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INTRODUCTION

La pharnacognosie, de 'pharmacon' (poison et nédican€nt) et de 'gnozis' (conneissance), est la science des
médicaments d'origino naturelle.

C'est le domaine du principe actif exreit d'une planùe, elle porte sur l'étude des matières premières, de leurs
caractéristiques chimiques, de leurs propriétés phannecologiqne et de leur mise en forme galénique, alors que la
phytothérapie englobe de menière générale tout ce qui associe plsntes à santé.

Le monde végétal reste aujourd'hui, mnlgré les progrès i16nÊnse6 de la chimie de synthèse, le plus gros réservoir des
principes actifs.

Chaque peuple, chaque ethnie possède I trevers le mondo une sonune de connaissences sur les plantes et leurs multiplas
utilisations, depuis I'antiquité.

Commo complément à ces données empiriques et pour p€rnetrc d€s érudos néthodiqges afin de confirmer ou d'infirmer
ces données, il est nécessaire de faire appel à des tests pharmacologiquee.

Tel était l'objectif fixé par le laboratoire de biologie végétale er de phernacogaosie du Centre des Sciences de
I'Environnement au sein duquel ce travail c éIÉ eff€chré et dont les thèmÊs de recherche principaux développes
concernent entr€ sutr€s l'étude des plantes actives zur le systèmc nerveux central et en particulier les espèces sédatives,
anxiolytiques et "nalgésiqræ, einsi que les plentês à propriétés choléétiques, diuétiques, hépatoprotectrices,
antispasmodiques, antihisrrrniniques, laxativeg eû antidiarrhéiques.

La conception et ls réelisation do co treveil s'inscrit dans le cadr€ des rpcherches menées au laboratoire de
Pharmacognosie du Centre dce Scieoces de l'environnem,nt de l'Université &Mdzet visant à sélectionner des plantes
medicinales et dec produits nctur€ls utilisés daas les pharnacopées traditionnelles et à rechercher expérimentallement des
propriétés pharmrcologiqucs I l'aidÊ do méthodes qui ont fait leurs pr€uves aillegrs.

L'ensemble de ces tbèæ & r€cherchs nécessiûe le choix d'rme port des extraie I éhrdier et d'autre part la mise en place
et le développement de phuieun tasts pharmacologiquos, in vivo €t in vitro. Ces d€ux choix se sont établis sur une
approche r€posant strr trois pammetnes principaux :
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Dans uoe première étape, noua avons t€nté do rassembler et de synthétiser I'ensemble des données

ethnopharamacologique, toxicologiçe, clinique et pharnacologique tirées de l'étude bibliographique d'un certain nombre

de plantas médicinales.

Ensuite, en fonction des indicstions mentionnées drns la synthèse bibliographiçe, noulr avons ûeNrté de confirmer ou

infirmer, à I'aide d'une batteri€ do tests in vivo, les pro,priétés phanscologiques :

* Sédatives etlou anxiolytique à l'side de tests oomportercntaur contraignants (test de l'escalier et test de

I'enceinte claire/obscure) et non contraignants (test du milizu nouveau). Ce type d'activité pharmacologique se trouve

toujours associé à une activité hypnotique, deux tests permettent l'évaluation de cet effet, le test de l'induction et le test

de potentialisation du sommeil au penûobeôitel

+ Analgésiques À I'eide de deux tests permettaot d'évaluer et de spécifier la nature de l'analgésie, périphérique

ou centrale (test de le plaque chruffante et test du Writhing ou de l'scide acétique).

* laxatives ou antidierrhéiques par lo test du transit inùestinal consistaat à évaluer I'effet des extraits vis-à-vis de

la progression du conûenu inùestinal.

Nous avons tenté également de rechercher le zupport de l'activité pharmacologique soit à l'aide de techniques de

fractionnement chinique, el d'évaluation dp l'activité d'uno ou plusieurs fractions isolées, soit à I'aide de l'évaluation de

l'effet biologique dcs msr$l nrs purin& cont€ntn dans l€s oxtreits éûdiés.

Loin de constituer une première leùtrtive dom os mode d'epproche des phntos médicinales, notre travail s'inscrit en fait

tlans une continuité de ditrémûtêo éûdÊs pr*gaennent méoe $rr d'sutrÊs eepècoe végéûales au sein du laboraùoire ,

dans le domeine dee pychoûopes h viw, rfin do compléter le screaring phermacologique zur ces espècas végétales.

Dans cet objectif, €t dens une deuxière étape, après avoir confirmé les activités mrr le système neweux central et sur le

transit intestinel ,ln viw, d'extraits de plantes selectionnées, Dotre inÉret s'est porté sur la technique de I'intestin isolé

(duodénum isolé ds rat et iléon isolé de cobrye) in vitro, qui préscnie plusianrs svantages:
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Iæ.s techniques devraient répondre aux exigences d'un test de screening.

Les récepteurs sont nombreux et veriés, en effet on y trouve des récepteurs cholinergiques, histaminergiques et

opioides.

Ainsi I'organe isolé pourre etre étudié à le fois pour la recherche des substances à propriétés histaminiques ou

antihistaminiques, cholinergiqu€s ou anticholinergiques et analgésiques mejeurs.

En I'occurence, c'est l'étude de ccs bois tlpec de réccpteurs que n<nrs avmr mtre'prise afin :

- d'adapter le technique ù l'éhrde des extreits végétaux et non à celle des molécules isolées.

- de vérifier la spécificité ot la reproductibilité dos résultats.

- de comparer les résultste obùenru avec eeux obtenru deos notre leboratoir€ per des techniques in viw sur les

mêmes extraits de planûes.

Les substances antihistaminiquÊs, en pertioilier les entihistaminiquoc Hl, mt ùoujours msnifesté un effet secondaire

sédatif en plus de leur effet principelemt antihisteminirye; c'€Êt pourquoi nous svons entrepris de rechercher le

comporteme,nt des extraits, qui ont mcnifesté rm effet sédatif in vdw, vis-à-vis des réceptars histaminergiques in virro.

L'étude des planles médicinales I propriétés analgésiques requiert l'utilisation de méthodes classiques in vivo effectuâs

chez la souris, lo développement d'une technique d'étude in vitro vis-I-vis d€s réËpterrrs opioides pourrait épondre à

deux objectif, compléter lc screening d€s études in viw, d'uoe part, rechercher le mécanisme d'action des extraits

végétaux à propriétés analgé.iqrrs d'rutro pert.

Dlns une troisièrc étape, nors sv<ms tcolé dc rschercùer I'irylicrtio rtcr rÉcAtaue cholircrgiques et histaminergique

dans le fonctionnement des réceptam opioifu nr niveru de l'ilém isolé & cô yc en utilisant des antagonistes de

références enticbolinergiçer et entihieteniniquæ.
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PARTIE I

INTRODUCTION

La première partie de notre tnvail e été rédisée dans le cedre de la collaboration Universit6lndustrie avec un laboraûoire

pharmaceutique, le choix des plantes étant étebli rbns uD premier ûeryo à pertir des indicetions traditionnelles retenues

par le minislpls (8.O. 90/20 bis). Dans rm deuxière temps, rme étude bibliographique nous permet d'orienter notre

démarche expérinentele et de réaliser les différenæ tests phsrmacologiques afin de confirmer ou d'infirmer ces

indications et d'optimiser les processus d'ex,trrption et de pr$arations industrielles des extraits.

En collaboration avec le laboratoire phermaceutique, notre intérêr s'est porté sur deÀrx espèces végétale réputéas comme

possédant des activités sur le système neryeux centnl, Melissa oficûnalis û Passifbra inurtuta.

Le développement systématique dÊs différcnts tocne phermrcologiqucs in viw sru I'extrait ùotel de ces deux plantes nous

paraît être une approche nouvello eû nécessrirÊ pour d€s planbs inhoduit€s ou en voie d'introduction, en phytothérapie.

Melissa oficinalis el, Passifbra incsruta sont dpux plantee eonnuÊs er indiquées pour leurs effets sédatifs et

anxiolytiques, et I'industrie phermaceutique lee emploie déjù depuis plusieurs années pour ces mêmes indications.

Cependant les différents trsvaur scientifiques, en particuli€r pour Melissa oficirulis, ont été tès succints pour apporter

une preuve confirmant ces indications (Soulimani et coll., 1991), par contre pw Passiflora incarnata la grande partie

des investigations mentionnées en bibliographie e été consacrée à sa composition chimique alors que son activité

pharmacologique n'a fait l'objet quê de quelquee trevrux pour I'activité sédative et anxiolytique. (Soulimnni et coll.,

1992')

Le but de nos travsux est donc ds rocberc,her l'existence à psrtir d'extnits & M.oficirulls et de P.incarnata, préparés

selon le mêre mode qu€ lr rédisstim galénique (commercialisée sou le nom de Suspension Intégrale de Plante Fraîche

: S.I.P.F.), d'activités pharnacologiquÊs de type sédetif, anxiolytique ou analgésique et par conséquent de confirmer ou

d'infirmer les indicstiom therape$iques ot do vclider leur forme galéniquo.
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Les travaux d'identification chinique 6sai dnns l'ensemble exclusivement consecrés eux alcaloides et aux flavonoides

pour les extraits de P.incanuta et notre cootribution ici s'est limitée dsns un premier temps à la synthèse des travaux

bibliographiques et au fractionnement et le cgractérisation des principaux $oupes chimiques à I'aide 6s 1eçhniques

analytiques couranùes (réection d'identificetion, chromatographie sur couche mince : C.C.M.). Ir finelité ici est de

définir des profils chimiques tlT€6 dÊs différents extnits réaliséÆ. Pout M.oficirulu nous avons réalisé d4ns un premier

temps un frectionnemeirt de I'extnit ûotd, puis noua avons ùenté d'évduer l'activité pharmacologique de ce.s fractions

prises sépaément et en association pt 2, 3,4 et ls lotalité afin d'isoler ls ou les fractions actives avant de les identifier

dans un deuxième ûemps.

L'étude pharnacologique a débuté par des études iz viw chez l'enimal par voie intra-péritonéale de deux types

d'extraits, aqueux et hydroalcoolique : étude du comportement, influence sur le somrneil barbiturique et recherche d'un

effet antalgique. Cette étude s'est complétée par ls recherche de l'activité pharmacologique das fractions ou des

substances pures présenies dqns sso espèces.

{i15i rlans une dernièrc éùape de cette première pertie, en raison de le présence chez P.incamatr de principes dominants

(alcaloides et flavonoides), nous evons tenté de voir si ces zubstances éteient le zupport de I'activité. Nous avons

également tenté de rechercher le zupport d'activité eu niveau dee frsctions isolées et de I'huile esse,ntielle de

M.fficinalis.

Notre inùention n'éùait pas de réaliser uno étude chiniquo complète sur cbscuno des deux plantes étudiées, mais

simplement de vérifier si l'activité phsrnacologique dee extreits totaur était liée à I'rme ou l'autre des fractions isolées

pour M.oficirulrs ou aux elcaloidoe et/ou flavonoides ptt P.inurtnta.
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CHAPITR A

I- ETTJDE BIBLIOGRAPHIOUE

l-l) Melissa ofrcinalis L.
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Melissa oficinalis, qspèc€ aromatique de la famille des labiée.s à odeur citronnée, est une plante herbacê, vivace,

spontanée, cultivée en Europe c€ntrele et dans le bassin néditerranéen. I.es parties aériennes éaient utilisées depuis

l'Antiquité en médecines grccque et islamique (Ibn Al Baytar, 1877-18t3; Naumy J., 1954>. Son usage s'est transmis en

Europe grâce à la médecine islamique, Aviceirne la recommandait pour ses propriétés digestives, carminatives et

curatives vis-à-vis des troubles inûestinaur er Rhrzes la prcscrivait contre "les chagrins et la mélancolie' ; 'elle serait

salutaire contre las douleurs de la faiblesse du coeur'. Is anciens I'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, digastion difficile, coliquas flatulenûes, nsuséÊs dues à la grossesse), coûtre les troubles netreux (mélancolie,

insomnis, nervosité, vertiges), contre les douleurs (dentaires, euriculaires, abdoninales, céphalé€s, dysménorrhéas) et

enfin contre des troubles divers (syncope, faiblesse du coour, bourdonnemt d'oreilles, asthm). (Fournier P., 1948)

Ia mélisse est inscriæ à lapharnacopée françsise et son emploi est rtconnu drns l'avis 9ùl22bis en ces termqs : "la

mélisse est traditionnelement utilisée dsns le traiæment des troubles digestifs et de la composante douloureuse des colites

spasmodiques, einsi qge dans le traitement des états névrotiques des troubles mineurs du sommeil' (Bull. Otr N"9Ol22

bis, 1990).

Quelques travaur succincts de phermacologie ont mis en évidence une activité sédative (Racz-Kotilla et coll., 1980)

antispasmodique (Forster et coll., 1980)), choléétique (Chabrol et coll., 1932), antihormonale (AufMkolk et coll.,

1984; AufMkolk et coll., 1985; Kohrle et coll., 1985; Keryor,1982) et antivirale (Kucera e.t Hermann, 1967; Wagner

et Sprinkmeyeg L973) de la 'nélisse.

La composition chimique révèle la préeæo d'une faible quantité d'huile ess€ûtielle (0.05 %), riche en ddéhyde et en

alcool terpénique @askef, 1978; Bezrnger, 1980; Gamier eû coll., 1961; Pellocuer et coll., 19t1; Titel et coll., 1982;

Masakova et coll., 1979;knnget, 19t0). D'autrps conposés ont été mis €n évideoce : dos ecides phénols @ezanger,
1980; Herrmrnn,19fl3 Paris, l98l; Schenck, 1944; Thiem,ln1) des triterpènes @rieskorn e.t coll., 1953), dss tenins

(Herrmann, 1954), dos fhvonoides (Ihiere, 1973) û.des vitrmines Bl er 82 (Schintgen, 1975; Kemper, 1982).
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l-2) Passifloru incamata L.

a) BoTANTQUE

Passiflora incarnata Z. appartient à l'ordre des Violales qui comprend 20 familles. I-a famille des Passifloracées esr

répartie en 12 genres et 600 espèc€s péferentiellement sous un climat tropical et tempéé chaud. Le geme principal ast

Passiflora avec 500 espèc€s américaines, quelques - unes asiatiquec et rustraliennes et une 'nalgache. (Paris et Moyse,

1967; Phamacop. Fr., 1976)

C'qst une plante vivace, sarenteusÊ, grinpanûe, à tige ligneuse pouvant aseindre 9 mètnes de long. Les rameaux sont

légèrement pubescents à leur extrémité ; leur écorce est d'un gris pourpré.

Les feuilles sont alternes, simples, stipulês, portées par un long pétiole muni de deux glandes nectarifères noirâtre au

sommet (Perrot, l9a3; Pharmecop. homéop., 1981). Les fleurs solitaires et pédonculées prenneNrt naissance à I'aisselle

des feuilles, elles sont hermaphrodites régutières, pentamères et accompagnées de trois bractês papilleuses (Garnier et

coll., 1961; Paris et Moyse, 1967; Pharnacop. Fran., L976>. Le calice, composé de cinq sépales verdlltres, est en forme

de coupe ; la corolle comport€ cinq pétalec blencs. Is cinq étamines prés€Nrûent dc grandes enthèr$ omngées. Elle est

originaire des contrÉes cheudes de l'Amérique et p€ût s'scclim4€r on France (Gamier et coll., 1961): Elle est spontanée,

surtout aux U.S.A., et elle est cultivéo en Afrique du Nord, dsns le Sud de la Frunce où les gelées sont rares aussi peut-

on la trouver en Anjou, dqnc ls Morbihan et dân6 I'ouest du C.alvados @errot, 19a3; Pharnacop. Fran., 1976;

Pharmacop. honéop., 1981). La floraison et la récolûe ont lieu de Mai à Août. t es parties employées sont les parties

aériennes @ezanger, 1980; Pharmecop. homéop., l98l).

B) UTTLTSATTONS TRADTTTOÀI{ELIÆS

Passiflora incanata est enployéG, strtout en Adriquo du Nord, dms le traitemt de I'anxiété, les insomnies, les

névralgies et son utilisgtion est égelement pçomrmndée somno ryesmlytique. En Franco, elle n'a été employée qu'en

homéopathie jusqu'l lr première guertt mondiale où l'on constata son action hvoreble contrc I'angoisse suscitê dans

cette période de guerro ct cÊci ssns læ efrers socoûdrires classiques obsen'és evec leo barbituriques. D'après Garnier et

coll., (1961) ce6o cryèco s€rait d€ilrée do touæ ûoxicité.
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Ses propriétés sédatives furent remarquées à lr fin du )O(ère siècle par des decins américains qui I'utilisèrent en

neurologie. @ezanger, 1980)

Son utilisation est principalement recommendée dqns les troubles du sommeil en lui reconnaissant une activité sédative

qui sera particulièrement rocommandée dans les troubles du somæil chez I'enfant. (kzanget, 1980; Garnier et coll.,

1961)

Iæclerc (1920) la préconise ' contrt les houblee nerveux de le ménopause', et ' comme remMe à I'insomnie liée à la

grippe, sans effets secondsires de dépression netreuse, de pesanteur de la tête ou de tristesse', ce qui la différencie des

narcotiques.

Bullington (1897) el Stapleùon (1904) avaient obtenu de bons résultats dens 'le traitement de I'insomnie, des

neurasthénies, des hystérios et dsns certaines névralgics'.

L'importance thérapeutiqræ & Passifbra futmnuta pendant le siècle dernier et €,tr particulier les vingt dernières années

ont donné lieu à de nombreru travaux de recherche efin d'en isoler une éventuelle fraction active.

C) CHIMIE

L'ensemble des rccherch€s phytochimiques e permis de mettrp en évidence I'existence de plusieurs classes chimiques

dont les plus iryortanùes sont : Iæs rlceloides el les flsvonoid€c.

l'l l-es alcaloides ô noyau 8{srboline}

Rechereùc qualitative :

Neu (1954) e mis €û évid€tco l'exisenco de dérivés indoliques (0,1 %) dont I'hrrmane, qu'il a supposé être, au départ,

de la passiflorine.

Lutomski et Wrocin*y (1960) ont ieolé de l'hsrmino el de I'harmol @aris et Moyse, 1967; Luûomski et coll., 1967,

1968,1974; Phamrcop. Fr., 1976).

Peckolt (1909) oû Neu (1956) mt mig co évidoace le précence do l,halmine.
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6g1[rrhl (1966) et Iphdefink et Kating (1974\ ont isolé et confirmé l'existence de l'harmol.

Hultin (196t a mis en évidence de I'harmaline, de I'harmalol, du méthylharnine et du N-néthylnorharmane.

Bennati (1g67),Benneti et Fedelie (1968) et Lutomski et coll., (1980) ont isolé d'autres dérivés de I'harmane : harmaline

et harmalol.

,ffi
ù èr,

Harmane R - H
Harmol R * OH
Harmine R o OCH.

Ha:malol
Harmaline

. O H
- OCH;

R
R

Schéma I-l Struchlres chimiques des alcaloîdes harmaniques de
P as sifloro inaco:rnato

Recbercùe Erantitative :

La recherche quantitetive des slcsloid€s c été effec$ée à l'side de différentes Eéthodes analytiques : titration

acidimétrique, déterminstion phoSométrique, dosage par spectrofluorométrie. La quantité d'alcaloides présente rlqns la

plante est de I'ordre &O,O32 à 0,196. (I ôhdefia et Keting, 1974 ; Be,nngti, l97l))
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2) Flavonoides

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

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

dans la plante, était respectivemÊnt porr les feuilles et lc racine de 0,22 % et 0,35 % et que pendant la floraison cette

teneur variait de 0,21 fr à 0,31 % avæ sa minimum de 0,13 à 0,15 % à la fructification.

Lutomski (f960-1968) et Schilcher (1968) ont rnis en évidence la présence des flavones -C- glycosides dans la passiflore.

Rrc

Vitexine
lsovitcxine
Orientinc
tsoorientinc
Saponrrinc

R:
H
C-gluccse
H
C-3lucosc
C-g,lucosc

R !

H
H
H
H
O-gluccsc

R.

C-glucose
H
C-glucosc
H
H

R l

H
H
oll
OH
t{

R2

Schéma I-2 Structures chimiques des flavonoides de Pcrssiflorro
inaonlata

D'autres travalx ont permis de rethe en évidence cinq flavonoîdes principaux: Vitexine, isoviûexine, orientine,

isoorientine, de lr saponarine et d€ lc seponaretine. (Schilcher, 196t; Glotzbach et Riupler, 1968; Lôhdefink, 1976;

Quercia, 1978)

Gavasheli (1970) ct Gcvesheli et coll. Gnq ont mis cn évidenco I l'étd do traco ds la rutine et de la quercétine.

Lutomslci (1960) €t lrSonski et coll. Qnq ont identifié, en frible quantité de l'apigénine, de la lutôline et du

kampférol.

Des C-hétérosides: le saponarol, le vitexol, l'isovitcxol, l'orientol ct I'isoorieotol ont égalemcnt été identifiés par

Schilcher (1968) et Lôhdefink (196).
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3) Maltol et Ethvl-meltol.

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 rnalùol et identifié l'ethyl-maltol.

La qruntité du rnalûol étant trés faible dans la planie (0.05%).

4) Sucres

Gavasheli et coll. (L974) ont mis en évidence la présence du D-glucose, le D-frucûose, le saccharose et le raffinose.

5) Des Hvdroxvcoumarines ont été identifiés au niveau des racines (ombelliferone et scopolétine) par

Gavasheli (L973\.

6) Acides Aminés.

Gavasheli et coll.(1974) ont mis en évidence la présence de 12 acides aminés banels.

D) PIIARMACOLOGIE

1- Pharmacolosie des extraits de P.incarnara

Passiflora incarnaraest inscriæ à la pharmacopée française depuis 1937 (Pharmacop. Fr., 1976).

Phares et Lindsay (1867) sont les premiers à avoir découvert I'activité sédative de Passiflora incamala L.

Cette activité sédative a été confirméo par Bullinglon (1897) et Stapleûon (1904) qui a également remarqué que cette

activité est exempûe d'effets secondaires et sans effets nercotiques ni snrpéfiants, il a égalerent considéré qte PassiJlora

incamata est un excellent remMe des insomnics d'origine cérébrale.

F . .  I
t-- tt'-vt5

zlJs -cH- MahOl-  \ - z  - - ' 1

tl fl Erhyt- n.rltoL
Y 

vfr

0

schéma I-3 structure chimique du maltol et de l'éthvl-maltol.
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Paris et Moyse (1967) ont nis en évidence I'activité sédative & Passifbra incunata sur la diminution de la motilité de

la souris à la dose de 10 mg/kg de planæ sèche.

George et coll. (1940) ont mnté l'activité sédative de Passifbra incartuta sur le SNC et sur le coeur.

Lecoq et co[. (1964) ont recherché des activités sédatives, hyprotiques et analgésiques par la technique

chronaxométrique ('r').

Della l-oggia et coll. (1981) ont mis en évidence l'activité anxiolytique et potentialisatrice sur le sommeil barbiturique.

Nengebauer (1949) e mis en évidence l'activité sédetive et l'activité & Passiflora incarnata sur I'inæstin

isolé de lapin, par une diminution du tonus et de le fréquence des contractions, avec eugmentation de l'amplitude, à dose

plus forte il a obsené une inhibition de le contrection de l'intestin.

Speroni et Minghetti (1988) ont confirmé l'activité sédetive de l'extrait & Pæsifbra incarnata et ont mis en évidence,

par fractionnement de l'extrait, 2 fractions actives dont la structurc définitive n'est pas enoore élucidée.

2- PharmacoloEie des molécules ou des qroupes chimiqu€s extraits de P.izcanata

a) Alcaloides

Ruff et coll.( 1976) avaient constaté que les alcaloides extraits de la plante provoquaient une

stimulation du systère nerveux centrel à faible dosee, alors qu'à fortes doses ils provoquaient une agitation motrice

associée à une hellucination et des vornmissements. (7âfrEt et coll., 197t)

Ambuhl (1966) a remarqué qva P.incarmua avsit une ectivité sédative plus lente et plus importante.

b) Itflsltol (Aymgi et coll., 19f4)

I-a dose létale 50 %, q slc chez le souris, est de t20 mg/kg, I'injection en s/c de 400 mg/kg de mrlùol, chez la souris,

produit uns.liminution do I'rctivité spmtanéo, uno bradycardie, une hlryothermie, rm relâchement des muscles et une

diminution du reflexe achiléeo et cornéen. A 300 mg/kg le mglûol provoque une dÇpression céébral et une

potentialisotion do l'effet de I'hexobsbitrl sr le sommpil. Aux fortes doses, il proyoque une conwlsion (500 ngftg) et

aux faibles doses, il inhibe l'rctivité mtrice spontanée des souris.

(') Tcchniço conriûrol I ænrrcr h chruuic, c'cl I dirrc lo tlryr $ûrril I'crcitrtino du ærf cû I'rpprritioo dc te dépolarirarion rur t'ecran de

l'oæillognpbo.
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c) Ethyl-naltol (Ayoagi et coll., 1974)

Ie dose létale 50 % est de 910 ngftg chez le souris. Administé chez la souris Il a monté les mêmes actions que le

maltol mais d'une façpn moins importanûe. Il a une action anticonvulsivante, vis I vis du nitraæ de strychnine à la dose

de 300 mg/kg.

Le mÂlûol lqsté individuellement provoque une déprmsion du SNC chez la souris et potentialise le sommeil à

I'hexobarbital evec une ection convulsivanûe eux fortes doses et nne diminution de l'activité spontaaée des nnimaux aux

faibles doses.

L'ethyl-mahol possède une activité simileire eu maltol mais avec une action plus conrnrlsivsnts et rme diminution moins

importante de I'activité spontanée qu'avoc le maltol.

I Les propriétés phermacologiques se bouvent Eodifiées à cause de le modification du groupemt dkyl du maltol.

Il est donc difficile d'expliquer que lec propriefés sédetives & P.incarnua sont seulempnt liées au mnlùol. (Ayoagi et coll

te74))

3) Toxicité

L'étude de la toxicité do P.incanua, administrée en i.p. chez ls souris, a montré :

+ à 250 mgftg : une diminution de I'sctivité spontanée du rythre cerdiaque et r€spiratoire.

+ à 1000 mg/kg : des tremblemts puis lr mrt ds l'snimî|.
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CIIAPITREB:@

I) ETTJpES CHIMIOUES.

I.1) ETIJDE CHIIIIIQI'E DE il'EI,IS&{ OFFICINALIS L.

Pour rechercher les composentes chimiques zuscæptibles d'êtro responsables de I'ectivité phernacologique, nous avons

procédé à une péparation d'un extrait hydroalcoolique et son fractionnement.

L'extrait hydroalcoolique est prépaé à partir du cryobroyet de plantes fraiches, soumis à une macération à température

ambiante dans uûe solution hydroelcootique à 30 % NN) p€ndent 12 helres zuivie d'une deuxième macération pendant

12 heures à 35oC. L'extrait obtenu est filté, l'étbanol est éliminé par évaporation sous pression réduiæ; puis I'extrait est

lyophilisé.

Le lyophilisat obtenu représente un rendempnt &2li,l5 fi par rapport I la planb sèche.

Les fractions ont été obtenues per chrcmatogrephie sur colonne, r&lisée ru laboreûoire de Phrrnacognosie à I'Université

de MARSEILLE.

10 g de lyophilisat hydroalcoolique de M,oficirulis, sont deposés sur la colonne de chromatographie, la colonne est éluée

par le mélange méthanolæou dans les proportions 10 à t0 % (V/V), la migration se fait sous une pression de I mbar.

Pour chaque concentretion en méthanol, qustre sous-fraptions sont recueillies zuivant un temps dét€rminé pour chaque

sous fraction, lors du psssage d'une concentntion I l'eutrc en méthanol, le volume recureilli constitue le volume mort de

chaque fraction.(tablearu | â2)

I-2) ETIIDE CHn/flAIlE DE PASSInnne INCARNATA L.

2'l) Péoaration des ertrsits

r) Exhait hydrmlcoolique

Les extraits utilicée pour I'exhrctioo et le évélation des flrvonoides et des dcdoidec proviennent d'un cryobroyat dont la

préparation s'eff€cûE dÊ lr frcm arivrob:

k planto frclchÊ poÉéo I - 9to deæ & l'rrûo liquidÊ eet broyéo rfin d'obtonir rm cryobroyat qui sera conservé à très

basse teryérature.

Le cryobroyat utilisé pour l'eosomblo dc ces expérimcer Ê$ forrrni pst lcs hhstoins ARDBVAL.
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Dans 900 ml d'une solution d'éthanol à,30 fo, obtenue à pertir d'une solution d'éthanol ù,96 7o, sont ajoutés 90 g de

cryobroyat.

Le mélange est agité pendant 12 h à æryérenre smbiente puis plecé d'an uno éhrve I 37' durant 12 h.

Le macérat hydroalcoolique obtenu est dors filtré $rr Biichner (filtration sous pression réduite).

Iæ filtrat recueilli est évapoé soræ vide (Rotevepor-R ,Bûchi), I rme teryéreûre de 30-35'C afin d'éliminer le volume

éthanolique.

I-a solution obte,nue est lyophilisée (Lyophilisateur CD 52-1, Heto, Dane'merk).

b) Extrait aqueux

90 g de cryobroyat sont dissous dans 900 ml d'eeu distillée.

Le protocole est ensuiûe le mêæ que celui utilisé pour la préparation de l'extrait hydroalcooliquc .

2-2) Calcul des rendements

k-s extraits péparés sont destinés à l'analyee chimique a à différents ùests phamacologiqu€s; aussi, pour calculer

les correspondances en planûe sèche do ces extraits, il est nécessaire de connaltre les rendements entre cryobroyat, plante

sèche et lyophilisat.

a) Rendemmt de la planûe sèchc dans le cryobroyat

Pour détermincr le quantité de plante sècho pr&eoto dens le cryobtoyat, 2 S & cryobroyet sont soumis à rme dessiccation

dans une étuve à le ûeryémûrc ds l05oC.

Après environ 24h,l^ plente sèchÊ c6É p€séo.

Soit m2 le massc de lr plenæ sèchs obtenuc, ml le mgsse du cryobroyat et Rl le tendement de plante sèche dans le

cryobroyat.

