexe multimoléculaire, auquel participerait également le
site récepteur aux benzodiazépines (modéle hypothétique élaboré
par Polc et coll., 1982).
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Par contre, les informations concernant le mécanisme d’action
du barbital sont beaucoup moins nombreuses. Selon certains
auteurs (Simon et coll., 1982), ces deux barbituriques
agiraient par des mécanismes différents, pouvant ainsi
expliquer les effets dissociés exercés paf diverses substances
psychotropes, telles que certains anti-dépresseurs (nialamide,
miansérine, nomifensine, viloxazine...), certains nooanalepti-

ques et psychostimulants (acide oxolinique, méthylphénidate...)
certaines substances en relation avec les systémes
noradrénergiques et dopaminergiques . (apomorphine) ou avec 1le
systéme sérotoninergique (quipazine, méthysergide, parachloro-
phénylalanine...), ainsi que certains composés agissant sur le
systéme enzymatique (proadifen, rifampicine...) (Tableau 18 ) .

TABLEAU 18 ¢ ACTION DE DIFFERENTS PSYCHOTROPES SUR LES TEMPS
DE SOMMEIL INDUIT PAR LE BARBITAL ET LE
PENTOBARBITAL (Simon et coll., 1982).

Substances Barbital Pentobarbital

I

Propranclol, salbutamol, yohimbine _

Iproniazide, clonidine, chlorpromazine
diazépam, clobazam, L.SHTP, fenflura- Ve V4
mine, imipramine, trazodone, L-Dcpa

Amphétamine, caféine \Y] \Y
Apomorphine, nialamide, miansérine, et f
proadifen

Rifampicine o \
Sulpiride, quipazine Va —
Viloxazine \ i

Acide oxolinique, méthysergide, para-
chlorophénylalanine, nomifensine,

amineptine, méthylphénidate, pyrova- \ -
lérone, parachlorométhylamphétamine,

<cocaine
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* Problémes méthodologiques

Des études précédemment réalisées au sein de notre laboratoire
(Rolland, 1984), visant a mettre au point un protocole
opératoire pour 1la recherche d’interactions vis-a-vis du
sommeil barbiturique, ont permis de déceler le réle important
de certains paramétres environnementaux et physiologiques, dans
la variabilité obtenue sur le temps d’endormissement et sur la
durée du sommeil des animaux.

Ainsi, d’importantes variations ont pu étre observées en
fonction de la saison, et du cycle nyctéméral des animaux.
Effectivement, le pentobarbital s’avére plus actif durant 1la
période estivale (juillet a septembre), pendant laquelle 1la
variabilité des résultats est moindre. De plus, les animaux, en
l’occurence des souris, présentent une activité globale
maximale au cours de la phase nocturne et minimale au cours de
la phase diurne ; pendant 1la premiére citée, 1le temps
d’endormissement est augmenté, tandis que la durée du sommeil
est diminuée. Aussi, il est apparu indispensable de limiter 1la
durée du test, afin d’éviter un chevauchement sur ces deux
phases du cycle nyctéméral.

Quant aux autres paramétres susceptibles d’intervenir,
mentionnons le poids, l1’age et le sexe des animaux.

Ces précédents travaux ont abouti & la mise au point d’un
protocole expérimental rigoureux, permettant de définir 1les
paramétres suivants :

- les animaux utilisés (souris) doivent avoir un &ge compris
entre 7 et 9 semaines.

-~ des souris mdles sont employées, en raison des variations
endocriniennes des souris femelles pouvant interférer sur la
durée du sommeil

- le test doit toujours étre réalisé en phase nocturne, phase

active des animaux.

En tenant compte de ces diverses données, nous avons donc, dans
un premier temps, recherché 1’existence de propriétés
hypnotiques propres pour E. hirta, gridce a l’administration de

doses sédatives croissantes.
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Puis, nous avons étudié 1’influence de l’extrait végétal sur la
narcose barbiturique, en utilisant deux composés différemment
métabolisés : le pentobarbital, dégradé au niveau hépatique et
le barbital, éliminé sous forme inchangée par les reins.

Ainsi, une interaction avec 1’hypnose induite par le
pentobarbital pourrait résulter, soit d’un effet au niveau du
récepteur central, soit d’une modification du catabolisnme
hépatique de ce barbiturique.

Par contre, une interaction avec 1l’hypnose induite par 1le
barbital ne peut s’expliquer que par une action centrale et
permet donc de trancher entre les deux hypothéses précédemment
avanceées.

Nous avons donc abordé cette étude d’éventuelles interactions
d’E. hirta sur 1la narcose barbiturique, en recherchant
l’existence d’effets potentialisateurs et inducteurs du sommeil
barbiturique, respectivement , dans le cas de 1l’administration
de chacun de ces deux composés (pentobarbital et barbital) a
doses hypnotiques et infra-hypnotiques.
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III - 2 RECHERCHE DE PROPRIETES HYPNOTIQUES

2.1 Procédure expérimentale

2.1.1 Matériel

Les caractéristiques et les conditions d’élevage des animaux
utilisés (souris mdles Swiss, Césal) sont détaillées dans 1le

paragraphe consacré aux animaux (Chapitre A II).

2.1.2 Méthode

L’extrait végétal est administré par voie I.P., aux doses non
toxiques suivantes : 200 - 400 - 800 - 1600 - 3200 et 6400

mg/kg.
Le solvant utilisé est le NacCl 0,9 %.
Les animaux sont maintenus en observation durant 24 heures.

2.2 Résultats

Aux doses non toxiques testées, aucun effet inducteur du

sommeil n’est visualisé.

Toutefois, si aucun animal ne s’endort, tous sont plus ou moins
"apathiques" et restent immobiles, blottis les uns contre les
autres dans un coin de 1la cage. Cette immobilisation se
manifeste surtout & partir de la dose de 800 mg/kg et
s’accentue avec des doses croissantes.

Ces phénoménes semblent disparaitre totalement au bout d‘une
heure, pour les doses de 200 et 400 mg/kg, et au bout de quatre
heures, pour les doses de 800 et 1600 mg/kg. Les animaux
traités par les deux plus fortes doses, soit 3200 et 6400 mg/kg
sont encore "indolents", quatre heures aprés 1l1l’administration

de l’extrait végétal.

Signalons l’apparition de contractions abdominales,

précédemment mentionnées lors de 1l’étude des propriétés
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sédatives et anxiolytiques (Chapitre B I et II) et dont
l’intensité croit avec la dose d’extrait végétal administré.
Dans le cas de la plus forte dose, soit 6400 mg/kg, ces effets

subsistent encore, une heure aprés 1’injection.
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IITI - 3 INFLUENCE D’E. HIRTA SUR LA NARCOSE BARBITURIQUE

3.1 Influence A’E. hirta sur la narcose induite par le

pentobarbital

3.1.1 Procédure expérimentale
3.1.1.1 Matériel et méthode

Les expérimentations sont réalisées sur des souris Swiss miles
(Césal), dont les caractéristiques et les conditions d’élevage
sont détaillées dans le paragraphe consacré aux animaux
(Chapitre A II).

E. hirta est administrée par voie I.P., trente minutes avant
l1’injection I.P. de pentobarbital (pentobarbital sodique,
laboratoires Clin-Midy, St Jean de la Ruelle (45)).

Deux parameétres sont alors mesurés : le temps d’endormissement,
ou intervalle de temps entre l’injection du barbiturique et
l’apparition du sommeil, et la durée du sommeil, ou intervalle
de temps entre le début du sommeil et le réveil.

Le début du sommeil est pris en compte lorsque les animaux
acceptent la position en décubitus latéral et le temps de
réveil, lorsque la souris quitte cette position aprés trois
tentatives de remise en position initiale.

* Potentialisation du sommeil narcotique

Le pentobarbital est administré & une dose hypnotique, soit 40
mg/kg.

L’extrait végétal, quant a lui, est testé aux doses de 50, 100,
200, 400 et 800 mg/kg, le lot témoin recevant le solvant (NacCl

0,9 %) dans les mémes conditions.
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* Induction du sommeil narcotique

Une dose infra-hypnotique de pentobarbital est utilisée, a
savolir 25 mg/kg.

L’extrait végétal (EH 84) est testé aux doses de 12,5 - 25 - 50
100 - 200 - 400 et 800 mg/kg (expérimentation réalisée en
1984).

La reproductibilité des résultats est étudiée a deux reprises,
en février 1986 sur un lyophilisat préparé en 1986 (EH 86), et
en juin 1987 sur un extrait préparé en 1987 (EH 87).

Le clorazépate dipotassique (Tranxéne *® , laboratoires Clin-
Midy, Paris), précédemment utilisé comme produit de référence,
lors de la recherche de propriétés sédatives (Chapitre B I et
II), est administré aux doses de 5 et 20 mg/kg.

3.1.1.2 Analyse statistique

* Potentialisation du sommeil narcotique

Aprés vérification de 1l’homogénéité des variances par le test
de Bartlett, une analyse de variance (ANOVA) est réalisée sur
l’ensemble des lots témoin et traités. Ceux-ci sont ensuite
comparés par un test de comparaisons multiples, le test de
Newman-Keuls.

Le calcul de la DE 50, dose efficace potentialisant le sommeil
barbitﬁrique chez 50 % des animaux, est effectué selon 1la
méthode de Litchfield et Wilcoxon (1949).

* Induction du sommeil

L’analyse statistique est réalisée & 1l‘aide du test du X2
corrigé (correction de Yates), sur les pourcentages
d’endormissements obtenus pour chaque lot.

Dans le cas des trois lots traités par la dose de 200 mg/kg
végétal, le temps moyen d’endormissement et la durée moyenne du

sommeil sont comparés deux a deux par le test de Student.
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Le calcul de la DE 50, dose efficace induisant le sommeil chez
50 % des animaux, est effectué selon la méthode de Litchfield
et Wilcoxon (1949).

3.1.2 Résultats

3.1.2.1 Potentialisation du sommeil narcotigue

D’aprés les résultats présentés en figure 20 et dans le
tableau 19 , l’administration de doses croissantes d’E. hirta,
trente minutes avant l’injection d’une dose hypnotique de
pentobarbital (40 mg/kg), n’affecte pas significativement 1le
temps d’endormissement, mais provoque une augmentation de la
durée du sommeil.

Si cet effet est pratiquement le méme pour les doses de plante
de 50, 100 et 200 mg/kg (respectivement 35, 36 et 37 % de
variation par rapport aux témoins), il n’est significatif qu’a
partir de la dose de 400 mg/kKg.

Aux plus fortes doses (400 et 800 mg/kg), l‘’augmentation du
temps de sommeil est nettement plus importante (respectivement
85 et 111 % de variation par rapport aux témoins).

La DE 50 est estimée a 137,8 mg/kg (135-139,8).

TABLEAU 19 : INFLUENCE D’E. HIRTA SUR LE TEMPS D’ENDORMISSEMENT
| ET LA DUREE DU SOMMEIL INDUIT CHEZ LA SOURIS, PAR
UNE DOSE HYPNOTIQUE DE PENTOBARBITAL (40 mg/kg).

TEMPS D’ENDORMISSEMENT

AUX TEMOINS

: : H EUPHORBIA HIRTA (mg/kg) :
: : TEMOIN (=== —rremr e e e e e e e e e — :
: ILOTS : NaCl : 50 s 100 s 200 : 400 : 800 :
: : 0,9% : (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=10) :
: : (N=35) : : : : : :
: MOYENNE : 229 : 194 244 s 210 : 199 s 245 :
: (secondes) : : : : : :
: ECART-TYPE : 18 : 11 26 : 11 : 10 : 18 H
: REDUIT : : : H : :
: % PAR RAPPORT -15% +7% -8% : <=13% : +7%

\




AUGMENTATION DU TEMPS DE SOMMEIL (%)
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FIG. 20 : INFLUENCE D'E. HIRTA SUR LA DUREE DU SOMMETL INDUIT
PAR LE PENTOBARBITAL ADMNIsm A UNE DOSE HYPNOTIQUE
(40 mg/kg)
(pourcentages de variation par rapport aux témoins).

%% p < 0,01
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DUREE DU SOMMEIL

: H : EUPHORBIA HIRTA (mg/kqg) :
: : TEMOIN (--=-=—mccmmmcm e - ————e e e e ———— :
: IOTS : NacCl : 50 : 1co : 200 ¢ 400 : 800 :
H : 0,9% : (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=10) :
: : (N=35) : : : : : :
¢ MOYENNE : 1500 : 2022 : 2047 : 2059 : 2775 : 3163 ;
: (secondes) : : : : : *k 3 *k
¢ ECART-TYPE : 129 : 275 : 249 206 = 331 : “375

: REDUIT : : : H

: ¥ PAR RAPPORT
: AUX TEMOINS

N = nombre d’animaux par lot
** p < 0,01

3.1.2.2 Induction du sommeil narcotique

Les résultats présentés dans le tableau 20 et sur la figure . 21
permettent de constater une augmentation dose-dépendante du
pourcentage d’animaux endormis, aprés traitement par E. hirta.
En effet, a 12,5 mg/kg, ce pourcentage est pratiquement
identique a celui des témoins (respectivement 10 et 13 %) ; il
augmente ensuite progressivement pour devenir significatif a
partir de 1la dose de 50 mg/kg et pour atteindre 100 %
d’endormissement dés la dose de 200 mg/kg.

La reproductibilité de cet effet inducteur a pu étre démontrée,
gréce au renouvellement de cette expérimentation effectuée en
1984 sur un extrait végétal préparé a cette époque (EH 84), en
février 1986 et Jjuin 1987, dans les mémes conditions
expérimentales, mais sur des extrait végétaux préparés en 1986
(EH 86) et en 1987 (EH 87).

E. hirta, administrée a la dose de 200 mg/kg, induit & nouveau

100% d’endormissement.



TABLEAU 20

CHEZ LA SOURIS, PAR UNE DOSE INFRA-HYPNOTIQUE DE PENTOBARBITAL (25 mg/kg) .

INFLUENCE D'E. HIRTA SUR LE TEMPS D'ENDORMISSEMENT ET LA DUREE DU SOMMEIL INDUIT

TEMPS D’ENDORMISSEMENT  /===-e—cecccmmmc e ccccaee 1984~ =m0 \ /mm———- 1986-m==== \ /======1987~=cu-- \
: : : EUPHORBIA HIRTA (mg/kqg) I : H H H
: ? TEMOIN e e e e e e e e e e e e e e : ¢ TEMOIN :E.HIRTA : TEMOIN :E.HIRTA :
: IOTs ¢ NaCl : 12,5 25 H 50 : 100 : 200 s 400 ¢ 800 $: ¢ NaCl : 200 ¢ NaCl : 200 H
: : 0,9% : (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=20) : (N=10) : : 0,9% : mg/kg ¢ 0,9% : ‘mg/kg :
: ¢ (N=30) : : : : : : : ¢ ¢ (N=20) : (N=10) : (N=10) : (N=10) :
MOYENNE : 67 : 33 ¢ 106 : 280 2 249 : 360 s 357 ¢ 364 HE 88 ¢ 369 : 0 P 417 :
¢ (secondes) : : : : : : : : HE : : : :
ECART-TYPE : a3 : 33 : 71 : 79 : 59 : 38 : 32 : 24 L 63 : 24 H 0 : 39 :
¢ REDUIT : : : : : : : : L : H : :
DUREE DU SOMMEIL Y e R 1984 -mmmem e \ e 1986~=m=m=e \ /==———- 1987 =mcmna \
: : EUPHORBIA HIRTA (mg/kg) T : : : ;
: MO TN e e e e e e e e e e e e e o ‘ : TEMOIN :E.HIRTA : TEMOIN :E.HIRTA :
: IoTs : NaCl : 12,5 : 25 : 50 ¢ 100 : 200 ¢ 400 : . 800 ! : NaCl : 200 t NaCl : 200 :
: P 0,9% 3 (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=10) : (N=20) : (N=10) : . 0,9% : mg/kg : 0,9% : mg/kg :
: : (N=30) ' ' : : : ' : 1 (N=20) : (N=10) : (N=10) : (N=10) :
: MOYENNE Po%2p B0 B 132 473 : 1626 1 1206 ¢ 1224t 1733 : | 135 ssds s o ieee
¢ (secondes) : : : : : : : : L s . . .
: ECART-TYPE  : 48 : 51 : 95 : 168 : 312 : 82 : 135 i 242 . 100 ¢ 76 i o i TaenT
¢ REDUIT : : : : : : : : : : : :
: POURCENTAGE  : : : : s : : : s, . T . AR .
¢ ENDORMISSEMENT: 13% : 10% :  20% : 60% : 80% : 100% : 90% : 100% : . . . . .
. . : s *s Khkks O hhkg khks *kdy o 10% : 100&**& 0% . 10°i¢ .

* p =Z0,05

*** p == 0,001.

862 -
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FIG. 21 : INFLUENCE D'E. HIRTA SUR LE POURCENTAGE D'ENDORMISSEMENT
INDUIT PAR UNE DOSE INFRA-HYPNOTIQUE DE PENTOBARBITAL

(25 mg/kg)

* p<<0,05 ; *% %k p <=0,001
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Toutefois, si les temps moyens d’endormissement obtenus au
cours de <ces trois expérimentations ne différent pas
significativement entre eux, la durée moyenne du sommeil est
nettement augmentée dans les deux tests les plus récents
(1986, 1987).

La DE 50 est estimée a 43,5 mg/kg (43-44,1).

Les résultats obtenus aprés traitement par le clorazépate
dipotassique sont présentés dans le tableau 21 et sur 1la
figure 22 .

Aux deux doses testées, soit 5 et 20 mg/kg, ce composé induit
significativement le sommeil narcotique (respectivement 60 et
100 3 d’endormissement).

TABLEAU 21, : INFLUENCE DU CLORAZEPATE DIPOTASSIQUE SUR LE TEMPS
D’/ENDORMISSEMENT ET LA DUREE DU SOMMEIIL INDUIT
CHEZ LA SOURIS, PAR UNE DOSE INFRA-HYPNOTIQUE DE
PENTOBARBITAL (25 mg/kg).

TEMPS D’ENDORMISSEMENT

: : TEMOIN : CLORAZEPATE :
: LOTS : NaCl :DIPOTASSIQUE(mg/kg):
: P 0,9% tmmmmmmee e :
: : : 5 : 20 :
: : (N=10) : (N=10) : (N=10) :
: MOYENNE : 0 : 359 : 293 :
: (secondes) : : : :
ECART-TYPE 0 100 : 16

: REDUIT
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DUREE DU SOMMEIL

: : TEMOIN : CLORAZEPATE :
: LOTS : NaCl :DIPOTASSIQUE(mg/kg):
: : 0,9% t-mmmmmmmemmmmme e :
: : : 5 : 20 :
: : (N=10) : (N=10) : (N=10) :
s MOYENNE : 0 : 601 : 2886 :
: {(secondes) : : : :
¢ ECART-TYPE : ) : 168 : 305 s
: REDUIT : : : :
: POURCENTAGE : / : 60% : 100% :
: ENDORMISSEMENT: : *k 2 *ekk g

N = nombre d’animaux par lot.

** p < 0,01 ; *** p < 0,001.
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FIG.22 : INFLUENCE DU CLORAZEPATE DIPOTASSIQUE SUR LE

POURCENTAGE D'ENDORMISSEMENT INDUIT PAR UNE
DOSE INFRA-HYPNOTIQUE DE PENTOBARBITAL
(25 mg/kg) .

*kp-==0,01 ; kkp= 0,001
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3.2 Influence 4’E. hirta sur la narcose induite par le
barbital

3.2.1 Procédure expérimentale

3.2.1.1 Matériel et méthode

Les animaux utilisés sont des souris miles Swiss (Césal), dont
les caractéristiques et 1les conditions d’élevage sont
détaillées dans le chapitre A II.

Trois doses différentes de barbital (Coopération Pharmaceutique
Frangcaise, Melun) sont testées, par injection I.P., soit 80,
150 et 200 mg/kg, de fagon a cerner la dose infra-hypnotique et
celle induisant 50 % d’endormissement (DE 50).

E. hirta (EH 85) est administrée par voie I.P., trente minutes
avant l’injection du barbiturique ; la dose d’extrait végétal
choisie est 200 mg/kg, dose provoquant 100 % d’endormissement
dans 1le test d’induction du sommeil au pentobarbital
(expérimentation réalisée en 1986).

La reproductibilité des effets d’E. hirta sur 1la narcose
induite par la dose de 200 mg/kg de barbital, est étudiée par
renouvellement de 1l’expérimentation en juin 1986 (quelques
jours aprés le premier essai) sur le méme extrait, puis en
septembre 1987 sur un extrait préparé en 1987 (EH 87).

Le lot‘témoin regoit le solvant (NaCl 0,9 %), dans les ménmes
conditions.

Les paramétres pris en compte sont le temps d’endormissement et

la durée du sommeil.

3.2.1.2 Analyse statistique

Les comparaisons statistiques sont effectuées sur les
pourcentages d’endormissement obtenus pour chaque lot traité et
par rapport a ceux du lot témoin. Le test utilisé est un X2

corrigé (correction de Yates).
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Dans le cas des trois lots traités par 1l’extrait végétal et
recevant le barbital a la dose de 200 mg/kg, les comparaisons
des lots pris deux a deux sont effectuées par le test de
Student.

3.2.2 Résultats

Les résultats présentés dans le tableau 22 et sur la figure23
permettent les différentes constatations suivantes :

* Induction du sommeil barbiturique :

E. hirta, administrée a 1la dose de 200 mg/kg, induit
significativement le sommeil, apres injection d’une dose infra-
hypnotique de barbital, soit 150 mg/kg (40 % d’endormissement) .

* Potentialisation du sommeil barbiturique :

Cette méme dose d’extrait végétal potentialise le
sommeil induit par une dose de barbital proche de la DE 50,
soit 200 mg/kg et entraine 1l’endormissement de tous 1les

animaux.

* Reproductibilité :

Le renouvellement de cette premiére expérimentation réalisée en
juin 1986, a deux reprises (en juin 1986, quelques jours apreés
le premier'essai et sur le méme extrait, puis en septembre 1987
sur un extrait préparé en 1987), permet de confirmer cette
action potentialisatrice du sommeil barbiturique.

Toutefois, si la durée moyenne du sommeil, obtenue au cours de
ces trois expérimentations, pour les lots traités par l’extrait
veégetal, ne différe pas significativement, les temps moyens
d’endormissement obtenus en 1986 sont significativement

supérieurs a celui obtenu en 1987.



TABLEAU 22 : INFLUENCE D'E. HIRTA SUR LE TEMPS D'ENDORMISSEMENT ET LA DUREE DU SOMMEIL
— INDUIT CHEZ LA SOURIS, PAR DES DOSES INFRA-HYPNOTIQUE (80 et 150 mg/kg)
ET HYPNOTIQUE (200 mg/kg) DE BARBITAL.

TEMPS D’ENDORMISSEMENT

: : DARBITAL H BARBITAL : BARBITAL 200 mg/kg :
: : 80 mg/kg H 150 mg/kg : :
: LOTS :~==-mmem——ce—s T e e e e e e e e e e e :
: :TEMOIN:E.HIRTA:TEMOIN:E.HIRTA:TEMOIN:E.HIRTA:TEMOIN:E.HIRTA:TEMOIN:E.HIRTA:
: t NaCl : 200 : NaCl : 200 : NaCl : 200 : NaCl : 200 : NaCl : 200 :
: : 0,9% : mg/kg : 0,9% : mg/kg : 0,9% : mg/kg : 0,9% : mg/kg : 0,9% : mg/kg
: ! (N=10): (N=10):(N=10): (N=10): (N=10): (N=10) : (N=10) : (N=10): (N=10): (N=10) :
¢ MOYENNE I 0] H o] t 0 ¢ 928 & 1122 : 2074 : 1640 : 1894 : 1228 ; 1366 :
t (secondes) : : : s : : : : : : :
: ECART-TYPE : 0 : 0 : 0 : 386 : 387 :+ 176 .+ 4ol i o5+ aso 78
¢ REDUIT : : : : : : : : : : :
\~~reecn~- INDUCTION===mo—aaa / \mm——memeceaoo POTENTIALISATION===-=mee~a-ooo /
DUREE DU SOMMEIL

: : BARBITAL H BARBITAL : BARBITAL 200 mg/kg H
: 80 mg/kg : 150 mg/kg : :
: LOTS t==r——cccmeccen. Ht e ittt ittt b L D D DL DL DTS P :
: :TEMOIN:E.HIRTA:TEMOIN:E.HIRTA:TEMOIN:E.HIRTA:TEMOIN:E.HIRTA:TEMOIN:E.HIRTA:
: : NaCl ¢+ 200 : NaCl : 200 : NaCl : 200 : NaCl : 200 : NaCl : 200
: : 0,9% : mg/kg : 0,9% : mg/kg : 0,9% : mg/kg : 0,9% : mg/kg : 0,9% : mg/kg
:(N=10): (N=10):(N=10): (N=10):(N=10): (N=10):(N=10): (N=10):(N=10): (N=10) :

;MOYENNE ; o] : 0 :t o t 942 : 960 : 2919 : 1005 : 2938 : 1672 ; 3558 ;
¢ (secondes) : : : : : : : : : : :
;ECART-TYPE ] : 0 : 0 t 392 : 360 : 348 : 328 : 488 : 473 : 1356 ;
tREDUIT : : : s : : : : H H H
;POURCENTAGE t 0% ¢ 0% : 0% : 40% : 50% : 100% : 60% : 100% 60% : 100% :
: ENDORMISSEMENT: : : : *3 : L H *3 : * 2

\----1986---=; \~-=~1986~-~=/ \~==--1987---</

N = nombre d'animaux par lot, * p=<0,05 ; ** p=<<0,01.

- 692 -
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FIG. 23 : INFLUENCE D'E. HIRTA SUR LE POURCENTAGE D'ENDORMISSEMENT
INDUIT PAR LE BARBITAL.

*p==0,05 ; %%p==0,01
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IITI - 4 DISCUSSION

La premiére partie de cette étude nous permet donc
d’affirmer l’absence de propriétés hypnotiques pour E. hirta,
aprés administration de fortes doses sédatives et non toxiques,
et par la-méme, d’émettre un doute certain concernant 1la
reconnaissance de propriétés narcotiques pour cette plante, a
la Réunion (Caius, 1938).

Cependant, cette distinction par rapport & la classe des
hypnotiques n’est pas vraiment inattendue, en raison notamment
de leur action nulle ou faible sur la motilité et
l’exploration, lorsqu’ils sont administrés a des doses infra-
hypnotiques. La motilité n’est franchement diminuée qu’avec
l’apparition de phénoménes ataxiques, ou parfois légérement
augmentés aux faibles doses (action excitante de certains
barbituriques). Or, de tels phénoménes n‘’ont pas été observés
avec cet extrait végétal, lors de la recherche de propriétés

sédatives (Chapitre B I).

Dans la seconde partie de cette étude, E. hirta se

révele dotée de propriétés potentialisatrices et inductrices du

sommeil barbiturique, vis-a-vis du pentobarbital et du
barbital.

* Concernant le pentobarbital, ses effets hypnotiques

(administration d’une dose de 40 mg/kg) sont significativement
potentialisés par un pré-traitement avec les doses sédatives
d’E. hirta de 400 et 800 mg/kg (respectivement 85 et 111 %), le
temps d’endormissement n’étant toutefois pas influencé.
Par contre; cet extrait végétal se révéle plus efficace vis-a-
vis d’une dose infra-hypnotique de pentobarbital (25 mg/kg) et
induit significativement le sommeil barbiturique, dés la dose
de 50 mg/kg (60 % d‘’endormissement).

Par comparaison avec 1l’effet inducteur du clorazépate
dipotassique, si la dose de 5 mg/kg de cette benzodiazépine

conduit au méme pourcentage d’endormissement que la dose de
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50 mg/kg d’E. hirta, les animaux s’endorment moins rapidement,
mais dorment plus longtemps.

A 20 mg/kg, dose de clorazépate dipotassique induisant 1le
sommeil chez tous les animaux traités, le temps d’endormis-
sement moyen (environ 5 minutes) est tres proche de celui
obtenu avec les plus fortes doses d’extrait végétal, soit 200,
400 et 800 mg/kg (environ 6 minutes) ; par contre, le sommeil
est nettement prolongé (durées moyennes d’environ 48 minutes
pour le clorazépate dipotassique et variant entre 21 et 31
minutes pour les trois doses d’E. hirta).

* Concernant le barbital, notre objectif étant de confirmer
ou d’infirmer 1l’existence d’actions potentialisatrices et
inductrices du sommeil barbiturique pour E. hirta, et non
d’établir une relation dose-effet, seule la dose de 200 mg/kg
d’extrait végétal a été testée, dose induisant significative-
ment le sommeil dans le test au pentobarbital.

Ainsi, les effets hypnotiques du barbital (administration de 1la
DE 50, soit 200 mg/kg) sont significativement potentialisés
apres pré-traitement par E. hirta injectée a la dose sédative
de 200 mg/kg (100 % d’endormissement) .

L’extrait végétal se révele également efficace, 1lors de
l’administration d’une dose infra-hypnotique de barbiturique,
soit 150 mg/kg (40 % d’endormissement).

* La reproductibilité des effets d’E. hirta sur la narcose
barbiturique a pu étre abordée au cours de 1la recherche d’une
induction de 1l’action hypnotique du pentobarbital et de 1la
potentialisation des effets du barbital.

Ainsi, administré a la dose sédative de 200 mg/kg, l’extrait
végétal provoque constamment l’endormissement de tous les
animaux, quel que soit 1l’année ou le mois de réalisation du
test et quel que soit la date de préparation de l’extrait (1984
1985 - 1986 - 1987).

Les variations observées sur la durée du sommeil et le temps
d’endormissement, au fil des années (1984 - 1986 - 1987) et
avec des extraits de plus en plus récents (EH 84 - EH 85 - EH
86 - EH 87) sont difficilement interprétables en raison de

l’influence simultanée possible des années et des saisons
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auxquelles ces expérimentations ont été réalisées, mais aussi
des divers extraits d’E. hirta préparés a des époques
différentes (tendance & l’augmentation de la durée du sommeil,
dans le cas du pentobarbital et du barbital ; tendance a
1’augmentation et & la réduction du temps d’endormissement,

respectivement dans le cas du pentobarbital et du barbital).

Du fait de son catabolisme au niveau des microsomes hépatiques,
par le systéme "NADPH-Cytochrome P 450 réductase-Cytochrome
P 450", l’activité du pentobarbital peut étre indirectement
modifiée par des substances hépatotropes, pouvant notamment
perturber la cinétique de la pénétration ou le catabolisme
enzymatique de ce barbiturique.

C’est en effet le cas de certains inhibiteurs enzymatiques tels
que le proadifen ; une telle action indirecte a pu également
étre proposée pour certains anti-dépresseurs tels que
l’iproniazide et 1’imipramine (Simon et coll., 1982).

De plus, de précédents travaux réalisés dans notre laboratoire,
sur une plante hépatotrope originaire du Yémen, (Crepis
rueppellii (Fleurentin et coll., 1986 - Lanhers et coll., 1986)
ont révélé l’activité potentialisatrice de cet extrait végétal
sur l’hypnose au pentobarbital, sans modification de l’hypnose
au barbital. Une action au niveau hépatique, sur la cinétique
de biotransformation du pentobarbital ou sur la perméabilité
membranaire des hépatocytes a été proposée pour expliquer cette
activité différenciée (Fleurentin, 1983).

L’influence d’E. hirta sur la narcose au barbital, barbiturique
non dégradé au niveau hépatique mais directement éliminé par
voie rénale, permet de rejeter 1l’hypothése d’une interaction

hépatique comme seul mécanisme d’action et suggére une action

directe sur le systéme nerveux central.

L’ensemble des résultats obtenus jusqu’a présent,
quant au profil d’activité d’E. hirta, a donc permis de révéler
l’existence de ©propriétés sédatives, a fortes doses, et

anxiolytiques, a faibles doses, ainsi que des effets
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potentialisateurs et inducteurs du sommeil barbiturique,
corrélés a une action directe d’E. hirta sur le systéme nerveux
central.

Cependant, & ce stade de notre étude, il ne nous est pas
possible de définir avec précision la classe pharmacologique a
laquelle pourrait appartenir cet extrait végétal. Effecti-
vement, de nombreuses substances psychotropes, parmi 1les
tranquillisants mineurs, les neuroleptiques ou les anti-
dépresseurs, peuvent présenter des effets pharmacologiques
similaires.

Aussi, la recherche d’une activiteé psychotrope pour E. hirta ne
saurait s’envisager sans 1l’étude d‘’éventuelles propriétés

neuroleptiques et anti-dépressives.

Nous avons donc décidé de poursuivre cette investigation, en
abordant la classe des neuroleptiques, grdce a la réalisation
de quelques expérimentations caractéristiques de ces

psycholeptiques.
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RECHERCHE DE PROPRIETES

NEUROLEPTIQUES
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IV - 1 INTRODUCTION

(Boissier et Simon, 1966 - Deniker et Poirier, 1978 - Lecrubier
et coll., 1979 - Zarifian et coll., 1980 - Puech et coll.).

* Propriétés caractéristiques et effets secondaires

Les neuroleptiques peuvent étre définis comme des médicaments
réduisant les psychoses aigués et chroniques.

Tous possédent trois effets principaux plus ou moins prononcés
selon les composés :

- une activité anti-psychotique, anti-délirante, mise a profit
pour calmer les agitations, les hallucinations (états
hébéphréniques).

