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INTRODUCTION

La pharmacognosie, de "pharmacon” (poison et médicament) et de "gnozs" (connaissance), est la science des
médicaments d'origine naturelle.

C'est le domaine du principe actif extrait d'une plante, elle porte sur 1'étude des matidres premiéres, de leurs
caractéristiques chimiques, de leurs propriétés pharmacologique et de leur mise en forme galénique, alors que la
phytothérapie englobe de manidre générale tout ce qui associe Plantes a Santé.

Le monde végétal reste aujourd'hui, malgré les progrés immenses de la chimie de synthese, le plus gros rééervoir des
principes actifs.

Chaque peuple, chaque ethnie posséde & travers le monde une somme de connaissances sur les plantes et leurs multiples
utilisations, depuis 1'antiquité.

Comme complément 2 ces données empiriques et pour permettre des études méthodiques afin de confirmer ou d'infirmer
ces données, il est nécessaire de faire appel & des tests pharmacologiques.

Tel était 1'objectif fixé par le laboratoire de biologie végétale et de pharmacognosie du Centre des Sciences de
I'Environnement au sein duquel ce travail a été effectué et dont les thimes de recherche principaux développés
concernent entre autres 1'étude des plantes actives sur le systtme nerveux central et en particulier les especes sédatives,
anxiolytiques et analgésique, ainsi que les plantes 2 propriétés cholérétiques, diurétiques, hépatoprotectrices,
antispasmodiques, antihistaminiques, laxatives et antidiarrhéiques.

La conception et la réalisation de ce travail s'inscrit dans le cadre des recherches mendes au laboratoire de
Pharmacognosie du Centre des Sciences de 1'environnement de 1'Université de Metz et visant 2 sélectionner des plantes
médicinales et des produits naturels utilisés dans les pharmacopées traditionnelles et 2 rechercher expérimentallement des
propriétés pharmacologiques A I'aide de méthodes qui ont fait leurs preuves ailleurs.

L'ensemble de ces themes de recherche nécessite le choix d'une part des extraits a étudier et d'autre part la mise en place
et le développement de plusieurs tests pharmacologiques, in vivo et in vitro. Ces deux choix se sont établis sur une
approche reposant sur trois parametres principaux :



Dans une premidre étape, nous avons tenté de rassembler et de synthétiser l'ensemble des données
ethnopharamacologique, toxicologique, clinique et pharmacologique tirées de 1'étude bibliographique d'un certain nombre
de plantes médicinales.

Ensuite, en fonction des indications mentionnées dans la synthése bibliographique, nous avons tenté de confirmer ou
infirmer, 4 1'aide d'une batterie de tests in vivo, les propriétés pharmacologiques :

* Sédatives et/ou anxiolytique 2 1'aide de tests comportementaux contraignants (test de 1'escalier et test de
1'enceinte claire/obscure) et non contraignants (test du milieu nouveau). Ce type d'activité pharmacologique se trouve
toujours associé a une activité hypnotique, deux tests permettent 1'évaluation de cet effet, le test de 1'induction et le test

de potentialisation du sommeil au pentobarbital

* Analgésiques 2 1'aide de deux tests permettant d'évaluer et de spécifier la nature de 1'analgésie, périphérique
ou centrale (test de la plaque chauffante et test du Writhing ou de 1'acide acétique).

* laxatives ou antidiarrhéiques par le test du transit intestinal consistant 2 évaluer 1'effet des extraits vis-a-vis de
la progression du contenu intestinal.

Nous avons tenté également de rechercher le support de 1'activité pharmacologique soit & 1'aide de techniques de
fractionnement chimique, et d'évaluation de 1'activité d'une ou plusiéurs fractions isolées, soit & 1'aide de 1'évaluation de
1'effet biologique des marqueurs purifiés contenus dans les extraits étudiés.

Loin de constituex; une premitre tentative dans ce mode d'approche des plantes médicinales, notre travail s'inscrit en fait
dans une continuité de différentes études précédemment menées sur d'autres espices végétales au sein du laboratoire ,
dans le domaine des psychotropes in vivo, afin de compléter le screening pharmacologique sur ces especes végétales.
Dans cet objectif, et dans une deuxi®me étape, aprds avoir confirmé les activités sur le syst®me nerveux central et sur le
transit intestinal, in vivo, d'extraits de plantes selectionnées, notre intérét s'est porté sur la technique de l'intestin isolé
(duodénum isolé de rat et iléon isolé de cobaye) in vitro, qui présente plusieurs avantages:



Les techniques devraient répondre aux exigences d'un test de screening.

Les récepteurs sont nombreux et variés, en effet on y trouve des récepteurs cholinergiques, histaminergiques et
opioides.
Ainsi l'organe isolé pourra étre étudié a la fois pour la recherche des substances a propriétés histaminiques ou
antihistaminiques, cholinergiques ou anticholinergiques et analgésiques majeurs.

En 1'occurence, c'est 1'étude de ces trois types de récepteurs que nous avons entreprise afin :

- d'adapter la technique & 1'étude des extraits végétaux et non & celle des molécules isolées.
- de vérifier la spécificité et la reproductibilité des résultats.
- de comparer les résultats obtenus avec ceux obtenus dans notre laboratoire par des techniques in vivo sur les

mémes extraits de plantes.

Les substances antihistaminiques, en particulier les antihistaminiques H1, ont toujours manifesté un effet secondaire
sédatif en plus de leur effet principalement antihistaminique; c'est pourquoi nous avons entrepris de rechercher le
comportement des extraits, qui ont manifesté un effet sédatif in vivo, vis-2-vis des récepteurs histaminergiques in vitro.
L'étude des plantes médicinales & propriétés analgésiques requiert 1'utilisation de méthodes classiques in vivo effectués
chez la souris, le développement d'une technique d'étude in vitro vis-a-vis des réeepteurs opioides pourrait répondre a
deux objectif, compléter le screening des études in vivo, d'une part, rechercher le mécanisme d'action des extraits
végétaux A propriétés analgésiques d'autre part.

Dans une troisi®me étape, nous avons tenté de rechercher 1'implication des récepteurs cholinergiques et histaminergique
dans le fonctionnement des récepteurs opioides au niveau de 1'iléon isolé de cobaye en utilisant des antagonistes de
références anticholinergiques et antihistaminiques.
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PARTIE I
INTRODUCTION

La premiere partie de notre travail a été réalisée dans le cadre de la collaboration Université-Industrie avec un laboratoire
pharmaceutique, le choix des plantes étant établi dans un premier temps 2 partir des indications traditionnelles retenues
par le ministere (B.O. 90/20 bis). Dans un deuxidme temps, une étude bibliographique nous permet d‘orienter notre
démarche expérimentale et de réaliser les différents tests pharmacologiques afin de confirmer ou d'infirmer ces
indications et d'optimiser les processus d'extraction et de préparations industrielles des extraits.

En collaboration avec le laboratoire pharmaceutique, notre intérét s'est porté sur deux espces végétale réputées comme
possédant des activités sur le systéme nerveux central, Melissa officinalis et Passiflora incarnata.

Le développement systématique des différents tests pharmacologiques in vivo sur 1'extrait total de ces deux plantes nous
parait étre une approche nouvelle et nécessaire pour des plantes introduites ou en voie d'introduction, en phytothérapie.
Melissa officinalis et Passiflora incarnata sont deux plantes connues et indiquées pour leurs effets sédatifs et
anxiolytiques, et l'industrie pharmaceutique les emploie déja depuis plusieurs années pour ces mémes indications.
Cependant les différents travaux scientifiques, en particulier pour Melissa officinalis, ont été trés succints pour apporter
une preuve confirmant ces indications (Soulimani et coll., 1991), par contre pour Passiflora incarnata la grande partie
des investigations. mentionnées en bibliographie a été consacrée & sa composition chimique alors que son activité
pharmacologique n'a fait 1'objet que de quelques travaux pour 1'activité sédative et anxiolytique. (Soulimani et coll.,
1992)

Le but de nos travaux est donc de rechercher 1'existence 2 partir d'extraits de M. officinalis et de P.incarnata, préparés
selon le méme mode que la réalisation galénique (commercialisée sous le nom de Suspension Intégrale de Plante Fraiche
: S.I.P.F.), d'activités pharmacologiques de type sédatif, anxiolytique ou analgésique et par conséquent de confirmer ou
d'infirmer les indications thérapeutiques et de valider leur forme galénique. '



Les travaux d'identification chimique sont dans 1'ensemble exclusivement consacrés aux alcaloides et aux flavonoides
pour les extraits de P.incarnata et notre contribution ici s'est limitée dans un premier temps 2 la synthése des travaux
bibliographiques et au fractionnement et la caractérisation des principaux groupes chimiques a 1'aide de techniques
analytiques courantes (réaction d'identification, chromatographie sur couche mince : C.C.M.). La finalité ici est de
définir des profils chimiques types des différents extraits réalisés. Pour M. officinalis nous avons réalisé dans un premier
temps un fractionnement de 1'extrait total, puis nous avons tenté d'évaluer 1'activité pharmacologique de ces fractions
prises séparément et en association par 2, 3, 4 et la totalité afin d'isoler 1a ou les fractions actives avant de les identifier
dans un deuxi®me temps.

L'étude pharmacologique a débuté par des études in vivo chez l'animal par voie intra-péritonéale de deux types
d'extraits, aqueux et hydroalcoolique : étude du comportement, influence sur le sommeil barbiturique et recherche d'un
effet antalgique. Cette étude s'est complétée par la recherche de 1'activité pharmacologique des fractions ou des
substances pures présentes dans ces espéces.

Ainsi dans une derniére étape de cette premidre partie, en raison de la présence chez P.incarnata de principes dominants
(alcaloides et flavonoides), nous avons tenté de voir si ces substances étaient le support de l'activité. Nous avons
également tenté de rechercher le support d'activité au niveau des fractions isolées et de 1'huile essentielle de
M. officinalis.

Notre intention n'était pas de réaliser une étude chimique complite sur chacune des deux plantes étudies, mais
simplement de vérifier si 1'activité pharmacologique des extraits totaux était liée 2 1'une ou 1'autre des fractions isolées
pour M. officinalis ou aux alcaloides et/ou flavonoides pour P.incarnata.



CHAPITR A

I- ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1-1) Melissa officinalis L.
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Melissa officinalis, espece aromatique de la famille des labiées & odeur citronnée, est une plante herbacée, vivace,
spontanée, cultivée en Europe centrale et dans le bassin méditerranéen. Les parties aériennes étaient utilisées depuis
1' Antiquité en médecines grecque et islamique (Tbn Al Baytar, 1877-1883; Nauroy J., 1954). Son néage s'est transmis en
Europe grice 4 la médecine islamique, Avicenne la recommandait pour ses propriétés digestives, carminatives et
curatives vis-a-vis des troubles intestinaux et Rhazes la prescrivait contre "les chagrins et la mélancolie” ; "elle serait
salutaire contre les douleurs de la faiblesse du coeur”. Les anciens 1'avaient appelé la "gaieté du coeur”, en raison de soi-
disantes vertus "cordiales”.

En France, la mélisse est traditionnellement utilisée en médecine populaire contre les troubles digestifs (douleurs
stomacales, digestion difficile, coliques flatulentes, nausées dues 2 la grossesse), contre l&; troubles nerveux (mélancolie,
insomnie, nervosité, vertiges), contre les douleurs (dentaires, auriculaires, abdominales, céphalées, dysménorrhées) et
enfin contre des troubles divers (syncope, faiblesse du coeur, bourdonnement d'oreilles, asthmes). (Fournier P., 1948)
La mélisse est inscrite 4 la pharmacopée frangaise et son emploi est reconnu dans 1'avis 90/22 bis en ces termes : "la
mélisse est traditionnellement utilisée dans le traitement des troubles digestifs et de la composanfe douloureuse des colites
spasmodiques, ainsi que dans le traitement des états névrotiques des troubles mineurs du sommeil” (Bull. Off. N°90/22
bis, 1990).

Quelques travaux succincts de pharmacologie ont mis en évidence une activité sédative (Racz-Kotilla et coll., 1980)
antispasmodique (Forster et coll., 1980)), cholérétique (Chabrol et coll., 1932), antihormonale (Auf'Mkolk et coll.,
1984; Auf'Mkolk et coll., 1985; Kohrle et coll., 1985; Kemper, 1982) et antivirale (Kucera et Hermann, 1967; Wagner
et Sprinkmeyer, 1973) de la mélisse.

La composition chimique révéle la présence d'une faible quantité d'huile essentielle (0.05 %), riche en ald¢hyde et en
alcool terpénique (Basker, 1978; Bezanger, 1980; Garnier et coll., 1961; Pellecuer et coll., 1981; Titel et coll., 1982;
Masakova et coll., 1979; Bezanger, 1980). D'autres composés ont été tms en évidence : des acides phénols (Bezanger,
1980; Herrmann, 1954; Paris, 1981; Schenck, 1944; Thieme, 1973) des triterpénes (Brieskorn et coll., 1953), des tanins
(Herrmann, 1954), des flavonoides (Thieme, 1973) et des vitamines B1 et B2 (Schintgen, 1975; Kemper, 1982).



I-2) Passiflora incarnata L,

A) BOTANIQUE
Passiflora incarnata L. appartient & 1'ordre des Violales qui comprend 20 familles. La famille des Passifloracées est
répartie en 12 genres et 600 espéces préferentiellement sous un climat tropical et tempéré chaud. Le genre principal est
Passiflora avec 500 espéces américaines, quelques - unes asiatiques et australiennes et une malgache. (Paris et Moyse,
1967; Pharmacop. Fr., 1976)
C'est une plante vivace, sarmenteuse, grimpante, A tige ligneuse pouvant atteindre 9 mtres de long. Les rameaux sont
légérement pubescents A leur extrémité ; leur écorce est d'un gris pourpré.
Les feuilles sont alternes, simples, stipulées, portées par un long pétiole muni de deux glandes nectariferes noirdtre au
sommet (Perrot, 1943; Pharmacop. homéop., 1981). Les fleurs solitaires et pédonculées prennent naissance 2 l'aisselle
des feuilles, elles sont hermaphrodites régulidres, pentameres et accompagnées de trois bractées papilleuses (Gamnier et
coll., 1961; Paris et Moyse, 1967; Pharmacop. Fran., 1976). Le calice, composé de cinq sépales verditres, est en forme
de coupe ; la corolle comporte cinq pétales blancs. Les cinq étamines présentent de grandes anthdres orangées. Elle est
originaire des contrées chaudes de 1' Amérique et peut s'acclimater en France (Garnier et coll., 1961). Elle est spontanée,
surtout aux U.S.A., et elle est cultivée en Afrique du Nord, dans le Sud de la France ol les gelées sont rares aussi peut-
on la trouver en Anjou, dans le Morbihan et dans I'ouest du Calvados (Perrot, 1943; Pharmacop. Fran., 1976;
Pharmacop. homéop., 1981). La floraison et la récolte ont lieu de Mai & Aodt. Les parties employées sont les parties
aériennes (Bezanger, 1980; Pharmacop. homéop., 1981).

B) UTILISATIONS TRADITIONNELLES
Passiflora incarnata est employée, surtout en Amérique du Nord, dans le traitement de 1'anxiété, les insomnies, les
névralgies et son utilisation est également recommandée comme spasmolytique. En France, elle n'a été employée qu'en
homéopathie jusqu'a la premidre guerre mondiale od 1'on constata son action favorable contre 1'angoisse suscitée dans
cette période de guerre et ceci sans les effets secondaires classiques observés avec les barbituriques. D'aprés Garnier et
coll., (1961) cette espice serait denuée de toute toxicité.
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Ses propriétés sédatives furent remarquées A la fin du XIX2me sidcle par des médecins américains qui 1'utilisérent en

neurologie. (Bezanger, 1980)

Son utilisation est principalement recommandée dans les troubles du sommeil en lui reconnaissant une activité sédative
qui sera particulitrement recommandée dans les troubles du sommeil chez 1'enfant. (Bezanger, 1980; Garnier et coll.,

1961)

Leclerc (1920) la préconise " contre les troubles nerveux de la ménopause”, et " comme remide 2 1'insomnie liée 2 la

grippe, sans effets secondaires de dépression nerveuse, de pesanteur de la téte ou de tristesse”, ce qui la différencie des

narcotiques.

Bullington (1897) et Stapleton (1904) avaient obtenu de bons résultats dans "le traitement de l'insomnie, des
neurasthénies, des hystéries et dans certaines névralgies”.

L'importance thérapeutique de Passiflora incarnata pendant le sidcle dernier et en particulier les vingt dernidres années

ont donné lieu & de nombreux travaux de recherche afin d'en isoler une éventuelle fraction active.

C) CHIMIE
L'ensemble des recherches phytochimiques a permis de mettre en évidence 1'existence de plusieurs classes chimiques
dont les plus importantes sont : Les alcaloides et les flavonoides.

1 loides (& noyau B
Recherche qualitative :
Neu (1954) a mis en évidence 1'existence de dérivés indoliques (0,1 %) dont I'harmane, qu'il a supposé étre, au départ,

de la passiflorine.

Lutomski et Wrocinsky (1960) ont isolé de 1'harmine et de 1'harmol (Paris et Moyse, 1967; Lutomski et coll., 1967,
1968, 1974; Pharmacop. Fr., 1976).

Peckolt (1909) et Neu (1956) ont mis en évidence la présence de 1"harmine.
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Ambuhl (1966) et Lohdefink et Kating (1974) ont isolé et confirmé I'existence de 1'harmol.
Hultin (1965) a mis en évidence de 1'harmaline, de 1'harmalol, du méthylharmine et du N-méthylnorharmane.
Bennati (1967), Bennati et Fedelie (1968) et Lutomski et coll., (1980) ont isolé d'autres dérivés de 1"harmane : harmaline

et harmalol.

O Harmane R=H
N Harmol R = OH
R T Harmine R = OCH,
H CH,
Harmalol R = OH
N Harmaline R = OCH,
R n Z
- CH3

Schéma I-1 Structures chimiques des alcaloides harmaniques de

Passiflora inacarnata

Recherche quantitative :
La recherche quantitative des alcaloides a été effectuée A l'aide de différentes méthodes analytiques : titration
acidimétrique, détermination photométrique, dosage par spectrofluorométrie. La quantité d'alcaloides présente dans la
plante est de 1'ordre de 0,032 4 0,1%. (Lohdefin et Kating, 1974 ; Bennati, 1971))



-11-

2) Flavonoides

Les travaux de Gavasheli (1970) ont montré que la teneur des flavonoides chez Passiflora incarnata était variable en

fonction de 1'organe végétal et de la période de récolte ainsi il a constaté que la teneur des flavonoides avant la floraison,

dans la plante, était respectivement pour les feuilles et la racine de 0,22 % et 0,35 % et que pendant la floraison cette

teneur variait de 0,21 % 2 0,31 % avec un minimum de 0,13 2 0,15 % i la fructification.

Lutomski (1960-1968) et Schilcher (1968) ont mis en évidence la présence des flavones -C- glycosides dans la passiflore.

R,
Vitexine H
Isovitexine H
Orientine  OH
{soorientine OH
Saponarine H

Schéma I-2 Structures chimiques des flavonoides de Passi

incarnata

oLz

-glucose

T

C-glucose
C-glucose

a

OLLITIL *®

R,
C-glucose
H
C-glucose
H
H

D'autres travaux ont permis de mettre en évidence cinq flavonoides principaux: Vitexine, isovitexine, orientine,

isoorientine, de la saponarine et de la saponaretine. (Schilcher, 1968; Glotzbach et Rimpler, 1968; Lohdefink, 1976;

Quercia, 1978)

Gavasheli (1970) et Gavasheli et coll. (1974) ont mis en évidence & 1'état de trace de la rutine et de la quercétine.
Lutomski (1960) et Lutomski et coll. (1974) ont identifié, en faible quantité de 1'apigénine, de la lutéoline et du

kampférol.

Des C-hétérosides: le saponarol, le vitexol, 1'isovitexol, 1'orientol et l'isoorientol ont également été identifiés par

Schilcher (1968) et Lohdefink (1976).
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3) Malto] et Ethyl-maltol.
Les travaux de Lutomski et coll. (1960,1967,1968) ont permis de mettre en évidence la présence du maltol dans la
Passiflore.
Ayoagi et Coll. (1974) ont confirmé la présence du maltol et identifié 1'ethyl-maltol.
La quantité du maltol étant trés faible dans la plante (0.05 %).

4) Sucres

Gavasheli et coll. (1974) ont mis en évidence la présence du D-glucose, le D-fructose, le saccharose et le raffinose.

5) Des Hydroxycoumarines ont été identifiés au niveau des racines (ombelliferone et scopolétine) par
Gavasheli (1973).

6) Acides Aminés.
Gavasheli et coll.(1974) ont mis en évidence la présence de 12 acides aminés banals.

D) PHARMACOLOGIE

1- Pharmacologie des extraits de P.incarnata

Passiflora incarnata est inscrite 2 la pharmacopée frangaise depuis 1937 (Pharmacop. Fr., 1976).

Phares et Lindsay (1867) sont les premiers a avoir découvert 1'activité sédative de Passiflora incarnata L.

Cette activité sédative a été confirmée par Bullington (1897) et Stapleton (1904) qui a également remarqué que cette
activité est exempte d'effets secondaires et sans effets narcotiques ni stupéfiants, il a également considéré que Passiflora

incarnata est un excellent remede des insomnies d'origine cérébrale.

o H&'CH;
0 CH, Maltol
| * Ethylmaltel
OH

Schéma I-3 Structure chimique du maltol et de I'éthyl-maltol
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Paris et Moyse (1967) ont mis en évidence 1'activité sédative de Passiflora incarnata sur la diminution de la motilité de
la souris a la dose de 10 mg/kg de plante sdche.

George et coll. (1940) ont montré 1'activité sédative de Passiflora incarnaza sur le SNC et sur le coeur.

Lecoq et coll. (1964) ont recherché des activités sédatives, hypnotiques et analgésiques par la technique
chronaxométrique (*).

Della Loggia et coll. (1981) ont mis en évidence l'activité anxiolytique et potentialisatrice sur le sommeil barbiturique.
Nengebauer (1949) a mis en évidence 1'activité sédative et 1'activité périphérique de Passiflora incarnata sur 1'intestin
isolé de lapin, par une diminution du tonus et de la fréquence des contractions, avec augmentation de 1'amplitude, a dose
plus forte il a observé une inhibition de la contraction de 1'intestin.

Speroni et Minghetti (1988) ont confirmé 1'activité sédative de 1'extrait de Passiflora incarnata et ont mis en évidence,

par fractionnement de 1'extrait, 2 fractions actives dont la structure définitive n'est pas encore élucidée.

2- Pharmacologie des molécules ou des groupes chimiques extraits de P.incarnata
a) Alcaloides
Ruff et coll.( 1976) avaient constaté que les alcaloides extraits de la plante provoquaient une
stimulation du systtme nerveux central & faible doses, alors qu'a fortes doses ils provoquaient une agitation motrice
associée 4 une hallucination et des vommissements. (Zetter et coll., 1978)
Ambuhl (1966) a remarqué que P.incarnata avait une activité sédative plus lente et plus importante.

b) Maltol (Ayoagi et coll., 1974)
La dose létale 50 %, en s/c chez la souris, est de 820 mg/kg, 1'injection en s/c de 400 mg/kg de maltol, chez la souris,
produit une diminution de 1'activité spontanée, une bradycardie, une hypothermie, un relichement des muscles et une
diminution du reflexe achiléen et cornéen. A 300 mg/kg le maltol provoque une dépression cérébral et une
potentialisation de 1'effet de 1'hexobarbital sur le sommeil. Aux fortes doses, il provoque une convulsion (500 mg/kg) et
aux faibles doses, il inhibe 1'activité motrice spontanée des souris.

(*) Technique consistant A mesurer la chronaxie, c'est A dire le temps séparant 1'excitation du nerf et I'apparition de la dépolarisation sur I'ecran de

'oscillographe.
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¢) Ethyl-maltol (Ayoagi et coll., 1974)

La dose létale 50 % est de 910 mg/kg chez la souris. Administré chez la souris Il a montré les mémes actions que le

maltol mais d'une fagon moins importante. Il a une action anticonvulsivante, vis & vis du nitrate de strychnine 4 la dose
de 300 mg/kg.

Le maltol testé individuellement provoque une dépression du SNC chez la souris et potentialise le sommeil 2
I'hexobarbital avec une action convulsivante aux fortes doses et une diminution de I'activité spontanée des animaux aux
faibles doses.

L'ethyl-maltol posséde une activité similaire au maltol mais avec une action plus convulsivante et une diminution moins
importante de 1'activité spontanée qu'avec le maltol.

Les propriétés pharmacologiques se trouvent modifiées & cause de la modification du groupement alkyl du maltol.

11 est donc difficile d'expliquer que les proprietés sédatives de P.incarnata sont seulement liées au maltol. (Ayoagi et coll
1974))

3J) Toxicité

L'étude de la toxicité de P.incanata, administrée en i.p. chez la souris, a montré :
+ 2250 mg/kg : une diminution de 1'activité spontanée du rythme cardiaque et respiratoire.
+ 4 1000 mg/kg : des tremblements puis la mort de 1'animal.
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CHAPITRE B : TRAVAUX PERSONNELS

I) ETUDES CHIMIQUE
I-1) ETUDE CHIMIQUE DE MELISSA OFFICINALIS L.

Pour rechercher les composantes chimiques susceptibles d'étre responsables de 1'activité pharmacologique, nous avons
procédé A une préparation d'un extrait hydroalcoolique et son fractionnement.

L'extrait hydroalcoolique est préparé 2 partir du cryobroyat de plantes fraiches, soumis 4 une macération a température
ambiante dans une solution hydroalcoolique 3 30 % (V/V) pendant 12 heures suivie d'une deuxi®me macération pendant
12 heures 2 35°C. L'extrait obtenu est filtré, 1'éthanol est éliminé par évaporation sous pression réduite; puis 1'extrait est
lyophilisé.

Le lyophilisat obtenu représente un rendement de 26,15 % par rapport a la plante séche.

Les fractions ont &té obtenues par chromatographie sur colonne, réalisée au laboratoire de Pharmacognosie a 1'Université
de MARSEILLE.

10 g de lyophilisat hydroalcoolique de M. officinalis, sont deposés sur la colonne de chromatographie, la colonne est €luée
par le mélange méthanol-eau dans les proportions 10 & 80 % (V/V), la migration se fait sous une pression de 1 mbar.
Pour chaque concentration en méthanol, quatre sous-fractions sont recueillies suivant un temps déterminé pour chaque
sous fraction, lors du passage d'une concentration a 1'autre en méthanol, le volume recueilli constitue le volume mort de

chaque fraction. (tableaux 1 et 2)

1-2) ETUDE CHIMIQUE DE PASSIFLORA INCARNATA L.

2-1) Préparation des extraits

a) Extrait hydroalcoolique
Les extraits utilisés pour I'extraction et la révélation des flavonoides et des ﬂcﬂoides proviennent d'un cryobroyat dont la
préparation s'effectue de la facon suivante:
La plante fraiche portée & - 98° dans de 1'azote liquide est broyée afin d'obtenir un cryobroyat qui sera conservé a trés
basse température.
Le cryobroyat utilisé pour 1'ensemble de ces expériences est fourni par les laboratoires ARDEVAL.
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Dans 900 ml d'une solution d'éthanol & 30 %, obtenue 2 partir d'une solution d'éthanol 2 96 %, sont ajoutés 90 g de
cryobroyat.

Le mélange est agité pendant 12 h & température ambiante puis placé dans une étuve A 37° durant 12 h.

Le macérat hydroalcoolique obtenu est alors filtré sur Biichner (filtration sous pression réduite).

Le filtrat recueilli est évaporé sous vide (Rotavapor-R ,Biichi), & une température de 30-35°C afin d'éliminer le volume
éthanolique.

La solution obtenue est lyophilisée (Lyophilisateur CD 52-1, Heto, Danemark).

b) Extrait aqueux
90 g de cryobroyat sont dissous dans 900 ml d'eau distillée.
Le protocole est ensuite le méme que celui utilisé pour la préparation de 1'extrait hydroalcoolique .

2-2) Calcul des rendements

Les extraits préparés sont destinés a 1'analyse chimique et 2 différents tests pharmacologiques; aussi, pour calculer
les correspondances en plante sdche de ces extraits, il est nécessaire de connaitre les rendements entre cryobroyat, plante
séche et lyophilisat.

a) Rendement de la plante siche dans le cryobroyat
Pour déterminer la quantité de plante sdche présente dans le cryobroyat, 2 g de cryobroyat sont soumis 2 une dessiccation
dans une étuve 2 la température de 105°C.
Apres environ 24 h, 1a plante siche est pesée.

Soit m2 la masse de la plante sdche obtenue, ml la masse du cryobroyat et R1 le rendement de plante séche dans le
cryobroyat.

On a alors :
masse de plante sdche (m2)
Ry = x 100
masse de cryobroyat (m1)

m2
Clestadire: Rl = —x100

ml
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b) Rendement du lyophilisat dans Ia plante séche
Apres lyophilisation des 90 g de cryobroyat, les lyophilisats (1'un obtenu par extraction hydroalcoolique, 1'autre par
extraction aqueuse) sont pesés et leurs rendements par rapport i la plante séche calculés :
Soit m4 la masse de lyophilisat obtenu, m3 la masse de plante séche présente dans 90 g déterminée & partir de R1, et R2
le rendement de lyophilisat dans la plante séche est alors de :

mé .

R2 = —--x 100

m3

avec m3 = 90x R1

1-2-3) Chromatographie sur couche mince (C.C.M.)

a) Recherche des flavonoides

a-1) Matériel

a-1-1) Support :

plaque de silice Kieselgel G 60 (Merck, Ref.5721)

a-1-2) Solvant :
Acide formique - Eau - Méthyléthylcétone -
Acétate d'éthyl (10/20/30/50; V/V)

a-1-3) Réactif de détection :

Réactif de Neu (ou diphenylborate d'amino

éthanol R 1% dans du méthanol) - Polyéthylneglycol

4000 R 5% dans du méthanol
Apres séchage a 1'air, de la plaque pendant 30 mn, le réactif est pulvérisé et les tiches sont observées en lumitre UV
(365 nm).

a-1-4) Solutions témoins :
Les produits de référence utilisés sont les
suivants :
Orientine - Isoorientine - Vitexine - Isovitexine (Extrasynthése Genay, (69) F.)
0,5 mg de chaque solution sont dissous dans 5 ml de méthanol
dépot de 10 pul.



a-1-5) Extraits végétaux.
* Extrait aqueux : 0,3186 g de lyophilisat (1g de plante séche) sont dissous dans 10 ml d'éthanol &
60 %.

** Extrait hydroalcoolique: 0,3114 g de lyophilisat (1 g de plante siche) sont mélangés a 10 ml
d'éthanol & 60 %

a-2) Mode opératoire

a-2-1) Préparation des extraits végétaux

a-2-1-1) Extraction de flavonoides 2 partir de la plante séche (Fa)
A 1 g de plante sdche obtenu par dessiccation de 4.29 g de cryobroyat (calcul réalisé 2 partir du
rendement R1), sont ajoutés 10 ml d'éthanol 2 60 %. '
Aprés 10 mn au bain marie & 60°C sous agitation, puis aprés refroidissement, la solution est
évaporée & siccité.
Le résidu obtenu est dissous dans 2 ml d'éthanol 60 %.

a-2-1-2) Recherche de flavonoides dans le cryobroyat (Fb)

A 1 g de cryobroyat est ajouté 1 ml de méthanol; 1a solution est filtrée et le filtrat est récupéré pour
1'analyse chromatographique. '

a-2-1-3) Extractj vonoi ir du lyophilisat préparé par extraction hydroalcoolique (Fc)

A 0.3186 g de lyophilisat (équivalent de 1 g de plante séche déterminé griice au rendement R2), sont ajoutés 10 ml
d'éthanol 3 60 %.

Aprds 10 mn au bain marie 3 60°C, sous agitation, puis refroidissement, 1a solution est évaporée 2 siccité.

Le résidu obtenu est dissous dans 2 ml d'éthanol 60°.

A 0.3114 g de lyophilisat, sont ajoutés 10 ml d'éthanol & 60°.
Le protocole est ensuite identique au protocole du lyophilisat hydroalcoolique.
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a-2-2) Préparation des solutions témoins

0.5 mg de chaque témoin (orientine, isoorientine, vitexine et isovitexine) est dissous dans 5 ml de méthanol.

a-3) Chromatographie.
10 ul de chaque solution (solutions A examiner et solutions témoins) sont déposés sur 2 plaques de chromatographie.

Apres migration du solvant sur un front de 15 cm, les plaques sont retirées et séchées & 1'air. Aprés pulvérisation du
réactif de Neu, les plaques sont de nouveau séchées a 1'air peﬁdant 30 mn, puis examinées en lumidre ultraviolette a 365

nm et les Rf sont notés.

b) Recherche des alcaloides
b-1) Matériel
b-1-1) Support :
Plaque de silice Kiesegel G 60 (Merck, Ref.5721)
b-1-2) Solvant :
Les solvants qui ont ét¢ utilisés :
1/ Tolu2ne - Acétate d'éthyle - Diéthylamine
(70/20/10/; V/IV)
2/ Ammoniaque concentrée R - Méthyléthylcétone -
~ Ether R -(4/32/64/; VIV)
b-1-3) Réactif de détection :
Réactif de Dragendorff, formule de Munier et
Macheboeuf :
L'obtention de ce réactif nécessite la préparation préalable de 2 solutions : - une solution A :
Sous-nitrate de bismuth (0.85 g) - Acide
acétique (10 ml) - Eau (40 ml)
- une solution B :
Iodure de potassium (8 g) - Eau (20 ml)
Le réactif final est obtenu par addition de :
Solution A (5 ml) - Solution B (5 ml) - Acide
acétique (20 ml) - Eau (70 mi)
b-1-4) Solutions témoins :
Les solutions de référence utilisées sont les suivantes :
Harmane - Harmine - Harmaline - Harmol - Harmalol (Sigma, France).
1 ml de chaque solution témoin est dissous dans 5 ml de méthanol R.
Dépbt: 5; 10; 15; 20; 30; 40; 50; 60 et 80 ul de chaque solution témoin sont déposés sur la plaque afin de
déterminer le Rf et le seuil de detection.



b-1-5) Extraits végétaux.
Différentes préparations sont utilisées :

+ préparation n°1: dépot aprés extraction d'alcaloides a partir du cryobroyat.
+ préparation n°2: dépSt aprés extraction d'alcaloides & partir du lyophilisat aqueux.
+ préparation n°3: dépdt aprds extraction d'alcaloides 2 partir

du lyophilisat hydroalcoolique
+ préparation n°4: dépét du cryobroyat lyophilisé.
+ préparation n°5: dépdt du lyophilisat hydroalcoolique.(EH1)
+ préparation n°6: dépdt du lyophilisat aqueux (EH2)
+ préparation n°7: dép6t du lyophilisat du résidu aqueux (EHS5).
+ préparation n°8: dépdt apres extraction d'alcaloides du cryobroyat.

b-2) Mode opératoire

b-2-1) Préparation des extraits végétaux
La mise en évidence des alcaloides a été réalisée sur différentes préparations végétales :

Préparation n°1 : (Alcl)

Préparation réalisée a partir du Cryobroyat :
A 214,59 g de Cryobroyat, (correspondant & 50 g de plante séche) sont ajoutés 400 ml de méthanol R; La solution est
chauffée 4 reflux au bain marie pendant 1 h.
Apres refroidissement, et filtration sous vide; le filtrat recueilli est évaporé 2 siccité au rotavapor.
Le résidu obtenu est mis en contact avec 150 ml d'une solution d'acide sulfurique R 2 0.5 % (m/v) pendant 15 mn en
agitant de temps 2 autre : en milieu acide en effet, les alcaloides se transforment en sels d'alcaloides solubles dans l'eéu
oll les pigments chlorophyll‘gg sont par contre insolubles.
La solution est ensuite filtrée sur papier filtre, la filtration permettant de retenir les pigmeats.
La solution est alors alcalinisée jﬁsqu'i pH = 9 (pH metre) avec une solution d'hydroxyde de potassium 20 % (m/v).
Elle est épuisée avec 3 fois 30 ml de chloroforme & 1'aide d'une ampoule & décanter. Les 3 phases chloroformiques sont
réunies puis filtrées sur sulfate de sodium anhydre. Elles sont alors évaporées au rotavapor pour éliminer le chloroforme.
1 ml de méthanol R est ajouté au résidu obtenu.

Préparation n°2 : (Alc2)
Préparation réalisée & partir d'un lyophilisat aqueux :
La masse équivalente, en lyophilisat aqueux, de 16,6 g de plante séche & savoir 5.2 g de lyophilisat (d'aprés le rendement
R3), sont utilisés pour cette extraction
Le protocole est ensuite identique au protocole précédent mais avec :
Volume de méthanol ajouté : 133 ml
Volume de chloroforme utilisé : 3 fois 10 ml:
Volume de méthanol ajouté au résidu final : 1 ml
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Préparation n°3 : (Alc3)

Préparation réalisée & partir du lyophilisat hydroalcoolique :

la masse équivalente, en lyophilisat hydroalcoolique, de 16,66 g de plante séche 2 savoir 5.31 g de lyophilisat (d'apres le
rendement R3), sont utilisés pour cette extraction. Le protocole est ensuite identique au protocole de la prépation n°1
mais avec :

Volume de méthanol ajouté : 133 ml

Volume de chloroforme utilisé : 3 fois 10 ml

Volume de méthanol ajouté au résidu final : 1 ml

Préparation n°4 : (Alcd)

Préparation réalisée A partir de cryobroyat lyophilisé :

A de 214,59 g de cryobroyat (correspondant & 50 g de plante séche), sont ajoutés 400 ml de méthanol R.