On a alors :

rnrsro dp plNstc sècbÊ (n2)

R l = x 100

masss ds cryobroyet (ml)

m2

C'estàdi r ,e :  Rl= -x100

ml
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b) Rendernent du lyophitisat dnns Ia plante sèche

Apràs lyophilisation des 90 g de cryobroyat, les lyophilisats (l'un obtenu par extraction hydroalcoolique, l'autre par

extraction aqueuse) sont pesés el leurs rendements psr rspport à le planæ sèche calculés :

Soit m4 la masse de lyophiliset obtenu, m3 le mrsse de planæ sèche présente dens 90 g déterminée à partir de R1, et R2

le rendement de lyophiliset dans le plante sèche est alors do :

E4

f , j | = - _ a 1 9 6

m3

avec m3 = 90 x Rl

I-2-3) Chromatograohie sur couche mince (C.C.M.)

a) Rechcrcùe des llavomldes

a-l) Matériel

a-1-1) Support:

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

a-l-2) Solvurt:

Acide formiquo - Ealt - Méthyléthylcéûono -

Acétate d'éthyl (l0l?N?Olfi; Vn/)

a-1-3) Réactif de d&edion :

Réactif ds Neu (ot dipheoylbomte d'enino

étbanol R ltr dans du néthrool) - Polyéthylèneglycol

4000R 5t dmrfunéthrnol

Après séchege I l'rir, do lr phqrr @sst !X) m, lo résctif oet prlvérieé et lcs tlch€s sont obsÊrvées en lumière UV

(365 nm).

a-14) Solutiom ûémoim:

L€o produitr dê éf&trÉ utilisés sot les

suivants:

Orieotino - Ieoori€ntino - Vitqinê - Isovitexine (ExtnsyntbèEo Gcoey, (69) F.)

0,5 mg dc chaquo eolution cont discoru drar 5 nl ds mélhrnol

dépot & l0 d.
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a-1-5) Extraits vQétau.

* Extrait aqueux : 0,3186 g de lyophilisat (lg de planûe sèche) sont dissous daûs 10 ml d'éthanol à

60 %.

** Extrait hydroalcoolique: 0,3114 g de lyophilisat (1 g de planûe sèche) sont mélangés à 10 ml

d'éthanol ù60 %

a-2) Mode ooératoire

a-2-1) Préparation des extraits vQétaux

a-2-l-1) Extraction de flavonoides à nartir de la planûe sèche (Fa)

A f g de plante sèche obienu per dessiccatiq & 4.29 g de cryobroyat (calcul éalisé à paair du

rendems,rt Rl), sont ajoutés l0 ml d'éthenol à 60 95.

Après 10 nm au bain marie à 6OoC sous agitation, puis après refroidissement, la solution est

évaporée à siccité.

Le résidu obûenu est dissous dens 2 ml d'éthanol6O %.

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

A 1 g de cryobroyet est ajouté f d de nétbenol; le solution est filtrée et le filtrat eet récu$té pour

l' analyso chromatogrephiçæ.

a-2-1-3) Extraction des flavonoidee I partir du lvophilisat orÉoaré oar extraction hydroalcoolique (Fc)

A 0.3f 86 g de lyophilicet (éçrivelent de I g de planùe sèche déterminé grânn au rendement R2), sont ajoutés 10 ml

d'éthanolà60 96.

Aprèc 10 m ur bein merio à 60oC, sons egitetion, pis rcfrroidirremt, lr solutim est ânpoés ù siccité.

I-e résidu obûenu est dissous dang 2 ml d'éthrool60o.

a-2.ll4l Extraction des flavonoides à partir du lyophilisst

A 0.3114 g de lyophiliset, smt ejoutés 10 ml d'éthenol I60o.

Iæ protocole est eûsût€ idatiçe su protocole du lyophilisat hydroalcooliçe.
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a-2-2) Préparation des solutions témoirs

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

a-3)Çb@p&

l0 pl de chaque solution (solutions à exrminer et solutions ténoins) sont déposés sur 2 plaques de chromatographie.

Après migration du solvant sr un froût do 15 cn, les plaques smt rethé€s et séchês à l'air. Après pulvérisation du

réactif de Neu, les plaques sont do ntnrvelu séchées à I'air peirdeat 30 m, puis examinées en lumière ultraviolette à 365

nm et les Rf sont notés.

b) Recherch€ dcs alcaloidcs

b.l) Matériel

b-l-l) Suptnrt:

Plaque de silice Kiesegel G 60 (Merck,Ref.572l)

b-1-2) &lylsg:

I es solvaots qui ont été utilisés :

1/ Toluène - Acétate d'éthylo - Diéthylamine

QOl2OlrOAvM

2/ Ammoniaqus concentréc R - Méthyléthylcétone -

EtherR \aB2l6al;VN)

b1-3) Réactif de détection :

Réactif de Dragendorff, formule de Mrnier et

Mecb€boÊuf :

L'obtention de ce rérctif néc€ssiûe le prfiretion pr&hble do 2 soluti@s : - une solution A :

Sous-nitretô & bismuth (0.t5 g) - Acide

acétiqæ (10 nl) - Eau (40 ml)

- une solution B :

Iodure de potassium (t g) - Esll (20 nl)

Le réactif final est ôtenu por rdditio & :

Solution A (5 nl) - Solution B (5 nl) - Acido

acétiqæ (20 nl) - Ertr (70 El)

b14) Solutions témoins :

Iæs solutions de éféræ utilisé€s eort lc nrivaotec :

Ilarneno - I{rrnino - Ilrrnalinc - Ilarml - Ilrrnrlol (Sigmr, Fnnco).

I ml de chequo solutim témin est discous drns 5 nl de nétbrool R.

DÇpô$ 5; l0; 15; ?.O;30; '(); 50; 60 et 80 pl de che4æ solution témoin sont d@ooés sur la plaque afin de

déterminer le Rf et le seuil do deûection.
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b-1-9 Extreits véséteux.

Différenûes sont utiliséæ :

* préparation no l: dépôt après extraction d'elcaloides à partir du cryobroyat.

t préparation no2: dépôt après extraction d'elcsloid€s à partir du lyophilisat aqueux.

* préparation no3: dépôt après extrection d'alceloides à partir

du lyophilisat hydroalcoolique

+ préparation no4: d@ du cryobroyat lyophilisé.

+ péparation no5: dQôt du lyophiliset hydroalcoolique.(EH1)

+ préparation no6: dépôt du lyopbiliset rqueux (EII2)

* préparation no7: dépôt du lyophilisot du résidu equeux (EII5).

* préparation no8: dépôt après cxtraction d'dceloides du cryobroyat.

b-2) Uoae opératoire

b2-1) Préparation des extraits végétaux

La mise en évidence des elcaloid€s a été réalisée sru différ,entes végétales :

Préparation nol : (Alcl)

Préparation réalisée I partir du Cryobroyet :

A 2L4,59 g de Cryobroyat, (conespondant à 50 g de planùe sèche) sont ajoutés 400 ml de méthanol R; I-a solution est

chauffée à reflux eu bein Earie p€nd8nt t h.

Après refroidissenent, et filtration sous vide; le filtrat recueilli est évaporé à siccité au rotEvapor.

Le résidu obtenu est mis €o conhct evec 150 ml d'une solution d'acide sulfruique R ù 0.5 % (mtv) pendant 15 mn en

agiùant de tenps à eutre : en milieu rcido en efrct, lec dcaloïdeo se transformÊût eir sele d'dcaloides solubles dans I'eau

où les pigments chlorophyllÇ eont pff contro insolubles.

[: solution est ensuitc filtrée or pcpicr filte, L filtntim pcrretsnt de rcûedr les pigrqte.

ia solution est alors elcrliniséo juequ'l pH = 9 ûrH nètrc) rvGc lmô solutim d'hydroxydc de potassium 2O % (mtv).

Elle est épuisée evæ 3 fois 30 ml ds chloroforæ I I'eide d'uae aryoule I décsût€,r. Les 3 phasos chloroformiques sont

réunies puic filtlé* nrr sulhtc do sodium snhydrc. Elles sont alors évaporéee su rotrvapor pour éliminer le chloroforme.

1 ml de méthanol R €6t rjouté ur résidu obûenu.

Préoaration no2 : (Ald)

Préparation réeliséo à pûtir d'un lyophilisrt rqueur :

La messe {uivdenb, en lyophilis* tqueu;f,, dc 16,6 8 do pl&tc sèchc I s.voir 5.2 g dr lyophilisst (d'après le rendement

R3), sont utilisés pow cetto oxtrrction

Le protocole est eûsuitc ideutiqræ ru protocole mais evæ :

Volume do nétbanol ejouté : 133 nl

Volume de chloroforæ utilisé : 3 fois l0 ml'

Volumo de méthanol ajouté ur rÉsidu finrl : I ml
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Préparation no3 : (Alc3)

Préparation râliséÊ à partir du lyophiliset hydroelcoolique :

la masse équivale,nte, en lyophiliset hydroalcooligre, de 16,66 g de plante sèche à savoir 5.31 g de lyophilisat (d'après le

rendement R!|), sont utilisés pour cetûe extraction. I-e protocole est ensuite identique au protocole de la prépation nol

mais avec :

Volume de méthsool ajouté: 133 ml

Volume de chloroforre utilisé : 3 fois l0 ml

Volume de méthenol ejouté eu résidu finsl : I ml

Préparation no4 : (Nc4)

Préparation réalisée à pertir de cryobroyat lyophilisé :

A de 214,59 g de cryobroyat (corrcspondant I 50 g de plante sèche), sont ajoutés 400 ml de méthanol R.

Le protocole est ensuite identique au proûocole de la préparation nol mais avec : ûemps de contact de la plante et de

l'acide sulfurique : 14 h (eu réfrigérrlar), co qui e permie !s rliminuer la quentité de pigments chlorophylliens do"s

I'extrait.

Préparation no5 : (Atcs)

Préparation réalisée à partir d'un lyophilisat hydroalcooliçæ EHl

1 mg de lyophilisat est dissous dans I ml de nérhanol R.

Préparation no6 : (Alc6)

Péparation réalisée à prrtir d'un lyophilisat equeux EIIII

I mg do lyophilisat es discont d.nE I nl do néthanol R.

Péparation n"7 : (Ak{)

Préparation rérlisée f pnrtir d'un résidu & lyophiliset aqueux EH5 :

I mg de lyophilisrt est dissous drns I nl de nétbanol R.

Préparation not : (AlcE)

Autre préparation Écliséo I partir du Cryobroyet :

A l'équivalence en Cryobroyat &75 g do plenb cèche, c'est I dit! I 32l,8tg do Cryobroyat, sont ajoutés 400 ml de

méthanol R; le colution est chrufféc t rsfhu ur bcin mario peodrnt lh.

Après rofroidicsomt" ollo oc filtréo sono vido; lo filtnt ræroilli d évryor6 I siccité nr roûnrrpor.

I-e résidu obùenu €ct mis €o cmtrct wæ X25 ml d'rnc solutim d'rcido runrQuc R I 0.5 % (mlv) pendant 15 mn en

agitant de !emp6 à rutrp. Ir eolution Gst ctsdt€ filféo nr papior filto.

Ia solution est alors elceliniséo jusqu'l pII = 9 (PHEèrr€) aycc uno solution d'hydroxyde de potassium 2O % (mlv) Elle

est épuisé€ evec 3 fois 45 ml do chloroforue, lo solvrnt ect évaporé I eiccité puis lo résidu cct repris dans 1 ml de

CHCIJ.



-t2-

V2-21. Péoaration des solutions térnoins

Chaque solution témin : bsnnine, hrrmrne, ha,rmol, bermaline, ef harmalol est préparée de la façon suivante:

I mg de chaque témoin est dissous drns 5 nl de méthanol R.

b'3) Chronetographie

Différentes quantités de cbequo prQaretion (solutions à exrminer et solutions ténoins) sont dQosées sur des plaques de

chromatographie qui sont alors introduites dans la cuve à solvent.

Après migration du solvent $rr un fr,ont de 15 cn, les plaques sont retirées puis séchées dans utê éhrve e'ntre 100 et

l05oC pendant l0 mn.

Le réactif de détection cst dors pulvérisé .

I-es quantités d@sé€s sont rassemblé€s danE le trbleau zuivant:

lénol,ar QuentltÔr ô61nr6cr ( pf )

il;;;;;.; C O ; 6 O

Alcaloidcr 5 ; 1 0 ; 1 5 ; 2 o ; 3 0 ; C 0 ; 5 0 ; 6 0 i 8 0

Préparetlonr Qireltltlt ô61ntÔrt ( PI

Flavoaoido 1 0 ; 3 O

Alcaloidrr
Alc1
Alc2
Alc3
AICO
alc5 r 6,  ?
Àlc8

2 O ; 0 0
2 O ; l O
2 O ; O O

12O ; 2lO
00
C O ; 6 O

200
170

tSO t l oo ;12O

i 6 0
; 6 0 ;
; 6 0 ;



-23-

r-2-4) RESULTATS:

l-2+l) Melissa officinalis z

Les fractions ainsi que les sous fractions obtenres sont résunées zur le ùebleau 1.

Le tableau 2 rassemble les valeurs de la masse initiele du lyophilisat de départ (ayant été utilisées pour I'extraction

méthanolique : 8,37 g) et d€s mrsses respectives de cbecrme dcs différentes sous fractions obtenues par

chromatographie sur colonne.

læs masses des différentes sous-frections ne pr6entent, chacune, que 60 ù6 % de le masse rêlle.

I-a perte est de 8,95 % par repport à la nessc dG dép8rt. Ces valeurs perrettent de celculer les doses d'extrait à

adminislrei 1l'animal pour le recherche doe effels phsrnacologiquês.

Ia révélation des différenûes sous fractions à I'eide de chromatographie en corrche mince (CCM) a pennis, d'une part de

rassembler les fractions prÉsentant les mêmes tôches, d'autre pert do ne tesûer que les sous fractions dont les tâches

présentaient des différences tqnt au niveou de leur migration qu'l celui de leur révélation et de n'entreprendre une

recherche approfondie pour l'identification des différ€nt€s frections que si les résultets pharnacologiques sont positifs

avec I'une ou plusieurs de l'ensemble des fractions; par conséquent, 7 frections sur 16, seulement, ont été séléctionnees

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

l-24-2\ P as s itlora i ncarnat a

A) Calcul des rendements

A-l) Rendement en plante sèche dans le crvobnrvat

5 pesées ont été effectuées; les résultets obtenus sont les suivants :

D'où le calcul du rsndemt :

Rl :0,466n.1@

R,L:23 ,?  %

fOO g de cryobroyat rcnferment ilffi,23,3 g de plante sèche.

A-2) Rendement du lyophilisat dans ls olenæ sèche :

Iæs masses de lyophilisats obtenuee soot les guivantes :

Lyophilisat hydroalcooliqæ : 6,68 g

Lyophilisat rquour : 6,53 g
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B) Identilication dcs flavomldes

8.1) Résultats obtenus aorès CCM des témoine

I-ss échentillons émoins (Orientine, Isoorientire, Vitexine, Isovitexine), après pulvérisstion du r&ctif de Neu et du

Polyéthylèneglycol 4000, se colorent en jaune, qui apparait plus ou mins nusné sous lumière ultraviolette (365 nm).

Les couleurs caractéristiques, sinsi que les fronts de migration (Rf) des différents ténoins, sont rassemblés dans le

tableau zuivant :

{Ieunr orragl cleLr

ateuna vart

ateut. oreagô plur foncô
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Photo 1 Ident i f icat ion
Vi tex ine

Photo 2 Identif ication
Or ien t i ne  -

des f lavonoides
Isov i tex ine

des f lavonoides
Isoo r ien t i ne .



1 0
9
I
7

6
5
4
3
2
1

-2G

Photo 3 ldentification des flavonoides dans differentes
préparations végéta1es de passiflora incarnata
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B-2) Résultats obtenus après CCM des différ€'nts extraits

véqétaux de P.incænata

Préperatioar Coulour Rf I6noin corrcrpondent

Fr.  3

Cryobroyat
avec

extraction

Jaune orangé 0 .  7 3 OrientLne

Orange o .62 Igoorientine

Jaune vert 0 . 8 0 VLtexlne

Jaune v€rt 0 . 7 0 IeovLtexlne

, n t  3

Cr1'obroyet
arn3

extrectLon Jaune vert o .80 Vltexine

Jaune vert o .70 Ieovitexine

Fd.  :

Lyophilirat
bydroalcool.

Jaune orang6 o .73 orientine

Orange o .62 Isoorl,entine

Jaune vert o .80 Vltexlne

Jeune vert 0 . 7 0 IsovitexLne

F c r

Lyopbiliret
aquaur

ilaune Yert 0 . 8 0 Vitexine

ilaune vert 0 .  7 0 Ieovltexlne
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C) Identification des alcaloïdes

C-l) Résultats obtenus anrès CCM des échantillons témoins

Avec le réâctif de Dregendorff les témins se colorent eû orange phu ou moins prononcé.

Leurs couleurs caractéristiques ainsi qæ leurs Rf sont présentés dsns le tebleeu suivant :

C-2) Résultats obtenus aoràs CCM des différpnts extraits

vépétavx de P,inacarnua :

Seul le chromaûogramæ obænu ù partir do la préparation N'8 e présenté des tsches intére.ssanùes :

F;il;;;;

l:.i
lSrot! corrrrlnndeat

Oreng€ foncé o .08

orange pâle 0 .  1 2
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photo 4 ldent i f icat ion des a lca lo ides
Hramane - Harnine

Harmaline Harmol

Photo 5 Identif ication des
Harnaline - Harmol

Harmdol

alca lo ides
- Harmalol



-30-

Photo 6 Identification des alcaloides dans Ie cryobroyat
de passiflora incarnata
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I.2.' CONCLUSION

A) LES ALCALOIDES

Le chrcmatogramre obûenu à partir dee pr@ratione No 1,2,3,4,5,6 e/.7, ne présente eucune des bandes orangées

visibles zur le chromaiogramnÊ des écheatillons témins; les se,ules tâches obt€nues sont des tâches vertes et jaunes

caractérisant la présence de pigmts cblorophylliens (chlorophylle a, chlorophylle b et carotène) dens lqs extraits.

Sur le chromaûogramme obteiru à partir de la préparation No8, figurent deux bendes orangées : (par ordre croissant de

Rf)

* L'une, qui pourrait conespondre à I'harmalol.

* L'autne qui peraît semblable, quent I se poeitioo, I I'bermeline.

B) LES TLAVONOIDES

Le chromatogramme obûenu evec lee solutions prépsré€s à partir de le plentc sèche et du lyophilisat hydroalcoolique,

présente, dqns la moitié zupérieure 4 bandes fluorescæ'ntes.

par ordre croissant de Rf, on observe :

- Une bando orenge qui est eembleble, quant à sa position et sc fluor€sc€nce, à la bande du chromatogramme

obtenu avec le solution témoin d'isoorientine.

- Une bande jsune vert qui corr€spond À le bande obtenræ avec l'isovitoxine.

- Une bende jeunc omngéo crrrctéristiçtc de I'orientine.

- Une bande jeune vert qui correspond qunt I se position et ss coula.tr à celle de le viùsxine.

Le chromaûogramnÊ obtenu rvæ les solutions prftorées à partir du cryobroyat et du lyophilisat aqueux est dépourvu des

bandes omûges et jauaes orangé, correspondant quant à leur po.sition et leur couleur à I'isoorie'ntine et l'orientine:

- L'abe€û; de ces deur flevo'noides dsns lr solution prépade à psrtir du cryobroyat est sans doute due au fait

que cette pr@rrtion n'r pos pffnis uoe concentration zuffisanle des flcvonoides dans l'oxtrait végétal et que seuls

vitexino et isovit€dnÊ, précentr eo quantité phu iryortanto qus orientiæ et isoorieatins, oût Pu etrrc détectés.
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r-2o prscussloN

L'ensemble des résultsts évèle le pr6ence do flevonoïdos du t1ryo orientino, isoorientine, viùexine et isovitexine dans les

différents extreits étudiés, lc teneur de ces flryoNroidÊs dans la plante étent de 0,15 à 0,30 % (Gavasheli, 1970) leur mise

en évidence n'a présenté arrcune difficulté; Irar oontrc, le chromatographie sur couche minc€ n'e pas permis de détecter

tous les alcaloides et en particulier l'harmane, I'hennine et I'harm<rl en reison de leur feible æneur dens la plante qui ne

présente que 0,03 à 0,1 95 (Neu, 1954; Lôhdefin et Kating, 1974) ce qui rend leur mise en évidence, du moins par la

technique de C.C.M., relativemt difficile, donc lzur présence dqns ffN différ€nts extraiæ étudiés serait sous forme de

traces.



PARTIE I

ETI]DES PHARMACOLOGIQT]ES
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tr) ETT]DES PTIARMACOLOGIOT'ES

II-l) Préparation des extraits.

tr-1-1) Læ extraits de Melissa officÈrulis L.

a) Extrait hydroalcoolique et huile essentidle

Deux lots d'extrait hydroalcooliqrc référencée (MOIJ 1.1087 el MOLI2.088) ont été péparés à pertir du cryobroyat de

planûas fraiches foumi per lec leboratoires ARDEVAL, le cryobroyet est soumis à une macération à ûempérature

ambiante rlnns uûo solution hydroalcoolique à 30 % NfVl-. pendant 12 hzures, srivie d'une deuxième macération pendant

12 heures à 35'C. L'extrait obtenu est filtÉ, l'éthmol est éliminé par évaporetion sous vide, puis l'exhait est lyophilisé.

Le lyophilisat obtenu représenlc un renderent de 17,t f; par rapport I le planûe sècbe pour MOLI 1.1087 et26,9 %

pour MOLI 2.0788. I-es résultats sont exprimés eo mg de plante sèche et non en mg d'extrait.

L'huile essentielle a été extraite eu laboraûoire ARDEVAL à psrtir de c-ryobroyat da M.ofrfrcirralis.

b) fractions

Le.s fractions ont été obûenues pcr chr,omrtographie sur colono, résliséo ru l-rboratoire de pharmacognosie de

I'Université de Marseille, I pûrtir do l0 g d'extreit hydroolcooliçæ b M.oifrcirrr,lis., lo méthanol est ajouté à des

concentrations progressives comprises eotrc l0 €û t0 95 (V/V).

Pour chaque concentratim en métbrnol, $utrÊ sous frections sont resueillies nrivant rrn temps déterminé pour chaque

sous-fraction.

Iæs sous-fractions rinÊi obtenuos sont résuoé€o zur le tebleau I
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I-e tableau 2 rassemble les valeurs dc la messe initiale du lyophilisat (8,37 g) et des mlsses respectivas de chacune des

différentqs sous-fraptions obtenuee par chlomatographie nrr colonne.

Les masses des différenûes sous-fractions ne présentent chacune que 60 à,6 % de la masse rée[e. La pertÊ est de 8,95

% par rapport È la masse de départ. Ces valeurs perættent de cdculer les doses d'extrait à administrer à I'animal pour

la recherche des effeùs phannacologiçes.

I: évélation des différentes sons-fractions I l'8ide de chromalogrephio en couche mince (CCM) a permis, d'une part de

rassembler les frections présentrnt les mêmes tâches, d'autre part de ne test€r que les sous-fractions dont les tâches

pré.sentaient des différences tant eu niveeu de lern nigration qu'à celui do lanr révélation. Par conséquent, 7 fractions sur

16, seulement, ont été testéeg.

II-1-2) I,es exfiaits de Passiflora incarnata L.

a) Extrait hydroalcootiqrc Ptl

L,extrait pil e été pr@ré à psrtir d'un cryobroyet & plaates fraiches (t ot l9l €t éféæncé PILI.287.89) foumi par les

laboratoires ARDEVAL, soumis ù uno mac,ération à ùensrature ambianûe dans rme solution hydroalcoolique à 30 %

(VA/) pendant 12 heures, suivie d'une macérgtion peûdant 12 heures I 35'C. L'extrait obtenu est filté, l'éthanol est

éliminé par évaporation sous pression réduite, puis I'extrait est lyophilisé (extrait Pil). I-e rendement de la lyophilisation

est de 13,89 %, per rapport au poids initial de plente sèche, les doses utilisées sont exprinées €n mg de planæ sèche.

b) Extrait aquanx Pl2

L'extrait squeux Pi2 est pépaé selon le nêre mode opératoire, avec de l'eeu distillée.

c) Extrait Pl3 Gt Pt4

L,es extraits Pi3 et Pi4 sont réclis& ù pqrtir do l'extrait equeux Pi2 et oat été pr@rés de ls façon zuivante: A partir d'un

lyophilisat de l'extnit Eqræux, on préléve l'éçrivelent de 8 g en plaaæ sèche auquel on ajouûe 100 nl d'alcool à 30 %

pour obte11ir gne eoluti@ hydrodcooliquo à 30 tr do t000 mg/100 nl prête l ggp dministrée gux enimÂux à la dose de

800 mg/10m1/k8, rprèc éûininrtion de I'rlcool.

Cette solution est @é cn 2 frrctions:

* la fraction Pi3 obtmuo par l'élimination imnédiate de l'dcool Clebleau 3).

* la frection Pi4 est coûs€rvée pendmt 7 joun I l'rbri dc lr lutdèæ e I tcryéreture rmbiente puis l'alcool est

éliminé eu bout des 7 joun rvent l'utilisrtim pour les te*s phernrcolqiquÉ. (ftblcru 3)



TABLEAU No 3

-36

l+

Alcool (96,4 tl

.,1, ,.,
Eau dlotlllêc

t
6988 nrl

/

vorume frnah I i100 m'| 
L]

colullon à 30 f
d'alcool

Ertrelt vigôtrl rqu.ur
lyoghlliret: ôqulvrlent do
ôOOO Delloonl rl. D||rL raci.
(ôOo tre/ro lrute d. Dolé.,

TABLEAU No 4

(Pt3)
V  .  t O . a

r I  r l l l l .a .  la.aala laFnlr .9râi
'  

^ 
'rrl |> atl lhlt loi.-rt.aq -D

| 
- - 

| tart l.a |r. l! t l .t..3atcalar...
.aa!rl. l t. l lar C.t l-t.

l . ! l !

ghrr|rrcolog lqu..

t  r ir

ghrrtrec olog lqucr

d. 9oo |! l  d' . !u
dlrt l l lôr

aalnlanra a Latar.lrrl arl lanla
I l 'aaac.rl la tanaarl t lcrta.

allr laallan t 'r lcacl atanl laa -ala.

Prêoarallon de l'exlrall Plî à oartlr du rêsldu obtenu aorês
rêelltetlon dê l'êxlrell Pll.

t latt.aaaaalqraa.
aarlrlalr. l lai t , l .t.

(Pr4l

' |rrcardlor a b!9arrtur.
r.rbl..tb .o0. .ell|llor (12 h.,

"''o'-ï*7'*'

!.J
rrca.rtlon I bilDarriùr.
rnôlr||tr ro||r ællrllon

D.nd.rl le ù.

.osr Dt.rrlqr radullr

I

t
rrrcôrdlon a ttf p.ndrnl t2 h.

n,,*,on
I
I

avrgontlonVde fuu
rcor pnrî rôdultr

lllrelr 8OO rg/r0 nUkg d. Doldt

dillnlrtrrllon 9.r Inl.ctlon 1.9. tart! glrrrr!|coloe lqu.t

gO f rôrldu



-37-

c) Extrait Plli

L'extrait Pi5 est prépgré de la façon srivanùe:

90 g (cryobroyat) + 900 ml (solution hydroalcooliqæ 30 %).

nacération, à tenÉrature cmbiant€ pendsot 12 heures

macération à 37oC pendant 12 h.

filtretion.

filtrat évapoé et lyophilisé pour préparation du

lyophilisat hydroalcoolique semblable à (Pil).

Le résidu ou nurc est repris dâns 900 tnl

d'eau distillée.

maération à température ambiante pendant 12 h.

macéretion à 37oC peNdant 12 h.

évaporetion et lyophilisetion : Pi5. (fableau 4)

tr-2) Animarx.

[æs souris mâles hétérozygotes, utilisées dens le plupart d€s t€sts, sont issuÊs de la lignée Swiss et proviennent des

centres d'élevage Césal (Montnédy (55)), Janvier (tæ Genest (53)) ou du laboreûoire de psychophysiologie de

Strasbourg. Iæs tests qu€s cont effectués sur des qnimrux ôgés de 11 à 14 semeines (élevage Césal,

Montmédy (55) et Janvier, Le Genost (53)). Dès lar r6cæption, lef enimsux sont r@rtis au hesard et par groupe de 5,

dans des cages en macrolon (22 t 16 x 14 cm), puis placés dqns une qnimelerie soumise à rm cycle jour/nuit de 12

heures d'éclaircment û da 12 heures d'obacurité el mrinûenue ù rme température constaûle de2l"C t 1'C.

Les souris, utilisécs dans ls t€s3 du milian nouvesu, élwécs nr hbomtoiro do peycùophysiologie de Strasbourg sont

sevrés à l'âge de 4 semainæ, puic groupéc par 5 dans des cagee en Ercrolon (Xl x 16 x 14 cm). L'animalerie est

également cycléo et meinûeous à uno tcm$nturo constenùe de 21oC È loC.

L'eau et la nourrihtro (croquettes conplètes et vitaminées M25 Extre-labo, Provins (77)) sont fournies à volonté pour les

souris. Quinæ jorrs .vrnt lo toet, les enimeux sont placée rlcnr fu pièco expérimentde également cyclée et maintenue à

température constaole. Lco expérimentations sont rédiséec durant le phase nocturno et donc sctive des animeux et ceci en

lumière rougo.

Les produits de éférence et lee extraits do planûoc sont dissouts d'nr un voluæ de 10 rnl de NaCl 0,9 %. NaCl 0'9 %

est utilisé comm témin et solvrnt ds peépantion dos subctancæ ct oxtrrits I rdmini{rpr €n i.p..
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tr-3) RECmRCITE pES PR,OPRIETES I\EI,ROîROPES

II.3.1) PROPRIETES SEDATWES BT/OU AI\DflOLYTIQI]ES

II-3-1-1) Introduction

A) Propriétés sédatives et anxiolvtiques

Depuis les traveux de Delay et coll. (1952> concemrnt I'emploi thérapeutique psychietrique du prenier neuroleptique

synthétisé, la chlorpromazine, les zubstraces psychohopes sont classées en trois group€s principeux:

- Las psycholeptiques @ypnotiques, nanroleptiques ou tranquillisant majanrs et anxiolytiques ou tranquilisants mineurs),

qui réduisent l'activité mentale.

- Les psychoanaleptiques (noonaleptiques, antidépresseurs et psychostimulants), qui eugmente,nt I'activité mentale.

- Les psychodysleptiques, regroupant les zubstances hallucinogènes et non hellucinogènes capables de dévier I'activité

mentale dans Un SerÉ OU doqs l'agùp.

En fait, très souvent, la clessificstion de ccrtaines zubstances g'rvètp très difficile, la séparation pharmacologique entre

ces trois groupes de psychotropes n'étant pas eussi aisée que le classement précédement présenté pourrait le laisser

supposer.

Ainsi, les tranquillisants mineu15, mais égelement csrtains hypnotiques, neuroleptiques et antidQresseurs sont dotés de

propriétés sédatives eUou anxiolytiques plus ou mins marquées (Simon, 1979). Certeins traoquillisants mineuts peuvent

exeroer des effets hypnotiques eUou antidépresseun (Simn, 1979 - Kosûowski et coll., 1986).