- une activité désinhibitrice, permettant 1l’amélioration de
1’apragmatisme, favorisant une reprise de contact et de
l’activité, diminuant 1le désintérét, 1l’inaffectivité (état
paranoide).

- une activité sédative

Parmi les composés les plus sédatifs, citons les phénothiazines
aliphatiques (chlorpromazine...), la réserpine ; parmi les plus
désinhibiteurs, nous trouvons certaines phénothiazines
pipérazinées (thiopropérazine...), certaines butyrophénones
(triflupéridol...), 1le sulpiride (benzamide substituée) ;
divers autres neuroleptiques sont polyvalents et exercent les
trois activités, tels que 1’halopéridol (butyrophénone),
certaines phénothiazines pipérazinées (fluphénazine),

pipéridinées (pipotiazine).

A ces trois propriétés essentielles, sont associés divers
effets secondaires particuliers :

- effets neurologiques et surtout extra-pyramidaux (akinésie -
hypertonie - hyperkinésie - dyskinésie...), plus fréquemment
avec les neuroleptiques désinhibiteurs et pouvant s’expliquer
par le blocage des récepteurs dopaminergiques post-synaptiques
de la voie nigrostriatale.

- effets neuro-végétatifs (modifications du métabolisme, de 1la
régulation de la température, des sécrétions, du pouls, de la
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tension artérielle...), survenant plus volontiers avec les
neuroleptiques sédatifs. Les plus fréquents de ces effets sont
liés aux propriétés adrénolytiques (hypotension orthostatique),
toutefois des actions parasympatholytiques peuvent également
étre observées (activité anticholinergique de 1la chlorpro-
mazine...).

- effets endocriniens (aménorrhée, galactorrhée, impuissance,
frigidité...), rencontrés avec certains neuroleptiques tels que
le sulpiride et pouvant s’expliquer par 1’inhibition d‘un
certain nombre de facteurs hypothalamiques, la voie dopaminer-
gique tubéro-infundibulaire Jjouant probablement un réle
important.

- de plus, des effets analgésiques sont connus, sans que 1l’on
puisse affirmer s’il s’agit d’effets sur la douleur proprement
dite ou d’une intégration différente des phénoménes douloureux.

* Pharmacocinétique

La pharmacocinétique des neuroleptiques est bien connue. Ainsi,
leur importante résorption (70 & 90 %) se fait sous forme non
ionisée, au niveau de 1l’intestin gréle et par diffusion
passive, 1la plus grande liposolubilité de la substance
favorisant ce processus.

Dans le sang, ils se trouvent en proportion pratiquement égale,
dans la fraction plasmatique (sous forme libre ou liée aux
protéines circulantes et notamment & 1’albumine et aux
lipoprotéines) et dans la fraction érythrocytaire.

A partir du plasma, leur diffusion se fait ensuite dans tous
les tissus, mais surtout dans les plus vascularisés (coeur,
poumons, foie, reins et cerveau) ; cette fixation tissulaire
tres stable est, par ailleurs, responsable du stockage prolongé
du médicament dans les tissus.

L’élimination lente et prolongée des substances s’effectue par
les urines et les selles, soit sous leur forme initiale, soit

aprés transformations hépatiques.
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* Mécanismes d‘’action

Les neuroleptiques sont des dépresseurs du systéme nerveux
central et en particulier de la formation réticulée ascendante
méso-diencéphalique.

Leur action sur la transmission dopaminergique semble jouer un
réle important dans 1l’expression de leurs effets pharmaco-
logiques. Ainsi, l’activité anti-psychotique serait en rapport
avec une diminution de la fonction dopaminergique, par blocage
des récepteurs post-synaptiques DA2. (type pimozide, a forte
dose) ou DAl (type chlorpromazide), ou par destruction des
granules de stockage (type réserpine) ; tandis que 1l’activiteé
désinhibitrice serait liée a l’augmentation de cette fonction,
par blocage des récepteurs pré-synaptiques DA2 (type pimozide,

a faible dose).

Toutefois, de nombreuses inconnues subsistent actuellement,
quant au mode d’action de ces psycholeptiques, telles que le
réle direct ou indirect du blocage des récepteurs dopaminer-
giques sur les effets pharmacologiques, notamment en raison de
la complexité des voies dopaminergiques et de leurs
interactions avec d’autres systémes a neurotransmetteurs (rdéle

inhibiteur du gaba, de la sérotonine, de la substance P...).

La plupart des neuroleptiques bloquent également les récepteurs
o adrénergiques et sérotoninergiques. Des actions anti-
histaminiques (blocage des récepteurs H1l et H2) et anti-
cholinergiques (blocage des récepteurs muscariniques) sont
aussi connues.

Un réle de ces différents autres effets biochimiques, dans
l/action tﬁérapeutique de ces composés, n’est donc pas exclue.
Ainsi, l’activité anti-histaminique et vis-a-vis du systéme

adrénergique serait corrélée a un effet sédatif.
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* Modeles expérimentaux

Les différents effets thérapeutiques des neuroleptiques peuvent
étre mis en paralléle avec diverses activités pharmacologiques
observables chez 1’animal.

- Ainsi, 1l’activité sédative se mesure par la diminution de
l’activité motrice et de la curiosité des animaux, par la
reduction de 1l’agressivité spontanée et provoquée, par la
potentialisation des dépresseurs centraux (hypnotiques, alcool,
analgésiques, hypotenseﬁrs, anesthésiques généraux).

_ L’activité anti-psychotique peut étre évaluée par 1’étude
d‘une protection exercée vis-a-vis de la toxiciteé de groupe
induite par 1‘’amphétamine, ou d‘un antagonisme développé face a
certains syndromes d’hyperexcitabilité du systéme nerveux
central (mouvements stéréotypés bucco-linguo-masticateurs)
provoqués par l’amphétamine ou 1’apomorphine.

- L’apparition d‘’une incapacitation motrice et du phénoméne
cataleptique (perte de 1l’initiative spontanée et acceptation
d’attitudes anormales imposées) permet de déceler 1’existence
des effets secondaires extra-pyramidaux caractéristiques de

cette classe de psychotropes.

- De plus, les neuroleptiques sont également dotés de
pPropriétés hypothermisantes, par action directe sur les centres
thermorégulateurs hypothalamiques.

La recherche d’une activiteé neuroleptique pour E. hirta nous a
amené a4 éfudier 1’influence de cet extrait veégétal sur 1la
toxicité de groupe et sur les mouvements stéréotypés induits
par la dexamphétamine, substance stimulatrice des récepteurs
dopaminergiques et dont les effets sont antagonisés par les
neuroleptiques. Nous avons également recherché 1’existence
eéventuelle d’une activite cataleptique, représentative des
effets secondaires extra-pyramidaux, ainsi qu‘une action

hypothermique.
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IV - 2 INFLUENCE D‘E. HIRTA SUR LA TOXICITE INDUITE PAR UN
DERIVE AMPHETAMINIQUE, LA DEXAMPHETAMINE, CHEZ LES
8S8OURIS GROUPEES.

2.1 Quelques généralités sur les dérivés amphétaminiques

L’amphétamine et ses dérivés sont rattachés a 1la
classe des nooanaleptiques, terme qui signifie "substances
élevant le niveau de vigilance".

Leur activité s’exerce de fagon privilégiée sur le systéme
cardio-vasculaire (élévation de la tension artérielle
systolique et diastolique, action sur les récepteurs o et B8
adrénergiques), sur le muscle lisse (reldchement du muscle
bronchique par action sur 1les récepteurs B, contractibiliteé
accrue de la vessie...), mais surtout sur le systéme nerveux
central par libération des catécholamines (noradrénaline et
dopamine) des vésicules neuronales de stockage ; cette
libération résulterait de 1l’inhibition du recaptage de ces
amines biogénes et de 1l’inhibition de la mono-amine-oxydase
intraneuronale, enzyme de dégradation.

Cette action sur la transmission dopaminergique provoque, chez
l’animal, a forte et moyenne doses, une stimulation du systéme
nerveux central se manifestant par une augmentation de
l’activité locomotrice, souvent accompagnée de mouvements
stéréotypés (Costa et coll., 1972 - Samanin et coll., 1977),
ainsi qu’une stimulation de 1l’humeur sans manifestation
d’effets anti-dépresseurs vrais (Lapierre, 1979). A faible
dose, l’amphétamine inhibe le comportement explorateur de 1la

souris (Misslin et Ropartz, 1981 - Misslin, 1983).

De ces divérses activités découlent de nombreuses interactions
avec différentes substances, telles que 1l’augmentation des
effets hypertenseurs des anti-dépresseurs IMAO par les dérivés
amphétaminiques, la réduction des effets stimulants amphétami-
niques par 1les barbituriques, pour ne citer que ces deux
exemples.

Par ailleurs, 1les dérivés amphétaminiques sont connus pour
s’opposer pratiquement point par point aux neuroleptiques
(actions anti-sommeil, anti-cataleptique, hyperthermique...),
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mais également pour induire un phénoméne toxique sur les
animaux groupés. Cette toxicité est provoquée par des doses
d’ampheétamine infra-léthales sur 1‘animal isolé, a la suite
d’une surexcitation mutuelle et croissante des animaux groupés,
aboutissant finalement & leur mort (lapin, 1962 - Boissier et
coll., 1971).

Diverses substances favorisant la transmission dopaminergique,
telles que 1les anti-dépresseurs thymoanaleptiques, potentia-
lisent les effets toxiques de l’amphétamine. Inversement, par
leur action anti-dopaminergique, 1les neuroleptiques peuvent
exercer une certaine protection, vis-a-vis de ce phénoméne,
effet protecteur dont nous avons recherché 1’existence pour
E.hirta.

2.2 Procédure expérimentale

2.2.1 Matériel

Les expérimentations sont réalisées sur des souris miles Swiss
(Janvier),leurs caractéristiques et conditions d’élevage sont
détaillées dans le Chapitre A II.

2.2.2 Méthode

La technique est inspirée des méthodes de Boissier et coll.
(1972) et de Gouret et coll. (1973).

La dexamphétamine (Maxiton ® , laboratoires Delagrange, Paris)
est adminiétrée par voie I.P., & la dose de 40 mg/kg.

Dix souris ainsi traitées sont placées dans une méme cage
(24 x 10,5 x 8,5 cm), tandis que dix autres sont installées

individuellement dans le méme type de cage.

E. hirta et 1le produit de référence, 1la chlorpromazine
(Largactilk »laboratoires Specia, Paris), sont injectés par une
voie I.P., en traitement préventif, trente minutes avant 1la
dexamphétamine.
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L’extrait végétal est testé aux doses de 200 et 800 mg/kg ; la
chlorpromazine est administrée & la dose de 20 mg/kg ; le

solvant consiste en NaCl 0,9 %.

Aussitét l’injection du dérivé amphétaminique, les animaux de
chaque lot sont groupés dans une méme cage (24 x 10,5 x 8,5cm).
La mortalité est relevée 1, 2, 3, 4, 5, 24 et 48 heures aprés
cette injection.

Durant toute la durée du test, la température ambiante est

maintenue a 24°C + 1°C.

2.3 Résultats

D’aprés les résultats présentés dans le tableau 23 , un effet
toxique maximal (100 % de mortalité) est obtenu sur les souris
groupées, deux heures aprés 1l’injection de la dexamphétamine,
tandis que les animaux isolés sont tous en vie.

Un effet protecteur important vis-a-vis de 1la toxicité de
groupe est mis en évidence pour une dose de chlorpromazine de
20 mg/Kkg (20 % de mortalité, au bout de deux heures).

E. hirta, quant a elle, testée aux doses de 200 et 800 mg/kg,
n’exerce aucune protection, vis-a-vis de la toxicité de groupe
(respectivement 80 et 70 % de mortalité, au bout de deux

heures).

Il faut cependant mentionner 1l’obtention d‘une importante
toxicité, au bout de 24 heures pour le lot de souris traitées
par la dexamphétamine et maintenues isolées (80 % de mortalité)
De méme, un effet toxique maximal est observé chez les animaux

groupés traités par l’extrait végétal (100 % de mortalite).
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TABLEAU 23 : INFLUENCE D'E. HIRTA ET DE LA CHLORPROMAZINE VIS-A-VIS DE LA
TOXICITE DE GROUPE INDUITE PAR LA DEXAMPHETAMINE.

: RELEVES : : : : - : : : : H
2 :1lh : 2h : 3h : 4h : 5h : 24h : 48h : MORTALITE :
: LOTS : : : : : : : : (%) :
: DEXAMPHETAMINE : : : : ; ; ; ; ;
: 40 mg/kg 9 1 0 /o /S 2/ 2 ) 2/ 100% :
: (10 ari./ cage): : : : : : : : :
: DEXAMPHETAMINE : : : : ; ; ; ;
: 40 ng/kg /0 / 3 1 : /o 4 / 80% :
: (1 ani./ cage) : : : : : : : : :
: CHLORPROMAZINE : : : ; ; ; ; ; ;
: 20mg/kg 1 : 1 : [/ : [/ / 2/ /o 20% :
: (10 ani./ cage): : : : : : : : :
: E HIRTA : : :v : ; ; ; ; ;
: 200 mg/kg 6 2 /o /o /2 2 1/ 100% :
: (10 ani./ cage): : : : : : : : :
: E HIRTA H : : : ; ; ; ; ;
: 800 mg/kg 6 1 /o /2 = 1 o/ 100% :
: (10 ani./ cage): : : : : : : : :
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IV - 3 INFLUENCE D’E. HIRTA SUR LES STEREOTYPIES INDUITES PAR
UN DERIVE AMPHETAMINIQUE, LA DESAMPHETAMINE.

3.1 Rappels sur le phénoméne des stéréotypies induit par

l’amphétamine ou 1l’apomorphine.

L’amphétamine et 1‘’apomorphine sont réputées pour provoquer,
chez 1l’animal, certains syndromes d’hyperexcitabilité du
systéme nerveux central, appelées stéréotypies. Ces phénoménes
consistent en mouvements bucco-lingo-masticateurs, anormaux et
répétitifs et résultent de la stimulation directe ou indirecte

des recepteurs dopaminergiques centraux.

Les stéréotypies induites par 1’apomorphine se traduisent par
des machonnements, des rongements et des léchements.

Administrée a la dose de 5 ou 10 mg/kg, l’amphétamine est
responsable de l’apparition de mouvements rapides de la téte
(hochements, déplacements latéraux et en triangle, reniflements
de la sphére buccale (rongements, morsure des parois de 1la
cage, machonnements de la litiére et 1léchage) et des pattes
antérieures. A plus forte dose, ce comportement s’accompagne

d’une hypersalivation.

Si les neuroleptiques et 1les parasympathomimétiques sont
capables d’inhiber les stéréotypies induites par 1‘/amphétamine
ou 1l’apomorphine, des résultats atypiques sont parfois obtenus.
Ainsi, 1la réserpine fait apparaitre plus rapidement les
stéréotypies qui disparaissent ensuite trés vite ; certains
neuroleptiques, tels que 1la chlorpromazine, exercent un
antagonisme net lors de la premiére heure, les stéréotypies
apparaissaﬁt "a retardement" (Boissier et Simon, 1966 - Simon
et Chermat, 1972).

De nombreuses substances sont capables d’augmenter, en
intensité et en durée, ces effets amphétaminiques. Parmi
celles-ci, citons les anti-dépresseurs, les benzodiazépines,
les anti-histaminiques, 1les bases xanthiques, les anti-
parkinsoniens, la nicotine et certains B-bloquants adréner-

giques.
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Un mécanisme d’action central a pu étre proposé pour certains
de ces composés (bases xanthiques, anti-histaminiques),
d’autres pouvant agir en empéchant le catabolisme hépatique de
1’amphétamine.

(Babbini et coll., 1971 - Boissier et coll., 1971 - Simon et
Chermat, 1972 - Lippa et coll., 1979 - Treit, 1985 - Rambert et
coll., 1986).

Au cours de cette étude, nous nous limiterons & la recherche

d’une éventuelle influence d’E. hirta, vis-a-vis des stéréo-

typies induites par la dexamphétamine.

3.2 Procédure expérimentale

3.2.1 Matériel

Les expérimentations sont réalisées sur des rats OFA (Iffa-
Credo). Leurs caractéristiques et leurs conditions d’élevage

sont détaillées dans le Chapitre A II.

3.2.2 Méthode

La technique utilisée est inspirée des protocoles expérimentaux
de Halliwell et coll. (1964), Boissier et coll. (1971), Simon
et Chermat (1972), Worms et coll. (1986).

Les produits & tester sont administrés par voie I.P., trente
minutes avant 1’injection I.P. de la dexamphétamine (Maxiton® ,
laboratoirés Delagrange, Paris). La dose de 5 mg/kg de
dexamphétamine a été choisie grdce a une étude préliminaire.

E. hirta est testée aux doses de 100 et 400 mg/kg.

La chlorpromazine (LargactilR + laboratoires Specia, Paris),
neuroleptique de référence choisi, est administrée aux doses de
5 et 20 mg/kg.

Les témoins regoivent le solvant (NaCl 0,9 %), dans les mémes
conditions.
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Aussitét aprés l’injection de la dexamphétamine, chaque animal
est 1isolé dans une cage individuelle (22 x 16 x 14 cm)
contenant de 1la sciure, pour étre observé toutes 1les 10

minutes, pendant 210 minutes.

L’intensité des stéréotypies est évaluée selon la cotation de
Simon (Simon et coll., 1972, 1974) :
0 = absence de stéréotypie et de tout mouvement anormal
1 = présence de rares mouvements stéréotypés ou d‘un renifle-
ment presque continu, la téte du rat étant dirigée vers
le haut
2 = reniflements intenses avec mouvements saccadés et rapides
de la téte, parfois interrompus par de courtes phases de
machonnements
3 = mouvements stéréotypés intenses et continus (déplacements
de la téte, machonnements ou 1léchages), souvent accom-
pagnés de mouvements répétés des pattes antérieures

contre les parois de la cage.

Pour chaque lot, la somme des cotations individuelles, obtenues
par fractions de 10 minutes, peut étre calculée, ainsi que le
nombre total des stéréotypies observées durant les 210 minutes
que dure le test.

Ce total général peut alors étre exprimé en pourcentage, par

rapport au lot témoin pris comme le 100 %.

3.2.3 Analyse statistique
Les comparaisons statistiques entre le lot témoin et chaque lot
traité sont effectuées a 1l’aide d’un test non paramétrique, le
test de Mann-Whitney - Wilcoxon.

3.3 Résultats
D’aprés le tableau 24 et la figure 24 , la dexamphétamine

provoque l’apparition des stéréotypies, dans les 10 minutes qui

suivent son injection (lot témoin). Ces effets atteignent un
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maximum, au bout de %0 minutes (total des cotations = 12), pour
ensuite diminuer progressivement et disparaitre totalement 150

minutes aprés l’administration du produit.

Les résultats deétaillés, obtenus avec la dose de 20 mg/kg de
chlorpromazine, ne sont pas rapportés, aucun mouvement
stéréotypé n’étant observé. Cette dose de 20 mg/kg antagonise
totalement et pendant toute la durée de l’expérimentation, les
stéréotypies induites par la dexamphétamine.

A 5 mg/kg, 1la chlorpromazine antagonise partiellement et
significativement les stéréotypies, a la fois en durée et en
intensité. En effet, les mouvements stéréotypés n’apparaissent
qu’aprées 40 minutes, atteignent un maximum a 70 minutes (total
des cotations = 4), se maintiennent jusqu‘a 150 minutes, pour
disparaitre totalement 160 minutes aprés 1‘’injection de 1la

dexamphétamine.

E. hirta, quant & elle, n’exerce aucun antagonisme vis-a-vis
des effets de la dexamphétamine, aux doses sédatives testées
(100 et 400 mg/kqg) .

Bien au contraire, ces phénoménes sont accrus, en durée et en
intensité ; toutefois, cette potentialisation n’est signifi-
cative qu’avec la dose de 100 mg/kg. Effectivement, les
stéréotypies atteignent un maximum dés 40 minutes apreées
1’injection de 1la dexamphétamine (totaux des cotations,
respectivement pour les doses de 100 et 400 mg/kg = 12 et 11)
et persistent plus longtemps pour ne disparaitre qu‘au bout de
210 minutes, dans le cas de la plus faible dose, tandis qu’ils
subsistent pour la dose de 400 mg/kg (un rat a continué de
manifester de rares mouvements stéréotypés (cotation 1),
jusqu’a 256 minutes).

Cet effet potentialisateur est plus important pour 1la plus
faible dose d‘E. hirta, soit 100 mg/kg (pourcentages de
variation respectivement pour les lots traités par les doses de
100 et 400 mg/kg = 134 % et 119 %).
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DEXAMPHETAMINE (5 mg/kg) .

TABLEAU 24
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N




COTATIONS

10

- 285 -

10

FIG. 24 :

50 " 100 150 200 minutes

TEMOINS NaCl 0,9 %
—— —— CHLORPROMAZINE = S mg/kg

— — —— E. HIRTA 100 mg/kg

s+ev.. E. HIRTA 400 mg/kg

INFLUENCE D'E. HIRTA ET DE LA CHLORPROMAZINE SUR LES STEREOTYPIES
INDUITES PAR LA DEXAMPHETAMINE (5 mg/kg)
(sommes des cotations individuelles stéréotypiques pour les

quatre rats de chaque lot).
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IV - 4 RECHERCHE D’UNE ACTIVITE CATALEPTIGENE ET HYPOTHERMIQUE
D’E. HIRTA

4.1 Rappel sur l’activité cataleptique

(Boissier et Simon, 1966).

Chez 1’homne, l’administration de fortes doses de
neuroleptiques, pendant une longue période, est responsable de
l’apparition de troubles neurologiques extra-pyramidaux,
caractérisés par des tremblements intenses lors de mouvements
volontaires.

Ces phénoménes s’expliqueraient par l’exacerbation indirecte de
la voie cholinergique des noyaux gris centraux, a la suite de
1’/inhibition exercée par les neuroleptiques sur 1la voie
dopaminergique nigronéostriatale impliquée dans la motricité
volontaire (équilibre constamment maintenu entre ces voies

cholinergique et dopaminergique).

Chez l’animal, la catalepsie est trés souvent considérée comme
l1’équivalent de ces troubles neurologiques.

La catalepsie peut se définir comme le syndrome conduisant a
une perte de 1l’initiative spontanée associée a une certaine
plasticité.

Ainsi, de faibles doses d’agent cataleptigéne induisent une

forte réduction de l’activité locomotrice, les animaux restant

pratiqﬁement immobiles ; bien qu’ils conservent leur possi-
bilité d’exploration, ils semblent le plus souvent se
désintéresser du milieu environnant ; enfin, lors de manipu-

lations, 1ils sont dociles et reprennent rapidement 1leur
attitude dé repos.

A fortes doses, 1l’agent cataleptigéne rend 1les animaux non
agressifs et "plastifiables" en ce sens qu’ils conservent la
position qui leur est imposée, méme si celle-ci est
inconfortable et nécessite un effort musculaire pour son
maintien.

De trés fortes doses provoquent une alternance de phases de
motilité et d’immobilité, cette derniére étant souvent

caractérisée par 1’impossibilité d‘imposer une attitude aux
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animaux qui, par ailleurs, réagissent souvent en sens contraire
(reculent quand on 1les pousse...). De telles manipulations
entrainent parfois des manifestations agressives. Ces

phénoménes sont groupés sous le terme de tasikinésie.

Au cours de cette étude, nous nous limiterons a la recherche
d’une activité cataleptique dA’E. hirta, par la recherche de ce
phénoméne de "plasticité" des animaux soumis & différentes

postures.

4.2 Procédure expérimentale

4.2.1 Matériel

Les animaux utilisés sont des rats miles OFA (Iffa-Credo), dont
les caractéristiques et 1les conditions d‘élevage sont
détaillées dans le Chapitre A II.

L’expérimentation nécessite un certain nombre de dispositifs
congus au laboratoire :

un pilier en bois de 3 cm de haut ; quatre bouchons en liége de
2,5 cm de haut, placés aux quatre coins d‘’un rectangle de 8,5
cm de large et 13,5 cm de long ; un systéme de barres
asymétriques constitué par deux tiges métalliques tendues entre
deux piliers de 9 cm de haut pour l’une et deux piliers de 3 cm
de haut pour la seconde, ces deux tiges étant distantes de 13,5

cm.

4.2.2 Méthode

Chaque animal est soumis & cing expérimentations différentes,
effectuées dans un ordre bien précis :

1) Croisement des pattes homolatérales : 1‘animal est considéré
comme cataleptique, s’il accepte de conserver le croisement de
ses pattes antérieures avec ses pattes postérieures

homolatérales.
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2) Méthode de Wirth : 1l’animal doit conserver l’une de ses
pattes antérieures sur un pilier de 3 cm de haut, durant au

moins 10 secondes.

3) Méthode du Bouddha : le rat doit se maintenir dans une
position rappelant celle du Bouddha, & savoir, assis sur 1le

train postérieur et le tronc légérement voilité.

4) Méthode des quatre bouchons : 1l’animal est placé face
ventrale dirigée vers le support rectangulaire, chacune de ses

pattes reposant sur 1l/un des quatre bouchons.

5) Méthode des barres asymétriques : les pattes antérieures du
rat sont placées sur la tige la plus haute (9 cm), les pattes
postérieures reposant sur la seconde (3 cm de haut). L‘’animal
doit conserver cette position durant au moins 10 secondes.

Les substances testées sont administrées par voie I.P., trente
minutes avant 1la premiére appréciation de 1la catalepsie,
l’ensemble des tests étant ensuite effectué d’heure en heure,
durant sept heures, puis au bout de 24 heures..

E. hirta est injectée aux doses de 100 et 400 mg/kg.

La chlorpromazine (Largactif1 ,laboratoires Specia, Paris) est
administrée a la dose de 20 mg/kg.

Les témoins regoivent le solvant (NaCl 0,9 %), dans les mémes

conditions.

Aux cinqg expérimentations précédentes, nous avons adjoint 1la
prise de 1la température rectale, effectuée a 1l’aide d’un
thermométre a mercure, avant le traitement (To), puis aprés
chaque appréciation de la catalepsie.

Toutefois, en raison du temps 1limité et du nombre élevé
d’animaux manipulés (expérimentation réalisée sur plusieurs
extraits végétaux), une seule prise de température a été

effectuée pour les relevés de trente minutes et d’une heure.
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4.2.3 Analyse statistique

Aprés vérification de 1l’homogénéité des variances par le test
de Bartlett, 1les fluctuations de 1la température rectale,
relevées au cours de 1l’expérimentation, pour chaque lot traité,
sont comparées a celles du lot témoin, par le test de Student.

Les comparaisons sont effectuées sur les différences entre 1la
température obtenue a chaque relevé et celle relevée avant le

traitement (To), pour chaque rat d’un méme lot.

4.3 Résultats
4.3.1 Activité cataleptique
Les résultats sont reportés dans le tableau 25.

Ainsi, aprés traitement par la dose de 20 mg/kg de chlor-
promazine, les animaux réagissent positivement aux cing tests
(méthodes du croisement des pattes homolatérales, du pilier de
3 cm, du Bouddha, des dquatre bouchons et des barres
asymétriques).

Un effet cataleptique maximal est obtenu trois a quatre heures

aprés l’administration du produit.

Quant a E. hirta, les cing expérimentations sont constamment
négatives pour les animaux traités. Pour cette raison, aucun

résultat n’a été retranscrit.
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TABLEAU 25 : ACTIVITE CATALEPTIQUE DE LA CHLORPROMAZINE .

NOMBRE D’/ANIMAUX REAGISSANT POSITIVEMENT

¢ CHLORPROMAZINE : H
: 20 mg/kg $—- - e —————— - ——
: (N=4) :30min: 1h : 2h : 3h : 4h : 5h : 6h : 7h : 24h :
¢ Croisement : : : : H : H : : :
¢ des pattes 3 : 4 : 4 : 4 : 3 : 2 : 1 : 1 : 0 :
: homolatérales : : H H : : : : : :
:Patte antérieure : : : : : : : H : :
:sur un pilier haut: 4 : 4 : 4 : 4 : 4 : 4 : 4 : 4 : 0 =
:de trois cnm : : : : : : : : : :
: Position du : 4 : 4 : 4 : 4 : 4 : 4 : 3 : 3 =+ 0 :
: Bouddha : : : : : : : : : :
: Quatre bouchons : 4 : 4 : 4 : 4 : 4 : 4 : 4 : 3 : 0 =
: Barres : 1 1 3 H 3 : 4 : 3 : 2 : 4 : 0 :
. asymétriques : : : : : : : : : :

N = nombre d'animaux.
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4.3.2 Activité hypothermique

L’influence d’E. hirta et de 1la chlorpromazine sur 1la
température rectale du rat est présentée dans le tableau 26 et

sur la figure 25.

D’aprés les résultats, E. hirta induit une légére hypothermie,
dont le maximum est atteint au bout de deux heures. Toutefois,
cet effet n’est significatif qu’avec la dose de 400 mg/kg et
uniquement deux heures aprés son administration (températures
moyennes respectives pour les lots traités et témoin = 35°2 et
37° ; chute moyenne de 1°1 par rapport a la température moyenne

relevée avant traitement par E. hirta (To)) .

Par contre, 1l’activité hypothermique de 1la chlorpromazine est
bien plus conséquente et devient significative dés 1le relevé
d’une heure (températures moyennes respectives pour les lots
traités et témoins : 34°7 et 37°1 ; chute moyenne de 1°8 par
rapport a la température moyenne (To) relevée avec traitement
par la chlorpromazine). L’effet maximal est obtenu trois heures
apres l’injection du produit (chute moyenne de 4°3 par rapport
a To) et se maintient jusqu’au relevé de cing heures. Sept
heures aprés son administration, 1la chlorpromazine exerce
encore une activité hypothermique significative (chute moyenne

de 2°6 par rapport a To).
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TABLEAU 26 : INFLUENCE D'E. HIRTA ET DE LA CHLORPROMAZINE SUR LA
TEMPERATURE RECTALE DU RAT,

: ’ : TEMPERATURES RECTALES MOYENNES RELEVEES A :
: ILoTs W (=—-—- e e e ——— Pmm——— f=———— :
: :To :1h :2h : 3h : 4h : 5h : 6h : 7h : 24h :
: TEMOINS : 36%4: 37°1: 37 : 37°5: 37°3: 37°7: 37°*8: 37°9: 36°4:
: NacCl 0,9% : + : £ : £ £ ¢ ¢ % £ ¢ *x £
: (N=4) £:0,2:0,2:0,2:0,4:0,1:0,2:0,05:0,5:0,2:
:+ CHLORPROMAZINE : 36°5: 34°7: 32°6: 32°2: 32°3: 32°4: 33°8: 33°9: 37° :
: 20 mg/kg : ¢ 2 £ £ % ¢ £
: £+ 0,2:6,2:0,4:0,4:0,4:0,2:0,7:0,48:0,1:
H (N=4) . H ks L LA 2 Kdede fekk o kk g kdkk s H
: E.HIRTA : 36°2: 36°1: 35°8: 36°9: 37° : 37°7: 37°%4: 37°3: 36°2:
: 100 mg/kg I S S ST U S SN SLENE S S S S A - A
: (N=4) :0,2:01:0,4:0,2:0,1:0,05:0,22:0,2:0,2°:
: E.HIRTA : 36°3: 35°9: 35°2: 36°6: 36°9: 36°8: 37°2: 37°1l: 36°6:
: 400 mg/kg : £ £ £ £ £ :  : %+ : % : t 2
: (N=4) $: 0,2 :0,3:0,2:0,1:0,3:0,3:0,1:0,4:0,2:
: : : : %k 2 : : * : : :

N = nombre d'animaux par lot.
To = température relevée avant l'injection des produits.

* p==<0,05; **p=<= 0,01 ; *** p <= 0,001.
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38

35

To 1 2 3 4 5 6 7 24 heures

TEMOINS NaCl 0,9 %
—— —— CHLORPROMAZINE 20 mg/kg

— ——— E. HIRTA 100 mg/kg

se e o E. HIRTA 400 mg/kg

FIG. 25: INFLUENCE D'E. HIRTA ET DE LA CHLORPROMAZINE, SUR LA TEMPERATURE

RECTALE (t°) DU RAT.

*p<< 0,05 ; %kp<<0,01 ; %%kkp< 0,001
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IV - 5 DISCUSSION

La recherche de propriétés neuroleptiques pour E. hirta
nous a amené a aborder trois des effets attribués a ces
substances psychotropes : l’antagonisme des effets stimulants
de l’amphétamine sur les récepteurs dopaminergiques (étude de
la toxicité de groupe et des stéréotypies induites par les
dérivés amphétaminiques), 1l’activité cataleptique représen-
tative des effets secondaires extra-pyramidaux et 1l’action
hypothermique.

Notre objectif se limitant & déceler 1l’existence de telles
propriétés, aux doses sédatives d’extrait végétal, seules deux
d’entre elles ont été choisies pour chaque test, soient 200 et
800 mg/kg dans 1l’étude de la toxicité de groupe et 100 et 400
mg/kg dans les autres expérimentations.