Le protocole est ensuite identique au protocole de la préparation n°1 mais avec : temps de contact de la plante et de
I'acide sulfurique : 14 h (au réfrigérateur), ce qui a permis de diminuer la quantité de pigments chlorophylliens dans

1'extrait.

Préparation n°S5 : (AlcS)
Préparation réalisée & partir d'un lyophilisat hydroalcoolique EH1
1 mg de lyophilisat est dissous dans 1 ml de méthanol R.

Préparation n°6 : (Alc6)
Préparation réalisée A partir d'un lyophilisat aqueux EH2
1 mg de lyophilisat est dissous dans 1 ml de méthanol R.

Préparation n°7 : (Alc7)
Préparation réalisée & partir d'un résidu de lyophilisat aqueux EHS :
1 mg de lyophilisat est dissous dans 1 ml de méthanol R.
Préparation n°8 : (Alc8)

Autre préparation réalisée & partir du Cryobroyat :
A 1'&uivalence en Cryobroyat de 75 g de plante séche, c'est & dire 3 321,88g de Cryobroyat, sont ajoutés 400 ml de
méthanol R; la solution est chauffée & reflux au bain marie pendant 1h.
Aprs refroidissement, elle est filtrée sous vide; le filtrat recueilli est évaporé i siccité au rotavapor.
Le résidu obtenu est mis en contact avec 225 ml d'une solution d'acide sulfurique R 2 0.5 % (m/v) pendant 15 mn en
agitant de temps a autre. La solution est ensuite filtrée sur papier filtre.
La solution est alors alcalinisée jusqu'a pH = 9 (PHm2tre) avec une solution d'hydroxyde de potassium 20 % (m/v) Elle
est épuisée avec 3 fois 45 ml de chloroforme, le solvant est évaporé A siccité puis le résidu est repris dans 1 ml de
CHCL3.



b-2-2). Préparation des solutions témoins

Chaque solution témoin : harmine, harmane, harmol, harmaline, et harmalol est préparée de la fagon suivante:
1 mg de chaque témoin est dissous dans 5 ml de méthanol R.

b-3) Chromatographie

Différentes quantités de chaque préparation (solutions 2 examiner et solutions témoins) sont déposées sur des plaques de
chromatographie qui sont alors introduites dans la cuve & solvant.

Apres migration du solvant sur un front de 15 cm, les plaques sont retirées puis séchées dans une étuve entre 100 et
105°C pendant 10 mn.

Le réactif de détection est alors pulvérisé .

Les quantités déposées sont rassemblées dans le tableau suivant:

Témoins Quantités déposées ( ul )
Flavonoides 40 ; 60
Alcaloides $ ;10 ; 15 ; 20 ; 30 ; 40 ; 50 ; 60 ; 80
Préparations Quantités déposées ( ul )
Flavonoides 10 ; 30
Alcaloides :

Alcl 20 ; 40 ; 60

Alc2 20 ; 40 ; 60 ; 200

Alc3 20 ; 40 ; 60 ; 170

Alcd 120 ; 240

AlcS,6,7 40

Alc8 40 ; 60 ; 80 ; 100 ; 120




1-2-4) RESULTATS :

1-2-4-1) Melissa officinalis ;

Les fractions ainsi que les sous fractions obtenues sont résumées sur le tableau 1.

Le tableau 2 rassemble les valeurs de la masse initiale du lyophilisat de départ (ayant été utilisées pour l'extraction
méthanolique = 8,37 g) et des masses respectives de chacune des différentes sous fractions obtenues par

chromatographie sur colonne.

Les masses des différentes sous-fractions ne présentent, chacune, que 60 2 66 % de la masse réelle.

La perte est de 8,95 % par rapport A la masse de départ. Ces valeurs permettent de calculer les doses d'extrait a

administrer & 1'animal pour la recherche des effets pharmacologiques.

La révélation des différentes sous fractions a 1'aide de chromatographie en couche mince (CCM) a permis, d'une part de
rassembler les fractions présentant les mémes tiches, d'autre part de ne tester que les sous fractions dont les tiches

présentaient des différences tant au niveau de leur migration qu'd celui de leur révélation et de n'entreprendre une
recherche approfondie pour 1'identification des différentes fractions que si les résultats pharmacologiques sont positifs
avec 1'une ou plusieurs de I'ensemble des fractions; par conséquent, 7 fractions sur 16, seulement, ont été séléctionnées

et testées en pharmacologie en raison des différences présentes au niveau de leur migration et leur révélation.

1-2-4-2) Passiflora incarnata
A) Calcul des rendements

A-1) Rendement en plante séche dans le cryobroyat
5 pesées ont été effectuées; les résultats obtenus sont les suivants :

N°1 N°2 N°3 N°4 N°5
Pesées ( g ) 0,44 0,50 0,50 0,42 0,47
Moyenne des 5 pesées 0,466 g
D'ol le calcul du rendement :
R1 = 0,466/2.100
R1=233%

100 g de cryobroyat renferment donc 23,3 g de plante siche.

A-2) Rendement du lyophilisat dans la plante sdche ;
Les masses de lyophilisats obtenues sont les suivantes :
Lyophilisat hydroalcoolique : 6,68 g
Lyophilisat aqueux :6,53 g



B) Identification des flavonoides
B-1) Résultats obtenus aprés CCM des témoins

Les échantillons témoins (Orientine, Isoorientine, Vitexine, Isovitexine), aprés pulvérisation du réactif de Neu et du
Polyéthyleneglycol 4000, se colorent en jaune, qui apparait plus ou moins nuancé sous lumitre ultraviolette (365 nm).
Les couleurs caractéristiques, ainsi que les fronts de migration (Rf) des différents témoins, sont rassemblés dans le

tableau suivant :

Couleur RE

Orientine Jaune orangé clair 0.73
Isoorientine Jaune orangé plus foncé 0.62
Vitexine Jaune vert 0.80
_-Isovitoxino Jaune vert 0.70
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Vitexine Isovitexine

Photol Identification des flavonoides
Vitexine - Isovitexine

Orientine - Isoorientine

Photo 2 Identification des flavonoides
Orientine - Isoorientine.
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Photo3 Identification des flavonoides dans differentes
préparations végétales de passiflora incarnata
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B-2) Résultats obtenus aprés CCM des différents extraits
végétaux de P.incarnata

Préparations Couleur REf Témoin correspondant
Fa. : Jaune orangé 0.73 Orientine
Cryobroyat Orange 0.62 Isoorientine

avec
extraction Jaune vert 0.80 Vitexine
Jaune vert 0.70 Isovitexine
. Fb
Cryobroyat
sans
extraction Jaune vert 0.80 Vitexine
Jaune vert 0.70 Isovitexine
Fd. : Jaune orangé 0.73 Orientine
Lyophilisat Orange 0.62 Isoorientine
hydroalcool.
Jaune vert 0.80 Vitexine
Jaune vert 0.70 Isovitexine
Fe
Lyophilisat
agqueux .
Jaune vert 0.80 Vitexine
Jaune vert 0.70 Isovitexine




C) Identification des alcaloides
C-1) Résultats obtenus aprés CCM des échantillons témoins

Avec le réactif de Dragendorff les témoins se colorent en orange plus ou moins prononce.

Leurs couleurs caractéristiques ainsi que leurs Rf sont présentés dans le tableau suivant :

Couleur RE

--;arnano Orange foncé 0.60
Harmine Orange 0.47
Harmaline Orange foncé 0.12
Harmol Orange 0.30
--;armalol Orange rosé 0.08

C-2) Résultats obtenus aprés CCM des différents extraits

végétaux de P.inacarnata :
Seul le chromatogramme obtenu & partir de la préparation N°8 a présenté des taches intéressantes :

Préparation Couleur R Témoin correspondant

Orange foncé 0.08 Harmalol
N°8

Orange pile 0.12 Harmaline
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Harmane Harmine

Photo4 Identification des alcaloides
Hramane - Harmine

Harmaline Harmol Harmalol

Photo 5 Identification des alcaloides
Harmaline - Harmol - Harmalol
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Photo 6 Identification des alcaloides dans le cryobroyat
de passiflora incarnata
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I-2-5) CONCLUSION

A) LES ALCALOIDES
Le chromatogramme obtenu & partir des préparations N° 1,2,3,4,5,6 et 7, ne présente aucune des bandes orangées
visibles sur le chromatogramme des échantillons témoins; les seules tiches obtenues sont des tiches vertes et jaunes
caractérisant la présence de pigments chlorophylliens (chlorophylle a, chlorophylle b et carot2ne) dans les extraits.
Sur le chromatogramme obtenu & partir de la préparation N°8, figurent deux bandes orangées : (par ordre croissant de
Rf)

* L'une, qui pourrait correspondre 2 1'harmalol.

* L'autre qui parait semblable, quant 2 sa position, & 1'harmaline.

B) LES FLAVONOIDES
Le chromatogramme obtenu avec les solutions préparées & partir de la plante séche et du lyophilisat hydroalcoolique,
présente, dans la moitié supérieure 4 bandes fluorescentes.
par ordre croissant de Rf, on observe :

- Une bande orange qui est semblable, quant 2 sa position et sa fluorescence, 2 la bande du chromatogramme
obtenu avec la solution témoin d'isoorientine.

- Une bande jaune vert qui correspond 2 la bande obtenue avec 1'isovitexine.

- Une bande jaune orangée caractéristique de 1'orientine.

- Une bande jaune vert qui correspond quant 3 sa position et sa couleur 2 celle de la vitexine.
Le chromatogramme obtenu avec les solutions préparées a partir du cryobroyat et du lyophilisat aqueux est dépourvu des
bandes oranges et jaunes orangé, correspondant quant 3 leur position et leur couleur & 1'isoorientine et I orientine:

- L'absence de ces deux flavonoides dans la solution préparée a partir du cryobroyat est sans doute due au fait
que cette préparation n'a pas permis une concentration suffisante des flavonoides dans 1'extrait végétal et que seuls
vitexine et isovitexine, présents en quantité plus importante que orientine et isoorientine, ont pu &tre détectés.
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I-2-6) DISCUSSION

L'ensemble des résultats révele la présence de flavonoides du type orientine, isoorientine, vitexine et isovitexine dans les
différents extraits étudiés, la teneur de ces flavonoides dans la plante étant de 0,15 & 0,30 % (Gavasheli, 1970) leur mise
en évidence n'a présenté aucune difficulté; par contre, la chromatographie sur couche mince n'a pas permis de détecter
tous les alcaloides et en particulier 1'harmane, 1'harmine et 1'harmol en raison de leur faible teneur dans la plante qui ne
présente que 0,03 20,1 % (Neu, 1954; Lohdefin et Kating, 1974) ce qui rend leur mise en évidence, du moins par la
technique de C.C.M., relativement difficile, donc leur présence dans nos différents extraits étudiés serait sous forme de

traces.



PARTIE I

ETUDES PHARMACOLOGIQUES
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) ETUDES PHARMACOLOGIQUES
II-1) Préparation des extraits.

II-1-1) Les extraits de Melissa officinalis L.
a) Extrait hydroalcoolique et huile essentielle

Deux lots d'extrait hydroalcoolique référencés (MOLI 1.1087 et MOLI 2.088) ont été préparés 2 partir du cryobroyat de
plantes fraiches fourni par les laboratoires ARDEVAL, le cryobroyat est soumis & une macération a température
ambiante dans une solutioﬁ hydroalcoolique & 30 % (V/V) pendant 12 heures, suivie d'une deuxi®me macération pendant
12 heures & 35°C. L'extrait obtenu est filtré, 1'éthanol est éliminé par évaporation sous vide, puis 1'extrait est lyophilisé.
Le lyophilisat obtenu représente un rendement de 17,8 % par rapport & 1a plante séche pour MOLI 1.1087 et 26,9 %
pour MOLI 2.0788. Les résultats sont exprimés en mg de plante séche et non en mg d'extrait.

L'huile essentielle a été extraite au laboratoire ARDEVAL a partir de cryobroyat de M. officinalis.

b) fractions

Les fractions ont été obtenues par chromatographie sur colonne, réalisée au Laboratoire de pharmacognosie de
I'Université de Marseille, & partir de 10 g d'extrait hydroalcoolique de M.officinalis., le méthanol est ajouté a des
concentrations progressives comprises entre 10 et 80 % (V/V).

Pour chaque concentration en méthanol, quatre sous fractions sont recueillies suivant un temps déterminé pour chaque
sous-fraction.

Les sous-fractions ainsi obtenues sont résumées sur le tableau 1



Tabieau 1 : Fractionnement de MO oar chromatographie et

diution par le méthanoi

Teneur ea méthanot sous-fraction| Nombre de Sou.-frnetlonJ
des fractions obtenue tractions testébes
-1
I1: A
10 % -1 3
- III*VM* HisVM : B
-1
30 % - Helll 3 el : ©
- VM VM : D
-1 1: E
60 % - e lII+ VM 3 HsltsVM : F
{sli+llleVM : G
80 % - IellslileVM 3

* VM « volume mort

Tablesu 2 : Tablesu récapituiati! des masses des diftérentes

fractions obtenuss.

Lyophilisat Masse de depart ;: 8.37 g
Titre en méthanol 0% 30 % 6o % 80 % Total
- Helli { 1o 11
Fractions t W oevMm 1 el )] VM 1 R .
VM |lIl+ VM
masse obtenue
3485 748 93 168 82.7 10.6 109 193 203 6081
(on mg )
masse totale
calculée 6228 | 1119 | 140 237 128 188 | 183 289 | sos 7686
(on mg ) ‘
masse totale
théorique
8698 | 1210 182 269 130 17 178 316 332 8307
(onmg)

VM ; volume mort
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Le tableau 2 rassemble les valeurs de la masse initiale du lyophilisat (8,37 g) et des masses respectives de chacune des
différentes sous-fractions obtenues par chromatographie sur colonne.

Les masses des différentes sous-fractions ne présentent chacune que 60 & 66 % de la masse réelle. La perte est de 8,95

% par rapport & la masse de départ. Ces valeurs permettent de calculer les doses d'extrait & administrer 2 1'animal pour

la recherche des effets pharmacologiques.

La révélation des différentes sous-fractions a 1'aide de chromatographie en couche mince (CCM) a permis, d'une part de
rassembler les fractions présentant les mémes tiches, d'autre part de ne tester que les sous-fractions dont les tiches

présentaient des différences tant au niveau de leur migration qu'a celui de leur révélation. Par conséquent, 7 fractions sur
16, seulement, ont été testées.

I1-1-2) Les extraits de Passiflora incarnata L.

a) Extrait hydroalcoolique Pil
L'extrait Pil a été préparé i partir d'un cryobroyat de plantes fraiches (Lot 191 et référencé PILI.287.89) fourni par les
laboratoires ARDEVAL, soumis & une macération A température ambiante dans une solution hydroalcoolique 2 30 %
(V/V) pendant 12 heures, suivie d'une macération pendant 12 heures & 35°C. L'extrait obtenu est filtré, 1'éthanol est
éliminé par évaporation sous pression réduite, puis 1'extrait est lyophilisé (extrait Pil). Le rendement de la lyophilisation
est de 13,89 %, par rapport au poids initial de plante séche, les doses utilisées sont exprimées en mg de plante séche.

b) Extrait aqueux Pi2
L'extrait aqueux Pi2 est préparé selon le méme mode opératoire, avec de 1'eau distillée.

¢) Extrait Pi3 et Pi4

Les extraits Pi3 et Pi4 sont réalisés 2 partir de 1'extrait aqueux Pi2 et ont été préparés de la fagon suivante: A partir d'un
lyophilisat de 1'extrait aqueux, on préléve 1'équivalent de 8 g en plante séche auquel on ajoute 100 ml d'alcool a 30 %
pour obtenir une solution hydroalcoolique & 30 % de 8000 mg/100 ml préte & &tre administrée aux animaux 2 la dose de
800 mg/10ml/kg, aprés élimination de 1'alcool.
Cette solution est séparée en 2 fractions:

* ]a fraction Pi3 obtenue par I'élimination immédiate de 1'alcool (Tableau 3).

* ]a fraction Pid est conservée pendant 7 jours A 1'abri de la lumidre et & température ambiante puis 1'alcool est
éliminé au bout des 7 jours avant I'utilisation pour les tests pharmacologiques. (Tableau 3)



TABLEAU No 3

BREPARATION DES EXTRAITS P(3 ET Pi4

Alcool (96,4 %)

o
\

Eau distillée

68.88 mi

volume final:

solution & 30
100 mi

d’alcool

Extrait végétal aqueux
lyophilisat: équivalent de
8000 mg/100mi de plante séche
(800 mg/10 mi’/kg de poids)

V80 ml

solution d'extrait
hydroaicoolique 30 %
{volume 100 ml)

V ¢ 80 mi

JABLEAU No 4

cryobroyat (90 g) solution hydroalgoolique 30 %

macération h température
amblante sous aglitation
pendant 12 h.

macération 4 36 C
pendant 12 h.

tiitration =y R sldu
v

fll!at
évaporation de I'éthanol du filtrat
sous pression rédulte

|

iyophilisation

llyolelut hydronlcoollquo !Fm |

Extrait végétal hydrosicoollque. (Pi1}
iyophiiizat: 300 mg/10 mi/kg de poids

adminigtration par infection l.p.

testia pharmacoiogiquen:

Extrait végetai aqueux. (P!

yophilisat: 860 mg/10 mi/kg de polds
%

administration par injection i.p. tests pharmacologiques

(Pi3)

tion ¢
peur les teats pharmacetogiques.
adminlatrstion psr Lp.

pharmacologiques

L

maintonue & température amblante
& Febsourité pendant 7joure. smmlp
¢limination d'alceo! avant les Wats.

pharmaceiogiquen.
e [—>

tests

administration par i.p. pharmacoiogliques

(Pi4)

résldu récupére addition de 800 mi d'eau

distiliée

macération & température
ambiants sous agitation (12 h.)

macération & 36 C pendant 12 h.

{marc)

Hitration

évaporation de l'esau
sous pnnlin rédulte
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, ¢) Extrait Pi§
L'extrait PiS est préparé de la fagon suivante:
90 g (cryobroyat) + 900 ml (solution hydroalcoolique 30 %).
macération,  température ambiante pendant 12 heures
macération 3 37°C pendant 12 h.
filtration.
filtrat évaporé et lyophilisé pour préparation du
lyophilisat hydroalcoolique semblable a (Pil).
Le résidu ou marc est repris dans 900 ml
d'eau distillée.
macération A température ambiante pendant 12 h.
macération a 37°C pendant 12 h.
évaporation et lyophilisation : PiS. (Tableau 4)

1I-2) Animaux,

Les souris miles hétérozygotes, utilisées dans la plupart des tests, sont issues de la lignée Swiss et proviennent des
centres d'élevage Césal (Montmédy (55)), Janvier (Le Genest (53)) ou du laboratoire de psychophysiologie de
Strasbourg. Les tests pharmacologiques sont effectués sur des animaux dgés de 11 & 14 semaines (élevage Césal,
Montmédy (55) et Janvier, Le Genest (53)). D2s leur réception, les animaux 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 & un cycle jour/nuit de 12
heures d'éclairement et de 12 heures d'obscurité et maintenue a une température constante de 21°C + 1°C.

Les souris, utilisées dans le test du milieu nouveau, élevées au laboratoire de psychophysiologie de Strasbourg sont
sevrés & 1'dge 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 3 une température constante de 21°C + 1°C.

L'eau et la nourriture (croquettes compltes et vitaminées M25 Extra-labo, Provins (77)) sont fournies & volonté pour les
souris. Quinze jours avant le test, les animaux sont placés dans la pidce expérimentale également cyclée et maintenue 2
température constante. Les expérimentations sont réalisées durant la phase nocturne et donc active des animaux et ceci en
lumi2re rouge.

Les produits de référence et les extraits de plantes sont dissouts dans un volume de 10 ml de NaCl 0,9 %. NaCl 0,9 %
est utilisé comme témoin et solvant de peéparation des substances et extraits & administrer en i.p..
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II-3) RECHERCHE DES PROPRIETES NEUROTROPES
I1-3-1) PROPRIETES SEDATIVES ET/OU ANXIOLYTIQUES
I1-3-1-1) Introduction
A) Propriétés sédatives et anxiolytiques
Depuis les travaux de Delay et coll. (1952) concernant I'emploi thérapeutique psychiatrique du premier neuroleptique
synthétisé, la chlorpromazine, les substances psychotropes sont classées en trois groupes principaux:
- Les psycholeptiques (hypnotiques, neuroleptiques ou tranquillisant majeurs et anxiolytiques ou tranquilisants mineurs),
qui réduisent 1'activité mentale.
- Les psychoanaleptiques (noonaleptiques, anti-dépresseurs et psychostimulants), qui augmentent 1'activité mentale.
- Les psychodysleptiques, regroupant les substances hallucinogenes et non hallucinogénes capables de dévier 1'activité
mentale dans un sens ou dans 1'autre.
En fait, trés souvent, la classification de certaines substances s'avére trés difficile, la séparation pharmacologique entre
ces trois groupes de psychotropes n'étant pas aussi aisée que le classement précédement présenté pourrait le laisser
‘supposer.
Ainsi, les 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).
En effet si de nombreuses substances trés différentes, telles que certains neuroleptiques, hypnotiques ou antidépresseurs,
mais également la morphine et certains ageats B-bloquants ont une certaine activité anxiolytique plus ou moins
prononcée, les médicaments thérapeutiques employés pour un tel effet principal sont représentés par les tranquillisants
mineurs, encore appelés, de ce fait, "anxiolytiques”, il s'agit de médications symptomatiques prescrites contre les états
d'anxiété, de malaise, de tension émotionnelle ou d'insomnie.
Actuellement, les tranquillisants mineurs les plus fréquemment employés appartiennent au groupe des benzodiazépines.
Malgré la relative hétérogénéité de cette classe, le point commun 3 tous ces composés serait leur action dépressive
centrale, dépression qui s'exercerait de fagon relativement spécifique sur 1'hypothalamus et le systéme limbique (Simon,
1979).
En fait, peu de certitudes sont actuellement avancées, en ce qui concerne les mécanismes d'action mis en jeu pour cette
activité anxiolytique; de trds nombreux travaux ont &té consacrés  cette classe de neurotropes, au cours de ces dernieres
années, qui ont permis d'émettre diverses hypotheses plus ou moins tangibles et faisant notamment appel 2 'intervention
du GABA (principal neurotransmetteur inhibiteur du systdme nerveux central humain), de la glycine, du GMP cyclique,

des catécholamines.
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Un intérét tout particulier s'est manifesté & 1'encontre du groupe des benzodiazépines, permettant la découverte de sites
récepteurs centraux et de sites accepteurs périphériques (localisés dans divers organes) ainsi que 1'élaboration d'un
complexe macromoléculaire, 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 Mdhler, 1984 - File et Pellow, 1985 - File et coll., 1986 - Stolerman et coll. 1986 - File et Pellow, 1987 -
Miller et coll., 1987).

Aux propriétés anxiolytiques principales, viennent s'adjoindre divers effets plus ou moins marqués selon le§ composés et
notamment un effet sédatif, qui lui est trés souvent étroitement lié.

Fréquemment, cette activité sédative est thérapeutiquement considérée comme indésirable, en raison de 1'apparition
d'effets secondaires, quoique peu importants et assez rares, du type somnolence, apathie, ralentissement des réflexes,
vertiges, 1égtre hypotension et amnésie, plus qu'une activité anti-agressive, quant a elle peu spécifique des tranquillisants
mineurs, puisque la majorité des psychotropes (y compris les amphétaminiques) sont capables d'exercer un tel effet; de
plus, si cette activité anti-agressive peut étre obtenue expérimentalement sur 1'animal, son existence reste beaucoup plus
hypothétique vis & vis de 1'agressivité humaine.

* Modeles expérimentaux chez I'animal

Concernant les effets neurotropes sédatifs, leur mise en évidence expérimentale est rendue possible par 1'observation de
la réduction de 1a motilité et de I'exploration de 1'animal, par la potentialisation de tous les dépresseurs centraux
(hypnotiques, anesthésiques généraux, alcool ...), ainsi que par la suppression de tous les réflexes conditionnés pré-
établis.

La recherche de ces propriétés sédatives est réalisée griice & 1'étude du comportement d'un petit rongeur, la souris,

confronté A diverses situations particulidres contraignantes ou non.

En effet, il faut savoir que cet animal est territorial et que les reperes olfactifs jouent un réle important dans 1'expression
de son comportement, la souris marquant son territoire par diverses odeurs familitres (sécrétions urinaires...).

Ainsi, le fait d'introduire la souris, de force, dans un milieu non familier, dépourvu de ces reperes familiers, constitue
une situation trds aversive et anxiogine (situation contraignante) et a pour effet d'entrainer une inhibition du
comportement général de 1'animal dans ce milieu non familier (Misslin et coll., 1982), phénom2ne non observé lorsque
la continuité topographique entre les milieux nouveaux et familiers est maintenue, c'est & dire lorsque 1'animal peut

accéder librement de son milieu familier au milieu nouveau sans aucune contrainte. (situation non contraignante)



Quant aux propriétés anxiolytiques, le probléme majeur, posé par 1'étude d'une substance donnée, réside dans

I'impossibilité que nous avons d'affirmer 1'existence chez les animaux d'états subjectifs analogues & ceux de 1'homme et
qui sont a 1'origine du concept d'anxiété.

En fait, de telles études réalisées sur 1'animal ne permettent que d'observer son comportement face 2 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 et a

fortes doses de renforcer cette inhibition.

Ainsi, cette action désinhibitrice observée chez 1'animal est généralement corrélée chez 1'homme, le qualificatif

anxiolytique étant alors employé, par comodité, pour désigner cette désinhibition.

De telles propriétés désinhibitrices sur le comportement de 1'animal peuvent se manifester a faibles doses et constituer un

début d'une actvité sédative qui ne se manifeste qu'a plus fortes doses.

Divers autres modeles expérimentaux, peuvent &tre utilisés pour cette recherche de propriétés anxiolytiques :

Ainsi, le test de I'escalier (test contraignant), précédement utilisé lors de la confirmation d'effets sédatifs, est

couramment employé, de par son caractre aversif. Effectivement, 1'animal, en 1'occurence la souris, est introduit de

force dans un milieu inconnu dépourvu de reperes familier et fortement éclairé, sans possibilité de s'y soustraire, ni d'y

trouver un refuge.

Autre test anxiogne, le test de la chambre claire/obscure, consiste en une situation de conflit spontané, basée sur la

tendance de la souris A préférer un endroit sombre plus sécurisant i un endroit éclairé.

Comme dans le test de 1'escalier, 1'animal (souris) est introduit de force dans un milieu inconnu dépourvu de reperes

familiers et fortement éclairé; cependant celui-ci conserve la possibilité de se soustraire & cette situation aversive, en se

réfugiant dans un compartiment également inconnu, mais rendu moins anxiogéne en raison de 1'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 neurotropes sédatives et/ou anxiolytiques pour les extraits

hydroalcoolique et aqueux de Melissa officinalis et de Passiflora incarnata par la réalisation de ces expérimentations non
contraignantes (test du milieu nouveau) et contraignantes (test de 1'escalier et test de la chambre claire/obscure).
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Dans la mesure ol les hypoth2ses de départ, concernant des effets sédatifs et/ou anxiolytiques, sont toutes ou en partie
vérifiées, il n'est pas envisageable d'effectuer la recherche d'une activité neurotrope, sans aborder leurs effets
hypnotiques trés souvent associés & cette activité neurotrope.

C'est pourquoi, aprés la mise en évidence d'effets sédatifs et anxiolytiques des extraits de Melissa officinalis et de
Passiflora incarnata, nous avons recherché 1'existence de propriétés hypnotiques propres, mais aussi une éventuelle
interaction avec les barbituriques, souvent constatée pour certaines substances psychotropes qui sont capables de
potentialiser ou d'inhiber 1'action de ces hypnotiques.

L'ensemble des résultats obtenus au cours de ces trois expérimentations, non contraignante (test d'exploration d'un
milieu nouveau) ou contraignantes (test de l'escalier et chambre claire/obscure), ainsi que les expérimentations sur
I'induction et la potentialisation du sommeil barbiturique, devraient permettre de confirmer ou non 1'existence de
propriétés sédatives ou/et anxiolytiques et les propriétés hypnotisues pour les différents extraits de Melissa officinalis et

de Passiflora incarnata.

A-1) Tests comportementaux

L'administration préventive d’une substance dotée de propriétés neurotropes doit donc soit lever cette inhibtions
(anxiolyse) soit la renforcer (sédation) ce qui peut se traduire, au niveau expérimental, par 1'augmentation ou la réduction
de certains parametres comportementaux, tels que 1'activité générale de 1'animal, la locomotion, les redressements,

1'activité exploratrice dans un milieu nouveau.

Selon la situation choisie (contraignante ou non contraignante), selon les paramdtres pris en compte, chaque procédure
expérimentale peut apporter différentes informations, quant 3 1'effet des substances étudiées sur le comportement de
1'animal.

Seul 1'ensemble de ces méthodes peut présenter une certaine valeur prévisionnelle et permettre de confirmer ou non

I'existence d'une activité neurotrope.

D'une fagon trés générale, deux grands types expérimentaux peuvent &tre distingués : d'une part, les expérimentations
non contraignantes et dont le modile utilisé est le test du milieu nouveau; d'autre part les expérimentations
contraignantes, dites paradoxalement de "situation libre” et dont les modeles utilisés sont le test de 1'escalier et le test de
la chambre claire/obscure.



* Le premier type expérimental, pouvant &tre mis & profit lors de la recherche de propriétés sédatives, consiste 2 étudier

le comportement de 1'animal confronté 2 une situation non contraignante. C'est notamment le cas du test d'exploration
d'un milieu nouveau, dans lequel 1'animal a la possibilité d'accéder & un compartiment inconnu, contigu a son
environnement familier et auquel il peut se soustraire 3 tout moment en retournant dans le compartiment familier. La
conservation des reperes familiers, grice au maintien de la continuité topographique entre les milieux nouveaux et
familier, permet d'éviter toute perturbation neuro-végétative et neuro-endocrinienne majeur; ce protocole est
particulidrement adapté a I'étude du comportement explorateur des animaux.
Divers paramétres comportementaux peuvent &tre pris en considération, tels que 1a préférence de 1'animal pour le milieu
nouveau, les redressements effectués dans chacun des deux milieux (nouveau et familier), les comportements
autoplastiques (toilettage, prise de nourriture), le temps mis par 1'animal avant de pénétrer pour la premidre fois dans le
compartiment nouveau (temps de latence), les évitements précédents cette premitre entrée, mais aussi 1'activité
locomotrice développée dans chacun des deux milieux.

Cette dernitre activité a trés souvent &té considérée comme 1'archétype de la conduite exploratrice. En fait, si elle peut
étre 2 1'occasion exploratrice, la locomotion n'est pas synonyme d'exploration, mais elle peut servir 2 toute une variété
de fonctions selon les circonstances. L'étude de 1'activité exploratrice nécessite, quant 2 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 congéndre), d'évitement, d'enfouissement, de marquage par diverses
sécrétions odorantes, mais aussi d'agression (Misslin, 1983 - File et Pellow, 1987).

Cependant, 1a recherche de propriétés sédatives peut étre menée de fagon efficace par I'étude de 1'activité locomotrice de
'animal et par 1'enregistrement de divers autres parametres comportementaux (redressements, préférence néotique,
comportements autoplastiques...).



* Les deuxiémes consistent généralement 2 retirer 1'animal de sa cage d'élevage pour l'introduire de force dans une
enceinte nouvelle, souvent fortement éclairée, sans possibilité de s'y soustraire ou d'y trouver un refuge, une cachette
plus sécurisante. De telles procédures, si elles sont trés fréquemment utilisées afin d'observer les conduites d'adaptation
de 1'animal au milieu nouveau, sont également connues pour provoquer d'importantes réactions neurovégétatives
(miction, défécation) et neuro-endocriniennes (augmentation de la réponse corticosurrénalienne). (Misslin et coll., 1982-
83)

Ainsi, en raison des importantes perturbations de 1'état émotionnel de 1'animal et donc des répercussions évidentes sur
son comportement, ces méthodes sont trés souvent utilisées lors de la recherche de propriétés neurotropes désinhibitrices
de type anxiolytiques aux faibles doses ou des propriétés sédatives aux fortes doses.

Parmi les diverses procédures expérimentales mises 3 notre disposition (open-field, planche & trou, enceinte
claire/obscure, 1'escalier...), nous en avons sélectionné deux : le test de 1'escalier, car il présente 1'avantage de constituer
un environnement anxiogdne pour la souris qui ne peut s'y soustraire et permet par conséquent de révéler les propriétés
désinbitrices ou anxiolytiques d'une substance. Un dexi®me test contraignant permet de spécifier cette activité
anxiolytique, il 'dgit du test de 1a chambre claire/obscure qui présente une situation aversive avec la possibilité pour la
souris de s'y soustraire.

Le premier se déroule en lumitre blanche fortement aversive et permet de prendre en compte deux paramétres
comportementaux plus restrictifs, les redressements effectués et les marches montées par 1'animal, tandis que le second
se déroule dans deux compartiments, I'un est éclairé en lumiére blanche et 1'autre est obscur, les deux compartiments
sont séparés par une porte permettant 1'accés libre a 1'animal d'un compartiment & 1'autre, sont notés les transitions et le
temps passé dans le compartiment éclairé.



3-2) RECHERCHE DES PROPRIETES HYPNOTIQUES

3-2-1) Test d'induction et de potentialisation du sommeil
barbiturique, chez la souris

La mise en évidence d'un effet neurotrope conduit 2 tester leur activité sur le temps d'endormissement et le temps de

sommeil induit par le pentobarbital sodique. En effet la recherche d'une interaction vis 2 vis du sommeil induit par le
pentobarbital appartient aux tests classiquement utilisés dans les screenings pharmacologiques de substances actives sur le

systéme nerveux central, comme les sédatifs, les anxiolytiques, les antidépresseurs ou les psychostimulants.

Ce test permet de discriminer les substances qui augmentent, antagonisent ou ne modifient pas le sommeil experimental

induit par un barbiturique (Simon et coll., 1982 ; Simon, 1985).

L'interaction avec 1'hypnose, induite par un barbiturique 2 métabolisme hépatique comme le pentobarbital sodique, peut
résulter soit d'une action au niveau d'un récepteur central, soit d'une interaction dans le catabolisme du pentobarbital au
niveau hépatique (Simon et coll., 1982; Jori et coll., 1970); soit les deux 2 la fois en parallele (Tateoka et coll., 1987).
Cette interférence sur le syst2me hépatique rend nécessaire 1'utilisation d'un test 2 1'aide d'un autre barbiturique €liminé
par voie rénale, c'est la principale raison du choix de la plupart des auteurs du pentobarbital sodique et du barbital pour
réaliser ce test au cours des différents screenings pharmacologiques (Boissier et coll., 1972; Porsolt et coll., 1987).

Proprietes pharmacologiques (Harvey (1975), Schmitt (1973), Passouant et Billard (1978), Warot et
coll., 1979, H6 et Harris, 1981).

- Au niveau du syst®me nerveux central, les barbituriques dépriment de manidre réversible dose-dépendante 1'activité de
I'ensemble des tissus excitables ‘pouimnt aller de la simple sédation 2 une anesthésie et, A trés forte dose, au coma.
L'excitabilité corticale et thalamique, les syst®mes limbiques et la formation réticulée sont inhibés.

- La plupart des barbituriques et en particulier le pentobarbital, présentent des propriétés anticonvulsivantes et

myorelaxantes.
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- Sur 1'électro-encéphalogramme, on remarque que le pentobarbital modifie les activités électriques des différentes
structures encéphaliques. A dose hypnotique, il altére les étapes du sommeil, diminue la latence d'endormissement et
augmentent faiblement les ondes delta et 1'activité de 1'électro-encéphalogramme enregistrée pendant le sommeil.

Si le mécanisme intime de 1'action des barbituriques n'eét pas encore connu, de nombreux auteurs (H6 et coll., 1975;
Gerardy, 1982; Costa et Guidottiet, 1979) suggerent pour expliquer 1'ensemble des effets observés sur 1'animal que le
mode d'action des barbituriques se situe non seulement au niveau du récepteur GABA, pour expliquer 1'inhibition de la
transmission synaptique, mais également sur 1'inophore chlore. Par ailleurs, sur les neurotransmetteurs, le pentobarbital
augmente la quantité d'acétylcholine dans tout le cerveau plus particulidrement dans 1'hippocampe et le cortex cérébral
(Nordberg et Wahlstrom, 1977); il diminue le turnover de la nor-adrénaline et de la sérotonine et augmente celui de la
dopamine (Okamoto, 1978).