En effet si de nombreuses substanc€s très différaûes, telles que certains neuroleptiques, hypnotique.s ou antidéPresseurs'

mais également la morphine €t c€rtrins ag€ots 8-bloquents oût uoÊ csrtsine ectivié anxiolytique plus ou moins

prononcée, les dicements thérepeutiques employés pour un æl effet principal sont représentés per les tranquillisants

mineurs, encor€ appelés, de co feit, 'anxiolytiquoe', il e'egit do médicstions symptomatiques prescrites contre les états

d'anxiété, de maleiss, do tension émtionnello ou d'insomie.

Achrellement, les tranquillisenb Einclrrs les plru frÉqrænmt enployéc appartienn€ot 8u gloupe des benzodiazépines.

Malgé la relativo M&ogæÂfé dc cÊûe chsso, le point eommun I 3ous ccs composés serait leur action dépressive

centrale, dépression qui s'ererce,reit de frçoû relstivem€nt spécifrqræ or I'hypothalamus et le système limbique (Simon,

r979\.

En fait, peu de certitudes sont rctuellem€nt avancé€s, en ce qui conceme lee méconismes d'action mis en jeu pour cette

activité amiolytiqræ; de très nombreux trevsux ont été consacr& à cett€ classe de neurotrop€s, au cours de ces dernières

années, qui ont permis d'émettre divorses hypothèsee phu ou mins tangibles et fai$nt notamment aPPel à I'intervention

du GABA (pdncipel nanrotransmttanr inhibitar du eyotèæ n€rveur cmtrsl hmrin), do le glycino, du GMP cyclique,

des catécholamines.
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Un intérêt tout particulier s'est manifesté à l'encontre du groupe d€s b€nzodiadpines, permettant la découverte de sites

récepteurs centraux et de sites accepteurs frriphériçes (ocâlicés dqns divers organes) einsi que l'élaboration d'un

complexe mscromléculaire, com@ de trois unitrts (benzpdiazépinique, gabaergique et barbiturique) associées à un

canal ionique, chacune d'entre elles pouvant moduler plus ou mins le fonctionnement des autres @olc et coll., 1982 -

Richards et Môhler, 1984 - File ef Pellow, 1985 - File et coll., 1986 - Sûolermao et coll. 1986 - File et Pellow, 1987 -

Miller et coll., 1987).

Aux propriétés anxiolytiques principelec, viennent s'adjoindre divers effets plus ou noins marqués selon les compo#s et

noûarnmÊnt un effet sédstif, qui lui est têo souvent étr,oitemt lié.

Fréquemment, cetûe ectivité sédative est thérapeutiquement considérée sommp ind4sirable, en raison de I'apparition

d'effets secondahes, quoiqræ peu importants et assez rares, du type somnolence, apathie, ralentissement des réflexes,

vertiges, légère hypoûension et emnésie, plus qu'une activité anti-agressive, quant à elle peu spéciflrque des tranquillisants

mineuls, puisque le majorité des psychotropes (y compris les enphétaminiques) sont cepables d'exetcer un tel effet; de

plus, si cette ectivité anti-agressive peut êhe obtenus erpérimentelemeNrt sur l'8nimll, son existence reste beaucoup plus

hypothétique vis à vis de l'agressivité humrine.

I Modèles expérimmtaru càez I'animal

Concernant les effets n€urctropes sédstifs, leur mise en évidence expérimentale est rendue possible par l'obsewation de

la réduction de la mtilité et dÊ l'explontion de l'enimrl, par le potentidisation de ûous les dépresseurs centraux

(hypnotiques, anesthésiques généraur, dcool ...), ainsi que par la zuppression de lous les réflexes conditionnés pré-

établis.

I-a recherche de ces propriétéa sédetives ect réaliséG grâco I l'éûde du coryortemt d'ua petit îongeur, la souris,

ôonfionté à diversos siuntions Frticulièr€s cmtnignantee ou iln.

En effet, il faut stvoir $to cd rninet €st t€,fiitorid et que les repèû€s olfrctifr jouent un rôlo iryortant dans l'expression

de son comportmt, lr souris nrrqtuût aon terriûoire par divercee od€urs frnilièr€s (séctétioos urineires...).

Ainsi, le fait d'introduiro lr souris, dc force, d"ne un milieu non fanilier, dépourvu do ces Fpèt€s familiers, constitue

une situetioo bèe evqrivo et rnxiogèno (situation contnignante) eû a pour effet d'entrainer une inhibition du

comportenÊnt g&éral do l'enimel rlenr 66 milieu non frmilier (Misslin et coll., l9t2), phénomène non observé lorsque

la continuité ûopogrephique cnhe les milianx nouverux et familiers est Esint€nrc, c'Gst à diro lorsque I'nnimal peut

accéder libremt do son milieu familic eu rnilizu nouveru sanE ausung contninte.(sitution non contraignanæ)
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Quant aux propriétés enxiolytiques, le prcblèmo majeur, pocé par l'éhrd€ d'une substance donnée, ré.side dans

l'impossibilité que nous avons d'afErær I'existeoce chez les cnimeux d'étets subjectifs à ceux de I'homrne et

qui sont à l'origine du concept d'anxiété.

En fait, de telles études réslisé€s sur l'enirml ne permettent que d'observer son comportem€nt face à certaines situations

considérées comme aversives, se treduisant notemmût par une inhibition comportementale induite par le stress créé.

Lqs benzodiszfuines, adninistrées à faibles doses, sont capables de réduire plus ou moins ces effets inhibiteurs et à

fortes doses de renforcer cette inhibition.

Ainsi, cette action désinhibitrice obaerr'& chez l'animgl est générelement corrélée chez l'homme, le qualificatif

anxiolytique étant dors employé, par comodité, pour désigler cette désinhibition.

De telles propriétés dêsinhibitrices zur le comportement de l'aninal peuvent se manifester à faibles doses et constituer un

début d'une acwité sédative qui no ge menifeste qu'à plus fortes doses.

Divers autres modèles expérimentaru, peuveot êhe utilisés pour cett€ recherche de propriétés anxiolytiques :

Ainsi, le test de I'escalier (test contreignent), pÉcédemt utilisé lors de lc confimation d'effets sédatifs, est

couranrment employé, de par son crractèro eversif. Effectivemt, l'aninel, en I'occut€ûce la souris, est introduit de

force dans rm milieu inconnu dépourvu dÊ rcpèæs familier et forte,ncnt écleiré, saos possibilité de s'y soustraire, ni d'y

trouver un refuge.

Autre ùest anxiogène, le ùest do le chambre claire/obscure, consisûe en uDÊ situation de conflit spontané, basée sur la

tendance do la souris à préférer un endroit sombrp plus sécurisant I un endroit éclairé.

Comme dans le ûest de I'escalier, l'rnimtl (souris) est introduit do force dnnn uD milieu inconnu dépourru de repères

familiers et fortemt écleié; cepcndani celui-ci eonserro lr possibilité do so eorutraire ù cete situation aversive, en se

réfrrgiant dnns uD conpertinent égdemt inconnu, mais r€ndu moins anxiogè,no en raison do I'obscuritd qui y règne. I-a

souris peut donc moduler sm rctivité oxploretrice en fonction do son êat d'émtivité.

Nous avons choisi do æoÊr ceso recherche de propriéfés neurctropcs sédrtiv€s etlou anxiolytiques pour les extraits

hydroalcooliquo €t .quÊur b Melissa oiicinalis d & Passifbra inunnta per le réalisation de ces expérimentations non

contraignanûes (test du miliou nouveeu) et contraignentos (3est dô l'escgli€r et test do le cbanbre claire/obscure).
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Dans la mesur€ où les hypothèses dÊ @ert, concernent des effets sédstifs edou anxiolytiques, sont ûoutes ou en partie

vérifiées, il n'est pas envisageable d'effechrer le rechenche d'uoe activité neurotrope, sens aborder leurs effets

hypnotiques très souvent associés à cette activité nanrotrope.

C'est pourqroi, eprès la mise en évidence d'effets sédstifs et anxiolytiques des extreie & Melissa oficinalis et de

Passifbra incartnta, nous svons recherché l'existeNrce de propriétés hypnotiques propres, mais aussi une éventuelle

inùeraction avec les berbituriques, souyent constatê pour c€rtein€s zubetances psychotropes qui sont capables de

potentialiser ou d'inhiber I'ection de cee hypnotiçtes.

L'ensemble des résultats obûenus au cours de ces trois expérimo,ntations, non contnignente (test d'exploration d'un

milieu nouveeu) ou contraignantes (test de I'escelier et chambre claire/obccure), einsi que les expérimentations zur

l'induction et la poûentialisation du somrcil baôiturique, devraient permethe de confimer ou non l'existence de

propriétés sédetives ou/et anxiolytiques ef les propriétés hypnotisues pour les différents extraits de Melissa oficinalis et

de Passiflora inænata

A-l) Tests cnmportcrnmtau

L'administration préventive d'une substance dotée & prcpriétée neurotropeâ doit donc soit lever cette inhibtions

(anxiolyse) soit le renforcer (sédetion) co çi part se traduirp, eu niveau expérinrental, par l'eugæntetion ou la réduction

de certains paranftres comportemtaux, tels que l'activité généralo dc l'enimel, la locomotion, les redressements,

l'activité exploratrice dqns gs milistr nouveul.

Selon la situation choisie (contraignenûe ou non contraignante), selon les paranèfres pris en compùe, chaque procédure

expérimentale peut spportcr différentcs informations, quant à l'effet des subdances éûrdiées sur le comportement de

l'înirnal.

Seu[ l'ensemble de ces Eéth& part préseoter .'ne cartsiæ vdeur prévisionnelle et p€rnÊûtre de confirmer ou non

I'existenco d'uns ætivi6 n€urctopo.

D'une façon ttèc aÉo&rlc, dcur grandE tpce expérimtaux peuv€nt être distingués : d'une part, lee expérimentations

non contraignenb Gt dm3 lo modèle utilisé cst le teet du milieu ndrve.u; d'autrro pert les expérimentations

contraiglrentes, diûes pcndoxrlemt de 'eitustioû librc' €û dont les modèles utilisés sont le t€st do l'escalier et le test de

la chambrc claire/obsst[€.
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* Le premier type expériræntal, pouvant être mis I profit lors de la recherche de propriétés sédatives' consiste à étudier

le comportement de l'nnimsl confr,onté ù rme situation non conhaignente. C'est notamment le cas du test d'exploration

d'un miteu nouveau, dans lequel I'rnimrl e la possibilité d'accéder à un compartime'nt inconnu, contigu à son

environnement familier e;t auquel il peut se soustrrire à ûout moment €n retoument dans le coryartim€nt familier. I-a

conservation des repères familiers, grâce eu msintien de la continuité topographique entre les milieu:r nouveaur et

familier, permpt d'éviter ùouio perturbdion néuro'végétative et neuro.€nd(rcrinienne mejeur; ce protocole est

particulièreme,nt adapté à l'éhdÊ du comportemt explorateur des enineux.

Divers paraoètr€s comportementrux p€Nrv€nt être pris en coosidéretion, tels qtre le péfénence de l'gnimal pour le milieu

nouveau, les redrecsements effechrés dans chæun des deux milizu:r (nouveau et femilier), les comportements

autoplastiques (loilAtage, priso de nourritute), le ûerys mis per I'animsl avant de pénétrer pour la première leis dans le

compartiment nouveau (æmps de laænce), les évitements précédents cetûe première enûée, mais aussi I'activité

locomotrice développée dans chacun des deux milieux.

Cette dernière activité a très souvent été considérée commÊ l'archétype de la conduite exploratrice. En fait, si elle peut

être à I'occasion exploratrice, la locomotion n'est pss synonyre d'erploration, meis elle peut servir à loute une variété

de fonctions selon les circonstances. L'éMe de I'activité exploratrico nécessiûe, quaat à elle, la prise en compte de

diverses autres réponsea et notammont dce réponsoc d'orientrtion (nodificrtion de la posture...), d'investigation

(exploration activs d'un objet, d'uno situetion, d'un congénère), d'évitemnt, d'enfouissement, de marquage par diverses

sécétions odorantes, "'qis aussi d'egrossion (Mieslin, 1983 - File et Pellow, 1987).

Cependant, la rechercb€ do propriétés sédltiveo p€ut êtr€ menéo de façon efficece per l'étudo dc l'activité locomotrice de

l'animal et par l'eoregistremt do divers autrec paredtrcs comport€rentaux (redresscmente, préférence néotique,

comportements urtoplestiqrce...).
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{, Les deuxières consistent généralemt I retirer I'animel de se cage d'élwege pour l'introduire de force dans une

enceinûe nouvelle, souv€nt fortemt éclairée, sens possibilité de s'y soustraire ou d'y trouver un refuge, une cachette

plus sécurisanûe. De telles procédures, si elles sont très fréquenmnt utilisées afin d'ob,senrer les conduites d'adaptation

de l'animal au milieu nouyeeu, sont égelement oonnues pour provoquer d'importantes réections neurovégétatives

(miction, défécation) et neuro-endocriniennes (augæntation de le réponse corticosurrénalie'nne). (Mis.slin et coll., 1982-

83)

Ainsi, en raison des important€s perturbations de l'étst émotionnel de I'enimal et donc des épercussions évidentes zur

son comportement, ces méthodes sont très souvmt utilisées lors de la recherche de propriétés neurotropes désinhibitrices

de type anxiolytiques eux faibles doses ou des propriétés sédstives urx fortes doses.

Parmi les diversee procéduree expérimentelec mises I notrre disposition (open-field, planche à trou, enceinte

claire/obscure, l'escalier...), nous €n svons sélectionné deux : le test dÊ l'escalier, cer il présente l'avantage de constituer

un environnement anxiogène pouf ls souric qui no peut s'y soustreire et permet par conséque,nt de révéler las propriétés

dâsinbitrices ou anxiolytiques d'une substance. Un dexière test contraignâat perret de spécifier cette activité

anxiolytiqge, il s'egit du test ds le chembre claire/obecure qui pr&ente une sihntion eversivo evcc le possibilité pour la

souris de s'y soustraire.

Le premier se déroule en lumièro blanche fortement aversivo et permet de prendre en compte deux paramètres

comportemtrux plns restrictifs, les redeÊsseoÊotr eff€ch!és et lec nerches monté6 por I'rnimel, tandis que le second

se déroule dans deux compartiments, I'un est éclaié en lumiére blanchc et I'autrc ect obscur, les deux compartiments

sont séparés par une porûe permfiant I'accâ libre I I'animel d'un compartimcnt à l'au&€, sont notés les transitions et le

temps passé dans le compertiment écleiré.
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3.2) RECIIERCIIE DES PRO?RIETES IilYPNOIIOI'ES

3-2-l) Test d'indudion et de potentinlisation du sonmeil

barbiturique, dtÊz la souris

I-a mise en évidence d'un effet neurottope conduit I tester leur activité zur le temps d'endormissement et le temps de

sommeil induit par le penùobaôitel sodique. Fn effet lc recherche d'une interaction vis à vis du sommeil induit par le

pentobarbital appartie,nt aur tests classiqræment utilisés dans les scr€€Nrings pharnacologiçres de substances actives zur le

sysÈme nerveux central, comme les sédatifs, les anxiolytiques, les antidépresseurs ou les psychostimulsnts.

C€ test permÊt de discriminer les zubstaacos qui eugmentent, antagonisent ou ne modifient pes le sommeil experimental

induit par ua barbituriçre (Simn el coll., l9t2 ; Simon, 198t.

L'interaction avec I'hypnoso, induit€ llsf, lrn beôituriquc à métrbolismc h@tique somme le pelrtobarbital sodique' peut

râsulter soit d'une action au niveau d'un réceptanr central, soit d'une interrction dens lo cstâbolisre du pe,ntobarbital au

niveau hépatique (Simon et coll., 1982; Jori et coll., 1970); soit les deux à la fois en parallèle (Iateoka et coll., 1987).

Cette interférenc€ zur le système hépatique rend nécessaire l'utilisation d'un test à I'aide d'un autre barbinrrique éliminé

par voie énale, c'est le principale raison du choix de la plupsrt des auteurs du pentobarbital sodique et du barbital pour

réaliser ce test au couns des différ€nts screenings phernacologiques @oissier et coll., 1972; Porsolt et coll., 1987).

Pnoprietæ plurmrcologiques (Hcn'ey (19t, Scbmis (1973), Pessouaat et Billard (1978), rrly'arot et

coll., 1979, Hô et Harris, lgtl).

- Au niveau du systèæ neneur ceotnl, les beôituriques déprimt de nanièrc réversible dose.dépendante l'activité de

I'ensemble des tissus exciùrbles lrcuvant eller de lr simplo sédrtion à rme anesthésie et, ù tès forte dose, au comâ.

L'excitabilité corticele et thalamique, les systèmes limbiques et la formation réticulée sont inhibés.

- I-a plupart dcs barbituriquee et en particulier le penûoborbiùal, prés€nt€nt des propriétés anticonvulsivantes et

myorelaxantes.



45-

- Sur l'électro-encéphelogrammo, on renarque que le penûobaôital modifie les activités électriques des différentes

structures encéphaliques. A dso hypnotique, il alère les étapas du somneil, diminue la laûence d'endormissement et

augmentent faibleme,nt les ondes deltr et l'activité de l'électro+néphalogamne enregistrée pendant le sommeil.

Si le mécanisme intime de I'action des bùbituriques n'est ltas enoore eonnu, de nombreux auûeurs (Hô et coll., 1975;

Gerardy, 1982; Costa et Guidottiet, 1979) zuggèrent pour expliquer l'ensemble des effets observés sur I'animal que le

mode d'action d€s bsôituriques se sihre non soulem€nt eu niveeu du récepteur GABA, pour expliquer I'inhibition de la

transmission synaptique, mais égalemt zur l'inophore chlore. Prr eillanrs, sur les neuotransætûeurs, le pentobarbital

augmente la quantité d'acétylcholine &ns tout le cerveru plus particulièrement dens l'hip'pocampe et le corûex érébral

(Nordberg et Wahlstrom, 1977\; il diminue le turnover de le nor-sdrénaline et de l8 sérotonine et augnente celui de la

dopamine (Okamoto, 1978).

Problhnes méthodologiqtes

Les méthodes opéraloires pour râliser c€ tne de t€st sont générelerent mal définies. Or, certains paramètras

environnementagx peuvent nodifier les réf,rltrts du test d'intéraction vie I vis du sommeil barbiturique, en particulier le

rythme circadieû. Il faut constater que I'anelyse et l'int€rpétstion des phénomènes biologiçtes n'ont ltas toujours pris en

compùe la chronobiologie, or la nécæsité d'une tello approche est devenue indispensable, aussi bien au niveau des

sciences fondamentales coutnle la pharnecologie, qu'au niveau des schémas thérapeutiques.

Des études de Davis (f962), Vesell (1968), Friedman el Vi/elker (1968) ont monté chez le rat traité par des barbituriques

que le ûemps d'endormissement est urgænté et qræ le æmps do sommeil diminue pendant la phase d'obscurité. C'qst au

cours de cetûe phase quÊ la lempérature corporelle est rnexinde, quo le taur do 5 hydroxytq'ptamine est minimal et que

le taux de nor-edrénaline est maximsl. D'autre psrt, il est bie,n connu que l'activité globale dee souris est maximale au

cours de la phase noctume 6[ minimals au eourt de lr phese diurns (Fridmsn et lValker, 1!]6t; Kenpf et coll., 1982). Il

apparaît ainsi qu'un test comportemtel râlisé Eur unË duréo trop longrre ou sur rrnc durÉe englobant des périodes

différentes ru cyclo nyctéEérll d63 rnimqur, génèrc uno vsriabilité inportastc denr les résultats. Pour éviter des erreurs

d'interpétation uæ méthodologie &it erc strictemt définie. Aussi est-il néc€csdtt de synchloniser tous les animaux

qui sont utilisés dans uno étudc exfrimentrle, eû & choisir lrr phase du cyclo optimal pendant laquelle les

expérimentations sermt râliséÉ. Qutnt.rrx auE€s psmmètr€s, poids, âge, sexe, il nous a psnr oPPortun de travailler

avec des nnimnux d'tge costant (Rollrad, 19t4).

- Bien quo c€s tcsts soient d'utilisation eourantê, nouE avons mis au point un protocolc exffrimental rigoureux

qui nous a semblé faire défaut dsns b littérature;

- Nons avons €ûsuito r€chorché lcc effets potentidisateurs d'unc administntion aiguê de M.oficinalis et

P.incarnata
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tr.3.1-2) INFLI'ENCE DE M.OFFTCINALIS ET DE P.INCARNATA SIJR LE

COMPORTEMENT DE LA SOI'RIS PLACEE DANS L'ESCALIER.

1) Erocédure cxpérimentale

Iæs expérimentations sont réelisées sur dos souris meles Swiss (Césal); lanr caractéristique ainsi que les conditions

d'élevage sont détaillées dans le consacrÉ au:( enimaux.

I-e dispositif expérimentel consiste en une enceinûe en plexiglass opsque (47 x l0 x 25 cm), contenant un escalier

composé de 5 marches de 3 cm de hsut, 7 cm de profondeur et l0 cm de large.(phoûo 13)

Une lampe à incandescence blanche, placée au d€ssus de la merche le phu heute permet d'éclairer l'enceinùe.

2) Métbode

I-a technique utilisée 6s1 inspirÉo dÊ l8 néthodo do Moline,ngo et Ricci€analeroo (1970), mise eu point sur les rats et

adaptée aux souris par Simiand et Coll.(1984).

Trente minutes apès l'injection I.P. des produiæ ù tesùer, l'animel est retié de se cege d'élevage pour être déposé en bas

de l'escalier, le dos Sourné par rryport aux msrch€s. Lo nombre do redressemeng effectués, ainsi que le nonbre de

marches montées par le souris, sont comptabilisés do ninute en minuûe, pendant cinq minutes.

Le clorazépate dipotassiqtre CfrrnrènoR, Clin-Midy, Paris), pris comm produit de éférence, est sdministé aux doses

de 5 et 10 mg/kg

Les témoinE reçoivent le solvrnt (NeCl0,9 95) * lee ditr&eoûse solutions et extrrib sont pr@rés dqns une solution de

NaCl 0,9 fr poru êtro rdministrée eo i.p..
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3l Meliss officinalfs

a) extrait hydroalcooliqræ

L'extrait hydroalcoolique est gdminishé sur dosês suivsût€s :

0,3 - 0,7 - 1,5 - 3 - 6 - t2-25 '50 - 100 '2æ' 400 - t00 mgft:g.

b) frac{ions

bl) fractions seules

Les fractions (A,B,C,D,E,F et G) sont testées aux doses 12,5 et 50 mgftg de plante sèche. Certaines doses ont été

testées à 100 ngftg.

b2) fractions associées Per deux

Iæ.s fractions associées (C+D, C+F, C+G, D+F, D+G et F+G) ont été tÊstês aux doses de 12,5 et 100 ng/kg de

plante sèche.

bil) fractions associées nar trois

Les fractions associées (C+D+E et C+D+F) ont été t€stées à ls doso de l0O mg/kg de plante sèche.

M) fractions associées osr quatr€

I-a fraction associée (C+D+F+G) e éfé Esté€s lrx doscs & 12,5 ef 100 mgft8 de plente sèche.

b5) L'association do l'e,nsemblo des 16 fractions isoléee est r'drninisûÉe sinultanéme,nt sous une dose

calculée correspodent ù 50 mgftg do plsntê sècho.

b6) L'extrait hvdroslcoolique total, ayant été utilisé pour le fractionnement, est edministré à la dose de

50 mgftg de plaato cèchc.

c) huite escmtidle

L'huile esseatielle est utiliséo rux dosca dc :

3,1?5 -6,25 -25 et 100 plftg

L'huile essentiello étant prés€ûtÊ dans lr plento I0,l 96, cæ doec cortpspod€ot rcspoctivcmt ù:

3,125 - 6,25 -?5 d 100 ng/tg co planto sèctre
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d) Témoin €t Produit de référenoe

I-e témoin NaCl 0,9 % est edministé 30 min. avent le test.

Iæ ploduit de référence utilisé est le clorazépaûe dipotassique (tranxéneR) È la dose de l0 mgftg et est administré 30

min. avnat le ùest.

Touûes les dosæ sont exprimées €o mg de plrnte sèche et non en mg d'extreit.

Statistiques

L'apparition d'une différence significative e I'aide d'une AI'{OVA globale nous p€rnÊt de feire des comparaisons, deux à

deux dqs loùs traités eu lot lemin, epù vérificction de l'homogénéité des vrrisnces par le æst de Bertlett on Peut utiliser

un test paramétrique de comparaison multiplee, le test T de Student.
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3-1) RESULTATS

3-1-1) Extrait hvdroalcoolique : &ude de la rdation dos€sdfets

I-a figure I met en évidence une diminutim significrtive et relativement similaiæ du nombrp de redressements et des

marches montées, eprès traiûement par l'extreit hydroelcoolique e M.oiùdtalis à pacir de 3,12 à 25 mg/kg' la

diminution étant maximale à 25 mg/kg. L'effet est encor€ significatif à 800 mg/kg. l* clonz$ete dipotassique, pris

comrne produit de référence prése,nte une diminution signifrcetive du nombre de redressements et des marches montées

aux doses de 5 et 10 mg/kg.

3-l-2}Huile esspntielle : étude de la rdation doses+fïeûs

La figure 2 montre I'absence d'une activité de I'huile essentielle sur les rsdrcssemts et les Dsrches nontées chez la

souris.

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

Les fractions prises individuellemt n'ont révéle arrcune modification des redressements et dcs mffches montês rlqns le

test de l'escalier. C€p€Nrd8nt, il a été constaté des tendances I la diminution des r€dressenmts et des Earches montées

pour les frgctions suivantes : C; D; F €t G.

Par contrp, les fractions C et E I lr dose do 25 mg/kg eugmentent les r€dresseutËnts et les merch€o montées.

Le choix dæ frectios I rseocier r é6 bceé nrr h t€ûdeoco, de chaquo frection, à lr Âiminution des r€dressements et des

marches montées (Fig.3 * a).
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VARTATION TRAITES/TEMOINg

T A . B C D
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Tableau 6: Effet de lrbui le essentiel le de Èllel issa otf icinal is
sur les redressenents et les narches montées de la
sour is  dans le  test  de l rescal ier .
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vis à vis des redressenents et des narches nontéeE
de Ia sour is dans Ie test  ôe l rescal ier .

LOTS Téuroin
NaCI  O.98

c
100

n9/k9

D
100

n9/k9

F
100

rng/kg

G
100

ng/k9

Redressements

* variati
Trai /Tén. 100 93 ,5 100 LL7 100

P t / i lu l NS NS NS NS

Marches montées

? variati
T ra i /Tén. 100  t 91 94 108 9 4

P / t / / / NS NS NS NS

\ f : 1 0
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3-14) Iæs fractions associées par deux

Les fractions associées par deux (C+F; C+G et D+G) montrent une diminution significative des redressenents à la

dose de 10O mg/kg et une diminution non significative des marches montéos. Les fractions (C+G et D+G) montrent

également "ne diminution non significative des rodressemts et des merches matées à la dose de 12,5 mg/kg (Fig.5 et

6).

3-1-5) Les fractions associées oar trois

Les fractions associées par trois (C+D+E et C+D+F) montrent une diminution des redressenens mais aucune

modification des marches montées à la dose de 100 mg/kg (Fig.? €t t).

3-1O Les fractions associées oar quatrs.

Le fraction (C+D+F+G) a entrainé une diminution non significetive des r€dr€ssemÊnts et rme diminution

statistiquement significative des marches montées à la dose dÊ l0O mg/kg @ig.9 et 10).

3-1-7) L'extrait hydroalcoolique totel et I'association de I'ensemble des fractions

L'extrait hydroalcooliçæ totelo de M.oficirulùr entrain€, à h dose de 50 mgftg, tme dininution significative des

redressements er dÊs narches mntéos (rcspectivemt 39,7 û, 4E,5 %). Un effet identirye a été obtenu avec

l'association dë f6 frrctions (respectivemt 50 et 6l fi) (Fig.11 â,l2).
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C*G D*F D*G F*G f r rc t lon!

I témotn N\\\lMo 12.6 mg/kg FælMo 1oo mg/ks
Ftg-j: Elfet dea Lracllons. aasoclêee o?r deur. de lulO sur I ( 0.06
let redreg,tcmenac de le tourls. dena le tett de t'ètcelier.

Témoin crD c*F c*G D*F D*G F*G l?'ci lonr

I témstn NNlrl,1o 12,5 mg/k.g lîFl uO 1oo mg/kg . l.'o1;T
Fta.E: Eflel dct lîtcllont. estoclêea Der deux- de NO sur

lee matehes monlâca dc la aourle.denc le lest de l'aecaller-

VARIATION TRAITES/TEMOINS



VARIATION TRAITES/TEIIOINg

TC

I ternotn

D F C*D*E C*D*F ftrctlonr

N\\! tvtO 1OO mg/t€ [,,-ql MO 1oo mg/lq

@ uo roo ms/rq @N rao roo mg/r.g ffi uo 1oo ms/ks
FloT Ellcl dea lractlone. r,g,eoclêct otr lrob. dc H.O.

eur let redtpatcmanls de la courle.

Témoln C D F C+D+E C*D*F trrctlons

I r N\\l uO lOO rng/tq Îffil MO 1oo ms/tq

W uo 1oo ms/rq @l uo 1oo mg/t€ @ uo 1oo ms/t€

Flo.8 Ellel dee lrnllone. r'ecoolâee on lmlt dc N.O.

tur lca mztrchct monltot de h aanrlt

\ABIATION TRAITES/TEMOINS
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t dc vfflstlon traitêr/tômolnt

120

100

80

60

40

20

o
TCDFG

I rémotn Nlt',lo 1oo mg/kg
Flo.9 Ellel dce lraallone- aetoolê.t oar auatrc- de N-O.

( IOO mo/lo) eur lcs redreaecmenle do la eourle.

I dc varietlon traltÔr/tÔmolnr

120

100

80

60

40

20

T C D F I

I Témotn Nlt,,lO 10o mg/kg
Fto.l0 Elfel dca lrrlollone- aacoolÔot otr aurlltr,' de N'O'

( IOO mo/lc,l .ur let mttahe. monat.t de tt tottilt'

Q+p+p+Q

Q+Q+f +Q çr.cttonr

' F ( 0 . 0 6

o
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sRrAiloll lRArlEg/lErOlXg

I témoln N extralt totat lff i lFractions ensembles
Flo.ll Ellêl det lreatlons cntcmbl'/t el dc t'extrell

tolal de N.O. tur lea radroaoemcnte de la aoarle.

T60

I témoln N Extralt total ffi'ï p16611ons ensemble
Flat, Elfcl det lrzgllont antcmblc el de l'arlrtll

loatl dê M-Ct- .ur læ m.tahc. monlac. d. t. .oail.

oeo P r  Q.QQI

\ARIAÎION TRAITESI/TEMOI T{S.