Afin d’établir une comparaison entre l’activité d’E. hirta et
celle du neuroleptique de référence choisi, la chlorpromazine,
celui-ci a été administré a une forte dose sédative, soit 20
mg/kg (DE 50 sédative estimée a 12,5 mg/kg chez la souris et a
8 mg/kg chez le rat, d’aprés Barnes et Eltherington, 1973).
Toutefois, au cours de 1l’étude des stéréotypies amphétami-
niques, la dose de 5 mg/kg a également été testée, en raison de
l’antagonisme total exercé par ce neuroleptique sur les

mouvements stéréotypés du rat.
Les résultats obtenus au cours de ces différentes expérimen-
tations permettent d’avancer les conclusions suivantes :

* E. hirta n’exerce aucun effet protecteur vis-a-vis de la

toxicité de groupe induite par la dexamphétamine.

* Aucun antagonisme des mouvements stéréotypés amphétami-
niques n’est observé.
En fait, bien plus qu’une simple absence d’antagonisme, E.hirta

exerce une certaine activité potentialisatrice, quoique légeére
et non dose-dépendante (augmentations moyennes respectives par
rapport aux témoins, aprés traitement par les doses d’extrait
végétal de 100 et 400 mg/kg = 34 % et 19 %).
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Une telle potentialisation des stéréotypies amphétaminiques a
Pu étre mise en évidence pour de nombreuses substances et
notamment pour les benzodiazépines et les anti-dépresseurs
(Babbini et coll., 1971 - Boissier et coll., 1971, 1972 - Simon
et Chermat, 1972 - Lippa et coll., 1979 - Treit, 1985).

Selon certains auteurs (Samanin et coll., 1977), cette
potentialisation serait communément attribuée & une stimulation
du systéme dopaminergique. Lippa et ses collaborateurs (1979)
envisagent, gquant a eux, une relation entre ces effets et
1’/inhibition de 1l’hydroxylation in vivo de 1’amphétamine en p-
hydroxyamphétamine.

Toutefois, cette activité potentialisatrice d’E. hirta reste
légére, en comparaison des effets manifestés par d’autres
composés, tels que l’imipramine (anti-dépresseur tricyclique)
qui, administrée par voie I.P. & raison de 2 mg/kg,
potentialise de 87 % les stéréotypies induites par une dose de
4 mg/kg de dexamphétamine, cet effet atteignant 150 % avec 1la
dose de 16 mg/kg d’anti-dépresseur (Simon et Chermat, 1972).

De plus, une activité potentialisatrice nettement supérieure a
pu étre obtenue avec d’autres extraits végétaux (Xanthoxylum
xanthoxyloides et Eschscholzia californica) expérimentés dans

notre laboratoire. Ainsi, l’administration de doses sédatives,
soit 200 et 800 mg/kg, potentialise les stéréotypies respec-
tivement de 68 % et 78 % dans le cas d’Eschscholzia californica

et de 69 % et 107 % dans le cas de Xanthoxylum xanthoxyloides

(Bertrand, 1988 - Rolland, 1988).

* Aucune activité cataleptique ne peut étre attribuée a
E. hirta.
Cependant, il elGt été intéressant d’envisager l’existence de

propriétés anti-cataleptiques, en recherchant une action soit
préventive (injection simultanée d’E. hirta et du neuroleptique
de référence choisi), soit curative (injection d’E. hirta a des
animaux en état de catalepsie), ce qui aurait pu nous apporter
de plus amples informations quant au positionnement de
l’extrait végétal parmi les substances psychotropes.
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Effectivement, si les anti-dépresseurs sont connus pour leurs
propriétés anti-cataleptiques, les hypnotiques et les tranquil-
lisants mineurs en sont dépourvus, ainsi que d’effets catalep-

tigénes (Boissier et Simon, 1966).

* Enfin, nous avons complété cette recherche de propriétés
neuroleptiques par 1l’étude de 1l’influence d’E. hirta sur 1la
température rectale du rat. Effectivement, si 1les anti-
dépresseurs et les psychostimulants ne modifient pas ou
augmentent 1légérement 1la température centrale, si les
tranquillisants mineurs et les hypnotiques ne 1l’abaissent que
modérément et uniquement a fortes doses pour ces derniers
composés (Boissier et Simon, 1966), 1les neuroleptiques sont
connus pour leurs propriétés hypothermiques (Deniker et
Poirier, 1978 - Lecrubier et coll., 1979).

Cette activité a pu étre retrouvée avec le neuroleptique de
référence utilisé, la chlorpromazine, administré a la dose de
20 mg/kg, gqui provogque une diminution maximale de 1la
température rectale de 4°3 C, effet qui se maintient durant
environ quatre heures.

Par contre, E. hirta se révéle beaucoup moins efficace et ne
produit qu’une trés légére hypothermie transitoire, lorsqu’elle
est administrée a la dose de 400 mg/kg (hypothermie maximale et
significative uniquement deux heures aprés 1l’injection, avec
une chute de la température rectale de 1°1 C).

Un tel effet pourrait trouver son explication tout simplement
dans 1l’existence d’un effet dépresseur central précédemment
démontrée (Chapitre B I et II).

Aussi, l’ensemble de ces expérimentations nous laisse

en droit de rejeter 1’hypothése d’une activité neuroleptique

propre pour E. hirta, les ©propriétés essentielles et

caractéristiques de ces psychotropes n’ayant pu étre décelées,
avec des doses sédatives d’extrait végétal, soit 100, 200, 400
et 800 mg/kg.
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Il semble donc que les effets sédatifs précédemment confirmés
(Chapitre B II) mettent en Jjeu des mécanismes d’action
n’impliquant pas le systéme dopaminergique.

Toutefois, deux observations méritent d’étre mentionnées :
d’une part, 1l’obtention d’une 1légére potentialisation des
mouvements stéréotypés induits par 1’amphétamine et, d‘autre
part, une légére activité hypothermique se manifestant de fagon
significative respectivement aux doses sédatives de 100 et 400
mg/kg.

Si le premier phénoméne est connu pour diverses substances et
notamment pour les benzodiazépines et les anti-dépresseurs
tricycliques et IMAO, une activité hypothermique modérée n’est
imputable qu’aux tranquillisants mineurs, les anti-dépresseurs
ne modifiant pas ou augmentant légérement 1la température
centrale (Boissier et Simon, 1966).

Ces deux derniéres constatations ne peuvent que nous confirmer
dans notre volonté de poursuivre et compléter cette étude d’une
activité psychotrope pour E. hirta, par la recherche d’éven-
tuelles propriétés anti-dépressives, divers anti-dépresseurs
pouvant notamment exercer une certaine activité sédative et/ou
anxiolytique plus ou moins prononcée, mais également un effet
potentialisateur des effets hypnotiques des barbituriques,
propriétés précédemment confirmées pour cet extrait végétal.
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RECHERCHE DE PROPRIETES

ANTI.DEPRESSIVES
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V = 1 INTRODUCTION

(Deniker et Poirier, 1978 - Simon et Colonna, 1979 - Boyer et
Moussaoui, 1980 - Puech et coll. - Worms et coll., 1986 -
Boschmans et coll., 1987).

* Propriétés caractéristiques et effets secondaires.

s

Appartenant & la classe des psychoanaleptiques, c’est a dire
des composés augmentant 1l’activité mentale, les anti-
dépresseurs peuvent étre définis comme des agents redresseurs
de 1l’humeur dépressive, cette thymorégulation étant quasi
spécifique.

Ces substances n’améliorent pas simplement 1/’un des symptdémes
cibles de 1la dépression, mais sont capables d’agir sur
l’ensemble du syndrome dépressif, d’ou leur aptitude & inverser
1’humeur dépressive en état euphorique.

Aux deux groupes principaux, les thymoanaleptiques ou
imipraminiques, groupe le plus important et le plus utilisé en
thérapeutique, et les thymérétiques ou IMAO, groupe qui n’est
pratiquement plus employé en thérapeutique, en raison des
effets secondaires importants et des nombreuses incompati-
bilités médicamenteuses, se sont adjoints, au fil des années,
divers autres composés se différenciant par leur structure ou
leur mécanisme d‘action biochimique et gque certains auteurs
(Coccaro et Siever, 1985 - Boschmans et coll., 1987) regroupent
sous le terme de "seconde génération d’anti-dépresseurs".

Généralement, les anti-dépresseurs n’exercent que peu d’effets
sur le systéme nerveux central du sujet normal. Toutefois,
certains IMAO peuvent exercer de discrets effets du type
amphétaminique apparemment indépendants de 1l/’inhibition de 1la
monoamine oxydase (MAO).

Certains imipraminiques et nouveaux composés réduisent le seuil
convulsivant, exercent une action anti-cholinergique centrale,
ainsi qu’un effet sédatif plus ou moins important selon 1la
substance. Cet effet sédatif secondaire serait apparemment 1lié
au blocage des récepteurs d adrénergiques et histaminiques.
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Parmi 1les anti-dépresseurs les plus sédatifs, citons 1la
miansérine et l’amitryptyline.

D’autres composés sont plus "stimulants", tels que
l’amineptine, 1la nomifensine et 1’/imipramine ; cet effet
latéral serait apparemment 1ié a 1’activation du systéme
dopaminergique, mais ne correspondrait pas a 1’effet
déshinhibiteur commun a tous les anti-dépresseurs.

D’autres substances peuvent présenter une activité intermé-
diaire a ces effets sédatifs et stimulants (viloxazine).

Divers anti-dépresseurs (miansérine — trazodone...) entrent non
seulement dans le traitement des dépressions, mais aussi dans
celui de 1l’anxiété ; ainsi, la miamsérine présenterait une
efficacité comparable a celle de 1’/imipramine pour la premiére
indication, et a celle du diazépam pour la seconde (Boschmans
et coll., 1987).

* Pharmacocinétique.

Si la pharmacocinétique des anti-dépresseurs thymérétiques
(IMAO) est assez mal connue, en raison de 1’appréciation
difficile de leur présence dans l’organisme d’aprés leurs
effets enzymatiques, celles des imipraminiques est beaucoup
moins obscure.

Ainsi, «ces anti-dépresseurs sont rapidement et presque
totalement résorbés au niveau de 1’intestin gréle, par
diffusion passive. Leur fixation sur les protéines plasmatiques
et surtout sur 1’albumine est quantitativement importante
(fraction libre inférieure ou égale a 8 % de la concentration
plasmatique globale). 1Ils présentent également une grande
affinité tissulaire, notamment pour 1les tissus 1les plus
vascularisés (coeur, foie, cerveau, reins, poumons).

Apres transformations, quantitativement importantes, par les
enzymes microsomiales hépatiques, les métabolites obtenus sont
éliminés par voie urinaire (95 a 99,5 % de la dose initiale).
Ces transformations hépatiques peuvent, par ailleurs, étre
modifiées par certaines substances telles que les neurolep-
tiques qui 1les inhiberaient partiellement, ou encore le
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phénobarbital qui 1les stimulerait, les benzodiazépines ne
semblant pas modifier leur métabolisme.

I1 faut également mentionner l’activité inhibitrice partielle
de certains IMAO, vis-a-vis de divers systémes enzymatiques,
et notamment sur le systéme d’oxydation des microsomes
hépatiques chargé de la dégradation de nombreux médicaments,
cette inhibition expliquant certaines des interactions

indésirables imputées & ces anti-dépresseurs.

* Mécanismes d’action.

Malgré l’hétérogénéité de cette classe de psychoanaleptiques,
les anti-dépresseurs sont caractérisés par leur activation
commune du systéme noradrénergique, mécanisme d‘action par
lequel ils exerceraient leur effet thérapeutique principal.
Ainsi, certaines substances augmentent la concentration du
médiateur dans 1la fente synaptique, en agissant sur sa
libération soit directement (amineptine) soit par blocage des
récepteurs A pré-synaptiques (miansérine), ou en diminuant sa
dégradation soit par inhibition du recaptage (imipraminiques,
nomifensine) soit par inhibition de l’enzyme de dégradation, 1la
monoamine oxydase ou MAO (IMAO).

D’autres substances stimulent directement 1les récepteurs B8

post-synaptiques (salbutamol, viloxazine).

Une activation du systéme dopaminergique est également
observée, essentiellement pour les IMAO et certains autres
composés (nomifensine, minaprine, amineptine...), mais aussi, a
un degré moindre, pour certains dérivés imipraminiques se
traduisant par 1’augmentation des effets hypertenseurs des

cathécolamines.

En fait, 1l’action des imipraminiques, au niveau du systéme
sympathique, est relativement complexe, puisqu’ils se
comportent comme des sympathomimétiques indirects, a faibles
doses, tandis qu’une action adrénolytique périphérique se

développe a fortes doses (blocage des récepteursdd ) et peut
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ainsi expliquer certains effets secondaires, tels que 1’hypo-
tension orthostatique.

Un effet sympatholytique peut également é&tre observé dans le
cas des IMAO qui, par inhibition du métabolisme normal de 1la
tyramine, sont responsables de sa dégradation, selon une autre
voie aboutissant a la formation d’un faux transmetteur pouvant
remplacer la noradrénaline.

A ces activations des systémes noradrénergiques et dopami-
nergiques, vient s’ajouter celle du- systéme sérotoninergique,
ces différentes actions pouvant étre exercées préféren-
tiellement sur 1’un de ces systemes (exemples de 1l’imipramine
qui agit sur les systémes noradrénergiques et sérotoniner-
giques, 1l’amitriptyline agissant essentiellement sur le second;
exemple de 1la minaprine, composé atypique, qui active 1les
systémes dopaminergiques et sérotoninergiques).

De plus, certains dérivés imipraminiques, tels que 1/imipramine
elle-méme, exercent des effets anti-histaminiques, anti-
sérotoninergiques périphériques et anti-cholinergiques, ces
derniers étant responsables de divers effets secondaires
atropiniques. |

La miansérine, 1l’un des nouveaux anti-dépresseurs de la seconde
génération, est également dotée d’activités anti-histaminiques
et anti-sérotoninergiques, bien que ces derniéres soient plus
ou moins contestées (Boschmans et coll., 1987).

* Modéles expérimentaux.

Les effets'thérapeutiques des anti-dépresseurs peuvent étre nmis
en paralléle avec diverses activités pharmacologiques obser-
vables chez 1’animal.

Ainsi, ces psychotropes s’opposent pratiquement point par point
aux neuroleptiques et exercent notamment des activités anti-
réserpiniques et anti-cataleptiques. Ces composés potentia-
lisent également les effets stimulants de l’amphétamine, tels

que les mouvements stéréotypés.
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De plus, ils affectent peu l’activité motrice de l1l’animal et ne
sont jamais hypnotiques, mais bien plus, 1ils potentialisent
généralement ces derniéres substances psycholeptiques.

Enfin, 1les anti-dépresseurs modifient peu ou augmentent
légérement la température centrale.

A ces propriétés, vient s’ajouter 1l’activité anti-cholinergique
centrale des imipraminiques, mise en évidence par 1l’étude de

l’antagonisme exercé sur un cholinergique (oxotrémorine...).

La recherche de propriétés anti-dépressives pour E. hirta nous
a amené a sélectionner 1les deux protocoles expérimentaux
suivants :

* d’une part, un test permettant d’étudier 1l’influence de
l’extrait végétal vis-a-vis des effets de la réserpine, gréace a
l1’évaluation du ptosis des paupiéres, de 1l1l’akinésie et de

1’hypothermie réserpiniques.

* d’autre part, un modéle expérimental permettant de
rechercher une action antagoniste vis-a-vis des effets de
l’oxotrémorine, gridce &a 1l1l’évaluation des tremblements, de 1la

salivation et de 1’hypothermie cholinergiques.
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V - 2 INFLUENCE D’E. HIRTA SUR LES EFFETS DE LA RESERPINE

2.1 Rappels sur les effets réserpiniques

La réserpine appartient a la classe des neuroleptiques anti-
psychotiques (qui diminuent la fonction dopaminergique), dotés
d’effets sédatifs, anti-psychotiques et désinhibiteurs (Deniker
et Poirier, 1978).

Son action complexe consiste notamment dans la libération de 1la
noradrénaline ou de la dopamine stockée dans les granules, ces
catécholamines subissant alors une désactivation endocellulaire
par la MAO. D’autre part, la réserpine empéche tout nouveau
stockage d’amines biogénes.

En fait, ce blocage du stockage des catécholamines n’est pas
spécifique & ces derniéres, mais existe également pour 1la

sérotonine et l1’histamine.

Parmi les effets réserpiniques, citons 1’activite hypo-
thermique, 1’occlusion des paupiéres ou ptosis, ainsi qu‘’une
akinésie (manque total de mouvement), facilement observables
chez la souris.

Selon Bourin et coll. (1983), chacun de ces trois effets serait
en rapport avec 1’inhibition de certains récepteurs :
récepteurs B8 adrénergiques pour 1‘hypothermie, o adrénergiques
et/ou sérotoninergiques pour le ptosis, dopaminergiques pour

l’akinésie.

Le modele réserpinique, développé par Askew (1963) apres
l’observation d’une activité anti-hypertensive chez 1’homme
(Frize, 1954 - Muller, 1955 - Lemieux et coll., 1956 - Jensen,
1959), a sduvent été associé aux maladies dépressives.

I1 reste le test le plus employé pour démontrer une activiteé
anti-dépressive chez l’animal (Boissier et coll., 1971, 1972 -
Gouret et Thomas, 1973 - Bourin et coll., 1983 - Worms et
coll., 1986 - Porsolt et coll., 1987).
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2.2 Procédure expérimentale

2.2.1 Matériel

Les animaux utilisés sont des souris midles Swiss (Janvier) ;
leurs caractéristiques, ainsi que les conditions d‘’élevage,
sont détaillées dans le paragraphe consacré aux animaux
(Chapitre A II).

2.2.2 Méthode

La réserpine (réserpine cristallisée, laboratoires Sarget,
Merignac (33)) est administrée par voie I.P., a la dose de 2,5
mg/kg. La solution est préparée a partir de réserpine
cristallisée (50 mg) et d’acide ascorbique (1g) ; le mélange
broyé au mortier est additionné d’‘eau distillée, Jjusqu’a
l’obtention d’un volume final de 250 ml.

Les produits a tester (plante, produits de référence) sont
administrés par voie I.P., quatre heures aprés la réserpine.

E. hirta est testée aux doses de 100 et 400 mg/Kg.

Deux anti-dépresseurs thymoanaleptiques sont utilisés, a 1la
dose de 20 mg/kg : l’imipramine (Tofranil® ,laboratoires Geigy,
Paris 14éme) et l’amitriptyline (chlorhydrate d’amitriptyline,
laboratoires Merck Sharp Dhome, Paris 15é&me).

Les témoins regoivent le solvant (NaCl 0,9 %), dans les mémes

conditions.

Aussitét 1l’injection des produits, chaque animal est placé en
cage individuelle (22 x 8,5 x 8 cm) pour faciliter son
observation.

Les trois paramétres pris en compte sont toujours relevés dans
le méme ordre :

* le ptosis est observé 4 heures aprés 1l’injection de 1la
réserpine (juste avant l’administration des produits (To)), de
fagon a vérifier que tous les animaux sont bien sous effet
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réserpinique ; puis 30 minutes et 2 heures aprés l’injection
des substances testées (T 30 minutes et T 2 heures).
Le ptosis de chaque oeil est apprécié selon la cotation de
Rubin et coll. (1957) :
0 = occlusion des paupiéres nulle.
= occlusion des paupiéres au 1/4
= occlusion des paupiéres au 1/2
= occlusion des paupiéres au 3/4

a W N R
I

= occlusion totale des paupiéres.
La cotation totale sur les deux yeux est prise en compte.

* l’akinésie est observée 4 heures apres 1l’injection de 1la
réserpine (To), puis 30 minutes et 2 heures aprés l’injection
des produits testés (T 30 minutes, T 2 heures) .

L’akinésie est considérée comme positive si 1’animal est
prostré et ne se déplace pas d’une distance au moins égale a la
longueur de son corps ; dans le cas contraire, l‘’akinésie est
considérée comme nulle.

Les observations effectuées au temps To permettent d’apprécier
l’activité réserpinique et d’éliminer 'les animaux qui ne
seraient pas sous 1l’effet du neuroleptique (ptosis maximal pour
chaque oeil, soit une cotation de 8 au total, akinésie

positive).

* La température rectale est relevée a l’aide d’une sonde
chemisée (Thermo-Est, Montigny-les-Metz (57)), juste avant
l’injection de la réserpine (T =-4h), de fagon a éliminer les
animaux qui seraient en hyper ou hypothermie en dehors de tout
traitement ; puis 4 heures aprés la réserpine (juste avant
l’administration des produts (To)) ; puis 30 minutes et 2
heures aprés l’injection des produits testés (T 30 minutes, T 2

heures).

Deux protocoles sont réalisés

* lors d’un premier essai, le ptosis et 1l’akinésie sont
Oobservés sans que l1l‘’animal soit manipulé (méthode décrite par
Bourin et coll., 1983).
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# Dans un second essal, ces deux paramétres sont relevés de
la méme fagon (sans manipulation de la souris), mais également
quinze secondes aprés avoir saisi 1’animal par la dqueue et
l’avoir redéposé dans sa cage (procédure inspirée de la méthode

décrite par Gouret et Thomas, 1973).

Remarque : au cours du premier essai, un lot de dix souris a
recu la plante seule, a la dose de 400 mg/kg, dans le but
d’observer son activité propre vis-a-vis des trois parameéetres

pris en compte.

2.2.3 Analyse statistique

L’homogénéité des variances n’étant pas toujours vérifiable par
le test de Bartlett, le degré de ptosis des différents lots
traités est comparé a celui du lot témoin, par un test non
paramétrique, le test de Mann-Whitney - Wilcoxon.

Les pourcentages d’akinésie sont comparés & l’aide du test du X2

modifié.

Concernant l’influence des produits vis-a-vis de l’hypothermie
réserpinique, aprés vérification de 1l’homogénéité des variances
par le test de Bartlett, les comparaisons statistiques sont
effectuées sur les différences entre la température relevée 30
minutes ou 2 heures aprés l’injection des substances et 1la
température obtenue avant cette administration (To =

température rendant compte de l’hypothermie réserpinique).

Aprés vérification de 1’homogénéité des variances (test de
Bartlett), l’/influence d’E. hirta sur la température normale de
la souris est étudiée statistiquement par comparaison entre les
températures individuelles relevées 30 minutes ou 2 heures
aprés l’injection de 1l’extrait végétal et 1les températures
individuelles obtenues avant ce traitement (To), a 1l’aide du
test de Student.
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2.3 Résultats
2.3.1 Observation des animaux non manipulés (protocole 1)

Les résultats concernant le ptosis et 1’akinésie réserpiniques
sont présentés dans le tableau 27 . Ceux relatifs a 1’influence
des composés sur 1’hypothermie réserpinique et sur 1a
température normale de la souris sont reportés dans le tableau
28 et sur la figure 26.

Quatre heures aprés 1l’injection de 1la réserpine, les souris
manifestent 1les caractéres 1liés a l’administration de ce
neuroleptique, & savoir un ptosis maximal (cotation 8), une
akinésie positive et une hypothermie moyenne de 14 % (chute
moyenne de 5°1 par rapport a T -4 heures). Cette chute de
température se poursuit tout au long de 1’expérimentation
(températures moyennes de 31°9 a To, de 31°2 & T 30 minutes, de
30°2 4 T 2 heures).

Testée & 1la dose de 20 mg/kg, 1l’imipramine antagonise
significativement 1le ptosis induit par la réserpine, mais
uniquement 30 minutes apres son injection (soit -19 & par
rapport aux témoins), 1l’activite réserpinique reprenant 1le
dessus au bout de 2 heures. _

Cet anti-dépresseur thymoanaleptique antagonise également de
fagon significative 1’hypothermie induite par la réserpine, 30
minutes et 2 heures aprés son injection.

De plus, la prise en compte des fluctuations intra-groupe de 1la
température rectale (lot "imipramine") permet, non seulement de
confirmer cet antagonisme, mais également de constater une
légéere augmentatlon de la température, dans les 30 minutes qui

suivent l’administration de 1/imipramine.

Testée a la dose de 20 mg/kg, 1l’amitriptyline antagonise
significativement 1le ptosis réserpinique, dans les 30 minutes
qui suivent son injection ; cette activiteé se maintenant au
bout de 2 heures (-16 % par rapport aux témoins, 30 minutes et
2 heures aprés l’injection).
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Par contre, ce second anti-dépresseur de référence n’inhibe pas
de fagon significative 1’hypothermie réserpinique, bien que 1la
chute continue de la température observée chez les témoins soit
plus ou moins bloquée durant les 2 heures qui suivent son
injection.

Concernant le troisiéme paramétre pris en compte, 1l’akinésie,
aucune activité inhibitrice marquée ne peut étre avancée pour
ces deux anti-dépresseurs.

E. hirta, quant a elle, provoque une trés légére réduction du
ptosis réserpinique, surtout 30 minutes aprés son injection,
cet effet étant plus important et significatif avec la dose de
400 mg/kg (-4 % et -10 % par rapport aux témoins,
respectivement pour les doses de 100 et 400 mg/kg et au bout de
30 minutes). Cette forte dose inhibe également, mais treés
faiblement et de fagon négligeable, 1l’akinésie observée au bout
de 30 minutes.

E. hirta h'affecte pas l’hypothermie réserpinique ; la chute
progressive précédemment mentionnée pour les témoins est a
nouveau observée.

Administrée seule, a la dose de 400 mg/kg, E. hirta ne provoque
aucun ptosis, ni aucune akinésie. Par contre, elle induit une
chute significative de la température, 30 minutes aprés son
administration (chute moyenne de 3°C, par rapport a 1la
température relevée a To, soit une réduction de 8 %).
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TABLEAU 27 : INFLUENCE D'E. HIRTA ET DE DEUX ANTI-DEPRESSEURS TRICYCLIQUES
SUR LE PTOSIS ET L'AKINESIE RESERPINIQUES.

ANIMAUX NON MANIPULES (PROTOCOLE 1)

H RESERPINE : LOTS H PTOSIS MOYEN H NOMBRE TOTAL H
¢ (mg/kg) I.P (N=10) H : D/ANIMAUX EN AKINESIE :
: T -4 heures : TO ¢ T 30 minutes: T 2 heures : T 30 minutes: T 2 heures :
H 2,5 : TEMOIN : 7,9 0,1 : 8 0 H 10 H 10 H
: : (NacCl 0,9%) : : : H :
: 2,5 : IMIPRAMINE : 6,4 0,3 : 7,8 * 0,2 : 9 H 8 :
: H 20 mg/kg H kg : H :
H 2,5 : AMITRIPTYLINE : 6,6 t 0,4 : 6,7 0,4 : 10 : 10 :
: : 20 mg/kg : *: *k g : H
H 2,5 H E.HIRTA : 7,6 £ 0,3 8 0 H 9 H 9 :
: : 100 mg/kg : : H H :
Tl 2,5 : E.HIRTA : 7,1%+0,3 : 7,6 % 0,2 7 H 10 :
: : 400 mg/kg : * H : :
H E.HIRTA H H H H H
: / : 400 mg/kg : 0,2 0,1 : 0 : 0 : 0 :

N = nombre d'animaux par lot.

*p == 0,05 ; **p e 0,01.

TABLEAU 28 : INFLUENCE D'E. HIRTA ET DE DEUX ANTI-DEPRESSEURS TRICYCLIQUES
SUR L'HYPOTHERMIE RESERPINIQUE

INFLUENCE D'E. HIRTA SUR LA TEMPERATURE NORMALE DE LA SOURIS.

PROTOCOLE 1

H : TEMPERATURES MOYENNES RELEVEES A :
: LOTS : . : et D D : :
s (N=10) ¢ T -4 heures: TO : T 30 minutes: T 2 heures :
: TEMOIN : 37" + 0,4 : 31°9 % 0,4 : 31°2 + 0,4 : 30°2 £ 0,5 :
: NaCl 0,9 & : : : : :
¢ IMIPRAMINE t 36°7 + 0,1 : 326 + 0,3 ¢ 33°3 %+ 0,3 : 32*'9 + 0,2 :
: 20 mg/kg : : : ke kkk g
: AMITRIPTYLINE : 37°5 + 0,3 : 31°8 0,6 : 32° + 0,6 : 31°6 + 0,5 :
: 20 mg/kg : : : H :
: E.HIRTA : 37°1 % 0,2 : 30'7 %+ 0,4 : 30°2 + 0,3 : 29°11% 0,4 :
: 100 mg/kg : : H H :
: E.HIRTA : 36°9 % 0,2 : 315 + 0,4 : 31° + 0,4 : 30°3 % 0,5 :
: 400 ng/kg : : : : :
: E.HIRTA H : : - :
: 430 mg/kg : 36°3 £ 0,2 : 37'5 % 0,2 : 34°5 % 2,2 : 37° £ 0,4 :
: : : : , Xxks :

N = nombre d'animaux par lot.

" * p == 0,05 ; ** p = 0,01 : *** p— 0,001.
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2.3.2 Observation des animaux avant et aprés saisie par la
queue (protocole 2)

Les résultats concernant le ptosis et l’akinésie réserpiniques
sont reportés dans le tableau 29.

Avant d’étre manipulés, les animaux traités par la réserpine
seule sont dans un état identique & celui observé lors du
premier @essai (ptosis moyen maximal, akinésie toujours
positive). Cependant, la préﬂension de la souris par la queue,
si elle ne modifie pas l’akinésie, réduit légérement le ptosis
(ptosis moyen de 8 avant saisie de l1l’animal, ptosis de 7,6 ou
7,7 aprés saisie).

Testée a 20 mg/kg, l’imipramine antagonise significativement 1le
ptosis réserpinique dans 1les 30 minutes qui suivent son
injection (-21 % par rapport aux témoins), tout comme nous
l’avons observé lors du premier essai ; toutefois, cette
activité se maintient au bout de 2 heures (-17 % par rapport
aux témoins).

Aprés préhension de 1l’animal, 1’inhibition du ptosis est
beaucoup plus importante (ptosis moyens respectifs avant et
aprés saisie de la souris = 6,3 et 4,7, 30 minutes apres
l’injection de l’anti-dépresseur, soit -38 % par rapport aux
témoins ; 6,6 et 5,9 au bout de 2 heures, soit -23 % par
rapport aux témoins).

Concernant l’akinésie, si 1l’imipramine ne manifeste pas
d’antagonisme sur l’animal non manipulé (80 - 90 % des souris
sont en akinésie), le fait de le saisir par la queue provoque
une nette réduction de ce paramétre (50 % des souris restent en

akinésie).

L’activité inhibitrice du second anti-dépresseur utilisé,
l’amitriptyline, est tout a fait comparable a celle de

1/imipramine.

Quant a E. hirta, la légére réduction du ptosis réserpinique,
observée lors de la premiére expérimentation et uniquement 30

minutes aprés son injection (ptosis moyens respectifs avec les
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doses de 100 et 400 mg/kg de 7,6 et 7,1), est a nouveau
obtenue, lorsque la souris n’est pas manipulée. Cet effet est
identique quelle que soit la dose d’extrait végétal (ptosis
moyens respectifs avec les doses de 100 et 400 mg/kg de 7,3 et
7,4 : soit -9 % et -7 % par rapport aux témoins), mais il ne
peut étre considéré comme statistiquement significatif.

Aprés préhension de 1l’animal, 1’inhibition du ptosis est plus
importante, notamment avec la dose d’extrait végétal la plus
forte, soit 400 mg/kg (ptosis moyens respectifs pour les doses
de 100 et 400 mg/kg, 30 minutes aprés 1l’injection d’E. hirta de
7 et 6,8, soit -8 % et -10 % par rapport aux témoins). Cet
effet, par ailleurs significatif pour la dose de 400 mg/kg, se
maintient dans les 2 heures qui suivent 1l’administration de
cette forte dose (-5 % et -12 % respectivement avec E. hirta
injectée a 100 et 400 mg/kg).

Tout comme nous 1l’avons observée lors de 1la premiére
expérimentation, 1l’influence d’E. hirta est négligeable sur
l’akinésie réserpinique, que ce soit avant ou aprés préhension

de 1’animal.



TABLEAU 29 .

INFLUENCE D'E. HIRTA ET DE DEUX ANTI
L'AKINESIE RESERPINIQUES AVANT ET AP

PROTOCOLE 2

~DEPRESSEURS TRICYCLIQUES SUR LE PTOSIS ET
RES PREHENSION DE L'ANIMAL.

PTOSIS MOYEN

: RESERPINE : LOoTS :

: (mg/kg) I.P, : (N=10) :

¢ T -4 heures : To ¢ T 30 minutes
: : : avant : aprés
: 2,5 : TEMOIN ¢ 810 :7,6t0,
: : (NaCl 0,9%) : :

: 2,5 : IMIPRAMINE :6,3%0,3:4,7t0,
: : 20 mg/kg : hkky TR R
: 2,5 : AMITRIPTYLINE $16,1%0,4:4,910,
: E 20 mg/kg kky Kk
: 2,5 : E.HIRTA :7,3+0,3: 7t0,
: : 100 mg/kg : :

: 2,5 : E.HIRTA  :7,4%0,3:6, 80,
: : 400 mg/kg : :

T 2 heures

*avant

aprés

4:6,610,4:5,9+0,

* N

*k

;8]

* ~3

~
-
(%]

(%]

* W

NOMBRE TOTAL
EN AKINESIE

D/ANIMAUX
T 30 minutes
avant : aprés
10 ¢ 10
9 : 5
H &%k
10 : 5
H * &
10 : 9
9 : 8

T 2 heures

avant

apres

N = nombre d'animaux par lot.

* p << 0,05

i

** p =< 0,01 ;

*** p <= 0,001.

R
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V = 3 INFLUENCE D’E. HIRTA SUR LES EFFETS DE L‘/OXOTREMORINE

3.1 Rappels sur les effets cholinergiques induits par

l’oxotrémorine

Le second test utilisé pour rechercher 1’existence de
propriétés anti-dépressives est basé sur 1l’activité anti-
cholinergique des anti-dépresseurs tricycliques.