Probltmes méthodologiques

Les méthodes opératoires pour réaliser ce type de test sont généralement mal définies. Or, certains paramdtres
environnementaux peuvent modifier les résultats du test d'intéraction vis & vis du sommeil barbiturique, en particulier le
rythme circadien. Il faut constater que 1'analyse et 1'interprétation des phénomenes biologiques n'ont pas toujours pris en
compte la chronobiologie, or la nécessité d'une telle approche est devenue indispensable, aussi bien au niveau des
sciences fondamentales comme la pharmacologie, qu'au niveau des schémas thérapeutiques.
Des études de Davis (1962), Vesell (1968), Friedman et Walker (1968) ont montré chez le rat traité par des barbituriques
que le temps d'endormissement est augmenté et que le temps de sommeil diminue pendant la phase d'obscurité. C'est au
cours de cette phase que la température corporelle est maximale, que le taux de 5 hydroxytryptamine est minimal et que
le taux de nor-adrénaline est maximal. D'autre part, il est bien connu que 1'activité globale des souris est maximale au
cours de la phase nocturne et minimale au cours de la phase diume (Friedman et Walker, 1968; Kempf et coll., 1982). Il
apparait ainsi qu'un test comportemental réalisé sur une durée trop longue ou sur une durée englobant des périodes
différentes au cycle nyctéméral des animaux, géndre une variabilité importante dans les résultats. Pour éviter des erreurs
d'interprétation une méthodologie doit &tre strictement définie. Aussi est-il nécessaire de synchroniser tous les animaux
qui sont utilisés dans une étude expérimentale, et de choisir la phase du cycle optimal pendant laquelle les
expérimentations seront réalisées. Quant aux autres parametres, poids, dge, sexe, il nous a paru opportun de travailler
avec des animaux d'age constant (Rolland, 1984).

- Bien que ces tests soient d'utilisation courante, nous avons mis au point un protocole expérimental rigoureux
qui nous a semblé faire défaut dans la littérature;

- Nous avons ensuite recherché les effets potentialisateurs d'une administration aigué de M.officinalis et

P.incarnata.



11-3-1-2) INFLUENCE DE M.OFFICINALIS ET DE P.INCARNATA SUR LE
COMPO M OURIS P ANS L'ESC R
1) Procédure expérimentale

Les expérimentations sont réalisées sur des souris males Swiss (Césal); leur caractéristique ainsi que les conditions
d'élevage sont détaillées dans le paragraphe consacré aux animaux.

Le dispositif expérimental consiste en une 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.(photo 13)

Une lampe 2 incandescence blanche, placée au dessus de la marche la plus haute permet d'éclairer 1'enceinte.

2) Méthode

La technique utilisée est inspirée de 1a méthode de Molinengo et Ricci-Canaleros (1970), mise au point sur les rats et
adaptée aux souris par Simiand et Coll.(1984).

Trente minutes aprds 1'injection L.P. des produits & tester, 1'animal est retiré de sa cage d'élevage pour &tre déposé en bas
de I'escalier, le dos tourné par rapport aux marches. Le nombre de redressements effectués, ainsi que le nombre de

marches montées par la souris, sont comptabilisés de minute en minute, pendant cinq minutes.

Le clorazépate dipotassique (TranxéneR, Clin-Midy, Paris), pris comme produit de référence, est administré aux doses
de 5 et 10 mg/kg

Les témoins regoivent le solvant (NaCl 0,9 %) et les différentes solutions et extraits sont préparés dans une solution de
NaCl 0,9 % pour étre administrés en i.p..



3) Melissa officinalis

a) extrait hydroalcoolique
L'extrait hydroalcoolique est administré aux doses suivantes :
0,3-0,7-1,5-3-6-12-25-50-100 - 200 - 400 - 800 mg/kg.

b) fractions

b1) fractions seules
Les fractions (A,B,C,D,E,F et G) sont testées aux doses 12,5 et 50 mg/kg de plante séche. Certaines doses ont été
testées & 100 mg/kg.

b2) fractions associées par deux
Les fractions associées (C+D, C+F, C+G, D+F, D+G et F+G) ont été testées aux doses de 12,5 et 100 mg/kg de
plante séche.

b3) fractions associées par trois
Les fractions associées (C+D+E et C+D+F) ont été testées 2 1a dose de 100 mg/kg de plante séche.

b4) fractions associées par quatre
La fraction associée (C+D+F+G) a été testées aux doses de 12,5 et 100 mg/kg de plante séche.

bS) L'association de 1'ensemble Ses est administrée simultanément sous une dose

calculée correspondant & 50 mg/kg de plante siche.

b6) L 'extrait hydroalcooligue total, ayant été utilisé pour le fractionnement, est administré  la dose de
50 mg/kg de plante séche.

¢) huile essentielle
L'huile essentielle est utilisée aux doses de :
3,125 - 6,25 - 25 et 100 ul/kg
L'huile essentielle étant présente dans la plante 0,1 %, ces doses correspondent respectivement a:
3,125 - 6,25 - 25 et 100 mg/kg en plante sdche



d) Témoin et Produit de référence
Le témoin NaCl 0,9 % est administré 30 min. avant le test.
Le produit de référence utilisé est le clorazépate dipotassique (TranxéneR) & la dose de 10 mg/kg et est administré 30
min, avnat le test.

Toutes les doses sont exprimées en mg de plante séche et non en mg d'extrait.

tatisti
L'apparition d'une différence significative a 1'aide d'une ANOVA globale nous permet de faire des comparaisons, deux 2
deux des lots traités au lot temoin, aprés vérification de 'homogénéité des variances par le test de Bartlett on peut utiliser
un test paramétrique de comparaison multiples, le test T de Student.
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3-1) RESULTATS
3-1-1) Extrait hydroalcoolique : étude de la relation doses-effets

La figure 1 met en évidence une diminution significative et relativement similaire du nombre de redressements et des
marches montées, aprés traitement par 1'extrait hydroalcoolique de M.officinalis & partir de 3,12 a 25 mg/kg, la
diminution étant maximale 2 25 mg/kg. L'effet est encore significatif & 800 mg/kg. Le clorazépate dipotassique, pris
comme produit de référence présente une diminution significative du nombre de redressements et des marches montées
aux doses de 5 et 10 mg/kg.

3-1-2) Huile essentielle : étude de la relation doses-effets

La figure 2 montre 1'absence d'une activité de 1'huile essentielle sur les redressements et les marches montées chez la

souris.

3-1-3) Les fractions seules : étude de la relation doses-effets

Les fractions prises individuellement n'ont révéle aucune modification des redressements et des marches montées dans le
test de 1'escalier. Cependant, il a été constaté des tendances 2 la diminution des redressements et des marches montées
pour les fractions suivantes : C; D; F et G.

Par contre, les fractions C et E a la dose de 25 mg/kg augmentent les redressements et les marches montées.

Le choix des fractions 2 associer a &6 basé sur la tendance, de chaque fraction,  la diminution des redressements et des
marches montées (Fig.3 et 4).
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VARIATION TRAITES/TEMOINS
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Tableau S.

a) Influence de l'extrait de M.officinalis sur les redressements
de la souris dans le test de l'escalier.

o —— —— e, € —— = = - —— - — - - -—— - - -—— -—— e ——

MO MO MO MO MO MO MO
LOTS Témoin 0,3 0,7 1,5 3,12| 6,25 12,5} 25

NaCl 0.9%|mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/gk|mg/kg

———————————————————— -— - - - — - -—— - - - —— - - -

MOYENNES | 34,4 32,9 |32 26,5 |28 24,8 |17,8
/29,8 /24
ECART-TYP|1,67 2,87 |7 2,4 3,6 3,7 3,4
REDUIT /1,52 /0,6
% VARIATI 100 % 96 94 92 66 70 62 45
/ TEMOIN
P < // NS NS NS 0,01| 0,05{ 0,01|0,001
MO MO MO MO MO CD* CD*
LOTS Témoin 50 100 200 400 800 5 10
NaCl 0.9%|mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/kg
MOYENNES | 34,4 20 21 23 18 25
/29,8 7,5 6
ECART-TYP|2,5 4 2 4 2,8 3,5
REDUIT /3 0,9 1,6
% VARIATI
/ TEMOIN 100 58 63 68 54 73 25 18

P < L///////// 0,001/0,001{0,05 (0,001|0,01 }0,001(0,001

T e e Y - - — - - -—— - -—— - - - - -—— - — — —_]

* CD: clorazépate dipotassique (TranxéneR)
N = 10
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b) Influence de l'extrait de M.officinalis vis & vis des marches
montées de la souris dans le test de l'escalier.
MO MO MO MO MO MO MO
LOTS Témoin 0,3 0,7 1,5 3,12 6,25 12,5| 25
NaCl 0.9%|mg/kg|(mg/kg|mg/kg|{mg/kg|{mg/kg|mg/gk|mg/kg
MOYENNES| 40 40,5 [36.5 24
/39,8 /28,4 /25,7|/22,8|/20,8
ECART-TYP|2,2 3,61 16,3 3,5
REDUIT /2,42 /4,7 /2,3| /5,9 /4,7
% VARIATI 100 % 100 92 | 88 77 75 60 52
/ TEMOIN
P < // NS NS Ns | 0,05| 0,05|/0,001{0,05
MO MO MO MO MO CD* CD* |
LOTS Témoin 50 100 200 400 800 5 10
|Nacl 0.9%|mg/kg|{mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/kg
MOYENNES
36 25,5 23 24 24 30 15 9
ECART-TYP
REDUIT 4,4 3 5,4 3,2 4,7 2,8 3,2
% VARIATI
/ TEMOIN 100 % 54 64 67 67 84 40 24
P < ///// lo,0o1 |o,01 |0,05 0,01 |0,05 |0,001|0,001

* CD: clorazépate dipotassique (TranxéneR)

N

10
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Tableau 6: Effet de l'huile essentielle de Melissa officinalis
sur les redressements et les marches montées de la
souris dans le test de l'escalier.

LOTS Témoins Melissa officinalis
NacCl Huile essentielle (ul/kg)
DOSES |///////] 0 3,12 6,25 25 100
REDRESS|{% variat 100 106 97 93.9 932
-EMENTS p---==== e s e SRR EE R SEEE P
P < /1111 NS NS NS NS
MARCHES|% variat 100 100 82 96 96
MONTEES f========tf===mm o s e e e e e e e e e e L e e e
P < 11111 NS NS NS NS
N =10

dans /e test de ['eacaller,
REDRESSEMENTS
{ 12.6 mg/kg )
' Témoin
lots Necioag A -} (] D € F G
10 11 ] né mé mné ns ms n:8
Moyennes | 31 33 33 ao 206 | 38.8 | 26 30.6
Ecart-type
1.9 3.12 3.8 3.12 a.8 2.9 4.76 1.96
réduit
% par
rapport
au lot 100 108 108 7 06 120 84 (-1
témoin
P - NS NS NS NS NS NS N8

MARCHES MONTEES
( 12.6 mg/kg )

Moyennes | 34.8 30.8 | 34.8 as 30.8 36.8 | 20.8 | 30.8

Ecart-type

2 | 64 | 323 | s.12 4.14 | 4.8 8.3
cédult 1.88

% par

rapport 100 80 1
Py A (] 104 88.86 | 100.8 -1 88.8

témoin




des redragssementia et des merches sioatdes de /e sourls

dans /e iteat de I'escaller,
REDRESBEMENTS
( 26 mg/kp )
LTbmoln
Lots 01 0.9 A -] c b E F a
n10 (11} nd me ne me (Y] mé
Moyennes | 31 34.8 -1 M 36 26 30.6 as
cart-type|
1.86 2.7 .6 8.2 3.4 1.8 3.84 2.88
réduit
% par
rapport
au lot 100 111 112 100 112 80 127 106
témolin
P -- N8 NS NS NS NS NS NS
MARCHES MONTEES
{ 26 mo/kg )
Moyenne | 34.6 32 38.6 a2 30.6 30.6 a8 30.8
cart-t
r e 6.8 | 3.84 6.2 36 8.18 1 1.7
rédult
% par
rapport
au fot 100 [}] 112 (‘1] 116 80 106 80
témoin
P .- NS N8 NS NS N8 NS N8

dens ia test de i'eacaller.
REDRESSEMENTS

{ 60 mg/kg ) i
!
Témoin |
Lote Clony A B c [V} E F a ;
nil0 nms nb né nb né ni6 mé ‘
{
Moyennes | 31 a7 36 42 26 44.5 a9 EY ;

Ecart-typel , o 1.2 4.2 8.4 1.7 6.0 4.2 1.8

réduit

% par |
rapport | 100 | 110 | 112 | 136 | 8a6 | 130 | 120 | 118 |
au lot l
témoin i

P - NS NS 0.06 NS 0.06 N8 NS

MARCHES MONTEES
{ 60 mg/kg )

Moyenne | 24.6 | 42 a7 44 306 | 42 87 | 96.8
|
Ecart-typ® 54 | 260 | 286 | 7.3 | 4.8 86 | 26 | 67 |
réduit i
% par .
rapport | 100 *| 122 | 107 | 127.6 | 86.6 | 122 | 107 | 108
au lot !
Lémoin ' :
i

P .- N8 NS NS NS NS NS N8

§S
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Tableau 10: Influence des fractions isolées de M.officinalis
vis 3 vis des redressements et des marches montées
de la souris dans le test de l'escalier.

C D F G
LOTS Témoin 100 100 100 100
NaCl 0.9%|mg/kg|mg/kg|mg/kg|{mg/kg
% variati ’
Trai/Tém. 100 93,5| 100 117 100
Redressements
P < 1111117 NS NS NS NS
% variati
Trai/Tém. 100 % 91 94 108 94
Marches montées
P < 1111/ NS NS NS NS
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3-1-4) Les fractions associées par deux

Les fractions associées par deux (C+F; C+G et D+G) montrent une diminution significative des redressements 2 la
dose de 100 mg/kg et une diminution non significative des marches montées. Les fractions (C+G et D+G) montrent
également une diminution non significative des redressements et des marches montées 2 la dose de 12,5 mg/kg (Fig.5 et
6).

3-1-5) Les fractions associées par trois

Les fractions associées par trois (C+D+E et C+D+F) montrent une diminution des redressements mais aucune
modification des marches montées a la dose de 100 mg/kg (Fig.7 et 8).

3-1-6) Les fractions associées par quatre.

Le fraction (C+D+F+G) a entrainé une diminution non significative des redressements et une diminution
statistiquement significative des marches montées 2 1a dose de 100 mg/kg (Fig.9 et 10).

3-1-7) L'extrait hydroalcoolique total et 1'association de }'ensemble des fractions

L'extrait hydroalcoolique totale de M.officinalis entraine, a Ia dose de 50 mg/kg, une diminution significative des
redressements et des marches montées (respectivement 39,7 et 48,5 %). Un effet identique a été obtenu avec
1'association des 16 fractions (respectivement 50 et 61 %) (Fig.11 et 12).
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.\ \ ' . XV
T C+D C+F C+G D+F D+G F+G fractions
Bl Tomoin S MO 12.6 mgrkg MO 100 mg/kg
WMMWM«[ «p ¢ 0.06
les redressements de la souris. dans le test de I'escalier.
VARIATION TRAITES/TEMOINS
....... R L\\\_
Témoin  C+D C+F C+G D+F D+G F+@ fractions
B sroin MO 12.6 mgrkg MO 100 mg/kg b 008

Fla.8: Effet dea fractions, associées par deux, de MO sur
tes marches montées de [a souris.dana le test da l'ascalier,
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VARIATION TRAITES/TEMOINS

120

100+

80|

50

404

201 [

0 7
T C D F C+D+E  C+D+F tractions
Bl Témoin MO 100 mg/kg MO 100 mg/kg
i MO 100 mg/g MO 100 mg/kg B3 MO 100 mg/kg
Ela.7 Effet dos fractiona. sssociées par trois, de M.O,
aur les redressements de /a sourls,

VARIATION TRAITES/TEMOINS
120

100

804"

60 .

401

204

Témoin C D F C+D+E C+D+F fractions

(I MO 100 mg/kg MO 100 mg/kg
28 MO 100 mg/kg MO 100 mg/kg E& MO 100 mo/ko

Elg.8 Effet dea fraotions. sasociées per {rois. de M.O.
sur les marches moniées de [a souris,




% de variation traités/témoins

120 -
1004
o AN - - }
604 [N | AMMIY [ AN [ AN |
404" B B B i
204" B i -
Ty c D F G GG
H Tsmoin MO 100 mg/kg
( 100 ma/ke) sur les redressements de [a souris,
% de variation traités/témoins
120 1
100+
801 B
604 i |
404 B i
204" i B B )
Oy c D F G GC+D*F+Guractions
Bl Témoin MO 100 mg/kg e ooe

( 100 mg/kg) sur les marches montées de la sourls.
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VARIATION TRAITES/TEMOINS

120 +
1004
80 *iw
& I ren
601
404"
201
0 -
T 60 60 mo/kg
Bl 1smoin NN Extralt total Fractions ensembles
Eilg.11 Effet das fractions ensembies et de l'exirait
folal de M.Q. sur [es redreasementa de /a souris. ses P ¢ 0.001

VARIATION TRAITES/TEMOINS.

120
100 1
8o+
'_ PR
60+ .
40 B
201" B
0 -
T 60 60 ma/ka
B 1smoin NS Extrait total Fractlons ensemble
Ela.12 Effet dea fractions engempble at de ['axiralt eee P < 0.001

fotal de MO, sur l6s marches montéoes do /s souris
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REDRESSEMENTS :
{ 60 mg/kg ) |
: Témoin | Extrait hydroaicoolique | L'ensembie de toutes
" Lots NaC! 0.9 % total [ les teactions (16 )
i [ m10 n:10 : n:10
Moyennes I 31 18.8 15.6
:Ecnn-typm
2.5 2.1
réduit 1868
% par
raghert | 100 603 50
( témaoin
% P - © 0.001 0.001
! MARCHES MONTEES i
{ 60 mg/kg )
i Moyenne 34.5 17.8 13.5
Ecart-typel
réduit 2 2.3 2.2
% par
ragport 100 51.5 39
témoin
P - 0.001 0.001




Tableau 11: Infiusnce des fractions. sescocides oar 2 et oar

4 de MO via & vis des redressemanta et dee marches montédes
de ls soucin. dens /e test de 'escatier,

REDRESSEMENTS
{ 12.6 ot 100 mg/kg )
L"m'" c0 | C*F* cea DF | Dea *| Fea ©0
Lote 0! 0.0 9 F+Q
[0 ] ned [Th ] [T 3 ns and [ 11 ] mio
Moyennes| 3t as.e 24 a0 34.6 | 24.6 | 368 | 266
Eeart-type 186 | 6 22 | 48 | 23906 | 247 | as ]
réduit
% par
rapport
au lot 100 | 1126 | 77.8 ') 110 70 118 86.6
1émoin
P . NS NS N8 NS NS NS N8
MARCHES MONTEES
{ 12.6 mg/kg )
Moyenne | a4.6 | as.8 22 38.6 | 6.6 | 238 a9 24.8
Ecart-type 5 3 3.2 7.6 2.7 3 2.68 3.3
rédult '
% par
vapport | 100 | 98 | ss.6 | 106.6 | 106.6 | 81 11 71
au lot
témoin
P -- NS 0.01 NS NS 0.08 NS 0.06

gourla. dang (e test de [‘eacaller,
REDRESSEMENTS
( 100 mg/kg )
Témoin
Lots NaCi 0.9 % C+D+E CeD+F
n:10 n:10 n:10
Moysnnes 31 26.3 27.2
cart-type!
edult 1.86 23 1.77
% par
t
f:sl'.:: 100 84.8 87.7
témoin
P -- NS NS
MAR(;HEB MONTEES
( 100 mgrkg )
Moyenns 34.5 36.9 36.2
Ecart-typej 2 26 3
réduit )
% par
rapport 100 104 105
témoin
P -- NS NS

* dose testée : 100 mg/kg

t£9




4) Passiflora incarnata
a) Témoin

Le témoin NaCl 0,9 % est administré 30 min. avant le test.
b) Extrait hydroalcoolique de P.incarnata : Pil

L'extrait hydroalcoolique est administré aux doses suivantes :
0,3-0,7-1,5-3-6-12-25-50- 100 - 200 - 400 - 800 mg/kg.
¢) Extrait aqueux : Pi2

L'extrait aqueux est administré aux doses suivantes :

3-6-25-100 - 400 - 800 mg/kg

d) Etude des différents extraits
Les différents extraits ont &té decrits précedément (Tableau 3 et 4)

d-1) Extrait Pi3 :
L'extrait Pi3 est administré & 800 mg/kg.

d-2) Extrait Pi4 :
L'extrait Pi4 est administré & 800 mg/kg.

d-3) Extrait Piy :
L'extrait Pi5 est administré 3 800 mg/kg.



¢) Etude des groupes chimiques

e-1) alcaloides et maltol :
(harmane + harmine + harmol + harmaline + harmalol) + maltol :
Les alcaloides sont dissous dans 10 ml de NaCl 0,9 % aux doses de 0,5 - 2 - 8 - 18 mg/kg (doses correspondantes,
respectivement, & 500, 2000, 8000 et 18000 mg/kg de plantes séches) et additionnées d'une goutte de tween 80.
Le maltol est additionné au mélange d'alcaloides aux doses respectives de 0,25, 1, 4 et 9 mg/kg (puisque la teneur en
alcaloides de la plante étant voisine de 0,1 % et en maltol de 0,05 %).

e-2) harmaline + harmalo]
La révélation d'une fine quantité d'harmaline et d'harmalol dans I'extrait de P.incarnata par la C.C.M. nous a incité a

vérifier si le support d'activité pharmacologique n'était pas localisé 2 ce niveau.
Le mélange est préparé A une dose de 0,8 mg/kg (dose équivalente 3 800 mg/kg de plante séche).

e-3) maltol ,
Le maltol est préparé a une dose de 0,4 mg/kg, c'est A dire le correspondant de 800 mg/kg de plante séche.

e-4) flavonoides
L'ensemble des flavonoides:
( vitexine + isovitexine + orientine + isoorientine)
le mélange : (vitexine + isovitexine)
et le mélange : (orientine + isoorientine)
sont préparés aux doses de 2 mg/kg (doses équivalentes 2 800 mg/kg de plante séche, puisque la teneur en flavonoides
est d'environ 0,25 % dans la plante siche).



Afin de rechercher I'activité de 1'extrait végétal et des alcaloides vis & vis des récepteurs aux benzodiazépines on utilise
: LU MATEN (L
un antagoniste de ces récepteurs, le RO %—1788: qui agit par blocage des sites récepteurs des benzodiazépines. Son

action, vis & vis des effets de 1'extrait végétal et du mélange alcaloides-maltol est étudiée dans le test de 1'escalier.

la plante et le mélange alcaloides-maltol sont mélangés chacun avec le RO 15-1788 et dissous dans de 1'eau distillée
additionnée d'une goutte de Tween 80 et ils sont administrés par voie i.p., 30 minutes avant le test.

Statistiques

L'apparition d'une différence significative & 1'aide d'une ANOVA globale nout permet de faire des comparaisons, deux a
deux des lots traités au lot témoin, aprés vérification de 1'homogénéité des variances par le test de Bartlett on peut utiliser
un test paramétrique de comparaison multiples, le test T de Student.
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4-1) RESULTATS:

4-1-1) Extraits hydroalcoolique (Pil)
Les résultats présentés sur la figure 13 montrent que 1'extrait hydroalcoolique (Pil) de P.incarnata n'induit une
augmentation signiﬂcativé des redressements qu'aux doses de 12 ; 50 et 400 mg/kg. Les marches montées n'étant
significativement augmentées qu' & la dose de 400 mg/kg. Par contre une réduction significative des redressements est
obtenue avec la dose de 200 mg/kg.
Ces résultats montrent qu'aucun effet sédatif n'a pa &tre mis en évidence au travers d'une gamme de 12 doses allant de
0,3 a 800 mg/kg de 1'extrait hydroalcoolique.

De par ces résultats démontrant 1'absence d'un effet sédatif pour 1'extrait hydroalcoolique de P.incarnata, nous avons
décidé de tester un autre extrait différent, en 1'occurence, un extrait '

aqueux (Pi2) préparé a partir du méme lot de cryobroyat.

4-1-2) Extrait aqueux (Pi2)
Lorsqu'il est testé & 100 ; 400 et 800 mg/kg 1'extrait aqueux de P.incarnata réduit significativement les redressements et
les marches montées de fagon dose-dépendante.(Fig.14)

4-1-3) Les extraits Pi3 ; Pi4 et Pi§
L'ensemble des résultats obtenus avec les différents extraits aqueux (Pi3 ; Pi4 et PiS) nous a permis de constater que ces
extraits induisent une diminution significative des redressements et une réduction non significative des marches montées
2 la dose de 800 mg/kg dans le test de 1'escalier Fig.15.
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VARIATION TRAIT./TEM.
160 P

L2 1

140 4 _ :

100 i

80 1
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MAEINTRNENEINENT NI
NaCl 0.3 0.7 15 3 6 12 256 B0 100 200 400 800

Extrait Hydroalcoolique

REDRESSEMENTS MARCHES MONTEES 1028

Eig.13 Effet de Passifiora incarnata syr les redressements *+¢ P < 0.001
ef les marches montées de /a soyris (test de l'escalier).

V|

mg/kg
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100+

go 4t . - o

50l B \|= N \|= u I
40 1/ NN i B B
il \N\E N\NI= NS b \|= 5\

0 £
NaCl 3 . 8 28 100 400 800 400

' Flun\;unll
B Rodressements N Marches montses
«P<0.5
e P ¢ 0.01
ese P ¢ 0.001
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Tableau 13. Influence de l'extrait hydroalcoolique de P.incarnata
sur les redressements et les marches montées de 1la
souris dans le test de l'escalier.

PI PI PT PI PI PI PI
LOTS Témoin 0,3 0,7 1,5 3,12 6,25 12,5| 25
NaCl 0.9%{mg/kg{mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/gk|ng/kg
———————————————————— L and - — Lt -—— -—— —-—— e —---4
REDRESSE 100 % 92,5| 105 79 112 103 130 111
-MENTS f[======--- -—- -—- ————p——- -—- -—- ————
// NS NS NS NS NS 0,05| NS
MARCHES 100 % 105 103 109 118 94 127 120
MONTEES |[~-——=———- -—- ——- —-—- —-——- ——- —-——- -———v
// NS NS NS NS NS NS NS
PI PI PI PI PI
LOTS Témoin 50 100 200 400 800

NacCl 0.9%|mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/kg

o o - ——— e — ————— - - - - - - - - - — - - ——_

REDRESSEM| 100 $% 140 | 107 | 75 146 | 85
-ENTS  }f==—=———- B e s ST
///// |0.001| Ns 0.05| 0,01| NS
MARCHES 100 % 113 | 112 | 102 | 127 | 110
MONTEES f-========l=m== R T I
7y NS NS NS 0,05| NS

L m o mmemoeloeoooo—- - - s - - - - - - .- - o o

Tableau 14: Influence de l'extrait aqueux de P.incarnata vis a vis
des redressements et des marches montées dans le test
de lt'escalier.

Pi | Pi Pi Pi Pi Pi Pi*
LOTS Nacl| 3 6 25 100 | 400 | 800 | 400
mg/k|mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/kgmg/kg|mg/gk
% de|100 |116 |114,5| 100 73 70 51 52
REDR|var.
=3 o e e e s
MENT
P< |////INS NS NS 0,05| 0,05|0,001|0,001
% de|100 |93 100 | 102 73 66 51 55
MARC|var.
HES- ===t ===t mmmed e e e e e
MONT
LEES P < |////|NS NS NS NS 0,01 o,01| 0,01

* Extrait aqueux de P.i. + RO 15-1788 N = 10
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VARIATION TRAIT./TEM.

1407
/
120 Z&
/
/
Z R ]
Z
100 = = % |
Z Z £
% / w7
Z E2 % =z
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Z Z Z Z :
GC = = / 4 * =
" E E E a-FE
B E E % § = L
“E EEE EE
Z n — 1 A
20180 BE B BE E B
" E E E E B
B EBEE  E
1 1 N — Z
B im im Tim a7 2/
Naell 08 % =i Pi2 2iz Fid s E
800 mg/kg
Bl ~EC0RE3SEMENTS  BEZB MARSHES MCNTEESS
E&ﬂ§_Eﬁ%LQLﬂ%&Mﬂﬂ!&BﬂﬂMﬂﬂ&m&Q@ . . P < 0.08
: se P ¢« 0,01

montdes de /a sourie dans (e test de ['eacaiier,

Tableau 15: Effet des differents préparations de P.incarnata sur
les redressements et les marches montées de la
souris dans le test de l'escalier.

TEMOINS

100 %

100 %

N 10

++ dose
* p < 0.05
*% p < 0.01

800 mg/kg

Pi3++| Pig++
89 % |50 %**
92 % |44 %*
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4-1-4) Le mélange alcaloide + maltol et le maltol
La figure 16 nous permet de constater que ni le mélange "alcaloide + maltol® ni le mélange "harmaline + harmalol” n'a
montré une modification, statistiquement significative, des parametres comportementaux de la souris dans le test de
1'escalier.
L'administration préalable de 1'antagoniste des récepteurs aux benzodiazépines n'a pas induit de modifications.

4-1-5) Les flavonoides
Ni le mélange des flavonoides ni le maltol seul n'a permis de constater des modifications des paramétres
comportementaux de la souris dans le test de 1'escalier par rapport aux témoins, ces deux substances restent sans effets
significatifs dans ce test. (Fig.17)
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Tableau 16: Effet des alcaloides et du maltol sur le

comportement de la souris dans le test de
l'escalier.

REDRESSEMENTS MARCHES MONTEES
doses mg/kg Moyennes P < Moyennes P <
Témoins 31,5 1111717 33 1111111
500* 24,5 NS 30 NS
2000* 32 NS 30 NS
8000 29 NS 28 NS
18000% 30 NS 24 NS
800** 27,5 NS 30 NS
Maltol 800 30 NS 28 | Ns

N =10
Alcaloides + Maltol
Harmaline + Harmalol

Tableau 17: Effet des flavonoides sur le comportement de la
souris dans le test de l'escalier.

REDRESSEMENTS MARCHES MONTEES
doses mg/kg Moyennes P < Moyennes P <
Témoins 30,5 111111 31,5 1111111
Vitexine +
Isovitexine 28,5 NS 29,5 NS
800
Orientine +
Isoorientine 30 NS 25,5 ~ NS
800
Vitexine +
Isovitexine +
Orientine + 26,5 NS 29,5 NS
Isoorientine
800

N =10



1I-3-1-3) INFLUENCE DES EXTRAITS DE M.OFFICINALIS ET DE
P.INCARNAT, TE L
TE IE A

1) Procédure expérimentale

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 &tre 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.

2) Méthode

Vingt quatre heures avant le test, les animaux sont isolés dans 1'un des deux compartiments (désigné comme le
compartiment familier, CF), 1'autre restant provisoirement inaccessible. Ce compartiment familier contient de la sciure

et 1'animal regoit de 1'eau et de 1a nourriture & volonté.

Au moment du test, chaque animal est exposé au compartiment nouveau (CN), par 1'escamotage des portes guillotines.
Son comportement est alors observé de minute en minute, pendant dix minutes. Le paramdtre pris en compte est
I'activité locomotrice, évaluée par comptabilisation du nombre d'unités pénétrées par la souris, dans chacun des deux
compartiments : activité locomotrice dans le milieu familier (LF), dans le milieu nouveau (LN) et totale (L = LF + LN)
ainsi que le nombre de redressements.
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3) Influence de 1'extrait hydroalcoolique de M. officinalis
Les doses testées, de M. officinalis sont les suivantes :

3-6-12,5-25-50-100 mg/kg

4) Influence des extraits de P. incarnata

NaCl 0,9 % est utilisé comme témoin et solvant de préparation des extraits & administrer en i.p..

a) L'extrait hydroalcoolique
L'extrait hydroalcoolique est testé & une seule dose :
800 mg/kg

b) L'extrait aqueux
L'extrait aqueux de P. incarnata est testé aux doses suivantes :
25 - 100 - 400 et 800 mg/kg

Statistiques
L'homogénéité des variances, entre les lots témoins et chaque lot traité, étant vérifiée par le test de Bartlett, les
comparaisons statistiques sont réalisées, & 1'aide d'un test paramétrique : le test de Dunnett.



5) RESULTAT.

1- Influence de M.officinalis sur le comportement de la souris dans le test du milieu

nouveau.

La figure 18 met en évidence une diminution significative de la locomotion et des redressements des souris traitées aux
doses de 6,25 - 12,5 - 25 - 50 et 100 mg/kg avec un effet maximal 2 la dose de 25 mg/kg.

2- Influence de P.incarnata sur le comportement de la souris dans le test du milieu

nouveau.

Les résultats obtenus sur la figure 19 nous permettent de conclure & l'activité inhibitrice de l'extrait végétal de
P.incarnata sur 1a locomotion et les redressements, dans le test du milien nouveau, 2 partir de la dose de 100 mg/kg,
avec un effet maximal a4 400 mg/kg, par contre I'extrait hydroalcoolique tests 2 800 mg/kg n'a révélé aucune influence

sur ces parametres dans ce méme test.
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Tableau 18: Effet de 1l'extrait aqueux et hydroalcoolique et du
de P.incarnata sur le comportement de la souris
dans le test du milieu nouveau.

LOCOMOTION
[ Moyennes| P < |
100 111111
e | o,05 |
s | 0,05 |
sz | 0,00 |
[ e | 0,05 |
""" g8 | wNs |

- ——— ————— - - - D D A —— — o —— — - - T G D W - Y >

REDRESSEMENTS
[ Moyenmes | P< |

100 1111111
""" &7 | w~s |
""" 53 | o,01
'''' 6 | o001
B Ns |
""" 83 | wms
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I1-3-1-4) EFFET IND NT D MMEIL D
M.OFFICINALIS ET IN| 'ATA APRE NT
DOSE INFRA-HYPNOTIQUE ET HYPNOTIQUE DE PENTOBARBITAL
ODI HEZ LA I
1) Protocole expérimental

Mise au point et validation du protocole:
La mise au point du protocole opératoire a constitué le thdme d'un DEA (1984) et nous a permis de définir plusieurs

parametres :

- Les animaux : de méme Age (11 A 13 semaines)

- Sexe des animaux : mile, 3 cause du cycle oestral de 4 3 6 jours des souris femelles.

- Période de réalisation du test :

Phase nocturne = phase active des animaux. Selon le programme de cyclage de 1'animalerie, les
animaux sont conditionnés & leur nouveau cycle nuit/jour pendant un minimum de 15 jours.
L'application de ces conditions expérimentales & 17 lots de souris sur une période de un an nous a permis de montrer une
réduction de la variabilité des résultats (20 %) par rapport & ceux obtenus auparavant (+ 50 %), et nous a permis de

minimiser 1'influence des saisons sur le sommeil des animaux.

2) Materiel 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.

M.officinalis et P.incarnata sont administrées par voie LP., trente minutes avant l'injection de pentobarbital
(pentobarbital sodique, laboratoires Clin-Midy, St Jean de la Ruelle (45)).

Deux paramtres sont alors mesurés : le temps d'endormissement, ou intervalle de temps entre 1'injection du

barbiturique et 1'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 aprds trois tentatives de remise en position initiale.
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3) Effets des extraits végétaux sur I'induction du sommeil narcotique
Une dose infra-hypnotique de pentobarbital est utilisée, & savoir 25 mg/kg.
Le clorazépate dipotassique (TranxtneR, Laboratoires Clin-Midy, Paris), est utilisé comme produit de référence et
administré aux doses de 5 et 10 mg/kg.
NaCl 0,9 % est utilisé comme témoin et solvant pour la préparation des différentes solutions et extraits & administrer en
ip..

a) M.officinalis.

L'extrait végétal de M. officinalis est testé aux doses de
3,12 - 6,25 - 25 - 100 mg/kg.

L'huile essentielle est testée aux doses de
3,12- 6,25 - 25 - 100 ul/kg.

b) P.incarnata.

b-1) I'extrait aqueux
L'extrait végétal aqueux de P.incarnata est testé aux doses de 400 et 800 mg/kg

b-2) les extraits : Pil, Pi3, Pi4 et Pi5

Les différents extraits sont testés aux doses de 800 mg/kg.

Statistiques
L'analyse statistique est réalisée a 1'aide du test de X2 (correction de Yates).
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3-1) RESULTAT
3-1-1) Effet de M.ofTicinalis sur 1'induction du sommeil barbiturique chez la souris.

La figure 20 nous permet de constater que chez le lot témoin, traité au NaCl 0,9 %, seuls 10 % des souris sont
endormies, alors qu'avec les doses de 3,12 et 6,25 mg/kg on obtient un effet inducteur du sommeil au pentobarbital; par
contre le lot traité & 1'huile essentielle aux mémes doses que 1'extrait de plante n'a montré aucune activité vis a vis de

1'induction du sommeil au pentobarbital.

3-1-2) Effet des différents extraits (Pil, Pi2, Pi3, Pi4, Pi5) de P.incarnata sur I'induction du sommeil au

pentobarbital chez la souris.

D'apres les résultats présentés sur les figures 21 et 22, I'extrait hydroalcoolique (Pil) de P.incaranata, testé a 400 et 800
mg/kg, n'induit pas le sommeil chez des souris prétraitées par une dose infrahypnotique de pentobarbital; par contre, les
extraits aqueux (Pi2) aux doses de 400 et 800 mg/kg, Pi3 et Pi4 aux doses de 800 mg/kg augmentent le nombre de souris
endormies aprds traitement par cette méme dose infra-hypnotique de barbiturique, 1'extrait aqueux Pi5S augmente le

nombre de souris endormies mais cet effet reste non significatif.
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Tableau 19: Influence de l'extrait hydroalcoolique et de
l'huile essentielle de M.officinalis sur
l'induction du sommeil au pentobarbital.