. . .  P ( O.OOI
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làbl..tt lab: lâll,tatrca da l'.xlrttl àdrô.iêôott4ua loltl al
da l'.na.ûbl. d.a flaÊllô.rt da fO th a ,lt d.t

radrattatûatrla at daa û.rchat ûot la.t da lt ao|ltrlt.

REDRESgEYEI I IS
( 60 ngrks )

Lota
Témoin

NâCl 0.9 t
D:lO

I Ertrôat hydaoâlcool iqua
i totel

I n:10

L'onacûbla da tout..  i
lc. tr .ct iom ( rC )

n:1O

1.86 i  2.5

UARCHES HOl {1EÊ3
( 60 ûe/ks I

r.t-ty
rôduit

2 2.3 2.2

I p.?
froDo.t
l|| lot
t4-âlÂ

r00 51.5 39

P 0.o01 o.ool



6
3

oA
o

i{|[9
O

E
Q

o
!to
E

F

o
-

|lc

ltÂ
e

ô
c

c!N(\l

!\1\
Nl*€

oz

o||l||lË
€

rgo
-

||to
,Ë

9

I

ôl

oct
c,

|oo
(r,
z

uJÂ
e

ô
Ê

çto(\l

slôl

qrfc0
rD2

q|oe)
(9ôi

ço
oz

Ê
t

'Ê
3

e
p

E
'

z

q,

(Do
oo

qçtr'
€\l

oo
II

a0J

aac€30I

ê>
:

:tiEL
a

a
s

(,
iE

: i À
e>

:
?

t
:EL

-

a
L

at
:Ë

:i À

gqrlqqçlqqr{t<
lqIqqt*r
tT-rl 

q
=

rl
È

-q
È

T
À

tt
ùi 

rd

sËqJ€
l

d
t

q
3

g
q

tdC
E

l{
{

gIt€oo:aaaaaao!I

E
;

Ë
i

ICù
to

o
o

o
?

{t-
É

E
a

P
q

È
a

||

tf 
O

c
3

'Ê
 E

rOo(||
o

IrOo
o-

oITII-
t

o
{

to;€|I€

6
É

Ê
-

I

qaG
I

€a

roo<
t

g
.

û
.:

q,oo
qo

o
o-

Oe
rO96l

o2

IO
c

Â
:

oÇil
G

'

O
o-

|c€C
{

o
o

rCod

tra
c

q!to

IOd
o

.0-
qoa

ara

q|oo
o=

tr
oo

qÇ
,ro

o-
rOoo

€
rooo

o-

3T
Ê

o
.

rt6l
G

!
cl

o|\li

oz
(G

I
6aa

roao
oC

;

?
?

o
E

coa
o

5n
oz

.qto
ro

6O
o-

E
:' o

rto
oC

'
aI

It!6
sa

oo

as
aacc3oI

Ê
:

i€i<
a

.L
.9

iF
:i g

atc€3ot

3
=

i€b
a

a
b

a,
iÊ

:! À



&

4) Passiflomlncarmala

a) Témoin

Iæ témoin NaCl 0,9 95 est edministré 30 rnin. gvttrt le test.

b) Extrait hydroalcmlique & P.hunau zÊL

L'extrait hydroalcoolique est administé eux doses suivantes :

0,3 - O,7 - 1,5 - 3 - 6 - 12 - 25 - 50 - 100 - 200 - 4æ - 800 mgftg.

c) Extrait aquers : Piil

L'extrait aqueux çst adminis&É eux doees zuivantes :

3 - 6 -25 - 100 - 400 - 800 mgftg

d) Etude des diffénenb extraits

l,e.s différents extraits ont été d€crits précodément (Iebleau 3 ef 4)

d-1) Erlrsit-Pil:
L'extrait Pi3 est administé I t00 mg/kg.

- 
ù-2lExtrait Pi4 :

L'extrait Pi4 est adminictré I t00 ng/kg.

d-3) Errlgit-Pi':

L'extrait Pi5 cst edninistré I t00 mg/kg.
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e) Etude des groupes chimiques

e-l) alcaloides et meltol :

(harnane + harmine + harmol + hrrmeline + bannalol) * mallol :

Iæ.s alcaloides sont dissous drns 10 ml de NeCl O,9 % aux doeÊs de 0,5 - 2 - 8 - f8 mg/kg (doses correspondantes,

respectivemt, à 500, 2000, 8000 et 1t000 ng/kg de planùes sèches) et additionnées d'rme goutte de tween 80.

I.e malûol est additionné au mélange d'dceloides aux doses reepectives & 0,25, l, 4 et 9 mg/kg (puisque la ûeneur en

alcaloides de la planûe étant voisine doO,l % et en rnslbl do 0,05 96).

e-2) harmaline + harmalol

I-a évélation d'une fine quantité d'harmelins eû d'hermalol dqnn l'extrait & P,incætuta par la C.C.M. nous a incité à

vérifier si le support d'activité pharnacologique n'était pas localisé à ce niveeu.

Le mélange ast péparé à une dose de 0,8 mg/kg (dose {uivalente à t00 mg/kg de plante sèche).

ç3) maltol

Le nalùol est pépaé à une dose de 0,4 mg/kg, c'est à dire le de 8OO mg/kg de plante sèche.

e-4) flavonoides

L'ensemble des flavonoides:

( viûexine + isovitexine t orientire + isoorientine)

le mélange : (vitexine + isovitoxine)

et le mélange : (orientinp + isooriatine)

sont péparê nrr. doecs e2 ry&g (dosee éçrivelentcs I 800 ngftg do plrote cècbe, puisqæ lr teneur en flavonoides

est d'environ O,25 'n drns lr phntc sèche).
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Afin de rechercher I'activité de l'extnit végétal et des dcsloidÊs vis ù vis des récepteurs aux benzodiazépines on utilise

un antagonisùe de ces Éc€pt€urs, b fib"i$TidliT* 
"o, 

per blocage des sites récepteun des b€nzodiazépines. Son

action, vis à vis des effus de I'extreit végétal et du mélange dcsloides-malûol est étudiée dsns le ûest de I'escalier.

la plante et le nélange alcaloîdes-melûol sont mélangés chacrm evec le RO 15-1788 et dissous dans de I'eau distillée

additionnée d'uno goutte de Tween 80 et ils sont administrés par voie i.p., 30 minutes avant le ûest.

Statistiques

L'apparition d'une diff&ence sigaificative I l'sidê d'une ANOVA globale nout permel dÊ fairÊ des comparaisons, deux à

deux des lots traités au lot témin, après vérificetion de I'honogénéité des vrriances par le test de Bartlett on peut utiliser

un test paranétrique de comperaison multiples, le ûest T de Student.
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4-1) RESULTATS:

+1-1) Extraits hydroalcooliqrc (Ptl)

IÂs résultrts présentés sr la figure 13 mntrent qræ l'extreit hydroalcoolique (Pil) de P.incarnata n'induit une

augnentation significetive des re&essements qu'aux doses de 12 ; 5O et 400 mg/kg. Les mef,ches montês n'étant

significativement augmentées qu' ù la dose de,t00 mg/kg. Par contre une réduction significetive des redressements est

obtenue avec la dose de 200 mg/kg,

Ces r4sulûats monhent qu'aucun effet sédetif n'a pt êtro nis en évidence au trrvers d'une g"--e de 12 doses allant de

0,3 à 800 mgftg de I'extrait hydroelcoolique.

De par ces résultats démntrant I'absence d'un effet cédatif pour l'extrait hydroclcoolique de P.incarnata, nous avons

décidé de tester un autre extrait différent, en l'occutc,ncc, un extrait

aqueux (Pi2) pépaé à partir du mêre lot de cryobroyat.

41-2) Extrait aquerx (Pi2)

Lorsqu'il sst testé à 100 ; 400 et 800 mg/kg I'extrait aqueux de P.incarnua Éduit significativement les redressements et

les marches montées de façon dosed@daate.(Fig.la)

'l-1-3) IÆ exhaits Pi3 ; Pt4 et PlS

L'ensemble des résultets obteinrs rvec les différents extreits aqueux (Pi3 ; Pia et Pit nous I p€rmis de constaûer que ces

extraits induisent uno diminutioo significative des redrcesem€ûts et uno réduction non significative des marches montées

à la dose de 800 mgft8 dms lo t€st dô l'escalier Fig.15.
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VARIATIONTRAIT./TEM.

NaCl 0.3 O.7 1.5 3 6 12 25 60 1OO 2OO 4OO EOOto '*n
Erlr.lt Hydro.lcoollqua

[ \ \N nEonESSEMENTS lf f i ; lyapçHES MoNTEES .:  I  l3:3,

160

140

I  i .L - '

1oo

80

60

40

20

o

Flo.l3 Elfêl de Pesaiflort inctrnela sur les rcdretsementa

eI les marchea monlées de la eourls fteal de l'escalierl.

llrGl g t 26 tOO 4OO ôOO

IRedressements Nltrrtarches montées

FIo.l4 Effet de I'extralt aoueux dc Passlllora lncarnata g,ur
le comoortement de la gourle dena le test de I'escaller

. . .  P  <  O .OO1

mg/kS

400
a

Flunr : rn l l

. P < O . 5
. .  p  (  O.Ol

. . .  p  (  0 .001
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\AHIATION TRAIT./TEM.
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Tablêau 153 Effet des clifferents préparations de p.incarnata
les redressements et les narcbes nontées ôe Ia
sour is dans Ie test  ôe l tescal ier .

N
++
*
* t
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REDRESS
--llIr
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P i2++

7L  * *

P i3++
- - ; ; - ; -

' ESCÀL I MÀR. MON 100 96  t * l  92  I

il;;;l
;;-;;l
_I__J

=10
dose = g0o ng/kg
p  <  0 .05
P
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+I4ll.cmélange alcaloiide + malûol et le malûol

I-a figure 16 noru perret de constater que ni le mélange 'alcaloide + mdtol' ni le mélange 'harmaline * harmalol" n'a

monté une modificetion, statistiquenent significative, des paramètres cotrportemÊntaux de la souris rlqns le test de

l'escalier.

L'administration préalable de l'antagoniste des récepûeurs aux benzodiazépines n'a pas induit de modifications.

4f-t f,es flavonoTdes

Ni le mélange des flavonoîdes ni le melûol seul n'a permis de constaùer des mdifications des paramètres

comportementaux de le souris dans le test d€ I'escglier par rappod aux témoins, ces deux zubstances r€stent sans effets

significatifs dens ce test. (Fig.l7)
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Tableau 16: Effet des alcaloiôes et du maltol sur Ie
comportement de la souris dans Ie test de
I  I  escal ier .

|i[ = 10* Alcaloides + Maltol** Harm"line + Harmalol

Tableau 17: Eff,et ôes flavonoiôes sur Ie conportement de Ia
sourLs dans le  test  de l rescal ier .

REDRESSE!{ENTS I{ARCHES II{ONTEES

doses ng/kg Moyennes P< Moyennes P<

Témoins 31 ,5 i lut l 33 t / l / l / /

5oo* 24 ,5 NS 30 NS

20oo* 32 NS 30 NS

8000* 29 NS 28 NS

18oOO* 30 NS 24 NS

g oo** 27  , 5 NS 30 NS

Malto l  800 30 NS 28 NS

REDRESSEIIIENTS I.IARCHES MONTEES

doses ng/kg Moyennes P< Moyennes P<

Témoins 30 ,  5 uutl 31 r  5 l l lut l
Vitexine +

rsovitexine
800

2 8  r 5 NS 29 ,5 NS

orientine +
Isoorientine

800
30 NS 25 ,5 NS

Vitexine +
Isovitexine +
orientine +
Isoorientine

800

26 ,5 NS 29 ,5 NS

|i[ = 10
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tr-3-1-3) INTLTIENCE DES EXTRAITS DE M.OEFICINAASET DE

P.INCARNATA St]R LE COMFORTEMENT DE LA SOT'RIS DAIYS LE

TEST DE MILIEU NOTryEAU

1) Procédure expérimentale

Le dispositif expérimental consiste €n une cage en PCV (30 x 30 x 20 cn) suMivisée en six unités carrées de surface

égale, communiquânt entre elles par de petit€s ouvertures.

I-a cage est recouverûe de plexiglass. Elle peut être æmporaireme,nt partagée, dens le sens de la longueur, en deux

compartirnents égaux, su nroyen d'une cloison percée de trois ouverturËs, checune d'elles étant munie d'une porte-

guillotine.

2) Méthode

Vingt quâtre heures avent le test, les qnimaux sont isolés dans I'un des deux conpartiments (d4signé comme le

compartiment familier, CF), l'eutre r€stant provisoirement inaccessible. Ce compartiment familier contient de la sciure

et l'animal reçoit de I'eau et de ls nourritur€ I volonté.

Au moment du test, chaqræ toinal est exposé su corycrtioÊnt noweru (CN), par I'esceoot4ge des portes guillotines.

Son comporten€nt est dors ob€€né do minute en minute, pendent dix minutes. Le paramètre pris en compte est

I'activité locomtrico, évaluéo pûr conptsbilisation du nombtp d'.'nitét pénétréos par la souris, dens chacun des deux

compartirmts : rctivité locomtrice dcnr le milieu frmilier (LF), dans le nilieu nouveeu (LN er tohle (L : LF + LN)

ainsi que le nombre ds redresenents.
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3) Influence de l'extrait hvdroalcoolique de M. officinalis

[æs doses testées, de M. officinelis sont les suiventes :

3 - 6 - 12,5 - 25 - 50 - 100 mgftg

4) Influeirce des extraits de P. izanara

NaCl 0,9 % est utilisé comnr témoin et solvant de préparation des extraits à edministrer en i.p..

a) L' extrait hydroalcoolique

L'extrait hydroalcooli$ro est testé à une seule dose :

800 mg/kg

b) Lrextrait aqueux

L'extrait aqueux de P. incarneta est testé atrx doses zuivantes :

25 - 100 - 400 et 800 mg/kg

Statistiques

L'homogénéité des variances, entre les lots témins * chaque lot treité, éfant vérifiée per le test de Bartlett, les

compareisons statistiques sont réelisées, I l'rido d'rm test porenéniço : lo teet de Dunnett.
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5) RESULTATS

1- Inlluence dc M.oflicinalis sur le comportemmt de h souris dans le test du milieu

nouveau.

I-a figure l8 rnet en évidence une diminution significetive de la locomotion et des rcdressements des souris traitées aux

doses de 6,75 - 12,5 -25 - 50 et l0O mgftg avec un effet meximel à la dose &?5 nglkg.

2- Influence de P.incamata sur le comporterrmt de la ssuris dqrre le test du milieu

nouYeau.

Les résultats obte,nus sur le figurc 19 nors pornetteert de conclurp à I'activité inhibitrice de l'extrait végétal de

P.incarnata sur la locomotion et les redressements, rlnns le test du milieu nouveau, à psrtir de la dose de 100 mg/kg,

avec un effet maximal à 400 mgftg, paf, contr€ I'extrait hydroalcoolique testé à 800 mgftg n'a révélé aucune influence

sur ces paramètres dnns cg même ûest.
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VARIATION TRAIT-/TEM.
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Tableau 18: Effet de lrextrait aqueux et hydroalcoolique et du
de P.incarnata sur le conportenent de Ia souris
dans le test du ni l ieu nouveau.

LOCOMOTION REDRESSEMENTS

doses mg/kg
T---- '

Moyennesl  P < Moyennes P<

Témoins

Aqueux 25

:::::l-v---
i:::::_19___
: : : : : :_: : :___

1r::::11133_
| r f  : 1 0

r .00

6 6

52

4 8

i l t / / / 100 / / / / t / /
0 ,  05 8 7 NS

0 ,  05 53

oro l

0 ,  05

NS

0 ,  0L

4 6

39

83

o,  01

NS

8 8 NS
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tr.3.14) EFFET INDUCTET]R ET POTENTHLISATET'R DU SOMMEIL DE

M.OEFICIffALIS ET DE P.INCAruVAT:I APNPS IN.NTEMENT A UNE

DOSE INTRA.ITYPNOTIOI]E ET ITYPhTOTIOI'E DE PENTOBARBITAL

SODIOUE CHEZ LA SOURIS.

1) Protocole expérimmtal

Mise au point ct validation du protocole:

I-a mise au point du protocole opératoire e constitué le thème d'un DEA (1984) et nous a permis de définir plusieurs

paramètres :

- Les animaux : de même âge (fl à 13 semaincs)

- Sexe des eni6ss; : mâle, à cause du cycle oestral de 4 à 6jours des souris femelles.

- Période de réalisation du test :

Phase noctumo = phasc astive des animaux. Selon le progranms de cyclage de I'animalerie, les

animaux sont conditionnés À leur aouveau cycle nuiUjour pendant ga rninimurn de 15 jours.

L'application de cæs conditions expérimenteles à 17 lots de souris sur une période de un an nous I permis de montrer une

réduction de la variabilité des rêulùrts (n %\ par rapport à ceux obùenus aupef,avent (+ 50 %\, et nous a permis de

minimiser l'influence des saisons zur le sommeil {ss mimaur.

2) Materiet et Méthode

Iæ.s expérimentations sont râlisécs zur dee souris Swiss nâles (Césel), dont les caractéristiques et les conditions

d'élevage sont détailléos dans le paragraphe consacré gux animeux.

M.oficinalis û, P.incarnata sont administrées per voie I.P., tr€ntÊ minutes avant l'injection de pentobarbital

(pentobarbital sodiçre, lsboreûoir€s Clin-Midy, St Jeso de la Ruelle (45)).

Deux paramètres sont alors mpsurés : lo temps d'eodormissoment, ou interrralle de terys e'ntre l'injection du

barbitr,rique et l'epparition du sommeil, er la drrré€ du somrcil, ou intervelle do æryc entrre le début du sommeil et le

réveil.

I-e début du sommeil est pria eo conpte lorsquo lee animaur æc€ptcnt lr poeition en décubinrs lttéml et le temps de

réveil, lorsque le souris quitre cefio pocition rprù hois tcotctivc dÊ æmisc cn poeitim initidc.
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3) Effets des extraits vQétarx sur linduc{ion du sommeil narcotique

Une dose infra-hypnotique de pentobarhitel est utilisée, ù savoir 25 mg4rg.

Iæ clorazépate dipotassique (kanxèneR, kboreûoires Clin-Midy, Paris), est utilisé cornme produit de référence et

administré eux doses de 5 et l0 ng/kg.

NaCl 0,9 % est utilisé oomme témoin et solvant pour la préparetion des différentes solutions et extraits à administrer en

i .p . .

al M.officinalis.

L'extrait végétal de M.oficinalis est testé aux doses de

3,12 - 6,?5 - 25 - f00 mg/kg.

L'huile essentielle est ûestée eur dos€6 de

3,12-6 ,?5-25-100p l f tg .

b) P.incarnata.

b-l) I'extrait açrerx

L'extrait végétal aqueur de P.incamata est tesé aux dosee de 400 et 800 mg/kg

b-2) les €xtraits : Pil, Plil, Pi4 ct Pis

Les différ,ents extraits sont tostés uu doceo do 8m ng/kg.

Statistiques

L'analyse statistique est réalisée à l'eidÊ du iest do )O (correction de Yates).
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3-1) RESULTATS

3-1-1) Effet de M.oflicinalis sur l'induction du sonrmeil barbiturique chez la souris.

I-a figure 20 nous permet de constrter qre chez le lot témin, traité au NaCl O,9 %, seuls 10 % des souris sont

endormies, dors qu'avec les doses &3,12 û 6,?5 mgftg on obtient un effet inducteur du sommpil au pentobarbital; par

contre le lot traité à I'huile essentielle aux mêmes doses que l'extrait de plante n'e montré &ucune activié vis à vis de

I'induction du sommeil au penùobarbital.

3-1-2) EfTet des différents cxbaits (P11, Pi2, Pl3, Pi4, Pit de P.incamata sur l'induc'tion du sommeil au

pentobarbital drez la souris.

D'après les ésultaùs présentés sur les figures 2L ?rX2,l'extrait hydroalcoolique (Pil) de P.incaranata, testé à 400 et 800

mg/kg, n'induit pas le somrcil chez des souris pétraitées par une dose infrahypnotique de penûobarbital; par contre, les

extraits equeux @i2) aux doses de 400 et 8OO mgftg, Pi3 et Pi4 aux doses de 800 mg/kg augmentent le nombre de souris

endormies après traiùement par cetle même dose infra-hlpnotique de berbinuique, l'extrait aqueux Pi5 augmente le

nombre de souris endormies meis cet effet resie non significatif.
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Tab leau  19 !

LOTS

1l:l
100

!ryz
30

I:__

I E

I

e

t

I

lcoolique et d
c ina l is  sur
tobarb i ta l .

O .  (Hu i l e  essen
-- -T-- - - -T-- - -

t l
3 l6125
lks I t tL /kq IpL /q
---T-----T----
o  l2L  |  40

t l---t------r----
tl

:__1_r:__l_I:_

hydroal
14 .o f  f  i c
au pent

ilF:;--l---
00 1  3
/xslpt/
;-J-;;

I--l---
:--LI:

I n f l uence  de  l rex t ra i t
l r hu i l e  essen t i e l l e  de
I r induct ion du somnei l

F:;:(;;;;;';;;;;---l---l----l----1--
Nacl l3  |  6  125 l1

| *s/r | ̂ s/rg I ms/xe I ms;;l-;; Irr l-;;-l-;
I-I 1-I/- /-/- /-12 :211 3 : 3 I -I - T - -1 - I

----Til;
Indu I var.
-cti l------on I
___-I:_:_

N=10

Tableau 2oz a)  Ef fe t  de I 'ext ra i t  aqueux de P. incarnata sur
I ' induct ion et  la  potent ia l isat ion du sommei l  au
pentobarb i ta l .

Doses :

mg/k9

Nombre
de sour is
endormies

L /  Lo

Zde
sour is

endormies

N=10
++ dosê = 800 Dg/kg
*p

Extrait aqueux
P. i .2

400 ng /kg

Ext,rait aqueux
P .  L . 2

8 0 0  m g / k g

3 / L O 6 / L O

102 302 602

P i lut / l 0 r 0 1

=10

b) Effet des ôifférents extraits de P.incarnat,a sur
lrinôuction et la potentiallsation du sonmeil au
pentobarbital.

t-- 
- - - - - -T-- - -- - -Ëil;;;T- -; 

i ;;;
L------  J------  J------- I-------

l ruoucrr l t t t t t  I  totI  tot
r - - - - - - -T-- - -  - - -T-- - - - -  -T-- - - - - -

L::: ::: : L _,_,_,_t __I_ _ : : : _ lL _ _/_/_ _ _ _

--il;;

60 e*

--1ï-

- - ; i ; ; ;

50  t *
- ; ; ; - ;

P i 5+rl
ll2 0

662

-;i;;;T
- ; ; - ; ; ï

_1I_{
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4) Effet des extraits v$étarx sur la Potentialisation du sommeil barbiturique chez la souris.

Le pentobarbital est administré à une dose hypnotique, soit æ mgftg.

al Effet de M.officinalk.

L'extrait végétal est testé eux doses de 6,25 - 50 - 200 - ,100 mg/kg.

bl Effet de P.incarnata.

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

STATISTIOT'E

L'analyse statistique est réalisée à I'side du test statistique de Dunett.

+1) REST LTATS

41-l) Effet de M.otficÈrwlis sur la potentialisation du sonrmeil au pentobarbital chcz la souris

L-a figure 23 re,t en évidence un effet significstif do l'extrrit végétal sur I'augmentation du temps de sommeil chez les

souris traitées eux doses de 6,?5 ef 50 mg/kg, cet effet poùentielissteur du sommeil disparaît aux doses de 200 et 400

mg/kg.

4-1-2) Effet & P.hænata sur ls potentialisation du sornmeil au peirtobarbitnl chez la souris.

Lorsque le penloborbitrl est sdministré I uoe dose hypnotique l'extrait hydroalcoolique (Pil) ainsi que les différents

extraits aqueru (PO, Pi3 et Pi4) n'ont mntré aræun effet significetif sur l'rugmtetion du sommeil au pentobarbital à la

dose de 800 mg/kg l l'exception do l'oxtrait Pi5 qui, I le dose dÊ 800 m8ft8, non sellempnt il n'est pas actif mais au

contraire il s'oppoco à I'action du pentoberbital en Édui$nt ls duée du sommeil barbiturique, chez les souris, d'une

façon statistiquÊEÊnt significative. (FilS.A et 5).)
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Effet  de t te l issa of f ic ina l is
du somrneil barbiturique chez

sur Ia potent ia l isat ion
Ia  sour is .

-il;;-, 
I

rne/ke I--]"il--T-

l ab leau  21 :

-il;-;---

rng/k9

N-10

Tableau 22

Doses :

._i:1I:_
temps

LLLT

L 2 2 7

2654

2606

t_3 3 1 1 3

/ / / / t / / 0 .  01 0 .  01

Effet ôe PassitTora incarnata
ôu somrneil barbiturique chez

200 4 0 0

L406

L 7  4 6

NS NS

sur  la  potent ia l isat ion
la sour ig .

0

4 L260

d I endormiss
en  sec  t  SEI

----+-
â d 'augnen l

du ternps d' I
endorrnisst. I----+-
__:_:______l_

L

Extrait aqueux
P.  i , .2

400 ng /kg

Extrait aqueux
P. i .2

800 mg/kg

L850  t  402

LO7

d 'endormiss
en sec t  SE

? draugmen
du temps dl
endormisst .

P

lrf = 10

735+32L 2L26  t  540

L23

-l-u/ul
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Tableau 23: Effet des difÉrents ertroits de Passiflora
incarnata sur la potentialisatlon du sommell
barbiturique chez la souris.

N = 1 0

Doses :

n9/k9
0

P ' i ' g

aoo ng/kg

P' i ' r

aoo ng/kg

P' i ' s

800 nglkg

ternps
d I endormiss
en sec + SE

1569
+

354

L798
t

615

2L70
t

1150

531
+
68

? d I auç[men
du tenps dl
endormisst.

o 115 138 6 6

P< t /ui l l NS NS o,  01
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tr-3-1-t TNTLI ENCE DE L'EXTnATT EYDROALCOOLTQITE DE PASSTFU)RA INCARNATA SUR LE

COMFORîEMENT DE LA SOI'RIS CONIRONTEE A IJNE

ENCEINTE CLAIRE/OBSCT'RE

Les résultats obtenus avec I'extrait hydroalcoolique de P. incemate sru le ûest de l'esi:alier, et qui n'ont pas montré un

effet de réduction dee paramètras comportemeNrteux mais au contraire une tendence vers l'augmentation de ces

paramètres, nous ont incité à I'utilisation d'un test plus spécifique dnns le but de confirmer cette ùendance d'augmentation

des pramètres comportem€ntaur.

1) Procédure expérimentale

1-f) I\fiatérid

Les expérimentations sont réalisées sur des souris mâles Swiss; leurs ceractéristiques et conditions d'élevage sont

détaillées dans le paragraphe consacré aux enimnux.

Le dispositif expérimentel consiste en deux cages en plexiglass (20 x 20 x 20 cm) reliées entre elles par un court tunnel.

A la base de chaque ssge, sur l'une des feces, so tfouve uae ouverûrre perrettant à I'enimd de passer d'une cage à

I'autre. L'une des deux ceges est fortement éclrirê, tandis que le soconde est renduo obscur€ su moyen d'un cache.
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1-2) Méthode

L'extrait hydroalcoolique de Passlbra incanura est edministré par voie I.P., aux doses de f00 - 200 - 400 - 800 mg/kg

(doses exprimées en plmte sèche). les témins roçoivent le solvant (NaCl0,9 %), dâss les mêmes conditions.

Trenûe minuùes après I'injection de I'extrait végétel, l'animal est prélevé de sa cage d'élevage, pour être htroduit rlâns

I'enceinûe éclairée. Son comportement est alors obsenré pendant cinq minutes (: temps global), après son premier

passage dqns le compartime,nt obscur (= temps de laûence).

Las paramètres pris en compûe sont le ierys passé dans le compartiment écleiré (ûenps passé dans le clair / (temps

global - temps de latence) x 100), le nombre de transitions effecnrées par I'anirnrl (nombre de passages du compartiment

obscur au compartiænt éclsfué) et le terys indexé (terys passé d"ns le clair / nombre de transitions).

Statistioues

L'apparition d'une difféngnce significative à I'aide d'une ANOVA globale nous permet de faire des comparaisons, deux à

deux des lots traités au lot témoin, après vérificetion de I'homogénéité des variances par le test de Badlett on peut utiliser

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

2) RESTILTATS

I-a frgure 26 nous p€rmet de rappeler qæ I'extrait hydroalcoolique de P. incarnata e entrainé une augmentation des

redressements et des marches montées d'uae façon significative donn le test de l'escdier, surtout à la dose de ztO0 mg/kg.

Cet effet est confirmé par I'augmentation du temps passé.lens le compartiment éclsié et des redressements dans un test

plus spécifique, le test de ls chsnbr€ claire/obscure, cefio augrcnùrtion est surtout observée à la dose de 400 mg/kg

c'est à dire à la mêmo dose effrcoce qrro dans le test de I'escalier.(Fig 27)
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VARIATION TRAIT./TEM.

- l _  l _  _ :_ms /keNaCl  O.3 O,7 1.5 3 6 12 25 50 100 2OO 4OO BOO"' ' '
Ertr.lt Hldrorlcoollqu.

N\\\l Re onESSEMENTS l.ïiEiluencHES MoNTEES .: I l l:1'
Fio28 Eflet de Prasiflore lncarntlt sur les radreasêmèrntg ... P. o.oo1

et lac marches monlêes de la eourle (taal de l,aecalter)-

100

140

12C

I I J ( J

80

60

40

20

t-,:

variation trait./têm.

NaCl O.9 % lOO

I rranstttons
flilÏl lemps dans te ctatr

2æ 400

Nl Redrossoments

@ temps Indoxô

Flo.27 lnlluencc dc l'exlrall hvdmalooollaue dc la
oaeelllole sur le comoortcmenl dc h eourls dane
le tcet de la chrimbre cldn/obeaurc.

. P . 0 . 0 6
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Tableau 24! Effet ôe lrexirait bYôrltalcool+(ru? de P'incarnata

" 
uris dans Ie test de

la cbanbre claire/obscura.