Ainsi, ces composés et tout particuliérement 1l’amitriptyline,
sont des antagonistes spécifiques des récepteurs muscariniques
M1, associés a l’adénylcyclase des membranes striatales (Nomura
et coll., 1987).

Rappelons que les récepteurs muscariniques, prédominants au
niveau des terminaisons post-synaptiques parasympathiques, sont
généralement scindés en deux groupes, M1 et M2. Les récepteurs
M1, de type excitateur et caractérisés par leur forte affinité
pour l’antagoniste pirenzépine, seraient distribués dans divers
organes et tissus, ainsi que dans les ganglions. Les récepteurs
M2, inhibiteurs, caractérisés par leur forte affinité pour
l’antagoniste gallamine et intervenant notamment dans
l’/inhibition GTP-dépendante de 1l’adénylcyclase, prédomine-
raient dans les cellules cardiaques et post-ganglionnaires,
ainsi que dans le cervelet. Les deux types de récepteurs co-
existeraient dans le cortex et les corps striés (Kaiser et
Rzeszotarski, 1987 - Nomura et coll., 1987).

Administrée a dose suffisante, 1’oxotrémorine, antagoniste
muscarinique, provoque la 1libération d’acétylcholine se
traduisant par des effets centraux comme une hypothermie, ainsi
que par certains effets périphériques tels que les
tremblements, 1l’hypersécrétion lacrymale et salivaire (Nordgren
et coll., 1987).

Signalons toutefois les travaux de Costa et coll. (1975) qui
ont proposé une origine supra-spinale pour ces tremblements,

peut-étre en relation avec la formation réticulée.

L’expérimentation consiste donc a4 tenter de modifier les effets
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cholinergiques de 1l‘oxotrémorine, par l’administration préven-
tive d’E. hirta.

3.2 Procédure expérimentale

3.2.1 Matériel

Les animaux utilisés (souris), les conditions d’élevage et les
conditions expérimentales sont identiques & celles précédemment
mentionnées lors de 1’étude de 1l’influence d’E. hirta sur les
effets réserpiniques (paragraphe 2.2.1).

3.2.2 Méthode
La technique est inspirée de la méthode de Spencer (1966).

Les substances a tester sont administrées par voie I.P., trente
minutes avant 1l’injection de l’oxotrémorine a la dose de 0,5
mg/kg (oxotrémorine a 97 %, laboratoires Aldrich-Europe,
Beersse, Belgique) par la méme voie.

E. hirta est testée aux doses de 100 et 400 mg/kg.
L/’imipramine, anti-dépresseur tricyclique de référence
(Tofranilk + laboratoires Geigy, Paris 1l4éme) est injectée a
raison de 5 mg/kg.

Les témoins regoivent le solvant (NaCl 0,9%), dans les mémes

conditions.

Aussitdt 1l’injection de 1’oxotrémorine, chaque animal est placé
en cage individuelle (22 x 8,5 x 8 cm) pour faciliter son
observation.
Les trois premiers paramétres pris en compte, a savoir les
tremblements, le larmoiement et la salivation, sont relevés 30,
60 et 120 minutes aprés l’administration de 1‘’oxotrémorine et
appréciés selon une cotation établie de 0 a 3 :

0 = absence d’effets cholinergiques

3 = effet maximal

1 et 2 = états intermédiaires.
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La température rectale, quant a elle, est prise a 1l’aide d‘une
sonde chemisée (Thermo-Est, Montigny-les-Metz (57)), 30 minutes
avant l’injection des produits a tester (T -30 minutes), juste
avant 1l’administration de 1l’oxotrémorine (soit 30 minutes apres
les produits (To)), puis 30, 60 et 120 minutes aprés cette
seconde injection (T 30 minutes, T 60 minutes et T 120

minutes).

3.2.3 Analyse statistique

L’homogénéité des variances n’étant pas toujours vérifiable par
les tests de Bartlett, de Cochran ou de Hartley, le degré de
tremblement, de larmoiement et de salivation des différents
lots traités est comparé a celui du lot témoin par un test non

paramétrique, le test de Mann-Whitney - Wilcoxon.

Les comparaisons statistiques concernant les températures sont
effectuées & l’aide du test de Student, aprés avoir vérifié
l’homogénéité des variances des différents lots par le test de
Bartlett.

Ainsi, 1’influence de l’imipramine et d’E. hirta vis-a-vis de
l’hypothermie cholinergique (comparaison au lot témoin) est
étudiée sur 1les différences calculées entre 1la température
relevée 30, 60 ou 120 minutes aprés 1l’injection de
l’oxotrémorine et la température obtenue avant cette injection
(To = température obtenue 30 minutes aprés 1l’injection des
produits).

L’influence des différentes substances testées (NaCl 0,9 %,
E. hirta, imipramine) sur la température normale de la souris
est étudiée statistiquement par comparaison entre 1les
températures individuelles relevées juste avant leur injection
(T -30 minutes) et celles obtenues 30 minutes aprés cette
injection (To = température enregistrée juste avant 1’injection
de 1’oxotrémorine).

Une analyse de variance (ANOVA), effectuée sur les températures
individuelles relevées avant tout traitement (T -30 minutes),
pour l’ensemble des quatre lots (témoin, imipramine, E. hirta
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100 mg/kg et E. hirta 400 mg/kg), permet d’affirmer 1’absence
de différence significative entre ces différentes températures.

3.3 Résultats

3.3.1 Influence de l’imipramine et A’/E. hirta, vis-a-vis
des tremblements, du larmoiement et de la salivation
induits par l’oxotrémorine

Les résultats sont présentés dans le tableau 30.

L’oxotrémorine, administrée a la dose de 0,5 mg/kg, provoque un
effet maximal, vis-a-vis des tremblements et de la salivation,
30 minutes aprés son injection, 1’intensité de ces deux
paramétres diminuant ensuite progressivement. Concernant 1le
larmoiement, un effet maximal est obtenu au bout de 60 minutes.
Cent vingt minutes aprés 1l’administration de 1‘’oxotrémorine,
son activité, bien qu’amoindrie, subsiste encore.

Dans les 30 minutes qui suivent 1l’injection de 1l’oxotrémorine,
l’imipramine, testée & la dose de 5 mg/kg, exerce un effet
inhibiteur significatif, vis-a-vis des tremblements, du
larmoiement et de la salivation. Au bout de 120 minutes, 1les
effets de 1la substance cholinergique ont pratiquement tous
disparus, un antagonisme total étant notamment obtenu sur les
tremblements.

E. hirta, quant a elle, administrée aux doses de 100 et 400
mg/kg, ne développe aucun antagonisme significatif, vis-a-vis
des tremblements, du larmoiement et de la salivation induits
par l’oxotrémorine, tout au long de 1l’expérimentation :

Ainsi, 30 minutes aprés 1l’injection de ce cholinergique, les
effets sont proches de ceux obtenus pour le lot témoin, voire
méme légérement augmentés (cas du larmoiement, avec les deux
doses de plante, et de la salivation, avec la dose de 400
mg/kg). Par 1la suite, 1l’activiteé cholinergique\ est trés
legérement diminuée et notamment avec la plus forte dose
d’extrait végétal, mais cet effet reste non significatif.



TABLEAU 30 :

INFLUENCE D'E. HIRTA ET DE L'IMIPRAMINE, SUR LES TREMBLEMENTS, LE

ET LA SALIVATION INDUITS PAR L'OXOTREMORINE,

LARMOIEMENT

LOTS ¢ OXOTREMORINE:® TREMBLEMENTS : LARMOIEMENT : SALIVATION

(N=6) ¢ (mg/kg) IP (Moyennes) H (Moyennes) : (Moyennes)
T 30 minutes : To :T30min :T60min :T120min: T30m1n :T60min :T120min'T30min :T60min :T120min:
--------------- P e e e e e e e e e e e e  me el m e e § m————
TEMOIN ? 0,5 ¢ 30 :2,7+0,2:1,5%+0,2:2,7+0,2: 3+0 : 2t0, 4:2,7+0,2:2,2+0,4:1,3+0,2:

(NaCl 0,9%) : : . : : : : : : :
IMIPRAMINE : 0,5 $1,7+0,2: 1+0,3: 0 £1,3+0,3:1,7+0,3:0,7+0, 2:1 30, 2 0,810, 2;0 3%0,2:
9 nmg/kg H : L *k g LLE] * 3 * s ke **: . "k
--------------- (e ccmacnme ! cccmee. I § e ——— - § - $ = e o - e cccal ceccmm-- HE L TPy
E.HIRTA : 0,5 t2,8+0,2: 2 5+0,2:0,840,2:2,8+0,2:2,740,2:1,5+0,3:2,740,2: 2+0,4:0,840,3

100 mg/kg : : : : : : : : : :
--------------- T il Rt -----—----------—-:-----—-:------q:-------:~—-------------:-------
E.HIRTA : 0,5 t2,8%0,2:2,21%0,3:0,7+0,3: 30 :2,7%0,2: 1+0,3:2,810,2: 2+0,3:0,8+0,3

400 mg/kg : : H : : H :

: : H : : :

N = nombre q4'

* p <= 0,05

animaux par lot.

; ** p < 0,01.

- 61¢ -
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3.3.2 Influence de 1l’imipramine et d’E. _hirta sur
l1’hypothermie induite par l’/oxotrémorine

Les reésultats sont présentés dans le tableau 31 et sur 1la

figure 27.

L’activité hypothermique de 1’oxotrémorine se manifeste dans
les 30 minutes qui suivent son injection, l’effet maximal étant
obtenu au bout de 60 minutes (chute moyenne de 7°4 C, par
rapport a la température moyenne relevée avant traitement (To),

soit une variation de -20 %).

L’anti-dépresseur de référence, 1’imipramine, s’oppose en
partie a cette <chute de 1la température et de fagon
significative, dans les 30 minutes qui suivent 1‘’administration
de la substance cholinergique. La température moyenne minimale,
releveée au bout de 60 minutes, ne chute que de 4°9 C (-13 % par
rapport a To), pour ensuite remonter plus rapidement au bout de
2 heures, en comparaison du lot témoin (respectivement -8 % et
-18 % par rapport a To).

De plus, 1l’imipramine n’influence pas significativement 1la
température normale de la souris (comparaison des températures
individuelles relevées avant, soit T -30 minutes, et 30 minutes

aprés l’injection de 1l’anti-dépresseur, soit To).

E. hirta n’antagonise significativement l’hypothermie choliner-
gique, qu’a la plus forte dose, soit 400 mg/kg, et seulement 60
et 120 minutes aprés l’administration de 1‘oxotrémorine (chutes
respectives par rapport a4 To = 4°8 C et 2°C). La température
moyenne maximale est a nouveau enregistrée 60 minutes apreés
l’injection de 1l’agent cholinergique.

Trente minutes aprés cette injection, E. hirta réduit la chute
moyenne de la température, notamment & la dose de 400 mg/kg
(chute de 4°C par rapport a To, contre 5°4 C pour 1le 1lot

témoin) ; toutefois cet effet reste non significatif.

La comparaison des températures individuelles, relevées avant
(T -30 minutes) et 30 minutes aprés 1’injection de 1la plante
(To), permet la mise en évidence d’une activite hypothermique
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propre pour E. hirta et significative aux deux doses testées,
soit 100 et 400 mg/kg (chute moyenne d’environ 6 % par
rapport & la température normale, pour les deux lots traités).

TABLEAU 31 : INFLUENCE D’E. HIRTA ET DE L‘IMIPRAMINE SUR LA
TEMPERATURE NORMALE DE LA SOURIS ET SUR L‘HYPO-
THERMIE INDUITE PAR L‘’OXOTREMORINE.

TEMPERATURES MOYENNES RELEVEES A

LOTS : Produits :0Oxotremorine : :

% %

ke

: ; X g : e X
: E.HIRTA 400 mg/kg : 37°8+0,2 : 35°5%0,8 : 31°5+0,3 : 30°7%0,3 : 35’510,8 :
: : : : : *3 *k

: E : : :

N = nombre d’animaux par lot

Influence par rapport a l’hypothermie cholinergique
(comparaison avec le lot témoin)
* p< 0,05 ; * p < 0,01 ; *** p < 0,001

Influence par rapport a la température basale avant
traitement (T -30 minutes) :
% p < 0,05 ; tip < 0,01



TEMPERATURE RECTALE (°C)

- Jée -~

4
39}
35
29 |
T.30 To T30 Teo ’ T120 relevés
5 (minutes)
produits oxotrémorine

TEMOINS NaCl 0,9 %

—— - —— IMIPRAMINE 5 mg/kg
— —— — E. HIRTA 100 mg/kg

e«e¢esssee E. HIRTA 400 mg/kg

& %

p<=0,05 ; ;gp<o,01 ; %%k p<=0,001

FIG. 27 : INFLUENCE D'E. HIRTA ET DE L'IMIPRAMINE SUR L'HYPO—
THERMIE INDUITE PAR L'OXOTREMORINE (%) ET SUR LA
TEMPERATURE NORMALE DE LA SOURIS (%x).
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V - 4 DISCUSSION

La recherche de propriétés anti-dépressives pour E.hirta
a pu étre menée grace a l’étude d’effets anti-réserpiniques et
anti-cholinergiques, caractéristiques de cette classe de
psychotropes.

* L’activité anti-réserpinique a pu étre recherchée, grace
& deux procédures expérimentales différentes.
La premiére, inspirée de la technique de Bourin et coll.
(1983), présentait un intérét certain, notamment en raison du

large screening effectué par ces auteurs sur des composés trés

divers, anti-dépresseurs ou autres ; mais également par 1la
possibilité d’expérimenter simultanément ces diverses
substances, dans trois tests différents, permettant de

dissocier leurs activités vis-a-vis de 1’hypothermie, du ptosis
et de 1l’akinésie réserpiniques et, par la-méme, de différencier
leur mécanisme d’action vis-a-vis des différents systémes de
neurotransmetteurs concernés (adrénergique, sérotoninergique,
dopaminergique) .

En effet, selon les auteurs, un antagonisme de 1l’hypothermie
réserpinique serait l1ié a la stimulation directe ou indirecte
des récepteurs B adrénergiques, activité notamment reconnue
pour les anti-dépresseurs ; le ptosis réserpinique serait,
quant & 1lui, antagonisé par des substances stimulant 1les
récepteurs dadrénergiques (non anti-dépresseurs, tels que le
5—hydr6xytryptophane, le méthysergide) ou sérotoninergiques
(certains anti-dépresseurs, tels que 1’imipramine, la
'nialamide, la viloxazine) ; enfin, l’antagonisme de l’akinésie
indiquerait une stimulation dopaminergique directe ou indirecte
(certains anti-dépresseurs a tendance stimulante, tels que la

nomifensine).

Le second protocole, inspiré de la technique de Gouret et
Thomas (1973) a été modifié de fagon a conserver une certaine
correspondance avec le précédent, notamment en ce qui concerne
l’ordre d’administration des produits (administration per os
des substances, une heure avant 1l’injection I.P. de 1la

réserpine et réalisation du test quatre heures aprés celle-ci,



selon la procédure décrite par Gouret et Thomas ; injection
I.P. de la réserpine, quatre heures avant celle des substances
et réalisation du test trente minutes, puis deux heures apres
cette seconde injection, selon la procédure inspirée de 1la
technique de Bourin et coll., 1983).

En effet, la méthode de Gouret et Thomas présentait
l’inconvénient d‘un laps de temps trop important entre
l’injection I.P. des produits et la réalisation du test (quatre
heures trente minutes). Toutefois, ces auteurs mentionnent une
activité moindre des anti-dépresseurs utilisés en thérapeu-
tique, lorsqu’ils sont administrés aprés la réserpine.
L’intérét de ce second protocole réside dans la stimulation des
animaux, & la suite de leur préhension par la queue. Dans le
cas d’une activité réserpinique, les effets caractéristiques
(ptosis) sont généralement retrouvés dans les quinze secondes
qui suivent, 1l‘akinésie n’étant pas modifiée ; par contre, une
activité sédative pourrait préter & confusion, 1l’animal non
dérangé restant alors inactif, les yeux mi-clos.

Selon Gouret et Thomas (1973), quatre heures aprés son
administration I.P., la réserpine n’aurait pas encore atteint
son activité maximale, mais serait en phase ascensionnelle,
avec notamment un ptosis voisin de 80 % ; l’effet maximum se
manifestant aux environs de sept heures. Ceci pourrait
expliquer l’observation d’un ptosis sous-maximal, pour certains

animaux témoins, aprés leur préhension.

Concernant 1l’activité des deux anti-dépresseurs de référence
utilisés, 1l’imipramine, dérivé a tendance "psychostimulante"
plus prononcée, et 1l’amitriptyline, composé plus sédatif, 1la
prise en compte des deux expérimentations met en évidence un
antagonisme relativement similaire sur le ptosis et 1l’akinésie
réserpiniques, se développant dans les 30 minutes qui suivent
l1’injection des produits et se maintenant encore au bout de 2
heures. Toutefois, si le ptosis est antagonisé avant et plus
encore aprés préhension de 1l’animal, 1l’akinésie ne 1l’est
qu’apreés saisie.

Ces deux anti-dépresseurs, s’opposent également a 1‘hypothermie
réserpinique ; cependant, si 1l’amitriptyline se contente de
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bloquer la chute réserpinique, 1l’imipramine inverse 1’évolution
de la température, en 1l/augmentant.

Ainsi, en tenant compte des corrélations établies par Bourin et
coll. (1983) entre ces trois activités et 1les systémes
neurotransmetteurs incriminés, ces deux anti-dépresseurs
tricycliques stimuleraient les voies sérotoninergiques
(antagonisme du ptosis), dopaminergiques (antagonisme de
1l’akinésie) et B adrénergiques (antagonisme de 1’hypothermie).
Cependant, ces constatations ne concordent pas exactement avec
les résultats obtenus par les auteurs, lesquels mentionnent un
antagonisme induit par 1l/imipramine, uniquement vis-a-vis du
ptosis et de 1l’hypothermie réserpinique ; 1l’inefficacité sur
l’akinésie pourrait s’expliquer par 1la non-préhension des
animaux, prévue dans la procédure expérimentale, et donc par

l’absence de stimulation.

Les résultats obtenus avec E. hirta sont beaucoup plus
difficilement interprétables, particuliérement vis-a-vis du
ptosis réserpinique. Ainsi, si un trés léger antagonisme a 1la
limite de la significativité, est observé, lors du prenmier
essai et uniquement 30 minutes aprés 1l’injection de 1la plus
forte dose d’extrait veégétal, soit 400 mg/kg, cet effet
n’apparait significatif, au cours de la seconde expérimen-
tation, qu’aprés préhension de l’animal, mais il se maintient
alors 2 heures aprés l’administration de la plante. Toutefois,

une réduction significative du ptosis réserpinique n’en reste

pas moins réelle, aprés préhension de l’animal, bien que cet

effet soit trés nettement inférieur a celui des deux anti-

dépresseurs de référence utilisés (ptosis moyens respectifs

obtenus avec l’imipramine, l’amitriptyline et E. hirta testée a

400 mg/kg de 4,7 - 4,9 et 6,8, 30 minutes aprés les injections
de 5,9 - 5,9 et 6,8 au bout de 2 heures).

L’influence d‘E. hirta sur 1l’akinésie et 1l’hypothermie
réserpiniques est beaucoup moins confuse, puisque 1l’extrait

végétal n’antagonise ni 1’un ni 1l’autre.



Ainsi, E. hirta ne semblerait pas stimuler directement ou
indirectement les récepteurs dopaminergiques (antagonisme de
l’akinésie) et B adrénergiques (antagonisme de 1l’hypothermie),
mais pourrait exercer une certaine influence vis-a~vis des
voies < adrénergiques et/ou sérotoninergiques (antagonisme du
ptosis), si 1’on se référe aux corrélations établies par Bourin
et coll. (1983).

En fait, cet antagonisme du ptosis réserpinique ne semble pas
spécifique des anti-dépresseurs, diverses autres substances
testées par ces auteurs ayant manifesté une telle activité ;
c’est le cas notamment du 5-hydroxytryptophane, du
méthysergide. De plus, l’efficacité des anti-dépresseurs varie
d’un composé a l’autre et selon le paramétre pris en compte ;
ainsi, si les dérivés imipraminiques et IMAO testés agissent au
moins sur le ptosis et 1l’hypothermie réserpiniques (exception
faite de 1la clomipramine), 1les composés de 1la "seconde
génération" présentent une activité beaucoup plus hétérogéne
(efficacité de la nomifensine sur les trois paramétres, de la
viloxazine sur le ptosis et l’hypothermie, de la maprotiline
sur l’hypothermie ; inefficacité de la miansérine) (Bourin et
coll., 1983).

Ces diverses constatations rendent difficile toute conclusion
quant a 1l’existence de propriétés anti-dépressives pour
E. hirta.

Des résultats relativement similaires a ceux obtenus avec
E. hirta ont pu étre observés simultanément sur un autre

extrait végétal, Xanthoxylum xanthoxyloides (réduction du

ptosis réserpinique & la limite de la significativité, bien que
ce dernier antagonise également 1’akinésie, deux heures apreés
son injection et uniquement aprés saisie des animaux par 1la
queue, E. hirta restant constamment inefficace (Bertrand,
1988) .

Un second extrait végétal, Eschscholzia californica, également

testé dans notre laboratoire s’est, quant a 1lui, révélé



- 327 -

totalement inactif sur les différents paramétres pris en compte
(Rolland, 1988).

* L’activité anti-cholinergique a pu étre étudiée sur les
effets cholinergiques centraux (hypothermie) et périphériques
(tremblements, larmoiement, salivation) de 1’oxotrémorine. Ces
phénoménes se manifestent dans les 30 minutes qui suivent
l’administration de la substance cholinergique, pour atteindre
une intensité maximale dés ce moment (tremblements, salivation)
ou dans les 60 minutes (larmoiement, hypothermie moyenne de
7°4) et subsister encore au bout de 2 heures.

Toutefois, les trois premiers paramétres (tremblements,
larmoiement et salivation) sont enregistrés selon une cotation
relativement peu précise, établie de 0 (absence d’effets) a 3
(effet maximal) et soumis a 1l’appréciation de l’observateur,
d’ol une certaine subjectivité et une variabilité possible dans
les résultats s’ajoutant aux fluctuations liées aux réactions

propres de 1l’animal traité.

Cette activité anti—cholinergique, commune aux dérivés
imipraminiques, a pu étre vérifiée avec l/imipramine, anti-
dépresseur de référence utilisé, dont une dose de § mg/kg
induit' un antagonisme significatif vis-a-vis des effets
cholinergiques centraux (hypothermie) et périphériques
(tremblements, salivation, larmoiement) de 1’oxotrémorine, dans
les 30 minutes qui suivent 1’injection de cet agent
cholinergique, réduisant 1’hypothermie induite et supprimant
totalement ou presque les phénoménes de tremblements, de
larmoiement et de salivation, au bout de 2 heures.

De telles propriétés ne sont pas reconnues pour les anti-
dépresseurs IMAO, ni pour les composés de 1la nouvelle
génération, tels que 1la chlorimipramine, 1la nomifensine,
l’amineptine, la miansérine et la viloxazine (Puech et coll.).
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Comparées a ces effets, des doses sédatives d’E. hirta (100 et

400  mg/kqg) n’exercent aucune activité anti-cholinerqique

significative, vis-a-vis des tremblements, de la salivation et
du larmoiement. Toutefois, il peut étre intéressant de
mentionner une trés légére réduction des effets cholinergiques,
quoique non significative, 60 et 120 minutes apreés
l’administration de 1l’oxotrémorine.

A cette méme période du test, la dose de 400 mg/kg antagonise

significativement 1’hypothermie cholinergique, d’une maniére

relativement proche de 1l’action de l/imipramine : ainsi, 60
minutes aprés 1’injection de 1’agent cholinergique, E. hirta et
1l/imipramine provogquent une chute respective de 4°7 et 4°9 par
rapport a To, ces diminutions respectives étant de 2° et 3°, au
bout de 120 minutes.

Cependant, 1les températures moyennes relevées sont toujours
plus élevées pour 1le 1lot traité par 1’imipramine. Une
explication possible serait 1’action hypothermique propre
d’E..hirta, développée 30 minutes aprés son injection (chute
moyenne de 2°3) et donc juste avant l’administration de 1l‘’agent
cholinergique qui agirait alors sur une température déja
réduite. '

La disparition de cet effet hypothermique propre, dans les 60
et 120 minutes qui suivent 1l’injection de 1l’oxotrémorine
pourrait permettre la manifestation d’un antagonisme
significatif 4/ E. hirta, vis-a-vis des effets hypothermiques
cholinergiques.

Le fait que 1l’action hypothermique propre d’E._.hirta
n’influence pas 1l‘’hypothermie réserpinique et que 1’extrait
végétal antagonise celle induite par 1l’oxotrémorine pourrait

laisser présager de mécanismes d’action différents.

Une action hypothermique relativement similaire a pu étre
révélée, au cours de l’étude de l’influence d’E. hirta sur les
effets réserpiniques (chute moyenne de 3°C, 30 minutes apres
1’injection I.P. d’une dose de 400 mg/kg) et permet, par 1la
méme occasion, de confirmer 1l‘hypothermie observée chez le rat
(Chapitre B IV - 4) quoique moindre (chute moyenne maximale de
1°1, deux heures aprés l’injection de la dose de 400 mg/kg).
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Toutefois, cette activité d’intensité différente chez le rat et
la souris n’est pas exceptionnelle, Danneberg et coll. (1986)
1’ayant précédemment constatée pour différentes substances.

De plus, de tels résultats ont pu étre obtenus au cours de
travaux effectués dans notre laboratoire, sur un extrait
d’Eschscholzia californica (Rolland, 1988).

Une telle dissociation de l’activité exercée par E. hirta sur
les effets cholinergiques centraux (hypothermie) et
périphériques (tremblements, larmoiement et salivation) de
1’oxotrémorine, n’est pas exceptionnelle et pourrait trouver
son explication dans 1l’existence de mécanismes d’action
différents ou prédominants. Ainsi, les composés anti-
cholinergiques utilisés en thérapeutique, qu’ils soient
d’origine naturelle (atropine...) ou synthétique (dérivés de la
pipéridine, du benzhydrol, des phénothiazines), peuvent exercer
une action prédominante sur 1’un ou l’autre des deux types de
récepteurs cholinergiques (muscariniques et nicotiniques) et
donc induire des effets différents. De plus, leurs activités
centrales et périphériques peuvent étre plus ou moins
conséquentes, 1l’une pouvant prédominer ou exister seule (Rondot

et Recondo, 1979 - Boissier et Advenier, 1978).

En fait, cette activité anti-cholinergique n’est pas spécifique
des ahti-dépresseurs, diverses autres substances s’étant
révélées efficaces, parmi lesquelles nous pouvons citer
certains neuroleptiques dérivés des phénothiazines (thiori-
dazine, clozapine, profénamine...), qui seraient efficaces sur
les tremblements, l’hypertonie et 1l’hypersialorrhée, mais aussi
certains tranquillisants benzodiazépiniques tels que 1le
diazépam, qui s’est révélé efficace vis-a-vis de certains
effets cholinergiques périphériques (tremblements et diarrhées)
induits par 1l’oxotrémorine ; par contre, cette benzodiazépine
reste inactive sur 1l’hypersalivation, tandis qu’elle accentue
1’hypothermie ; son activité consisterait dans une modulation

(réduction) directe ou indirecte (par stimulation gabaergique)
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du pool de récepteurs muscariniques fonctionnels du systéme
nerveux central (Nordgren et coll., 1987).
L’absence de toute activité anti-cholinergique pour les deux

extraits précédemment cités (Xanthoxylum xanthoxyloides et

Eschscholzia californica) et testés simultanément avec

E. hirta, peuvent constituer une certaine forme de validation

des résultats obtenus avec ce dernier extrait.

De l’ensemble des résultats obtenus avec E. hirta et
concernant les activités anti-réserpiniques et anti-
cholinergiques manifestées par la plupart des anti-dépresseurs,
diverses constatations essentielles peuvent étre dégagées :
Ainsi, si E. hirta, testée a la forte dose sédative de 400
mg/kg s’est révélée efficace dans 1l’antagonisme, quoique 1léger,
du ptosis réserpinique, si cet extrait végétal a pu reéduire
l’hyperthermie cholinergique, il est toutefois resté inactif
vis-a-vis de l’akinésie et de 1’hypothermie réserpiniques, mais
aussi vis-a-vis des effets cholinergiques périphériques pris en
compte (tremblements, salivation, larmoiement).

En raison de cette faible efficacité, tant au niveau qualitatif
(puissance d’activité nettement inférieure a celle des anti-
dépresseurs de référence employés), qu’au niveau quantitatif
(nombre de paramétres affectés), en raison du peu de
spécificité de ces actions anti-réserpiniques et anti-
cholinergiques, il nous est permis de rejeter 1’existence de

propriétés, anti-dépressives suffisamment conséquentes pour

justifier le rattachement d’E. hirta a cette classe de

psychotropes.

L’activité hypothermique propre manifestée par E. hirta, chez
la souris et le rat, ne fait que nous conforter dans cette
conclusion, les anti-dépresseurs étant réputés pour ne pas
affecter la température centrale ou pour l’augmenter légérement

(Boissier et Simon, 1966).
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Vi

CONCLUSIONS
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Initialement congue dans le but de confirmer ou
d’infirmer les hypothéses avancées par Cabalion P.
(communication personnelle), quant & l’existence d’un effet
calmant pour E. hirta, interprété comme étant de type anxio-
lytique non soporifique, cette recherche de propriétés
psychotropes a été menée de fagon & étudier non seulement
l’existence d’activités sédatives et anxiolytiques, mais
également de fagon a compléter le profil pharmacologique de
cet extrait végétal, par la recherche de propriétés hypno-

tiques, neuroleptiques et anti-dépressives.

Propriétés sédatives

E. hirta présente, chez 1la souris, une activité sédative
révélée par 1la réduction des activités comportementales de
1’animal confronté & diverses situations plus ou moins
aversives.

En situation trés contraignante (test de 1’activimétre, test
de l’escalier), cet effet sédatif se manifeste significati-
vement des la dose de 100 mg/kg, sur l’activité générale de
1’animal enregistrée dans 1l’activimétre (DE 50 de 227 mg/kg
(224~230) lorsque la souris est introduite de force dans un
milieu inconnu ; DE 50 de 123 mg/kg (120-125) lorsque la
souris est laissée dans son milieu familier), sur les redres-
sements effectués (DE 50 de 83 mg/kg (81-84) dans l’activi-
metre ; DE 50 de 74,7 mg/kg (73,9-75,5) dans l’escalier) et
sur les marches montées par la souris (DE 50 de 98,7 mg/kg
(97,5-100) dans l’escalier).

Lorsque cet animal territorial n’est pas introduit de force
dans un milieu inconnu (test d’exploration d’un milieu
nouveau), les effets sédatifs se manifestent significativement
dés la dose de 12,5 mg/kg, sur l’activité locomotrice (DE 50
de 45,8 mg/kg (45-46,6)).
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L’intensité des effets induits par E. hirta a pu étre comparée
a celle obtenue avec le clorazépate dipotassique (TranxéneR),
dans l’activitest en situation familiére et dans le test de
l’escalier.

Ainsi, des effets sédatifs relativement comparables sont
obtenus avec les doses de 100 mg/kg d’extrait végétal et de 80
mg/kg de clorazépate dipotassique, sur l’activité générale de
la souris (réductions respectives du paramétre de 60 % et
63 %), ainsi que sur les marches montées dans 1l’escalier
(réductions respectives de 53 % et 55 %).

Par contre, administrée a la dose de 100 mg/kg, E. hirta
exerce un effet sédatif voisin de celui développé par la dose
de 20 mg/kg de clorazépate dipotassique, vis-a-vis des
redressements effectués dans 1l’escalier (réductions respec-
tives de 59 % et 55 %).

Propriétés anxiolytiques

De légers effets anxiolytiques, a la limite de la significa-
tivité, ont pu étre décelés aprés l1l’administration de faibles
doses d’extrait végétal (6,25 - 12,5 et 25 mg/kg).

Ainsi, dans le test de l’escalier, administrée aux doses de
12,5 et 25 mg/kg, E._ hirta augmente légérement les redresse-
ments effectués (augmentations respectives de 31 % et 26 %) ;
tandis‘ qu’une telle tendance est obtenue sur le nombre de
marches montées, avec les doses de 6,25 et 12,5 mg/kg (augmen—
tations respectives de 19 % et 15 %), bien que cet effet ne

soit statistiquement significatif qu’avec la plus forte dose.

Dans le test de 1l’enceinte claire/obscure, la dose de 12,5
mg/kg exerce des effets rappelant 1l’activité des benzodiazé-
pines (augmentations du temps passé dans l’enceinte claire et
du nombre de transitions respectivement de 14 % et de 15 %),
quoique statistiquement non significatifs ; tandis que la dose
de 25 mg/kg semble & la limite de la sédation (diminution du
nombre de transitions de 13 %), bien qu’elle augmente signifi-

cativement le temps passé dans l’enceinte claire (+33 %)
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En fait, 1l’existence de propriétés psychotropes "calmantes"
peut paraitre surprenante, en raison de l1l’absence de telles
indications en médecine traditionnelle, et si 1’on considére
la grande notoriété 4’E. hirta.