M.O. (extrait hydroal.) |M.O. (Huile essentielle)
LOTS Nacl| 3 6 25 100 3 6 25 100
mg/k|mg/kg|mg/kg|mg/kg ul/kgkul/kg rl/gk|ul/kg
% de| 10 70 60 30 30 10 21 40 30
Indu|var.
~cti |--- - - - ——— -— -—- -—- -—- -
-on
P<|////|0,01]0,05 | NS NS NS NS NS NS
N =10

Tableau 20: a) Effet de l'extrait aqueux de P.incarnata sur
l1'induction et la potentialisation du sommeil au

pentobarbital.
------------------------ r—--———-------------——-------—--—---—-—-——
Doses : Extrait aqueux Extrait aqueux
0 P.i.2 P.i.2
mg/ kg 400 mg/kg 800 mg/kg
................................................................. 4
Nombre
de souris 1/10 3/10 6/10
endormies
% de
souris 10 % 30 % 60 %
endormies .
P < /111111 NS 0,01
N =10

b) Effet des différents extraits de P.incarnata sur
1'induction et la potentialisation du sommeil au

pentobarbital.
"""""""""" TEMOINS| Pil++| Piz++| Pis++| Pia+s| Pis++
noucTz| /7777 | 10 % | 10 % | 60 3% | 50 %% | 55 %%| 20 %)
poTENTI| ///// | 100 8| // | 118 %| 115 %| 138 %| 66 %+|

N =10
++ dose = 800 mg/kg
* p < 0.05



4) Effet des extraits végétaux sur la Potentialisation du sommeil barbiturique chez la souris.

Le pentobarbital est administré A une dose hypnotique, soit 40 mg/kg.

a) Effet de M. officinalis.

L'extrait végétal est testé aux doses de 6,25 - 50 - 200 - 400 mg/kg.
b) Effet de P.incarnata.

L'extrait végétal est testé aux doses de 400 - 800 mg/kg.

STATISTI
L'analyse statistique est réalisée & 1'aide du test statistique de Dunett.

4-1) RESULTATS

4-1-1) Effet de M.officinalis sur la potentialisation du sommeil au pentobarbital chez la souris
La figure 23 met en évidence un effet significatif de 1'extrait végétal sur 1'augmentation du temps de sommeil chez les
souris traitées aux doses de 6,25 et 50 mg/kg, cet effet potentialisateur du sommeil disparait aux doses de 200 et 400
mg/kg.

4-1-2) Effet de P.incarnata sur la potentialisation du sommeil au pentobarbital chez la souris.
Lorsque le pentobarbital est administré 4 une dose hypnotique 1'extrait hydroalcoolique (Pil) ainsi que les différents
extraits aqueux (Pi2, Pi3 et Pi4) n'ont montré aucun effet significatif sur 1'augmentation du sommeil au pentobarbital a la
dose de 800 mg/kg & I'exception de 1'extrait PiS qui, 2 la dose de 800 mg/kg, non seulement il n'est pas actif mais au
contraire il s'oppose & 1'action du pentobarbital en réduisant la durée du sommeil barbiturique, chez les souris, d'une
fagon statistiquement significative.(Fig.24 et 25).)
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Tableau 21: Effet de Melissa officinalis sur la potentialisation
du sommeil barbiturique chez la souris.

Doses : 1 W
0 6 50 200 400
mg/kg
temps 1117 2654 1406

d'endormiss

en sec + SE| 1227 2606 1746
------------ e T T T T . e T R I S g I E e

% d'augmen

du temps 4! 0] 133 113 26 41
endormisst.

P < /1111111 0.01 0.01 NS NS

N = 10

Tableau 22

temps
d'endormiss
en sec * SE

1 % d'augmen
du temps 4!
endormisst.

- o o - —————

Extrait aqueux

0 P.i.2
400 mg/kg
1735+321 2126 + 540
o 123
111111/ NS

Effet de Passiflora incarnata sur la potentialisation
du sommeil barbiturique chez la souris.

Extrait aqueux
P.i.2
800 mg/kg

+

1850 402
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Tableau 23: Effet des différents extraits de Passiflora

incarnata sur la potentialisation du sommeil
barbiturique chez la souris.

Doses : o P.i.3 P.i.4 P.i.g
mg/kg 800 mg/kg|800 mg/kg|800 mg/kg
temps 1569 1798 2170 531
d'endormiss o + + +
en sec t SE 354 615 1150 68

% d'augmen
du tenmps 4d' 0 115 138 66
endormisst.
P < 111111/ NS NS 0,01

N=10
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II-3-1-5) INFLUENCE DE L'EXTRAIT HYDROALCOOLIQUE DE PASSIFLORA INCARNATA SUR LE
COMPORTEMENT DE LA SOURIS CONFRONTEE A UNE
ENCEINTE CLAIRE/OBSCURE

Les résultats obtenus avec 1'extrait hydroalcoolique de P. incarnata sur le test de 1'escalier, et qui n'ont pas montré un
effet de réduction des parametres comportementaux mais au contraire une tendance vers l'augmentation de ces
parameétres, nous ont incité a 1'utilisation d'un test plus spécifique dans le but de confirmer cette tendance d'augmentation

des pramétres comportementaux.

1) Procédure expérimentale

1-1) Matériel
Les expérimentations sont réalisées sur des souris miles Swiss; leurs caractéristiques et conditions d'élevage sont
détaillées dans le paragraphe consacré aux animaux.
Le dispositif expérimental consiste en deux cages en plexiglass (20 x 20 x 20 cm) reliées entre elles par un court tunnel.
A la base de chaque cage, sur 1'une des faces, se trouve une ouverture permettant & 1'animal de passer d'une cage a
1'autre. L'une des deux cages est fortement éclairée, tandis que la seconde est rendue obscure au moyen d'un cache.
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1-2) Méthode

L'extrait hydroalcoolique de Passiflora incarnata est administré par voie I.P., aux doses de 100 - 200 - 400 - 800 mg/kg
(doses exprimées en plante s2che). les témoins regoivent le solvant (NaCl 0,9 %), dans les mémes conditions.

Trente minutes aprés 1'injection de 1'extrait végétal, 1'animal est prélevé de sa cage d'élevage, pour étre introduit dans
I'enceinte éclairée. Son comportement est alors observé pendant cinq minutes (= temps global), aprés son premier
passage dans le compartiment obscur (= temps de latence).

Les parametres pris en compte sont le temps passé dans le compartiment éclairé (temps passé dans le clair / (temps
global - temps de latence) x 100), le nombre de transitions effectuées par I'animal (nombre de passages du compartiment
obscur au compartiment éclairé) et le temps indexé (temps passé dans le clair / nombre de transitions).

Statistiques
L'apparition d'une différence significative a 1'aide d'une ANOVA globale nous permet de faire des comparaisons, deux a
deux des lots traités au lot témoin, aprés vérification de 1'homogénéité des variances par le test de Bartlett on peut utiliser

un test paramétrique de comparaison multiples, le test de Newman-Keuls.

2) RESULTATS

La figure 26 nous permet de rappeler que 1'extrait hydroalcoolique de P. incarnata a entrainé une augmentation des
redressements et des marches montées d'une fagon significative dans le test de 1'escalier, surtout & la dose de 400 mg/kg.
Cet effet est confirmé par 1'augmentation du temps passé dans le compartiment éclairé et des redressements dans un test
plus spécifique, le test de la chambre claire/obscure, cette augmentation est surtout observée & la dose de 400 mg/kg
c'est 2 dire a 1a méme dose efficace que dans le test de 1'escalier.(Fig 27)
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Tableau 24: Effet de l'extrait hydroalcoolique de P.incarnata
sur le comportement de la souris dans le test de
la chambre claire/obscure.

Temps Nombre Temps Nombre de
passé dans de

le clair |Transition Indexé Redressement

doses mg/kg Moy. |P < Moy. |P < Moy. |P < Moy. P <
Témoins ae"37|////| 7.5 (1111 6.9" \/1/]]]| 14 /11111

100 63"64| NS 6,7 NS 11,2"]| NS 14 NS

200 61"04| 5 %| 6,5 NS 9,9"| NS 16,5 NS

400 70"70| 5 %| 6,5 NS 15,7"} 5 % 20,5 5 %

800 51"47| NS 8,5 NS 7,1"| NS 18 NS

N = 10
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11-3-1-6) CONCLUSION

1- Melissa officinalis:
L'ensemble des résultats obtenus nous permet de remarquer qu'au travers des tests psychopharmacologiques, on peut
confirmer que 1'extrait hydroalcoolique de M. officinalis posséde des propriétés neurotropes de type sédatives puis qu'il a
entrainé d'une part, la réduction des redressements, de la locomotion et des marches montées, aussi bien dans un test
contraignant (test de 1'escalier) que dans un test non contraignant (test du milieu nouveau), cet effet est dose dépendant
jusqu'a la dose de 25 mg/kg mais diminue & forte dose. Aucune tendance & une activité anxiolytique dans le test
contraignant (test de 1'escalier) n'a été remarquée, d’autre part ce méme extrait a montré une influence, 2 faible dose,
vis-2-vis de l'induction et de la potentialisation du sommeil au pentobarbital, ce qui renforce la confirmation de ses
propriétés sédatives. Ces résultats nous ont également permis de vérifier que 1'huile essentielle ne constitue pas le
support de cette activité. .
Le fractionnement de 1'extrait nous a amené a conclure que l'activité sédative résulte d'une éventuelle synergie de
l'ensemble de 1'extrait végétal puisque cette activité n'a pu &tre mise en évidence au niveau d'aucune fraction ni
d'aucune association de fraction par 2, 3 ou 4; par contre le mélange de 1'ensemble des fractions permet de restaurer
1'activité sédative a la dose de S0 mg/kg et qui parait &tre plus importante que 1'extrait total lui méme. Le fractionnement
réalisé n'a donc pas permis d'isoler les fractions responsables de 1'activité pharmacologique, les différentes fractions
testées seules, associées par deux, par trois ou par quatre ont toujours présenté une activité pharmacologique inférieure 2
celle de 1'extrait total, ce qui renforce 1'utilisation de 1'extrait total.

2) P.incarnata
L'ensemble des travaux réalisés et visant & évaluer 1'activité pharmacologique de différents extraits obtenus par différents
protocoles d'extractions nous permettent d'apporter les conclusions suivantes:

L'extrait hydroalcoolique (Pil) obtenu 2 partir du méme lot de cryobroyat que 1'extrait aqueux (Pi2) ne présente
pas d'activité neurotrope de type sédative dans le test d'escalier et le test du milieu nouveau, ni d'activité inductrice du
sommeil barbiturique chez la souris, par contre ce méme extrait a présenté une augmentation des redressements et des
marches montées dans le test de 'escalier, & 1a dose de 400 mg/kg, ce qui nous a incité 2 vérifier, 2 1'aide d'un test plus
spécifique (Test de 1'enceinte claire/obscure), que cette augmentation du comportement locomoteur était liée & un effet
neurotrope de type anxiolytique .

L'extrait aqueux (Pi2) de P.incarnata obtenu 2 partir de cryobroyat a présenté une activité neurotrope de type
sédative, en réduisant les redressements, les marches montées et la locomotion, dans le test de 1'escalier et le test du
milien nouveau 2 la dose de 800 mg/kg. Cet extrait présente également une induction du sommeil chez les souris
prétraitées par une dose infra-hypnotique de pentobarbital & 1a dose de 400 mg/kg. Les extraits aqueux (Pi3 et Pi4)
obtenu 2 partir de 1'extrait aqueux (Pi2) présentent, également, une activité sédative, en réduisant les redressements et les
marches montées, dans le test de 1'escalier & 1a dose de 800 mg/kg. Ces mémes extraits présentent de méme, une
induction du sommeil chez les souris prétraitées par une dose infra-hypnotique de pentobarbital a la dose de 800 mg’kg.
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Les récepteurs aux benzodiazépines ne semblent pas étre impliqués dans cette activité neurotrope sédative de 1'extrait
aqueux, comme cela a €té démontré pour une espéce voisine, Passiflora caerula qui contient une flavonoides : la
chrysine qui semble étre le support de cette activité (Medina et coll, 1990).

L'addition de 1'alcool n'altérerait en rien 1'extrait aqueux obtenu précédemment, 1'extrait aqueux serait donc le support
de 1'activité neurotrope sédative. 4

L'extrait (Pi5) obtenu 2 partir du résidu de la préparation de I'extrait hydroalcoolique et préparé dans les mémes
conditions que les extraits (Pil et Pi2), montre une réduction des redressements et des marches montées, dans le test de
l'escalier, et reste sans effet sur 1'induction du sommeil par contre cet extrait présente une diminution de la durée du
sommeil dans le test de la potentialisation du sommeil barbiturique, ce qui pourrait laisser supposer que ce mode
d'extraction a permis d'isoler des substances végétales pouvant présenter d'autres activités.

Ceci démontre que les substances actives étaient bien présentes dans le résidu ou le marc apr2s extraction par un mélange

hydroalcoolique.

Les résultats obtenus avec le test de I'escalier, pour 1'extrait hydroalcoolique, et qui montraient une augmentation des
redressements et des marches montées, donc une activité désinhibitrice autrement dit anxiolytique, ont été confirmés par
I'utilisation d'un test plus spécifique, le test de la chambre claire/obscure, qui a permis de montrer le méme effet du
méme extrait hydroalcoolique 4 la méme dose.

Ceci nous permet de conclure i une activité neurotrope de type anxiolytique de 1'extrait hydroalcoolique.
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II-4) RECHERCHE DE PROPRIETES ANALGESIOQUES DE M.OFFICINALIS

A) Introduction
* Recherche d'une activité analgésique centrale ou périphérique grice au modele
animal.

Si la sensation douloureuse reste trés subjective, sa nature et son intensité pouvant étre pergues différement d'un individu
3 l'autre, 1'expérimentation animale n'explore, quant & elle, que des phénomenes objectifs, sous la forme de
modifications de réflexes plus ou moins élaborés et finalisés (réactions de fuite, de retrait, léchage, cris ...), 2 la suite de
1'application de divers stimuli nociceptifs de nature électrique (stimulation électrique de certaines régions cutanées, de la
pulpe dentaire...), chimique (injection d'agents algogenes tels que la bradykinine, la phénylbutazone,l'acide acétique...),
ou thermique (stimulation par la chaleur radiante ou de contact).

Ainsi, I'ensemble de tests pharmacologiques couramment utilisés permet d'étudier un comportement en réponse a un
stimulus, connu pour étre ressenti comme douloureux chez I'homme, plut8t que la douleur proprement dite (Reuse, 1978
- Benoist et Misset, 1979).

Si les analgésiques centraux sont capables d'exercer leur activité, vis & vis de stimuli algogéne électrique, chimiques ou
thermiques, les analgésiques périphériques ne soat efficaces que lors de 1'injection de substances chimiques nociceptives.
Aussi, la recherche de propriétés analgésiques centrales ou périphériques pour M.officinalis nous a enclin 2 selectionner
deux tests pharmacologiques permettant de dissocier ces deux types d'effets : le test du writhing, basé sur 1'induction de
la douleur par injection I.P. d'acide acétique, qui induit chez 1'animal des contorsions et des contractions abdominales, et
le test de la plaque chauffante qui permet de quantifier 1'effet analgésique de la substance étudiée, vis 2 vis d'une douleur
occasionnée par la chaleur.

B) Influence de M.officinalis, vis & vis d'une douleur occasionnée par 1'acide acétique (test du writhing)

Le test du writhing permet de mettre en évidence 1'activité des analgésiques majeurs de type morphine et mineurs de type

aspirine.
1) Procédure expérimentale
1-1) Animaux:

Les animaux utilisés sont des souris miles Swiss (Janvier), dont les caractéristiques et les conditions d'élevage sont
détaillées dans le paragraphe consacré aux animaux.



1-2) Méthode
La technique utilisée est inspirée de la méthode de Siegmund (1957).
Les substances testées sont administrées par voie L.P., trente minutes avant 1'agent algique.
M. officinalis est administrée aux doses de 25, 100, 200, 400, 800 et 1600 mg/k.
Le produit de référence testés est 1'acétylsalicylate de lysine ASL (AspegicR, Laboratoires Synthélabo France, Paris), 4
la dose de 68 mg/kg.

Les témoins regoivent le solvant (NaCl 0,9 %), dans les mé&mes conditions.

trente minutes aprés 1'administration des produits, 1'agent algique (acide acétique 2 1,2 %) est injecté par voie I.P.(acide
acétique Rectapur 99-100 %, Prolabo, Paris). _

Les animaux sont aussit6t placés en cage individuelle (24 x 11 x 10 cm), pour étre observés durant trente minutes.

Le paramétre pris en compte est le nombre total de contorsions et/ou d'étirements des pattes postérieures, permettant de
calculer, pour chaque lot traité, le % de protection par rapport au lot témoin, selon le rapport.

(Valeur moyenne témoin - Valeur moyenne traitée) / Valeur moyenne témoin x 100

Analyse statistique
Apres vérification de 1'homogénéité des variances, par le test de Bartlett, une analyse de variance, (ANOVA) est
effectuée sur I'ensemble des lots témoins et traités. Ceux-ci sont ensuite comparés par un test de comparaisons multiples,

le test de Newman-Keuls.

C) RESULTATS

D'aprds les résultats présentés sur la figure 28 et le tablean 25, M.officinalis réduit significativement le nombre de
contorsion et d'étirements induits par 1'injection d'acide acétique 1,2 %, dés la dose de 400 mg/kg, cet effet est dose
dépendant jusqu'a la dose de 1600 mg/kg avec un maximum de protection de 70 %.

Les résultats obtenus avec le produit de référence ont montré que 1'acétylsalicylate de lysine (A.S.L.) analgésique
mineur, exerce un effet protecteur important et significatif & la dose de 68 mg/kg, en réduisant les phénomenes

douloureux.



-98-

% DE PROTECTION
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Tableau 25 Effet de Melissa officinalis vis & vis de la douleur
induite par l'acide acétique.

Nacl| ASL Melissa officinalis

LOTS 0,9 68 25 100 200 400 800 1000
% |mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/gk|mg/kg

Moyenne |45,2 22 32,8| 45
47,9 36,7 |28,7 21 17,5

Ecart - |6,74|3,53 6,4 8,76| 4,7 5,4 4,6 3,5
type 4,4

% par
rapport [100 46 72,51 100 76,6| 60 44 36,5
au témo.

% de
protect.

N~
~ S
S~ N~

(3]

-3

27,5| o 23,4| 40 56 63,5

P <

~

/1 0,01| NS NS NS 0,05} 0,01| 0,01

N =10
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D) Influence de M.officinalis vis 2 vis de la chaleur (test de la plaque chauffante
Le test de la plaque chauffante permet de mettre en évidence 1'activité des analgésiques majeurs uniquement.
1) Procédure expérimentale

1-1) Animaux
Les animaux utilisés sont des souris miles swiss (Janvier); leurs caractéristiques et conditions d'élevage sont détaillées
dans le paragraphe consacrés aux animaux.
Le dispositif expérimental consiste en un bain marie (SBK 25D, Salvis, Lausane) chauffé et contenant un récipient en
verre, dans lequel est déposé 1'animal au moment du test. La température au niveau de ce récipient, soit 56°C + 1°C,
est choisie de telle fagon que la réaction de 1'animal soit obtenue aux environs de cinq secondes, réaction caractérisée par
le l1échage des pattes antérieures ou par un saut de 1'animal pour tenter de s'échapper.

1-2) Méthode

La méthode utilisée est décrite par Boissier et Coll.(1956).

Avant tout traitement, chaque animal est soumis au test, & deux reprises dans un intervalle de dix minutes, de fagon 2
déterminer le temps de réaction individuel. La moyenne de ces deux valeurs constitue le temps de réaction individuel
avant le traitement.

Les substances 2 tester sont administrées par voie I.P., trente minutes avant le test proprement dit.

M. officinalis est injectée aux doses de 6 - 25 - 100 - 200 - 400 - 800 et 1600 mg/kg.

Le produit de référence utilisé est le sulfate de morphine 4 10 mg/kg.

NaCl 0,9 % constitut la solution témoin et le solvant de préparation des différentes solutions et extraits végétaux 2a
administrer en i.p..

Trente minutes aprés 1'injection des produits, chaque animal est placé dans le récipient en verre du bain marie; son temps
de réaction est alors évalué une seule fois et constitue le temps de réaction individuel aprds traitement.

Pour chaque lot traité, les temps moyens de réaction (T) avant et aprés traitement peuvent ainsi 8tre calculés et permettre
de déterminer un pourcentage de variation du seuil douloureux

selon le rapport :

T(avant traitement) = T (aprds traitement)/ T (avant traitement)® 100
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Pour chaque lot traité, le nombre d'animaux présentant une analgésie positive est également déterminé; 1'analgésie est
considérée comme positive, si le temps de réaction individuel aprés traitement a au moins doublé, par rapport au temps
de réaction individuel estimé avant traitement.

Analyse statistique
L'apparition d'une différence significative i 1'aide d'une ANOVA globale nous permet de faire des compraraisons, deux

4 deux des lots traités au lot témoin, aprds vérification de 1'homogénéité des variances par le test de Bartlett, on peut
utiliser un test paramétrique de comparaison multiples, le test T de Student.

E) RESULTATS
D'aprés les résultats présentés dans la figure 29 I'extrait de M.officinalis n'a montré aucun effet protecteur vis 2 vis de la

douleur induite par la chaleur et ceci a aucune dose.

F) CONCLUSION
L'évaluation de 1'activité analgésique au travers des deux tests utilisés, test du writhing et test de la plaque chauffante,

nous ont permis de constater que M. officinalis possdde des propriétés analgésiques périphériques et surtout 2 fortes doses
par une protection significative contre la douleur induite par 1'acide acétique dans le test du writhing alors qu'aucune
protection vis a vis de la chaleur n'a permis de montrer une activité analgésique de type centrale.
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% DE PRPOTECTION
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Tableau 26: Effet de Melissa officinalis et du sulfate de
morphine vis & vis de la douleur induite par la

chaleur chez la souris.

Doses |Morph.
sulfa. 6 25 100 200 400 800 1600
ng/kg 10
% de
variat| + 41 + 5.2 + 8.2 - 1.6] - 20 - 1.6] - 12] - 20
-ion
P < | 0.05 NS NS NS NS NS NS NS

N=10
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I1-5) DISCUSSION

L'ensemble des travaux chimiques et pharmacologiques rasemblés sur le tableau 25 nous ont donc permis de dresser le

bilan suivant :

Pour M. officinalis

L'extrait hydroalcoolique de M. officinalis présente des propriétés sédatives qui ont été mis en évidence a 1'aide
de tests comportementaux contraignant (test de 1'escalier) et non contraignant (test du milieu nouveau), cette activité s’est
révélée a la dose de 25 mg/kg pour 1'extrait végétal et 2 10 mg/kg pour le clorazépate dipotassique (Tranxene) utilisé
comme produit de référence. De plus ce méme extrait entraine une induction et une potentialisation du sommeil au
pentobarbital & la dose de 3 et 50 mg/kg. Cette activité sédative pourrait &tre due, probablement 3 un mécanisme de
synergie entre les différentes composantes de 1'extrait total, puisque le fractionnement de 1'extrait ne nous a pas permis
d'identifier une ou plusieurs fractions constituant le support de cette activité sédative, d'autant plus que certaines fractions
ont montré une légére diminution des paramdtres comportementaux, qui s'est avérée inférieure a celle induite par
1'extrait total, alors que d'autres ont montré une légére augmentation de ces paramdtres comportementaux avec plutt une
tendance vers une activité de type anxiolytique, 1'addition de toutes les fractions isolées est la seule condition permettant
de restaurer une activité comparable, voire supérieure, a celle de 1'extrait total, ceci constitue une preuve de plus en
faveur de l'activité d'un extrait dans sa totalité et que le fractionnement fait disparaitre 1'activité de base de 1'extrait total.
11 était intéressant, également, de vérifier 1'implication de 1'huile essentielle dans les activités pharmacologiques sédatives
et inductrices du sommeil, les résultats obtenus ont permis d'écarter 1'hypothese suivant laquelle, 1'une de ces activités
serait liée 2 la présence de 1'huile essentielle, puisque cette dernitre, d'une part n'a montré aucune activité, dans
1'ensemble des tests utilisés, d'autre part la forme de 1'extrait utilisé étant un lyophilisat, 1'absence de I'huile essentielle
dans ce dernier est quasi-totale.
L'évaluation de 1'activité analgésique de M.officinalis était recherchée en relation avec son utilisation traditionnelle dans
1'analgésie périphérique et en particulier comme antispasmodique, il nous a semblé intéressant de vérifier si cette activité
antispasmodique était liée & une activité analgésique périphérique ou plutSt & une activité de type musculotrope ou
neurotrbpe au niveau des récepteurs cholinergiques et histaminergiques.
Ainsi une activité analgésique périphérique a été mise en évidence & 1'aide du test du writhing et  la dose de 800 mg/kg,
cette activité est comparable 2 celle obtenue avec 1'acétylsalicylate de lysine, utilisé comme produit de référence, et qui
est actif 2 la dose de 68 mg/kg. (Soulimani et coll., 1991)
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Pour Passiflora incarnata
L'étude de 1'activité pharmacologique de P.incarnata, dont les différents travaux pharmacologiques précédents

ont montré tant6t une activité sédative (Speroni et Minghetti; 1988), tant6t une activité anxiolytique (Della Logia et
Coll.; 1981), a permis de mettre en &vidence la présence des deux activités, inhibitrice (sédative) et désinhibitrice
(anxiolytique), et dont le clivage dépend surtout de la nature du solvant utilisé pour 1'extraction, 1'activité est sédative
lorsque 1'eau est utilisée comme solvant d'extraction, alors qu'elle est anxiolytique lorsque le solvant d’extraction utilisé
est 1'alcool 2 30 %.(Soulimani et coll., 1991). La différenciation de cette activité tranquillisante en effets sédatifs ou
anxiolytiques a déja été observée pour des substances benzodiazépénique (clorazépate dipotassique) en fonction de la dose
administrée ou pour 1'extrait d'Eschscholizia californica (Rolland et coll., 1991). Dans le cas des extraits de Passiflora
incarnata nous avons constaté que 1'activité neurotrope obtenue dépendait du solvant utilisé lors de la préparation des
extraits.

L'addition de 1'alcool & 30 %, aprés une extraction aqueuse n'a pas modifié 1'activité de 1'extrait végétal qui conserve
I'activité sédative mise en évidence pour 1'extrait aqueux de départ. la conservation d'un extrait aqueux dans de 1'éthanol
230 % est ainsi possible et n'enraine aucune modification de 1'extrait aciueux préparé au départ.

Ainsi 2 deux types d'extraction différents on obtient deux profils d'activités neurotropes, une extraction aqueuse avec ou
sans addition d'alcool & 30 % pour une activité neurotrope de type sédative, et une extraction hydroalcoolique pour une
activté neurotrope de type anxiolytique.

L'extraction aqueuse  partir d'un marc repris aprds une extraction hydroalcoolique présente toujours une activité
sédative, mais cet extrait a montré une réduction au niveau du temps d'endormissement dans la potentialisation du
sommeil au pentobarbital, ceci laisse supposer la présence d'autres substances, responsable de cette réduction, au niveau
de cet extrait.

L'utilisation de substances pures, telles que les dérivés harmaniques (harmane, harmine, hamaline, harmol et harmalol),
les dérivés flavonoidiques (vitexine, isovitexine, orientine et isoorientine) et le maltol, mises en évidence dans
P.incarnata (Lutomski et Coll.; 1967, Quercia, 1978, Lohdefink et Kating, 1974), nous ont permis de contourner le
probléme du fractionnement, dans un premier temps en recherchant leur implication dans les différentes activités

pharmacologiques démontrées avec les extraits.
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Dans nos conditions opératoires, aussi bien la sédation que l'anxiolyse ne semblent se manifester qu'avec 1'extrait total
de la plante et aucune des substances pures contenues dans la plante (a trés faibles doses) n'a entrainé un effet neurotrope
analogue 2 I'extrait total, les différents auteurs qui ont attribué le support de cette activité neurotrope aux alcaloides et au
maltol ont utilisé des doses de ces substances pures qui rapportées & la plante séche donnent des doses (pouvant atteindre
des fois 10 2 15 g/kg) ne pouvant &tre utilisées dans les tests pharmacologiques en raison d'une éventuelle toxicité et de
la limite d'utilisation des extraits en expérimentation.( Aoyagi et coll., 1974)

Donc on peut constater que dans le cas de ces deux plantes médicinales, connues et trés utilisées dans la thérapeutique
douce, les deux grands probl®mes souvent soulevés, a savoir l'activité du totum et 1'utilisation du solvant d'extraction,

sont résolus et permettent d'affirmer 1'activité pharmacologique de leurs extraits.



PARTIE IT

EVALUATION ET RECHERCHE, IN VITRO, DE
L'ACTIVITE DES EXTRAITS VEGETAUX VIS A
VIS DES RECEPTEURS CHOLINERGIQUES,
HISTAMINERGIQUES ET OPIOIDES.
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PARTIE Ii
INTRODUCTION
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INTRODUCTION

Apres avoir confirmé les propriétés sédatives, anxiolytiques et analgésiques des plantes étudiées dans la
premidre partie de ce travail (Melissa officinalis et Passiflora incarnata) ainsi que d'autres plantes étudiées au
sein de notre laboratoire a 1'aide de techniques in vivo, nous avons tenté de compléter cette étude in vivo par
une étude in vitro afin de comparer les résultats obtenus dans les deux techniques in vivo et in vitro, de
vérifier la spécificité de 'activité pharmacologique des plantes étudides et de tenter d'approcher leur
mécanisme d'action.

Notre intérét s'est porté sur la technique de 1'intestin isolé en raison de sa richesse en plusieurs types de
récepteurs :

Les récepteurs cholinergiques impliqués dans la régulation des contractions du muscle
lisse intestinal et du transit intestinal donc dans 1'activité analgésique périphérique de type antispasmodique ou
dans I'activité spasmolytique.

Les récepteurs histaminiques impliqués aussi bien bien dans la sédation au niveau du
S.N.C. (H1) qu'au niveau de la régulation des contractions intestinales et de 1'acidité gastrique (H2).

Les récepteurs opiacés impliqués dans 1'analgésie centrale et la régulation, directement ou
indirectement, des contractions intestinales et du transit intestinal.

Etant donné 1'implication de ces récepteurs dans la régulation de la contraction du muscle lisse intestinal et du
péristaltisme de base, nous avons tenté d'évaluer 1'effet des extraits sur le péristaltisme in vitro. L'action des
différents produits sur le péristaltisme in vitro peut se traduire par un effet sur le transit intestinal, c'est
pouquoi nous avons développé une technique in vivo (test sur le transit intestinal) afin de confronter les deux
techniques. Ainsi aprés 1'évaluation de 1'effet des extraits vis 3 vis du péristaltisme intestinal in vitro, nous
avons recherché leurs effets sur le transit intestinal in vivo.
Afin de rechercher 1'action des extraits vis-2-vis des trois types de récepteurs nous avons mis au point une
technique in vitro sur 1'intestin isolé (iléon de cobaye et duodénum de rat). Cette dernitre technique présente
plusieurs avantages :

* L es techniques devraient répondre aux exigences d'un test de screnning.

* ] es organes isolés sont riches en récepteurs cholinergiques, histaminergiques et opioides.

* L'organe isolé pourra &tre étudié 2 la fois pour la recherche des substances 2 propriétés
histaminiques ou antihistaminiques, cholinergiques ou anticholinergiques et analgésiques majeurs (opiacés).
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Le travail de cette deuxi®me partie s'inscrit donc dans une continuité de différentes recherches menées sur les
deux plantes étudiées dans la premitre partie et sur d'autres espdces végétales étudiées au sein du laboratoire.
Ainsi nous avons choisis 4 plantes qui possédent des activités sédatives et/ou analgésiques : Melissa officinalis
(Soulimani et coll., 1991), Eschscholizia californica (Rolland et coll., 1991), Fagara zanthoxyloides (Bertrand,
1988) Euphorbia hirta (Lanhers et coll., 1990).

Ce choix est lié au fait que depuis longtemps on sait que les substances autres que les psychotropes peuvent
également exercer des effets sédatifs surtout au niveau des tests in vivo ou des simples observations cliniques,
ainsi les substances antihistaminiques H1, ont toujours manisfesté un effet secondaire sédatif en plus de leur
effet principalement antihistaminique; c'est pourquoi nous avons entrepris de rechercher le comportement de
ces plantes 3 propriétés sédatives vis & vis des récepteurs histaminergiques in vitro.

L'étude des propriété analgésique de ces plantes a requis 1'utilisation de méthodes classiques in vivo effectués
chez la souris, le développement d'une technique d'étude in vitro vis-3-vis des récepteurs opioides pourrait
répondre A deux objectifs, compléter le screening des études in vivo, d'une part, rechercher le mécanisme
d’action des extraits végétaux & propriétés analgésiques d'autre part.

La recherche bibliographique sur les indications thérapeutiques des différentes plantes a constitué notre
deuxiéme démarche pour le choix de 4 autres plantes, ainsi 1'effet antispasmodique de M.officinalis,
F.officinalis, A.reticulata, P.boldus, mentionné dans la bibliographie, peut étre lié€  leurs effets vis a vis des
récepteurs cholinergiques ou des récepteurs opioides, au niveau intestinal.

En raison de I'implication des récepteurs cholinergiques et opoides dans la régulation du transit intestinal,
nous avons tenté d’évaluer 1'effet de certaines plantes vis-i-vis du péristaltisme intestinal in vitro d'une part et
vis-a-vis du transit intestinal in vivo d'autre part.

Pour les extraits qui ont présenté ume activité antispasmodique, nous avons cherché a définir 1'origine
neurogéne ou myogene de leur activité, en évaluant leurs effets vis-d-vis de neuromédiateurs nerveux
(acétylcholine et agonistes) mais aussi vis-d-vis d'un agent musculotrope (chlorure de baryum), afin de
spécifier leur activité par rapport & 1'atropine et la papavérine et par rapport 4 la pilocarpine, agoniste

muscarinique.
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Etant donné le degré d'implication des récepteurs opioides dans la régulation de différents mécanismes
physiologiques impliquant d'autres types de récepteurs, nous avons tenté d'évaluer 1'effet des antagonistes
cholinergiques et histaminergiques de référence sur les récepteurs opioides afin de mettre en évidence le réle
des récepteurs cholinergiques et histaminergiques dans le fonctionnement des récepteurs opioides.



PARTIE 11
RAPPELS PHYSIOLOGIQUES
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CHAPITRE I: RAPPEL

I- LES RECEPTEURS AU NIVEAU DU DUODENUM ET DE L'ILEON

L'innervation du duodénum et de 1'iléon par des fibres postganglionnaires sympathiques et parasympathiques
implique 1'existence de récepteurs des neuromediateurs liberés au niveau de ces fibres. Ces récépteurs

concernent surtout 1'acétylcholine et 1'adrenaline. La réactivité du duodénum et de 1'iléon, isolés, & d'autres
neuromédiateurs tels que l'histamine et les endorphines, implique, également l'existence de récépteurs
spécifiques a ces substances.

A- REPARTITION DES RECE H RGI A RGI ET

OPIOIDES

A-I) LES RECEPTEURS CHOLINERGIQUES.
L'acétylcholine est synthétisée a partir de la choline et de 1'acétylcoenzyme A dans le cytoplasme des
terminaisons synaptiques et est mise en réserve‘ dans les vésicules synaptiques. La concentration
d'acétylcholine dans la fente synaptique est réduite (stoppant ainsi 1'activation du recepteur) par une enzyme,
l'acétylcholinestérase, qui est située sur la membrane postsynaptique. Cet enzyme détruit rapidement
1'acétylcholine, libérant la choline.

A-I-I) EFFETS PHYSIOLOGIQUES ET MECANISME D'ACTION DE
L'ACETYLCHOLINE.
La liaison aux récepteurs cholinergiques peut se traduire par deux types d'effets en fonction de la nature du
ligand:
- Un effet agoniste
- Un effet antagoniste

A-I-I-D) LES CHOLINOMIMETIOUES (agonistes)

Toute substance pouvant mimer 1'action de 1'acétylcholine sera dite cholinomimétique et sera considérée
comme un agoniste de l'acétylcholine. Au niveau de la musculature lisse 1'acétylcholine provoque une
augmentation du tonus et du péristaltisme intestinal avec relichement de la plupart des sphincters,
augmentation du tonus du détrusor et de l'urdtre, relaxation du trigone et du sphincter vésical; une
bronchoconstriction; une augmentation des sécrétions digestives, lacrymales, sudorales et nasopharygées, ainsi
qu'un effet miotique et la contraction du muscle ciliaire qui contribue au drainage de la chambre antérieure.
L'hydrolyse de 1'acétylcholine par la cholinestérase limite considérablement son emploi en thérapeutique.
Carbachol et béthanéchol sont des esters carbamiques de la choline qui résistent & la cholinestérase, ils ont par
conséquent une durée d'action prolongée, en particulier au niveau du tube digestif et de la vessie.
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La pilocarpine est un alcaloide naturel provenant des feuilles d'un arbuste sud-américain du genre pilocarpus,
la muscarine, alcaloide contenu essentiellement dans divers Inocybes et Clytocibes (et en traces seulement
dans 1'Amanita muscaria), ces deux alcaloides sont deux agonistes spécifiques aux récepteurs muscariques et

possédent une action cholinomimétique.

A-I-I-IT) LES PARASYMPATHOL YTIQUES. (antagonistes)
Le ligand est un antagoniste des récepteurs cholinergiques.
Leur action pharmacologique n'étant pas confinée uniquement au syst®me nerveux parasymapthique, leur
prototype est l'atropine, extraite de Atropa belladona, son action s'exerce sur tous les récepteurs
cholinergiques, qu'ils soient centraux ou périphériques.