Temps
passé dans
Ie c la i r

Nornbre
de

Transition

Tenps

Indexé

Nombre de

Redressement

doses ng/kg Moy. P< l,[oy. P< Moy. P< Moy. P<

Ténoins 461137 ul l 7 r 5 l l l t 6 r 9 t t i l l l t 14 u l l l

100 6 3 r 6 4 NS 6 r 7 NS LL rztr NS L4 NS

200 6 1 r 0 4 s8 6 r 5 NS 9 r9t ' NS 1 6 ,  5 NS

400 7 0 n 7 0 st 6 r 5 NS L 5 , 7 t ' st 20 ,5 5z

800 'Ln 47 NS 8 r 5 NS 7  , L , , NS 18 NS

li[ = 10
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tr-3-l6) coNcLUsIoN
l- Melissa ofrcinalis:

L'ensemble des résultats obtenus nous permot de remarquer qu'au travert des tests psychopharmacologiques, on peut

confirmer que I'extrait hydroalcoolique de M.oficimlis possède des propriétés nanrotrope.s de tlpe sédetives puis qu'il a

entraîné d'gne part, la réduction des redresserents, de la locomotion el des msrches monté€s, eussi bien dans un test

contraignant (test de I'escalier) que dans un test non contraignant (ûest du milieu nouveau), cet effet est dose dépendant

jusqu'à la dose de 25 ng/kg mais diminue à forte dose. Aucrme ændance à une activité anxiolytique dqns le test

contraignant (!est de l'escalie| n'a été remarquée, d'autre part co mêmp extrait I montré une influence, à faible dose,

vis-à-vis de l'induction et de le potentialisation du somneil au penûobarbital, € qui renfonce la confirmation de ses

propriétés sédatives. Ces résultrùs nous ont également permis de vérifier que l'huile essentielle ne constitue pas le

support de cette activité.

I-e fractionnement de I'extrait nous a amené à conclure que l'activité sédetive résulte d'une éve,ntuelle synergie de

I'ensemble de I'extrait végétal puisque cette activité n'l pu êtrc mise en évidence au niveau d'aucune fraction ni

d'aucune association de fraction pt 2,3 ou 4; par contre le mélange de l'enssmble des fractions permet de restaurer

l'activité sédative à la dose de 50 mgftg et qui paraît être plus importante que l'extrait ûotâl lui même. Le fractionnement

réalisé n'a donc pas permis d'isoler les fractions responsables de l'ectivité phermacologique, les différente's fractions

testées seules, associées par deux, par trois ou par quatre ont toujours présenté une activité phannacologique inférieure à

celle de l'extrait total, ce qui renforcæ I'utilisation de l'extrait total.

2l P.incarnata

L'ensemble des travaux réalisés et visant à évaluer l'activité pharmacologique de différents extraits obtenus par différents

protocoles d'extractions nous pennetteNrt d'apporter les conclusions suivantes:

L'extrait hydroalcoolique @il) obtenu à partir du même lot de cryobroyat que I'extrait squeux @i2) ne présente

pas d'activité neurotrope de type sédstive dens ls ûest d'escslier el le test du milieu nouvetu' ni d'activité inductrice du

sommeil barbinrique chez la sourig, p8r contr€ cs mêre extrait a prÉsenté une augm€ntation des redressements et des

marches montéss dens le test do l'oscdier, à le dose de 400 m8ftg, co qui nous r incité à vérifier, à l'aide d'un test plus

spécifrque CI€st da l'enceints clairc/obccure), qlro c€ttc sugm€ntation du comportemt locomteur était liée à un effet

neurotrop€ de type anxiolytiçto .

L'extrait eqlreux (Pi2) de P.inqtnata obteou à psrtir de cryobrcyat e présenté une ectivité neurotrope de type

sédative, gn réduisant lee redressenenb, les msrchæ mntées of lr locomotion, dans lo test ds l'escslier et le test du

milieu nouveou à ls dose dc tOO mg/kg. @ extrait préscnto égalemt uno induction du sommeil chez les souris

pétraitéee par uno doae infra{ypnotiquÊ ds pentobarbital f h doso & ,000 ng/k8. Lcs cxtnie equeux (Pi3 et Pi4)

obûenu à partir de I'extmit aqueux (Pi2) premænt, égelemt, uno rctivité eédative, en réduisent les rcdressements et les

marches montéec, dens le t€st de l'escsli€,r I lr dose & t00 88ftg. Cec nêm extraits présentent de même, une

induction du sommeil chez les souris prétreitées prr unp doso infra-hypnotique do penûobarbitel à le dose de 800 mg/kg.
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I-es récepteurs aux benzodiazlpines ne semblent pas être impliqués dqns cette activité neurotrope sédative de I'extrait

aqueux, cornrne cnle t élé démonté pour une e,spècÊ voisine, Patsifbra cacrub qui contient une flavonoïdes : la

chrysine qui semble être le zupport de cette activité (Mdinr et coll, 1990).

L'addition de I'alcool n'eltérerait en rien l'extreit squeux obtenu précédemrnent, l'extrait aqueux serait donc le support

de I'activité neurotrope sédative.

L'extrait @i5) obûenu à partir du résidu de le préparation de l'extrait hydroalcoolique a péparé dqns les mêmes

conditions que les extraits (Pil e,t Pi2), montre rme réduction des rpdrqsserents et des merches montées, dqns le test de

l'escalier, et reste sans effet zur I'induction du sommeil par contre cet extrait présente une diminution de la durê du

sommeil dnns le test de la potentialisation du sommeil barbiturique, ce qui pourrait laisser supposer que ce mode

d'extraction a permis d'isoler des zubstances végétales pouvant présenùer d'autres activités.

Ceci démontre quo les substancps actives étaient bieo présenùes dans le résidu ou le marc après extraction par un mélange

hydroalcooliquo.

Les résultats obtenus evec le test de l'escalier, pour l'extrait hydroalcoolique, et qui montraient une augmentation des

redressements et des marches montées, donc une activité désinhibitrice autrement dit anxiolytique, ont été confirmés par

l'utilisation d'un test plu spécifique, le test de la chambre claire/obscure, gd a permis de montrer le même effet du

même extrait hydroalcoolique à le mêmo dose.

Ceci nous permet dp conclurp à une activité neurctrope dÊ t'"e anxiolytiquo ds I'extrait hydroalcoolique.
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TI-4) RECIIERCIIE OE PROPRIETES ANALGESIOT]ES PE M.OEFTCTNATZS

A) Introduction

I Redlerclrc d'une activité analg6ique centrale ou périphérique grâce au modèle

animal.

Si la sensation douloureuse resûe très srbjective, sa nature et son intensité pouvant être perçues différement d'un individu

à I'autre, I'expérimentation rnimqle n'explore, qrant à elle, que des phénomènes objectifs, sous la forme de

modifications de réflexqs plus ou moins élaborés et finalisés (réactions de fuite, de retrait, léchage, cris ...), à la suite de

l'application de divers stimuli nociceptifs de naturo électrique (stimulation électrique de certaines régions cutanées, de la

pulpe dentaire...), chimique (injection d'age,nts algogènes tels que la bradykinine, la phénylbutazone,l'acide acétique...),

ou thermique (stimulation par la cbaleur radiante ou de contact).

Ainsi, l'ensemble de tests phermecologiques couramment utilisés permet d'étudier un coryortem€nt en éponse à un

stimulus, oonnu lxlur être ressenti comnre douloureux chez I'homme, pluttlt que la doulanr ptopr€m€nt dite (Reuse, 1978

- Benoist et Misset, 1979).

Si las analgésiques centraux sont capables d'exercer leur activité, vis à vis de stimuli algogène électrique, chimiques ou

thermiques, les analgésiques périphériques ne sont efficaces que lors de l'injection de substances chimiques nociceptives.

Aussi, la recherche de propriétés analgésiques centrales ou périphériques pour M.officinalis nous I enclin à selectionner

deux tests pharmacologiques permettant de dissocier ces deux types d'effets : le test du writhing, basé zur I'induction de

la douleur par injection I.P. d'acide acétique, qui induit chez l'rnimal des conùorsions et dee contractions abdominales, et

le test de la plaque chauffante qui permet de quantifier l'effet analgésique de lc zubsteûc€ étudiée, vis à vis d'une douleur

occasionnéo par la chaleur.

B) Influence de M.officinalis, vis ù vis d'ure douleur occasionnée par I'acide aoétique (test du writhing)

Iæ test du writhing permÊt de rettr€ en évidence l'activité des melgésiques majeurs de t)'pe morphine et mineurs de type

aspirine.

1) Procédure expérimentale

1-l) Animaux:

Iæs aninarrx utilisés sont des souris mebs Swiss (Janvier),

détaillé€s dans lc peragraphe cons.s:r6 uu raimaux.

dont les ceractéristiçrcs et les conditions d'élevage sont



-n-

1-2) Méthode

Ia technique utilisée est inspirée de la méthode de Siegmund (1957).

Les substances testées sont adrninistrées par voie I.P., treoûe minut€s avant l'age,nt algique.

M.oficinalis est administrée aux doses dÊ 25, 100, 200, 4OO, 800 et 16OO mg&.

I-e prcduit de référence ùestés est I'acétylselicylaæ de lysine ASL (AspegicR, kboraûoires Synthélabo France, Paris), à

la dose de 68 mgftg.

Les témoins reçoivent le solvant (NaCl 0,9 %), dans les mêmes conditions.

trente minuûes après I'administration des produiæ, l'agent 
"lgrque 

(acide acétique à, 1,2 %) ast injecté par voie l.P.(acide

acétique Rectapur 99-100 %, Prolabo, Paris).

Les animaux sont arusitôt placés en cage individuelle (24 x ll x l0 cm), pour êtr,e observés durant trente minutes.

Le paramètre pris en c.ompte est le nombre ûotel de contorsions etlou d'étirements des pattes postérieuras, permettant de

calculer, pour chaqræ lot traité, le % & protcction per rapport ur lot témoin, selon le rapport.

(Valeur moyenne tânoin - Valeur moyenne haitée) / Valeur moyenne tAnoin x llX)

Analvse statistique

Après vérification de I'homogénéité des variancps, par le test de Bafilett, une rnalysÊ de variance, (ANOVA) est

effectuée sur l'ensemble des lots témoins et treités. Ceux-ci sont ensuite comparés par un test de cornnaraisons multiples,

le test de Newman-Keuls.

c) RESULTATS

D'après les résultsts pdsentés sur lr figure 28 et le tablesu 25, M.oficiturii réduit significetivement le nombre de

contorsion et d'étirements induits pr I'injection d'acide eétiqræ 1,2 %, dès la dose d€ 400 mg/kg, cet effet est dose

dépendant jusqu'I h doss do 1600 mg/kg avec un mrximum de proùection da70 %.

Les résultrts obtenus rvec le produit de éférence ont montrÉ quo l'rétylselicylrte de lysine (A.S.L.) analgâsique

mineur, ereroe un effet protectar itnportaût et Eigpifrcatif ù lr dose dÊ 6t mg/kg, en réduisent les phénomènes

douloureux.
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S OE PFOTECTION

1 mglkg

6
0
0

. P . O 0 5

oo P . 0.0t

V e.S.t lEl ul.O.ptants enilère

Tableau 25 Effet Melissa off icinal is vis à vis de Ia douleur

A21248
s60000
10000

--inat de
ar ac

NaCI ASL Melissa of f ic inal is

LOTS 0 r 9
t

6 8
n9/kg

25
ng/kg

100
mgl1rg

200
ng/kg

400
ng/k9

800
n9/9k

1000
n9/k9

Moyenne 45  r2
47  , 9

22 32  rB 45
3 6  1 7 28 ,7 2L L 7  1 5

Ecart -
type

6 ,74
4 r4

3 r53 6 r 4 8 r 7 6 4 r 7 5 r 4 4 r 6 3 r 5

t par
rapport
au témo.

100 46 72 ,5 100 76 ,6 60 44 36 ,5

tde
protect.

i l l
ul 54 27 ,5 0 23 ,4 40 56 63 ,5

P< utl 0 ,  01 NS NS NS 0 ,  05 0,  o1 0 ,  01

10
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D) Influence ile M.officirulis vis ù vb de h chalcur (ûest de la ptaqrc chnulfante

Le test de la plaque cheuffanûe perret de rettre en évidence l'activité des analgésiques majeun uniqueme,nt.

1) Procédure expérimentale

l-l) Animau

Les animaux utilisés sont des souris mÂles sniss (Janvier); leurs caractéristiques et conditions d'élevage sont détaillées

dans le paragraphe consacrés aux animaux.

I-e dispositif expériôentd consiste en un bain marie (SBK 25D, Salvis, Lausane) chauffé et contenant un récipient en

verre, dqns lequel est déposé l'animal eu moment du test. IJ lenpérature au niveau de ce récipient, soit 56oC t loc,

est choisie de telle façon que la réaction de I'enimel soit obtenue aux environs de cinq secondes, réaction caractérisée par

le léchage des pattes antérieures ou per un saut do l'aninsl pour tenter do s'écbapper.

1-2) Méthode

I-a méthodo utilisée est décrite par Boissier er Coll.(1956).

Avant tout traiùement, cheque eniml ost soumis 8u t€st, à deux reprisee dsns u[ intervalle de dix minutes, de façon à

déterminer le temps de réaction individucl. Le moyenne de ces deru veleutt constitue le temps de réaction individuel

avant le traiteme,nt.

Iæs substances ù tester sont administrées per voie I.P., tr€ntc minutes rvant le test proprement dit.

M.ofrEcirnlis est injectée aux dosec &6 -25 - l0O - 200 -,100 - t00 €t 1ff0 agftg.

Iæ produit de référence utilisé est le rulfræ de morphine à 10 agftg.

NaCl 0,9 % constitut lg solution témoin et le solvaot de préparation des différenûes solutions et extraits végéùaux à

adrninistrer €n i.p..

Trenûe minutes après l'injection des produits, chaqræ oninal est placé deos lo récipient €û ven€ du bain marie; son temps

de réaction est slors évalué une seule fois el constitue le temps de résction individuel aprèe treiûerent.

Pour cbaque lot haité, les temps my€ns de rérction (I) avant et sprès trritemt peuvent rinsi eh€ celculés et permettre

de délerminer un pourceotego do verirtion du sanil douloureux

selon le rapport :

T(avant treiûenÊnQ' T(.ptor traiæmt;/ T 1."-t treiæ-mtp l0o
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Pour chaque lot traité, le nombre d'enimeur pés€Nrtent nne nnelgésie positive est également déûerminé; I'analgésie est

considérée corune positive, si le ûemps de réaction individuel après traitenent s gg 6sins doublé, par rapport au temps

de réaction individuel estiné avant traitement.

Analvse statistioue

L'apparition d'uoe différenco sigpificetive I l'si& d'une ANOVA globale nous permet de faire des conpraraisons, deux

à deux des lots traités au lot témoin, après vérificotion de l'homgénéité des variances par le test de Bartlett, on peut

utiliser un test paramétriquË de comparaison multiples, le test T de Studqrt.

E) RESULTATS

D'apràs les résultats présentés dans la figure 29 l'extrait de M.officinalis n'a mntré aucun effet protecteur vis à vis de la

douleur induite par la chaleur et ceci à eucuoe dose.

[) coNcLUSION

L'évaluation de l'activité analgésique au trevers des deux tests utilisés, Sest du writhing et ûest de la plaque chauffante,

nous ont pernis de constater qte M.oficimlis possède des propriétés analgésiques périphériques et surtout à fortes doses

par une proùection significative contro le douleur induiùe par l'acide aétique dans le test du rvrithing alors qu'aucune

protection vis à vis de la chaleur n'a permis de mntrer une activité ""algésique de type centrale.
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% DE FFOTECTiCN

3.l l :  tul f t to do uorphino (6 .r 10

s621248
M,5o0oô
12000ô
n Â

. mg/kg
I

o

0
. P t 0 . 0 6

I s,trrt 7 M.o.ptante entière
Fîa.29: Ellct dc lûO vte-l-vte ctc h doutcur înduitc aû

la chilcur chcz h aourle

Tableau 26: Effet de iWelisso officdnolâs et du sulfate de
morchine vis à vis de la douleur lndulte trar la
chaleur chez la sourls.

Doses

mglkg

Morph.
sul fa.

10
6 25 100 200 400 800 1600

*de
variat
-ion

+41 +  5 .2 +  8 .2 1 .6 -20 1 .6 L2 -20

P< 0 .  05 NS NS NS NS NS NS NS

N = 1 0
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rr-t DrscussroN

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

bilan zuivant :

PourM. oficirulis

L'extrait hydroalcootique de M.oficimlis présente des propriétés sédatives qui ont été mis en évidence à I'aide

de tssts comporterenteux contreigmnt (test de l'cscalier) ot non contraignrnt (bst du milieu nouveau), cette activité s'est

révélée à la dose de 25 ng/kg pour l'extrait végétel et à 10 mgftg pour le clorazépaæ dipotassique (Tranxène) utilisé

comme produit de référence. De plru ce mêre extreit entraine une induction et une potentialisation du sommeil au

pentobarbital à la dose de 3 et 50 mg/kg. Cette activité sédative pourrait être due, probablement à un mécanisme de

synergie entre les différentes composentes de l'extreit total, puisque le frectionnem€nt de I'extreit ne nouri a pas permis

d'identifier une ou plusieurs fractions constituaat le zupport de cett€ activité sédative, d'autant plus que certaines fractions

ont monté une légère diminution des paramètres comportemtnrx, qui s'est evérée inférieure à celle induite par

l'extrait ûotal, alors que d'autres ont monté une légère eugmentetion de ces paramètres comportementeux avec plutôt une

tendance venl une ectivité de type anxiolytique, l'addition de touùes les fractions isolées est la seule condition permettant

de restaurer une activité comparable, voire supérieurp, à celle de l'extrait lotal, ceci constitue une preuve de plus en

faveur de I'activité d'un extrait dnns ss ûotalité et que le fractionnement fait disperaître I'activité de base de I'extrait total.

Il était intéressant, également, de vérifier I'implication de l'huile essentielle dans les activités pharmacologiques sédatives

et inductrices du somneil, les résultets obænru ont permis d'écerter l'hypothàse suivant laquelle, l'une de ces activités

serait liée à la présenco de I'huils essentielle, puisque cetûe dernière, d'une lnrt n'e monté aucune activité, dans

I'ensemble dÊs lests utilisés, d'eutrro part le forme de I'extrait utilisé étant un lyophilisat, l'absence de I'huile essentielle

dqns ce dernier est çasi-totrle.

L'évaluation de l'rctivité andgésiqræ e M.oifrcirulis âait recherchée en relstion avec son utilsetion traditionnelle dans

I'analgésie périphérique et en particulie,r qommÊ antispesmodigre, il nous a semblé intéressant de vérifier si cetûe activité

antispasmodique était liés I une rctivité anelgésiqæ périphériço ou plutôt à une activité do type musculotrope ou

neurotrope au niveau des récepteurs cholinergiçres et histaminergiçes.

Ainsi une activité analgésique e été misè m évidence ù l'aidÊ du test du writhing ot à le dose de 800 mg/kg,

cette activité est comparablo à celle obtenuo evec l'rcétylsalicylate de lyeins, utilisé comms produit de éférence, et qui

e.st actif à le doae do 6t ng/kg. (Soulinlni et coll., l99l)
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P otx P ass iflora incantat a

L'étude de I'activité pharmacologique de P.incannta, dont les différents traveux phamacologiques précédents

ont monté tantôt une activité sédative (Speroni ef Minghetti; 1988), tantôt une activité anxiolytique @ella Logia et

Coll.; 1981), a permis de mettre m évidence le présence des deux activités, inhibitrice (sédative) et dâsinhibitrice

(anxiolytique), et dont le clivage deend surtout de la nah,rre du solvgnt utilisé pour l'extrection, I'ectivité est sédative

lorsque I'eau est utilisée oomre solvmt d'extraction, alors qu'elle est anxiolytique lorsque le solvant d'extraction utilisé

est I'alcool à 30 %.(Soulimani et coll., 1991). te différenciation de cette activité tranquillisante en effets sédatifs ou

anxiolytiquas a déjà été observée pour des zubstances benzodiezépénique (clorazépaæ dipotassique) en fonction de la dose

administrée ou pour l'extrait d'hchsdtoldit californica (Rolland et coll., f991). Dans le cas des extraits de Passiflora

incarnala nous avons constaté que I'activité neurotrope obûenue dépendait du solvant utilisé lors de la préparation des

extraits.

L'addition de I'alcool à 30 %, après une extraction aqueuse n'e pas modifié l'activité de I'extrait végétal qui conserve

I'activité sédative miss en évidence pour l'extrait aqueux de départ. la conservation d'un extrait aqueux rlsns de l'éthanol

à30 % est ainsi possible et n'enraîne ausune modification de l'extrait equeux pépsré au départ.

Ainsi à deux types d'extraction différents on obtient deux profils d'activités neurotroP€s, une extraction squeuse avec ou

sans addition d'alcool ù3O % pour une activité neurotrope de tns sédative, et une extrection hydroalcoolique pour une

activté neurotrope de type anxiolytique.

L'extraction squeuse à partir d'un marc repris après une extraction hydroalcoolique présente toujours une activité

sédative, mais cet extrait e montré une réduction eu niveeu du æmps d'endormissement dans la poùentialisation du

sommeil au penûobarbital, ceci laisse zupposer le présence d'autres zubstances, responsable de cette réduction, au niveau

de cet extrait.

L'utilisation de sub6tanc€s pures, ûelles que les dérivés harmaniques @armane, harmine, hamaline, hlrmol et harmalol),

les dérivés flevonoîdiquos (viæxine, isovitcxine, orientine eÛ isoorientine) et le maltol, mises en évidence dans

P,incarnata (Irûondd et Coll.; 1967, Qrercie, 197t, tôhdefink et trhting, 1974), nous ont permis de conùourner le

problème du frectionnemt, dom un prÊEi€r temps €n rocherchent leur implication dans lee différentes activités

pharmacologiques démontrées evec les extraits.
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Dans nos conditions opéraûoires, aussi bien la sédation que I'anxiolyse ne semblent se manifester qu'avec I'extrait total

de la planûe et sucune des zubstances pures contenuee dens le plante (à très fsibles doses) n'a entraÎné un effet neurotroPe

analogue à I'extreit total, les différents suteurs qui ont attribué le zupport de cette activité neurotrope aux alcaloides et au

mqlùol ont utilisé des doses de ces substances pures qui rapportées à la planæ sèche donnent des doses (pouvant ettehdre

des fois 10 I f5 gftg) ne pouvent être utiliséos dens les t€cils phe.mecologiques cn raison d'une éventuelle toxicité et de

la limiùe d'utilisation des extraits en erfrimentetion.( Aoyagi et coll., 194)

Donc on peut consteûer que dans le ces de ces deux plantes médicinales, qonnues et très utilisées dans la thérapeutique

douce, les deux grands prcblèmes souvent soulevés, à savoir I'cctivité du ùotum et I'utilisation du solvant d'extraction,

sont résolus et permettent d'affrrmer l'activité pharmacologique de leurs extraits.



PARTIE tr

EVALUATION ET RECIIERCHE, IN VITRO,DE
L'ACTTVITE DES EXTRAITS VEGETAIX \rIS A

VIS DES RECEPTEI]RS CHOLII\ERGIQUES,
HISTAMII\ERGIQI]ES ET OPIOIDES.
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PARTIE II
INTRODUCTION
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INTRODUCTION

Après avoir confirmé les propriétés sédetives, anxiolytiqres et anelgésiques des plantes étudiées rlnns lâ

première partie de ce travail (Melissa oficirulis et PansiJbra incarnata) ainsi que d'autres planûes étudiees au

sein de notre laboratoire à I'aide de tecbniques in vivo, nous avons tenté de compléær cetûe étude in vivo par

une étude in vitro afin de comparer les résultats ob0enus dans les deux techniques in vivo et in vitro, de

vérifier la spécificité de I'activité pharnacologique das planæs étudié€s et de tenûer d'approcher leur

mecanisme d'action.

Notre intérêt s'est porté sur la techaique de l'inûestin isolé en raison de se richesse en plusieurs typas de

récepteurs :

Les récepteurs cholinergiques impliqués dans la régulation des contractions du muscle

lisse intsstinal et du transit intestinel donc dans I'ectivité analgésique périphérique de type antispasmodique ou

dans I' activité spasmolytique.

Les récepûeurs histaminiques imptiqués aussi bien bien dans la sédation au niveau du

S.N.C. (Hl) qu'au nivecu de la régulation des contrsctions intestineles eI de l'acidité gastrique (H2).

I-€s r6c€pûeùs opicÉ inpliqués dans l'anelgésie cæntrale et la régulation, directement ou

indirectement, des contractions intestinales et du trsnsit inûestinsl.

Etant donné l'irylicetion de ces réceptanrs dans la éguletion de le co'ntrection du muscle lisse intastinal et du

péristaltisme de base, nous avons tenté d'évaluer I'effet des extraits zur le péristaltisme in vitro. L'action des

différents produits zur le péristaltisme in vitro peut se traduire par un effet zur le transit intestinal, c'est

pouquoi noun avons développé une technique in vivo (ùest sur le transit inûestinel) afin de confronter les deux

techniques. Ainsi après l'évduation de l'effeû des extraiùs vis à vis du péristaltisme inæstinal in vitro, nous

avons recherché leurs effets sur lo transit intêstinrl in vivo.

Af,rn de rechercher l'action des extraits vis-l-vis des troie typ€s de récepteurs nous avons mis au point une

technique in vitro zur l'intcstin icolé (iléon dc cobaye el duodénum d€ rat). Cette dernière technique présente

plusieurs svantag$ :

I Is techniques devreient répondre eux exigences d'un test de screnning.

. Les organes isolés sont richee en récepteurs cholinergiques, histaminergiques et opioides.

. L'orgtns isolé pourn ê&Ê éhdié I ls fois pour lr rechÊrche des substances à propriétés

histaminiques ou antihistrniniques, cholincrgiquee ou enticholinergiquce et enelgésiques mqjeurs (opiacés).
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Le travail de cette deuxième partie s'inscrit donc dans une continuité de différentes recherches menées zur les

deux plantes étudiées dans la première partie et sur d'autres espèc€s végétales étudiées au sein du laboratoire.

Ainsi nous avons choisis 4 planùes qui possèdent des activités sédatives eUou analgésiques : Melissa oficinalis

(Soulimani et coll., l99l), Ercârùolnia californica (Rolland et coll., l99l\, Fagara zanthoryloidcs (Bertrand,

1988) Euphorbiahirta (knhers et coll., 1990).

Ce choix est lié au fait que depuis longtemps on sait que les substances autr€s que las psychotropes peuvent

également exereer des effets sédatifs surtout eu niveau des t€sts in vivo ou des simples observetions cliniques,

ainsi les zubstances antihistaminiques Hl, ont ûoujours 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 à propriétés sédatives vis ù vis des récepùeurs histaminergiques in vitro.

L'étude des propriété analgésique de ces planæs a requis I'utilisation de méthodes classiques in vivo effectués

chez la souris, le développernent d'une ûechnique d'étude in vitro vis-à-vis des récepteurs opioides pourrait

répondre à deux objectifs, compléær le screening des études in vivo, d'uoe part, rechercher le mécanisme

d'action de,s extraits végétaux à propriétés analgésiques d'autrc part.

I-a recherche bibliographique sur les indicetions thérapeutiques des différenûes plantes a constitué notre

deuxième démarche pour le choix de 4 autres plantes, ainsi I'effet antispasmodique de M.oficinalis,

F.oficinalis, A.reticulata, P.boWus, melrtionné dans la bibliographie, peut être lié à leurs effets vis à vis des

récepteurs cholinergiques ou des récepteurs opioides, au niveau inæstinal.

En raison de I'implication des récepteurs cholinergiques er opoides dans la régulation du transit intestinal,

nous avons tenté d'évaluer l'effet de certrines plentes vis-à-vis du péristaltisre intestinal in vitro d'une part et

vis-à-vis du transit intestinal in vivo d'autre part.

Pour les extraits qui ont présenté rms activité entispasmodique, ûous avons cherché à définir I'origine

neurogène ou myogène de leur ectivité, en évduant leurs effels vis-à-vis de neuromédiateurs neryeux

(acétylcholine et agonist€s) mais aussi vis-ù-vis d'un agent musculotrope (chlorure de baryum), afin de

spécifier leur rctivité psr rapport à I'rtropino et la papavérine et par rapport à la pilocarpine, agoniste

muscariniqræ.
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Etant donné le degé d'implication des réc€pleurs opioides dans le régulation de différents mécanismes

physiologiques impliquant d'autres types de réc€pteurs, nous avons ûené d'évduer l'effet des antagonistes

cholinergiques et histeminergiques de éfére,nce sur les récepteurs opioides afin de mettre en évidence le rôle

des récepteurs cholinergiquee er histaminergiques dans le fonctonnement des récepteurs opioides.



PARTIE II

RAPPELS PHYSIOLOGIQIJBS
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CHAPITRE I: RAPPELS PHYSIOLOGIOT]ES

I. LES RECEPTETJRS AU NTVEAU DU DUODENT'M ET DF L'ILEON

L'innervation du duodénum et de I'iléon par des fibres postgenglionnaires sympathiquas et parasympathiques

implique I'existence de récepteurs des neuromediaæurs liberâs au niveeu de ces fibres. Ces récépteurs

concernent surtout I'acétylcholine et I'adrenaline. I-a réactivié du duodénum et de l'iléon, isolés, à d'autres

neuromédiaùeurs ûels que l'histemine et les endorphines, implique, également l'existe,nce de récépteurs

spécifiquas à ces zubstances.

A. REPARTITION DES RECEPTEI'RS CHOLII{ERGIOI'ES. IIISTAMINERGIOI]ES ET

OPIOIDES

A.t) LES RECEIrTEURS CHOLINERGIOIJES.

L'acétylcholine est synthétisée à partir de le choline et de l'acétylcoenzyme A dâns le cytoplasme des

terminaisons synaptiques et e.st mise en réserve dans les vésicules synaptiques. La concentration

d'acétylcholine.lons la fenùe synaptique est réduite (sùoppant ainsi l'activation du recepûeur) par une eîzyrne,

l'acétylcholinestérase, qui est sihrée sur la rembrane postsyneptique. Cet enzyme détruit rapidement

l'acétylcholine, libérant la choline.

a-r-r) EFTETS PHYSIOLOGIQIJES 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 agonisæ

- Un effet antrgonisto t

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

Touûe substanoo pouvmt miær I'ection de I'rcétylcholino serr dit€ cholinomimétique et sera considérée

corilne un egonisûe do l'ecétylcholine. Au nivcau ds l8 mtrsculaturc lisse I'eétylcholine provoque une

augmentation du tonus et du péristaltisre intestinsl evec relâchemt de la plupart des sphincters,

augmentrtion du tonus du détnrsor et de l'urUrp, telantion du bigone et du sphincter vésical; une

bronchoconstriction; une rugmenirtion des sécréfions digestives, lacrymales, rudoreles et nasopharygées, ainsi

qu'un effet miotiquo et le contrrction ôr musclo 
"iU"ii 

qui contribrn ru dninegc ds le chambre antérieure.

L'hydrolyso do l'rcétylcholino prr lr cholinodénso linito coosidéreblmi son eqloi en thérapeutique.