Toutefois, il est fort possible que seules aient été
exploitées les propriétés permettant de traiter les affections
les plus fréquentes, ou Jjugées ‘prioritaires", celles
concernant beaucoup plus la population locale, telles que les
dysentéries amibiennes, affections trés largement répandues
dans toutes les régions tropicales.

En effet, des propriétés calmantes ou sédatives peuvent
présenter un intérét moindre pour ces pays en voie de dévelop-
pement, face aux énormes problémes soulevés par diverses
atteintes, notamment parasitaires.

L’anxiété serait essentiellement un probléme de pays indus-
trialisés ; pour s’en persuader, il suffit de considérer
l’énorme consommation faite en anxiolytiques et particulie-
rement en benzodiazépines, substances non dénuées d’effets
secondaires plus ou moins néfastes (somnolence, fatique,
vertiges, hypotension, excitation, faiblesse musculaire,

baisse de 1’attention, amnésie, accoutumance...).

Propriétés hypnotiques

Administrée a des doses sédatives croissantes et non toxiques
(200 & 6400 mg/kg) E. hirta n’exerce aucun effet hypnotique
propre.

Influence vis-a-vis du sommeil barbiturique

E. hirta potentialise significativement le sommeil induit par
le pentobarbital a partir de la dose de 400 mg/kg (+85 %) et
ceci de fagon dose-dépendante.

La DE 50 a pu étre estimée a 137,8 mg/kg (135,9-139,8).

Cet extrait végétal induit également le sommeil de souris
traitées par une dose infra-hypnotique de pentobarbital, cet
effet dose-dépendant se manifestant significativement dés 1la
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dose de 50 mg/kg (+60 % d’endormissement). La DE 50 a pu étre
estimée a 43,5 mg/kg (43-44,1).

L’intensité de cet effet inducteur peut étre comparée a celle
du clorazépate dipotassique, les doses d’extrait végétal de 50
et 200 mg/kg pouvant étre rapprochées respectivement des doses
de 5 et 20 mg/kg de la benzodiazépine de référence (pourcen-
tages d’endormissement de 60 % et 100 %).

E. hirta, testée & la dose de 200 mg/kg, exerce également des
activités potentialisatrice et inductrice du sommeil induit
par le barbital (pourcentages d’endormissement obtenus respec-
tivement aprés 1l‘administration de doses infra-hypnotique,
soit 150 mg/kg, et hypnotique, soit 200 mg/kg (DE 50), de
barbital : 40 % et 100 %).

Ces effets potentialisateurs et inducteurs du sommeil barbi-
turique s’avérent reproductibles, quel que soit la période de
réalisation des tests (mois ; années, soit 1984 - 1985 - 1986-
1987) et quel que soit la date de préparation de 1l’extrait
végétal employé (1984 - 1985 - 1986 - 1987).

L’utilisation de ces deux barbituriques caractérisés par des
voies métaboliques différentes (dégradation hépatique du
pentobarbital, élimination rénale sous forme inchangée du
barbital) nous permet de confirmer un mécanisme d’action
central pour E. hirta et donc un effet dépresseur sur le
systémé nerveux central suggéré par la mise en évidence de

propriétés sédatives.

Propriétés neuroleptiques

Administrée aux doses sédatives de 200 et 800 mg/kg, E. hirta
n’exerce aucune protection vis-a-vis de la toxicité de groupe
induite par la dexamphétamine.

Aux doses sédatives de 100 et 400 mg/kg, l’extrait végétal
n’antagonise pas les stéréotypies amphétaminiques, mais les
potentialise légérement (augmentations respectives de 34 % et

19 %), et n’exerce aucune activité cataleptique.
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Ces trois activités caractéristiques des neuroleptiques
n’étant pas obtenues, nous pouvons donc conclure a 1’absence

de propriétés neuroleptiques pour E. hirta.

Propriétés anti-dépressives

Une légére activité anti-dépressive, a 1la limite de 1la
significativité, peut étre constatée pour E. hirta.

Ainsi, administré & la dose sédative de 400 mg/kg, l’extrait
végétal antagonise significativement 1le ptosis réserpinique,
dans les trente minutes qui suivent son injection (-10 % sur
les animaux non manipulés (protocole 1) et sur les animaux
saisis par la gqueue (protocole 2)).

Toutefois, cet effet reste faible en comparaison de l’activité
développée par les deux anti-dépresseurs de référence utilisés
dans les mémes conditions, soient 1l/imipramine et l’amitripty-
line (respectivement -19 % et -16 % sur les animaux non mani-
pulés (protocole 1) ; -38 % et -35 % sur les animaux saisis
par la queue (protocole 2), ceci au bout de trente minutes).

De plus, E. hirta reste inefficace vis-a-vis de 1l’akinésie et
de l’hypothermie réserpiniques.

Ces résultats pourraient suggérer une action stimulante de
l’extrait végétal sur les voies adrénergiques et/ou séroto-
ninergiques (antagonisme du ptosis) et l’absence d’une telle
action sur 1les voies dopaminergiques (antagonisme de 1l’aki-
nésie)' et B adrénergiques (antagonisme de 1’hypothermie),

selon les corrélations établies par Bourin et coll. (1983).

Cette méme dose d’extrait végétal, soit 400 mg/kg, antagonise
également 1l’hypothermie centrale induite par 1‘oxotrémorine,
60 et 120 minutes aprés 1l’injection de cet agent cholinergique
(chutes respectives de 4°8 C et 2°C par rapport a 1la
température enregistrée avant cette injection, la température
des témoins chutant respectivement de 7°4 C et 6°8 C et celle
des animaux traités par l’imipramine de 4°9 C et 3°C).

Toutefois, E. hirta n’antagonise pas les effets cholinergiques
périphériques de 1l’oxotrémorine (tremblements, larmoiement,

salivation).
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Influence sur la température corporelle des souris et

des rats

L’administration d’une forte dose sédative, soit 400 mg/kg,
provoque une légére hypothermie transitoire chez la souris et
chez le rat.

Cet effet se manifeste significativement chez 1la souris, dans
les trente minutes qui suivent 1’injection de 1’extrait
végétal (chute moyenne de 3°C), pour disparaitre au bout de
deux heures (Chapitre Vv - 2).

Chez 1le rat, une hypothermie inférieure est observée
significativement, deux heures aprés cette injection (chute de
1°1), mais disparait dans l’heure qui suit (Chapitre IV - 4).

En raison de cette activité modérée et relativement fugace,
une action directe sur les centres thermorégulateurs hypotha-
lamiques semble peu probable, mais pourrait s’expliquer par

l’effet dépresseur central précédemment proposé pour E. hirta

A la suite de ce screening pharmacologique, visant a
cerner l’activité psychotrope d’E. hirta, un certain nombre de
résultats pourrait plaider en faveur d’un profil d‘’activiteé
relativement proche de celui des tranquillisants mineurs
benzodiazépiniques, tels que les activités sédatives, poten-
tialisatrices du sommeil barbiturique et hypothermiques
modérées, apparemment corrélées a 1l1’effet dépresseur central
d’E. hirta, ainsi que les légeéres propriétés anxiolytiques et
potentialiéatrices des stéréotypies amphétaminiques.
L’existence d’une légére activiteé anti-dépressive ne constitue
pas nécessairement un obstacle a cette hypothése, de récents
travaux ayant pu déceler de telles propriétés par des composés
benzodiazépiniques, tels que 1l’alprazolam, le triazolam
(Kostowski et coll., 1986) et le diazépam (Nordgren et coll.,
1987).
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Malgré 1la faible intensité de certains de ces effets,
notamment des propriétés anxiolytiques caractéristiques des
benzodiazépines, un profil d’activité rappelant celui de ces
tranquillisants mineurs n’est pas exclu et mérite d’étre
recherché, ce que nous nous proposons de faire dans le
chapitre suivant de cette étude pharmacologique.
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CHAPITRE C

"RECHERCHE D'UN PROFIL
D 'ACTIVITE DE TYPE

BENZODIAZEPINIQUE
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INTRODUCTION



Apreés avoir pu cerner le profil d’activité d’E. _hirta
par la recherche de diverses activités psychotropes, apreés
avoir démontré notamment 1’existence d’un effet dépresseur
central pour cet extrait végétal se manifestant en particulier
par une activiteé sédative importante et une action
potentialisatrice de 1la narcose barbiturique, ainsi que
1l’existence de faibles propriétés anxiolytiques, hypothermiques
et potentialisatrices des stéréotypies amphétaminiques,
propriétés communes aux tranquillisants mineurs benzodia-
zépiniques, nous avons décidé d’aborder plus précisément cette
classe de psychotropes.

La recherche d’un profil d’activité du type benzodiazépinique
nous a amené & explorer diverses propriétés secondaires treés
fréquemment associées aux effets anxiolytiques et sédatifs,
quoique peu spécifiques, A& savoir 1les propriétés anti-

convulsivantes et myorelaxantes.

A cette recherche complémentaire sur les propriétés pharmaco-
logiques d’E. hirta, nous avons adjoint 1l’étude des effets de
cet extrait végétal au niveau des sites récepteurs
benzodiazépiniques, grdce a la réalisation de techniques jin
vivo et in vitro, 1les premiéres permettant de rechercher
1’influence d’un antagoniste des sites récepteurs benzodia-
zépiniques (RO 15-1788) sur les effets sédatifs A’E. hirta, les
secondes permettant de déceler une éventuelle affinité de

l’extrait végétal par ces sites récepteurs.

Avant d’aborder ces différentes expérimentations et 1les
conclusions qui en découlent, quelques rappels pharmacologiques
sur les benzodiazépines, et notamment sur les mécanismes
d’action actuellement suggérés, sont indispensables pour
permettre une meilleure compréhension de leur profil

d’activité.
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* Données actuelles sur les modes d’action des benzodia-

zépines expliquant leurs principales activités pharma-
cologiques

Les benzodiazépines présentent un spectre pharmacologique
relativement large, puisqu’a leurs activités anxiolytiques et
sédatives essentielles viennent s’adjoindre des effets anti-
convulsivants, myorelaxants et parfois hypnotiques et/ou
amnésiants (amnésie antérograde), chacune de ces actions
pouvant se manifester plus ou moins intensément selon le
composé (Costa et Guidotti, 1979 - Koe, 1979 - Palmer et coll.,
1980 - Haefely, 1983 - Raffaitin et Cuche, 1983 - Dingemanse et
Breimer, 1984 - Richards et Moéhler, 1984 - De Carvalho et
coll., 1986 ~ File et Pellow, 1987).

Jusqu’a présent, de trés nombreux travaux ont été menés, afin
de tenter de relier ces différentes activités pharmacologiques,
toutes ou en partie, a certains mécanismes d’action et
notamment aux effets de divers neuromédiateurs ou neuromodu-
lateurs.

C’est ainsi que 1’acétylcholine, les catécholamines, 1la
sérotonine, le gaba et la glycine pourraient jouer un réle,
dans les effets anxiolytiques, myorelaxants et anti-
convulsivants (Costa et Guidotti, 1979).

Si le féle de 1l’acétylcholine semble peu probable (Koe, 1979),
l1’intervention des récepteurs de 1la glycine a été plus
discutée. Ce transmetteur localisé dans le tronc cérébral et la
moelle épiniére, ou les terminaisons glycinergiques représen-
teraient environ 25 % de toutes les synapses, provogqgue une
inhibition post-synaptique (Costa et coll., 1975).

Selon Young et ses collaborateurs (1974), Snyder et Enna
(1975), auteurs mentionnés par Costa et ses collaborateurs
(1975), les benzodiazépines pourraient exercer une action
mimétique au niveau des récepteurs post-synaptiques de 1la
glycine.

Cette action agoniste a également été proposée par Koe (1979),
pour expliquer les effets anxiolytiques et myorelaxants (action



- 343 -

respectivement au niveau des synapses cérébrales et spinales).
Lippa et ses collaborateurs (1979), constatant 1le réle
important de 1la sérotonine dans la médiation des effets
anxiolytiques, évoquent 1la possibilité d’une fixation des
benzodiazépines sur les récepteurs a la glycine, induisant
1’inhibition des systémes sérotoninergiques au niveau du noyau
du raphé, directement ou par 1l’intermédiaire du systéme
cholinergique.

Cependant, ce 1rdéle des récepteurs glycinergiques reste
hypothétique (Costa et Guidotti, 1979) et ne parait pas avoir
un impact biologique important (Costa et coll., 1975).

L’hypothése la plus probable reste l’action facilitatrice des

benzodiazépines, sur les mécanismes gabaergiques d’inhibition
post-synaptique et peut-étre pré-synaptique. (figure 28).

Le premier type d’inhibition intervient au niveau des synapses
axo-somatiques réalisées entre 1les terminaisons nerveuses
gabaergiques (C) et le corps cellulaire efférent (B). Libéré
des terminaisons pré-synaptiques, le gaba se fixe sur un
récepteur spécifique associé a un ionophore chlore (pores
sélectivement perméables aux ions chlore), provoquant ainsi
l’entrée des anions dans 1’élément post-synaptique (B) ; ceci a
pour effet d’augmenter la différence de potentiel de part ef
d’autre de la membrane neuronale (hyperpolarisation), diminuant
de ce fait la probabilité pour qu’un stimulus dépolarisant (A)

arrivant a ce neurone puisse engendrer un potentiel d’action.

Dans 1’inhibition pré-synaptique, les terminaisons gabaergiques
(C) font synapse avec les terminaisons nerveuses excitatrices
afférentes (A) qui convergent sur le corps cellulaire efférent
(B) (synapses axo-axoniques). Dans ces conditions, le gaba
libéré se fixe spécifiquement a son récepteur et favorise la
libération du neurotransmetteur pré-synaptique de 1la fibre
nerveuse excitatrice (4).

(Polc et coll., 1975 - Polc et Haefely, 1976 - Costa et
Guidotti, 1979 - Haefely et Mohler, 1980 - Laurent, 1980 -
Mohler, 1982 - Richards et Méhler, 1984).
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s intermédipire
GABA

v inter-
medisire
excitant

1 2
A = terminaison nerveuse excitatrice afférente.
B = corps cellulaire efférent.
C = terminaison nerveuse inhibitrice gabaergique.

FIG. 28 : MECANISMES INHIBITEURS POST-SYNAPTIQUE (1) ET PRE-
SYNAPTIQUE (2).

Ces mécanismes inhibiteurs pourraient provoquer la diminution
du turn-over des catécholamines et de 1la sérotonine et
expliquer ainsi 1l’action indirecte exercée par les benzodia-
zépines sur ces autres systémes de neurotransmetteurs (Costa et
coll., 1975 - Haefely, 1983 - Raffaitin et Cuche, 1983 -
Thiébot et Soubrié, 1983), qui, par ailleurs, ont pu étre
impliqués dans certains des effets des benzodiazépines. Ainsi,
la diminution de la synthése et du turn-over de la sérotonine,
notamment au niveau du systéme limbique, est trés souvent
reliée aux effets anxiolytiques et anti-convulsivants (Koe,
1979 - Lippa et coll., 1979 - Wauquier, 1979 - Muller, 1987) ;
tandis que la diminution du turn-over de 1la norépinéphrine et
de la dopamine, notamment au niveau de la formation réticulée,
serait impliquée dans 1les effets sédatifs et myorelaxants
(Lippa et coll., 1979 - Wauquier, 1979 - Muller, 1987).
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* Sites récepteurs benzodiazépiniques et relation avec
le systéme gabaergique

Une telle activité facilitatrice des benzodiazépines, sur
1’inhibition gabaergique, aurait pu s’expliquer tout simplement
par la fixation de la substance sur le récepteur gabaergique
lui-méme. En fait, tous les auteurs pré-cités s’accordent pour
infirmer cette hypothése et considérer 1l’existence de sites
récepteurs spécifiques pour les benzodiazépines, distincts des
récepteurs gabaergiques.

La présence de tels sites de fixation, saturables,
stéréospécifiques et de haute affinité a été révélée pour la
premiére fois, dans le systéme nerveux central (Mdéhler et
Okada, 1977 - Squires et Braestrup, 1977).

En fait, selon les auteurs, quatre types de sites de fixation
pourraient exister, chez les mammiféres :

le site central, encore dénommé nanomolaire en raison
de la faible concentration en benzodiazépine nécessaire pour le
saturer, soit 0,8 picomole de diazépam pour 1 mg de protéine
contenu dans le cerveau (Mohler et Okada, 1977). Ce site de
fixation serait responsable en grande partie du spectre

pharmacologique des benzodiazépines.

le site central a trés haute affinité, mis en évidence
par Ehlert et caractérisé par une faible capacité d’occupation
des sites par les benzodiazépines. Sa fonction et son existence
restent toutefois a préciser (Morre et Keane, 1983).

le site micromolaire, a basse affinité, situé dans le
cerveau et auquel se lient des concentrations micromolaires de
benzodiazépines. Cette liaison ne serait pas modifiée par 1le
gaba ou 1le muscimol, mais par le RO 5-4864, agent pro-
convulsivant chimiquement apparenté au diazépam (Morre et
Keane, 1983 - Pellow et File, 1984). De plus, des anti-
convulsivants a structure non benzodiazépinique agiraient a

travers ce site de liaison (Mennini et coll., 1984).
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le site périphérique, qui n’induit aucune activite
psychotrope chez 1l‘animal et est donc, pour cette raison,
qualifié de site accepteur et non de récepteur (Haefely, 1983 -
Richards et Mohler, 1984 -~ File et Pellow, 1985). Le diazépam
et le chlordiazépoxide ont une affinité plus faible pour ces
sites, en comparaison des sites centraux et a la différence du
RO 5-4864 (Pellow et File, 1984).
Selon Richards et Mohler (1984), ces sites périphériques
seraient distribués uniformément dans le cerveau, mais en
faible densité, excepté dans le nerf olfactif, 1les couches
glomérulaires du bulbe olfactif, 1’épendyme, le plexus choroide
et 1’épiphyse. 1Ils ont également été retrouvés dans des
cellules non neuronales du systéme nerveux central (Beaumont et
coll., 1983 - Miller et coll., 1987), mais aussi dans les reins
en grande quantité et a des taux plus faibles dans le coeur,
les poumons, 1le foie, suggérant ainsi leur rdle dans la
régulation de 1la contraction cardiaque, de 1la circulation
sanguine dans 1les vaisseaux coronariens, du volume rénal et
dans la différenciation et la méthylation des phospholipides de
cellules en culture (Beaumont et coll., 1983).

Selon certains auteurs (Reeves et Schweizer, 1983 - Bidet et
Gaignault, 1984 - Richards et Moéhler, 1984 - File et coll.,
1986 - File et Pellow, 1987), les sites récepteurs centraux

pourraient se subdiviser en récepteurs de type I (B2Z1l), mis en
jeu dans les activités anxiolytiques et anti-convulsivantes des
benzodiazépines, et de type II (BzZ2) impliqués dans la sédation
et l’ataxie. Les récepteurs BZ1, post-synaptiques et thermo-
labiles seraient plus abondants dans le cervelet et absents du
cortex du nouveau-né ; tandis que les récepteurs BZ2, pré-
synaptiques et thermostables, seraient plus abondants dans
l’hippocampe, prédominants & 1la naissance et absents du
cervelet (Bidet et Gaignault, 1984).

Laurent (1980) mentionne 1l‘existence de deux types de
récepteurs, associés & des récepteurs gabaergiques différents
et a propriétés pharmacologiques spécifiques.

Par contre, Chiu et Rosenberg (1983) suggérent 1‘’existence
d’une méme population de récepteurs centraux, la dissociation

BZ1 - BZ2 précédemment envisagée étant alors le résultat de
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deux états conformationnels différents, 1’un de basse affiniteé,
l’autre de haute affinité, obtenus en fonction de 1la
température (disparition de la multiplicité observée a 0°C,
lorsque la température physiologique de 37°C est atteinte).

Présents dans tout 1le systéme nerveux central, les sites
récepteurs benzodiazépiniques ont une distribution treés
hétérogéne. Ainsi, ils sont retrouvés en plus forte densité au
niveau du bulbe olfactif (couches glomérulaires et
plexiformes), du cortex cérébral, du pallidum ventral, de
1’hippocampe et du cervelet, tandis que les régions du thalamus
et de la moelle épiniére présentent une densité inférieure en
récepteurs (Brunaud et Vallee, 1978 - Laurent, 1980 - Palmer et
coll., 1980 - Haefely, 1983 - Dingemanse et Breimer, 1984 -
Richards et Méhler, 1984 - Miller et coll., 1987).

Trés souvent, ces sites récepteurs centraux se situent au
niveau des zones synaptiques et notamment dans les terminaisons
nerveuses utilisant le gaba en tant gque neurotransmetteur
(Richards et Méhler, 1984). Toutefois, cette localisation ne
concernerait qu’environ un tiers des récepteurs benzodia-
zépiniques (Raffaitin et Cuche, 1983).

Ces récepteurs ont pu également étre 1localisés dans des
synapses non gabaergiques (Mohler, 1982 - Thiébot et Soubrié,
1983), Costa et Guidotti (1979) ayant, quant & eux, constaté
leur présence sur des cellules gliales renfermant des

récepteurs au gaba.

Ainsi donc, 1l’action facilitatrice des benzodiazépines sur
1’/inhibition gabaergique pourrait trouver son explication dans
l’étroite relation existant entre 1les récepteurs centraux
benzodiazépiniques et les récepteurs au gaba, eux-mémes couplés
a l’ionophore chlore (Costa et Guidotti, 1976, 1979 - Laurent,
1980 - Mohler, 1982 - Polc et coll., 1982 - Muller, 1987).

Parmi les divers modéles hypothétiques proposés, 1le plus
fréquemment rencontré dans la littérature est celui de Polc et
ses collaborateurs (1982), lequel suggérerait 1l’existence d’un

complexe protéique constitué de plusieurs sous-unités



PROTEINE DU CANAL AU CHLORE

PROTEINE DU RECEPTEUR
AUX BENZOD IAZEP INE

AGONISTE BARBITUR IQUE
ANTAGONISTE PICROTOX INE
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ANTAGONISTE DU GABA

PROTEINE DU
RECEPTEUR AU GABA

FIG. 29 : COMPLEXE MULTIMOLECULAIRE :
RECEPTEUR GABA — RECEPTEUR AUX BENZODIAZEPINES—
IONOPHORE CHLORE.

MODELE HYPOTHETIQUE SELON POLC ET COLL. (1982)
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comportant un canal au chlore et différents sites spécifiques
aux benzodiazépines, au gaba, mais aussi aux barbituriques
(figure ).

Ce modéle permettrait de rendre compte des différentes inter-
actions des benzodiazépines, des barbituriques et de 1leurs
agonistes ou antagonistes, sur 1le systéme de couplage du

récepteur au gaba et de 1l’inophore chlore.

* Ainsi, par liaison au site spécifique, le gaba ou ses
agonistes induisent un changement conformationnel du récepteur
qui déclenche 1l’ouverture de 1/ionophore chlore.

Le récepteur aux benzodiazépines agit en tant qu/unité couplée
au complexe "gaba-canal au chlore", modulant la stimulation de

1’ionophore chlore (voie 1).

* Le couplage entre le récepteur au gaba et 1’/ionophore
chlore ne nécessite pas obligatoirement 1la présence de
benzodiazépines ou de 1leurs agonistes ; cependant, leur
fixation sur le site récepteur spécifique facilite la réponse
du systéme gabaergique (voie 2).

Les . agonistes inverses des benzodiazépines réduisent 1la
fonction de couplage du récepteur gaba au ionophore chlore
(voie 3), tandis que les antagonistes n’aaissent pas sur le
systéme, mais bloquent 1l’accés du récepteur benzodiazépinique.
Les benzodiazépines et leurs agonistes augmenteraient 1l’affi-
nité du récepteur au gaba pour ce neurotransmetteur (Haefely,
1983 ) (voie 4).

A 1l’inverse, 1l’activation du récepteur au gaba, par ce
neurotransmetteur ou par des agonistes, augmente l1’affinité des
benzodiazépines pour leur récepteur (voie S).

Cette modification est & son tour transmise a 1’ionophore

chlore qui répond en augmentant sa fréquence d’ouverture.

* Les barbituriques peuvent augmenter 1’affinité des benzo-
diazépines et de 1leurs agonistes pour leurs récepteurs
spécifiques (Miller et coll., 1987).

Ils altérent également la cinétique de 1l’activation du gaba sur
1’ionophore chlore (Haefely, 1983) (voie 6). A forte dose, ils

ouvrent directement le canal aux ions chlore (voie 7). Ils
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pourraient aussi augmenter 1’affinité du récepteur au gaba,
pour son neurotransmetteur ou ses agonistes, en agissant sur
des phospholipides particuliers (Johnston et Willow, 1982).
Effectivement, d’aprés Haefely (1985), les lipides constitu-
eraient une fraction importante du complexe multimoléculaire
avec des phospholipides, tels que la phosphatidyléthanolamine
qui agirait en tant qu’inhibiteur de la fixation du gaba sur
son récepteur.

Par ailleurs, 1’existence d’une protéine, 1la gabamoduline,
intercalée entre les récepteurs au gaba et aux benzodiazépines,
a été proposée par d’autres auteurs (Costa et Guidotti, 1979 -
Bidet et Gaignault, 1984). Cette protéine, en 1l’absence de
benzodiazépines, maintiendrait le récepteur au gaba dans un
état de basse affinité et donc entrainerait 1’ouverture de
l’ionophore <chlore & basse fréquence. En présence de
benzodiazépines, la gabamoduline serait inactivée par phospho-
rylation, le récepteur au gaba passant alors a l’état de haute
affinité et 1’ouverture de 1‘’ionophore chlore se faisant a
haute fréquence (Bidet et Gaignault, 1984).

* Recherche d4/un ou plusieurs ligands endogénes pour

les récepteurs benzodiazépiniques

La découverte dans le systéme nerveux central de sites de
liaison spécifiques capables de fixer des benzodiazépines,
molécules de synthése, est a 1l’origine de nombreux travaux
effectués dans l’espoir de mettre en évidence 1l’existence de
substances endogénes aptes a se fixer sur ces sites récepteurs

et a présenter les propriétés des benzodiazépines.

Ainsi, en 1982, Moéhler émet deux hypothéses, quant a
l’existence d‘un ligand endogéne : d‘une part, il pourrait
s’agir d‘un neuromodulateur librement diffusable, peut-étre un
co-transmetteur du gaba et probablement non antagoniste des
benzodiazépines. D‘’autre part, ce 1ligand pourrait étre une
protéine membranaire adjacente au site benzodiazépinique ; 1le
récepteur aux benzodiazépines représenterait alors une partie

d’une interface protéique de 1’unité gabaergique, les
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benzodiazépines modifiant 1la dynamique des interactions
protéine-protéine et augmentant ainsi la réponse au gaba ;
selon 1la conformation du récepteur au gaba, 1les sites

benzodiazépiniques seraient ou non exposés.

Selon Muller (1987), si un tel 1ligand existe, il pourrait
s’agir plutét d‘un agoniste inverse, probablement un petit
peptide bloqué au niveau de 1l’azote terminal par une structure
B-carboline, et qui serait peut-étre formé a partir d’un résidu
"azote terminal" du tryptophane. Mais son existence n’expli-
querait pas totalement 1l’action au niveau du systéme nerveux
central ; 1l’auteur envisage la possibilité d’une activation

uniquement aprés certains stimuli spécifiques.

De nombreuses substances ont pu étre isolées, notamment a
partir des cerveaux de bovins et de rats, et é&tre proposées
comnme ligands endogénes. Parmi les plus fréquemment
mentionnées, citons les bases xanthiques (inosine, hypoxan-
thine, nicotinamide, méthyl-xanthines telles que la caféine),
les B-carbolines, mais également des peptides et polypeptides
tels que 1le BCF (benzodiazepine competitive factor) et un
précurseur du DBI (diazepam binding inhibitor).

(MOhler, 1982 - Raffaitin et Cuche, 1983 - Thiébot et Soubrié,
1983 -~ Muller, 1987).

Cependént, aucune de ces substances ne remplit toutes 1les
conditions pour étre considérée comme ligand endogéne.

Ainsi, les bases xanthiques présentent une faible affinité pour
les récepteurs benzodiazépiniques (MSéhler, 1982 - Dingemanse et
Breimer, 1984 - Muller, 1987), affinité qui in vitro n’est ni
modifiée par le gaba, ni antagonisée par le RO 15-1788. De
plus, si des propriétés du type benzodiazépinique ont pu étre
révélées, plusieurs actions antagonistes ont également été
décelées et reliées a une affinité pour le récepteur de 1la
picrotoxine (Muller, 1987).

Les B-carbolines, quant a elles, présentent une forte affinité
pour les récepteurs benzodiazépiniques (Thiébot et Soubrié,
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1983). Toutefois, ces substances ne seraient pas endogénes,
mais se formeraient a partir de précurseurs (indole endogéne)
au cours de la phase d’extraction (Bidet et Gaignault, 1984 -
Muller, 1987).

De plus, il s’agirait plutét d’agonistes inverses et non de
substances a propriétés benzodiazépiniques. C’est ainsi que la
B-éthyl, B-carboline-3-carboxylate (B-CCE) et 1la méthyl, B8-
carboline-3-carboxylate (B-CCM) ont des effets pro-
convulsivants et convulsivants antagonisés par le RO 15-1788
(Bidet et Gaignault, 1984) ; la méthylamide-B-carboline (8-
CCMA) provoquerait des crises de panique (Thiébot et Soubrié,
1983) ; la B-CCM réduirait le temps de séjour des animaux dans
un compartiment éclairé (Belzung et coll., 1987) ; enfin, si
les Dbenzodiazépines sont réputées amnésiantes, 1les B-CCM
seraient promnésiantes &a faibles doses et anxiogénes a des
fortes doses (Chapoutier, 1987).

En fait, en 1’état actuel de nos connaissances, l’existence de
ligands endogénes pour les récepteurs centraux benzodiazé-

piniques n’a pu étre confirmée avec certitude.

* Agonistes - agonistes inverses et antagonistes des

benzodiazépines

Si jusQu'é présent cette recherche de ligands endogénes s’est
avérée infructueuse, elle a permis de déceler de nombreuses
molécules présentant une grande affinité pour les sites
récepteurs benzodiazépiniques, mais pouvant développer des

propriétés pharmacologiques différentes.

Trois catégories de ligands peuvent étre distinguées (Polc et
coll., 1982 - Richards et Moéhler, 1984 - Bernabé, 1986 - De
Deyn et Mac Donald, 1987 - Muller, 1987) :

les agonistes, qui augmentent le couplage entre le récepteur
au gaba et 1l’ionophore au chlore et sont dotés de propriétés
anxiolytiques, sédatives, anti-convulsivantes et myorelaxantes.
Citons 1le CL 218-872 (triazolopyridazone), 1le CGS 9896
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(pyrazoloquinoline), la zopiclone et 1la suriclone (cyclopyr-

rolones), le ZK 93423 (dérivé des B-carbolines).

les agonistes inverses, qui diminuent le couplage entre le
récepteur au gaba et 1l’ionophore au chlore et donc s’opposent
aux effets des benzodiazépines (certains chlore esters ou
amides des B-carbolines-3-carboxylate, tels que le FG 7142, le
DMCM) .

les antagonistes, qui inhibent l1’accés au récepteur benzo-
diazépinique, pour 1les agonistes et les agonistes inverses.
Citons 1le RO 15-1788 (imidazobenzodiazépine), gquoique non
dépourvu d‘’une légére activité intrinséque agoniste ou agoniste
inverse selon 1la dose, le CGS 8216 (pyrazoloquinoline),

certains dérivés des B-carbolines.

De plus, diverses substances se sont révélées dotées de proprié-
tés intermédiaires (Polc et coll., 1982 - Haefely, 1983).

Elles sont définies comme des agonistes ou antagonistes
partiels. C’est le cas de certaines pyrazologquinolones (CGS
9895), de certains dérivés des B-carbolines (ZK 91296...), de
certaines imidazopyridines (EMD 39-593, EMD 41-717).

Aprés ces rappels concernant les modes d’action des
benzodiazépines, au niveau du systéme nerveux central, ainsi
que les quelques données actuelles sur l’existence hypothétique
de ligands endogénes et sur divers types de substances pouvant
se lier aux sites récepteurs centraux benzodiazépiniques, nous
pouvons aborder 1la phase expérimentale de cette étude, en
recherchant en premier lieu, l’existence de propriétés anti-

convulsivantes pour E. hirta.
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RECHERCHE DE PROPRIETES

ANTI-CONVULSIVANTES
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II - 1 L/’EPILEPSIE ET LES ANTI-CONVULSIVANTS
* L’épilepsie
(Glasson et Benakis, 1978 - Larousse, 1979 - Chauvel, 1980),

L’épilepsie peut étre définie comme une affection chronique
d’étiologies diverses, caractérisée par la répétition de crises
résultant d’une décharge excessive des neurones cérébraux
(crise épileptique), quels que soient les symptdémes cliniques
ou paracliniques éventuellement associés.

En effet, elle résulterait d’une altération des relations
inter—-neuronales, un ensemble de neurones du cortex présentant
une aptitude anormale a se synchroniser, d’ou l’apparition de
décharges paroxystiques de potentiels d‘’action qui se
propageraient par des mécanismes synaptiques et non synaptiques
Les mécanismes inhibiteurs resteraient , quant a eux, fonction-
nels et s’organiseraient pour limiter l’étendue de 1l’excitation
ils seraient ainsi responsables du passage de la phase tonique
a la phase clonique, dans l’évolution de la crise.

