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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.



PARTIE I

ETUDE DES PROPRIETES NEUROTROPES ET
ANALGESIQUES DE DEUX PLANTES
MEDICINALES :

MELISSA OFFICINALIS L.
ET
PASSIFLORA INCARANATA L.



PARTIE |
INTRODUCTION



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))
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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.



-14-

¢) 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
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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,
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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



-62 -

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 )
M