Carbacbol ot béthenéchol sont doe eeters ceôcniquer dÊ lr cholirc qui r{Eistot I la cholineetérase, ils ont par

conséquent rme durée d'rction prolongée, eo particulier nr nivceu du tubc digestif et de la vessie.
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La pilocarpine est un alcsloide neturcl provenant des feuilles d'un arbuste sud-américein du genrc pilocafpus,

la muscarine, alcaloide contenu essentiellemt dans divers Inocybes et Clytocibes (et en traces seulement

dens l'61asaita muscaria), ces deux alcaloïdes sont deux egonistes spécifiques aux récepteurs muscariques et

possédent une action cholinomimétique.

A-I-I-tr) LES PARASYMPATHOLYTIOIJES.(antagonisûes)

læ ligand est un antagonisùe des réceptours cholinergiques.

Leur action pharmacologique n'étant pas confinê uniquement au système nelveux parasymapthique, leur

prototype est I'atropine, extraite de Atropa belladom, son action s'exerc€ 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-[) RECEPTET RS : Nature et Localisation

L'innervation du trectus digestif, et en particulier le muscle lisse intestinal, par le parasympathique permet

l'implication de l'acétylcholine dens la égulation de I'activité contractile des fibres lisses au niveau duodénal

et iléal donc zuppose I'existence des réc€pteurs à l'aétylcholine au niveau de ces deux organes.

Cas récepteurs sont divisés en deux types :

Les récepûeurs nicotiniques N zubdivisés eux mêmes eir deux sous type.s : Nl localisés au niveau des

ganglions sympathique et parasympathi$æ qinsi qu'au niveau du sysême nerveaux central, N2 localisé au

niveau des jonctions neuromusculaires. De mêre qualifie-trn de nicotiniques les effeûs zuccessifs de

stimulation et de blocage des drogues qtre I'on p€ut mÊttr€ en évide,nce au niveau des ganglions autonomes

(Nf) et au niveau des plaques mtric.es des muscles squelettiques (N2).

Les récepûeurs nicotiniques sont localisés surtout au niveau du systère nerveux central, sur les ganglions du

système neffeux autonore et sur les muscles squelettiques.

Les récepteurs muscariniques sont répertis au nivesu du systèmo nenreux central et au niveau périphérique

notamment au niveau du muscle lisse du tube digestif.

Birdsall et Hulm, 1985; Birdsall et coll., 1983; Eglen et r#ithing, 1986 les ont classé en 2 types Ml et M2 en

fonction de leur affinité à la pirenzépine, antegoniste 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 inpliçés dans le contrôle de le libéretion de l'acétylcholine au

niveau du muscle longitudinel lisse (Kilbinger et coll., 1984) alors que les Ml sont surtout présents eu niveau

du S.N.C. (corps strié, cortex ef hippocenpe) et au niveau des ganglions sympethiques et paf,asympathiques

(North et coll., 1983, 1985; Kilbinger, 1984; Kilbinger et Nafziger, 198t. Des études de liaisons spécifrques

(binding) ont montré rye le dicyclomine éteit capable de distinguer entre les récepteurs Ml au niveau central

et des récepûeuæ M2 au niveau cardiaçe. (Kenny et coll.;1985, Doods et coll. 1987; Kilbinger et coll., 1978-

88)

Des auùeurs ont pu différencier les récepteurs Ml (au niveau de la portion cgr&nU) et des récepteurs M2 (au

niveau du musclo lisse) pû lr comporaison de leurs stnrctures prinrircs. (Kubo el coll., 1986 ; Peralta et

col l . ,1987)

La découverG d'un Douveau conposé entinuscrriniquo AF-DX 116, a pennis d'intfoduire une nouvelle

classificetion des récepteun muscariniques de I'aétylcholine (Goyal et lllttan, 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 rettre en évidence un troisiène type de récepteur muscarinique

M3 et une nouvello classification de l'ensemble des rÉcæpùeun musceriniqu€s, les récepteurs Ml au niveau du

tissu nerveux et des genglions sympathiques, les réceptars M2 zurtout au niveau du coeur et du muscle lisse

intestinal et peu eu niveau des égions cérébreles et M3 essentiellement au nivegu des glandes exocrines et une

faible proportion au niveau cérébrel Qlammer et coll., 1986 ; Lcdinsky et coll., 1987)

Le fait que les réponses physiologiques obsenées, après stinulation des récepùeurs muscariniques, soient

lentes, de longue durée et soient bloquées par l'atropine laisse zupposer leur localisation au niveau du muscle

lisse du tube digestif, dont lg contraction est relativement plus lente et de longue durée et bloquee par

I'atropine par rapport ù celle du muscle squelettique qui est rapide, de courte durée et bloquée par la d-

tubocurarine et qui inplique plutôt les récÆpteurs nicotiniques.
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Tableau :lI-A Rôle et. disiribution de-s rêcepteurs. Suscarinicrues
et nicotl.aicnres au niveau du svstèue nerveux
central et ôes orqaneg périphéricnres

t}?e
3oUlt-
tlpes Localisation Effetg Auteurs

tl

Itl!.
Cortex Hippocanpe

Ganglions slmpha.
eÈ paraslmphat.

Message
nerveux au
niveau des
synapses
nerveuses

Ki lb inger ,  1985
B i rdsa l l ,  1985
Eglen,  1986
North, 1985

u2

Muscle l isse

coeur - Intestin

Contrôle Ia
libération de
I I acétylchol.

Régrule les co
ntractions du
muscle l isse

Ki lb inger ,  1984
Kenny, 1985
Doods, L98'7

Ki lb inger ,  1988
Nathanson, L987
Peral ta ,  L987

It3
Glandes

exocrines

Régulation
du

fonctionnem-
ent des
glandes exoc.

Hammer, 1986

Ladinsky, L987

N N1
Ganglions slmpha.
et paraslmpath. Régrulent les

a a n l r a a l l  a r a Goyal,  L978
Giache t t i ,1986
Hanmer, 1980-82N2

Jonction
neuro-musculaire

du muscle
squelettique.
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A.II) LES RECEPTEI'RS HISTAMIMOI]ES.

L'histamine ou B-imidazol étbylamine résulùe de la décarboxylation de l'histidine par l'intervention d'une

décarboxylase, enzynp qui peut gre iDhibée par I'hlpostamine. L'histidine peut donner naissance à

I'histamine rneis aussi à plusianrs eutr€s substsnces ûelles que: I'acide glutemique, I'acide inidazole acétique

et lactique, ansérine ...eûc...

A-tr-t) EFFETS PHYSIOLOGIOUES DE L'HISTAMINE.

L'histamine a d'importantes actions zur la circulation, le nuscle lisse, les secétions et le système nerveux

central.

A-II-I-D Sur le muscle lisse:

L'histamine augment€ le tonus de le plupart des muscles lisse comns I'utérus, I'inte.stin et les bronches. C'est

I'intestin isolé de cobaye que l'on utilise pour le dosage biologique des feibles concentrations d'histamine da"s

les tissus ou les liquides corporels. L'histamine provoque des contractions au niveeu de l'inæstin isolé, C'est

pourquoi l'iléon isolé de cobaye est utilisé pour l'étude de l'activité agonisto ou antagonisûe de certaine

substance vis à vis de la contraction induite par l'histamine. L'histamine peut déclencher chez les asthmatiques

une crise aiguê en augmenùent le ûonus des nuscles bronchioleires.

A-II-I-tr) Action ru niveau du système n€rveux central:

L'histamine est synthétisée et concentrée dens l'hypotbalemus, elle est inégalenent répartie dons les

différentes strrrctur€s cér$rales, se distribution est assez proche de celle de la sérotonine. Son rôle est

hypothétique:

- Régulation de l'activité nerveuse globale du télencéphale et peut€tre contribution au contrôle et à

I'alternance dee divers ét8ts do veille et de sommeil, elle accroit la durée du sommeil provoqué par les

hypnotiques et déprine les reflexes conditionnés, ces récepûeurs sont impliqués dans des phénomènas de

sédations. (Wrquicr eû coll., l9&0)
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A-tr-tr) Rôle et distribution des réceoteurs histaminerEiques.

Si la distribution de I'histrmine dans le celeeu semble hétérogène (plus grande riche.sse dqns la région

hypothalamiçte), la présence des sites récepteurs Hl, Hrl et H3 dens le tissu neweux est incontestable

uniquement au nivesu des mastocytes des gaines conjonctives et dsns les neurones.

L'histamine libérée va se fixer sur trois typ€s de réc€pterrs en fonction de I'organe cible.

Ces récepûeurs histaminergiques sont subdivisés, conventionnellement en : Récepteurs Hl; récepteurs H2 et

récepûeurs H3.

L'exisùence des récepteuts histaminiques au niveau du plexus musculaire lisse (iléon et duodénum) a été

postulée par Ambache and Aboozar, l97O; 1973; IJhl, 1989, des travaur similaires ont permis leur mise en

évidence au niveau de la muqueuse musculaire isolée de l'oesophage de cobaye (Fujinuma et coll., 1985) et en

partculier les récepteurs H2 eu niveau du muscle longitudinal de I'iléon par Fjaltand 1979.

D'autres travaur ont permis la descrimination de2 types de si16s hi5teminergrques au niveau de l'iléon et de la

vessie de cobaye. @ubinsæin et coll., 1985) et l'existencc ainsi que le rôle des récepæurs H3 (Van Der Werf

et coll., 1987) qui sont surtout impliqués dans la modulation et la égulation de la libération de l'histamine,

(des autorécepûeurs) (Arrang et coll., 1987) probablement per un mécanisme d'auto-inhibition de la liMration

de I'histamine (Van Der Vliet et coll., l9E8); ces mêmps récepteurs exercent un effet inhibiteur sur la

contraction de I'iléon (Irzeciakowski, 1987). I-eur localisation a éé mise en évidence au niveau présynaptique

des terminaisons nenreuses spthétisant l'histsmine (Arrang et coll., 1988).

Des auteurs ont démontr6 l'activité agoniste de la a-methyl-histamine et l'activité antagoniste de la

thiopéramide au niveau cérébrel chez le rat er la souris (Oishi et coll., 1989) (Anang et coll., 1988) et

l'activité antagonisùe dc le phencyclidino vie ù vie des écept€urs H3 (Arrang et coll., 1988). C€s récepteurs

H3 paraissent constituer des ligands hauæEÉot poùentiels A sélectifs (Arrang et coll., 1989) et leur implication

a été démontrée dsns lr nelroûrgnsmission cholinergique au niveau de l'iléon de cobaye (lchinose et coll.,

1989).
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I-es récepteurs histaminiques Hl; III et H3 se épartissent donc au niveau central et périphérique. I-a

classification de ces récepteurs a également été établie grâce à la découverte d'agonisùes spécifiques de I'un ou

I'autre de ces récepûeurs:

- Methyl-2-histamine pou les récæpûeurs Hl

- Methyl-4-histernine pour les récepùeurs H2

- c-dthyl-histamine pour les récepùeurs H3

(Black et coll., 1972; ù.rræ, 1975; Oishi et coll., l9t9 et Van der Vliet et coll.; 1988)

a-tr IIf) LES ANTAGONISTES ET LETJRS EFFETS

L'implication de l'histamine dqns plusieurs mnnifsstafiens pathologiques (anaphylaxie, allergie, ulcères gastro-

duodénaux) a incité les scientifiques à chercher à neutraliser par divers moyens cette substances dans

l'organisme pour s'opposer à sos effets pathologiçes.

LB.s zubstances antagonistes de I'histamine ne vont pas enp&her le bioeynthèse de lihistrmine ni sa libération

par les masûocytes, ni accélérer se destnrction meis vont empêcber I'histamine libérée d'activer ses récepteurs

spécifiquas. Ce sont des antegonist€s compétitifs spécifiques do l'histemine au niveau do sqs récepteurs. I-a

puissance et la spécifité de leur antagonisre varient selon les effets histaminiques, l'activité la plus importante

se manifestant au niveau de la musculature lisse et notement zur l'intestin qui pésmæ des sites récepteurs

histaminiques Hl et ID dont l'activation peut induire des contractions @arker, 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 loute sa longueur. Son innervation intrinsèçe est constituée de plexus

neffeux (Meissner et Arærbach), trndis quo son innervation extrinsèque noutovégétative dérive du rameau

nen/eux du nerf splenchiniqræ et du nerf pneumgastriçe (IVright, 1973). L'étrrwité des snlihistaminiques

n'est pas identique expérimentelemt vis à vis des différents effets de l'histemino et la duatité des récepteurs

histaminergiques (Folkow el coll., 1948; Ash el Schild, 1966 et Ven der Werf et coll.; 1987) a amené à

distinguer troie types d'antihistaminiqucs:
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1) L€s entihistaminiqu€s anttgonistes des récepteurs El

Découverts par @ovet er Shub 1937; Ungar et coll., 1937) et qui s'opposent principalement aux effets de

l'histamine zur le muscle lisse et les vaissecux et inûervenant dans les réections d'allergie et les phénornène.s de

bronchospasmp, leur action consiste I em@ber la contraction de la musculature lisse (essentiellemnt

bronchique et inûestinale chez I'homme), à dininuer le iendance hlpotensive résultant de la dilatation des

vaisseaux de petit diernètre (artérioles) et À normalisor la pernéebilité microvasculairc.

2) f.es antihistaniniqu€s antagonisa€s d€s récepûeurs H2

I-eur développement est beaucoup plus récent (Black et coll., 1972). Læ antihistaminiques H2 sont

généralement des dérivés comportant des chaines latérales phu longues (8 atomes) plus complexes et moins

basiques que celles de I'histamine (elles ne sont pas chargées au pH physiologique). Ils se distinguent donc sur

plusieurs poins des snffisreminiques Hl essentiellement moins besiques et plus polaires; ils sont de ce fait

beaucoup moins lipophiles.

3) L€s antihistaminiqu€s antryonistes dcs réoepteun II3

Ils sont surûout responsables dp la nodulation et la régulation de la libéretion de I'histamine (Van der Werf,

L987 ; Arrang et coll., 1987-1988; Trezecialowski J.P.; 1987; Van der Vliet et coll.; 1988; Oishi et coll.;

1989 et Ichinoso er coll.; 1989).
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Tableau II-B Rôle et ôistributiou des rêcepteurs histaminiquest
81, E2 et Et au niveau du aystèns Derveux

central et des organes périphériques

tv?e
sOUg-
tlpes Localisation Effetg Auteurs

E

E1

Cerveau
Hlpothalamus:
Neurone
Gaines
conjoncÈives

Sédation

Phénomènes
d t al lergie

Black,  L972
Owen, L975
Parsons ,  L977
o i sh i , 1989

E2

Muscle l isse :

coeur, Intestin,
Véssie,  I léon,
Oesophage

Secrétion
acide

Régule les co
ntractions du
rnuscle lisse

Ambache, L97O
th l , 1989
Fuj inunar  1985
Rubinste in,  1985

E3

Systène Nerveux
Central

Présynapse des
terninaisons
nerveuses

Module la
libération de
I thistamine

Van Der W.,  L987
Arrang,  1987-88
Van  De r  V . ,  1988
Trzeciakowki ,L98'7
Ich inose,  1989
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A-IIn LES RECEPTET]RS OPIACES

a-m-r) AcrIoNs pHYsIoLoGIouES DEs oPIAcEs

IÂ plupart des opiacés actuellemt disponibles possèdeût, À différcnts degrés, les propriétés

pharmacologiques de la morphino. La description des actions de la morphine illustrera donc également, d'un

point de vue qualitatif tout au moins, celle des autres opiaés. La morphine est un alcaloide, dérivé de

I'opium, qui possède une tès forûe rctivité malgésiquo au niveeu central. Elle présente l'inconvénient

d'engendrer une lolérance et rme dépendence lors d€ I'abeorption orale ou 1nr inhelation. I-e morphine produit

ses effeùs pharmacologiques principaux ru niveau de trois sysêmes de I'organisme: le système nefleux

central, le sysène gastro-intestinel et le sysême cardio-vasculaire.

a) Systèrne nerreux cmtral

Chez I'homne, l'administration de la morphine produit des alérations de I'humeur, une analgésie, des

nausées et vomissemenùs, une dépression de la respiration et un nyosis.

Sr:n administration chez l'enimal engendre un effet analgésique puissant accompagné d'une multitude d'autres

effets lels que : dépression respiratoire, ralentissement du transit int€stinal et suppression du spasme des

muscles lisses, hypotension et modifrcation du rythme cardiaque, euphorie et modification du compodement,

cette constatation suggéra l'existence de rêepteurs spécifiçes pour le morphine et ses dérivés, hypothèse qui

trouva nne vérification expérimentale grâce 8ux groupes de Snyder, L973; de Pert et Snyder, 1973 et de

Simon, 1984 aux Etats-Unis et de Terenius, 19'13 æ Suède, par des tecbniçes de liaisons spécifique (ligands

radioactifs).

Ces effeùs de la morphine sur le SNC sont dép€ndants dÊ ll dose et leur expression peut varier

considérablement selon l'étrt d€ I'individu chez qri le mrphine e été sdministrÉ.

b) Analg6ie

t Ir mrphine est porticulièreænt efficace sur lg douleur eû tent que processus neurophysiologique

relayé par des efférences e€ûsorielles spécifiques ds la douleur, c'€st à dire zur l'élaboration de la perception

sensorielle au niveeu psychiquo, on obaeno cbcz l€E nrjao uns augmtation de la capacité à tolérer la

douleur bien que celle'ci soit perfois enoorË perçuÊ €û tent çe scnsrtion.
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En fait, la morphine n'affecte en rien les différentcs modslités sensorielles, lelles que le ùoucher, la vibration,

la vue ou I'ouie. La morphine dimirue donc les symptômes de réection liés à la perception douloureuse

(anxiété, peur, voire panique), et rend rinsi ls perception globale de le douleur plus lolérable. Il faut noter que

cette action e un caractère qui est unique aux opiacA, car les anxiolytiques purs ne produisent pas I'analgésie.

Cet effet neurophysiologlquc ne constitup pas le seul mécanisme de l'analgésie morphinique: de,s effets

neurophysiologiques dlant dans la direction d'tme analgésie sont en plus excercés par la morphine à différents

niveaux des voies nerveuses qui véhiculent le per,ception douloureuse. Eo règle générale, on peut dire que la

morphine est ua analgésique plus efhceco pour les douleurs sourd€s et continues que pour les douleurs de rype

aigu et à caractère inùermittent.

c) Respiration

I: morphine déprime le respiration. Cetûe action se mmifesùe déjà à de faibles doses de molphine; elle est la

cause principale de décès par intoxication aux opiacés (overdose). Le morphine provoque en effet une

réduction de le sensibilité des ce,ntres rcspiratoires du tronc cérébral à une augme,ntrtion de la PCO2 et la

baisse de la PO2 constituent deux stimuli activateurs des c€ntr€s qui règlent la respiration automatique. En

présence d'intoxication aux opiacés et de l8 dépression respiraûoire qui s'en suit, il est donc contre-indiqué

d'adminishsr de l'oxygéne car I'hypoxie demeure le seul stimuhæ pour la respiretion auûomatique. Iæ réflexe

de toux est également inhibé par le mo.rphine psr son ection inhibitricc zur le centre de la toux au niveau du

bulbe rachidien (medulla oblongata). La aoscapine (dérivé benzylisoquininoléine) est I'un des opiacés naturels

à action essentiellement antitussive, eux côtés d'autres dérivés de synthèse plus récents.

d) Système gastro-inûætinal

D'une manière 8énérale, on peut dire çrc la morphine eugmenûe lo tonru do le musculature lisse de ùous les

segm€nts du tractus , Sout €n diminuant considérableme,nt les contractions propulsives. Cette

double action résult€ m ua rsl€Nrtissen€nt prononé du temps de passage du bol alimentaire et en une

réabsorption rugmtéo d'eeir.
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L'effet global de la norphine est donc constipaot, d'où son utilisatioo thérapeutique cormm€rantidiarrhéique. Il

est intéressant de relever que l'action antidiarrhéiçe de I'opium e été r€connue il y'a plus d'un millénaire. De

nos jours, des opiacés synthétiques de type phénylpifrridine, ùele quo le diphénoxylate et le lopéramide, dont

l'action est relativement sélective sur le trsctus gastro-intestinal, sont utilisés avantageusement comme

antidiarrhéique. Il est à noter que, contrairement à la plupart de ses eutres actions, on n'obsenre que très peu

de tolérance à I'effet constipant de la morphine. La morphine augrn€lrte la pression à l'intérieur du tractus

biliaire. Cet effet, dont l'expression clinique peut aller de simples douleurs épigastriques jusqu'à une colique

biliaire, est dt À un spesrne du sphincùer d'Oddi qui résulæ en une stese biliaire. Cettê action peut expliquer

les augmentetions des taux plasmatiques d'amylase et de lipase, observâs parfois après 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 ùouùefois compléûerent antagonisées par la naloxone.

a-m-2) RoLE ET DISTRIBUTION DES RECEPTEURS OPIACES

L'effort des chimisûes et pharmacologues a toujours été et il est ûoujours dirigé vers le développement de

substances dérivées de la morphine, possédant des propriétés analgésiques ef ailidiarrhéiques mais dépournres

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 révélèrent être des antagonistes compétitifs

de la morphine.

Cette d&ouverûe importante épondit à certeines questions, mais en souleva une autre : com.rent se faisait-il

que le système neweux de I'homme possédât des récepteurs spécifiques pour un alcdoide extrait d'un pavot

originaire d'Asie Mineure et d'Extrême.Orient ?. La réponse étrit simple et ne se fit pas tarder : le système

nerveux produit dee opiacée endogènee. En offet, a 1975 Hugbes et Kost€rlitz à Aberdeen découvrirent

I'existence dans le eerveru dÊ detu pentrpeptides, la leucine.enképhaline et la méthionine'enképhaline, dont

les actione, sernbhbles I le mrphino, sont nÊ,utrslieées par la naloxone, un antagonisûe spécifique au niveau

des récepteurs urx opiecés. Au cours de la d€mière déc€,nnie, on c ideûtifié et caractérisé dans le système

nerveux donombrcur eutres opircê

Iæur localisetion au niveeu cérébrll r été confirmê par plusieurs auûeur8. (tÆrd et Kosterlitz, 1977) et leur

mise en évience ur niveau du cerrrour e été éeliséo par urtoradiographie grâce à I'utilisation du dérivé tritié

de la morphine (Slster et coll., 1986, 1989; Cross €Ê coll., l9t7; Blsckb,urn et coll., 1988).

Les réponses physiologiquos I I'rdministrrtion dc la mrpbino somblcnt iryUqusr des nerrronee localisés au

niveau ér6rel, ûel Gst lo cas do lr sbetenpo ggiro Déri-c$éùcdo pour lo cmtr,ôlo do la doulzur, les

structur€s limbiques dans lE modification d€! états émtionnels, noyur du trætus eoliteircs du bulbe dans le

contrôle dc la rcspiratioa, noyeu du tractru soliteiro et noyau ambigu dans lo cmtrôle du rythne cardiaque.
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L,ss actions zur I'organisme de nombreuses zubstances, endogè,nes et exogènes, sont médiées par leur

intéraction avec des récepûeurs spécifiquesq. Pour les opiacés, I'existe,nce de récepûeurs fut postulée au début

de ce siècle déjÀ er confirmée dens les décæ,nnies zuiventes.

En effet, de nombreuses études sur les reletions structure-activité révélèrent l'existence d'une stéréospécificité

stricte pour les actions des opiacés. On développa ensuiæ des antagonistes compétitifs de la molphine et

démontra son action dosedépendanûe, aboutissant à un effet naxirnÂl (saturabilité), zur différentes

préparations in vitro (intestin isol6). Enfin, la précipitation d'un syndrome de sevrage par l'administration d'un

antagonisùe compétitif, après treitement chronique anx opiacés, ainsi que l'apparition d'une ùolérance croisée

entre opiacés possédant uno structur€ moléculair€ différente, constituèrent des arguments ultérieurs plaidant en

faveur de I'existence de récepùeurs spécifiques. La preuve définitive ne fut touæfois apportée qu'au début des

années 70, lorsque différents grcupes purent directement ideotifier et csractériser par la méthode de liaison

spécifique (binding studies) les récepteurs aux opiacés, grâce au développemnt de ligands radioactifs à très

haute affrnité et porteurs d'une activité spécifique élevée. L'existence d'une multiplicité d'actions serait liée à

l'existence de multiples récepùeurs, cette hypothèse a été émise par Martin et coll.(1976) et confirmée par la

découverte d'enképhaline permettent de clarifier le problèmo de l'hétérogénéité des récepteurs (Hugues et

Kosterlitz, 1975>, Ia comperaison des effets de ces enképbalines per repport à celui de la morphine a été

obtenu sur l'inhibition des contmctions de l'iléon de cobaye et le canal déférent de la souris stimul4s

électriquement.

L'existence de sous-types de récepûeurs aux opiacés fut initialement postulée lors de I'examen des actions d'un

dérivé N-allyle de la morphine, la nalorphine (Schéma tr-10). En effet, cet opiacé se comportait, en présence

de la morphine, oommo tm antagoniste, mais possédait les propriétés analgésiques d'un agoniste lorsqu'il était

administé seul. Martin IV.R. (1979, l9t4), un des pionniere de la pbaramecologre des opiacés, postula alors

l'existence de deux t)"es do récepteurs, l'un pou lr mrphine, l'antrc pour l8 nalorphine. tr élabore également

les concepts d'agoniste partiel, d'agoniste-antegonisûo et d'agonisûe mirte. Selon ces concqrts, les agonistes

partiels sont des o'piacés à rction antagoniste en présence de morphine, mais qui ont des propriétés agonistas
'ils sont tcstée seuls.

D'autres opiacée, définis sommÊ agonistee-antagonistêo, sont des substances agonistes sur un type de récepteur

mais antagonistês sur un sutre tlTÊ. Enfin le leræ d'egonisto mixts définit une substance qui est agoniste zur

plusierrrs types de récepteun. Il existe également des antagonistes mixtes. Avec la découverte de nouveaux

opiacés de synthèse eû des opiacés endogènes, le modèle à deur récepteurs so révéla innrffrsant pour expliquer

la diversité et la selectivité d€E actions ds nombreusee molésules. Par uns étudo approfondie des actions de

plusieurs dizqin€c d'opiacée nr différents tects pharnecologiquÊs in vitro ct in vivo, on e définit trois sous-

types de récoptanrs, appelés Qr,x d, o).
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Les syndromes observés par I'rdninistretion des zubstances morphinomimétiques dépendaient de leur affinité

pour I'un ou l'autre d€s récepterrs opiacés einsi I'utilisation de la morphine, de la kétocyclazocine et de SKF-

L0,047, agonistes spécifiques respectifs des récepteurs Fr t et o e permit d'sthibue,r chaque syndrome à

chacun des hois tlTes de réc€pûeurs. (Martin et coll., 196447-74-76-84)De plus l'analyse des puissances

relatives de certains opiacés endogènes et de synthèse e permis de définir u quatrième sous-type de récepteur

appelé (ô). Récennent, grâce à I'utilisation d'antagonisùes irréversibles (naloxazone et naloxonazine), deux

sous-types du récepteur (p.) ont été poshrlés. Il s'agit das récepûeun pl, à hauûe affinité pour la morphine, qui

semblent médier l'effet anrlgésigtæ, et des récepteurs p2 à plus faible affinié euxquels on attribue la

dépression respiratoire induite par lr mrphine. Ir répsrtition des récepteurs opiacés et leur hétérogénéité au

niveau périphériqræ a été confirmé par plusie,urs trayaur, ainsi on a pt montrer I'exisùence des récepteurs

opiacés par la ùechniqrc du binding sur les homogénats du plexus myentérique du muscle longitudinal de

I'iléon de cobaye avec la mise en évidence particuliérement des récepæurs de t)"e o au niveau du canal

déférent du hamsûer (Mc.Ihight et coll., 1983 et 1984). Chaque type de récepteur a été localisé au niveau

d'un organe différent, chez les cobayes au niveau de l'iléon des récepùeurs p, au niveau du canal déférent de la

souris des récepteurs ô, au niveau du canal déférent de lapin des récepùeurs tr et su niveau du canal déférent du

rat des récepteurs e (Giagnoni et coll. ,1984), on a même pt mettre en évidence au sein de l'iléon de rat

l'existence de plusieurs types de récepteurs (Liao et Freer, 1984); cependant il serait difficile d'établir une

généralisation de cetûe distribution des r6cepteurs opiacés en raison de le veriation des eçèces utilisées par les

différenùs auleurs.

Ainsi la miso e'n évidence des récepûeurs ,r et x ru nivesu de l'iléon de cobaye et des récepteurs ô au niveau du

canal déférent de cobaye par l'utilisation de lc B-firnaltrexamine et le richesse du cenal déférent de la souris en

récepteurs ô, e permis de EÊtre un rutre tlpe de récepûeur rlqns uD nêre organe rnais de deux espèces

animales différentes.(Hayee et coll., 1985; Takemri et coll., 1986; Jobnson et coll., 1986 et 1987; Smith et

coll., 1984-87-88)

Si l'analgésio constihæ le principele rstivité do le mrphine, cette dernière so trouve inpliquée dans d'autres

mécanism. Prr eillann TrerdÊl€nbur8 8u début du si&le (tqls) aveit constefé quê lr rilo?hine étlit capahle

d'inhib€r lr comnmdo norv€uto do certains orgtnæ périphériques telc quo l'iléon de cobaye et que

l'edministntion do lr mrphino diræûemt nr niveor du ventricule cér$rgl provoquait une inhibition du

transit inûestinsl co qui pcut leisscr supposcr l'action do le mrphine par voie indirecle (Manare et coll., 1986).
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L'iléon isolé de cobaye ou de lapin ainsi que le cenal déférent isolé de souris ont constitué un modèle fiable

pour l'étude de l'implication de la morphine dee enképhaline el de lc B-endorphine aussi bien au niveau du

péristaltisme inûestinale et du transit intestind lié aux problémes de la diarrhê et de la constipation qu'au

niveau de la tolérance et la dépendance aux opiacés ainsi que pour la recherche d'activité agonisûe ou

antagoniste vis à vis de la morphine.(Belestin et coll., 1984; Bhargava et Pillai, 1985; Donnerer et læmbeck,

1985; Watanabe et coll., 1988; Shook et coll., 1989)

La complexité du mécanisme d'action de le morphine et de ses agonistes et le difficulté de sa compréhension

ont suggéré à certeins suùeurs de rechercher I'implication d'autres types de récepûeurs d"ns les différents

syndromes observés à I'administration de la morphine, ainsi les travaux de Paton !V.D.M. (1954-56) et ceux

de Gyang eI Kosærlitz (1966) avaient monté que la morphine agissait en pévenant la libération d'un

neurotmnsmetteur, l'acétylcholine, ils avaient constrté également que I'iléon isolé de cobaye pouvait être

utilisé en tant qu'analogræ du cerveau et que lorsquo l'on testait des dérivés de la morphine, plus ou moins

puissants zur I'iléon, on observait que leur capacité à inhiber la libération de l'acétylcholine était exactement

parallèle à leur capacité à provoquer l'analgésie chez

l'homrne ou l'animnl et les antagonisùes morphiniques bloquaient, de la même façon qu'au niveau cérébral,

I'effet de la morphine au niveau de l'iléon isolé de cobaye.