Au niveau neurochimique, certaines modifications affectant 1les
substances neurotransmettrices ou supposées telles ont pu étre
mises en paralléle avec l’apparition de la crise épileptique :
ainsi, dans 1le cortex isolé, 1le taux d’acétylcholine et
l’activité acétycholinestérasique se trouvent réduits, mais
également la concentration tissulaire en monoamines (essentiel-
lement en noradrénaline) ; mais surtout, un certain déséqui-
libre entre 1le glutamate (neurotransmetteur excitateur du
cortex des mammiféres) et le gaba (neurotransmetteur inhibiteur
du cortex des mammiféres) pourrait représenter un facteur dans
la genése d’une activité épileptique.

En fait, l’épilepsie ne peut étre résumée a la simple exclusion

fonctionnelle d’un systéme transmetteur inhibiteur.
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* Mécanismes d’action proposés pour les substances anti-
épileptiques

En régle générale, les substances augmentant le turn-over des
médiateurs excitateurs faciliteraient 1l’apparition des crises,
tandis que 1les substances bloquant leur neurotransmission
tendraient & réduire 1la susceptibilité aux agents convul-
sivants ; la situation étant globalement inverse, dans le cas
des transmetteurs inhibiteurs.

Si le mécanisme de déclenchement de la crise dans le foyer
épileptigéne reste inconnu, 1les mécanismes d’action des
substances anti-épileptiques sont mieux connus : ainsi, 1la
plupart auraient peu d’action sur la décharge du foyer, mais
bloqueraient 1la transmission de 1l’excitation initiale a
d’autres structures, agissant donc au niveau des neurones
cérébraux normaux ; action qui, par ailleurs, entrainerait une
certaine géne pour le fonctionnement normal de ces neurones et
donc des effets centraux indésirables (Glasson et Benakis, 1978
Larousse, 1979 - Chauvel, 1980).

Certaines substances réduisent le phénoméne de potentialisation
post-synaptique faisant suite aux stimulations pré-synaptiques
rapides et répétées. Cet effet peut s’accompagner d’une
stabilisation membranaire, d‘une action au niveau des échanges
ioniques membranaires, d‘une action pré-synaptique au niveau
d’une ATPase (Glasson et Benakis, 1978 - Larousse, 1979 -
Chauvel, 1980).

Une interférence avec certains neuromédiateurs inhibiteurs ou
certains neuromodulateurs est envisageable. Ainsi, dans le cas
précis des benzodiazépines, diverses hypothéses plus ou moins
tangibles ont été avancées par différents auteurs :

Si File et Pellow (1987) suggérent une action non limitée a un
seul systéme neuronal, de nombreux travaux penchent en faveur
du rdéle facilitateur des benzodiazépines sur 1’inhibition
gabaergique pré- et post-synaptique (Costa et coll., 1975 -
Koe, 1979 - Lippa et coll., 1979 - Chauvel, 1980 - Raffaitin et
Cuche, 1983 - Haefely, 1983 - Thiébot et Soubrié, 1983 -
Muller, 1987).
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Cette action est notamment observée au niveau du cortex
cérébral et du systéme limbique (Muller, 1987), mais aussi au
niveau du systéme nigro-striatal ou elle pourrait étre
indirectement responsable de la diminution du turn-over de 1la
dopamine, qui serait ainsi en rapport avec 1l’activité anti-
convulsivante ; relation non envisageable dans le cas de la
réduction du turn-over de la norépinéphrine observée dans le
cervelet et 1’hypothalamus (Costa et coll., 1975).

Selon certains auteurs (Costa et coll., 1975 - Koe, 1979 -
Lippa et coll., 1979), 1les effets anti-convulsivants des
benzodiazépines seraient étroitement 1liés a 1leur action
facilitatrice exercée dans le cervelet, ou le systéme gabaer-
gique influence 1le taux de GMP cyclique, par l1l’intermédiaire
des cellules de Purkinje ; ainsi, l’activité anti-convulsivante
des benzodiazépines serait a mettre en paralléle avec leur
aptitude a réduire le taux de GMP cyclique cérébelleux.

Cette hypothése du réle facilitateur des benzodiazépines sur la
transmission gabaergique, dans la médiation de leur activité
anti-convulsivante, est confortée par 1l’obtention d’une
meilleure efficacité vis-a-vis des convulsions induites par des
composés pouvant bloquer le récepteur du gaba (picrotoxine,
bicuculline) ou diminuer sa synthése (thiosemicarbazide, acide
3-mercaptopropionique), en comparaison d’autres substances,
telles que la strychnine qui bloque le récepteur de la glycine
(Costa et coll., 1975 - Lippa et coll., 1979).

* Modéles expérimentaux

La plupart des médicaments anti-convulsivants, actuellement
utilisés en thérapeutique (barbituriques, benzodiazépines,
hydantoines, oxazolidine-diones, succinimides, sulfamides...),
sont issus de 1la recherche pharmacologique expérimentale
réalisée sur 1l’animal (& 1l’exception du phénobarbital).

Ainsi, certaines substances, actives sur les crises provoquées
par le —courant électrique, agiraient sur 1les crises
épileptiques généralisées du grand mal ; les composés actifs

sur les convulsions induites par divers agents chimiques, tels
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que le pentétrazol, le flurotyl ou la strychnine, seraient plus
efficaces sur les absences du petit mal. Le phénobarbital et
les benzodiazépines sont efficaces sur ces deux types

expérimentaux (Larousse, 1979).

Dans le cadre de notre étude, axée sur la recherche d’un profil
d’activité du type benzodiazépinique, nous avons choisi de
rechercher 1’existence de propriétés anti-convulsivantes,
caractéristiques de 1la plupart des benzodiazépines, par 1la
réalisation d’une expérimentation pharmacologique classique :
le test au pentétrazol, dont les effets convulsivants seraient
plus efficacement antagonisés par les benzodiazépines, en

comparaison de ceux induits par l’électro-choc (Haefely, 1983).

Cette expérimentation est généralement considérée comme tres
sensible et sélective, les stimulants, 1les anti-dépresseurs,
les neuroleptiques restant inefficaces vis-a-vis des effets
convulsivants du pentétrazol. Toutefois, certains myorelaxants
4 action centrale, tels que le carisoprodol, la chlorzoxazone,
la métaxalone, se sont révélés actifs dans ce test, quoique a

un degré moindre (Lippa et coll., 1979 - Treit, 1985).
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II - 2 PROCEDURE EXPERIMENTALE
2.1 Animaux

Les expérimentations sont réalisées sur des souris Swiss
(Césal), dont 1les caractéristiques sont notifiées dans 1le
paragraphe consacré aux différents animaux utilisés, ainsi
qu’aux conditions d’élevage (Chapitre A II).

2.2 Méthode

La technique wutilisée a été décrite par Chambon et coll.
(1984).

L’agent convulsivant employé est le pentylenetétrazol
(CardiazolR »laboratoires Aldrich, Europe-Beersse, Belgique)
connu pour provoquer, en fonction de la dose, des convulsions
cloniques (séries de contractions musculaires rapides, plus ou
moins réguliéres, produisant de grands mouvements), suivies de
convulsions toniques (contractions déterminant une rigidité
plus ou moins permanente, interrompue parfois par des
secousses), l’aboutissement final pouvant étre la mort.

Dans le but de cerner 1les doses induisant 0,50 et 100 % de
mortalité (DL 0O - DL 50 - DL 100), les doses croissantes
suivantes sont administrées par voie I.P. : 31,2 - 46,9 - 62,5-
65 - 70 - 72 - 74 - 75 - 78,1 - 85 ~ 93,7 - 100 et 125 mg/kqg,
certaines étant testées a plusieurs reprises afin de déterminer
la précision de la méthode (exemple de la dose de 75 mg/kg,

pour laquelle quatre essais ont été réalisés).

L’extrait végétal et le produit de référence choisi, 1le clorazé
pate dipotassique (Tranxéne® , laboratoires Clin-Midy, Paris),
sont injectés par voie I.P., trente minutes avant 1l’agent
convulsivant administré aux doses de 75, 85 ou 125 mg/kg.

E. hirta est testée aux doses de 200, 800, 1600 et 3200 mg/kg,
les deux doses intermédiaires étant expérimentées a deux ou
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trois reprises dans le cas du pentétrazol employé a 75 et 85
mg/kg.

Le clorazépate dipotassique est administré, quant a 1lui, aux
doses de 1, 10, 40 et 80 mg/kg.

Le pourcentage d’animaux manifestant chacun des deux types de
convulsions (cloniques et toniques), est pris en compte, ainsi

que le pourcentage de mortalite.

2.2 Analyse statistique

Les comparaisons statistiques sont effectuées uniquement dans
le cas de l’étude de l’influence d’E. hirta et du clorazépate
dipotassique, vis-a-vis des effets de 1la dose léthale de
pentétrazol, soit 125 mg/kg.

Les pourcentages d’animaux traités manifestant chacun des deux
types de convulsions (cloniques et toniques), ainsi que les
pourcentages de mortalité, sont comparés a ceux obtenus avec le
lot témoin "pentétrazol", par le test du X2 corrigé (correction
de Yates).

Les temps d’apparition de ces divers phénoménes sont comparés

par le test de Newman-Keuls.

II - 3 RESULTATS

3.1 Effets convulsivants du pentétrazol

Les effeté convulsivants et 1léthaux du pentétrazol, reportés
dans le tableau 32 , permettent de constater une importance
généralement supérieure des convulsions cloniques (phase de
"pédalage"), premiéres manifestations de l’activité du
pentétrazol, par rapport aux secondes, les convulsions toniques
(phase "d’étirement").

Le plus souvent 1les premiers phénoménes apparaissent treés
rapidement (en moyenne, 1 & 4 minutes aprés 1l’injection de

l’agent convulsivant) et ne durent que quelques secondes (en
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TABLEAU 32 : RELATIONS DOSES-EFFETS DU PENTETRAZOL
SUR LES CONVULSIONS ET LA MORTALITE

CHEZ LA SOURIS .

: : CONVULSIONS : :
: DOSES === —rm—mm——m—m e — e : MORTALITE :
: (mg/kg): CLONIQUES : TONIQUES : (%) :
: : (%) : (%) : :

31,2 0 : 0 : 0 :
: 46,9 : 50 : 10 : o :
: 62,5 : 90 : 0 : 0 H
: 65 : 70 : ‘10 : 10 :
: : 90 : 10 : 10 :
: 70 mmm e —————— e ——————— e ———————— :
: : 80 : 0 : 0 :
s 72 : 70 : 20 : 20 :
s 74 : 70 : 20 : 20 e
: : 100 : 50 : 50 :
: : 80 : 20 : 20 :
: 75 Hh e ity immmm e ——— Pmmm :
: : 100 : 10 H 10 :
: : 90 : 40 : 40 :
: : 100 : 70 : 50 :
:t 78,1 :-—————————- P Pmmmm e :
: : 80 : 10 : 10 :
: : 0 : 0 : 4] :
: 85 H 100 : 70 s 70 H
: : 100 : 90 : 80 :
: : 80 : 60 : 60 :
2 93,7 emmmm—m—e—— e ainindeiaiebe Rt delt :
: : 100 : 50 : 50 :
: 100 : 100 : 80 : 80 :
: 125 90 : 100 : 100 :

N = dix souris par lot.
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moyenne, 4 a 8 secondes) . Les convulsions toniques,
lorsqu’elles se manifestent, peuvent apparaitre a la suite des
premiéres, ou, trés souvent, au bout de quelques minutes (en
moyenne, 2 a 8 minutes aprés les convulsions cloniques ; de
durée également trés courte (quelques secondes), elles sont
généralement suivies par la mort de l’animal.

Le pourcentage de mortalité nous permet de situer la dose
léthale O (DL 0O) entre 62,5 et 65 mg/kg, la DL 100 étant de
125 mg/kg.

Cependant, en raison d’importantes. fluctuations temporelles
observées pour une méme dose de pentétrazol, la DL 50 n’a pu
étre estimée ; citons pour exemple le cas de la dose de 75
mg/kg, pour laquelle quatre essais ont donné quatre pourcen-
tages de mortalité différents, soient 50, 20, 10 et 40 %.

3.2 Recherche d’effets anti-convulsivants pour E. hirta

Ce manque de reproductibilité est également observé pour les
lots traités par E. hirta (exemple de la dose d’extrait de 800
mg/kg, dans le cas du pentétrazol administré a 75 mg/kqg),
(tableau 33).

Une plus grande importance des convulsions cloniques est a
nouveau visualisée ; par ailleurs, celles-ci sont pratiquement
toujours maximales.

Malgré la variabilité des résultats et quelles que soient les
doses de plante testées, aucun antagonisme n’est obtenu vis-a-
vis des convulsions cloniques et toniques, ni vis-a-vis du taux
de mortalité, induits par les doses de 125, 85 et 75 mg/kg de
pentétrazol.

Signalons un retard dans l’apparition des effets (convulsions
cloniques, toniques et mortalité) de 1la dose léthale de
pentétrazol, soit 125 mg/kg. Ce retard reste faible, notam-
ment sur les premiéres manifestations (convulsions cloniques)
et non dose-dépendant sur les convulsions, contrairement a 1la
mortalité dont 1‘’apparition est d’autant plus retardée que la
dose d’extrait végétal administrée est élevée (effet
significatif avec la dose de 3200 mg/kg).
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INFLUENCE D'E. HIRTA, VIS-A-VIS DES EFFETS
CONVULSIVANTS ET LETHAUX DU PENTRETRAZOL.

¢ PENTETRAZOL : E.HIRTA : CONVULSIONS : :
: (ng/kg) ¢! (mg/kg) :-----———————ee—ec——————: MORTALITE :
H : ¢ CLONIQUES : TONIQUES : :
: : %: 90 : 100 : 100 :
: : 0 e ———— e ————— S ———— :
: : T: 47 * 6 : 164 * 26 : 165 + 25 :
: : %: 100 H 100 : 100 :
: S 200 e fmmm e P :
: : T: 53 x 4 : 124 £ 29 : 145 + 29
H 125 : %: 100 : 90 : 100 :
: : 800 e —————— e —————— S :
s : T: 117 + 22 : 304 £ 71 ¢ 284 + 68 :
: : %: 100 : 90 : 100 :
: : 1600 o m e ST e initabad :
: H T: 103 £ 12 $ 419 * 153 : 447 * 148 :
: : %2 90 100 : 100 :
: : 3200 Smmmm e et bty :
s : T: 110 * 13 s 332 *+ 79 : 655 + 144x*:
: : %: 100 : 70 : 70 :
e : 800 %: 90 : 70 : 70 :
: : %: 100 : 80 : 80 :
: 85 e —————— fmmm e ———— il Dt oD R ettt T
: : %: 100 : 30 : 30 :
: : 1600 %: 100 : 70 : 70 :
: : %: 100 : 90 : 90 :
: : %: 90 : 70 : 60 :
: 75 : 800 et db b et Immemme s :
: ‘ : %: 90 : 0 : 0 :
N = dix souris par lot.

% = pourcentage d'animaux non protégés.

< 0,05.

(125 mg/kg).

temps d'apparition des phénoménes (secondes), aprés
du pentétrazol

l'injection
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3.3 Influence du clorazépate dipotassique vis-a-vis des
effets du pentétrazol

A la différence d’E.hirta, le clorazépate dipotassique (tableau
34 ) exerce une activité anti-convulsivante, dés la dose de 10
mg/Kkg et vis-a-vis des effets de la DL 100 de pentétrazol (125
nmg/kg) :; le pourcentage d’animaux présentant des convulsions
cloniques est réduit (60%), les convulsions toniques, ainsi que
l’activité léthale, étant totalement inhibées.

Un antagonisme total est obtenu dés la dose de 40 mg/kg de
clorazépate dipotassique.

Cet effet anti-convulsivant se traduit également par un retard
conséquent sur 1l1l’apparition des convulsions (cloniques et
toniques) et de la mortalité. Toutefois, il n’est significatif
qu’avec la dose de 10 mg/kg et uniquement vis-a-vis des

convulsions cloniques.

TABLEAU 34 : INFLUENCE DU CLORAZEPATE DIPOTASSIQUE (CD),
VIS~-A-VIS DES EFFETS CONVULSIVANTS ET LETHAUX
DU PENTETRAZOL

:+ PENTETRAZOL : CD : CONVULSIONS : :
: (mg/kqg) : (mg/kg)t=--——mmmmm : MORTALITE :
: : : CLONIQUES : TONIQUES : :
: : %: 90 100 : 100 :
: : 0 S ——— fommmm e ikt
: : T: 47 = 6 : 164 * 26 : 165 + 25
: %: 90 : 70 70 :
: 1 e T i Attt
: : T: 159 % 276 454 * 398: 461 + 395
% 60 H Q %%k 0 kk%x:
: 125 : 10 i-mmmmm—e—e b fmm e ——— :
H : T: 242 * 47 *: : :
; ; 40 %: 0 ***; 0 ***; 0 ***.
: 80 % 0 kkk 0 *%% 0 %
: 75 1 %: 40 : 20 20

N = dix souris par lot.
¥ = pourcentage d’animaux non protégés.

T = temps d’apparition des phénoménes (secondes),
aprés l’injection du pentétrazol (125 mg/kg).

* p < 0,05 ; %% p < 0.01.
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IT - 4 DISCUSSION

La plupart des anxiolytiques, et tout particuliérement
les benzodiazépines, sont dotés de propriétés anti-
convulsivantes, propriétés mises a4 profit dans le traitement
des épilepsies. Sur le modéle animal, cette activité est tres
souvent envisagée vis-a-vis des convulsions induites par
l’électro-choc ou divers agents chimiques tels que 1le
pentétrazol.

Dans 1le cas de ce composé, les expérimentations sont
généralement menées avec de fortes doses d’agent convulsivant
(souvent 125 mg/kg), provoquant l‘’apparition des convulsions
chez tous les animaux traités. En fait, si certains auteurs
(Barnes et Eltherington, 1973) ont pu estimer la dose léthale
50 d’une injection intra-péritonéale de pentétrazol, chez la
souris, a 92 mg/kg, ainsi que la dose convulsivante utilisée a
40,5 mg/kg, l’existence d’importantes fluctuations dans les
effets de ce composé peut expliquer en partie le choix des
auteurs pour une dose induisant un effet maximal. De telles
variations ont notamment été mentionnées par File et ses
collaborateurs (1985) et pourraient étre 1liées au lot de
souris, a la température, a la saison...

De telles fluctuations montrent que 1’interprétation des
résultats obtenus avec E. hirta et le clorazépate dipotassique
doit étre effectuée vis-a-vis de la dose léthale (DL 100) de

pentétrazol, soit 125 mg/kg.

Cette étude nous permet ainsi d’affirmer 1l’absence de

propriétés anti-convulsivantes pour E. hirta, aucune des fortes
doses sédatives utilisées (200, 800, 1600 et 3200 mg/kqg)

n’ayant réduit 1’importance des convulsions, ni le pourcentage

de mortalité induits par 1’injection de 125 mg/kg de
pentétrazol.

La validité de ces résultats peut étre apportée par 1l’obtention
d’une activité anti-convulsivante exercée par le clorazépate

dipotassique, benzodiazépine de référence.



- 2063 -

Cet effet commencant & se manifester dés la dose de 10 ng/kg,
pour atteindre un maximum (antagonisme total des convulsions et
de la mortalité) dés 40 mg/kg.

Signalons la dose de 1 mg/kg, donnée comme DE 50 anti-
convulsivante, dans le dossier technique consacré a cette

benzodiazépine (Sanofi, 1968).

Si une activité anti-convulsivante est caractéristique
de la plupart des dérivés benzodiazépiniques thérapeutiquement
connus, son absence ne peut constituer a elle seule un facteur
d’exclusion d’un profil d’activité de type benzodiazépinique,
pour E. hirta
En effet, les mécanismes d’action mis en jeu sont multiples et
encore treés hypothétiques, bien que de nombreux travaux
penchent en faveur du réle de 1’action facilitatrice des
benzodiazépines sur 1la transmission gabaergique (Costa et
coll., 1975 - Koe, 1979 - Lippa et coll., 1979 - Raffaitin et
Cuche, 1983), cette médiation par le gaba pouvant notamment
expliquer 1l’inhibition du turn-over de 1la dopamine striatale,
exercée par les benzodiazépines et apparemment liée a leur
action anti-convulsivante (Costa et coll., 1975).

Aussi, du fait de cette complexité et du peu de données
confirmées concernant les mécanismes d’action, il n’est pas
exclu que de nouvelles molécules, non encore découvertes, ne
puisseht présenter un profil d’activité du type benzodiazé-
pinique, avec une certaine variabilité par rapport a celui
typiquement attribué aux benzodiazépines connues, quant aux
propriétés‘généralement considérées comme caractéristiques de
ces anxiolytiques (sédatives, anxiolytiques, anti-
convulsivantes, myorelaxantes...) et/ou quant aux différents

mécanismes d’action mis en jeu.
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RECHERCHE DE PROPRIETES

MYORELAXANTES
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Aprés avoir constaté l’existence d’une certaine acti-
vité anxiolytique pour E. hirta (Chapitre B II), activité par
ailleurs caractéristique et essentielle des benzodiazépines,
ainsi que 1l’absence de propriétés anti-convulsivantes sur un
modéle chimique (test au pentétrazol - Chapitre ¢ 1II),
propriétés conférées a 1la plupart des dérivés benzodiazé-
piniques thérapeutiquement connus, nous avons envisagé de
poursuivre cette recherche d’un profil d’activité du type
benzodiazépinique, par 1l’étude des propriétés myorelaxantes,
trés souvent associées aux précédentes et se manifestant a de

fortes doses.

IITI - 1 LES CONTRACTURES MUSCULAIRES ET LES MYORELAXANTS
* Les contractures musculaires
(Deniker et Poirier, 1978 - Bussel et Bergego, 1979)

Les substances myorelaxantes entrent dans 1le traitement
symptomatique des contractures musculaires apparaissant a 1la
suite d’une lésion du systéme nerveux central ou d’affections
ostéo-articulaires. Habituellement, ces contractures sont dues
a4 une décharge anormale du neurone moteur périphérique ou
motoneurone L , dont 1l’axone innerve toutes 1les fibres
musculaires squelettiques. En fait, cette décharge est
secondaire & une hyperactivité de réflexes organisés a

1’échelon médullaire segmentaire.

Ainsi, deux grands types de réflexes peuvent étre retenus :

Les réflexes myotatiques (monosynaptiques, encore
appelés "réflexes d’étirement"), les récepteurs concernés étant
les transmissions primaires des fuseaux neuro-musculaires, dont
la sensibilité est réglée par les motoneurones médullaires Y .
De ces fuseaux neuro-musculaires partent des fibres afférentes
de gros calibres qui vont exciter directement (sans neurones
intermédiaires) 1les motoneurones{ 1localisés dans la corne
antérieure de la moelle.
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Les réflexes polysynaptiques nociceptifs (réflexes de
flexion, & visée protectrice) sont obtenus par stimulation des
fibres nerveuses d’origine cutanée, articulaire ou musculaire
de moyen et fin calibre, celles-ci pouvant exciter un réseau
médullaire d’interneurones, qui, eux-mémes, vont activer les

motoneuronesd_ .

En fait, & ces influences segmentaires viennent s’ajouter,
entre autre, deux systémes de contréle importants :

- un réseau d’interneurones responsables de 1’inhibition
présynaptique, par action sur les influx afférents (fibres 1Ia,
afférences d’origine cutanée...).

- les interneurones de Renshaw contrélant l’activité effé-

rente des motoneuronesd , aprés activation par ces derniers.
A ces contrdles vient s’adjoindre celui exercé par divers

centres supra-segmentaires, tels que le cortex cérébral et 1la

formation réticulée.

* Mécanismes d’action proposés pour les substances myo-

relaxantes

Appartenant &a des groupes chimiques trés différents, les
myorelaxants peuvent exercer leur action a des niveaux divers
plus ou moins directement sur la fibre musculaire (dantroléne),
sur la'jonction neuro-musculaire (curarisants), sur les inter-
neurones médullaires (méphénésine, cyclarbamate...), sur la
formation réticulée (chlorproéthazine), sur les fibres

afférentes (action pré-synaptique du bacloféne).

Les benzodiazépines, quant & elles, déprimeraient surtout
l’activité réticulaire (le systéme descendant facilitateur ou
inhibiteur) directement ou en agissant sur les structures
limbiques et entraineraient ainsi une diminution de 1l’activité
des motoneurones ¥ . Si certains auteurs (Deniker et Poirier,
1978) mentionnent 1’abolition des réflexes polysynaptiques

seuls, les réflexes monosynaptiques étant conservés, Bussel et
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Bergego (1979) parlent de 1l/’inhibition de ces deux types de
réflexes, provoquée par le diazépam et le tétrazépam, a 1la
suite de 1l’augmentation de 1l’activité des interneurones

transmettant 1’inhibition pré-synaptique.

Pour expliquer ces différentes actions, de nombreux auteurs
font appel au réle facilitateur exercé par les benzodiazépines
sur l’inhibition gabaergique pré-synaptique (Costa et coll.,
1975 - Haefely, 1983 - Thiébot et Soubrié, 1983), et notamment
au niveau de la moelle épiniére ou le systéme gabaergique
diminuerait 1la stimulation exercée en permanence sur les
motoneurones (Raffaitin et Cuche, 1983 -~ Muller, 1987), mais
aussi au niveau du cervelet et de la formation réticulée
(Muller, 1987), la participation du tronc cérébral n’étant pas
exclue (Raffaitin et Cuche, 1983).

Selon divers auteurs (Koe, 1979 -~ Raffaitin et Cuche, 1983),
l’action agoniste exercée par 1les benzodiazépines, sur les
récepteurs centraux de 1la glycine (acide aminé inhibiteur
intervenant notamment dans le tronc cérébral et 1la moelle
épiniére et développant une inhibition post-synaptique)
pourrait Jjouer un 1rdéle, tout au moins partiel, dans 1la
médiation de leur activité myorelaxante ; tandis que d’autres
substances myorelaxantes, actives au niveau central, exerce-
raient des effets négligeables sur ces récepteurs. Toutefois,
cette hypothése impliquant 1le rdéle des récepteurs de la
glycine, est rejetée par Costa et ses collaborateurs (1975).

* Modéles expérimentaux

Trés souvent, ces propriétés myorelaxantes sont expérimen-
talement mises en évidence chez 1l’animal, grice a deux
expérimentations couramment usitées.

La premiére, le test de la traction, permet d’évaluer la force
musculaire de l’animal ; tandis que la seconde, le test de la
tige tournante, met davantage l’accent sur 1l’initiative motrice
et 1’équilibration de 1l’animal.



PHOTO 9 : LA TIGE TOURNANTE (ROTA-ROD).
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IITI - 2 PROCEDURE EXPERIMENTALE
2.1 Matériel
2.1.1 Animaux

Les expérimentations sont réalisées sur des souris males Swiss,
€levées au laboratoire de Psychophysiologie de Strasbourg ;
leurs caractéristiques, ainsi que les conditions d‘’élevage,
sont détaillées dans 1le paragraphe consacré aux animaux
(Chapitre A II).

2.1.2 Dispositifs expérimentaux

Deux expérimentations sont retenues pour  cette étude,
nécessitant les dispositifs suivants :

- l’appareillage utilisé dans le test de la traction consiste
en une plaque en bois de 30 cm sur 50 cm, sur laquelle sont
disposés deux piliers en bois distants de 20 cm et reliés entre
eux par un fil tendu de 2 mm de diamétre, placé a une hauteur
de 15 cm.

- dans le test de la tige tournante, le dispositif consiste en
un axe en bois tournant horizontalement a faible vitesse (10
tours/minute), divisé en cing parties égales de 5 cm chacune
par des disques solidaires de la tige, permettant ainsi de
soumettre au test cing souris en méme temps (Rota Rod, Ugo
Basile, Apelex, Bagneux (92)).

Un compte temps est situé a la base de 1l’appareil.

2.2 Méthodes

Pour ces deux expérimentations, les produits sont administrés
par voie I.P., trente minutes avant le test. E. hirta est
testée aux doses de 100, 200, 400 et 800 mg/kg. Le clorazépate

dipotassique, produit de référence retenu, est administré aux
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doses de 1, 5, 10, 15, 20 et 40 mg/kg. Le solvant consiste en
NacCl 0,9 %.

Les expérimentations ont été reproduites une seconde fois, dans
le cas de 1l’extrait végétal et pour les différentes doses

testées.

2.2.1 Test de la traction

La technique est inspirée de 1la méthode de Julou et

Courvoisier, décrite par Courvoisier (1956).

Avant tout traitement et au moins une heure avant le test
proprement dit, chaque animal est suspendu au fil par ses
pattes antérieures ; cette sélection permet d’éliminer toute
souris ne pouvant se rétablir sur le fil en moins de cing
secondes, chacune constituant ainsi son propre témoin.

Trente minutes aprés 1l’injection des produits, les animaux
sélectionnés sont & nouveau soumis au test. Ceux-ci sont
considérés atoniques, lorsqu’ils sont incapables d’effectuer un

rétablissement en moins de cing secondes.

2.2.2 Test de la tige tournante

La technique est inspirée des méthodes de Dunham et Miya
(1956), de De Carvalho et coll. (1986) et de Kostowski et
coll., (1986).

Comme pour le test précédent, une sélection est effectuée avant
tout traitément, chaque animal devant se maintenir sur la tige
tournante et se déplacer en sens inverse de la rotation de
l’axe pendant au moins c¢ing minutes, chacune des souris
sélectionnées constituant ainsi son propre témoin. Durant les
premiéres secondes, il est préférable d’aider 1’animal a
marcher a l‘’encontre du mouvement de 1l’appareil, pour l‘’aider a
s’adapter a sa nouvelle position.

Trente minutes aprés l’injection des produits, les souris sont

a nouveau soumises a ce mouvement contraire, 1le temps pendant
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lequel chaque animal se maintient sur 1l’axe étant enregistré.
Un temps inférieur a cing minutes (durée totale du test) permet
de considéré l’animal comme déséquilibré.

2.3 Analyse statistique

Les comparaisons statistiques sont effectuées a l’aide du test
du X2 corrigé (correction de Yates), sur les pourcentages
d’animaux atoniques et déséquilibreés, par rapport aux
pourcentages "témoins", soit 0 %, déterminés grace aux
sélections initiales des animaux.

Le calcul de 1’ED 50, dose efficace induisant un effet
myorelaxant chez 50 % des animaux, est effectuée selon 1la
méthode de Litchfield et Wilcoxon (1949).

III - 3 RESULTATS

Les pourcentages d’animaux atoniques et déséquilibrés sont
présentés dans les tableaux 35 et 36 respectivement pour les
lots traites par E. hirta et aprés traitement par le clorazé-
pate dipotassique .

D’aprés les résultats obtenus, E. hirta ne provoque aucune
atonievsignificative, aux différentes doses testées dans 1le
test de la traction.

Par contre, dans le test de 1la tige tournante, 1l’extrait
végétal induit un déséquilibre des animaux, significatif des la
dose de 200 mg/kg (50 % d’animaux sont déséquilibrés).Toute-
fois, cet effet n’est apparemment pas dose-dépendant, puisque
les doses de 400 et 800 mg/kg entrainent respectivement 1le
déséquilibre de 40 et 60 % des animaux.

Le clorazépate dipotassique, quant a lui, est responsable d’une
atonie significative et maximale dés la dose de 10 mg/kg (100 %
des animaux sont atoniques), les doses inférieures testées,

soient 1 et 5 mg/kg, restant inefficaces (respectivement 0 % et
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30 % d’animaux atoniques).

Dans le test de la tige tournante, ce produit de référence
augmente de fagon dose-dépendante le nombre d’animaux
déséquilibrés. Cet effet devient significatif, dés la dose de
10 mg/kg (60 % des animaux sont déséquilibrés), pour atteindre
son maximum dés la dose de 20 mg/kg (100 % d’animaux déséqui-
librés). Dans cette seconde expérimentation, la DE 50 est
estimée a 7,1 mg/kg (7-7,2).

TABLEAU 35 : RECHERCHE D/UNE ACTIVITE MYORELAXANTE POUR E.HIRTA
DANS LES TESTS DE LA TRACTION (ATONIE) ET DE LA
TIGE TOURNANTE (DESEQUILIBRE).

EUPHORBIA HIRTA (mg/kg)

LOTS : : : - --——;
¢ TEMOINS : 100 H 200 H 400 H 800

: PARAMETRES H ESSAI 1:ESSAI 2: ESSAI 1:ESSATI 2: ESSAI 1:ESSATI 2: ESSAI 1:ESSAI 2:
H : (N=80) :(N=10) :(N=10) :(N=10) :(N=10) :(N=10) :(N=10) :(N=10) :(n=10) :
¢ POURCENTAGE D’ANIMAUX : Q : 10 : 10 H 0 T 10 T 30 H 0 : 20 10
: ATONIQUES H H : : : : H
: POURCENTAGE D’ANIMAUX : (] H 0 : 10 : 50 : 50 : 40 : 40 : 60 : 60 :
: DESEQUILIBRES H H : : L *k g L] *3 L * k2

TABLEAU 36 : RECHERCHE D’UNE ACTIVITE MYORELAXANTE POUR LE
CLORAZEPATE DIPOTASSIQUE DANS LES TESTS DE LA
TRACTION (ATONIE) ET DE LA TIGE TOURNANTE
(DESEQUILIBRE) .