L'atropine est un ester formé d'une base organique.
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A-I-I-IIT) RECEPTEURS : Nature et Localisation
L'innervation du tractus digestif, et en particulier le muscle lisse intestinal, par le parasympathique permet
1'implication de 1'acétylcholine dans la régulation de 1'activité contractile des fibres lisses au niveau duodénal
et iléal donc suppose 1'existence des récepteurs & 1'acétylcholine au niveau de ces deux organes.
Ces récepteurs sont divisés en deux types :
Les récepteurs nicotiniques N subdivisés eux mémes en deux sous types : N1 localisés au niveau des
ganglions sympathique et parasympathique ainsi qu'au niveau du syst®me nerveaux central, N2 localisé au
niveau des jonctions neuromusculaires. De méme qualifie-t-on de nicotiniques les effets successifs de
stimulation et de blocage des drogues que 1'on peut mettre en évidence au niveau des ganglions autonomes
(N1) et au niveau des plaques motrices des muscles squelettiques (N2).
Les récepteurs nicotiniques sont localisés surtout au niveau du syst®me nerveux central, sur les ganglions du
systéme nerveux autonome et sur les muscles squelettiques.
Les récepteurs muscariniques sont répartis au niveau du syst®me nerveux central et au niveau périphérique
notamment au niveau du muscle lisse du tube digestif.
Birdsall et Hulm, 1985; Birdsall et coll., 1983; Eglen et Withing, 1986 les ont classé en 2 types M1 et M2 en
fonction de leur affinité & la pirenzépine, antagoniste cholinergique muscarinique.
Les récepteurs M2 sont localisés au niveau du S.N.C. et en particulier au niveau de la musculature lisse
(coeur, duodénum et iléon), ils sont surtout impliqués dans le contrdle de la libération de 1'acétylcholine au
niveau du muscle longitudinal lisse (Kilbinger et coll., 1984) alors que les M1 sont surtout présents au niveau
du S.N.C. (corps strié, cortex et hippocampe) et au niveau des ganglions sympathiques et parasympathiques
(North et coll., 1983, 1985; Kilbinger, 1984; Kilbinger et Nafziger, 1985). Des études de liaisons spécifiques
(binding) ont montré que la dicyclomine était capable de distinguer entre les récepteurs M1 au niveau central
et des récepteurs M2 au niveau cardiaque. (Kenny et coll.;1985, Doods et coll. 1987; Kilbinger et coll., 1978-
88)
Des auteurs ont pu différencier les récepteurs M1 (au niveau de la portion cérébrale) et des récepteurs M2 (au
niveau du muscle lisse) par la comparaison de leurs structures primaires. (Kubo et coll., 1986 ; Peralta et
coll., 1987)
La découverte d'un nouveau composé antimuscarinique AF-DX 116, a permis d'introduire une nouvelle
classification des récepteurs muscariniques de 1'acétylcholine (Goyal et Rattan, 1978, Hammer 1979-80-82-84;
Hirschowitz, 1984; Levine et coll, 1986; Giachetti et coll., 1986).
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Des travaux récents ont permis également de mettre en évidence un troisidéme type de récepteur muscarinique
M3 et une nouvelle classification de 1'ensemble des récepteurs muscariniques, les récepteurs M1 au niveau du
tissu nerveux et des ganglions sympathiques, les récepteurs M2 surtout au niveau du coeur et du muscle lisse
intestinal et peu au niveau des régions cérébrales et M3 essentiellement au niveau des glandes exocrines et une

faible proportion au niveau cérébral (Hammer et coll., 1986 ; Ladinsky et coll., 1987)

Le fait que les réponses physiologiques observées, aprés stimulation des récepteurs muscariniques, soient
lentes, de longue durée et soient bloquées par 1'atropine laisse supposer leur localisation au niveau du muscle
lisse du tube digestif, dont la contraction est relativement plus lente et de longue durée et bloquée par
1’atropine par rapport & celle du muscle squelettique qui est rapide, de courte durée et bloquée par la d-
tubocurarine et qui implique plutSt les récepteurs nicotiniques.
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Tableau IXI-A Rdle et distribution des récepteurs muscariniques
et nicotiniques au niveau du systéme nerveux
central et des organes périphériques

sous-
type |types| Localisation Effets Auteurs
Message Kilbinger, 1985
Cortex Hippocampe|nerveux au Birdsall, 1985
M, niveau des Eglen, 1986
Ganglions sympha. | synapses North, 1985
et parasymphat. nerveuses
Contrdle la |Kilbinger, 1984
Muscle lisse libération de{Kenny, 1985
l'acétylchol. [Doods, 1987
M, Coeur - Intestin |Régule les co|Kilbinger, 1988
ntractions du|Nathanson, 1987
muscle lisse |Peralta, 1987
M
Régulation Hammer, 1986
Glandes du
M, exocrines fonctionnem- |Ladinsky, 1987
ent des
glandes exoc.
Ganglions sympha.
N N, et parasympath. Régulent les
contractions | Goyal, 1978
Jonction du muscle Giachetti, 1986
N, neuro-musculaire |squelettique.| Hammer, 1980-82
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A-TI) LES RECEPTEURS HISTAMINIQUES,

L'histamine ou B-imidazol éthylamine résulte de la décarbox.ylation de 1'histidine par l'intervention d'une
décarboxylase, enzyme qui peut é&tre inhibée par 1'hypostamine. L'histidine peut donner naissance a
1'histamine mais aussi 2 plusieurs autres substances telles que: 1'acide glutamique, 1'acide imidazole acétique

et lactique, ansérine ...etc...

A-II-T) EFFETS PHYSIOLOGIQUES DE L'HISTAMINE.

L'histamine a d'importantes actions sur la circulation, le muscle lisse, les secrétions et le syst®me nerveux

central.

A-II-I-I) Sur le muscle lisse:
L'histamine augmente le tonus de la plupart des muscles lisse comme 1'utérus, 1'intestin et les bronches. C'est
1'intestin isolé de cobaye que 1'on utilise pour le dosage biologique des faibles concentrations d'histamine dans
les tissus ou les liquides corporels. L'histamine provoque des contractions au niveau de 1'intestin isolé, C'est
pourquoi 1'iléon isolé de cobaye est utilisé pour I'étude de 1'activité agoniste ou antagoniste de certaine
substance vis & vis de la contraction induite par 1'histamine. L histamine peut déclencher chez les asthmatiques

une crise aigud en augmentant le tonus des muscles bronchiolaires.

A-II-I-II) Action au niveau du systdme nerveux central:

L'histamine est synthétisée et concentrée dans 1'hypothalamus, elle est inégalement répartie dans les
différentes structures cérébrales, sa distribution est assez proche de celle de la sérotonine. Son réle est
hypothétique:

- Régulation de 1'activité nerveuse globale du télencéphale et peut-étre contribution au contréle et 2
l'alternance des divers états de veille et de sommeil, elle accroit la durée du sommeil provoqué par les
hypnotiques et déprime les reflexes conditionnés, ces récepteurs sont impliqués dans des phénomenes de
sédations. (Waugquier et coll., 1984)
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A-II-IT) Réle et distribution des récepteurs histaminergiques.

Si la distribution de I'histamine dans le cerveau semble hétérogéne (plus grande richesse dans la région
hypothalamique), la présence des sites récepteurs H1, H2 et H3 dans le tissu nerveux est incontestable
- uniquement au niveau des mastocytes des gaines conjonctives et dans les neurones.

L'histamine libérée va se fixer sur trois types de récepteurs en fonction de 1'organe cible.

Ces récepteurs histaminergiques sont subdivisés, conventionnellement en : Récepteurs H1; récepteurs H2 et
récepteurs H3.

L'existence des récepteurs histaminiques au niveau du plexus musculaire lisse (iléon et duodénum) a été
postulée par Ambache and Aboozar, 1970; 1973; Uhl, 1989, des travaux similaires ont permis leur mise en
évidence au niveau de la muqueuse musculaire isolée de 1'oesophage de cobaye (Fujinuma et coll., 1985) et en
partculier les récepteurs H2 au niveau du muscle longitudinal de 1'iléon par Fjalland 1979.

D'autres travaux ont permis la descrimination de 2 types de sites histaminergiques au niveau de 1'iléon et de la
vessie de cobaye. (Rubinstein et coll., 1985) et 1'existence ainsi que le role des récepteurs H3 (Van Der Werf
et coll., 1987) qui sont surtout impliqués dans la modulation et la régulation de la libération de I'histamine,
(des autorécepteurs) (Arrang et coll., 1987) probablement par un mécanisme d'auto-inhibition de la libération
de 1'histamine (Van Der Vliet et coll., 1988); ces mémes récepteurs exercent un effet inhibiteur sur la
contraction de 1'iléon (Trzeciakowski, 1987). Leur localisation a été mise en évidence au niveau présynaptique
des terminaisons nerveuses synthétisant 1'histamine (Arrang et coll., 1988).

Des auteurs ont démontré l'activité agoniste de la a-methyl-histamine et l'activité antagoniste de la
thiopéramide au niveau cérébral chez le rat et la souris (Oishi et coll., 1989) (Arrang et coll.,, 1988) et
I'activité antagoniste de la phencyclidine vis & vis des récepteurs H3 (Arrang et coll., 1988). Ces récepteurs
H3 paraissent constituer des ligands hautement potentiels et sélectifs (Arrang et coll., 1989) et leur implication
a été démontrée dans la neurotransmission cholinergique au niveau de 1'iléon de cobaye (Ichinose et coll.,
1989).
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Les récepteurs histaminiques H1; H2 .et H3 se répartissent donc au niveau central et périphérique. La
classification de ces récepteurs a également été établie grice & la découverte d'agonistes spécifiques de I'un ou
1'autre de ces récepteurs:

- Methyl-2-histamine pour les récepteurs H1

- Methyl-4-histamine pour les récepteurs H2

- a-méthyl-histamine pour les récepteurs H3
(Black et coll., 1972; Owen, 1975; Oishi et coll., 1989 et Van der Vliet et coll.; 1988)

A-II ITT) LES ANTAGONISTES ET LEURS EFFETS

L'implication de 1'histamine dans plusieurs manifestations pathologiques (anaphylaxie, allergie, ulcres gastro-
duodénaux) a incité les scientifiques & chercher 3 neutraliser par divers moyens cette substances dans

1'organisme pour s'opposer a ses effets pathologiques.

Les substances antagonistes de 1'histamine ne vont pas empécher la biosynthése de 1'histamine ni sa libération
par les mastocytes, ni accélérer sa destruction mais vont empécher I'histamine libérée d'activer ses récepteurs

spécifiques. Ce sont des antagonistes compétitifs spécifiques de 1'histamine au niveau de ses récepteurs. La
puissance et la spécifité de leur antagonisme varient selon les effets histaminiques, 1'activité la plus importante
se manifestant au niveau de la musculature lisse et notament sur l'intestin qui présente des sites récepteurs

histaminiques H1 et H2 dont 1'activation peut induire des contractions (Barker, 1981; Barker et Ebersoleb,
1982; Barker et Hough, 1983; Barker, 1985). En fait, l'intestin est normalement animé de mouvements
rythmiques lents se propageant sur toute sa longueur. Son innervation intrinséque est constituée de plexus
nerveux (Meissner et Auerbach), tandis que son innervation extrinséque neurovégétative dérive du rameau
nerveux du nerf splenchinique et du nerf pneumogastrique (Wright, 1973). L'éfficacité des antihistaminiques
n'est pas identique expérimentalement vis a vis des différents effets de 1'histamine et Ia dualité des fécepteurs
histaminergiques (Folkow et coll., 1948; Ash et Schild, 1966 et Van der Werf et coll.; 1987) a amené a
distinguer trois types d'antihistaminiques:
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1) Les antihistaminiques antagonistes des récepteurs H1
Découverts par (Bovet et Staub 1937; Ungar et coll., 1937) et qui s'opposent principalement aux effets de
1'histamine sur le muscle lisse et les vaisseaux et intervenant dans les réactions d'allergie et les phénomeénes de
bronchospasme, leur action consiste 2 empécher la contraction de la musculature lisse (essentiellemnt
bronchique et intestinale chez 1'homme), & diminuer la tendance hypotensive résultant de la dilatation des
vaisseaux de petit diametre (artérioles) et & normaliser la perméabilité microvasculaire.

2) Les antihistaminiques antagonistes des récepteurs H2
Leur développement est beaucoup plus récent (Black et coll., 1972). Les antihistaminiques H2 sont
généralement des dérivés comportant des chaines latérales plus longues (8 atomes) plus complexes et moins
basiques que celles de 1'histamine (elles ne sont pas chargées au pH physiologique). 1is se distinguent donc sur
plusieurs points des antihistaminiques H1 essentiellement moins basiques et plus polaires; ils sont de ce fait

beaucoup moins lipophiles.

3) Les antihistaminiques antagonistes des récepteurs H3
Ils sont surtout responsables de la modulation et la régulation de la libération de I'histamine (Van der Werf,
1987 ; Arrang et coll., 1987-1988; Trezecialowski J.P.; 1987; Van der Vliet et coll.; 1988; Oishi et coll.;
1989 et Ichinose et coll.; 1989).
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Tableau II-B Rdle et distribution des récepteurs histaminiques,
H,, H, et H; au niveau du systéme nerveux

central et des organes périphériques

sous-
type |types| Localisation Effets Auteurs
Cerveau Sédation Black, 1972
Hypothalamus: Owen, 1975
Hy Neurone Parsons, 1977
Gaines . | Phénoménes Oishi, 1989
conjonctives d'allergie
Secrétion Ambache, 1970
Muscle lisse : |acide Uhl, 1989

. |Fujinuma, 1985
Rubinstein, 1985
H, Coeur, Intestin, |Ré&gule les co

Véssie, Iléon, ntractions du
Oesophage muscle lisse
H
Systéme Nerveux Van Der W., 1987
Central Module 1la Arrang, 1987-88
libération de|Van Der V., 1988
Hq Présynapse des l'histamine Trzeciakowki, 1987
terminaisons Ichinose, 1989

nerveuses
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A-III) LES RECEPTEURS OPIACES

A-III-1) ACTIONS PHYSIOLOGIQUES DES OPIACES

La plupart des opiacés actuellement disponibles possédent, A différents degrés, les propriétés
pharmacologiques de la morphine. La description des actions de la morphine illustrera donc également, d'un
point de vue qualitatif tout au moins, celle des autres opiacés. La morphine est un alcaloide, dérivé de
I'opium, qui possdde ume tres forte activité analgésique au niveau central. Elle présente 1'inconvénient
d'engendrer une tolérance et une dépendance lors de 1'absorption orale ou par inhalation. La morphine produit
ses effets pharmacologiques principaux au niveau de trois systtmes de 1'organisme: le systtme nerveux

central, le systtme gastro-intestinal et le syst®me cardio-vasculaire.

a) Systéme nerveux central ‘

Chez 1'homme, 1'administration de la morphine produit des altérations de 1'humeur, une analgésie, des
nausées et vomissements, une dépression de la respiration et un myosis.

Son administration chez 1'animal engendre un effet analgésique puissant accompagné d'une multitude d'autres
effets tels que : dépression respiratoire, ralentissement du transit intestinal et suppression du spasme des
muscles lisses, hypotension et modification du rythme cardiaque, euphorie et modification du comportement,
cette constatation suggéra 1'existence de récepteurs spécifiques pour la morphine et ses dérivés, hypothese qui
trouva une Vvérification expérimentale grice aux groupes de Snyder, 1973; de Pert et Snyder, 1973 et de
Simon, 1984 aux Etats-Unis et de Terenius, 1973 en Sudde, par des techniques de liaisons spécifique (ligands
radioactifs).

Ces effets de la morphine sur le SNC sont dépendants de la dose et leur expression peut varier

considérablement selon 1'état de 1I'individu chez qui la morphine a été administré.

b) Analgésie

* La morphine est particulitrement efficace sur la douleur en tant que processus neurophysiologique
relayé par des afférences sensorielles spécifiques de 1a douleur, c'est a dire sur 1'élaboration de la perception
sensorielle au niveau psychique, on observe chez les sujets une augmentation de la capacité & tolérer la
douleur bien que celle~i soit parfois encore pergue en tant que sensation.
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En fait, la morphine n'affecte en rien les différentes modalités sensorielles, telles que le toucher, la vibration,
la vue ou l'ouie. La morphine diminue donc les symptomes de réaction liés 2 la perception douloureuse
(anxiété, peur, voire panique), et rend ainsi la perception globale de la douleur plus tolérable. 11 faut noter que
cette action a un caractére qui est unique aux opiacés, car les anxiolytiques purs ne produisent pas 1'analgésie.
Cet effet neurophysiologique ne constitue pas le seul mécanisme de 1'analgésie morphinique: des effets
neurophysiologiques allant dans la direction d'une analgésie sont en plus excercés par la morphine 2 différents
niveaux des voies nerveuses qui véhiculent la perception douloureuse. En régle générale, on peut dire que la
morphine est un analgésique plus efficace pour les douleurs sourdes et continues que pour les douleurs de type

aigu et & caractdre intermittent.

¢) Respiration

La morphine déprime la respiration. Cette action se manifeste déja & de faibles doses de morphine; elle est la
cause principale de décés par intoxication aux opiacés (overdose). La morphine provoque en effet une
réduction de la sensibilité des centres respiratoires du tronc cérébral 3 une augmentation de la PCO2 et la
baisse de la PO2 constituent deux stimuli activateurs des centres qui réglent la respiration automatique. En
présence d'intoxication aux opiacés et de la dépression respiratoire qui s'en suit, il est donc contre-indiqué
d'administrer de 1'oxygéne car 1'hypoxie demeure le seul stimulus pour la respiration automatique. Le réflexe
de toux est également inhibé par la morphine par son action inhibitrice sur le centre de la toux au niveau du
bulbe rachidien (medulla oblongata). La noscapine (dérivé benzylisoquininoléine) est 1'un des opiacés naturels
i action essentiellement antitussive, aux cOtés d'autres dérivés de synthdse plus récents.

d) Systéme gastro-intestinal

D'une manitre générale, on peut dire que la morphine augmente le tonus de la musculature lisse de tous les
segments du tractus gastro-intestinal, tout en diminuant considérablement les contractions propulsives. Cette
double action résulte en un ralentissement prononcé du temps de passage du bol alimentaire et en une
réabsorption augmentée d'eau.




L'effet global de la morphine est donc constipant, d'ol son utilisation thérapeutique comme antidiarrhéique. Il
est intéressant de relever que 1'action antidiarrhéique de 1'opium a été reconnue il y'a plus d'un millénaire. De
nos jours, des opiacés synthétiques de type phénylpipéridine, tels que le diphénoxylate et le lopéramide, dont
l'action est relativement sélective sur le tractus gastro-intestinal, sont utilisés avantageusement comme

antidiarrhéique. Il est 2 noter que, contrairement & la plupart de ses autres actions, on n'observe que trés peu

de tolérance a 1'effet constipant de la morphine. La morphine augmente la pression a 1'intérieur du tractus

biliaire. Cet effet, dont 1'expression clinique peut aller de simples douleurs épigastriques jusqu'a une colique
biliaire, est d a un spasme du sphincter d'Oddi qui résulte en une stase biliaire. Cette action peut expliquer
les augmentations des taux plasmatiques d'amylase et de lipase, observées parfois aprds administration de

morphine.

Les actions sus-mentionnées de la morphine sur le tractus gastro-intestinal sont en partie inhibées par de fortes

doses d'atropine. Elles sont toutefois complétement antagonisées par la naloxone.

A-III-2) ROLE ET DISTRIBUTION DES RECEPTEURS OPIACES
L'effort des chimistes et pharmacologues a toujours été et il est toujours dirigé vers le développement de

substances dérivées de la morphine, possédant des propriétés analgésiques et antidiarrhéiques mais dépourvues

de la capacité d'induire tolérance et dépendance et de déprimer la respiration. Cet effort a aboutit aux dérivés

morphiniques semi-synthétiques et synthétiques, dont certains se révélerent &tre des antagonistes compétitifs
de 1a morphine.

Cette découverte importante répondit & certaines questions, mais en souleva une autre : comment se faisait-il

que le systtme nerveux de 1'homme possédit des récepteurs spécifiques pour un alcaloide extrait d'un pavot
originaire d’'Asie Mineure et d'Extréme-Orient ?. La réponse était simple et ne se fit pas tarder : le systtme

nerveux produit des opiacés endogénes. En effet, en 1975 Hughes et Kosterlitz 3 Aberdeen découvrirent
I'existence dans le cerveau de deux pentapeptides, la leucine-enképhaline et la méthionine-enképhaline, dont
les actions, semblables & 1a morphine, sont neutralisées par la naloxone, un antagoniste spécifique au niveau
des récepteurs aux opiacés. Au cours de la dernitre décennie, on a identifié et caractérisé dans le systéme

nerveux de nombreux autres opiacés endogdnes.

Leur localisation au niveau cérébral a été confirmée par plusieurs auteurs. (Lord et Kosterlitz, 1977) et leur
mise en évience au niveau du cerveau a été réalisée par autoradiographie grice a 1'utilisation du dérivé tritié
de la morphine (Slater et coll., 1986, 1989; Cross et coll., 1987; Blackburn et coll., 1988).

Les réponses physiologiques A 'administration de la morphine semblent impliquer des neurones localisés au
niveau cérébral, tel est le cas de la substance grise péri-aquéducale pour le contrSle de la douleur, les
structures limbiques dans la modification des états émotionnels, noyau du tractus solitaires du bulbe dans le
contréle de la respiration, noyau du tractus solitaire et noyau ambigu dans le contrdle du rythme cardiaque.
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Les actions sur l'organisme de nombreuses substances, endogénes et exogenes, sont médiées par leur
intéraction avec des récepteurs spécifiquesq. Pour les opiacés, 1'existence de récepteurs fut postulée au début
de ce sigcle déj et confirmée dans les décennies suivantes.

En effet, de nombreuses études sur les relations structure-activité révélerent I'existence d'une stéréospécificité
stricte pour les actions des opiacés. On développa ensuite des antagonistes compétitifs de la morphine et
démontra son action dose-dépendante, aboutissant 2 un effet maximal (saturabilité), sur différentes
préparations in vitro (intestin isolé). Enfin, la précipitation d'un syndrome de sevrage par 1'administration d'un
antagoniste compétitif, aprés traitement chronique aux opiacés, ainsi que 1'apparition d'une tolérance croisée
entre opiacés possédant une structure moléculaire différente, constitudrent des arguments ultérieurs plaidant en
faveur de 1'existence de récepteurs spécifiques. La preuve définitive ne fut toutefois apportée qu‘au début des
années 70, lorsque différents groupes purent directement identifier et caractériser par la méthode de liaison
spécifique (binding studies) les récepteurs aux opiacés, grice au développemnt de ligands radioactifs 2 trés
haute affinité et porteurs d'une activité spécifique élevée. L'existence d'une multiplicité d'actions serait liée 3
I'existence de multiples récepteurs, cette hypothése a été émise par Martin et coll.(1976) et confirmée par la
découverte d'enképhaline permettant de clarifier le probldme de 1'hétérogénéité des récepteurs (Hugues et
Kosterlitz, 1975). La comparaison des effets de ces enképhalines par rapport 3 celui de la morphine a été
obtenu sur I'inhibition des contractions de 1'iléon de cobaye et le canal déférent de la souris stimulés
électriquement.

L'existence de sous-types de récepteurs aux opiacés fut initialement postulée lors de 1'examen des actions d'un
dérivé N-allyle de la morphine, la nalorphine (Schéma II-10). En effet, cet opiacé se comportait, en présence
de la morphine, comme un antagoniste, mais possédait les ﬁropriétés analgésiques d'un agoniste lorsqu'il était
administré seul. Martin W.R. (1979, 1984), un des pionniers de la pharamacologie des opiacés, postula alors
1'existence de deux types de récepteurs, 1'un pour la morphine, 1'autre pour la nalorphine. Il élabore également
les concepts d'agoniste partiel, d'agoniste-antagoniste et d'agoniste mixte. Selon ces concepts, les agonistes
partiels sont des opiacés & action antagoniste en présence de morphine, mais qui ont des propriétés agonistes
lorsqu'ils sont testés seuls.

D'autres opiacés, définis comme agonistes-antagonistes, sont des substances agonistes sur un type de récepteur
mais antagonistes sur un autre type. Enfin le terme d'agoniste mixte définit une substance qui est agoniste sur
plusieurs types de récepteurs. Il existe également des antagonistes mixtes. Avec la découverte de nouveaux

opiacés de synthese et des opiacés endogenes, le modele & deux récepteurs se révéla insuffisant pour expliquer

la diversité et la selectivité des actions de nombreuses molécules. Par une étude approfondie des actions de

plusieurs dizaines d'opiacés sur différents tests pharmacologiques in vitro et in vivo, on a définit trois sous-
types de récepteurs, appelés (u,x et o).
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Les syndromes observés par 1'administration des substances morphinomimétiques dépendaient de leur affinité
pour 1'un ou 1'autre des récepteurs opiacés ainsi 1'utilisation de la morphine, de la kétocyclazocine et de SKF-
10,047, agonistes spécifiques respectifs des récepteurs u, x et ¢ a permit d'attribuer chaque syndrome a
chacun des trois types de récepteurs. (Martin et coll., 1964-67-74-76-84)De plus 1'analyse des puissances
relatives de certains opiacés endogénes et de synthése a permis de définir un quatri®me sous-type de récepteur
appelé (8). Récemment, grice a 1'utilisation d'antagonistes irréversibles (naloxazone et naloxonazine), deux
sous-types du récepteur (i) ont été postulés. Il s'agit des récepteurs x1, A haute affinité pour la morphine, qui
semblent médier 1'effet analgésique, et des récepteurs [12 3 plus faible affinité auxquels on attribue la
dépression respiratoire induite par la morphine. La répartition des récepteurs opiacés et leur hétérogénéité au
niveau périphérique a été confirmé par plusieurs travaux, ainsi on a pQ montrer 1'existence des récepteurs
opiacés par la technique du binding sur les homogénats du plexus myentérique du muscle longitudinal de
l'iléon de ®Mye avec la mise en évidence particuliérement des récepteurs de type ¢ au niveau du canal
déférent du hamster (Mc.Knight et coll., 1983 et 1984). Chaque type de récepteur a été localisé au niveau
d'un organe différent, chez les cobayes au niveau de 1'iléon des récepteurs u, au niveau du canal déférent de la
souris des récepteurs §, au niveau du canal déférent de lapin des récepteurs x et au niveau du canal déférent du
rat des récepteurs e (Giagnoni et coll. ,1984), on a méme pQ mettre en évidence au sein de 1'iléon de rat
I'existence de plusieurs types de récepteurs (Liao et Freer, 1984); cependant il serait difficile d'établir une
généralisation de cette distribution des récepteurs opiacés en raison de la variation des especes utilisées par les
différents auteurs.

Ainsi la mise en évidence des récepteurs u et x au niveau de 1'iléon de cobaye et des récepteurs & au niveau du
canal déférent de cobaye par 1'utilisation de la 8-funaltrexamine et la richesse du canal déférent de la souris en
récepteurs 8, a permis de mettre un autre type de récepteur dans un méme organe mais de deux especes
animales différentes.(Hayes et coll., 1985; Takemori et coll., 1986; Johnson et coll., 1986 et 1987; Smith et
coll., 1984-87-88)

Si I'analgésie constitue la principale activité de la morphine, cette dernidre se trouve impliquée dans d'autres
mécanismes. Par ailleurs Treudelenburg au début du siécle (1915) avait constaté que la morphine était capable
d'inhiber la commande nerveuse de certains organes périphériques tels que 1'iléon de cobaye et que
'administration de la morphine directement au niveau du ventricule cérébral provoquait une inhibition du
transit intestinal ce qui peut laisser supposer 1'action de la morphine par voie indirecte (Manara et coll., 1986).
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L'iléon isolé de cobaye ou de lapin ainsi que le canal déférent, isolé de souris ont constitué un modele fiable
pour 1'étude de 1'implication de la morphine des enképhaline et de la B-endorphine aussi bien au niveau du
péristaltisme intestinale et du transit intestinal lié aux problémes de la diarrhée et de la constipation qu'au
niveau de la tolérance et la dépendance aux opiacés ainsi que pour la recherche d'activité agoniste ou
antagoniste vis 2 vis de la morphine.(Belestin et coll., 1984; Bhargava et Pillai, 1985; Donnerer et Lembeck,
1985; Watanabe et coll., 1988; Shook et coll., 1989)

La complexité du mécanisme d'action de la morphine et de ses agonistes et la difficulté de sa compréhension
ont suggéré a certains auteurs de rechercher 1'implication d'autres types de récepteurs dans les différents
syndromes observés A I'administration de la morphine, ainsi les travaux de Paton W.D.M. (1954-56) et ceux
de Gyang et Kosterlitz (1966) avaient montré que la morphine agissait en prévenant la libération d'un
neurotransmetteur, 1'acétylcholine, ils avaient constaté également que 1'iléon isolé de cobaye pouvait étre
utilis€ en tant qu'analogue du cerveau et que lorsque 1'on testait des dérivés de la morphine, plus ou moins
puissants sur 1'iléon, on observait que leur capacité 2 inhiber la libération de 1'acétylcholine était exactement
parallele a leur capacité 2 provoquer 1'analgésie chez

I'homme ou I'animal et les antagonistes morphiniques bloquaient, de la méme fagon qu'au niveau cérébral,
1'effet de la morphine au niveau de 1'iléon isolé de cobaye.

Cette corrélation a été montrée par la technique du binding aux récepteurs opiacés au niveau du S.N.C. du rat
et l'intestin isolé de cobaye. (Creese et Solomon, 1975). La médiation, de 1'action de la morphine, par
1'acétylcholine semble impliquer des récepteurs cholinergiques, des auteurs ont montré le réle des récepteurs
opiacés et en particulier les récepteurs u dans la modulation de la libération de 1'acétylcholine au niveau
cérébral (Ahmed et Horst, 1986; Ennis et Wyllie, 1984).

L'acétylcholine ne semble pas étre la seule impliquée dans ces mécanismes, les prostaglandines semblent jouer
un réle aussi bien au niveau de l'induction des contractions de 1'iléon isolé de cobaye via les récepteurs

opiacés, qu'au niveau de la manifestation de la dépendance morphinique sur ce méme organe in vitro (Gaion
et Tre

on postule quatre types principaux de récepteurs aux opiacés u, X, o et §. Les actions particuliéres de chaque
opiacé découlent de 1'activation d'un ou plusieurs types de récepteurs 8. De plus, un opiacé donné peut agir en
tant qu'agoniste, antagoniste ou agoniste partiel sur chacun de ces types de récepteurs. Le tableau (II-C)
résume 1'implication des différents récepteurs dans 1'expression de certaines actions des opiacés.

Cette étude bibliographique synthétique nous wuém4® tenter & travers le modele de 1'organe isolé, qui
semble présenter une certaine fiabilté, d'évaluer 1'effet des substances végétales vis A vis des récepteurs
opiacés afin d'approcher leur mécanisme d'action d'une part et de vérifier 1'implication des récepteurs
cholinergiques et histaminergiques dans cette cascade de réactions occasionnées par les récepteurs opiacés
d'autre part.
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Tableau II-C ROle et distribution des récepteurs opioides au
niveau du systéme nerveux central et des

organes périphériques

sous-
type |types| Localisation Effets Auteurs
Distribution dans|* Analgésie Hughes et
tout le S.N.C. supraspinale|Kosterlitz, 1975
Mu, Iléon de cobaye * Euphorie Martin, 1964-84
* Dépendance |Creese et
physique Solomon, 1975
Mu
S.N.C. * Depression |Lord et
Iléon de cobaye respiratoire|Kosterlitz, 1977
Iléon de rat * Euphorie Ennis, 1984
Mu, * Dépendance |Belestin, 1984
* Contraction|Gaion, 1984
de 1'iléon de|Liao, 1984
cobaye Hayes, 1985
S.N.C. Giagnoni, 1984
Canal déférent de|* Analgésie Donnere, 1985
Kappa lapin - souris spinale Johnson, 1987-88
Iléon de cobaye * Myosis Smith, 1988
et de souris * Sédation Slater, 1986
Cross, 1987
S.N.C. Mc.Knight, 1984
Canal déférent du|* Dysphorie |Watanabe, 1988
hamster Hallucination
Sigma * Stimulation
vasomotrice
S.N.C. *Modification|Takemori, 1984
Canal déférent de| du Shook, 1989
la souris comportement | Blackburn, 1988
Delta Canal déférent Qu| affectif Slater, 1989
rat
* Analgésie




PARTIE Il

CHAPITRE II
TRAVAUX PERSONNELS




-127-

CHAPITRE II ; TRAVA NNEL

A) MATERIELS ET METHOD

A-) EXTRAITS UTILISES:
A-I-T) PREPARATION DES EXTRAITS UTILISES:

* Euphorbia hirta : La plante entitre séche est réduite en poudre fine, puis jetée dans de 1'eau
distillée bouillante, & raison de 60 g de plante séche pour 600 ml d'eau.
Apres agitation, 1a préparation est placée a 1'étude 4 44°C, pendant 24 heures.
Le macérat aqueux ainsi obtenu est filtré sur Buchner.
L'extrait aqueux obtenu est ensuite lyophilisé (Lyophilisateur CD 52-1, Heto, Danemark). Cette opération
permet 1'obtention d'une poudre ocre qui sera conservée dans des flacons munis d'un bouchon dessicateur, a

'abri de la lumidre.

* Melissa officinalis est préparée A partir de cryobroyat, macérées pendant 12 heures 3 température
ambiante et pendant 12 heures & 35°C, filtrées sur Biichner et ensuite lyophilisées.

* Fagara xanthoxyloides : Les feuilles sont broyées puis on réalise une infusion de 30 g de plante
dans 200 ml d'eau distillée, puis une macération pendant 24 heures & 44°C, le produit est ensuite filtré sur
Biichner, 1'eau est évaporé au Rotavapor et 1'extrait est lyophilisé.

* Eschscholtzia californica : L'extrait utilisé est un nébulisat réalisé par un broyage et une réduction
en poudre fine des différentes parties aériennes de la plante, ensuite le produit obtenu subit une lixiviation par
de I'éthanol 3 70 % au moyen d'un extracteur en continu.

* Fumaria officinalis, Peumus boldus et Annona reticulata sont des nébulisats.



PRESENTATION DES PLANTES

1) Melissa officinalis L.
(Voir description Partie I)

2) Peumus boldus L.

Peumus boldus Molina. est une Monimiacée, spontané, qui pousse sur les collines ensoleillées du Chili.

C'est un petit arbre buissonnant toujours vert a feuilles entiéres. Petites cymes terminales de fleurs jaune trds
pile a nombreuses piéces. Le fruit est constitué d'une petite drupe noiritre. Elle est largement employée en
médecine traditionnelle, mais également en médecine moderne ol diverses préparations galéniques et fractions
purifiées sont utilisées. Traditionnellement, les parties de P. boldus, support de ses activités, sont les feuilles
séchées.

D'un point de vue chimique, elles contiennent plusieurs alcaloides tels que la réticuline, 1'isocorydine,
l'isocorydine N-oxyde, la N méthyllaurotétanine, la boldine, 1'isoboldine, la norisocorydine, la laurotétanine,
la laurolitsine ; mais également des glucosides flavoniques, tels que le glucoside A (pneumoside), le glucoside
B (boldoside), les glucosides C, D (frangoside), E, F et G ; une huile essentielle riche en cinéol, p-cymol,
ascaridol, eugénol, pinéne et terpinéol, ainsi que des acides organiques, une gomme, des glucides, des lipides
et des tanins ont pu étre mis en évidence. Les indications actuelles sont classiquement les insuffisances
hépatiques et la lithiase biliaire. Toutefois, P. boldus est également préconisée pour diverses autres affections
telles que les troubles digestifs, les migraines, les maux d'oreilles, les rhumatismes, les odontalgies. Des
effets activateurs des sécrétions salivaires et gastriques lui sont conférés, ainsi que des effets spasmolytiques
sur I'intestin gréle (réduction du péristaltisme et du tonus intestinal).

3) Annona reticulata L.
Annona reticulata L. est un arbuste ou petit arbre bas, branchu, & rameaux dressés, lenticellés. Feuilles

glabres ou glabrescentes dessous, lancéolées, acuminées au sommet, courtement cunéiformes ou arrondies a la

longueur, épiderme rougedtre, sans protubérances mais comportant des aréoles anguleuses, commestibles.
Espdce originaire d'Amérique tropicale et qui est actuellement introduite dans tous les pays chauds et
humides. Les fleurs, les feuilles et 1'écorce écrasées sont appliquées en cataplasme sur les entorses.
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Les feuilles sont également, utilisées traditionnellement per os dans les troubles digestifs en Guadeloupe et en
Martinique (avec du bicarbonate de soude) en Haiti (en décoction avec du sel), comme antidiarrhéique en
Amérique Centrale, antivomitif et antalgique en Haiti, antiulcéreux en Jamaique, antipyrétique en Haiti et
aussi contre les "faiblesses des articulations” en Guadeloupe et en Martinique.

Les feuilles sont aussi recommandées comme anxiolytique per os en décoction avec du sel et en usage externe.
des travaux pharmacologiques ont montré 1'activité spasmolytique de A. reticulta, sur le duodénum isolé de
rat. (Rolland et coll., 1988)

4) Fagara zanthoxyloides Lam.

Fagara xanthoxyloides Lam. est un arbuste ou un arbre de 8 m de hauteur dont les feuilles et 1'écorce sont
parfumées; folioles légérement acuminées ou pas du tout, rigides, oblongues ou oblancéolées, quelquefois
émarginées i 1'apex, subaigiies & la base, 5 & 10 cm de longueur, 2 A 4 cm de largeur; épines recourbées sur

les rameaux et sur le rachis des feuilles. Fruits ellipsoides, environ 6 mm de longueur.