Cette corrélation a été monuÉe par la technique du binding eux réccpteurs opiacés au niveau du S.N.C. du rat

et l'intestin isolé de cobaye. (Creese et Solomn, 197t. I.o médiation, de l'action de la morphine, par

I'acétylcholine semble impliquer des récepûeurs cholinergiques, des autanrs ont nonté le rôle des récepteurs

opiacés et en particulier les récepteurs p dans la modulation de la libéretion de l'acétylcholine au niveau

céébral (Ahned et Horst, 19t6; Ennis et rffylie, 1984).

L'acétylcholine ne semble pas êtrc la seule inpliquée dqns oÊs Eécanisnca, les prostaglandines semblent jouer

un rôle aussi bien ru nivesu de l'induction des contractions de l'iléon isolé de cobaye via les récepteurs

opiacés, qu'au niveau de ls rnenifestation de lc dépendance morphinique sur ce même organe in vitro (Gaion

et Trenûo, 1984; Johncon et coll., 1988), çn ré.ql'-é, on reti€odr8 q"e, s" leÆ,

on postule quatro typc principeux do récepæurs eru opiacés Ft rt o et ô. L€o actims porticuliéres de chaque

opiacé découlent de l'ætivetion d'un ou plusiann tlT€s dÊ Éccptcrrs ô. Do pluc, rm opiacé dmné peut agir en

tant qu'agonisùo, antrgoniste ou agonisæ pertiel sur chrcun de ces t,"Ë do réc€pt€urs. Iæ tableau (tr-C)

résure l'implicetion des différenûs dans l'expressim do corteiaeg rctions des opiacéa.

Cetûe étudc bibliographiçe synthétiquÊ nous nrggére dE teoter à trrvcrs le mdèls de l'organe isolé, qui

semble précenter une certeinc fisbilté, d'évdrcr I'effet d€s substrncca végétalee vis ù vi8 des récepùeurs

opiacés afin d'approcher leur mécrnisæ d'rction d''ne pert et dc vérifis l'irylicstion des récepteurs

cholinergiqæs et histaninergiquæ dans cetûc crscado do râctions occasionnéGs pet les récepteurs opiacés

d'autre part.
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Tableau II-C RôIe et distributioa des récepteurs opioi,des au
niveau du système ueryeux central et des
oreênes périphêrigues

type
SOUS-
types Localisation Effets Auteurs

MU

Mut

Distribution dans
tou t  le  S .N.C.

IIéon de cobaye

* Analgésie
supraspinale

Euphorie
Dépendance

physique

*
*

Hughes et
Koster l i tz ,  L975
Mart in,  L964-84
Creese et
Solomon, L975

trt2

s.  N.  c .
I léon de cobaye
IIéon de rat

* Depression
respiratoire

* Euphorie
* Dépendance
* Contraction
de l t i l éon  de
cobaye

Lord et
Koster l i tz ,  L977
Enn is ,  L984
Be les t i n ,  L984
Ga ion ,  L984
L iao ,  1984
Hayes ,1985

Kappa

s.N.  c .
Canal déférent de

Iapin - souris
IIéon de cobaye

et de souris

Ànalgésie
spinale
Myosis
Sêdation

Giagnon i , 1984
Donnere,  1985
Johnson,  1987-88
Smith,  1988
S1a te r ,  1986
Cross,  L987

sigrna

s.N.c.
Canal déférent du

hamster
* DysPhorie
Hallucination
* Stimulation

vasomotrice

Mc.Knight ,  1984
I{atanabe, 1988

Delta

s.N.c.
Canal déférent de

Ia souris
Canal déférent du

rat

*Modification
du
comportenent,
affectif

* Analgésie

Takemori, 1984
Shook,  1989
Blackburn, 1988
S la te r ,  1989



PARTIE II
CHAPITRE II

TRAVAUX PERSONNELS



-127-

CHAPITRE II : TRAVATIX PERSONITIELS

A) MATERIELS ET METIIODES

A.I) EXTRAITS UTTLISES:

A.I.D PREPARAÎION DES EXTRAITS UTILISES:

* Eupffiia hirta : I.e planûe entière sèche est réduite en poudre fine, puis jetée dans de I'eau

distillée bouillante, à raison de 60 g de planle sèche pour 600 ml d'eau.

Apràs agitation, la péparation est placée à l'étude à 44oC, pendant 24 heures.

Le macérat aqueux ainsi obtenu est filté sur Biicbner.

L'extrait aqueux obùenu est msuiæ lyophilisé (LyophilisaSeur CD 52-1, Heto, Danemerk). Cette opération

permet l'obtention d'une poudre ocre qui sera consenrée dans des flacons munis d'rm bouchon dessicateur, à

I'abri de la lumière.

* Melissa oficitulisest péparée à psrtir de cryobroyat, macérées pe,ndant 12 heures à température

ambiante et pendant 12 heures I35oC, filtrées sur Bûchner et enzuiùe lyophiliséos.

* Fagara mnûroryloidæ : Les feuillæ sont broyées puis on réslise une infusion de 3O g de plante

dans 20O ml d'eou distillée, puis rme mrcéretion pe,ndant 24 heures ù 44"C, le produit est enzuiæ filtré sur

Biichner, I'eau est évapoé ru Rotavepor et I'extrait est lyophilisé.

+ BclrsLihohia califoniæ: L'extrait utilisé est rm nébuliset réslisé psr rm broyage et une réduction

en poudre fine dæ différentes partics eériennee de la planto, enzuitc le produit obæ,nu snrbit une lixiviation par

de l'éthanol ù7O % 8u Doy€n d'rm extracieur en continu.

* Ftttnsia oflEdrnlis, PewruB bodus d Awnru raicvlata eont des nébulisets.
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PRESENTATION DES PLANTES

l\ Melissa oficimlis L.

(Voir description Partie Q

2l Pewnur boWus L.

Peumus boldttt Moline. est une Monimiacée, spontané, qui pousse sur les collines ensoleillées du Chili.

C'est un petit erbre buissonnent ùoujours vert à feuilles entières. Petites cymes terminales de fleurs jaune très

pâle à nombreuses pièces. Le fruit est constihré d'une petite drupe noirôhe. Elle est largement employée en

médecine traditionnelle, mais également en nédecine moderne où diverses préparations galéniques et fractions

purifiéas sont utilisées. Traditionnellem€nt, les parties de P. boldus, support de ses activités, sont les feuilles

séchées.

D'rm point de vue chimique, elles contiennent plusieurs alcaloides tels que le réticuline, l'isocorydine,

l'isocorydine N-oxyde, le N méthyllaurotétanine, ls boldino, l'isoboldine, le 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, pinène et terpinéol, ainsi que des acides organiques, une gomme, des glucides, das lipidas

ei dss tqnins ont pu être mis en évidence. Iæs indications actuelles sont classiquement les insuffisances

hépatiques et la lithiase biliaire. Toutefois, P. boldw est également préconisée pour diverses autres affections

telles que les troubles digestifs, les migraines, les msux d'oreilles, les rhumatisnes, les odontalgies. Des

effets activateurs des sécrétions sclivrires et gastriques lui sont conférés, ainsi que des effets spasmolytiques

zur l'intestin grêle (réduction du péristeltisre et du Sonus intestinal).

3l Annona raicahtaL.

Annona reticulato L. est un erbuste ou petit arbre bos, branchu, à rameaux dressés, lenticellés. Feuilles

glabres ou glabrescentes d€ssous, lmcôlées, acuminées 8u sommet, courtempnt cunéiformes ou arrondies à la

cm de

longueur, épideræ tougeâtre, srns protubérences mais comportaat des aréol€s anguleuses, commestibles.

Espèce originrire d'Amériquc troeicsl€ er q1ri est rcûnllem€nt introduib d.ns tous les peys chauds et

humides. Lcs flcurs, lcs fcuillcc et l'écoroe écfasécs sont ap'pliquéce eo caraplrsrc $r les €Nrlorses.
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Les feuilles sont également, utilisées traditionnellement per os dans les troubles digestifs en Guadeloupe et en

Martinique (avec du bicarbomte de soude) en llaiti (en décoction avec du sel), comme antidiarrhéique en

Amérique Centrale, antivomitif et antdgique en Haiti, antiulcéreux en Jamaique, antipyétique en Haiti et

aussi contre les "faiblessee des articul*ions' en Guadeloupe et en Martinique.

Le.s feuilles sont eussi recommandées comme mxiolytique pcr os e,n dêoction avec du sel et en usage externe.

des travaux pharmacologiques ont nontrÉ I'activité spasnolytique de A. raiculta, zur le duodénum isolé de

rat. (Rolland et coll., 1988)

4) F ag ara zanthorylordcs Lam.

Fagara mruhoryIoTdæ r'm. est un arbusùe ou un arbre de 8 m de hauteur dont les feuillas et l'écorce sont

parfumées; folioles légèrement acuminées ou pes du !out, rigides, oblongues ou oblancéolées, quelquefois

émarginées à I'apex, zubaigûes à le base, 5 I f0 cn de longueur,2 \ 4 cm de largenu; {lines recourbées sur

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

Espèce littorale répandue du Sénégal au Nigéria

Iæ décocté aqueux des feuilles et racines sert à lever les plaies 'incurebles". L'écorce de le racine entre dans

le traitement des vers intestinaux et de l'oedème, la racine est égalemt utilisée pour lutùer contre

I'hypethermie et les douleurs abdominales ainsi que les gastralgies du nourrisson.

Des travaux réc€Nrts ont permis le mise en évidence des ectivités sédatives, anxiolytiques et analgésiques des

feuilles et l'écorce de la plante. (Bertrand, 1988)

5) Fumaria officinalis L.

Funwria ofrfrcinalis L. est rme planb beôacée, yertÊ ou gleuqræ très commune r|"ns leo chemps, les endroits

incultes, au bord des chemins dans touûo I'Europo sauf dans l'extrêæ nord, dans les régions tempérées de

l'Asie, en Afriqræ du Nord. Ir tige, souveût couchéo, peut atteindre 70 cm de long; elle porte des feuilles

profondément divisées. Les fleurs, roso violacé, kès irégulières, assez petitcs, sont rârnies en grappes. I-e

fruit est une eilicule globulanso ne dlpassant pas 2 mm.
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Elle renferme des alcaloides, dont la fuErrine ou proûopine (0,13 Yo), et elle est dotée de propriétés

antihistaminique plusieurs travaux cliniques ont montré son activité de régulation vis à vis de la cholérése

(amphocholéétique) et son activité spasmolytiques.

6l Es chs choltzia californica Ch8m.

Eschsdtoltzia californica Chtm. est une plante originaire de ls côtË sud ouest anéricain de ,t0 à 50 cm de

hauteur, trouvê abondemmt en Celifornie et cultivée comre ornement dans les jardins. Les tiges, couchées

puis dressées, sont couvertes de feuilles glauques fineme'nt découpées et sont terminées par des fleurs

solitaires, de couleur vive, jaunes ou orangées.

Elle contient de nombreux alceloides dont le plus important est la protopine. Elle est utilisée corlme

'soporifique' et contre les maux de têùe sévères. Des trevaux ont pt mettre en évidence une activité sédative à

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

7l Euphorbia hirtaL.

Euphorbia hina L. est une plante herbacée, vivace lorsqu'elle crolt dans des endroits humides et faiblement

éclairés, annuelle lorsque le milieu est très sec et très ensoleillé.

Cette plante originaire de I'Australie tropicale est largeme,nt répendue dans ûous les pays tropicaux et

subtropicaux (Afrique tropicale, Madagascar, Yemen, Inde occidentale, Chine, Japon ainsi que les îles du

Pacifique austral). Elle pousse ,lqns les rnilieu:r les plus divers, ûels que le pourtour das agglomérations, les

bas-côtés des routes et des pistes, lesjachères, les terrains vsguÊs.

Elle peut croître jusqu'I rme dtihrde d'enviroo 14O0 mètrcs, zur des sols seblonneux et humides, et plus ou

moins riche en humus. Le ffi de lr pkatc €ûtièrc est utilisée dans les sff€ctions gastro-inûestinales pour

ses propriétés anti-entéralgiqucc. La &cæté do plaote entiére est utilisé pour s€s propriétés antidianhéiques;

la planûe entre dans la composition d'un mélenge, prescrit sous forme d'un décocté, pou srpprimer les

spasmes du pylore.
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Associée à du jus de citron elle est utilisée comne laxatif, les parties aériennes seules sont également utilisées

pour leurs propriété.s antispasmdiques. Les propriétés analgésiquas ont été démontrées au cours d'un

enémble de travaux ethnopharmacologiques $r cette planûe (knhers, 1988; Lanhers et coll., 1991).
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a-r-tr) caRAcTERrsAlrON Ef, COr\DITIONS D'ELEVAGE pES ANIMAIIX IJTILTSES pANS

LES DIIIFERENTES BXTERIMENTATIONS:

A.I.tr-D ESPECE UTILISEES

** Souris : Expérimenùrtion iz ylw : Souris mâles hétérozygotes, issues de la lignée Swiss et

proviennent des centres d'élevage Césal (Montmédy (55), Janvier (I-e Genest (53)).

*{'Rats : Expérime,ntetius in ûtro: Rets mâles de la lignée OFA (Iffa-Crcdo, I'Arbresle (69)), d'un

poids moyen compris entre 200 et 350 g au momat du test.

** Cobayes : Expérimentation in rzrro : Cobaye mâles (Iffa4redo, L'arbrpsle (69)), dont le poids

moyen est compris entre 250 et 300 g eu moment du test.

r-r-u-tr) coNDmoNs D'ELEVAGE

'r* RATS et COBAYES : Dès leur Éception, les animaux sont répartis au hasard par groupe de 5

ou l0dansdescagesenmacrolon (37 x37 x lScm). I-apérioded'adaptationestde l5jours, durantlaquelle

les animaux sont rndntenrrs drns une animalerie cyclée (12 heures d'écleirement / 12 heures d'obscurité) et

thermostatée (températures dazl"C t 1"C).

L'eau et la nourriture lzurs sont fouroies ad libitum. Les rats reçoivent des croquetûes complètas et vitaminées

M25 @xtra-labo, Provins (77)); les cobayes, quant à eux, sont nourris de croquettes vitarninées M25 spécialas

cobayes (Extra-labo, Provins Q7)>, de plus, I'eeu de boisaon leurs est fournie enrichie en vitamine C (250

mg/l).

t* SOIJRIS : Dès leur réception, les enimeu:r en provenanoe des centres d'élevage Césal ou Janvier

sont répartis au haserd eû per groupc

de 5, dans dee cagee en mrcrolon (22 t 16 x 14 cm), puis placés dshs uno animalerie soumise à un cycle

jour/nuit d€ f2 bour€s d'écleiremt eJ & 12 hzures d'obscurité et maintenræ à uûe temÉrahrc constante de

o

L'eau et lr nourritue (croquenes complèdoc et vitâninébs M25 Extra-labo, Provins (77)) sont

volonté pour les souris.



a-rr) PREPARATTON DES SOLUTIONS

a) Transit intestinal

Suspension de charbon (10 %) :

-ut3-

c.harbon vQétal :

gommearabiqræ:

eau distillée q.s.p.

l og

2rS g

100 nl

b) duodénum et iléon isolé

Solution de tyrode:

Cetùe soluton doit rminûenir I'iléon rlqns uo environnement ioniquÊ propice au fonctionnement des

systèmes physiologiques contractiles, et lui favoriser une souroe énergétique (glucose) indispensable aux

échanges et un pH légèrement alcalin. Cette solution est composée de la feçon zuivante: NaCl (40 g); KCI

(3,8O g); CsCl2 (l g); MgCD (0,5 g); NaIICO3 (5 g); Na2HPO4 (0,25 g); glucose (5 g), pour un volume

final de 5 litres obtenu par addition d'eeu distillée.

A-III) METTIODES

a) Transit intestinal

les animaux sont laissés ù jetn la veillo de l'expérimentation. Ils reçoivent le sérum physiologique et les

produits à tesûer, en i.p., 30 minutes evant I'administration de la suspension de charbon, par voie orale. 30

minutes après l'administration de le ruspension do cberùon, chaque sninrl est rssommé, la cevité ffritonéale

est ouverte et touûe la portim dÊ I'intcstin gèlo (allant du duodénum su ce{cum) est pélevéo; sa longueur

totale (L) est murée et le trejet porcouru G) par la suspension du chffbon est également E€suré.

Pour évaluer le trnu d'inhibition ou d'eccélération du trensit inûestinrl on appliçre la ègle suivante

L : étant la lorryuar totale de la portion & I'intcstin gr'€!e prdevée.

T : étant le hqict paroouru par le $spension du charbon

R : étant le rapport T/L

% devariation = R6-o6 -Rt 
"iClRtfuoin
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Chaque lot e.st constitué de 10 souris par dose.

Iæ produit de référe, ce utilisé est le lopéramide (Imodium, kboratoires Janssen, Paris (75))

Statistique

L'homogénéité des variances, eûtrp les lots témoins et chaque lot traité, étant vérifiée par le ùast de Bartlett, la

vérification de l'existence d'une significativité à l'eide de I'ANOVA nous permet de faire des comparaisons

statistiques à l'aide d'un test paramètriçe de comparaisons multiples, test T de Student

b) Duodénum et lléon isolés

I-a technique de l'ection in vino de différentes substances sur le contrection du duodénum du rat ou de I'iléon

de cobaye e été d&iæ par Barker (1981), selon la néthode de Magpus (1904). Sa mise au point, dens notre

laboratoire et pour les extraits végétrux a été réalisée par Soulimani, 1987.

Après anesthâsie de I'animal par injection S.C. de pentobaÉital sodique (kboratoire Clin-Midy, St Jean de la

ruelle (45)) à la dose de 0,3 ml pour l0O g de poids corporel et ouverture de la cavité abdominale, un

fragnent d'environ 4 cm d'intestin grêle est pélevé eu niveau du carrefour esûomac-intestin grêle pour le

duodénum du rat et dons sr portion ùermimle (avant le caecum) pour I'iléon de cobaye.

I-e fragment est ensuile fixé par ses deux extrémités ligaturées, dnns utre cuve à orgene isolé, d'une

contenance di 50 ml et reliée à un bain-marie thermostaté dont la lempérature est fixée à 37"C, à un dispositif

d'oxygénation et de brassage, rinsi qu'| un dispositif dc remplissage et de vidqnge permettant le maintien du

contenu de le cuve à une tempéreturc de 37"C. la cuye €st constamnent remplie de liquide physiologique

(tyrode) maintenu I une temffraûre & 37oC ef oxygénée en continu, à raison d'une bulle par seconde.

L'extémité zupérieure de l'orgnoe est reliés à rm capteur isoûonique (Narco Bio'Systems INC) qui transmet

les veriations du muscle (variatim de le longuar) à un transducteur (Narco bio-sysæm Tx 77061), lui même

une

charge & 2 g est fixé ù l'rutrc extémité, do lr tige nételliqræ liée ur capte.ur, dc ûelle façon à exereer une

force sur le muscle pour mrintenir se tension constsnto Gt nG meftr€ en évidence qrrc la varietion de sa

longueur. Pour l'étude de l'influeoce d'un extrait végétal sur les récepûeurs cholinergiques, on ajoute rlqns la

solution de tyrode, un eatagonisle ftistrminique @exchlorphéniremine (naléete); Laboratoire Unicet, lævalloi-

Perrel : Polsrsmine) sfin de bloquer les réceptarn histaminiquee et à éviter lelr misc m jeu lors de l'addition

de cet extreit végétal, pour mianr ryécifier eon ection visi-via dcs réc€ptÊurs cholincrgiçres. De la même

façon lors do l'étuds de l'influcopc d'un extrrit végétel visà-vis d€s réc€pterm histaminiçres, on ajoute un

antagonisùe cholinergiquc (atrcpino: ntlfate d'rtropine, lsboraloir€ Aguettent, Lyon) à raison de 1 mg/ml, afrn

bloquer les récepieurs cholinergiques et ro EÊttrÊ en évidence quo les récepteurs histaminiques.
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Pour l'étude des récepteurs opiacés, deux micro.électrodes sont placées en contsct de I'iléon, ces micro-

électrodes sont reliées à un stimulateur électrique (Stimulator SI-10, Narco bio-systems, U.S.A.), lié lui même

au physiographe eI p€rmettent d'envoyer des stimulations pour induife des contractions au niveau de l'iléon.

Iæ filtre de l'amplificetzur du physiographe est réglé ù 30 et la variable à l0 mv/cm, au cours des expériences

sur les récepûeurs opiacés, les stimulations électriques utilisées pour induire des contractions de l'iléon sont

définies, pef, une ffiuence 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 ret ou ilôn de cobeye, est laissé au r€pos, dqns la solution physiologique,

pendant environ trente minutes, de façon à stabiliser ces contractions spontanées.

las résultats obtenus evec les substrnces de éféreirce ou les extraitr végéùaux sont reproduits 3 fois pour

chaque organe et sur 3 orgaûes différents pour évaluer et contrecsrrer la variabilité des contractions eu sein du

même organe isolé (duodénum ou iléon) et e,ntre différents organes isolés (différents duodénums ou iléons).
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I-es résultats sont exprimés selon lr théorie d'ARIENS : "L'affinité de la drogue pour le récepûeur peut être

définie comtrrc une capacité d'interection drogue-réc€pûeur et peut s'exprirner par le rapport de la quantité de

molécules médicamenteuses fixées sur le récepte.ur à la quantité ûotale de molécules présentas dans le système

récepteur et sa biophase'.

On applique au complexe agoniste-récepûeur le loi d'action de masse.

KA

R + A  ( : ) R A ,

IAI tRI
I(A = - = Corctanûededissociation

tRAI

r BAI
d O n C  . - = -

KA tRl lal

tal tRAl tRAl
d O n C  . - = - =

KA tRl lrl - tRAl

or [RAl=Y[r l

et trl - lRAl = (1-y) [rl

tal y
, l r m  - : -

KA l - y

et sa formc logerithmiqæ :

log lAl - log KA = log

l - y

r = réceptanrûotrl

R = réccptsn librc

RA = r{ccptan occnpé par fagonbûc

A = concentration de lrgonistc

y = fraclion de r6cepteùrs ocorp& par lagonisûe"
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Si la moitié des récepteurs sont occupés, ce qui correspond à le moitié de I'effet maximum, oî a: ! = ll/

donc lqg IAI - log KA = 0

et log KA = log [Al = - pD2 par définition

v
donc - PD2 - log KA = 169 -

1 - y

v
log- = p

1 - y

donc  -pD2+pA=-p

et:

D D 2 = D A + p

Pour lagonisûe:

L'indice pD2 exprire lrffinité agoniste d'un $rbctret pour rm Écepteur, c'est le cologarithte de la

concentration molaire de I'agonisûe pour laquelle le contraction est la moitié de la conhaction nrotdmum.

B) TRANSITINTESTINAL

t Proûrit dÊ éfércoca

I-e I-operanido est pris somrc p,roduit de éffr€oco et t€sté

à la dose de I mg/kg

r M.ofrfrcittaliE

L'extrait e M.oflfrcimlis €st t€sté nrx doace de :

50 - rOO -2f[ -40O Eg/k8

* P.boldtu

L'extrait de P.bldns est t€sté nrx docee de :

50 - 100 -2æ - 400 mg/kg

or
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C) RECEPTEI]RS CHOLINERGIOI'ES

c-I) ACTION DES EXTRATTS VEGETATTX SIJR LE PERTSTALTTSME

INTESTINAL:

Iæs contractions liées au ffristaltisme inûestinal sont mises en évide,nce au niveau du physiographe, les extraits

sont ajoutés direciement dans la cuve à volume de 0,1 ml et leurs effets sont obserr,és, dircctement, vis-à-vis

du péristaltisme inùestinal.

Extraits végétaux:

les doses d'extraits végétaux ajoutées sont exprimées en plante sèche/cuve (50 nl)

al Melissa oficinalis L. :

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

bl Peumus boldtu:

l0 ng/cuve ; 20 mg/cuve; 30 mg/cuve

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

cl AnnruraiculataL.

I mg/cuve ; 5 mg/cuve ; l0 mg/cuve, 50 et 100 mg/cuve

ill Fagua zantlrortlofdes r 'rn. :

I mg/cuve ; 5 mg/cuvo ; 10 mg/cuvo

el EuplorbiahirtaL. :

I mg/cwe;5 mg/cuvo; l0 mg/orvo
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C.tr) INFLI'ENCE DES EXTRAITS VEGETATIX VIS.A.VIS DES CONTRACTTONS INDUITES PAR

LA CARBAMINOYLCHOLINE AU MVEAU DES RECEPTEURS CHOLINERGIOUES.

Au moment du tost, la zubstrnce étudiée est ajoutée dans le cuve souÉl un volure constant de O,l ml. Deux

minutes plus tard, I'agoniste (calbaminoylcholine) est ajouté au boin, cous oe même volume constant de 0,1 ml

et à de.s doses conespondantes:

DE100 : Dose efficece l0O induisant læ % de contraction.

DE50 = Dose efficace 50 induisant 50 % de contraction.

DE25 : Dose efficace 25 induisant 25 % e contraction.

1) Solution de carbaminoylclolfurc:

A partir d'une solution mèro concentrê ù 10 -1 M et per dilution dqns la tyrode, sept solutions de

concentrations différentes sont prépaées et exprimées en M/cuve:

Cl : 10 -2 M/cuve i C2 = 10 -3 M/cuve ; C3 : 4.1C4 M/cuve

C4 : 2. 10 -4 M/cuve i C5 : 10 -4 M/cuve I C6 = 5. 1(r5 M/cuve

C7 = 4.1o-5 M/cuve.

2) Solution de sulfatc d'atropiræ (Antagonisûe

drolinergique de réf&enoe) :

L'atropine est un rategonisto confftitif cholinergique qui se fixe @ifiquemt au niveru des récepteurs

cholinergiques et qui eryêchs l'rcérylcholino ou lr carbaminoylcholine do ee fixer sur oes mêres récepteurs

et de ptovoquer la contrrction do l'organe.

Six solutions do concentrations différ€ntes sont préperéæ, à Frtir d'une solution mère concentrée À 5.-fu

mg/l et expdoéos oo mg/cuve.

Al : 1o-4 mg/cuve i lt2 = 4.1F5 mg/cuvo; A3 = 1(r5 mg/orvc

A4 : 4.10-6 m8/cuvs; À5 = 2.LtG mg/anve i A6 = 1O6 mg/owe.
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3) Extraits test6 vis-à-vis de la contraction induite

par la carbaminoylcholine:

I-a recherche d'uoe activité neuotrope agonisûe ou antagoniste, des extraits végétaux, s'effectue vis-à-vis de la

contraction induite par la carbominoylcholine, les solutions des exhaits sont préparées par dissolution du

lyophilisat dqns la solution dc tyr,ode. [æs doses sont exprimées en plante sèche/cuve (50 ml)

tl Euphorbiahina:

Six solutions de concentretions différentes sont ptéparé€s:

100; 200; 300; {96' 500 et 600 mg/cuve

bl F a g ara za nt lwry bldes :

Quatre solutions de concentrations différentes sont préparées:

100; 200;400; 600 mg/cuve

cl Anrcmraicuba:

Six solutions de concentrations différentes sont péparées:

100; 200; 300; 4gg' 600 et 800 mg/cuve

dl Melissaoficirulis:

Cinq solutions de concentrations différentes sont préparées:

l0O; 200; 300; 4gP mg/cuve

el Pewus boldns

Six solutions de concentrations différcnt€s sont préparées:

?5;5O;,100; 300; 500 €t t00 mg/cuvo

n Funûitr oficirulist

Cinq solutions do concentretions différcotes sont préprrrées:

100; 150; 200; 300 et 400 qg/cwo

4) Extraits test6 vis-à-vis de la conhaction induiûe par

le chlonrre de bsryum.

a) Chlorure do Barlum

Cinq solutions ds concentrations ditrérentos sont pr@réoe ù psrtis d'uos solution-mère dÊ 5.Iô M, et

exprimées en M/cuve:

CBI : 1o-2 M/cuve i CB2 = 3.L(r2 M/cuvo i CB3 = 4.LO2 Mn

CB4 : 1o-1 M/cuvo; CBli =5.1(t.1 M/cuvo.
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b) Paoavérine (Antaqoniste musculotrope):

La papavérine est le produit de référence utilisé pour son activité antagonisle, musculotrope, vis-à-vis du

chlorure de baryum.

Trois solutions de concentretions différentes sont pr@rées à pertir d'une solution-mère de concentration égale

à : 5 . t 0 l  M .

Pl = 1O-3 M/cuve iY|: ttr2 M/cuve; P3 - 1o1 M/cuve

c) Extraits vésétaux:

Peumus boldut:

Trois solutions de concentrations différmtes sont préperées:

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

5) Extraits véqétâux testés vis-à-vis de la oilocsrpine. un

aeoniste cholinerqi$e spécifique aux récepteurs

muscariniques:

a) Pilocarpine:

I-a pilocarpine est un agoniste cholinergique so liant spécifiquement aux récepûeurs cholinergiquas de type

muscarinique et provoqumt, dÊ lr mêne feçon que lr csrbemoylcholine, une contraction du duodé,num.

Cinq solutions de concentrations différent€s sont préperées I partir d'rne solution-mère de concentration égale

à :5 . ro -1  M

PII : 1O-2 M/cuve iPIo = 1tf3 M/cuvo; PI3 = 4.LA4 M/cuve

PI4 = 2.LCl-4 M/cwo i Pïi : 1C4 M/cuve

b) Extreit véqétrl:

Pewnw Boldtts:

Cinq solutions de coceotratioos diff&€ot€s aont préprrécs €t t€stéec visà-vis de la contrection induite par la

pilocarpine:

lfi) mg/cuvo ; 200 mg/orvo ; 300 mg/cuve ; 400 mg/cuve

500 mg/orve.
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REALTSATION CHRONOLOGIQTJE DE LIE)CERIMENTATION.

L'expérimentrtion est réslisée en trois étapes zuccessives:

- Une courbe effetdose de l'action de la carbaminoylcholine, du chlorure de baryum ou de la pilocarpine sur

le duodénum du rat doit être éteblie en premier lieu, afin de vérifier le bon fonctionnement de notre modèle

experimental.

- pans un deuxième temps, I'action d'ua antrgonisle spécifique des récepteurs cholinergiques, et de I'agoniste

utilisé, le sulfaûe d'ehopino et lrr pepevérine, est ébdiée vie-à-vis des contractions induites par I'agoniste

(agent contracturan|. Cetæ deuxième étude doit nous permettre d'évaluer les concentrations en antagoniste

nécessaire pour réduire de 100, 50 et dÊ 25 96 (DI100, DI50 et Dl2lli doses inhibitricss de 100, 50 et25 % de

la contraction de l'agoniste par l'antagonite) la contraction induite par I'agonisùe, ainsi que l'influence de la

DI50 vis-à-vis des DEIOO, DE50 er DE25 (dose efficace de l'agoniste induisant respectivement IOO 96, 50 %

et ?5 % la contraction du duodénum de rat) pour rechercher si cet antagonisme est compététif ou non.