H LOTS : TEMOINS : CLORAZEPATE DIPOTASSIQUE (mg/kg)

: ; : 1 : 5 : 10 : 15 : 20 40
¢ PARAMETRES : (N=60) : (N—lO) (N—lO) (N= 10) (N=10): (N=10): (N=10):
¢ POURCENTAGE D’ANIMAUX : 0 : 0 ¢ 30 : 100 : 100 : 100 : 90 :
: ATONIQUES : : : H kkk g dkk g kkk LA
: POURCENTAGE D‘ANIMAUX : o] : 10 : 20 : 60 8¢ : 100 : 100

: DESEQUILIBRES : : : : k& kkk kkds kkok g

N = nombre d’animaux par lot
* p<0,05; ** p < 0,01 ; ** p < 0,001.
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IIT - 4 DISCUSSION

Trés couramment employés pour la recherche de proprié-
tés myorelaxantes, les tests de la traction et de 1la tige
tournante présentent une certaine complémentarité : ainsi, 1le
premier permet d’évaluer la force musculaire de 1’animal,
nécessaire a son rétablissement sur la barre ; tandis que le
second met davantage l’accent sur son initiative motrice et son
équilibration, 1lui permettant de se maintenir sur un axe

tournant a4 vitesse lente et constante.

L’efficacité de la benzodiazépine de référence, le clorazépate
dipotassique, a effectivement pu étre confirmée dans ces deux
expérimentations. Toutefois, si cet effet myorelaxant dose-
dépendant s’installe progressivement dans le cas de 1l’initia-
tive motrice et de 1l’équilibration de 1l’animal, il semble se
manifester beaucoup plus brusquement, vis-a-vis de sa force
musculaire (respectivement 0 % et 30 % d’animaux atoniques avec
les doses anxiolytiques et 1 et 5 mg/kg - 100 % d’animaux
atoniques dés la dose de 10 mg/kg).

Les résultats obtenus concordent tout a fait avec les valeurs
de DE 50 du clorazépate dipotassique, données dans le dossier
technique consacré a cette benzodiazépine (test de la tige
tournante : DE 50 de 7,5 mg/kg ; test de la traction : DE 50 de

10 mg/kg) (Sanofi, 1968).

Par cohtre, l1’activité de doses sédatives d’E. hirta se révéle
différente de celle développée par ce produit de référence.
Ainsi, des effets dissociés sont observés dans ces deux
expérimentations, l’extrait végétal réduisant significativement
l’équilibration et 1l’initiative de la souris, tout en restant
inefficace vis-a-vis de sa force musculaire.

Cependant, cet effet inhibiteur n’est pas dose-
dépendant,puisqu’il se manifeste significativement dés la dose
de 200 mg/kg (déséquilibre de 50 % des animaux) pour ce
maintenir quasiment identique aux doses supérieures testées,
soient 400 et 800 mg/kg.
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En fait, selon certains auteurs (Treit, 1985), 1les tests
myorelaxants actuels et couramment employés seraient peu
sélectifs pour les anxiolytiques. Ce serait notamment le cas du
test de la tige tournante, divers composés dépresseurs centraux
tels que les neuroleptiques pouvant étre responsables d’une
perte de 1’équilibration.

Pour toutes ces raisons (faible sélectivité des tests,
différenciation des effets myorelaxants d’E. hirta et d’une
benzodiazépine de référence, absence de relation effet-dose
pour l’extrait végétal), l’activité d’E. hirta ne parait pas
pouvoir étre identifiée & 1’action myorelaxante caractéristique
des benzodiazépines.

L’inhibition de 1l’initiative motrice et de 1’équilibration de
1’animal, observée aprés 1l’administration de fortes doses
sédatives de plante, pourrait tout simplement trouver son
explication dans son action dépressive centrale, précédemment

mise en évidence (Chapitre B I et II).
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v

INFLUENCE D'UN ANTAGONISTE

DES RECEPTEURS BENZODIAZEPINIQUES

VIS-A. VIS DES EFFETS SEDATIFS

D'"E. HIRTA
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Les études précédentes (II et III) nous ayant conduit
a constater 1’absence de propriétés secondaires, tres
généralement considérées comme caractéristiques des benzo-
diazépines (propriétés anti-convulsivantes et myorelaxantes),
nous avons pensé aborder et compléter cette recherche d’un
profil d’activité de type Dbenzodiazépinique, en nous
intéressant plus particuliérement aux interactions pouvant se

produire au niveau des sites récepteurs benzodiazépiniques.

Aussi, dans un premier temps, avons-nous envisagé 1l’influence
in vivo d’un antagoniste des benzodiazépines, vis-a-vis des
effets sédatifs A’E. hirta.

IV - 1 QUELQUES GENERALITES SUR LE RO 15-1788

Le RO 15-1788 est une imidazodiazépine, connue pour son
antagonisme sélectif exercé vis-a-vis de la plupart des actions
comportementales des benzodiazépines (Bonetti et coll., 1982 -
File et coll., 1982 - Haefely, 1983), mais également vis-a-vis
des effets des agonistes inverses, tels que certaines B-
carbolines (B-CCE...). Le mécanisme d’action actuellement
proposé est une fixation au niveau des sites récepteurs
benzodiazépiniques centraux, son affinité pour 1les sites
accepteurs périphériques étant faible (Haefely, 1983 - File et
Pellow; 1985 - Stolerman et coll., 1986) ou nulle (Hunkeler et
coll., 1981).

La découverte d’une distribution des sites de liaison du RO 15-
1788, dans le systeéme nerveux central, identique a celle des
benzodiazépines conforte ce mécanisme d’action hypothétique
(Richards et coll., 1982).

Si le RO 15-1788 antagonise les effets pharmacologiques des
benzodiazépines, il peut également antagoniser la diminution des
catécholamines induite par ces anxiolytiques (Duka et coll.,
1986) .

Si pendant longtemps, ce composé a été considéré comme un

antagoniste pur, c’est-a-dire une substance bloquant simplement
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les récepteurs, sans provoquer de changement conformationnel
efficace, ni affecter 1la transmission gabaergique (Polc et
coll., 1982 - Haefely, 1983 - Richards et Méhler, 1984), de
nombreux travaux ont fait apparaitre récemment une légeére
activité intrinséque pour ce composé (Weiss et coll., 1985 ~ De
Carvalho et coll., 1986).

Selon 1le modéle expérimental utilisé et en fonction de
l’activité comportementale, selon la dose administrée, le RO
15-1788 pourrait se comporter comme un agoniste (Bidet et
Gaignault, 1984 - Barret et coll., 1985 - Duka et coll., 1986 -
File et coll., 1986 - Stolerman et coll., 1986 - De Deyn et Mac

Donald, 1987 - Muller, 1987), ou comme un agoniste inverse et
présenter notamment une certaine action anxiogéne (File et
coll., 1982 - Duka et coll., 1986 - File et coll., 1986 -

Muller, 1987), cette seconde activité se manifestant avec de

plus fortes doses de substances.



PHOTO 8 : L’OPEN-FIELD.
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IV - 2 PROCEDURE EXPERIMENTALE
2.1 Matériel
2.1.1 Animaux

Les expérimentations sont réalisées sur des souris mdles Swiss,
élevées au laboratoire de Psychophysidlogie de Strasbourg et
dont les caractéristiques sont détaillées dans le paragraphe
consacré aux différents animaux - utilisés, ainsi qu’aux

conditions d’élevage (Chapitre A II).

2.1.2 Dispositifs expérimentaux

Deux expérimentations différentes sont réalisées, nécessitant
des dispositifs différents:

* le test de 1l/open-field modifié, pour lequel est employée
une enceinte carrée (50 x 50 x 40 cm), divisée en 25 carreaux
égaux (10 x 10 cm), dont quatre d’entre eux portent chacun une
colonnette (2 x 2 x 6 cm) ; au centre, se trouve une plateforme
(8,5 cm de long - 2,5 cm de haut). L’appareil est éclairé par
une lampe & incandescence blanche (100 W) située sous la plate-
forme centrale. Le plancher de 1l’enceinte consiste en une

plaque de verre translucide.

* le test d’exploration d/un milieu nouveau, dont le dispo-
sitif expérimental a précédemment été décrit 1lors de 1la
recherche de propriétés sédatives (Chapitre B I - 4.1.1).

2.2 Méthodes
2.2.1 Test de l’open-field modifié
La technique utilisée a été imaginée par Hall (1934).

Les produits sont administrés par voie I.P., trente minutes

avant le test.



E. hirta est testée a la dose de 400 mg/kg ; le RO 15-1788,

fourni gracieusement par les laboratoires Hofmann Laroche

(Bdle), est utilisé a la dose de 10 mg/kg ; un troisiéme 1lot

d’animaux regoit le mélange "E. hirta - RO 15-1788". Cette

imidazodiazépine n’étant solubilisée qu’en présence de Tween 80 .
(Prolabo, Paris), une goutte de ce produit est ajoutée au

solvant (H:0 distillée) utilisé pour les trois lots traités,

soit (E. hirta - RO - mélange E. hirta/RO), et pour 1le 1lot

témoin.

Trente minutes aprés 1l’injection des produits, 1l’animal est
déposé au niveau d’un carré, dans un coin de 1l’appareil. Son
comportement est étudié durant cing minutes grdce a& 1l’enregis-
trement des quatre paramétres suivants :

= locomotion (nombre d’unités quadrillées traversées) = L

~ redressements effectués contre les parois = redressements]

- redressements effectués contre la plateforme centrale et
les colonnettes = redressements II

- traversées de la plateforme centrale = T.

2.2.2 Exploration 4’un milieu nouveau

La méthode a été décrite chez le rat par Hugues (1965), et
adaptée aux souris par Misslin et Ropartz (1981, 1982, 1983).

Vingt quatre heures avant le test, les animaux sont isolés dans
le compartiment familier (CF) de l’enceinte qui contient de 1la
sciure et regoivent de 1l’eau et de la nourriture a volonté.

Au moment du test, chaque animal est exposé au compartiment
nouveau (Cﬁ) par l’escamotage des portes—-guillotines séparant
les deux compartiments de 1l’enceinte. Son comportement est
alors observé durant dix minutes, grice a l’enregistrement des
neuf paramétres suivants :

- Locomotion dans le milieu familier (LF) et dans le milieu
nouveau (LN), déterminées respectivement par le nombre d’unités
franchies dans le compartiment familier ou dans le compartiment
nouveau

— Locomotion totale (L = LF + LIN)
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- Préférence néotique (PN = préférence de l’animal pour le
milieu nouveau).

- Redressements effectués dans le compartiment familier
(RF) et dans le compartiment nouveau (RN).

- Comportements autoplastiques (toilettage, prise de nour-
riture).

- Evitements effectués par l’animal avant sa premiére en-
trée dans le milieu nouveau et caractérisés par le passage
incomplet suivi d’un recul et du retour dans 1le milieu
familier).

- Temps de latence précédant la premiére entrée dans le com-

partiment nouveau.

Les produits sont administrés par voie I.P., trente minutes
avant le test.

E. hirta est testée a la dose de 100 mg/kg ; le RO 15-1788 est
utilisé a la dose de 10 mg/kg ; un troisiéme lot d’animaux
regoit le mélange "extrait végétal -~ RO 15-1788". Chaque
préparation est dissoute dans de l’eau distillée additionnée
d’une goutte de Tween 80, cette derniére solution étant

administrée seule aux témoins.

2.3 Analyse statistique

Aprés vérification de 1l‘’homogénéité des variances par le test
de Bartlett et réalisation d’une analyse de variance (ANOVA)
sur l’ensemble des lots traités et témoins, les comparaisons

statistiques sont réalisées a 1l’aide du test de Newman-Keuls.
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IV - 3 RESULTATS

3.1. Test de l’open-field modifié

Les résultats présentés sur la figure 30 et dans le tableau 37

permettent de constater une réduction importante et signifi-
cative des quatre paramétres pris en compte (locomotion,
redressements I et II, passages au centre), aprés injection
d’E. hirta a la dose de 400 mg/kKg.

Si une diminution, de plus de la moitié par rapport a la valeur
moyenne des témoins (-57 %), est obtenue sur la locomotion, cet
effet est encore plus marqué vis-a-vis des redressements (I et
II) et des passages sur la plateforme centrale (chutes
respectives de 86, 88 et 90 %).

Ceci confirme les effets sédatifs d’E. hirta.

Un effet similaire est observé, aprés administration du mélange
"E. hirta - RO 15-1788", quoique trés 1légérement supérieur,
dans le cas des redressements II (chute de 99 %) et des
passages au centre totalement supprimés.

Toutefois, ces différences entre les lots traités par l’extrait
végétal seul ou par le mélange ne sont pas statistiquement

significatives.

Ainsi, le RO 15-1788 n’antagonise pas les effets d’E. hirta sur
le comportement de la souris placée dans 1‘’open-field.
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TABLEAU 37 : INFLUENCE DU RO 15-1788 « VIS-A-VIS DES EFFETS SEDATIFS
D'E. HIRTA, SUR LE COMPORTEMENT DE LA SOURIS PLACEE
DANS L'OPEN-FIELD.

TEMOIN (N=10)

: : ¢ REDRESSEMENTS : REDRESSEMENTS : PASSAGES :
¢ PARAMETRES : LOCOMOTION : I : II : AU :
: : H (parois) ¢ (colonnettes et: CENTRE :
: : : : plateforme : :
: MOYENNE : 125,2 : 21,3 : 21,8 : 3 :
¢ ECART-TYPE : : : : : :
¢ REDUIT : 10,2 : 2 : 1,9 H 0,9 :
E.HIRTA 400 mg/kg (N=10)
: MOYENNE : 53,4 k¥ 2,9 ko 2,7 *kp 0,3 **x:
: ECART-TYPE : : : : :
: REDUIT : 11,5 : 1,7 : 1,5 : 0,2 :
: % PAR : : : : :
¢ RAPPORT : -57% : -86% : -88% : -90% :
: AU TEMOIN : : : : :
E.HIRTA 400 mg/kg - RC 15-1788 10 mg/kg (N=10)
: MOYENNE : 57,3 %k 2,8 k3 0,2 *k 3 0 k¥
¢ ECART-TYPE : : : : :
¢ REDUIT : 5 : 0,5 : 0,1 : 0 :
H % PAR : : : : : :
¢  RAPPORT : -54% : -87% : -99% : -100% :
: AU TEMOIN : : : : :

N = nombre d'animaux par lot.

* p < 0,01.
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3.2 Test Ad’exploration d’un milieu nouveau

Les résultats présentés sur la figure 31 et dans le tableau 38
mettent en évidence 1l’activité inhibitrice, importante et
significative, exercée par E. hirta vis-a-vis des locomotions
totale, dans le familier et dans le nouveau (chutes respectives
par rapport aux témoins de 59 %, 55 % et 61 %), de 1la
préférence néotique (-51 %), des redressements effectués dans
le familier et dans le nouveau (chutes respectives de 79 % et
67 %), ainsi que des comportements autoplastiques (-87 %). La
réduction du nombre moyen d’évitements, bien que de 52 % par
rapport aux témoins, n’est pas statistiquement significative.

Le temps de latence, quant a lui, est augmenté, mais pas de

fagon significative (+131 %).

L’administration du mélange "E. hirta - RO 15-1788" provoque
une réduction similaire a celle induite par 1l’extrait végétal
seul, vis-a-vis de 1la préférence néotique (-54 %) et des
évitements (-51 %). Cet effet est plus important, si 1l’on
considére les locomotions totale, dans le familier et dans 1le
nouveau (chutes respectives de 77 %, 77 % et 78 %), ainsi que
les redressements effectués dans le familier et dans le nouveau
(chutes respectives de 91 % et 90 %). Par contre, le mélange
"E. hirta - RO 15-1788" affecte moins 1les comportements
autoplastiques, la chute de 50 % par rapport aux témoins
n’étant pas significative.

Comme dans le cas d’un traitement par 1l’extrait végétal seul,
le mélange "E. hirta - RO 15-1788" augmente de fagon non
significative le temps de latence, quoique cet effet soit plus
faible (+114 %).

Toutefois ces différences entre les lots traités par 1l’extrait
végétal seul ou par le mélange ne sont pas statistiquement
significatives.

Ainsi, le RO 15-1788 n’antagonise pas les effets d’E. hirta sur
le comportement de la souris sollicitée pour l’exploration non
forcée d’un milieu nouveau.



TABLEAU 38 : INFLUENCE DU RO 15-1788, VIS-A-VIS DES EFFETS SEDATIFS
D'E. HIRTA, SUR LE COMPORTEMENT DE LA SOURIS SOLLICITEE
POUR L'EXPLORATION NON FORCEE D'UN MILIEU NOUVEAU.

TEMOIN (N=10)

B LOCOMOTION : ¢ REDRESSEMENTS COMPOR-~ H
PARAMETRES —:PREFERENCE: TEMENTS :EVITEMENTS: TEMPS DE
TOTALE:DANS LE :DANS LE: NEOTIQUE :DANS LE :DANS LE:AUTOPLAS- : LATENCE
:FAMILIER:NOUVEAU: (secondes) : FAMILIER:NOUVEAU: TIQUES : (secondes)

MOYENNE 108,5 : 45,7 : 62,8 : 375,9 : 10,6 : 41,3 0,8 7,1 :  110,7
ECART-TYPE H H H H H :

REDUIT 10,7 : 51 : 6,5 : 21,8 H 2,5 : 5,6 0,2 1,7 : 25,3

E. HIRTA 400 mg/kg (N=10)

: : LOCOMOTION : : REDRESSEMENTS : COMPOR- : : :
: PARAMETRES : ==~=:!PREFERENCE: —====—=oaccan~~— ¢ TEMENTS :EVITEMENTS: TEMPS DE :
: :TOTALE:DANS LE :DANS LE: NEOTIQUE :DANS LE :DANS LE:AUTOPLAS-: ¢ LATENCE :
: : ¢ FAMILIER:NOUVEAU: (secondes) : FAMILIER: NOUVEAU: TIQUES @ ¢ (secondes) :
¢MOYENNE t 44,8 @ 20,4 : 24,4 : 184,9 : 2,2 : 13,6 0,1 H 3,4 :  256,1 :
H H *ke ks wok s L2 X ke *dk *s H :
:ECART-TYPE: : H H : H H H H H
tREDUIT : 10,7 @ 4,4 : 6,7 : 48,5 : 1,1 : 6,2 : 0,1 H 0,9 : 63,5 :
:%¥ PAR : : : : : : H : : :
:RAPPORT : -59% : -55% : -61% : -51% : -79% : -67% ¢ -87% :  =~52% ¢ +131% :
¢AU TEMOIN : H : : H : H H : H
E. HIRTA 400 mg/kg - RO 15~1788 10 mg/kg (N=10)
H H LOCOMOTION H : REDRESSEMENTS : COMPOR- : H
:PARAMETRES : ~—— === —mmmm e e :PREFERENCE: == =——mmecacee e : TEMENTS :EVITEMENTS: TEMPS DE :
: :TOTALE:DANS LE :DANS LE: NEOTIQUE :DANS LE :DANS LE:AUTOPLAS-: ¢ LATENCE
: H :FAMILIER:NOUVEAU: (secondes) : FAMILIER:NOUVEAU: TIQUES : : (secondes) :
:MOYENNE : 24,6 : 10,7 : 13,9 : 172 : 0,9 : 4,3 : 0,4 H 3,5 ¢ 237,2
s - H ke *k g *ks * 3 *k s Rk o H * 3 H
:ECART-TYPE: H H : H : H H :
:REDUIT : 5,1 : 1,9 : 4,1 : 62,7 : 0,3 : 1,4 : 0,2 : 1,1 : 71,5 :
:% PAR : : ) : : : H : : : :
:RAPPORT : =77% ¢ -77% : -78% -54% : -91% : -90% : -50% ¢ -51% ¢ +114% :
tAU TEMOIN : : : : : H H H H :

N = nombre d'animaux par lot.

*p =< 0,05 ; ** pe<=— 0,01.
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IV - 4 DISCUSSION

La réalisation de ces deux expérimentations (tests de
l’open-field et d’exploration d’un milieu nouveau) nous a
permis de vérifier l1l’activité sédative d’E. hirta précédemment
mise en évidence dans trois tests pharmacologiques, dont deux
contraignants (activitest et test de l’escalier) et un
troisiéme d’exploration libre (test d’exploration d’un milieu
nouveau), 4 nouveau utilisé dans cette recherche d’un
antagonisme des effets de l’extrait végétal par le RO 15-1788.
Le second test envisagé, quant a 1lui contraignant (test de
l’open-field modifié) est trés fréquemment employé 1lors du
screening de substances psychotropes. Le caractére treés
anxiogéne de cette derniére expérimentation peut expliquer 1le
choix d’une plus forte dose de plante, soit 400 mg/kg, en
comparaison de cette retenue pour le test d’exploration d‘un
milieu nouveau (100 mg/kg) ; en effet, comme nous 1l’avons
précédemment observé (Chapitre B I), l’apparition d’un effet
sédatif nécessite des doses de plantes supérieures, lorsque la

situation imposée & 1l’animal crée un certain stress.

Au niveau expérimental, cette activité sédative s’est traduite
par l’augmentation, quoique non significative, du temps mis par
l’animal avant de pénétrer pour la premiére fois dans le
compartiment nouveau ou temps de latence (test d’exploration
d’un milieu nouveau) et par la réduction de tous les autres
paraméﬁres pris en compte (activité locomotrice, redressements
effectués contre les parois, contre les colonnettes et la
plateforme centrale, passages au centre, dans l’open-field ;
activités locomotrices totale, dans le familier et dans le
nouveau, redressements effectués dans le familier et dans le
nouveau, preéférence pour ce nouveau milieu, comportements
autoplastiques, évitements, enregistrés dans le test d’explo-

ration d‘un milieu nouveau).
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L’obtention d’une activité sédative suffisamment consé-
quente étant confirmée pour E. hirta, notre objectif était
d’envisager 1’influence d‘un antagoniste des récepteurs
benzodiazépiniques sur ces effets sédatifs. Ainsi, aucun
antagonisme n’a_pu étre visualisé sur l’activité de 1l’extrait
veégétal. Plus encore, celle-ci s’est avérée "renforcée" sur
certains paramétres (redressements contre les colonnettes et la
plateforme centrale, passages au centre dans le test de 1l’open-
field ; locomotions totale, dans le familier et dans le
nouveau, redressements dans le familier et dans le nouveau,
dans le test d’exploration d’un milieu nouveau), quoique ce
pheénoméne ne soit pas statistiquement significatif (pas de
différences entre le lot traité par 1l’extrait végétal seul et
celui recevant le mélange "E. hirta - RO 15-1788").

Cette derniere constatation peut paraitre relativement
étonnante, si 1l’on se remémore l’existence d’une activiteé
intrinséque pour le RO 15-1788 mentionnée par divers auteurs
(cités en 1), activité qui serait du type agoniste ou agoniste
inverse, selon les doses considérées. Par ailleurs, une telle
activité agoniste a pu étre obtenue dans le test de 1l’open-
field modifié, par Belzung et ses collaborateurs (1987), les
quatre paramétres pris en compte (locomotion, redressements I
et II, passages au centre) étant significativement augmentés
par rapport aux valeurs témoins, aprés administration intra-
péritonéale de la méme dose de RO 15-1788 utilisée dans notre

expérimentation (10 mg/kg).

Les résultats obtenus avec E. hirta, dans les tests de 1‘open-
field et d’exploration d’un milieu nouveau peuvent étre validés
par ceux obtenus avec une benzodiazépine de référence, 1le
midazolam, expérimentée au cours de précédentes études
pharmacologiques (Rolland, 1988). Effectivement, les effets
sédatifs de ce dérivé benzodiazépinique, testé a la dose de 2
mg/kg dans le test de l’open-field, sont totalement antagonisés
par une dose de 10 mg/kg de RO 15-1788.
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L’absence d’antagonisme in vivo des effets sédatifs d’E. hirta,
par le RO 15-1788, laisse donc présager d’un mécanisme d’action
différent de celui des benzodiazépines.

Une études in vitro, au niveau des récepteurs benzodiazé-
piniques devrait apporter plus de précision sur les mécanismes
d’action mis en jeu et sur 1l’affinité de 1l’extrait dA’E. hirta

mis directement en présence des récepteurs concernés.
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v

INFLUENCE D’ 'E. HIRTA SUR

LES RECEPTEURS BENZODIAZEPINIQUES
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V - 1 INTRODUCTION

Les expérimentations précédemment réalisées, dans 1le

cadre de la recherche d’un profil d’activité du type benzodia-
zépinique, nous ont permis d‘’avancer un certain nombre de
constatations nous inclinant a présager de mécanismes d’action
différents pour E. hirta.
En effet, des propriétés anti-convulsivantes vis-a-vis des
convulsions induites par le pentétrazol, caractéristiques de
la plupart des dérivés benzodiazépiniques, n’ont pu étre
révélées pour cet extrait végétal. De plus, si une certaine
activité myorelaxante a pu étre décelée aux doses sédatives de
200, 400 et 800 mg/kg, cet effet non dose-dépendant ne se
manifeste que dans 1le test de 1la tige tournante, peu
spécifique des benzodiazépines. Enfin, les effets sédatifs
d’E. hirta n’ont pu étre antagonisés par 1le RO 15-1788,
imidazodiazépine connue pour son antagonisme vis-a-vis de la
plupart des effets pharmacologiques des benzodiazépines.

C’est pourquoi il nous est apparu judicieux de compléter ces
expérimentations in vivo, par la réalisation d’une technique
in vitro permettant d’évaluer le caractére spécifique de 1la
liaison des benzodiazépines avec leur récepteur.

Nous avons tenté d’adapter ce modéle, a l’étude des extraits
végétaux, modéle par ailleurs largement employé au cours des
screenings visant a4 démontrer 1l’affinité spécifique de
nouvelles molécules pour les sites récepteurs benzodia-
zépiniques. Toutefois, s’il présente 1’intérét de permettre un
affinage du mode d’action, son inconvénient majeur réside dans
l'introducﬁion de trés nombreuses molécules issues de 1la
complexité de l’extrait végétal.

La méthode employée a été mise au point, dans notre
laboratoire, par Bernabé (1986) et repose sur 1l’isolement
d’une fraction enrichie en membranes neuronales, par
fractionnement sub-cellulaire d’un homogénat d’encéphale de

rat. La fraction ainsi isolée renferme les terminaisons pré et
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post-synaptiques formant des particules ou synaptosomes, dans
lesquelles sont conservées intactes les principales structures
de la synapse.

Cette fraction synaptosomale est alors utilisée pour évaluer
l’affinité d’une benzodiazépine de référence (diazépam) ou de
l’extrait végétal, pour les sites récepteurs spécifiques des
benzodiazépines, par l1l’étude de leur influence vis-a-vis d’un
ligand marqué (flunitrazépam tritié) 1ié aux sites récepteurs
spécifiques et non spécifiques.

L’interférence entre les effets d’E.. hirta et du diazépam non
marqué, vis-a-vis de la liaison du flunitrazépam tritié, est
également étudiée. o

Afin de valider 1les résultats obtenus, 1l’influence d’un
extrait hydro-alcoolique de Poa sp., sur la fixation du
flunitrazépam tritié, est aussi recherchée. En effet, cet
extrait végétal est dénué de toute activité pharmacologique
psychotrope ; et donc, théoriquement, celui-ci ne devrait pas
influencer 1la 1liaison de 1la benzodiazépine marquée, ni
l’action d‘une benzodiazépine froide (diazépam), vis-a-vis de
cette liaison. Cet extrait de Poa sp. nous servira donc de

témoin négatif.

Au cours de cette étude, la pureté et la richesse de 1la
fraction synaptosomale, en membranes plasmiques, est contrélée
par microscopie électronique, mais aussi par étude de
l’activité d’une enzyme membranaire, 1’adénosine triphos-
phatasé (ATPase) .

De plus, en raison de la qualité variable de 1la fraction
synaptosomale, obtenue d’un homogénat d’encéphale a 1’autre,
notamment en ce qui concerne sa teneur en protéines, 1la
concentration protéique de chaque fraction synaptosomale
employée est déterminée et permet d’homogénéiser les résultats
obtenus d‘une expérimentation a 1l’autre, par leur expression

rapportée au mg de protéines de la fraction considérée.



- 394 -

V - 2 PROCEDURE EXPERIMENTALE
2.1 Animaux

Il s’agit de rats femelles Whistar (Iffa-Credo), dont les
caractéristiques et les conditions d’élevage sont détaillées

au paragraphe consacré aux animaux (Chapitre A II).

2.2 Méthodes
2.2.1 Préparation de 1’homogénat d’encéphale

La technique utilisée est celle de Gray et Whittaker (1962),
modifiée par Whittaker et coll. (1964).

L’animal est sacrifié par décapitation et 1l’encéphale entier
est prélevé le plus rapidement possible. L‘’ensemble de ces
opérations est effectué a une température inférieure a 4°cC,
afin de réduire l’activité des enzymes libérées.

Aprés pesée, le cerveau est placé dans une solution de
saccharose glacée, isotonique au plasma et de concentration
0,32 M, pour étre ensuite homogénéisé (homogénéisateur de
Potter et Elvejem, type A) & 1200 tours/minute. L‘’homogénat
recueilli est ajusté & une concentration de 10 % (P/V), a

l’aide de saccharose 0,32 M.

2.2.2 Fractionnement sub-cellulaire de 1l’homogénat

La methode de fractionnement choisie est inspirée de celle
décrite par Gray et Whittaker (1962), modifiée par Whittaker
et coll. (1964).

Le principe de ce fractionnement consiste en centrifugations
successives, & vitesses croissantes, (ultracentrifugeuse
Kontron TG50 réfrigérée) permettant 1l’élimination progressive
de divers organites cellulaires et 1l’obtention finale d‘une

suspension membranaire purifiée contenant les "“synaptosomes"



homogénat d'encéphale & 10 % dans

une solution de saccharose i 0,32 M.

centrifugation a 1000 g,

pendant 10 min.

¥ ' v
culot (noyaux, débris cellulaires surnageant

grands fragments de myéline)

centrifugation 4 17000 g

pendant 5§35 min.

+ v
culot surnageant
{fraction mitochondriale brute : (microsomes - ribosomes -
mitochondries - petits fragments fraction post-microscmale)

de myéline - synaptosomes -

quelques microsomes).

- remise en suspension dans 3 ml de saccharose 0,32 M
~ dépdt sur un gradient de densité discontinu au saccharcse
(1,2 - 0,8 et 0,32 M).

- centrifugation a 53500 g, pendant 2 heures.

! 1 l

interface des couches interface des couches culot dans du saccharose
0,32 - 0,5 M 0,8 - 1,2 M 1,2 M
Fraction A Fraction B Fraction C

(fragments de myéline) (Fraction synaptosomale) (mitochondries)

|- dilution dans un méme volume d'eau
distillée glacée (-> concentration en
saccharose d'environ 0,45 M).

- centrifugation 3 10° g, pendant 1 heure

v
culot remis en suspension dans une

solution de tampen TRIS (50 mM), -
ajustée avec HC1 1IN & un pH de 7,4 &

0°C.

FIG. 32 : TECHNIQUE DE FRACTIONNEMENT SUBCELLULAIRE DE L'HOMOGENAT

D'ENCEPHALE DE RAT.
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(terminaisons pré-synaptiques détachées du neurone, sous forme
de particules renfermant toutes les principales structures de

la synapse).

Le déroulement des opérations, présenté sur la figure 32 , est

le suivant :

* L’homogénat est soumis & une premiére centrifugation
(1000 g, pendant 10 minutes), permettant 1l’élimination d‘un
culot riche en organites (noyaux) et débris cellulaires, ainsi

qu’en grands fragments de myéline.

* Le surnageant, recueilli & 1’aide d’une pipette Pasteur
réfrigérée, est centrifugé & 17000 g, pendant 55 minutes.
Cette opération permet de récupérer la fraction mitochondriale
brute, dans le culot de centrifugation, fraction contenant des
mitochondries, des petits fragments de myéline, des synap-
tosomes et quelques microsomes.
Le surnageant, quant a 1lui, renferme les microsomes (mélanges
de fragments de saccules du réticulum endoplasmique, de
ribosomes et de lambeaux de membranes d’autres organites), les
ribosomes et 1la fraction post-microsomale presque exclusi-

vement constituée de ribosomes.

* Le culot contenant la fraction mitochondriale brute est
remis en suspension dans 3 ml d’une solution glacée de saccha-
rose 0;32 M, a l’aide d’une pipette Pasteur réfrigérée, puis
est déposé sur un gradient de densité discontinu au saccharose
préparé a l’aide de solutions glacées 0,8 M et 1,2 M, a raison
de 5 ml pour chaque solution (figure 33).

L’ensemble'est alors centrifugé a 53500 g, pendant 2 heures.

Cette troisiéme centrifugation permet la séparation de trois
fractions (figure 33) :

-~ Fraction A, obtenue & 1l’interface des couches de saccharose
a 0,32 M et 0,8 M et renfermant des fragments de myéline, avec
éventuellement quelques synaptosomes.

- Fraction B, obtenue & 1l’interface des couches de saccharose
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a 0,8 M et 1,2 M et renfermant les terminaisons nerveuses
(fraction synaptosomale).
- Fraction C, formant le culot de centrifugation et regroupant

les mitochondries.

Avant centrifugation Aprés centrifugation

.*e".*. %] suspension 032M (3ml) ]

QﬁSQE\\, 08M (5ml) BML_

1,2M (5ml) 12 M

FIG. 33 : ASPECT DU GRADIENT DE DENSITE DISCONTINU EN SACCHA-
ROSE.