Espece littorale répandue du Sénégal au Nigéria

Le décocté aqueux des feuilles et racines sert & laver les plaies "incurables”. L'écorce de la racine entre dans

le traitement des vers intestinaux et de 1'oeddme, la racine est également utilisée pour lutter contre
I'hypethermie et les douleurs abdominales ainsi que les gastralgies du nourrisson.

Des travaux récents ont permis la mise en évidence des activités sédatives, anxiolytiques et analgésiques des
feuilles et 1'écorce de la plante. (Bertrand, 1988)

5) Fumaria officinalis L.

Fumaria officinalis L. est une plante herbacée, verte ou glauque tr®s commune dans les champs, les endroits
incultes, au bord des chemins dans toute 1'Europe sauf dans 1'extréme nord, dans les régions tempérées de
I'Asie, en Afrique du Nord. La tige, souvent couchée, peut atteindre 70 cm de long; elle porte des feuilles
profondément divisées. Les fleurs, rose violacé, trés irrégulidres, assez petites, sont réunies en grappes. Le

fruit est une silicule globuleuse ne dépassant pas 2 mm.
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Elle renferme des alcaloides, dont la fumarine ou protopine (0,13 %), et elle est dotée de propriétés
antihistaminique plusieurs travaux cliniques ont montré son activité de régulation vis & vis de la cholérése

(amphocholérétique) et son activité spasmolytiques.

6) Eschscholizia californica Cham.

Eschscholtzia californica Cham. est une plante originaire de la cote sud ouest américain de 40 2 50 cm de
hauteur, trouvée abondamment en Californie et cultivée comme ornement dans les jardins. Les tiges, couchées
puis dressées, sont couvertes de feuilles glauques finement découpées et sont terminées par des fleurs
solitaires, de couleur vive, jaunes ou orangées.

Elle contient de nombreux alcaloides dont le plus important est la protopine. Elle est utilisée comme
*soporifique” et contre les maux de téte séveres. Des travaux ont pQ mettre en évidence une activité sédative a

forte dose et une activité anxiolytique a faible dose. (Rolland, 1988 ; Rolland et coll., 1991)

7) Euphorbia hirta L.

Euphorbia hirta L. est une plante herbacée, vivace lorsqu'elle croit dans des endroits humides et faiblement
éclairés, annuelle lorsque le milieu est trés sec et trés ensoleillé.

Cette plante originaire de 1'Australie tropicale est largement répandue dans tous les pays tropicaux et
subtropicaux (Afrique tropicale, Madagascar, Yemen, Inde occidentale, Chine, Japon ainsi que les iles du
Pacifique austral). Elle pousse dans les milieux les plus divers, tels que le pourtour des agglomérations, les
bas-cOtés des routes et des pistes, les jachdres, les terrains vagues.

Elle peut croitre jusqu'a une altitude d'environ 1400 matres, sur des sols sablonneux et humides, et plus ou
moins riche en humus. Le macéré de la plante entidre est utilisée dans les affections gastro-intestinales pour
ses propriétés anti-entéralgiques. Le décocté de plante entiére est utilisé pour ses propriétés antidiarrhéiques;
la plante entre dans la composition d'un mélange, prescrit sous forme d'un décocté, pour supprimer les

spasmes du pylore.
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Associée A du jus de citron elle est utilisée comme laxatif, les parties aériennes seules sont également utilisées
pour leurs propriétés antispasmodiques. Les propriétés analgésiques ont été démontrées au cours d'un
ensemble de travaux ethnopharmacologiques sur cette plante (Lanhers, 1988; Lanhers et coll., 1991).
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A-I-IT) CARACTERISATION ET CONDITIONS D'ELEVAGE DES ANIMAUX UTILISES DANS
LES DIFFERE R TIONS:

A-I-II-I) ESPECE UTILISEES

** Souris : Expérimentation in vivo : Souris miles hétérozygotes, issues de la lignée Swiss et
proviennent des centres d'élevage Césal (Montmédy (S5), Janvier (Le Genest (53)).

** Rats : Expérimentations in vitro : Rats méiles de la lignée OFA (Iffa-Credo, 1' Arbresle (69)), d'un
poids moyen compris entre 200 et 350 g au moment du test.

** Cobayes : Expérimentation in vitro : Cobaye miles (Iffa-Credo, L'arbresle (69)), dont le poids

moyen est compris entre 250 et 300 g au moment du test.
I-I-II-IT) CONDITIONS D'ELEVAGE

** RATS et COBAYES : Des 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 laquelle
les animaux sont maintenus dans une animalerie cyclée (12 heures d'éclairement / 12 heures d'obscurité) et
thermostatée (températures de 21°C + 1°C).
L'eau et la nourriture leurs sont fournies ad libitum. Les rats regoivent des croquettes completes et vitaminées
M25 (Extra-labo, Provins (77)); les cobayes, quant & eux, sont nourris de croquettes vitaminées M25 spéciales
cobayes (Extra-labo, Provins (77)), de plus, 1'eau de boisson leurs est fournie enrichie en vitamine C (250
mg/1). »

** SOURIS : Des 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 2 un cycle

jour/nuit de 12 heures d'éclairement et de 12 heures d'obscurité et maintenue & une température constante de
21°C.

L'eau et la nourriture (croquettes complites et vitaminées M2S Extra-labo, Provins (77)) sont fournies

volonté pour les souris.
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A-II) PREPARATION DES SOLUTIONS

a) Transit intestinal
Suspension de charbon (10 %) :
charbon végétal : 10g
gomme arabique : 2S5¢g
eau distillée q.s.p. 100 ml

b) duodénum et iléon isolé
Solution de tyrode:

Cette solution doit maintenir 1'iléon dans un environnement ionique propice au fonctionnement des
systtmes physiologiques contractiles, et lui favoriser une source énergétique (glucose) indispensable aux
échanges et un pH légérement alcalin. Cette solution est composée de la fagon suivante: NaCl (40 g); KCl
(3,80 g); CaCl2 (1 g); MgCI2 (0,5 g); NaHCO3 (5 g); Na2HPO4 (0,25 g); glucose (5 g), pour un volume
final de 5 litres obtenu par addition d'eau distillée. ‘

A-IIT) METHODES

a) Transit intestinal
les animaux sont laissés & jeOn la veille de 1'expérimentation. Ils regoivent le sérum physiologique et les
produits 2 tester, en i.p., 30 minutes avant I'administration de la suspension de charbon, par voie orale. 30
minutes aprés 1'administration de la suspension de charbon, chaque animal est assommé, la cavité péritonéale
est ouverte et toute la portion de 1'intestin gréle (allant du duodénum au ceacum) est prélevée; sa longueur
totale (L) est mesurée et le trajet parcouru (T) par la suspension du charbon est également mesuré.
Pour évaluer le taux d'inhibition ou d'accélération du transit intestinal on applique la r23gle suivante

L : étant la longueur totale de la portion de I'intestin gréle prélevée.
T : étant le trajet parcouru par la suspension du charbon

R : étant le rapport T/L

% de variation = R¢gmoin - Rirait¢ / R témoin
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Chaque lot est constitué de 10 souris par dose.
Le produit de référence utilisé est le lopéramide (Imodium, Laboratoires Janssen, Paris (75))

Statistique

L'homogénéité des variances, entre les lots témoins et chaque lot traité, étant vérifiée par le test de Bartlett, la
vérification de I'existence d'une significativité 2 1'aide de I'ANOVA nous permet de faire des comparaisons
statistiques 2 1'aide d'un test parametrique de comparaisons multiples, test T de Student

b) Duodénum et Iléon isolés

La technique de 1'action in vitro de différentes substances sur la contraction du duodénum du rat ou de 1'iléon
de cobaye a été décrite par Barker (1981), selon la méthode de Magnus (1904). Sa mise au point, dans notre
laboratoire et pour les extraits végétaux a été réalisée par Soulimani, 1987.

Apres anesthésie de 1'animal par injection S.C. de pentobarbital sodique (Laboratoire Clin-Midy, St Jean de la
ruelle (45)) a la dose de 0,3 ml pour 100 g de poids corporel et ouverture de la cavité abdominale, un
fragment d'environ 4 cm d'intestin gréle est prélevé au niveau du carrefour estomac-intestin gréle pour le
duodénum du rat et dans sa portion terminale (avant le caecum) pour 1'iléon de cobaye.

Le fragment est ensuite fixé par ses deux extrémités ligaturées, dans une cuve & organe isolé, d'une

contenance de 50 ml et reliée & un bain-marie thermostaté dont la température est fixée 2 37°C, & un dispositif
d'oxygénation et de brassage, ainsi qu'a un dispositif de remplissage et de vidange permettant le maintien du
contenu de la cuve A une température de 37°C. La cuve est constamment remplie de liquide physiologique
(tyrode) maintenu & une température de 37°C et oxygénée en continu, 2 raison d'une bulle par seconde.

L'extrémité supérieure de 1'organe est reliée A un capteur isotonique (Narco Bio-Systems INC) qui transmet
les variations du muscle (variation de la longueur) & un transducteur (Narco bio-system Tx 77061), lui méme
reli€ A un inscripteur (physiograph Narco Bio-systems), 1'enregistrement étant effectué en isotonique, une
charge de 2 g est fixé a 1'autre extrémité, de la tige métallique liée an capteur, de telle fagon 2 exercer une
force sur le muscle pour maintenir sa tension constante et ne mettre en évidence que la variation de sa
longueur. Pour 1'étude de I'influence d'un extrait végétal sur les récepteurs cholinergiques, on ajoute dans la
solution de tyrode, un antagoniste histaminique (Dexchlorphéniramine (maléate); Laboratoire Unicet, Levalloi-
Perret : Polaramine) afin de bloquer les récepteurs hista;.miniques et & éviter leur mise en jeu lors de 1'addition
de cet extrait végétal, pour mieux spécifier son action vis-d-vis des récepteurs cholinergiques. De la méme
fagon lors de 1'étude de 1'influence d'un extrait végétal vis-d-vis des récepteurs histaminiques, on ajoute un
antagoniste cholinergique (atropine: sulfate d'atropine, laboratoire Aguettant, Lyon) & raison de 1 mg/ml, afin
bloquer les récepteurs cholinergiques et ne mettre en évidence que les récepteurs histaminiques.
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Pour 1'étude des récepteurs opiacés, deux micro-électrodes sont placées en contact de 1'iléon, ces micro-
électrodes sont reliées a un stimulateur électrique (Stimulator SI-10, Narco bio-systems, U.S.A.), lié lui méme
au physiographe et permettant d'envoyer des stimulations pour induire des contractions au niveau de 1'iléon.
Le filtre de 1'amplificateur du physiographe est réglé 30 et la variable & 10 mv/cm, au cours des expériences
sur les récepteurs opiacés, les stimulations électriques utilisées pour induire des contractions de 1'iléon sont
définies, par une fréquence de 0,1 - 0,2, une durée de 0,8 msec. et une tension de 80 volts (Stimulator SI-10,
Narco bio-systems, U.S.A.).

L'organe isolé, duodénum du rat ou iléon de cobaye, est laissé au repos, dans la solution physiologique,
pendant environ trente minutes, de fagon 2 stabiliser ces contractions spontanées.

Les résultats obtenus avec les substances de référence ou les extraits végétaux sont reproduits 3 fois pour
chaque organe et sur 3 organes différents pour évaluer et contrecarrer la variabilité des contractions au sein du

méme organe isolé (duodénum ou iléon) et entre différents organes isolés (différents duodénums ou iléons).
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Les résultats sont exprimés selon la théorie d' ARIENS : "L'affinité de la drogue pour le récepteur peut étre
définie comme une capacité d'interaction drogue-récepteur et peut s'exprimer par le rapport de la quantité de
molécules médicamenteuses fixées sur le récepteur 2 la quantité totale de molécules présentes dans le systéme
récepteur et sa biophase”.

On applique au complexe agoniste-récepteur la loi d'action de masse.

KA
R+ A <=—=>RA
[A] [R]
KA = - = Constante de dissociation
[RA]
1 [RA]
donc oo = ceeeeee
KA [R][A]
[A] [RA] [RA]
done — = —— =
KA [R] [r]-[RA]
or [RA] = y[r]
et [r]-[RA] = (1-y) Ir]
[A] y
done —=
KA 1-y
et sa forme logarithmique :
y
log [A] - log KA = log —
1-y

r = récepteur total

R = récepteur libre

RA = récepteur occupé par I'agoniste

A = concentration de 1'agoniste

y = fraction de récepteurs occupés par I'agoniste.
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Si la moitié des récepteurs sont occupés, ce qui correspond 2 la moitié de 1'effet maximum, ona:y = 1/2

donc log[A]-log KA =0

et log KA = log [A] = - pD2 par définition

y
donc - pD2 -log KA = log -——--
1-y
y
or log— =p
1-y

done pD2+pA=-p
et:
D2 = pA +

Pour I'agoniste:
L'indice pD2 exprime 1'affinité agoniste d'un substrat pour un récepteur, c'est le cologarithme de la

concentration molaire de 1'agoniste pour laquelle la contraction est la moitié de la contraction maximum.

B) TRANSIT INTESTINAL

* Produit de référence
Le Loperamide est pris comme produit de référence et testé
a la dose de 1 mg/kg

* M.officinalis
L'extrait de M. officinalis est testé aux doses de :
50 - 100 - 200 - 400 mg/kg

* P.boldus
L'extrait de P.boldus est testé aux doses de :
50 - 100 - 200 - 400 mg/kg
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C) RECEPTEURS CHOLINERGIQUES

C-T) ACTION DES EXTRAITS VEGETAUX SUR LE PERISTALTISME
INTESTINAL:

Les contractions liées au péristaltisme intestinal sont mises en évidence au niveau du physiographe, les extraits
sont ajoutés directement dans la cuve & volume de 0,1 ml et leurs effets sont observés, directement, vis-a-vis
du péristaltisme intestinal.

Extraits végétaux:
les doses d'extraits végétaux ajoutées sont exprimées en plante séche/cuve (50 ml)

a) Melissa officinalis L. :

1 mg/cuve ; 2 mg/cuve ; 5 mg/cuve ; 10 mg/cuve.

b) Peumus boldus :
10 mg/cuve ; 20 mg/cuve ; 30 mg/cuve

40 mg/cuve ; 50 mg/cuve ; 60 mg/cuve ; 100 mg/cuve

c) Annona reticulata L.

1 mg/cuve ; 5 mg/cuve ; 10 mg/cuve, 50 et 100 mg/cuve

d) Fagara zanthoxyloldes Lam. :
1 mg/cuve ; 5 mg/cuve ; 10 mg/cuve

€) Euphorbia hirta L. :
1 mg/cuve ; 5 mg/cuve ; 10 mg/cuve
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C-I) INFLUENCE DES E S VEGETAUX VIS-A-VIS DES CO CTIONS INDUITES PAR
LA CARBAMINOYLCHOLINE AU NIVEAU DES RECEPTEURS CHOLINERGIQUES.

Au moment du test, la substance étudiée est ajoutée dans la cuve sous un volume constant de O,1 ml. Deux
minutes plus tard, 1'agoniste (carbaminoylcholine) est ajouté au bain, sous ce méme volume constant de 0,1 ml
et & des doses correspondantes:

DE100 = Dose efficace 100 induisant 100 % de contraction.
DES50 = Dose efficace 50 induisant 50 % de contraction.

DE25 = Dose efficace 25 induisant 25 % de contraction.

1) Solution de carbaminoylcholine:

A partir d'une solution mere concentrée 2 10 =1 M et par dilution dans la tyrode, sept solutions de
concentrations différentes sont préparées et exprimées en M/cuve:

Cl = 10 =2 M/cuve ; C2 = 10 =3 M/cuve ;C3 =4.10% M/cuve
C4 =2.10 =4 M/cuve ; C5 = 10 ~4 M/cuve ;C6 =5.105 M/cuve
C7 = 4.1075 M/cuve.

2) Solution de sulfate d'atropine (Antagoniste
cholinergique de référence):

L'atropine est un antagoniste compétitif cholinergique qui se fixe spécifiquement au niveau des récepteurs
cholinergiques et qui empéche 1'acétylcholine ou la carbaminoylcholine de se fixer sur ces mémes récepteurs
et de provoquer la contraction de 1'organe.

Six solutions de concentrations différentes sont préparées, a partir d'une solution mere concentrée a 5:70
mg/] et exprimées en mg/cuve. ) |
Al = 10~4 mg/cuve ; A2 = 4.10°5 mg/cuve ; A3 = 1075 mg/cuve

A4 = 4.1075 mg/cuve ; A5 = 2.10°6 mg/cuve ; A6 = 106 mg/cuve.
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3) Extraits testés vis-A-vis de la contraction induite
par la carbaminoylcholine:

La recherche d'une activité neurotrope agoniste ou antagoniste, des extraits végétaux, s'effectue vis-a-vis de la

contraction induite par la carbaminoylcholine, les solutions des extraits sont préparées par dissolution du

lyophilisat dans la solution de tyrode. Les doses sont exprimées en plante séche/cuve (50 ml)

a) Euphorbia hirta:
Six solutions de concentrations différentes sont préparées:
100; 200; 300; 400; 500 et 600 mg/cuve

b) Fagara zanthoxyloides:.
Quatre solutions de concentrations différentes sont préparées:
100; 200; 400; 600 mg/cuve

€) Annona reticulaia:
Six solutions de concentrations différentes sont préparées:
100; 200; 300; 400; 600 et 800 mg/cuve

d) Melissa officinalis:
Cinq solutions de concentrations différentes sont préparées:
100; 200; 300; 400 mg/cuve

€) Peumus boldus
Six solutions de concentrations différentes sont préparées:
25; 50; 100; 300; 500 et 800 mg/cuve

f) Fumaria officinalis:
Cinq solutions de concentrations différentes sont préparées:
100; 150; 200; 300 et 400 mg/cuve

4) Extraits testés vis-2-vis de la contraction induite par
le chlorure de baryum.

a) Chlorure de Baryum
Cinq solutions de concentrations différentes sont préparées & partir d'une solution-mére de 5.18
exprimées en M/cuve: .
CB1 = 10~2 M/cuve ; CB2 = 3.10°2 M/cuve ; CB3 = 4.162 M/
CB4 = 101 M/cuve ; CBS =5.10"1 M/cuve.

M, et
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b) Papavérine (Antagoniste musculotrope):
La papavérine est le produit de référence utilisé pour son activité antagoniste, musculotrope, vis-i-vis du
chlorure de baryum.
Trois solutions de concentrations différentes sont préparées & partir d'une solution-mére de concentration égale
25101 M.
P1 = 1073 M/cuve ; P2 = 1072 M/cuve ; P3 = 101 M/cuve

¢) Extraits végétaux:

Peumus boldus:
Trois solutions de concentrations différentes sont préparées:

25 mg/cuve ; 50 mg/cuve ; 100 mg/cuve.

5) Extraits végétaux testés vis-a-vis de la pilocarpine, un
agoniste cholinergique spécifique aux récepteurs
muscariniques:

a) Pilocarpine:

La pilocarpine est un agoniste cholinergique se liant spécifiquement aux récepteurs cholinergiques de type
muscarinique et provoquant, de la méme fagon que la carbamoylicholine, une contraction du duodénum.

Cing solutions de concentrations différentes sont préparées i partir d'une solution-mere de concentration égale
a:5.1001 M

PI1 = 102 M/cuve ; P2 = 10°3 M/cuve ; PI3 = 4.104 M/cuve
PI4 = 2.10~4 M/cuve ; PI5 = 104 Mi/cuve '

b) Extrait végétal:
Peumus Boldus:

Cinq solutions de concentrations différentes sont préparées et testées vis-d-vis de la contraction induite par la
pilocarpine:

100 mg/cuve ; 200 mg/cuve ; 300 mg/cuve ; 400 mg/cuve
500 mg/cuve.
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REALISATION CHRONOLOGIQUE DE L'EXPERIMENTATION.

L'expérimentation est réalisée en trois étapes successives:

- Une courbe effet-dose de 1'action de la carbaminoylcholine, du chlorure de baryum ou de la pilocarpine sur
le duodénum du rat doit étre établie en premier lieu, afin de vérifier le bon fonctionnement de notre modele
experimental.

- Dans un deuxi®éme temps, l'action d'un antagoniste spécifique des récepteurs cholinergiques, et de 1'agoniste
utilisé, le sulfate d'atropine et la papavérine, est étudiée vis-d-vis des contractions induites par 1'agoniste
(agent contracturant). Cette deuxidme étude doit nous permettre d'évaluer les concentrations en antagoniste
nécessaire pour réduire de 100, 50 et de 25 % (DI100, DISO et DI25 doses inhibitrices de 100, 50 et 25 % de
Ia contraction de 1'agoniste par 1'antagonite) la contraction induite par 1'agoniste, ainsi que l'influence de la
DI50 vis-a-vis des DE100, DES0 et DE25 (dose efficace de 1'agoniste induisant respectivement 100 %, 50 %

et 25 % la contraction du duodénum de rat) pour rechercher si cet antagonisme est compététif ou non.

- Enfin, l'influence des extraits végétaux, vis-d-vis des contractions induites par la carbaminoylcholine, le
chlorure de baryum et la pilocarpine, est étudiée, ainsi que la nature d'un éventuel antagonisme suivant le
méme protocole que le produit de référence.

* Etude de I'action de la carbaminoyicholine sur le
duodénum isolé du rat (agent neurotrope)

Avant 1'étude de la relation effet-dose de la carbaminoylcholine, le duodénum est sensibilisé par 1'addition de
0,1 ml de la solution de carbaminoylcholine la plus concentrée C1 (5.T0' M, soit une concentration de 10
—2M/cuve de carbaminoylcholine).
Un laps de temps de 10-15 secondes est toujours respecté aprés 1'addition de la carbaminoylcholine, aprés
lequel si aucune contraction n'est constatée la dose est considérée inférieure au seuil de la contraction.
Plusieurs essais sont ainsi réalisés, jusqu'a 1'obtention de trois contractions successives identiques.
Entre chaque essai le duodénum est lavé a trois reprises avec la solution physiologique, puis laissé au repos
pendant trois minutes.
La relation effet-dose est établie & 1'aide des sept solutions de carbaminoylcholine précédemment préparées, en
ajoutant dans la cuve 0,1 ml de la solution considérée, A chaque essai. '
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Les concentrations de carbaminoylcholine ajoutées dans la cuve sont donc: 4.10°5 ;5. 1% ; ¢ ;2.T0
4:4.1074: 1073; 10~2 M/cuve.

La courbe effet-dose permet de déterminer la concentration sensible (dose seuille:DS), & partir de laquelle
app#rait la premitre contraction, mais aussi la concentration induisant un effet maximal (DE100). La
concentration nécessaire & 1'apparition d'une contraction réduite de moitié par rapport i 1'effet maximal
(DES50) est également determinée par la courbe effet-dose.

* Etude de I'action de la pilocarpine et du chlorure de
baryum sur le duodénum isolé du rat
Le protocole et la méthode d'étude pour ces deux substances contracturantes sont les mémes que ceux utilisés
pour 1'étude de la relation effet-dose de la carbaminoylcholine (Paragraphe précédent).

* Influence d'un antagoniste spécifique des récepteurs

cholinergiques, I'atropine, et d'un antagoniste

musculotrope la papaverine :
Avant d'envisager |'influence des antagonistes vis & vis de la contraction de 1'agoniste, la quantité de 1'agoniste
suffisante pour provoquer un effet maximal (DE100) est & nouveau déterminée, 1'expérience étant renouvelée
jusqu'a I'obtention de trois contractions de méme amplitude.
L'action de I'atropine est ensuite étudiée par 1'addition de concentrations croissantes de cet antagoniste,
préventivement 2 1'ajout de 1'agoniste, et ceci jusqu'a 1'obtention d'une inhibition totale des effets agonistiques.
Pour chaque essai, 0,1 ml de I'antagoniste est ajouté dans la cuve, deux minutes avant 1'apport de la
concentration d'agoniste induisant une contraction maximale (DE100).
Les concentrations en antagonistes, obtenues & partir des solutions précédemment préparées et présentes dans

la cuve, sont les suivantes :
* Atropine:
10-6;2.1076;4.1076 ; 1075 ; 4.10°5 ; 1074 mg/cuve
* Papavérine:

1073, 1072 ; 10~1 M/cuve



La sensibilité du muscle a 1'agoniste est régulidrement vérifiée, par addition d'une dose maximale d'agoniste.
La concentration en antagoniste, nécessaire pour réduire de moitié 1'amplitude (DIS0) des contractions induites
par 1'agoniste, est recherchée vis-a-vis de la concentrations maximale (DE100) d'agoniste puis cette réduction
de moitié est également vérifiée vis & vis des concentrations d'agoniste induisant 50 % et 25 % de contraction
(DESO et DE2S).

* Influence des extraits végétaux vis A vis des
contractions induites par les agonistes:
carbaminoylcholine, pilocarpine et chlorure de baryum.

La procédure expérimentale utilisée est identique & celle employée pour les produits de référence: atropine et
papavérine. »

Chacune des solutions d'extrait végétal précédemment préparées est testée sous un volume de 0,1 ml, ajoutée
deux minutes avant 1'apport de la concentration d'agoniste induisant une contraction maximale (DE100).

Pour les extraits qui ont montré une activité antagoniste, la dose inhibitrice (DIS0) qui réduit la contraction
induite par 1'agoniste de moitié est testée vis-a-vis des doses DE5S0 et DE25 de 1'agoniste qui induisent,
respectivement, 50 % et 25 % de contraction du duodénum.

STATISTIQUES
L'homogénéité des variances, entre les lots témoins* et chaque lot traité, étant vérifiée par le test de Bartlett,

ainsi que la significativité obtenu par I' ANOVA, les comparaisons statistiques sont réalisées, A laide d'un test
paramdtrique de comparaison multiple, le test T de Student.

* les lots témoins correspondent aux amplitudes des contractions obtenues avec 1'agoniste (carbaminoyicholine)
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C-III) RESULTATS:

1) Action des extraits végétaux sur le transit intestinal de la souris, in vivo.

Le lopéramide, pris comme produit de référence, a montré une activité inhibitrice du transit intestinal,
statistiquement significative, i la dose de 1 mg/kg.

Cette inhibition se retrouve dans le cas de l'extrait de P. boldus & partir de 100 mg/kg avec un effet dose-
dépendant et une inhibition maximum 2 la dose de 400 mg/kg. L'extrait de M. officinalis induit une inhibition
du transit mais qui n'est statistiquement significative qu'aux doses de 200 mg/kg et 400 mg/kg (Fig.1)

8) Action des extraits végétaux sur le péristaltisme intestinal

a) Effet de 1'extrait de Melissa officinalis.
L'extrait de M. officinalis &« montré une activité inhibitrice vis-a-vis du'péristaltisme, de base, intestinal, cette
inhibition n'apparait qu'a partir de 1a dose de 5 mg/cuve avec une inhibition compléte a2 10 mg/cuve. (Enr.1)

b) Effet de Peumus boldus
L'enregistrement 2 nous permet de constater que 1'extrait de P.boldus agit aussi bien au niveau de la tension

musculaire qu'au niveau des ondes péristaltiques, 3 10 mg/cuve, 1'extrait provoque un relichement de la
tension musculaire, ce relichement est d'autant plus important que 1a dose est importante jusqu‘a la dose de 40
mg/cuve, en méme temps l'augmentation de la dose de l'extrait provoque une diminution des ondes
péristaltiques qui disparaissent compltement 3 60 mg/cuve.

¢) Effet d'Annona reticulata
L'extrait d'A.reticulata entraine une inhibition totale & partir de 10 mg/cuve, cette inhibition ne disparait
qu'apres le lavage de 1'organe.
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Tableau II-E Effet du lopéramide et des extraits de Peumus
boldus et de Melissa officinalis sur le transit
intestinal, in vivo, chez la souris.

T/L*
Produits Doses % D'inhib- P <
mg/kg Moy. ET -ition
Témoin Serum 0,54 //// 111/
physiologi.
Lopéramide 1 0,10 80 % 0,001
50 0,53 00 % NS
100 . 0,41 21 % 0,05
Peumus
boldus
200 0,18 66 % 0,001
400 0,12 77 % 0,001
50 0,47 14 % NS
: 100 0,40 25 % 0,05
Melissa
officinalis
200 0,34 37 % 0,01
400 0,25 54 % 0,01
* T = trajet parcouru par la suspension de charbon

L = longueur totale de la portion intestinale
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d) Effet de Fagara zanthoxyloides
L'extrait de F.zanthoxyloldes a provoqué, 2 10 mg/cuve, une forte augmentation rapide et brutale de la tension

musculaire qui se contracte 3 son maximum, cette contraction ne disparait qu'apres le lavage de 1'organe.

e) Effet de Euphorbia hirta

L'inhibition du péristaltisme par 1'extrait végétal d'E.hirta ne dure que quelques secondes et les ondes
péristaltiques réapparaissent avant le lavage de 1'organe. '
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2- Etablissement de la relation effet-dose et la recherche de la DES0 de la

carbaminoylcholine

La figure 2a nous permet de constater que la dose la plus faible qui permet d'obtenir la plus petite et la
premi®re contraction du duodénum correspond 2 4 10=5 M/cuve. La dose efficace, permettant d'obtenir, la
moitié de la contraction maximum (DE50), donc la pD2 est d'environ 4. A partir de 1073 M/cuve on
obtient une contraction maximum au dela de laquelle on n'obtient plus d'augmentation de contraction en dépit
de 1'augmentation de la dose. C'est la dose efficace 2 100 %, (DE100 = 10~ 2 M/cuve) qui sera utilisée
dans toutes les expériences afin d'évaluer 1'action des différentes substances testées vis 2 vis de la contraction
du duodénum induite par cette concentration

(DE100 = C;).(Enr.3)

3- Evaluation et détermination des doses inhibitrices de I'atropine.

A partir de 10~ mg/cuve, on peut constater le début de 1'inhibition de la contraction provoquée par la DE100
de carbaminoylcholine. Cette inhibition atteint 50 % & la dose de 10-5 mg/cuve d'atropine et elle est maximale
(2 100 % d'inhibition = DI100) & la dose de 10% mg/cuve (Fig.2b) (Enr.4). Pour 1'évaluation de 1'activité
antagoniste spécifique et compétitive, on peut observer sur la figure 3 qu'a chaque fois qu'on ajoute la dose
inhibitrice 50 % d'atropine, on induit une inhibition de 50 % de la contraction provoquée par la dose efficace
de carbaminoylcholine permettant d'obtenir 100 %, 50 % ou 25 % de la contraction du duodénum. (Fig.3)

4- Effet de E.hirta vis & vis de la contraction du duodénum

induite par la DE10J de carbaminoylcholine.
Aucun effet n'a été relevé, en ce qui concerne 1'action de 1'extrait vis & vis des récepteurs cholinergiques in
vitro aux doses de 100 & 500 mg/cuve, par contre 2 la dose de 600 mg/cuve un effet inhibiteur, significatif,
des contractions a été observé.(Fig.4).

5- Effet du F.zanthoxyloides
Aux doses testées, de 100 & 600 mg/cuve, aucun effet n'a été observé de 1'action de 1'extrait de Fagara vis a
vis de la contraction du duodénum induite par la carbaminoylcholine.(Fig.5).

6- Effet de A. reticulata

La figure 6, nous permet de constater que 1'annona exerce un effet inhibiteur & partir de 200 mg/cuve, cet
effet est trés important (80 % d'inhibition) aux doses de 600 et 800 mg/cuve. Cet effet inhibiteur se manifeste
aussi lors d'un traitement en curatif en ajoutant 1'extrait juste aprds 1'addition de la carbaminoylcholine.
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7- Effet de M. officinalis

La mélisse testée aux doses de 100, 200, 300, 400 et 1000 mg/cuve, aucun effet n'a pl étre mis en évidence
pour une éventuelle activité inhibitrice de la Mélisse vis & vis de la contraction duodénale induite par la
carbaminoylcholine (Fig.7).

8- Effet de P.boldus.

a) Effet du P. boldus vis a vis de la contraction
induite par la carbaminoylcholine.

L'extrait de P.boldus a permis d'obtenir une inhibition, de la contraction, proportionnelle  la dose additionnée
dans la cuve en présence de la DE100 de carbaminoylcholine qui provoque la contraction maximmum. Cette
inhibition se manifeste légérement a la dose de 100 mg/cuve et atteint son maximmum 2 800 mg (DI70 =
Dose Inhibitrice & 70 %).(Fig.8) (Enr.5). De la méme fagon qu'avec 1'atropine, la figure 9 nous permet de
constater que la dose inhibitrice 2 70 % (DI70) entraine une inhibition & 70 % vis & vis des DE25 (Dose
efficace de la carbaminoylcholine 2 25 %), DESO et DE100, ce qui permet de vérifier 1'existence ou non d'un

antagonisme.

b) Effet de P. boldus vis 3 vis du chlorure de baryum,

La figure 10 nous permet de constater que les doses de chlorure de baryum, agent musculotrope, induisent les
contractions entre 3.10 ~2 M/cuve et 10 —1 M/cuve, avec la DE100 = 101 M/cuve.(Enr.6). La
papavérine, pris comme antagoniste musculotrope de référence, entraine une inhibition proportionnelle a la
dose ajoutée dans la cuve, avec la dose inhibitrice maximale DI100 = 10! M/cuve. (Fig.11) (Enr.7).
L'extrait de P. boldus provoque une inhibition de la contraction induite par le chlorure de baryum 2 partir de
la dose de 25 mg/cuve avec la dose maximale d'inhibition correspondante a 100 mg/cuve.(Fig.12) (Enr.8)

c) Effet du P. boldus vis a vis de la contraction duodénale induite par la pilocarpine
(agoniste muscarinique)

La figure 13 montre que la pilocarpine entraine une contraction du duodénum avec un minimum a la dose de
104 M/cuve et un maximum de 10 =3 M/cuve au dela duquel 1'augmentation de la dose 1072 M/cuve ne

permet plus d'augmenter les contractions (Enr.9). L'addition préventive, de 1'extrait entraine une inhibition
proportionnelle i 1a dose avec un maximum & 500 mg/cuve, donc I'extrait a un effet inhibiteur vis a vis de la
pilocarpine. (Fig.14) (Ear.10)

10- Effet de Fumaria officinalis

L'extrait de la fumeterre a manifesté un effet inhibiteur vis & vis de la contraction duodénale, induite par la
carbaminoylcholine, cette inhibition est dose-dépendante avec un maximmum 2 la dose de 400
mg/cuve.(Fig. 15).
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a)-

C-IV) CONCLUSION
L'ensemble des résultats obtenus ont permis d'évaluer 1'effet et I'activité des différents extraits végétaux
(Tableau II-1)

d'une part, vis-a-vis du transit intestinal, in vivo, et du péristaltisme intestinal, in vitro. Ainsi ce
dernier est réduit voire supprimé par 1'addition des extraits de M.officinalis, A.reticulata ou P.boldus, en
méme temps les extraits de M.officinalis et de P.boldus ralentissent d';me fagon significative le transit
intestinal, quand ils sont administrés en préventif, ces résultats peuvent expliquer, en partie, 1'attribution d'une
activité antispasmodique a ces trois plantes dans les différentes indications en bibliographie. Vis-a-vis du
péristaltisme in vitro, E.hirta n'a qu'une action inhibitrice trés bréve, par contre 1'extrait de F.zanthoxyloides
augmente aussi bien la tension que I'amplitude des ondes péristaltiques.

D'autre part, vis-2-vis des récepteurs cholinergiques, ainsi 1'atropine, pris comme antagoniste de
référence, a montré, d'une part une activité inhibitrice et d'autre part une activité antagoniste compétitive,
puisque la dose inhibitrice 4 50 % a induit 50 % d'inhibition vis & vis des trois doses principales de
carbaminoylcholine (DE100,DE50, DE2S5). Certains des extraits végétaux testés, M.officinalis et
F.zanthoxyloides n'ont montré aucune influence vis-a-vis de la contraction du duodénum induite par la
carbaminoylcholine, d'autres ont entrainé une inhibition dose dépendante, ainsi E.hirta 3 600 mg/cuve,
A.reticulata 3 800 mg/cuve, P.boldus et F.officinalis 2 200 mg/cuve ont entrainé de fortes inhibitions de la
contraction duodénale induite par la carbaminoyicholine. L'extrait de P.boldus, testé vis 2 vis d'un agent
contracturant musculotrope (le chlorure de baryum) a également montré une activité inhibitrice mais a des
doses plus importantes par rapport  celles utilisées en présence de la carbaminoylcholine, ce qui laisserait
supposer que 1'extrait de P.boldus aurait plutSt une activité antagoniste de type neurotrope, vis A vis des
récepteurs cholinergiques, que muscultorope.

Afin de déterminer la nature de cet antagonisme vis 2 vis des récepteurs cholinergiques, on a p mettre en
évidence, de la méme fagon qu'avec 1'atropine, le comportement de la DISO de 1'extrait de P.boldus vis-a-vis
des DE25, DESO et DE100 de la carbaminoylcholine et les résultats obtenus nous permettent de supposer que
cette inhibition, au méme titre que celle observée avec 1'atropine, est un antagonisme de type compétitif.
L'extrait de P.boldus, testé vis & vis de la contraction induite par la pilocarpine (agoniste muscarinique) a
entrainé une inhibition des contractions; Ces inhibitions sont également compétitives et analogues 2 celles
obtenues avec de 1'atropine, ceci démontre 1a spécificité de 1'action de 1'extrait végétal vis 2 vis des récepteurs

muscariniques.



Tableau II-1 Tableau récapitulatif des résultats obtenus sur 1'évaluation des effets des extraits
végétaux vis 2 vis des récepteurs cholinergiques.