* Chacune des fractions A et B est prélevée a4 l’aide d’une

pipette Pasteur réfrigérée, puis diluée dans de l’eau distil-
lée glacée, afin d’atteindre une concentration en saccharose
d’environ 0,45 M.

Une quatriéme centrifugation est alors effectuée a 10 g,
pendant une heure, et permet de récupérer un culot contenant
la fraction A ou B.

Chaque'culot est ensuite remis en suspension, a 1’aide d’une
pipette Pasteur réfrigérée, dans une solution de tampon TRIS
(50 mM) (Tris hydroxy-methyl-aminomethan, Merck, Darmstadt),
ajustée a un pH de 7,4 a 0°C, avec une solution HCl 1 N.

Le volume final (6,75 ml) est adapté a 1la concentration
protéique, choisie de fagon a réaliser un maximum d’essais,
tout en conservant une liaison spécifique acceptable (Bernabé,
1986) .

* La suspension ainsi obtenue est congelée a -20°C,

jusqu’a son utilisation.
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Remarque : 1ILa plupart des manipulations (remises en sus-
pension, prélévements des solutions, réalisation du gradient
de saccharose et des dilutions) sont réalisces a 0°C, avec des
instruments réfrigéreés.

2.2.3 Contrdéle de la pureté des fractions A et B par
microscopie électronique

Les analyses portent sur les culots non congelés, obtenus
aprés la derniére centrifugation (10°% g, pendant une heure)
effectuée au cours du fractionnement sub-cellulaire de
1’homogénat.

Les échantillons vont subir successivement les étapes de
fixation, déshydratation, imprégnation, inclusion et colora-
tion, nécessaires a toute observation en microscopie électro-
nique.

Toutes ces opérations sont réalisées a des températures
variant de 0 & 4°cC.

* Fixation

Chaque culot est remis en suspension dans un mélange fixateur
(glutaraldéhyde 1,54 % - formaldéhyde 1,54 %) .

Chaque suspension est ensuite diluée dans du tampon cacodylate
de sodium 0,1 M, de PH compris entre 7,2 et 7,4, et est agitée
a intefvalles réguliers.

Au bout de trente minutes, 1’excédent de mélange fixateur
(surnageant) est éliminé par centrifugation a 6000 tours par
minute, pendant dix minutes (centrifugeuse E 61 Jacan, Paris).
Le culot, contenant la fraction A ou B, est soumis a un lavage
de cing minutes, en présence de tampon cacodylate de sodium
0,1 M.

Une deuxiéme centrifugation permet d’éliminer le tampon
(surnageant) .

Le culot est alors mis au contact d’acide osmique a 1 % dilué
dans du tampon cacodylate de sodium, pendant une heure, 1la
Préparation étant agitée a intervalles réquliers.
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Une troisiéme centrifugation permet d’éliminer 1’excédent
d’acide osmique (surnageant).
Le culot obtenu est soumis & deux lavages successifs de cing

minutes, en présence de tampon cacodylate de sodium 0,1 M.
* Deshydratation

L’échantillon précédemment fixé est déshydraté par passage
dans différents bains d’alcool successifs : alcool a 30°, a
50°, a 70°, chacun d’une durée de cing minutes ; puis alcool a
95° (deux Dbains successifs de c¢ing minutes chacun) et
finalement alcool a 100° (trois bains successifs de dix

minutes chacun).

Les étapes suivantes sont effectuées au 1laboratoire de
Biologie Moléculaire du Développement de Nancy, dirigé par 1le
professeur Dauca (communication personnelle de P. Lehr et J.M.
Keller).

* Imprégnation

L’échantillon déshydraté est imprégné successivement a 1l’oxyde
de propyléne (deux imprégnations successives de dix minutes
chacune), puis au mélange "oxyde de propyléne - araldite epon"
(3-1 V/V) durant trois heures et enfin au mélange "Yoxyde de
propyléne - araldite epon" (1-1 V/V) durant six heures.

* Inclusion

L’échantillon imprégné est inclus dans 1l’araldite epon
(araldite MCY 212 (5 ml) - epikote 812 (6,25 ml) - DDSA (15
ml) - DMP 30 (1ml)), successivement pendant 12 heures a la
température du laboratoire, puis 12 heures a 38°C et 48 heures
a 60°C.

Le mélange, ainsi polymérisé et refroidi, est malaxé pendant
dix minutes.

Les coupes sont effectuées a 1l’ultra-microtome (Reichard
OMV2) .
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* Coloration

Les coupes sont ensuite colorées par un mélange d’acétate
d’uranyle a4 5 % dilué dans 1l’eau bidistillée et 1’alcool a 90°
(1-1 v/V), pendant dix minutes.

Trois lavages successifs sont réalisés, le premier dans
l’acide acétique a 1 % dilué dans 1l’alcool a 50°, les deux
suivants dans l’eau distillée.

Les coupes sont alors mises au contact d’une solution de
citrate de plomb, pendant vingt minutes.

Deux derniers lavages sont réalisés dans 1l’eau distillée.

* séchage

Les coupes colorées sont séchées sur papier filtre, pendant au

moins deux heures.

Les échantillons ainsi préparés sont observés au microscope

électronique (microscope électronique Siemens Zeiss EM 9 s2).

2.2.4 cContrdle de l’/activité ATPasique des fractions A
et B

Le contrdle de l’activité enzymatique repose sur 1le
dosage des ions phosphates inorganiques libérés au cours de
1’hydrolyse de 1’ATP en ADP, réaction catalysée par 1’ATPase
Na®' K* dépendante, en présence d’ions Mg2?* : ATP — ADP + H3 PO4 .
Par réaction avec du molybdate, en présence d’un mélange acide
et d’un agent réducteur, 1l’orthophosphate forme un complexe
phosphomolybdate, de coloration bleue proportionnelle a 1la
concentration en ions P043-, se prétant a un dosage colorimé-

trique.

La méthode choisie (Baginsky et coll., 1967), décrite par
Férard (1986), consiste a doser deux activiteés enzymatiques
différentes : d’une part, l’activité de 1’ATPase dépendante du

magnésium peut étre évaluée par incorporation au milieu
réactionnel d‘ouabaine, glycoside cardiaque inhibant sélecti-
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vement la pompe a sodium et bloquant par conséquent 1’ATPase
Na* K* dépendante sans affecter 1/ATPase Mg2* dépendante ;
d’autre part, le dosage de l’activité globale de ces deux
enzymes permet, par différence, d’estimer 1l’activité de
1’ATPase Na'K' dépendante.

Les fractions A et B diluées dans du tampon Tris-HCl (50 mM,
pH 7,5 &a 37°C) sont analysées, mais également 1’homogénat
d’encéphale a 10 % obtenu avant fractionnement sub-cellulaire,
ces trois préparations ayant été congelées pendant 24 heures,

avant leur utilisation.

* Essai 1 : évaluation de 1l’activité ATPase Mg dépendante

Le mélange suivant est réalisé :

50 pl de solution NaCl (2 M/1) et KCl (0,2 M/1)

50 ul de solution MgClz (60 mM/1)

100 pl d’ouabaine (10 mM/1l) (ouabaine cristallisée, Boehringer
Mannheim), diluée extemporanément dans du tampon Tris-HC1l (50
nM, pH 7,5 a 37°C)

500 pl de tampon Tris-HC1l (50 mM, pH 7,5 & 37°C)

100 pl de préparation membranaire a analyser.

* Essai 2 : évaluation de l’activité globale des deux
ATPases

50 pl de solution NaCl (2 M/1) et KCl (0,2 M/1)
50 ul de solution MgClz (60 mM/1)

600 nl de tampon Tris-HC1 (50 mM, pH 7,5 & 37°C)
100 pl de ia préparation a analyser

* Essai 3 : témoin

50 pl de solution NaCl (2 M/1l) et KCl (0,2 M/1)

50 pl de solution MgCl2 (60 mM/1)

100 pl d’‘ouabaine (10 mM/1l), diluée extemporanément dans du
tampon Tris-HCl (50 mM, pH 7,5 a 37°C)

500 pl de tampon Tris-HC1l (50 mM, pH 7,5 & 37°C).
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La réaction est déclenchée par addition de 200 pl  4d’ATP
disodique (ATP disodique cristallisé 15 mM/1, Boehringer,
Mannheim) dilué extemporanément dans du tampon Tris-HC1l (50
mM, pH 7,5 a 37°C).

Le mélange est alors incubé a 37°C, dans un bain-marie agiteé,
pendant dix minutes.

La réaction est stoppée par addition de 1 ml du mélange "acide
L* ascorbique (0,4 g) - acide trichloroacétique a 20 % (10
ml)" réalisé extemporanément, a la température de la glace.
Afin d’homogénéiser les volumes. respectifs des trois
échantillons, 100 pl de fraction a analyser sont ajoutés dans
l’essai témoin (3).

Les protéines précipitées par 1l’acide trichloroacétique sont
éliminées par centrifugation (ultracentrifugeuse Kontron TG 50
réfrigérée) a 4000 tours/minute, pendant cing minutes dans des
plots réfrigérés.

Dosage dqu phosphore inorganique

Un ml du surnageant, précédemment obtenu aprés centrifugation
et contenant 1’orthophosphate, est additionné de 0,5 ml
d’heptamolybdate d’ammonium & 1 % (p/Vv) (Prolabo).

Aprés agitation,l’excédent d’heptamolybdate (non complexé avec
l’orthophosphate) est piégé par 1’addition de 1 ml d’un
mélange & base de metarséniate de sodium a 2 £ (Merck,
Darmstédt) dilué dans la moitié du volume final d‘’eau
distillée, de citrate trisodique a 2 % (Merck, Darmstadt) et
d’acide acétique a 2 % (Prolabo).

La préparation est alors laissée au repos a la température de
la piéce, pendant dix minutes.

La densité optique (DO) est lue a 847 nm, par rapport au
témoin (essai 3) (spectrophotométre Uvikon 810/820, Kontron).
Chaque mesure (homogénat, fraction A et fraction B) est
dupliquée.

Parallélement a ces opérations, une gamme étalon est réalisée,
a partir d’une solution mére de phosphate de potassium (K2 HPO4
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3 H2 O, Merck, Darmstadt) : solution a 0,4 mM/1 obtenue a
partir d’une solution a 20 mM/1)

¢ GAMME ETALON : SOLUTION MERE H20 distillée:
¢ (pmole/ml) : K>HPOs (0,4 mM/1) + (ml) :
: o,08  : o,2m 0,8 ;
: o,16 i o,am 0,6 ;
: 0,24+ o6 m 0,8 ;
;o032 i o8 m1 0,2 :
: 0,40 ¢ 1 w1 T o ;

Un ml du mélange "acide ascorbique - acide trichloroacétique
froid" est ajouté a chaque concentration de la gamme étalon.

La préparation est alors laissée au repos pendant cing
minutes, puis 1 ml de chaque solution est prélevé et
additionné de 0,5 ml d’heptamolybdate d’ammonium, puis de 1 ml
du mélange "citrate arséniate".

Apreés dix minutes de repos, a la température de 1la piéce, 1la
densité optique est lue a 847 nm, par rapport au témoin.

2.2.5 Détermination de la concentration protéique de la
fraction synaptosomale

La qualité de la fraction synaptosomale (B) obtenue varie
d’une expérimentation a l’autre, notamment sa teneur en
protéines. Aussi, afin d’homogénéiser les résultats, la radio-
activité nmniesurée est rapportée au mg de protéines de 1la

fraction considérée.

Cette teneur en protéines est estimée selon 1la technique de
Lowry et coll. (1951) modifiée par Miller (1959). Le principe
en est le suivant :

En milieu alcalin, les protéines réagissent avec le réactif au
phénol de Folin et Ciocalteu, en présence d’ions cu?*, pour

former un complexe de coloration bleutée, proportionnelle a 1la
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concentration protéique et se prétant & un dosage colorimé-
trique.

Les mesures sont effectuées sur des triplicats.

Chaque échantillon contient 0,1 ml de la fraction protéique a
tester, diluée au 1/10 dans de 1l’eau distillée ; 0,4 ml de
soude normale (NaOH 1 N) et 0,5 ml d’eau distillée.

Un ml d’un réactif tartro-cuivrique préparé extemporanément
est ajouté a chaque préparation, ce réactif contient 20 ml
d’une solution de carbonate disodique & 10 % (Prolabo), 1,8 ml
d’une solution de tartrate de sodium & 1 % (Prolabo) et 0,2 ml
d’une solution de sulfate de cuivre a 5 % (Prolabo).

Aprés agitation, puis mise au repos pendant dix minutes, 3 ml
de réactif de Folin Ciocalteu (Prolabo), dilué extemporanément
11 fois dans de 1l’eau distillée, sont ajoutés.

Les échantillons sont a nouveau agités, puis placés au bain-
marie a 50°C pendant dix minutes exactement et sous agitation
continue.

Ceux-ci sont alors laissés au repos pendant dix minutes, a la
température de la piéce et a 1l’obscurité.

La densité optique est lue a 500 nm (spectrophotométre Kontron
Uvikon 810).

Les témoins de lecture servant au réglage de l’auto-zéro du
spectrophotométre contiennent 0,5 ml de NaOH 1 N et 0,5 ml

d’eau distillée.

Une gamme étalon est réalisée a 1l1l’aide d’une solution meére
d’albumine de plasma de boeuf diluée dans du NaCl 0,15 M
(1 mg/10 ml), aux concentrations de 10, 20, 30, 40 et 50

pg/ml.

: GAMME : SOLUTION MERE : NaOH 1N : H20 DISTILLEE :
¢ ETALON :ALBUMINE 0,15M : : :
: (pg/ml): (ml) : (ml) : (ml) :
: 10 : 0,1 : 0,5 : 0,4 H
: 20 : 0,2 : 0,5 : 0,3 :
: 30 : 0,3 : 0,5% : 0,2 H
: 40 : 0,4 H 0,5 : 0,1 :

(=]
[S)]
os o0 o
(=]
(8]

s o8 o
o
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2.2.6 Etude in vitro de la liaison sur les récepteurs
benzodiazépiniques

La technique utilisée est celle de Braestrup et Squires
(1977).

Le principe de cette étude consiste dans 1le
déplacement d’une benzodiazépine marquée de ses sites récep-
teurs spécifiques, sous 1l’action de différentes concentrations
d’une benzodiazépine non marquée (froide) ou de 1’extrait

végétal.
L’expérimentation se déroule en quatre étapes successives:
* Incubation

La fraction synaptosomale est mise a incuber dans des
piluliers en verre d’une contenance de 12 ml (Prolabo), en
présence de flunitrazépam tritié (New-England Nuclear, Dupont
de Nemours, Paris), aprés agitation, pendant 90 minutes et a
la température de la glace.

Le volume de fraction synaptosomale introduit dans chaque
essai (0,250 ml) a été sélectionné, lors d’études précédemment
réalisées pour la mise au point de 1la technique (Bernabé,
1986), de telle fagon que la concentration protéique de chaque
essal soit comprise entre 0,7 et 0,915 mg, concentration
permettant l’obtention d’une liaison spécifique acceptable (90
a 96 %) et en accord avec la littérature.

Selon les essais (détaillés ultérieurement), le milieu d’incu-
bation peut ou non contenir une concentration donnée de
diazépam froid (diazépam cristallisé, laboratoires Roche,

Neuilly sur Seine) et/ou d’extrait végétal.
* Filtration

Aprés 90 minutes d’incubation, le milieu est prélevé a l’aide
d’une pipette Pasteur réfrigérée, puis filtré sous vide
(filtre Whatman GF/F, en fibre de verre D25, Descharmes,
Heillecourt (54)).
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Le pilulier d’incubation est rincé deux fois avec 1 ml de
tampon Tris-HCl réfrigéré et de pH 7,4 (Merck, Darmstadt),
tandis que le filtre est ensuite rincé trois fois avec 5 ml de
ce méme tampon.

Ainsi, la molécule marquée, fixée sur les sites récepteurs
spécifiques et non spécifiques, est récupérée sur le filtre,
l’excédent de flunitrazépam tritié se retrouvant dans 1le
filtrat.

* Séchage

Le filtre est ensuite séché, sous une lampe a incandescence

blanche (100 W), pendant vingt minutes.
* Détermination de la radio-activité retenue par le filtre

Aprés séchage, le filtre est introduit dans une fiole de
comptage (Kontron, St Quentin en Yvelines (78)), contenant 10
ml d’instagel (Packard, Rungis (94)). '

Le comptage de la radio-activité (compteur a scintillation LKB
Minibeta 1211, Wallac Oy, Finlande) est effectué 24 a 48
heures aprés l/’immersion du filtre dans 1l’instagel, la fiole

étant laissée a la température de la piéce.

2.2.6.1 Etude du déplacement d’une benzodiazépine marquée
(flunitrazépam tritié) de ses sites récepteurs

spécifiques, par une benzodiazépine froide

(diazépam)

Deux expérimentations sont réalisées :

Essai 1 : Caractérisation des sites de fixation spécifiques

et non spécifiques, contenus dans la fraction synaptosomale_

(1iaison totale)

En présence des membranes synaptosomales, le flunitrazépan
tritié, ajouté a faible concentration, se fixe au niveau des
sites récepteurs spécifiques et non spécifiques aux benzodia-

zépines (figure 34).
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FIG. 34 : CARACTERISATION DES SITES DE LIAISON SPECIFIQUES
ET NON SPECIFIQUES (essai I).
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La radio-activité mesurée rend compte de cette liaison totale.

Les quatre étapes précédemment détaillées (incubation,
filtration, séchage, comptage radio-actif) sont réalisées sur
un milieu contenant :

- 0,250 ml de fraction synaptosomale de concentration
protéique déterminée

~ 1,550 ml de tampon Tris-HCl1 (50 mM, pH 7,4 a 0°C)

- 0,2 ml de flunitrazépam tritié (0,2 pM/essai)

Chaque échantillon, d’un volume total de 2 ml, est réalisé en

trois ou quatre exemplaires.

Essai_ 2 : Caractérisation des sites de fixation spécifiques

aux benzodiazépines

En présence des membranes synaptosomales marquées par le
flunitrazépam tritié fixé au niveau des sites récepteurs
spécifiques et non spécifiques, le diazépam froid ajouté en
excés (0,5.102mng/essai) dans le milieu d’incubation déplace 1la
benzodiazépine marquée de tous les sites spécifiques (figure
35)

La radio-activité mesurée permet d’évaluer la liaison non
spécifique. Par différence avec la radio-activité obtenue lors
du premier essai (liaison totale), la liaison au niveau des

sites fécepteurs spécifiques peut étre déterminée.

Par variation des concentrations en 1ligand froid, le
flunitrazépam tritié est plus ou moins déplacé des sites
récepteurs spécifiques. Ceci nous permet d’établir une
relation entre 1la concentration en 1ligand froid et 1le
pourcentage de ligand marqué fixé, définie par le rapport
suivant :

radio-activité mesurée / liaison spécifique x 100

La CI 50, concentration en 1ligand froid déplacant 50 % du
ligand marqué, peut ainsi étre évaluée, selon la méthode de
Litchfield et Wilcoxon (1949).
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FIG.35 : CARACTERISATION DES SITES DE LIATISON SPECIFIQUES

(essail II).
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Les quatre étapes précédemment détaillées (incubation,
filtration, séchage, comptage radio-actif) sont réalisées sur
un milieu contenant :

- 0,250 ml de fraction synaptosomale de concentration
protéique déterminée

- 1,350 ml de tampon Tris-HC1l (50 mM, pH 7,4 & 0°C)

- 0,2 ml d’une solution de diazépam de concentration donnée
(0,5.12002 - 0,5.120° - 10* - 0,5.10* - 10°% - 0,5.105 - 10°®
0,5.10°° mg/essai), obtenue par dissolution du diazépam pur
cristallisé dans du HCl 1 N, puis. dilution dans du tampon
Tris-HC1 (50 mM, pH 7,4 & 0°C) Jjusqu’a 1l’obtention d’une
solution mére 107® M.

- 0,2 ml de flunitrazépam tritié (0,2 pM/essai).
Chaque échantillon, d’un volume final de 2 ml, est réalisé en

trois ou quatre exemplaires.

2.2.6.2 Etude de 1’influence d’E. hirta sur les sites

récepteurs benzodiazépiniques

*# Influence A’E. hirta vis-a-vis de la fixation du fluni-

trazépam tritié au niveau des sites récepteurs benzodiazé-

piniques (expérimentation A)

La procédure expérimentale est identique a celle de l’essai 2

précédemment détaillé (paragraphe 2.2.6.1).

L’extrait végétal, dissous dans du tampon Tris-HCl (50 mM, pH
7,4 a 0°C), est ajouté en remplacement de la benzodiazépine
froide, a différentes doses.

Pour chaque dose d’extrait testée, 1le flunitrazépam tritié
fixé est évalué en pourcentage de liaison spécifique selon le
rapport suivant :

radio-activité mesurée / liaison spécifique x 100

C’est pourquoi, il est nécessaire d’évaluer les liaisons
totale (essai 1) et non spécifique (essai 2, avec le diazépam

froid en exces).
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La dose d’extrait initialement choisie, soit 0,4 mg de plante
séche (correspondant a 0,04 mg de 1lyophilisat), a été
déterminée par extrapolation, a partir des équivalences
évaluées pour le diazépam et concernant les doses utilisées
couramment in vivo (3 mg/kg) et in vitro (CI 50 = 7,4 mM, soit
2,11 pg) ; d’ou un facteur de 103 entre les tests in vivo et
in vitro.

La dose sédative déterminée in vivo pour E. hirta est de 400
mg/kg ; d’ou le choix d’une dose de 0,4 mg de plante séche
pour les essais in vitro. Les doses de 0,025 et 0,0125 mg
correspondent aux doses anxiolytiques (25 et 12,5 ng/kg)

déterminées in vivo.

Les quatre étapes précédemment détaillées (incubation,
filtration, séchage, comptage radio-actif) sont réalisées sur
un milieu contenant :

- 0,250 ml de fraction synaptosomale de concentration
protéique déterminée.

- X ml de tampon Tris-HCl1l (50 mM, pH 7,4 a 0°C)

- Y ml d’extrait végétal testé aux doses de 40 - 20 - 4 - 2 -
1 - o,8 - 0,4 - 0,04 - 0,025 ou 0,0125 mg de plante
séche/essai (correspondant respectivement a 4 - 2 - 0,4 - 0,2
0,1 - 0,08 - 0,04 -~ 0,004 - 2,6.10'3 et 1,3.10"3 mg de lyophi-
lisat/essai), préparées a partir d’une solution mére de 400 mng
de plante séche dissous dans 10 ml de tampon Tris-HCl. Le
volume Y varie selon la dose d’extrait considérée, mais reste
toujoufs inférieur ou égal a 1 ml.

- 0,2 ml de flunitrazépam tritié (0,2 pM/essai).

Chaque échantillon, d’un volume final de 2 ml, est réalisé en

trois exemplaires.

* Influence d’E. hirta vis-a-vis de 1l’action exercée par

le diazépam froid, sur le déplacement du flunitrazépam tritieé

des sites récepteurs benzodiazépiniques (expérimentation B)

Le diazépam froid déplace le ligand marqué de tous ou une

partie des sites récepteurs spécifiques aux benzodiazépines,



- 411 -

selon qu’il est ajouté en excés ou non.

L’addition d‘’extrait végétal permet d’étudier son influence
vis-a-vis de ce déplacement et donc d’envisager une éventuelle
compétition entre E. hirta et le diazépam froid pour 1‘’occupa-

tion des sites récepteurs.

Cette expérimentation ne différe de la précédente (A) que par
l1’addition supplémentaire, au milieu d’incubation, de 0,2 ml
de diazépam froid a une concentration donnée.

Le volume X de tampon Tris-HCl est ajusté de fagcon a obtenir

un volume final de 2 ml pour chaque essai.

Deux types d’expérimentations sont réalisés :

D’une part, l’influence d’une dose d’extrait végétal de 0,4lmg
(exprimée en mg de lyophilisat) est envisagée, vis-a-vis du
déplacement occasionné par le diazépam ajouté en excés (0,5.102
mg/essai) 7 dfautre part, 1les effets de 1l’association
"E. hirta 4 mg (lyophilisat) - diazépam 105 mg sont étudiés

sur le taux de fixation du flunitrazépam tritié.

2.2.6.3 Influence de Poa sp. sur les sites récepteurs
benzodiazépiniques

La procédure expérimentale est identique & celle employée pour
E. hirta (2.2.6.2 A et B).

L’extrait de Poa s -, est testé a la dose de 40 mg de plante
séche (soit 5,7 mg de lyophilisat).

Toutefois, dans le cas de l’association "Poa sp. - diazépam"
(expérimentation B), cette Dbenzodiazépine froide n‘est
employée qu’a 105 mg.

2.2.6.4 Remarques

L’influence de différents paramétres sur le comptage de 1la
radio-activité doit étre prise en considération. C’est le cas
de 1l’interaction éventuelle de 1l’instagel seul, du filtre seul
(non traité) et du filtre soumis aux étapes successives
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d’incubation (en 1’absence de ligand marqué), de filtration,
de séchage et de comptage.

Pour ce faire, différents échantillons sont réalisés et soumis
au comptage :

- échantillon contenant 10 ml d’instagel

~ échantillon contenant 10 ml d’instagel et un filtre non
traiteé

- échantillon contenant 10 ml d’instagel et un filtre traité.
Ce dernier essai permet d’évaluer le bruit de fond efficace de
l’appareil (compris entre 50 et 70 .cpm selon les expérimen-
tations), valeur qui doit étre retranchée de chaque mesure

radio-active.

La qualité du flunitrazépam tritié est contrélée par comptage
d’un échantillon tripliqué contenant 10 ul de solution radio-
active et 10 ml d’instagel (compris entre 6000 et 10000 cpm

selon les expérimentations).
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V - 3 RESULTATS

3.1 cContréle de la pureté des fractions A et B, par micro-
scopie électronique

Les commentaires accompagnant les électronographies
ont été aimablement fournis par le professeur Delorme de
1’Université de Lille, par 1l’intermédiaire de P. Lehr (Centre
des Sciences de l’Environnement de Metz).

La photo 10 représente 1l’électronographie de la fraction A.
Les eéléments stratifiés (y), visibles sur cette photographie,
permettent de conclure a la présence de fragments de myéline.
De plus, la présence d’éléments non identifiés, accompagnant
la myéline, est a signaler.

Ces conclusions sont en accord avec celles de Gray et
Whittaker (1962) et de Whittaker et coll. (1964).

La photo 11 représente 1l’électronographie de 1la fraction
synaptosomale B.

Trois synaptosomes (s) sont nettement reconnaissables, avec
leur membrane plasmique (m) et les vésicules synaptiques (v),
d’autres apparaissant de fagon plus floue.

La présence de quelques mitochondries et lysosomes n’est pas
exclue, mais reste compatible avec les observations de Gray et
Whittaker (1962). Toutefois, sur les électronographies présen-
tées par ces auteurs, l’épaisseur des coupes ne permet pas de
quantifier cette contamination mitochondriale.

L’examen de ces deux électronographies nous permet donc de
confirmer la présence des synaptosomes dans la fraction B, 1la

fraction A renfermant esentiellement de la myéline.

Cette étude microscopique ayant porté sur plusieurs échan-
tillons prélevés a partir des fractions A et B, nous pouvons
confirmer 1’absence de contamination d’une fraction sur
l’autre, ainsi que la reproductibilité du prélévement de la
fraction synaptosomale B, wutilisée pour 1‘’expérimentation
in vitro.
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PHOTO 10 : ELECTRONOGRAPHIE DE LA FRACTION SYNAPTOSOMALE A.

G X 28000
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FRAGMENTS DE MYELINE



- 813D =

PHOTO 11 : ELECTRONOGRAPHIE DE LA FRACTION SYNAPTOSOMALE B.
G = x 84000
S = SYNAPTOSOMES
m = MEMBRANE PLASMIQUE
V = VESICULE SYNAPTIQUE
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3.2 Contrdle de l’activité ATPasique des fractions A

et B
Réalisation de la gamme étalon

La figure 36 , représentant 1’évolution de la densité optique
(DO) en fonction de 1la concentration en ions phosphates
inorganiques (pM/ml), permet d’établir une relation linéaire
correcte, définie par 1’équation suivante

Y = 4970 X + 22 (r = 0,999).

Evaluation de l/activité ATPasique des fractions A et

kY

B, par rapport a 1l’homogénat

Les résultats, présentés dans le tableau 39 et exprimés en
jmoles de phosphate inorganique 1libéré (Pi) par heure et par
mg de protéines, révélent un enrichissement conséquent de la
fraction synaptosomale B en membranes plasmiques, en compa-
raison de la fraction A et de 1’homogénat.

TABLEAU 39 : ACTIVITE DE L’ATPase Na'- k' DEPENDANTE DES
FRACTIONS A ET B, PAR RAPPORT A L‘HOMOGENAT.

PREPARATIONS

: ACTIVITE ATPasique
: MEMBRANAIRES

: (mmoles Pi/mg de protéines/heure)
: (N=2)

N = nombre d’échantillons réalisés pour chaque
préparation membranaire.
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FIG. 36 : GAMME ETALON DU DOSAGE DES IONS PHOSPHATES
INORGANIQUES DANS L'EVALUATION DE L'ACTIVITE

ATP ASIQUE .
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3.3 Détermination de la concentration protéique de la

fraction synaptosomale B

L’ensemble de ces expérimentations in vitro a nécessité
l’isolement de quatre fractions synaptosomales B : fractions
1, 2, 3 et 4.

La teneur en protéines des quatre premiéres fractions a pu
étre évaluée en méme temps. Aussi, deux gammes étalon ont été
réalisées : 1l’une (1) correspondant aux trois premiéres
fractions B, la seconde (2) effectuée lors du dosage protéique

de la quatriéme fraction B.

La figure 37 , représentant 1‘évolution de la densité optique
(Y) en fonction de 1la concentration en protéines (pg/ml),
permet d’établir une relation linéaire correcte, pour chacune
des deux gammes étalon, définies par les équations respectives
suivantes :

¥l = 0,0029 X1 + 0,0006 (r = 0,999)

Y2 = 2,1367 X2 - 1,367 (r 0,999)

Evaluation de la concentration protéique de chaque
fraction B

L’équation caractérisant la gamme étalon considérée permet de
calculer la concentration protéique X (ng/ml) de la fraction
aliquote utilisée pour le dosage (gamme étalon (1) pour les
fractions 1, 2 et 3 ; gamme étalon (2) pour la fraction 4)

La concentration protéique C (mg/ml) de la fraction synaptoso-~
male B considérée peut ainsi étre évaluée, selon le rapport :
C=X/ 10 mg/ml.
Chaque essai réalisé contenant 0,250 ml de fraction synapto-
somale, la quantité de protéine contenue dans chacun d’entre
eux (Ce) peut étre calculée selon la formule :
Ce = C x 0,250 mg/essai
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TABLEAU 40 : DOSAGE DES PROTEINES CONTENUES DANS LES DIFFE-
RENTES FRACTIONS SYNAPTOSOMALES ISOLEES.

: FRACTIONS :D0.107 * Es: X : C : Ce :
e S .03 i (poymb) : (mg/ml) i (mg/essai)
: 1 : 102 £ 1 35,2 : 3,5 : 0,875 :
: 2 i ssto,6: 32,4 i 32 i om0 i
: 3 106 +o0,6: 365 1+ 36 i os00
: 4z slxa1 i 8,5 i a8 4 oese .

N = nombre d’échantillons

Les résultats présentés dans le tableau 40 sont en accord avec
les travaux effectués par Bernabé (1986), lesquels mettaient
en évidence une concentration protéique moyenne de 3,21 * 0,37
mg/ml de fraction, obtenue apreés dosage de 15 fractions synap-
tosomales différentes.

Ainsi, nous pouvons conclure a une bonne reproductibilité de
la concentration protéique de la fraction synaptosomale isolée

pour chaque expérimentation.
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PO
3 Y1 = 00029 x1 + 00006
r = 0,99
10 20 30 40 50 pg/mi
DO

Y2 = 2,1367 X2 - 1,367

r - 099

10 20 30 40 50 Hg/mi

FIG. 37 : GAMMES ETALON DU DOSAGE DES PROTEINES.
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3.4 Etudes in vitro de la liaison sur les récepteurs

benzodiazépiniques

3.4.1 Evaluation de la liaison totale du flunitrazépam
tritié, au niveau des sites récepteurs benzodia-
Zépiniques, ainsi que des liaisons spécifiques et
non spécifique

Chacune des quatre expérimentations réalisées in vitro, visant
a étudier 1l’influence d’une benzodiazépine froide (diazépam),
ou d’un extrait végétal (E. hirta - Poa Sp.), vis-a-vis de la
fixation d’une benzodiazépine marquée (flunitrazépam tritié)
au niveau des sites récepteurs benzodiazépiniques, nécessite
avant tout 1’évaluation des liaisons totale, spécifique et non
spécifique de cette molécule marquée.

3.4.1.1 Evaluation de la fixation du flunitrazépam tritie

sur_tous les sites récepteurs benzodiazépiniques

(liaison totale)

La quantification de cette 1liaison totale (fixation sur 1les
sites récepteurs spécifiques et non spécifiques) est rendue
possible, par 1la mise en incubation d’une concentration
constante en flunitrazépam tritié (0,2 pM/essai), en présence
d’un volume constant (0,250 ml) de fraction synapt