PRODUITS TESTES RESULTATS CONCLUSION

VALIDATION DE LA

ATROPINE INHIBITION COMPETETIVE TECHNIQUE

ACTIVITE
ANTISPASMODIQUE
INDIQUEE DANS

M.OFFICINALIS PAS D'EFFETS LA TRADITION LIEE A
UN AUTRE MECANISME

ANALGESIE
PERIPHERIQUE
MAIS PAS D'ACTIVITE

F.ZANTHOXYLOIDES PAS D'EFFETS ANTISPASMODIQUE

LEGERE ACTIVITE

LEGER EFFET ANTISPASMODIQUE
E.HIATA LIEE PROBABLEMENT
INHIBITEUR AUX EFFETS

ANALGESIQUES

A.RETICULATA ‘ CONFIRMATION DES
INDICATIONS
ot INHIBITION BIBLIOGRAPHIQUES

F.OFFICINALIS

EFFET INNIBITEUR CONFIRMATION DES
DE TYPE ATROPINE ET INDICATIONS
PAPAVERINE BIBLIOGRAPHIQUES
PEUMUS BOLDUS ET MISE EN EVIDENCE
EFFET INHIBITEUR D'UN EFFET SPECIFIQUE

MUSCARINIQUE ET COMPETETIF
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D) RECEPTEURS HISTAMINIOUES
D-1) INFLUENCE DES EXTRAITS VEGETAUX VIS A VIS DES CONTRACTIONS INDUITES PAR
L'HISTAMINE AU C STAMINI

Au moment du test, la substance étudiée est ajoutée dans la cuve sous un volume constant de 0,1 ml. Deux
minutes plus tard, 1'agoniste (histamine) est ajouté au bain, sous ce méme volume constant de 0,1 ml et aux
doses suivantes :

DE100= H; = Dose efficace 100 induisant 100 % de contraction.

DES0 = Dose efficace 50 induisant S0 % de contraction.

DE2S5 = Dose efficace 25 induisant 25 % de contraction.

1) Solution d'histamine:
L'histamine a une action neurotrope, par sa fixation au niveau des récepteurs histaminiques provoquant un
effet contracturant de 1'iléon isolé de cobaye riche en récepteurs histaminiques (H1 et H2). A partir d'une
solution mere concentrée & 5.10°3 M et par dilution dans la tyrode, neuf solutions de concentrations
différentes sont préparées et exprimées en M/cuve:
H1 = 2,5.10"6 M/cuve ; H2 = 1,25.106 M/cuve
H3 = 6,25.10"7 M/cuve ; H4 = 5.107 M/cuve
HS5 = 3.10~7 M/cuve ; H6 =2,5.107 M/cuve
H7 = 1,25.10"7 M/cuve ; H8 = 2,5.168 M/cuve
H9 = 1,25.10°8 M/cuve

2) Solution de dexchlorphéniramine (Polaramine) (Antagoniste histaminique H1
de référence)
Sept solutions de concentrations différentes sont préparées, i partir d'une solution mre concentrée & 5 g/l et
exprimées en mg/cuve.

Pl = 5.10"2 mg/cuve ; P2 = 5.104 mg/cuve
P3 = 5.10~5 mg/cuve ; P4 = 5.106 mg/cuve
P5 = 5.10~7 mg/cuve ; P6 = 5.108 mg/cuve.
P7 = 5.10~9 mg/cuve.
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3) Solution de prométhazine (Phenergan) (Antagoniste histaminique H1 de
référence)
Cinq solutions de concentrations différentes sont préparées a partir d'une solution mere concentrée a 2,5 g/l et
exprimées en mg/cuve.
Phl = 2,5.10"1 mg/cuve ; Ph2 = 2,5.103 mg/cuve
Ph3 = 2,5.10"5 mg/cuve ; Phd4 = 2,5.107 mg/cuve
PhS = 2,5.10°8 mg/cuve.

4) Extraits testés vis 2 vis de la contraction induite par I'histamine
La recherche d'une activité agoniste ou antagoniste, des extraits végétaux, s'effectue vis-a-vis de la contraction

induite par 1'histamine.

a) Euphorbia hirta
Quinze solutions de concentrations différentes sont préparées, par dissolution du lyophiiisat dans la solution de
tyrode:

7.1074;3,510°3 ; 1,25.102 ;2.102 ;2,5.102

2.1072;0,5;1;2;4;10; 16; 20; 40 ; 80 mg/cuve

b) Fagara zanthoxyloides.
Huit solutions de concentrations différente sont préparées:
0,1;0,4;25;50; 100 ; 200 ; 400 ; 800 mg/cuve

¢) Eschscholtzia californica.

Onze solutions de concentrations différentes sont préparées:
0,064 ;0,1;0,16; 0,25 ; 0,5 ; 0,64
1;1,6;3,2;6,4; 64 mg/cuve

d) Fumaria officinalis.

Dix solutions de concentrations différeate sont préparées:
0,01;0,1;0,4;25;50; 80
100 ; 200 ; 400 ; 800 mg/cuve

€) Melissa officinalis
Neuf solutions de concentrations différentes sont préparées:
0,1;0,4;25;50; 80; 100 ; 200 ; 400 ; 800 mg/cuve
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REALISATION CHRONOLOGIQUE DE L'EXPERIMENTATION.

L'expérimentation est réalisée en trois étapes successives

- Une courbe effet-dose de 1'action de 1'histamine sur 1'iléon isolé de cobaye doit étre établie en premier lieu,
afin de vérifier le bon fonctionnement de notre modéle expérimental.

- Dans un deuxitme temps, l'action de deux antagonistes spécifiques des récepteurs histaminiques, le
Phénérgan et la Polaramine, est étudiée vis & vis des contractions induites par 1'histamine. Cette deuxi®me
étude doit nous permettre d'évaluer les concentrations en antagonistes nécessaires pour réduire de 100, 50 et
de 25 % (DI100, DI5O0 et DI2S doses inhibitrices de 100, 50 et 25 % de la contraction de I'histamine par
1'antagoniste) la contraction induite par 1'histamine, ainsi que 1'influence de la DISO vis & vis des DE100,
DESO0 et DE25 (dose efficace de 1'histamine induisant respectivement 100 %, 50 % et 25 % la contraction de
I'iléon de cobaye) pour rechercher si cet antagonisme est compétitif ou non.

- Enfin, l'influence des extraits végétaux, vis-2-vis des contractions induites par 1'histamine est étudiée, ainsi
que la nature d'un éventuel antagonisme suivant le méme protocole que le produit de référence.

* Etude de l'action de I'histamine sur 1'iléon isolé de cobaye.

Avant 1'étude de la relation effet-dose de 1'histamine, 1'iléon est sensibilisé par addition de 0,1 ml de la
solution de 1'histamine la plus concentrée H1 (1,25.10'4 M, soit une concentration de 2,5.16 Micuve
d'histamine).

Un laps de temps de 10-15 secondes est toujours respecté aprés 1'addition de 1'histamine, aprés lequel si
aucune contraction n'est constatée la dose est considérée infrieure au seuil de Ia contraction.

Plusieurs essais sont ainsi réalisés, jusqu'a 1'obtention de trois contractions successives identiques.

Entre chaque essai 1'iléon est lavé 2 trois reprises avec la solution physiologique, puis laissé au repos pendant
trois minutes. '

La relation effet-dose est établie & 1'aide des solutions de 1'histamine précédemment préparées , en ajoutant
dans la cuve 0,1 ml de la solution considerée, & chaque essai.



-170-

Les concentrations de 1'histamine ajoutées dans la cuve sont donc:

Hl = 2,5.1(2)‘6 M/cuve ; H2 = 1,25.10'6 M/cuve

H3 = 6,25.10"7 M/cuve ; H4 = 5.107 M/cuve

HS = 3.10~7 M/cuve ; H6 = 2,5.107 Mi/cuve

H7 = 1,25.10"7 M/cuve ; H8 = 2,5.108% M/cuve

H9 = 1,25.10°8 M/cuve.
La courbe effet-dose permet de déterminer la concentration sensible (dose seuille : DS), a partir de laquelle
apparait la premitre contraction, mais aussi la concentration induisant un effet maximal (DE100). La
concentration nécessaire A 1'apparition d'une contraction réduite de moitié par rapport & 1'effet maximal
(DES50) est également déterminée par la courbe effet-dose.

* Influence d'antagonistes spécifiques des récepteurs
histaminiques (H1), la Polaramine et le Phénergan.

Avant d'envisager 1'influence des antagonistes vis & vis de la contraction par 1'agoniste, la quantité de
1'agoniste suffisante pour provoquer un effet maximal (DE100) est & nouveau déterminée, 1'experience étant
renouvelée jusqu'a 1'obtention de trois contractions de méme amplitude.
L'action de la polaramine ou le phénergan est ensuite étudiée par 1'addition de concentrations croissantes de
cet antagoniste, préventivement & 1'ajout de 1'agoniste, et ceci jusqu'a 1'obtention d'une inhibition totale des
effets agonistiques.
Pour chaque essai, 0,1 ml de la concentration considérée est ajouté dans la cuve, deux minutes avant 1'apport
de la concentration d'agoniste induisant une contraction maximale (DE100).
Les concentrations en antagonistes, obtenues 2 partir des solutions précédemment préparées et présentes dans

la cuve, sont les suivantes :
* Polaramine :

Pl = 5.10"2 mg/cuve ; P2 = 5.10% mg/cuve
P3 = 5.10"5 mg/cuve ; P4 = 5.10°6 mg/cuve
P5 = 5.10~7 mg/cuve ; P6 = 5.10°8 mg/cuve.
P7 = 5.10~2 mg/cuve.



-171-

* Phénergan :

Phl = 2,5.10"1 mg/cuve ; Ph2 = 2,5.103 mg/cuve

Ph3 = 2,5.10°5 mg/cuve ; Ph4 = 2,5.107 mg/cuve

PhS = 2,5.10°8 mg/cuve.
La sensibilité du muscle A 1'agoniste est régulitrement vérifiée, par addition d'une dose maximale d'agoniste.
La concentration en antagoniste, nécessaire pour réduire de moitié 1'amplitude (DIS0) des contractions induites
par 1'agoniste, est recherchée vis & vis de la concentration maximale (DE100) d'agoniste; cette réduction de
moitié est également vérifiée vis & vis des concentrations d'agoniste induisant S0 % et 25 % de contraction
(DESO0 et DE25).

* Influence des extraits végétaux vis & vis des contractions induites par
I'histamine.

La procédure expérimentale utilisée est identique & ceﬂe employée pour les produits de référence: Polaramine
et Phénergan
Chacune des solutions d'extrait végétal précédemment préparées est testée sous un volume de 0,1 ml, ajouté
deux minutes avant 1'apport de la concentration d'agoniste induisant une contraction maximale (DE100).
Pour les extraits qui ont montré une activité antagoniste, la dose inhibitrice (DI50), qui réduit la contraction
induite par 1'agoniste de moitié, est testée vis & vis des doses DESO et DE25 de 1'agoniste qui induisent,
respectivemerit, 50 % et 25 % de contraction de 1'iléon.

Statistiques

L'homogénéité des variances, entre les lots témoins* et chaque lot traité, étant vérifiée par le test de Bartlett,
les comparaisons statistiques sont réalisées, a laide du test T de Student.

* les lots témoins correspondent aux amplitudes des contractions obtemues avec 1'agoniste (Histamine)
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D-2) RESULTATS
1) Etablissement de la relation effet-dose et la recherche de la DESO de 1'histamine

La figure 16 nous permet de constater que la dose la plus faible qui permet d'obtenir la plus petite et la
premidre contraction de 1'iléon correspond 2 1,25 10~8 M/cuve.

La dose efficace, permettant d'obtenir, la moitié de la contraction maximum (DES0O), donc la PD2 est
d'environ 2,5 10~ 7 M/cuve. A partir de 2,5 10 6 M/cuve on obtient une contraction maximum au dela de
laquelle on n'obtient plus d'augmentation des contractions en dépit de 1'augmentation de la dose.

C'est la dose efficace a 100 %, DE100 = 2,5 106 M/cuve qui sera utilisée pour toute la suite des
expériences afin d'évaluer 1'action des différentes substances testées vis a vis de la contraction du duodénum
par cette concentration (DE100 = CHI).(Ear.11)

2) Influence d'antagonistes ifiques d teurs histaminiques (H1), le

dexchlorphéniramine (Polaramine) et la thazine (Phénergan).

a) Le dexchlorphéniramine, (Polaramine)

Le dexchlorphéniramine est un antagoniste spécifique des récepteurs histaminiques (H1) qui empéche
1'histamine d'agir et de provoquer la contraction de 1'iléon.
A partir de 5 10”9 mg/cuve, on peut constater le début de 1'inhibition de la contraction provoquée par la
DE100 de I'histamine. Cette inhibition atteint 50 % & la dose de § 10°5 mg/cuve de dexchlorphéniramine et
elle est maximale @ 100 % d'inhibition = DI100) 2 la dose de 5 102 mg/cuve.(Fig.17) (Enr.12).
L'antagonisme de la dexchlorphéniramine, vis & vis des récepteurs & 1'histamine, est compétitif puisque la
DISO0 de 1'antagoniste provoque une inhibition de 50 % vis & vis des doses, de 1'agoniste, induisant 25 %, 50
% et 100 % de contraction. (Fig.18) (Enr.12)

b) La prométhazine (Phénergan).
La prométhazine est un antagoniste antihistaminique, de référence, spécifique aux récepteurs histaminiques
(H1), qui s'oppose i 1a fixation de 1'histamine au niveau de ces récepteurs donc & la contraction de 1'iléon in
vitro.
La figure 19 nous permet de constater que la prométhazine a un effet inhibiteur vis & vis de la contraction
induite par 1'histamine, cet effet inhibiteur est dose dépendante, il commence & la dose de 2,5 18 mg/cuve
avec un effet maximum A la dose de 2,5 10 ~1 mg/cuve.

Cette inhibition est compétitive, puisqu'on peut constater sur la figure 20 que la DISO de la prométhazine
provoque 1'inhibition & 50 % des DE2S5 ,50 et 100 de 1'histamine.



-173-

% de contraction

1207

-78 -78 -89 -88 -85 -83 -82 -59 -58
log [HIST.] Moles/cuve

I Histamine

"liéon b
{Courbe Effet-Doge)}

% de contraction
120+

100 1

80

60 -

*e

40

201

1AL AL LR RRRUUVAN NN RO

0 . —T
o -88 -73 -83 -53 -43 -33 -13
: * P ¢0,08
log [dexchlorph.] mg/cuve P10t
o ¢ X 1
B Histamine DE100 Dexchlor phén.

7 /s njr
ntr n n, ln r In



-174-

listamine:

[, = Dos?“l-:fflcace d 100 % = DE1°°

= 2,5 10 sn/cuve—r““*-“"
. ! :
L |
. | [
| Ea— — :
] . ~T
i [ i
| a - !
S _
i
— Bl
i i o
B | R . - L . —
! ] ] t
—, ) = 1 Lar __h, % 7 i““L—"I"‘-_ 8 o
1.2510 " M/cuvef, 1,25 10 Wewe, 310" M/cuve 8,25 10" M/cuve| | 25107 weuve
D o T — — ,
| S O s U e e O e
| 2510% Wewve | (2510 Weuve 5107 Wewe 125100 scue ]
DT E A ST S S R
, P _ | o
— e e R S, S S S S S S S
i i ; : : i r : !
-————m i !

Ao

Enregistrement 11 Effet contrac

turant et relation Effet-dose de Phistamine, vis a vis de
I'iléon isolé de cobaye.




-175-

i oo ‘Ff
_ BT 2 TETN R I o
i , | : i — ! )

! i ' 117 _]r—- } i
| J - | _ BN
= ! , . - '
; : ‘ Pl !
T Tr | 'e| |
—— T 4 _r‘__;. 3 - !

RS i ' li ' B 1
RiIEEEE 11 | -
! 1 ; | o |
: ' : a
i | ! l |
L] | il | | B
- ' ' ‘ : ) S
— i : ! | L ! A | e — .
— Tl L — e 1T i
5; AN AL R PR Y I s L
Wl [510mg/cuve | | 5.10"mg/cuve |5.10 ‘mg/cuve |5.10""mg/cuve 5.10%mg/cuve  5.10"4mg/cuve| 5.10 2mg/cu
T S [ = 1o : - i T r
R E RN ARERNNENEa
i | ' i ! i ; s i o !
| — T T T —
stamine:

o ||
T ;
L L

| : i

! E ;

l i
—1" | -
?
! = ————
r ;
| s
—Lh ! !
T‘ T - —+ - T—
5.10">M/cuve 1 610 5M/cuve 6.10"°M/cuve i
i i |
: L

T
! T

e e S - _: _ | ;_ ;

= Dose Efficace & 100 % = DE 4549 = 2,5 10"5M/cuve

Em'eg_lStl'e.metl:t 13{ Fﬁ?t inhibiteur et relation Effet-dose du Dexchlorophéniramine
(Polaramine™), vis a vis des contractions de l'iléon isolé de cobaye, induites par

I'histamine.



-176-

% de contractlon

120
100 4
80 1

60 . .
40 1
201
O .

-516 —ela -718
log [HIST.] Moles/cuve “P0.01
B Histamine

Dexchlor phén.(DI50)

0,19 _£J1et ge 1g IS0 de dexchlorphéniramine g 8 VIS
eHﬂﬂﬂﬁlﬁmﬁﬁ]nﬁﬁm@ﬁlﬂ[ﬂu#ﬂiﬂdﬂ .

% de contraction

120 - \
100 b
80 - v
60 - -
40-
20 - '
0" I J
0 786 88 -48 28 -08
log [prométha.l mg/cuve  ~p' %
©g lpro a.1mg vee P ¢ 0,001

B Histamine DE100 Prométhazine

Elg.19 Effet du Prométha, vis 3 vis des contractions de
llléon lsolé Induites par I'histamine.



-177-

% de contraction

1207

B e

80 -_.-"' | Crrreretrenesesttniiarnaanaen)

60 -..-"' BT et

w0l A | R | —-

ot

-5,8 -8,3
P 0,01
log [HISTAMINE] M/cuve
B Histamine EZ3 Prométhazine DI 50

% de contraction

120 1
Z
100.- 2 .
A B
Z %
Z |z -
80 z Z
- z Z
Z Z Rz
-
Z A B
z Z Iz
....... ~ Z
80 - [~ ~ Z
Z Z Iz
Z ( ZIZ
> ~ 4
[~ ~ z
Z Z Iz
....... / Lceeeodd eeenans / /
40 - Z Z z
zZ A B
z Z Iz
% 7 %
zZ Z iz
% ~ 4
AL Al ALCEL [~ oy
201 2294 2
z A E
Z ZIZ
] z Z
Z A B
| Z Z/ R
0%

0 -82 25 -19 -17 -18 -07 -0,
log [EUPHOR.] mg/cuve

B Histamine DE100 Euphorbia hirta

r ot ok ntr. n
/] r {

@
o



-178-

3) Influence des extraits végétaux vis A vis des contractions induites par 1'histamine.

a) Effet de Euphorbia hirta vis-h-vis des contractions de I'iléon, induites par
I'histamine.
Aucun effet inhibiteur vis & vis de la contraction de 1'iléon, par I'histamine, n'a été observé aux différentes
doses utilisées; cependant une légdre réduction de la contraction, vis & vis de la DE100 de 1'histamine, a été
constatée 2 la dose de 1,25 102 mg/cuve (réduction de 20 %).(Fig.21 et 22)

b) Effet de Fagara zanthoxyloides vis & vis des contractions de I'iléon, induites
par I'histamine.
L'extrait de Fagara n'a aucun effet vis & vis de la contraction de 1'iléon, induite par 1'histamine, aux
différentes doses utilisées.(Fig.23)

¢) Effet de Eschscholizia californica vis & vis des

contractions de 1'iléon, induites par I'histamine.
6,4 mg/cuve est la seule dose ayant provoqué une faible réduction de la contraction de 1'iléon, par I'histamine,
(20 %) I'ensemble des doses testées n'ont induit aucun changement au niveau de la contraction de 1'iléon.

(Fig.24 et 25)

d) Effet de Fumaria officinalis vis A vis des contractions
de I'iléon, induites par 1'histamine.
L'extrait de Fumaria officinalis n'a aucun effet sur la contraction de 1'iléon, induite par 1'histamine, aux
différentes doses testées (Fig.26)

¢) Effet de Melissa officinalis vis & vis des
contractions de I'iléon, induites par I'histamine.
Les différentes doses de 1'extrait de Melissa officinalis, utilisées, n'ont manifesté aucun effet vis & vis de la
contraction de 1'iléon induite par I'histamine. (Fig.27)

D-3) CONCLUSION

Les deux produits de référence utilisés, & savoir le dexchlorphéniramine (Polaramine ) et la prométhazine

(Phénergan) ont induit une activité inhibitrice spécifique et compétitive, vis & vis de la contraction de 1'iléon,
induite par 1'histamine. Par contre les différents extraits végétaux,évalués dans ce test, ne nous ont pas permis
de mettre en évidence une activité antihistaminique aux différentes doses utilisées.
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E) RECEPTEURS OPIACES

E-1) INFLUENCE DES EXTRAITS VEGETAUX VIS A VIS DES CONTRACTIONS
IND S PAR LES STIM ON ECTRI S, METTANT EN JEU
L CE S OPY S AU DE L'ILEON ISOLE DE
COBAYE

Au moment du test, la substance étudiée est ajoutée dans la cuve sous un volume constant de 0,1 ml:

- Pour la recherche d'une activité agoniste A la morphine, type morphine-like
(morphinomimetique).

* En préventif : Deux minutes avant le début des stimulations électriques qui sont maintenues
pendant, au moins une minute.

* En curatif : Deux minutes aprés le début des stimulations électriques, qui sont également
maintenues pendant au moins une minute. -
DI100 = Dose inhibitrice 100 entrainant 100 % d'inhibition des contractions induites par les stimulations
électriques
DIS0 = Dose inhibitrice 50 entrainant 50 % d'inhibition des contractions induites par les stimulations
électriques
DI25 = Dose inhibitrice 25 entrainant 25 % d'inhibition des contractions induites par les stimulations

électriques

- Pour la recherche d'une activité antagoniste i la morphine type naloxone-like
(morphinolytique).

* En préventif : Deux minutes aprds le début de la stimulation électrique et deux minutes avant
1'injection de la morphine (DI100), les stimulations électriques sont maintenues deux minutes apres 1'injection
de la morphine.

* En curatif : quatre minutes aprés le début des stimulations électriques et deux minutes aprés
l'injection de la morphine, les stimulations électriques sont également maintenues deux minutes aprés
I'injection de la morphine.
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Solution de la morphine:
La morphine a une action inhibitrice vis & vis des contractions induites par la stimulation électrique par sa
fixation au niveau des récepteurs opiacés au niveau de 1'iléon isolé de cobaye riche en récepteurs opiacés.
A partir d'une solution mere concentrée 3 200 mg/l et par dilution dans la tyrode, huit solutions de
concentrations différentes sont préparées et exprimées en mg/cuve:
M1 = 10~5 mg/cuve ; M2 =2,5.10% mg/cuve
M3 = 5.10~4 mg/cuve ; M4 = 103 mg/cuve
M5 = 10~2 mg/cuve

Solution de Naloxone (Antagoniste opiacés):
La naloxone est un antagoniste spécifique de la morphine, elle agit au niveau des récepteurs opiacés en
antagonisant spécifiquement et compétitivement les molécules de la morphine et en empéchant son action. Au
cours de nos recherches, les doses, de naloxone, recherchées sont celles permettant, en préventif (injectées
avant la morphine) et en curatif (injectées aprés la morphine), de supprimer 1'effet inhibiteur maximum
(D1100) de la morphine, complétement (DE100), de moitié (DES0) ou de quart (DE25).
Sept solutions de concentrations différentes sont préparées, & partir d'une solution mére concentrée 2 400 mg/l
et exprimées en mg/cuve.
N1 = 4.10"2 mg/cuve ; N2 = 2.102 mg/cuve
N3 = 8.10"3 mg/cuve ; N4 = 4.10°3 mg/cuve
N5 = 10~3 mg/cuve ; N6 = 8.10°4 mg/cuve
N7 = 8.10~5 mg/cuve

Extraits testés vis A vis de la contraction induite par

la stimulation électrique:
La recherche d‘une activité agoniste ou antagoniste, des extraits végétaux, s'effectue, respectivement, vis 2 vis
de la contraction induite par les stimulations électriques et vis & vis de 1'inhibition des stimulations électriques
provoquées par la morphine.
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* Fagara zanthoxyloides : quatre solutions de concentrations différentes sont préparées: .
4; 8; 20 ; 80 mg/cuve

* Eschscholtzia californica : deux solutions de concentrations différentes sont préparées:
50 et 100 mg/cuve.

* Fumaria officinalis : deux solutions de concentrations différentes sont préparées:
25 et 50 mg/cuve

* Annona reticulata : cinq solutions de concentrations différentes sont préparées:
0.1; 1; 10; 50 et 75 mg/cuve

* Euphorbia hirta : sept solution de concentrations différentes sont préparées, par dissolution du
lyophilisat dans la solution de tyrode:
En préventif:
0,01; 0,05; 0,075;0,1;0,5; 1; 10 mg/cuve
En curatif:
0,1 et 1 mg/cuve
* Buprénorphine (Temgésic):
La Buprénorphine (Temgésic) est un antagoniste morphinique, pris comme produit de référence, aux doses de:
0,003 ; 0,3 ; 0,5 et 1 mg/cuve -
* Trimébutine (Debridat): quatre solutions de concentrations différentes sont préparées:
0,01; 0,1 ; 0,25 et 0,5 mg/cuve.
* Atropine: (sulfate d') trois solutions de concentrations différentes sont préparées:
0,001 ; 0,01 et 0,1 mg/cuve.
* Papavérine: deux solutions de concentrations différentes sont préparées:
0,01 ; 0,1 mg/cuve.
* Polaramine: quatre solutions de conceatrations différentes sont préparées:
0,001 ; 0,002 ; 0,01 et 0,05 mg/cuve.
* Tagamet (Cimétidine): trois solutions de concentrations différentes sont préparées:
1076 ;10"3 et 5.10°2 mg/cuve. '



REALISATION CHRONOLOGIQUE DE L'EXPERIMENTATION.

L'expérimentation est réalisée en trois étapes successives
- Une courbe effet-dose de 1'action de la morphine sur 1'iléon isolé de cobaye doit étre établie en premier lieu,
afin de vérifier le bon fonctionnement de notre modele expérimental.

- Dans un deuxidme temps, 1'action d'un antagoniste spécifique des récepteurs opiacés, la Naloxone (Narcon),
est étudiée vis 4 vis de l'inhibition de la morphine sur des contractions induites par les stimulations
électriques. Cette deuxi®me étude doit nous permettre d'évaluer les concentrations en antagonistes nécessaires
pour réduire de 100, 50 et de 25 % (DE100, DESO et DE2S5 doses efficaces de 1'antagoniste qui restaurent les
contractions, supprimées par la DI100 de la morphine & 100, 50 et 25 %) l'effet de la dose inhibitrice
maximale (DI100) de la morphine vis & vis des contractions induites par les stimulations.

- Enfin, l'influence des extraits végétaux, vis-a-vis des contractions induites par les stimulations électriques,
est étudiée, ainsi que la nature d'un éventuel antagonisme suivant le méme protocole que le produit de

référence.

* Etude de I'action de la morphine sur les contractions
induites par les stimulations électriques de I'iléon
isolé de cobaye.

Un laps de temps de 10-15 secondes est toujours respecté aprés 1'addition de 1'agoniste ou de 1'antagoniste,
apres lequel, si aucun effet n'est constaté la dose est considérée inferieure au seuil de la dose efficace ou
inefficace.

Plusieurs essais sont ainsi réalisés, jusqu'a 1'obtention de trois effets successifs identiques.

Entre chaque essai 1'iléon est lavé A trois reprises avec la solution physiologique, puis laissé au repos pendant
trois minutes. La relation effet-dose est établie & 1'aide des solutions de la morphine précédemment préparées,
en ajoutant dans la cuve 0,1 ml de la solution considerée, A chaque essai.

Les concentrations de 1a morphine ajoutées dans la cuve sont donc:

M1 = 10-5 mg/cuve ; M2 = 2,5.104 mg/cuve

M3 = 5.10"4 mg/cuve ; M4 = 10°3 mg/cuve

M5 = 10~2 mg/cuve.
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La courbe effet-dose permet de déterminer la concentration sensible (dose seuille:DS), a partir de laquelle
apparait la premiére inhibition, mais aussi la concentration induisant un effet maximal (DI100). La
concentration nécessaire & 1'apparition d'une inhibition réduite de moitié par rapport a 1'effet maximal (DI50)
est également determinée par la courbe effet-dose.

#* Influence d'antagoniste spécifique des récepteurs opiacés, la naloxone.

La naloxone est additionnée dans la cuve de deux fagons:

* En préventive: 2 minutes avant 1'addition de la morphine, et pendant les stimulations électriques.

* En curative: 2 minute aprés 1'addition de la morphine.
La naloxone est également utilisée, avec les extraits qui ont montré une activié morphinomimétique, pour
vérifier la spécificité ou non de 1'extrait vis & vis des récepteurs opiacés suivant le méme protocole qu'avec la
morphine. |
Un laps de temps de 10-15 secondes est toujours respecté aprés 1'addition de 1'antagoniste, aprds lequel si
aucun effet n'est constaté la dose est considérée inferieure au seuil de 1a dose efficace.
Plusieurs essais sont ainsi réalisés, jusqu'a 1'obtention de trois effets successifs identiques.
Entre chaque essai 1'iléon est lavé A trois reprises avec la solution physiologique, puis laissé au repos pendant
trois minutes.
La relation effet-dose est établie & 1'aide des solutions de la naloxone précédemment préparées, en ajoutant
dans la cuve 0,1 ml de la solution considerée, & chaque essai.

Les concentrations de la naloxone ajoutées dans la cuve sont donc:
N1 = 4.10~2 mg/cuve ; N2 = 2.10°2 mg/cuve

N3 = 8.10"3 mg/cuve ; N4 = 4.10°3 mg/cuve

N5 = 10~3 mg/cuve ; N6 = 8.10°4 mg/cuve

N7 = 8.10~5 mg/cuve



* Influence des extraits végétaux vis & vis de la
contraction induite par la stimulation électrique:

Un laps de temps de 10-15 secondes est toujours respecté aprés 1'addition de 1'extrait végétal ou de la
substance A tester, aprds lequel si aucun effet n'est constaté la dose est considérée inferieure au seuil de la
dose efficace ou inefficace.
Plusieurs essais sont ainsi réalisés jusqu'a 1'obtention de trois effets successifs identiques; dans le cas de
1'extrait végétal et pour éviter des probiémes de tolérance de 1'iléon isolé de cobaye, observé au cours des
expériences, vis & vis de 1'extrait utilisé, chaque organe est utilisée pour une seule dose et pour trois essais;
par contre pour les substances synthétiques plusieurs doses sont testées sur le méme iléon prélevé.
Entre chaque essai 1'iléon est lavé & trois reprises avec la solution physiologique, puis laissé au repos pendant
trois minutes. ‘
La relation effet-dose est établie a 1'aide des solutions de 1'extrait végétal ou des substances a tester sur
plusieurs iléons prélevés aprds que l'extrait ait montré une activité inhibitrice vis & vis des contractions
induites par les stimulations électriques, en ajoutant dans la cuve 0,1 ml de la solution considerée, & chaque

essai.
STATISTIQUES
L'homogénéité des variances, entre les lots témoins* et chaque lot traité, étant vérifiée par le test de Bartlett,

les comparaisons statistiques sont réalisées, 3 1'aide du test T de Student.

* leg lots témoing correspondent aux amplitudes des contractions obtennes avee los stimulations Gectrigues.
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E-II) RESULTATS

1- Effet de la morphine et recherche de la DES0 et de la PD2, vis 2 vis des contractions

induites par stimulation éectrique.
La figure 28 nous permet de constater la relation effet-dose de la morphine sur I'iléon isolé stimulé
électriquement, & partir de 10 ~5 mg/cuve avec un effet inhibiteur total 2 la dose de T®® mg/cuve, la DES0
de 1a morphine est de 25 10 =5 mg/cuve la valeur de la PD2 est de (colog 25 10° ).(Enr.14)

2- Effet de la naloxone (antagoniste morphinique) et recherche de la DIS0, vis & vis des inhibitions, par
la morphine, sur les contractions induites par stimulation électrique.

Sur la figure 29, on peut constater qu'aussi bien en curatif qu'en préventif, 1'effet de la naloxone vis a vis de
I'inhibition, produite par la morphine, est le méme. Cet antagonisme, vis a vis de la morphine, est obtenu,
dans ces deux cas aux mémes doses; ainsi 1'effet de la naloxone commence 2 partir de 8 10 mg/cuve avec
une DIS0 2 10 ~3 mg/cuve et un effet maximum 2 4 103 mg/cuve, 1'effet reste le méme en augmentant la
dose de 1a naloxone.(Enr. 15)

3- Effet des extraits végétaux testés vis i vis de la contraction, induite par la
stimulation électrique, de 1'iléon de cobaye.

a) Effet de 1'extrait de Fagara zanthoxyloides.:
L'extrait de Fagara entraine une inhibition des contractions, induite par les stimulations, cette inhibition, dose-

dépendante, commence 2 la dose de 4 mg/cuve et atteint son maximum 2 la dose de 80 mg/cuve avec une
DIS0 de 20 mg/cuve. L'addition de la naloxone (4 10~3 mg/cuve), en curatif, aprds I'extrait de Fagara ne
permet pas le rétablissement des contractions, induites par stimulation éléctrique et inhibées par 1'extrait
végétal.(Fig.30) (Enr.16)

b) Effet de 1'extrait de Eschscholtzia c.:
L'extrait d’ Eschscholtzia n'a induit une inhibition, des contractions, qu'a la dose de 100 mg/cuve,i partir de la
dose de 50 mg/cuve, cette inhibition n'est pas antagonisée par 1a naloxone (Fig.31) (Enr.17)

c) Effet de I'extrait de Fumaria officinalis :
La Fig.32 nous permet de constater que 1'extrait de Fumaria n'entraine une inhibition qu'a partir de 25
mg/cuve (DIS0) avec un effet inhibiteur maximum i la dose de S0 mg/cuve, cette inhibition n'est pas
antagonisée par 1'administration de Ia naloxone.(Enr.18)

d) Effet de 1'extrait d'Annona reticulata;
L'extrait d'Annona n'a entrainé une inhibition de la contraction, qu'a partir de la dose de 50 mg/cuve (DI50)
avec un effet maximum & la dose de 75 mg/cuve (DI100).
Cette inhibition n'est pas antagonisée par la naloxone (4 10~3 mg/cuve). (Fig.33) (Enr.19)
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Enregistrement 14 Effet inhibiteur et relation Effet-Dose de la morphine vis a vis des
contractions de I'iléon isolé de cobaye, induites par des stimulations électriques.
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Enregistrement. 16 Effet de Fagar z., vis & vis des contractions de I'iléon isolé de cobaye,

induites par des stimulations électriques.

n
|
|
l 4
'i . o 1
" ‘.! !
'i il i
L !
ittt Lt
WK - L \ I ! . L . i—— - u .
- 4L;/cuve : | T [l 20 mg/cuve: |
Mol [ | [ ] emwewe | Nal.




-193-

: ’ - TT 'r S E S
| i
; 1 N
i

|
| f | | : : H L ' 1
e T REEREN l_l

‘ 410 ;
) 100 mg/cuve | - N‘_" mycuverl; 10 '“’_-‘V""?""’_L 1
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e) Effet de 1'extrait de Euphorbia hirta
La figure 34 nous permet de constater que 1'extrait végétal de Euphorbia hirta, provoque une inhibition, dose-

dépendante, a partir de la dose de 0,05 mg/cuve (DI50), 1'effet inhibiteur atteint son maximum 2 partir de la
dose de 0,1 mg/cuve.

Pour 1'ensemble des doses testées, 1'addition de la naloxone en curatif ou en préventif, entraine une reprise des
contractions, induites par les stimulations, donc un antagonisme vis & vis des récepteurs a la
morphine. (Enr.20)

f) Effet de la buprénorphine (Temgésic)
La buprénorphine (Témgésic), pris comme produit de référence, n'a permis d'obtenir une inhibition des
contractions induites par les stimulations électriques qu'aux doses de 0,5 et 1 mg/cuve, alors qu'aux doses

inférieures aucun effet ne s'est manifests, cette inhibition est antagonisée complitement par la
naloxone.(Fig.35) (Enr.21)

g) Effet de trimébutine (Debridat)
La trimébutine (Debridat), agent musculotrope pris comme produit de référence, a aussi induit une inhibition 2
partir de la dose de 0,1 mg/cuve avec une inhibition maximale a la dose de 0,25 mg/cuve, cette inhibition est
également antagonisée par la naloxone mais a plus forte dose. (Fig.36) (Enr.22)

h) Effet de 1' Atropine:(sulfate d*).
Le sulfate d'atropine, antagoniste spécifique des récepteurs cholinergiques, entraine une inhibition totale des
contractions, induites par les stimulations électriques, de l'iléon de cobaye & partir de la dose de 0,01
mg/cuve, 1'addition de la naloxone, en préventif et en curatif, ne permet pas la reprise des contractions et ne
I¢ve pas 1'inhibition provoquée par le sulfate d'atropine.(Fig.37) (Enr.23)

i) Effet de la Papavérine
La papavérine provoque une inhibition totale, des contractions, 3 la dose de 0,1 mg/cuve.(Fig.38) (Enr.24)

J) Effet du dexchlorphéniramine (Polaramine )
Le dexchlorphéniramine (Polaramine), antagoniste antihistaminique H1, induit une inhibition, dose
dépendante, 2 partir de la dose de 2.10 =3 mg/cuve, avec un effet maximum a la dose de 0,01 mg/cuve, cette
inhibition n'est antagonisée que particllement par la naloxone et & des doses relativement élevées de naloxone
(0,06 mg/cuve).(Fig.41) (Enr.25)

k) Effet de la cimétidine (Tagamet)
La cimétidine (Tagamet), antagoniste antihistaminique H2, n'induit une inhibition qu'a la dose de 1D
mg/cuve avec un effet maximal & la dose de 5.10 —2 mg/cuve, cette inhibition n'est que partiellement
antagonisée par la naloxone et & une forte dose de cette dernidre (0,04 mg/cuve).(Fig.41) (Enr.26)
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Eilregistrement 24 Effet de la papavérine, vis & vis des contractions de l'iléon isolé de
cobaye, induites par des stimulations électriques.



H- '. |
LI | |
i 't HEET] L
| TR 1 1
! ;4 1
{ ' b |
L | | ] % |
10" 3mg/cuve , 2.10'3mg/cuve _T‘;a . :‘: 40'3,,,1 /C
[ |
1
i
i || P i
1 | ;1': A
] b !
IEi] | *
g : ]
(P '
L1 i Nal. . | R !
10"2mg/cuve , c M“mj Je r—'s.lo‘zmg/cuve %Tm /e
7 - ! _ 9,
e
H
I
 § | H‘» H
-r 4
[}
e 1
b10 7 mgewve | | | | | LINal[ €4 gle

Enregistrement 25 Effet du dexchlorphéniramine (PolaramineR), vis 4 vis des
contractions de I'iléon isolé de cobaye, induites par des stimulations électriques.



-205-

% de contraction

140
A
T =
=z
......... Z
so 1| EA
/
Z
80 Z
a0 E
Z
20 Z
Nz
é oee
0 'M T 1 /I_ -
0 0,000001 0,001 0.06

mg/cuve il 9 v
BB Morphine(0,01 mg/c) Cimitédine
Naloxone(0,04 mg/c)

1 n 14



L E
I h-
;
i
i ,
lo-ﬁmlg/cuve ] 10""mg/cuve

Enregistrement 26 Effet de la cimétidine (Tagamet®), vis a vis des contractions de I'iléon

-206-

—

5.10 2mg/cuve

isolé de cobaye, induites par des stimulations électriques.




-207-

E-3) CONCLUSION

L'ensemble des résultats obtenus au cours de 1'évaluation de 1'activité des substances de références et des
extraits végétaux vis & vis des contractions de 1'iléon de cobaye induites par des stimulations éléctriques, nous
permettent de constater (Tableau II-2):

* Que la stimulation électrique de 1'iléon isolé de cobaye permet la mise en évidence des récepteurs
morphiniques puisque la morphine provoque la réduction et la suppression des contractions induites par ces
stimulations électriques d'une part, et que la naloxone antagonise 1'effet inhibiteur de la morphine vis 2 vis de
ces contractions donc permet leur rétablissement partiel ou total, en fonction de la dose, d'autre part cette
dualité agoniste-antagoniste est spécifique a la physiologie des récepteurs membranaires.

* Que certains végétaux provoquent la réduction ou la suppression des contractions, induites par
stimulation électrique et que cette inhibition partielle ou complite n'est pas antagonisée par la naloxone; ce qui
explique que cette inhibition n'est pas liée & une liaison aux récepteurs morphiniques mais que 1'action de ces
extraits végétaux réside au niveau d'un autre mécanisme lié soit & 1'équilibre ionique soit & la liaison sur
d’autres types de récepteurs, tel est le cas des extraits de Fagara zanthoxyloides, Eschscholtzia californica,
Fumaria officinalis, et Annona reticulata qui ont provoqué 1'inhibition sans &tre antagonisés par la naloxone.

* Que seul 1'extrait d'Euphorbia hirta a montré une inhibition antagonisée par la naloxone, en
préventif et en curatif, ce qui montre son action spécifiquement au niveau des récepteurs morphinique sur
1'iléon isolé de cobaye; cependant cette inhibition ne se manifeste plus dés lors que 1'administration de 1'extrait
de cette méme plante est rédlsée au deld de trois fois sur le méme organe, ce qui peut impliquer un
phénomene de tolérance ou d'accoutumance de 1'organe 2 1'extrait végétal.
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Tableau II-2 Tableau récapitulatif des résultats obtenus sur l'évaluatlon des effets des extraits
végétaux vis & vis des récepteurs opioides.

PRODUITS TESTES RESULTATS

INHIBITION DES CONTRACTIONS ET

MORPHINE WVALIDATION DE LA TECHNIQUE .
MISE EN EVIDENCE D'UN ANTAGONISME COMPETETIF ET
NALOXONE DE LA SPECIFICITE DES RECEPTEURS AUX OPIACES
INHIBITION ANTAGONISE PAR LA NALOXONE
BUPRENORPHINE

DE TYPE MORPHINE LIKE

INHIBITION ANTAGONISEE PAR LA NALOXONE
TRIMEBUTINE

DE TYPE MORPHINE LIKE

INHIBITION ANTAGONISEE PAR LA NALOXONE
E.HIRTA DE TYPE MORPHINE LIKE

ATROPINE INHIBITION NON ANATGONISE PAR LA NALOXONE

PAPAVERINE INHIBITION NON ANATAGONISE PAR LA NALOXONE
INHIBITION NON ANTAGONISEE PAR LA NALOXONE
F.OFFICINALIS DE TYPE ATROPINE LIKE
- INHIBITION NON ANTAGONISEE PAR LA NALOXONE
A.RETICULATA

DE TYPE ATROPINE LIKE

INHIBITION NON ANTAGONISEE
: F.ZANTHOXYLOIDES [

E.CALIFORNICA INHIBITION NON ANTAGONISE

DEXCLORPHENIRAMINE

INHIBITION NON ANTAGONISEE
ET

CIMITEDINE
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Le trimébutine (Debridat) pris comme agoniste morphinique de référence a bien induit une inhibition
des contractions antagonisées par la naloxone ce qui confirme sa spécificité pour les récepteurs morphiniques.
La buprénorphine (Témgésic) a également montré une activité agoniste 2 la morphine A une faible dose, cette
inhibition est spécifiquement antagonisée par la naloxone.

L'antagoniste cholinergique, 1'atropine, a bien induit une inhibition vis 2 vis des contractions induites
par stimulation mais 1'addition de la naloxone n'a pas permis de supprimer 1'effet de 1'atropine; ce qui suggdre
I'existence de deux sites d'action pour chacune des deux substances, les récepteurs cholinergiques pour
l'atropine et les récepteurs morphiniques pour la naloxone. Cependant 1'implication des récepteurs
cholinergique lors de la stimulation électrique de 1'iléon semble &tre évidente puisque la stimulation &lectrique
de l'organe permettant la mise en évidence des récepteurs morphinique, et provoquant des contractions de
I'organe isolé, sont réduites ou suppriméés par 1'atropine sans étre rétablit par 1'addition de la naloxone; ceci
est une preuve de 1'implication de 1'acétylcholine dans ce mécanisme de contraction commandé A la base par
les récepteurs morphiniques.

Les récepteurs histaminiques sont également impliqués dans ce mécanisme de contraction,
commandé 2 la base par les récepteurs opiacés au niveau péréphérique mais 2 un degrés moindre que les
récepteurs cholinergiques puisque 1a naloxone, bien qu'elle ne soit pas spécifique aux récepteurs histaminiques
, permet un rétablissement, toujours partiel des contractions, aprés 1'addition d'un antihistaminique H1, le
dexclorphéniramine (Polaramine) ou d'un antihistaminique H2, la cimitédine (Tagamet); ce rétablissement
serait probablement lié au renforcement et A la potentialisation des stimulations électriques donc 2 plus
d'implication de récepteurs cholinergiques et autres, ce qui expliquerait la réapparition des contractions.



COMPARAISON DES METHODES IN VIVO ET IN
VITRO
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COMPARAISON DES METHODES IN VIVO ET IN VITRQO

L'évaluation des substances de référence et des différents extraits végétaux vis & vis de ces trois types de
récepteurs, cholinergiques, histaminiques et opioides au travers de cette technique in vitro sur 1'organe isolé
nous a permis :

* de confirmer les activités de certains extraits végétaux connues dans la tradition ou démontrées lors
de certains travaux pharmacologiques réalisés in vivo.

* de démontrer la spécificité d'action des substances de référence et des extraits végétaux.

* de vérifier la reproductibilité des résultats aussi bien pour les substance pures de référence que pour
les extraits végétaux.

1) Confirmation des propriétés démontrées in vivo et/ou des propriétés indiquées dans la bibliographie.
L'extrait de Fumaria.officinalis, connu comme possédant des activités antispasmodiques (Abdulhabib, 1973)
s'est avéré possédant des activités inhibitrices vis-2-vis de la contraction induite par la carbamoylcholine; ce
qui pourrait expliquer son utilisation traditionnelle et également son effet inhibiteur vis-d-vis de la stimulation
électrique de l'iléon isolé de cobaye donc probablement son effet antagoniste vis-d-vis des récepteurs
cholinergiques puisqu'il n'a montré aucun effet vis-2-vis de 'histamine. L'extrait d'A.reticulata, connu dans la
tradition comme possédant des activité antispasmodiques, doit son activité d'une part, 2 son effet inhibiteur
vis-a-vis du péristaltisme intestinal d'autre part, & son effet inhibiteur vis & vis de la contraction induite par la
carbaminoylcholine ce qui justifie son action inhibitrice vis--vis des contractions de 1'iléon de cobaye induites
par des stimulations électrique et non antagonisées par la naloxone, donc agissant probablement via les
récepteurs cholinergiques.(Rolland et coll., 1988).
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Tableau A Etude comparative des effets sédatifs recherchés a
l1'aide des tests in vivo et in vitro.

Tets in vivo

Test in vitro

Produits et

extraits végétaux

Effets sédatifs
mg/kg

Récepteurs a
l'histamine (mg/cuve)

Melissa
officinalis 25 Pas d'effets
Eschscholtzia
californica 150 Pas d'effets
Euphorbia hirta
100 Pas d'effets
Fagara
zanthoxyloides 200 Pas d'effets
Polaramine Effet secondaire Effet inhibiteur
sédatif antagoniste
Phenergan Effet secondaire Effet inibiteur

sédatif

anatgoniste




212-

L'’extrait d'Euphorbia hirta n'a montré aucune action vis-2-vis des récepteurs cholinergiques et histaminiques;
par contre au niveau des récepteurs opiacés on a pu constater que l'extrait de cette plante se fixe

spécifiquement au niveau de ces récepteurs puisqu'il est antagonisé, de la méme fagon que la morphine, par la
naloxone, ces résultats in vitro peuvent confirmer les travaux pharmacologiques qui ont été effectués sur
1'extrait de cette plante et qui ont montré son activité analgésique et contribuer & la compréhension de son
mécanisme d'action. (Lanhers et coll.; 1991)

L'action inhibitrice vis-d-vis du péristaltisme intestinal de M.officinalis peut justifier son utilisation
traditionnelle pour son activité antispasmodique, cependant 1'absence d'un effet vis a vis des récepteurs
cholinergiques et histaminiques lui attribue une activité principalement sédative liée & un autre mécanisme
d'action (Tableau A et C). (Soulimani et coll.; 1991)

2) Spécificité d'action des substances de référence et des extraits végétaux. ,

Les tableaux B et C nous permettent de relever une certaine corrélation entre les techniques in vivo et in vitro,

en effet la morphine active & 10 mg/kg in vivo se fixe sur les récepteurs opoides en provoquant une inhibition
des contractions in vitro A 1a dose de 0,001 mg/cuve (dose 1000 fois plus faible par rapport aux tests in vivo),
cette inhibition est spécifiquement antagonisées par la naloxone. L'extrait d' Euphorbia hirta présente le méme
profil pharmacologique que la morphine, son effet analgésique déja démontré in vivo 2 la dose de 100 mg/kg
se confirme in vitro & la dose 0,1 mg/cuve (dose 1000 fois plus faible par rapport aux tests in vivo) par sa
fixation au niveau des récepteurs aux opiacés et son antagonisme vis & vis de la naloxone.

Des effets non spécifiques sont mis en évidence par l'atropine qui inhibe les contraction sans &tre antagonisée
par la naloxone, 3 espices (A.reticulata, P.boldus et F.officinalis) présentent le méme profil d'activité que
1'atropine.

Donc on peut constater que les substances pures ou les extraits végétaux qui ont une activité spécifiques vis a
vis d'un type de récepteurs, peuvent présenter un effet non spécifique vis & vis d'un autre type de récepteur.

Un autre type de corrélation a été mis en évidence entre les technique in vivo et in vitro, ainsi M. officinalis et
P.boldus ont entrainé aussi bien une inhibition du transit intestinal in vivo que le péristaltisme intestinal in vitro

.(Tableau C)
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Tableau B. Etude comparative des effets analgésiques obtenus

dans les tests in vivo et dans les tests in vitro.

Tests in vivo

Tests in vitro

Produits |[Analgésie Ahalgésie Réceteurs Antaqonisme Récepteur
et mineur majeure opioides | par la choliner-
extraits doses doses doses Naloxone giques
végétaux |en mg/kg {en mg/kg |mg/cuve ' |mg/cuve
M.offici- pas pas /// pas
-nalis 400 d'effets |d'effets /// d'effets
E.hirta
20 100 0,1 Oui 600
F.zantho- pas
-xyloides 25 400 80 Non d'effets
E.califo~- pas /777
-fornica 200 d'effets 100 Non /777
A.reticu-{ ///// ////7/
-lata /7777 /77777 75 Non 800
P.boldus | ////// /////7/ ////// /1177777
/17777 /71777 ////7/ /1177777 800
F.offici-
-nalis | /777777 | 7777/ 25 Non 200
. pas ////// /1777777 /////77
A.8.L. 68 d'effets
non
Morphine 1,15 10 0,001 Oui testé
Atropine /17717 /77777 0,01 Non 0,0004

* Acétylsalycilate de lysine
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3) Reproductibilité des résultats obtenus.

Nous avons exprimé 1'ensemble des résultats avec la présence ou 1'absence d'une significativité statistique,
cette significativité statistique a été établie sur la moyenne de plusieurs essais qui n'ont pas présenté de
problémes au niveau de la reproductibilité, cependant un méme organe ne peut étre utilisé, pour reproduire les
mémes résultats, au deld de 3 3 5 fois avec la méme dose de 1'extrait alors qu'un produit pure peut étre testé a

plusieurs doses et pour plusieurs essais. Cette méthodologie de travail nous a donc permis de confirmer

certaines activités ayant déjad été démontrées in vivo pour certains extraits et 1'utilisation traditionnelle pour
d’autres (Tableau D). Mais ces techniques utilisées et qui sont basées sur le travail au niveau de 1'organe isolé
ne peuvent trouver leur validité qu'en association avec d'autres techniques in vive, d'autant plus que la mise en
évidence de l'activité d'un extrait végétal, qui constitue un mélange complexe, vis & vis d'une entité
moléculaire intégrée dans un systéme histologique et membranaire : les récepteurs, présentent beaucoup de

difficultés au niveau des interprétations scientifiques. Ainsi 1'évaluation de 1'activité d'un extrait végétal vis 2
vis des récepteurs opioides s'est avérée trds interéssante bien qu'elle présente un inconvénient A cause du

nombre d'iléons prélevés puisqu' au dela de trois essais, avec la méme dose de 1'extrait, il devient difficile
voire impossible de reproduire le méme effet. En revanche au moment du changement de 1'organe la méme

dose permet d'obtenir le méme effet, ce qui rend la manipulation trés colteuse et trés lourde, sans oublier, en
particulier pour les récepteurs opioides, la difficulté de spécifier 1'action de 1'extrait végétal vis & vis de ces
récepteurs, puisque au cours de nos expériences il s'est avéré que la stimulation de 1'iléon de cobaye isolé

visant 2 mettre en évidence les récepteurs opiacés, impliquerait probablement, par 1'intermédiaire de ces

récepteurs, plusieurs autres mécanisme & savoir : les récepteurs cholinergiques, les récepteurs histaminergique

et probablement des récepteurs sérotoninergique et gabaergique ainsi que 1'équlibre ionique transmembranaire
qui est & ]a base de la contraction de la fibre du muscle lisse.

11 serait donc trés intéressant de rechercher 1'implication de 1'ensemble de ces mécanismes 2 1'aide de ce test

et de pouvoir réaliser des évaluations sur des fractions et des extraits de plantes pour mieux approcher leur

mécanisme d'action aussi bien dans une activité analgésique, anti-inflamatoire (vis-a-vis des prostaglandines
qui sont probablement impliqués dans la contraction de la fibre du muscle lisse), antispasmodique,

antihistaminique que dans d‘autres activités pouvant constituer un effet secondaire  une activité principale
comme c'est le le cas de la polaramine, antihistaminique de type H1, et en méme temps pourvu d'un effet

sédatif secondaire, cependant si cette approche comparative parait étre interessante, elle n'est pas toujours

évidente et peut méme dans certain cas aboutir & des résultats contradictoires par le simple passage d'une

technique in vivo & une technique in vitro en particulier pour les tests antiparasitaires (Balansard, 1991), dans
d'autres cas le passage de la technique in vivo 2 la technique in vitro ne constitue pas en lui méme la difficulté
mais |'utilisation d'un extrait végétal composé d'un mélange complexe de molécules rend les interprétations
difficiles voire impossibles tel était le cas au cours de la recherche de 1'effet de certains extraits végétaux 2
propriétés sédatives, démontrées in vivo, vis & vis des récepteurs aux benzodiazépines par une technique du

binding in vitro.



-215-

Tableau C Etude comparative des effets modificateurs du transit
intestinal in vivo et du pérista;tisme in vitro.

Produits et Test in vivo Test in vitro
extraits de
plantes Transi intestinal Péristaltisme intest.
Lopéramide 1 mg/kg //////7/7/
Peumus
boldus 160 20
Melissa
officinalis 200 10
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CONCLUSION

Le regain d'intérét que connait la phytothérapie et les médecines dites "douces” auprés des organismes publics de santé
et des grands laboratoires pharmaceutiques ainsi que la constante progression de la consommation des médicaments
psychotropes ont été & 1'origine de notre démarche pour réaliser un travail d'évaluation pharmacologique et chimique de
1'ensemble des plantes étudiées.

Tout au long de notre travail, nous avons tenté de relier les différentes étapes d'étude par une démarche fondée sur trois
objectifs principaux :

Dans un premier temps, notre objectif a consisté & confirmer ou infirmer les indications thérapeutiques traditionnelles de
deux plantes psychotropes et analgésiques, Melissa officinalis et Passiflora incarnata et de trois plantes
antispasmodiques, Fumaria officinalis, Annona reticulata et Peumnus boldus.

Dans un deuxi®me temps, nous avons tenté de rapprocher 1'activité psychotrope de M. officinalis et de P.incarnaa,
démontrée par des tests pharmacologiques in vivo, a leur composition chimique en réalisant des fractionnements
chimiques et des évaluations pharmacologiques aussi bien des fractions isolées que de marqueurs purifiés.

Dans un troisiéme temps, nous avons mis en place une technique in vitro afin d'approcher le mécanisme d'action des
extraits, de spécifier leur activité et d'adapter cette technique in vitro a 1'étude des extraits végétaux. Ainsi nous avons
été amené a confronter et & comparer les résultats obtenus avec différentes ﬁlantes étudides dans des tests in vivo et dans
des tests in vitro.

Notre intérét s'est porté sur 1'intestin isolé en raison de sa richesse en trois types de récepteurs

* histaminergiques (H1) qui sont impliqués dans les phénoménes de la sédation en raison de leurs effets

secondaires.

* cholinergiques qui sont impliqués dans 1'activité antispasmodique.

* Opioides impliqués dans 1'analgésie centrale et périphérique sans oublier leur effet antispasmodique et sur le
transit intestinal.
Ce sont donc deux démarches qui nous ont guidé dans le choix des tests pharmacologiques in vivo et in vitro :

* Les indications thérapeutiques traditionnelles psychotropes et analgésiques pour Melissa officinalis et
Passiflora incarnata et antispasmodiques pour Melissa officinalis, Fumaria officinalis, Peumus boldus et Annona

reticulata.

* Les propriétés sédatives et analgésiques démontrées i 1'aide de tests in vivo pour Melissa officinalis
(Soulimani et coll., 1991), Euphorbia hirta (Lanhers et coll., 1991), Fagara zanthoxyloides (Bertrand, 1988),
Eschscholtzia californica (Rolland et coll, 1991).
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PROPRIETES SEDATIVES ET ANXIOLYTIOUES

L'extrait hydroalcoolique de M. officinalis et |'extrait aqueux de P.incarnata, administrés en I.P., ont présenté chez la
souris des propriétés psychotropes de nature sédative mises en évidence a 1'aide de trois tests:

Le test de 1'escalier (test contraignant) : 1'extrait hydroalcoolique de M. officinalis a entrainé une diminution des
paramtres comportementaux (redressements et marches montées) & la dose de 25 mg/kg alors que cette diminution n'est
obtenue qu'a la dose de 400 & 800 mg/kg pour 1'extrait aqueux de P.incarnata.

Le test du milieu nouveau (test non contraignant) : ce test nous a permis de confirmer les activités neurotropes
de type sédatives, vis-a-vis des paramdtres comportementaux étudiés, exercées par 1'extrait hydroalcoolique de
M.officinalis 3 la dose de 25 mg/kg et 1'extrait aqueux de P.incarnata i la dose de 400 mg/kg.

Tres souvent 1'activité sédative d'une substance est associée & une activité hypnotique, c'est pourquoi dans un
troisi®éme test nous avons tenté d'évaluer 1'activité inductrice et potentialisatrice du sommeil au pentobarbital par
1'administration de 1'extrait hydroalcoolique de M. officinalis qui s'est avéré actif a la dose de 3 et 6 mg/kg dans
l'induction et & 6 et 50 mg/kg dans la potentialisation, de méme 1'extrait aqueux de P.incarnata est actif sur 1'induction
aux doses de 400 et 800 mg/kg alors qu'il n'a aucun effet vis 2 vis de la potentialisation.

Nous avons complété ces résultats par 1'utilisation d'un quatridme test plus spécifique 2 1'étude de 1'activité anxiolytique
(test de 1'enceinte claire/obscure), car si le test de 1'escalier est utilisé pour les deux activités, sédative et anxiolytique,
c'est parce qu'il permet de différencier les deux activités par une diminution ou une augmentation des parametres
étudiés. Cette différenciation nous permet d'orienter notre investigation se’lon que 1'extrait provoque une diminution ou
une augmentation des parametres.

Lorsque 1'eau est utilisée comme solvant la passiflore présente des propriétés sédatives  la dose de 400 mg/kg et lorsque
1'alcool est pris comme solvant, I'extrait hydroalcoolique obtenu a un profil pharmacologique anxiolytique; non
seulement il ne diminue pas les paramdtres comportementaux mais au contraire il les augmente dans le test de 1'escalier;
cette désinhibition obtenue & la dose de 400 mg/kg peut étre interprétée comme un effet anxiolytique. Le solvant a donc
permis un clivage de 1'activité pharmacologique confirmée dans le test de la chambre claire/obscure
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RECHER T D'A

La confirmation des propriétés sédatives et anxiolytique pour les extraits de ces deux plantes a suscité notre curiosité
pour tenter de rechercher la relation entre ces activités pharmacologiques et la composition chimique de ces extraits,
ainsi nous avons évalué 1'effet de 1'huile essentielle de M. officinalis sur les paramatres comportementaux dans le test de
1'escalier, nous avons ensuite réalisé un fractionnement pour 1'extrait de M. officinalis afin d'évaluer I'activité
pharmacologique des différentes fractions isolées, nous avons également évalué 1'activité pharmacologique des différents
marqueurs purifiés contenus dans 1'extrait de P.incarnata.

Les résultats obtenus, aussi bien avec 1"huile essentielle ainsi que les fractions et leur association pour M. officinalis
qu'avec les marqueurs et leur association pour P.incarnata n'ont permis de mettre en évidence ni une activité sédative ni
anxiolytique, donc le support d'activité pour les différents extraits testés ne peut étre attribué ni aux différentes fractions
isolées de M. officinalis ni aux alcaloides harmaniques, aux flavonoides et au maltol et ethyl maltol contenus dans
P.incarnata.

L'implication des récepteurs aux benzodiazépines dans le phénomene de la sédation ainsi que de récents travaux (Medina
et coll., 1990) sur I'effet de la chrysine, flavonoide contenu dans Passiflora caerula, vis A vis de ces récepteurs nous a
incité & vérifier 1'effet de 1'extrait aqueux de P.incarnata, qui a montré une activité sédative, vis 2 vis de ces récepteurs,
nous avons ainsi utilisé un antagoniste des récepteurs aux benzodiazépines (RO 15-1788) qui agit par blocage de ces
récepteurs afin de vérifier le maintien de 1'activité sédative de 1'extrait.

Nous avons constaté que malgré I'addition de cet aniagoniste 1'activité de 1'extrait est maintenue, ce qui exclut
I'intervention des récepteurs aux benzodiazépines dans cette activité sédative de I'extrait aqueux.
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La recherche des activité sédatives et anxiolytiques nous a donc permis de confirmer :

* L'activité sédative de 1'extrait hydroalcoolique de M. officinalis lié probablement 2 une action synergique de
plusieurs molécules renfermées dans 1'extrait puisqu'aucune des fractions isolées ni leur association n'a permis de
retrouver 1'activité qui n'est restaurée que par 1'association de la totalité des fractions isolées.

* L'activité sédative de 1'extrait aqueux de P.incarnata qui ne doit pas impliquer les récepteurs aux
benzodiazépines et qui n'est probablemnt pas liée 2 la présence des alcaloides harmaniques, des flavonoides et du maitol
et ethyl-maltol.

* L'activité anxiolytique de 1'extrait hydroalcoolique de P.incarnata, ceci permet de mettre au clair les
différents travaux contradictoires quant  1'activité sédative et/ou anxiolytique de 1'extrait de P.incarnata.

RECHER DES PROPR LGE

Les différents indications bibliographiques sur 1'activité analgésique de M. officinalis, sont a l'odgﬁe de notre orientation
pour la confirmation ou 1'infirmation de cette activité.
Ces indications bibliographiques n'étant pas spécifiques quant i la nature de cette activité analgésique nous avons porté
notre choix sur deux tests analgésiques :

* Test de la plaque chauffante qui met en jeu une douleur périphérique et sa transmission au niveau central,
donc une recherche d'une analgésie de type central.

* Test du writhing ou de 1'acide acétique, mettant en jeu une algie et son observation localisée au niveau
périphérique donc une recherche d'une activité analgésique de type périphérique.

Nous avons démontré 1'activité analgésique de type périphérique de 1'extrait de M. officinalis mais seulement sur le test
du writhing donc de type périphérique et & forte dose (800 & 1600 mg/kg).

La confirmation de 1'activité analgésique de M. officinalis, de Fagara zanthoxyloides et de Euphorbia hirta ainsi que les
indications bibliographiques sur 1'activité antispasmodique de Annona reticulata, Peumus boldus et Fumaria officinalis
ont constitué 1'origine de notre recherche de 1'effet de ces plantes vis & vis de trois tests :

* Le péristaltisme intestinal in vitro, ce test nous permet de localiser le site d'action soit pour préciser la
nature de 1'analgésie décelée in vivo soit pour confirmer ou infirmer 1'indication traditionnelle.

* Le transit intestinal in vivo, pour compléter le test sur le péristaltisme et confronter les deux tests in vitro et

in vivo.
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* La contraction du duodénum isolé par 1a carbaminoylcholine, test destiné a rechercher la nature de 1'analgésie
des extraits étudiés in vivo ou la nature des propriétés antispasmodiques mentionnées dans la tradition.

Ainsi 2 1'aide de ces trois tests nous avons pu démontrer que 1'extrait de M. officinalis n'avait aucun effet vis-a-vis des
récepteurs cholinergiques, par contre son effet inhibiteur sur le péristaltisme intestinal, in vitro, & la dose de 10 mg/cuve,
est corrélé a son effet inhibiteur vis & vis du transit intestinal in vivo 2 partir de la dose de 100 mg/kg; il est aussi
probable que les effeté analgésique et antispasmodique indiqués dans la bibliographie soient liés a 1'effet de 1'extrait vis 2
vis du péristaltime de base et du transit intestinal.

L'extrait de Peumus boldus est connu traditionnellement pour ses propriétés antidiarrh€iques et antispasmodiques, nous
avons cherché a localiser ces effets et & les confirmer : ainsi 1'extrait de cette plante a montré un effet inhibiteur sur le
péristaltisme intestinal in vitro corrélé, également, A son effet inhibiteur sur le transit intestinal in vivo et A son
antagonisme spécifique vis-d-vis des récepteurs muscarinique in vitro par rapport a la pilocarpine, agoniste muscarinique
de 1'acétylcholine.

Les extraits d'Annona reticulata et de Fumaria officinalis ont conformément aux indications traditionnelles montré un
effet inhibiteur sur le péristaltisme et un effet antagoniste vis & vis de la carbaminoylcholine, ce qui confirme et explique
leurs effets antispasmodiques. Quant aux extraits d'Euphorbia hirta et de Fagara zanthoxyloides, leur activité analgésique
confirmée in vivo n'est certainement pas liée & une activité antispasmodique.

Les substances antihistaminiques (H1) présentent un effet secondaire de type sédatif, aussi nous avons voulu vérifier si
I'effet sédatif confirmé in vivo pour certaines plantes étudiée au laboratoire n'était pas secondaire 2 un effet
principalement antihistaminique. Ainsi nous avons recherché 1'effet de M. officinalis, Euphorbia hirta, Fagara
zanthoxyloides et Eschscholtzia californica vis A vis des récepteurs histaminergiques in vitro.

Les résultats obtenus nous ont permis de confirmer 1'activité principalement sédative de ces extraits étudiés puisqu'aucun
effet anthistaminique n'a été décelé.
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La confirmation des propriétés antispasmodiques de A.reticulata et F.officinalis in vitro et des propriétés analgésiques de
E.hinta, E.californica, et F.zanthoxyloides in vivo ainsi que 1'implication des récepteurs opiacés dans différents
mécanismes de neuro-régulation nous ont incité 3 utiliser ce modele expérimental de 1'iléon isolé de cobaye afin de tenter
d'expliquer le mécanisme d’action des extraits & propriétés analgésiques et de déterminer 1'implication ou non des
récepteurs opioides dans le fonctionnement des récepteurs histaminergiques et cholinergiques.

Nous avons ainsi démontré que 1'activité analgésique de 1'extrait d' Euphorbia hirta, décelée in vivo, était liée a sa
fixation spécifique au niveau des récepteurs opioides, cette spécificité est confirmée par 1'antagonisme de la naloxone vis
2 vis de 1'extrait qui provoque au méme titre que la morphine 1'inhibition des contraction de 1'organe stimulé
électriquement & partir de la dose de 0,1 mg/cuve.
Quant 2 1'activité analgésique, démontrée in vivo, de Fagara zanthoxyloides et Eschscholtzia californica, elle est
probablement liée & un autre mécanisme ne mettant pas en jeu les récepteurs opioides ou peut &tre mettant en jeu un
sous-type de ces récepteurs absent au niveau de 1'iléon de cobaye.
L'activité antispasmodique de Annona reticulata et Fumaria officinalis est liée directement & leur effet vis-a-vis des
récepteurs cholinergiques, car aucun effet sur les récepteurs opioides n'a pi &tre décelé, cependant 1'utilisation de
I'atropine, antagoniste neurotrope des récepteurs cholinergiques nous a permis de démontrer 1'implication des récepteurs
opoides dans la libération de 1'acétylcholine puisque cet antagoniste cholinergique inhibe les contractions sans &tre
antagonisé par la naloxone ce qui exclut son action au niveau des récepteurs opioides. De la méme fagon 1'utilisation des
-antagonistes histaminiques (H1 et H2) nous a permis de mettre en évidence 1'implication des récepteurs opioides dans le
fonctionnement des récepteurs & 1'histamine.
Ainsi la confrontation de ces deux méthodes, in vivo et in vitro pour 1'ensemble de nos travaux nous permet de formuler
plusieurs remarques :
* Compléter le screening des différentes techniques in vivo
sur les activités sédatives et analgésiques.
* Approcher et expliguer les mécanisme d'actions des
différents extraits qui ont présenté une activité
pharmacologique in vivo,
* Rechercher la Spécificité et 1a reproductibilité au niveau
des techniques in vitro afin de les valider pour I'étude
des extraits végétaux.
* Tenter de limiter I'utilisation quantitative d'animaux
vivants.
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SUM-UP

A bibliographical study permetted us to select 8 species, Melissa officinalis, Passiflora incarnata,
Euphorbia hirta, Eschscholtzia californica and Fagara zanthoxyloids for their sedative, anxiolytic and
analgesic effects; Annona reticulata, Peumus boldus and Fumaria officinalis for their antihistaminic and
antispasmodic effects.

Sedative, anxiolytic and analgesic therapeutic indications of Melissa officinalis, Passiflora incarnata,
Euphorbia hirta, Eschscholtzia californica and Fagara zanthoxyloides have been scientifically confirmed by
pharmacological investigation in vivo in the mouse. Antispasmodical effects of Melissa officinalis, Peumus
boldus, Annona reticulata and Fumaria officinalis have been confirmed by pharmacological tests in vivo
and in vitro for . :

Several fractions obtained from Melissa officnalis’extract or the pure natural substances contained in the
passiflora incarnata did not allowed to find the sedative and anxiolytic properties observed with crude
extracts.

Sedative properties of 4 plants were not related to antihistaminical effects demonstrated wich isolated
guinea pig ileum.

The effect of plant extracts with analgesic properties demonstrated in vivo have been tested in vitro in
guinea-pig ileum towards opioid receptors. Thus, Euphorbia hirta was the singie plant which bind with
opioid receptors.

Eschscholtzia californica, Fagara zanthoxyloides and Melissa officinalis' extracts are probably not related
with opioid receptors wich probably not be involved in the mechanism of action of actio of their analgesic
activity.

KEY WORDS

Behaviourals tests, in vivo, in vitro, Staircase test, Two compartment's test, Light/dark choice situation
test, Sleep induction test, sleep potentialisation test, sedative, anxiolytic, analgesic, antispasmodic,
antihistaminic, laxative,antidiarrheic, gastrointestinal transit's test, cholinergic receptors, histaminic
receptors, opioids receptors, guinea-pig ileum, rat duodenum.

Division into fractions, Alcaloides, Flavonoides, Harmane, Harmine, Harmol , Harmaline, Harmalol, Vitexin,
Isovitexin, Orientin, Isoorientin, Maltol, Essential oil, Chromatographie.

Tradition, Passiflora incarnata, Melissa officinalis, Euphorbia hirta, Eschscholtzia californica, Fagara
zanthoxyloides, Annona reticulata, Peumus boldus, Fumaria officinalis.



RESUME

Une étude bibliographique nous a permis de répertorier 8 espéces, Melissa officinalis,
Passiflora incarnata, Euphorbia hirta, Eschscholtzia californica et Fagara zanthoxyloides
pour leurs effets sédatifs, anxiolytiques et analgésiques; Annona reticulata, Peurmnus
boldus et Fumaria officinalis pour leurs effets antihistaminiques et antispasmodiques.

Les effets sédatifs, anxiolytiques et analgésiques mentionnés par la tradition ont été
confirmés scientifiquement par des tests in vivo pour Melissa officinlais, Passiflora
inacarnata, Euphorbia hirta, Eschscholtzia californica et Fagara zanthoxyloides alors que
les effets antispasmodiques ont été confirmés par des tets in vivo et in vitro, pour
Melissa officinalis, Peumus boldus, Annona reticulata et Fumaria officinalis.

Le fractionnement pour la recherche du support d'activité sédative et anxiolytique de
M.officinalis et P.incarnata n'a Pas permis d'identfier un principe actif, I'activité ne se
trouve qu'au niveau des extraits totaux '

Aucune des plantes sédatives testées n'a manifesté un effet antihistaminique sur les
tests in vitro.

Il a été mis en évidence, a I'aide de tests /in vitro, le comportement des plantes a
propriété analgésique vis a vis des récepteurs opioides, ainsi I'euphorbia hirta était la
seule plante qui s'apparentait a Ia morphine quant & son activité analgésique, alors que
le mécanisme d'action de I'activité analgésique des extraits d'Eschscholtzia californica,
Fagara zanthoxyloides et Melissa officinalis ne se fait probablement pas via les
récepteurs opioides. ~

MOTS CLEFS

- Tests comportementaux, Tests in vivo, Tests in vitro, Test de I'escalier, Test du milieu nouveau, Test de
I'enceinte claire/obscure, Test de I'induction et de la potentialisation du sommeil barbiturique, Sédatifs,
Anxiolytiques, Analgésique, Antispasmodiques, Antihistaminiques, Laxatifs, Antidiarrheiques, Transit
intestinal, Récepteurs cholinergiques, Récepteurs histaminergiques, Récepteurs opioides, Organes isolds,
Duodénum de rat, liéon de cobaye.

- Fractionnement, Alcaloides, Flavonoides, Harmane , Harmine, Harmol, Harmalol, Harmaline, Vitexine,
Isovitexine, Orientine, Isoorientine, Huile essentielle, Chromatographie. -

- Tradition, Passiflora incarnata, Melissa officinalis, Euphorbia hirta, Eschscholtzia californica, Fagara
zanthoxyloides, Annona reticulata, Peumus boldus, Fumaria officinalis.