- Enfin, l'influence des extraits végétaux, vis-l-vis des contractions induites par la carbaminoylcholine, le

chlorure de barpm et le pilocarpine, est étudiée, ainsi que la nature d'un éve,ntuel antagonisme suivant le

même proûocole que le produit de éférence.

. Etude de I'action de la carbaminoylcholine sur le

duodénum isolé du rat (agent neurotrope)

Avant l'étude de ls relation effetdosc de le carbaminoylcholine, le duodénum est sensibilisé par I'addition de

0,1 ml de le solution de cuùcninoylcboline lr phu concentrée Cl (5.fO1 M, soit rme concentration de 10
-2M/cuve de caôaminoylcholine).

Un laps de ûempe de 1G'15 secondes est toujours rcspecté après I'addition de la carbaminoylcholine, après

lequel si aucuns contrection n'est coostetéo lg do6e est considérée inférizure ur seuil de la contraction.

Plusieurs essris smt rinsi éalisés, jusqu'à l'obûention de trois contmctions suooessives identiques.

Entre chaqræ e.lei lo duodénum est levé À tr,ois reprises avæ la solution physiologique, puis laissé au repos

pendant trois minutes.

I-a relation effetdose est éreblis I l'aido dÉ sept solutions do carbaminoylcholino précédemmeot péparées, en

ajoutant dans la cuve 0,1 Dl dÊ L solutim considérée, I cherye essri.
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I-es concentrations de cerbaminoylcholine ajoutées rlqns la cuve sont donc: 4.1(f 5 ; 5.fd ; fd ;2.TO
4;4.tO'4; tO-3; 1tr2 M/cuve.

I-a courbe effetdose perret de déteminer la concentration sensible (dose seuille:DS), à partir de laquelle

apparaît la premièrc contraction, meis eussi le concentration induisant un effet maximÂl (DE100). I-a

concentration nécesssir€ ù l'apperition d'une contraction réduile de moitié par rapport à l'effet maximal

(DE50) est également det€rminée par la courùe effetdose.

. Etude de I'ac{ion de la pilocarpiæ et du c}lorure de

baryurn sur le duodénrmr isolé du rat

Le protocole et le méthode d'étudÊ pour ces deur substancos contrecturantes sont lqs mêmes que ceux utilisâs

pour l'étude de la relation effet{oso de la carbaminoylcholine (Paragraphe précédent).

t Inlluence drun antagoniste spécifique des récepteurs

cholinergiqucs, latropine, eÉ dr un antagoniste

mrsculotrope la papaverine :

Avant d'envisager l'influence des antagonisSes vis I vis de la contraction de I'agonisæ, la quantité de I'agoniste

suffisanûe pour prcvoquer un effet maximel (DEl00) est à nouveeu déûerminée, l'expérie,nce étant renouvelée

jusqu'à I'obtention de trois contractions de même amplitude.

L'action de I'atropine est e,nsuiûe étudiée par l'addition de concentrations croissanûes de cet antagoniste,

préventivement à I'ajout de l'egonislo, el ceci jusqu'ù l'obtention d'une inhibition totale des effets agonistiques.

Pour chaque essei, 0,1 ml de I'antagoniste est ajouté d"ns la cuve, deux minutes avant I'apport de la

concentration d'agonisie induisaat unc contraction naxinlle (DEl00).

Les concentrations en rntagonistes, obtenuee ù pcrtir des solutions précéd€,mnÊût préparées et présentes dans

la cuve, sont les suiventes :

* Atrooine:

to-6 ;2.10-6 ;4.rCr6 ; l trs ;4.1Fs i 1tr4 mg/cuve

t Paoavérine:

tO-3 ; tO-2 ;10-1M/cuve
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I-a sensibilité du muscle à l'agoniste est égulièrement vérifiê, par addition d'une dose maximsle d'agoniste.

La concentration en antagonisùe, nécessairË pour réduire de mitié l'amplitude (DI50) des contractions induites

par I'agoniste, est recherchée vis-À-vis de lc conc€ntrations maximale (DE100) d'agoniste puis cette réduction

de moitié est également vérifiée vis à vis des conce,ntretions d'agoniste induisant 50 % et?S % de contraction

(DE50 et DE5).

r Influence des extraits vQétux vis I vis des

contractions induitæ par les rgonisûes:

carbaminoylcholine, Dllggtplne et chlonrre de baryum.

I-a procédure expérimentale utilisée est identique à celle employée pow les produits de référence: atropine et

papavérine.

Chacune des solutions d'extnit végétel précédemment prépsré€s est testée sous un volume de 0,1 ml, ajoutée

deux minutes avant l'apport de le concentration d'agonisùe induisant une contraction maximale (DEl00).

Pour les extraits qui ont monté une activité antagoniste, la dose inhibitrice (DI50) qui réduit la contraction

induite par l'agonisûe de moitié est testée vis-à-vis des doses DE50 et DE25 de I'agoniste qui induisent,

raspectivement, SO % et 25 % de contraction du duodénum.

STATISTIQT]ES

L'homogénéité des variancee, entrt les lots témoinst et cheque lot traité, étant vérifrée par le test de Bartlett,

ainsi que la significetivité obtenu par I'AI.IOVA, les comporaisons statistiques sont réalisées, à laide d'un test

paramètriquo de comparaison multiplo, le test T do Stud€ot.

'ler lotr témim cotlcrpodod eux rrplinrdcr dor cocnctionr ôænrs rvoc l'ryooiro (arrtrnimyfcloliæ)
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C.Itr) RESULTATS:

1) Action des extraits vQ&au sur le transit int€stinal de la souris, in vivo.

Le lopéramide, pris eomme produit de éférence, e montré une activité inhibitrice du transit intestinal,

statistiquement significative, à la dos€ de I mg/kg.

Cette inhibition se retrouve dans le ces de l'extrait & P. boWus à pertir de 100 mg/kg avec un effet dose-

dépendant et nne inhibition msximum I le dose de 400 Egftg. L'extrait de M.oi1cirralis induit une inhibition

du transit nais qui n'est strtistiqrement sigpificative qu'aux doses de 200 ng/kg et 400 mgftg (Fig.l)

$ Action des extraits vQétarx sur le péristaltisme intestinal

al Effet del'extr:lit de Melissa ofrcinalis.

L'extrait de M.of\cirutir e montré une activité inhibitrice vis-À-vis du péristaltisme, d€ base, htestinÂI, c€tte

inhibition n'apparait qu'à partir de lc dose de 5 mg/cuve avec une inhi$i1isa complèæ à 10 mg/cuve. (Enr.1)

bl Effet de Peunw boldus

L'enregistrement 2 nous pernÊt de constater que l'extrait de P.boâus agit aussi bien au niveau de la tension

musculaire qu'au niveau des ondes péristaltiques, à l0 mg/cuve, I'extrait provoque un relâchement de la

tension musculaire, ce relâchemeirt est d'autant plus inportant que la dose est inportanæ jusqu'à la dose de 40

mg/cuve, en mêmo temps l'augæntation de le doso de l'extrait prcvoque une diminution des ondes

péristaltiques qui disparaissent complèæment à 60 mg/cuve.

clEffû d'Amomraiaiata

L'extrait d'Lraiqlata entraîno .no inhibition totele ù partir de l0 mg/orve, cette inhibition ne disparait

qu'apès le levage do l'orgaae.
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Tableau II-E Effet du lopêraniôe et ôeg ertraits de Peumus
boldus et de îtlelissa oftieina-Lis sur Ie transit
int,estLnal, in vlvo, cbez la souris.

Produits Doses
mglkg

T IL*

Moy. ET
t  Dr iub ib -

- i t ion
P

Téuoin Serum
physiologi .

o  r54 utl t / t /

Lopéranide 1 0 r10 80t 0 r 0 0 1

Peumus
boldus

50 o r53 00t NS

100 0 r41 2Lz 0 r05

200 0 r18 66 t 0 ,  001

400 o rL2 77 t 0 ,  001

lfeJ,Jssa
ottieinalis

50 o,47 L4* NS

100 0 ,  40 25t 0 r 0 5

200 o,34 37t 0 ro1

400 o r25 s4t 0 ,  01

* T = trajet parcouru par Ia suspension de charbon
l, = Iongueur totale de Ia portion intestinale



100
S D ' INHIBIT ION

01
N . 1 O

E Serr.,m physiot.
FFI Peunnus botdus

-to-

100 200 4

7 Lopéramtde

Nl [ , ts i tssa cf f  tc inâi is

ô0

ne /kg

i,IIJilæTInllIin vivo. chcz le sourle.



Enregistrement I Effet de Metisso officinatis L, vis à vis du péristaltiçme du duodénumisolé de rat.



100 mg/cuve

Enregistrement 2 Effet de Peumus boldus L, vis à vis du péristaltisme du duodénum
isolé de rat.
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dl Etret de Faeara mntlwrfloides

L'extrait de F.zlwhoxybfdcs r provoqeé, à l0 mg/cuve, une forte urgmentrtion npide et brutale de la ûension

musculaire qui se contrrcte I son maximum, cette contnction no dispareit qu'après le lavage de l'organe.

e) Effet de Euphorbia hirta

L'inhibition du péristaltisæ psr l'extnit végétal d'E.hina np duro Elo quelques secondes et les ondes

péristaltiques réapparaissent svent le lovage de l'organe.
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2- Etablissement de la relation dfet-dose €û la recherche de la DE50 de la

carbaminoylcloliræ

I-a figure 2a nous perret de consteter quo ls dose la phu faible qui p€rnet d'obûenir la plus petiæ et la

prenière contraction du duodénum conespond à 4 1O-5 M/cwe. Lg dose efficece, perrettant d'obtenir, la

moitié de la contrection maximun (DESO), donc le pD2 est d'environ 4. A partir de 1(r3 M/cuve on

obtient une contrection maximum au delà de laquelle on n'obtient plus d'augmentation de contraction en dépit

de I'augmentation de le dose. C'est la dose effrcace à IOO 96, (DEIOO - 1f2 M/cuve) qui sera utilisée

dans toutes les expériences afin d'évalrær l'action des différentes substances t€stées vis à vis de la contraction

du duodénum induiûe psr c€tte concentration

(DE100: Ct).@nr.3)

3- Evaluation et déûermination des dos€s inhibitrices de l'atropine.

A partir de 1O-6ng/cuve, on peut constater le début de l'inhibition de le contraction provoquée par la DE100

de carbaminoylcholine. Cetûe inhibition etùeint 50 95 à la dose de 1G5 mg/cuve d'atropine et elle,est maximale

(à 100 % d'inhibition : DIIOO) I la dose de lOlt mg/cuve (Fig.2b) (Enr.4). Pour l'évaluation de I'activité

antagonisûe spécifique et compétitive, on p€ut observer zur le figure 3 qu'à chaque fois qu'on ajoute la dose

inhibitrice 50 96 d'atropine, on induit une inhibition de 50 96 de la contrection provoquée par la dose efficace

de carberninoylcholine permettrnt d'obtenir 1OO tr, 50 f; ou 25 % &ls contrection du duodénum. (Fig.3)

4- Effet &E.hrru vis ù vis de la contraction du duodénun

induite par la DE100 & carbaminoylcholine.

Aucun effet n'a &é rclané, en ce qui sonecrne l'action de I'extrait vis à yis des récepteurs cholinergiques in

vitro avx doses de 100 l5@ mg/cuve, pff contre à ls dose dÊ 600 mg/cuvc rm effet inhibiteur, significatif,

des contractions r été obeerté.(Fig.a).

5- Effet da F.znnthoryloldes

Aux doocc t€stéG3, do 1æ I 600 mg/orve, .rælm effet n'r &é obec'rvé de l'ætion ds l'cxtreit de Fagara vis à

vis de lr contnction du ûndéoum induito pcr lr carbaoinoylcholino.(Fig.5).

6- Effet & A. roticulan

k figure 6, noru pernet de constctcr qrml'antæitlz €xerpe un effet inhibit€ur ù portir de 200 rng/cuve, cet

effet est très iryortut (t0 tr d'inhibition) nu dtros do 600 €t t00 mg/onre. @ offer inhibit€u se rmnifeste

aussi lors d'un heitomt eo curetif eo ejortent l'oxtnit justo eprès I'rdditiæ do lr calbeninoylcholine.
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CarbaminoYlcholine:

c1 = DoEe Efficace à 1oo t = DEloo = 1o-3lt/cuve

1-+

__L L t_l
l l i r l

l--ï--t i I

s.ro- ut tl*,r" 1o-4M/*u. 2. 1 g-4M/"urr" 4' 1 0'4M/*"u lo-3M/*r," e1 = rot2M/"o""

!
I
I
I

I----i-

I

Enregistrement 3 Effet et relation Effet-Dose de la carbaminoylcholine, vis à vis du
duodénum isolé de rat.

4.10-5M/*""

io'xt*n lo'llu*r.
t.lo{.Y"u". r.to'!ry*o to-{^g/o

tffitl-*Fi"-i-i; H-i
Enregistrement 4 Effet et relation Dose-Effet de l'atropine, vis à vis des contractions du

duodénum isolé de rat, induites par la carbaminoylcholine.
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7- Effet de M. officùtulis

I-a mélisse testéc anx doses de 1(X), 2(X), 300, 469 et IOOO mg/cuve, aucun effet n'a pt être mis en évidence
pour une éventuelle activié inhibitrice de la Mélisse vis à vis de le contraction duodénale induite par la
carbaninoylcholine (Fig. 7).

E- Effet de P.boWus.

a) Effet du P. Doldzs vis à vis de la contraction

induite nar la carbaminovlcholine.

L'extrait de P.boldus e permis d'obtenir une inhibition, de le contraction, proportionnelle à la dose additionnê
dans la cuve en présenco de lc DEl00 de carbaminoylcholine qui provoque la contraction maximmum. Cette
inhibition se manifeste légèrerent à la doso de 100 mg/cuve et atteint son maximnum à 80O mg (DIZO =

Dose rnhibitric.e à 70 %).(Fig.8) (Enr.t. De le mêre façon qu'evec l'aEopine, la figure 9 nous permet de
constater que la dose inhibitrice à,7O % (DI70) entraine une inhibition ù,7O % vis à vis des DE5 @ose
efficace de la caôaminoylcholine à25 %), DE50 er DEIOO, ce qui permet do vérifier l'exisùence ou non d,un

antagonisme.

b) Effet de P. Dollns vis À vis du chlorure de baryum.

I-a figure l0 noru pernet do constater quo lee doces de chlorure de baryrm, egent nusculotrcpe, induisent les
contractions entre 3.10 -2 M/cu.re et 10 -1 M/cuve, evec lr DEIQO = lO1 M/cuve.@nr.6). Ir
papavérine, pris comre antagoniste musculotropc de Éfére,nce, entraine une inhibition proportionnelle à la
dose ajoutée dans ls cuye, tvec le dose inhibitrice maximale DIfOO = ld M/cuve. (Fig.ll) (Enr.Z).

L'extrait de P. boUus provoquo uno inhibition de ls contraction induiûe par le chlorure de baryum à partir de
la dose de 25 mg/cuve cvec h doee naxinrle d'inhibition conespondanæ à 100 mg/cuve.(Fig.12) (Enr.g)

c) Effet du P. Doldns vis à vis de ls contraction duodénale induite oar la eilocarpine
(seonistc muscerinique)

I-a figue 13 mtrre qræ lr pilocerpine cntrains uno contnction du duodénum avec un minimum à la dose de
It4 M/cuvo ca un tnuirum dc 10 -3 M/cuvo lr dell duquol I'augmtrtim dÊ l8 dose 1{r2 M/cuve ne
permet plus d'urymtcr lc conbrctior (Enr.g). L'eddition prévotive, do l'extrait entraino une inhibition

proportionnelle I lr does wcs ut nrxinun I 500 mg/cuve, donc I'extrrit e un effet inhibitour vis à vis de la
pilocarpine. (Fig. la) Gnr. lO)

10- Eff€t lb hauda ofidnalts

L'extrrit de lr funetcrr€ l mnnif6t! un cffct inhibitau vie I vis do lr c@tncti@ dnod&rle, induiûe par la
carbaminoylcholine, cotto inhibition es do€e.d@dant€ ay€c un mrximr nm à h dose de 400

mg/cuve.(Fig.l5).
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,o-lL:,".'- ..io!t'"r",i* f ..,1" ;*1. -,olt *r.j* i.to'l w*""

Enregistrement 6 Effet et relation Effet -Dose de Chlorure de baryum, vis à vis des
contractions du duodénum isolé de rat.

EnregiStremqnt 7 Bff", et relation Effet-Dose de Papavérine vis à vis des contractions
du duodénqm isolé de rat, induites par le chlorure de barptm.
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I
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Enregistrement E Effet de Peumus bold.usL, vis à vis des contractions du duodénum
isolé'de rat, induftes par le chlorure de baryum.
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Enregistrement 9 Effet et relation Effet-Dose de Ia pilocarpine vis à vis du duodénum

isolé de rat.

Enregistrement 10 Effet de Peumus bold,us Z, vis à vis des contractions du duodénum
isolé de rat, induites par la pilocarpine.
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a)

c-rD coNcLUsIoN

L'ensemble des résultats obûenu ont permis d'évaluer I'effet et I'activité des différents extraits végétaux

(Iableau II-l)

d'une part, vis-à-vis du transit inæstinal, in viw, et du péristaltisre intestinel , in vitro, Ainsi ce

dernier est réduit voire snrp'priné par l'addition des extraits de M.oifrcirnlis, A.raiculata ou P.boldus, en

même terys les extraig e M.oltcinalis et & P,bolùts rcleûtiss€,nt d'une façon sigpificative le transit

intestinal, quand ils sont qdministrés en péventif, ces résultats peuvent expliquer, en partie, l'attribution d'une

activité antispasmodique à ces trois plantes dans les différe,ntes indications en bibliographie. Vis-à-vis du

péristaltisme in vitro, E.hina n'a ç'une action inhibitrice très bève, par contr€ l'extrait de F.zantlwryloides

augmente aussi bien la tension que l'amplitude des ondes péristaltiques.

D'autre part, vis-à-vis des récepteurs cholinergieues, ninsi I'atropine, pris comne antagoniste de

référence, a montré, d'une part une sctivité inhibitrice et d'autre part une rctivité antagoniste compétitive,

puisque la dose inhibitrice à 50 S e induit 50 S d'inhibition vis à vis des trois doaes principales de

çsôsminsylçftqline (DE10O,DE50, DE5). Certaios des extraits végétaux Btés, M.oficinalis et

F,ztwhoryloides n'ont monté aucune influencc vis-à-vis de la contraction du duodénum induiùe par la

carbaminoylcholine, d'autres ont entrainé une inhibition dose dépendante, rinsi E.hirta à 600 mg/cuve,

A.raicuhta à 800 mg/cuve, P.boldus * F.oficimris à 200 mg/cuve ont entraîné de fortes inhibitions de la

contraction duodénale induiæ par la carbaminoylcholine. L'extrait de P.boldus, testé vis à vis d'un agent

contracnrant musculotrope (le chlorurc de baryrm) a également monté une activité inhibitrice mais à des

doses plus importantas par rapport à celles utilisées en présence de la carbamiaoylcholine, ce qui laisserait

supposer que I'extrait de P.bodw aurait pluttlt une ectivité antagoniste de type neurotrolre, vis à vis dss

récepteurs cholinergiques, que muscuhorope.

Afin de déterminer le nature de cet antagonisre vis I vis des récepteurs cholinergiques, on e pt mettre en

évidence, de lr mêre façon qu'evec I'atrcpine, le comportemt de le DI50 do l'extrait & P.boldttc vis-à-vis

des DE25, DE50 et DEl00 de la carùsminoylcholine et les résultats obtenus nous l,ermetûent de zupposer que

cette inhibition, 8u mêre titre que celle observée avec I'atropine, est un antagonisme de type compétitif.

L'extrait de P.boAILe, testé viE I vis de lr contrection induite per la pilocarpino (agoniste nuscarinique) a

entrainé uno inhibition des contrsctions; Cee inhibitions sont égalemt coryétitives er analogues à celles

obænues evec dp I'stropino, ceci démontrrc lr ryécificité do l'rctim dc l'qtrait végétel vis ù vis des récepæurs

muscsriniques.
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b)

Tableau tr-l Table_au récapitulatif des résultats obtenus sur l'évaluation des effets des extraits
végétaux vis à vis des récepteurs cholinergiques.

PRODUITg ÎESTES RESULTAIS coNcLugroN

AIROPIItIE l1{HtErTtor{ coMPElEltV

rALto^Tlot't oE LA

IECHr'ilOUt
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ACItVtTE
Arr l rgtgMootouE

ilttolouEE DAr{3
LA IRAOII IOT{ LIEE A

UX AUTFE UECANIgME

F.ZAr ' t IHOXYLOtDEg PAIg O'EFFETg

AXALgESIE
PERIPHERIQUE

uAtS Ff,s o'AcllvtTE
A1{ l r9rSMODtQUE

E.HIRTA
LEOEF EFFE Î

INH IB I lEUF

LEOERE ACT IV ITE
ANlrgtgMOOtOuE

L IEE  PROBABLEMENT
AUX EFFETS

ANALOESIOUES

A.RETICULATA

. l

F.OFFlCr l rALtS

rNHtBtl torr

CONFIRMAÎION OES
tNorcATtoNS

AIBLIOORAFHIQUES

PEUHUS BOLOUS

EFFEl ITI IHIBITEUR
DE TYPE ATFOPINE ET

APIYEFIT{E

EtFEl tNr{ t ! tTEue
xuScAnrilrouÉ

CONFIRIIATION DES
r1{otc^ l toNg

BIBLIOgSAPHIOUES
ET I I ISE E1{ EYIOET{CE

o 'ux  EFFE l  SPECtF tOUt
E1 COIIPEIETIF
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D) RECEPTET'RS HISTAMIMOT'ES

D-1) INFLITENCE DES EXTRAITS VEGETAUX VIS A VIS DES CONTRACTIONS INpUTIES PAR

L'HISTAMINE AU NTYEAU DES RECEPTEURS HISTAMIMOT]ES.

Au momeirt du !est, la srbstance étudiée est ajoutée dsns la cuve sous rm volume constant de 0,1 ml. Deux

minutes phu terd, I'agonisûe (hietemine) est ejouté au brin, sous oe mêre volume constant de 0,1 ml et aux

doses zuivantes :

DE100: Hl : Dose efficaco 100 induisant læ % &' contnction.

DE50 : Doso efficace 50 induisant 50 % &' contraction.

DEllS : Dose efEcsc€ 25 induisrnt 25 % &' contraction.

1) Solution d'histamiæ:

L'histamine e une action neurotrope, par sr fixation ru niveeu des récept€urs histaminiques provoquant un

effet contracturant de I'iléon isolé de cobaye riche en récepteurs histaminiques (Hl et lI2). A partir d'une

solution mère concentrée à 5. 1(r3 M et par dilution dens la tyrode, neirf solutions de concentrations

différenùes sont péparées et exprimées en M/cuve:

Hl : 2,5.1(16 M/cuve i \li| = l,?5.Lo6 M/cuve

H3 : 6,É.Lcr7 M/cuve; H4 : 5.107 M/cuve

H5:3.1f7 M/cuve i H6 = 2,5.LC7 M/cuvo

EO : I,E.Lcr? M/cuve; Hg : 2,5.Log M/cuvc

H9 : 1,25.1cr8 M/cuvo

2) Solution & dexcùlorpbénirnmiræ (Folaramine) (Antngonisûe histaminique Hl

dc r{férmoe)

Sept solutior dc mErtions ditré,r€ûleo sont prépnréæ, à portir d'uno colutim mÈ,re concentr,ée à 5 g/l et

exprinéoo co n3/orvo.

Pl :5.1f2 mg/cuvo iV|= 5.1C4 mg/cwo

P3 : 5.1f5 mg/orve i P4 - 5.196 mg/orvo

P5 : 5.1f7 mg/orve; P6 : 5.1c9 mg/orvo.

P7:5.1f9 mg/orve.
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3) Solution de prométlrazine Ghenergan) (Antagonistc histaminique Hl de

référence)

Cinq solutions de concentrations différentes sont péparées à partir d'une solution mère concentrée à2,5 gll et

exprimées eo mg/cuve.

Phl = 2,5.[fL mg/cuve iPh2 = 2,5.Lo3 mg/orve

Ph3 : 2,s.Lcfs mg/cuve; Ph4 : 2,5.Lo7 mg/cuve

Ph5: 2,5.LTB mg/orve.

4) Extraits tcst6 vis à vis de la contraction induite par l'histamirc

I-a recherche d'une activité agonisûe ou antrgoniste, des extraits végétaux, s'effechre vis-à-vis de la contraction

induite par l'histamine.

$ Euphorbiahirta

QuinzÊ solutions de concentretions difféæn3es soût pr@r6€s, 1nr dissolution du lyophilieat dans la solution de

tyrode:

7.LO'4; 3,5 1f3 ;  l ,?S.LCf2 ;2. tA2 ;2,5.LO2

2.LO-2 ; 0,5 ; 1 ;2 ; 4 ; l0 ; 16 ; 2O ; 40; 80 mg/cuve

bl Fa gara zilttlwryloidâ.

Huit solutions de concentrrtions différenûe sont pr@rées:

0,1 ; 0,4 ; 25 ; 50 ; 100 ; 200 ;'lQg ; t00mg/cuve

cl Esdtsdtoltzia @lilt tiæ,.

Onze solutions ds conceotretims différcoûes sont préperéos:

0,0621;0,1 ;0,16 iO,É i  0,5 ;0,ô0

1 ; 1,6 i 1,2;6,4; ô0 mg/cuvo

i[l Futnsla oiùcirulis.

Dix solutions de conccotntions différato eont prfirées:

0 ,O l  ;0 ,1  ;0 ,4 ;  25  ;  f l ) ;  t0

100;200; 'fæ; t00 mg/orvo

el Melissa ofrcttulis

Neuf solutions do conceotretions différ€ûtca sont préporécs:

0,1 ; 0,4 t É ; 5O ; t0 ; 100 ; 200 ; 400 ; t00 mg/cuvo
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REALISATION CERONOLOGIQI]E DE LIEXPERIMEIÏTATION.

L'expérimentation est réalisée en trrois étepes næcessives

- Une courbe effadose de I'rction de l'histamine zur l'iléon isolé de cobaye doit etre établie en premier lieu,

afin de vérifier le bon fonctionnement de notre modèle expérimtel.

- Dans un deuxièæ tenps, l'action do deru( rnûegonisûee spécifiquos des réc€pteurs histeminiques, le

Phénérgan et le Polaramine, eS éûdiéo vis I vie des contrrctions induites par l'histamine. Cettê deuxième

étude doit nous permethe d'évducr les concentntiong a anûegonistes nécessaires pour réduire de 100, 50 et

de 25 % (DIl00, DI50 et DI25 doses inhibitrices de 100, 50 et 25 % da l^ contraction de l'histamine par

I'antagoniste) la contrection induiæ par I'histamine, einsi que I'influe'nce de la DI50 vis à vis des DEl00,

DE50 et DE25 (dose efficace {s l'fuistsmine induissnt respectivement 100 96, 50 % et?S % la contraction de

l'iléon de cobaye) pour rechercher si cet antagonisnÊ €st compétitifou non.

- Enfin, l'influence des extraits végéteux, vis-à-vis des contractions induites par l'histemine est étudiée, ninsi

que la nature d'un éventuel antegonisme suivrnt lo mêæ pnotocole que le produit de éférence.

. Etude de I'action de I'histamine sur liléon bolé de cobaye.

Avant l'étude de lr relation effadoae de l'histemine, l'iléon est sensibilisé par addition de 0,1 ml de la

solution de l'histamine le plus concentrée Hl (1,5.10-4 M, soit une concentration de 2,5.A6 M/cuve

d'[istqmine).

Un laps de æmps do lù15 sccondÊs est loujours respecté aprés I'rdditim ds I'histamine, après lequel si

aucune contraction n'est constatés L dosÊ esû coûsidéféc infèrieure ur souil de le contraction.

Plusieurs essais sont rinsi réalisés, jusqu'l l'obtention do trois contrrstions srcc€ssives identiges.

Entr,e chaque ess.i I'iléon est llvé I Eois rÊpriEÊs rvæ h solutioo physiologiqrn, puis laissé au r€pos pendant

trois minutee.

I-a relation effetdæo est éfablie I l'ridc des solutions de l'histamine précédemmcnt prépaées , en ajoutant

dans la cuve 0,1 Dl do b solution consideréc, à chaquo essri.
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[æs concentrations do l'histamine ajoutées dqnn la cuve s<)nt donc:

Hl = 2,5.1(16 M/cure i EI|:1,25.106 M/cuve

H3 :6,?5.Lcr7 M/cuve; H4 : 5.197 M/cuve

H5 = 3.1f7 M/cuve ; H6 : 2,5.LCr7 M/cuve

H7 : l,?S.Lcr7 M/cuve; HB : 2,5.Log M/cuve

H9 : 1,5.1cr8 M/cuvo.

I-e courbe effetdose perret de déterminer le concentretion sensible (dose seuille : DS), à partir de laquelle

apparait la première coatrrction, neis aussi le concentrcti@ induisant un effet naxinal (DE100). Ij

concentration nécessaire à l'apperition d'une contraction réduiæ de mitié psr râpport à l'effet maximal

(DE50) est égalemcnt déternioée per le courbe effetdose.

r Influcnce drantagonisûes spécifiqucs des écepteurs

histaminiques (El), la Polaramire et le Phénergan.

Avant d'envisager l'influencc dos antegonistee vis I vis de le conraction par l'agoniste, lrr çtantité de

I'agonisûe suffisante pour provoquÊr rm effel naxinsl (DEl00) est à nouveau déterminée, l'experience étant

renouvelée jusqu'à I'obtention de hois contractions de mêæ anplitude.

L'action de la polaramine ou le phénergan est ensuite étudiée par l'addition de concentrations croissantes de

cet anûagonisùe, préventivement ù I'ajout de I'agonisûe, et ceci jusqu'à I'ohention d'une inhibition totale des

effets agonistiqu€s.

Pour chaque essai, 0,1 ml dc L conccntration considérée est ajouté dens l8 cuvo, deux minutes avant l'apport

de la concentretion d'agonisûe induieent une contraction naxinale (D8100).

Les concentrations en rntagmistee, obteouos ù psrtir des solutims préoédemnmt prépsré€s et présentes dqns

la cuvc, sont lcs qrivanûes :

. Polrramiæ:

Pl - 5.1(f2 mg/anvo iY2:5.1c4 mg/cuve

P3 = 5.1f5 mg/orvo i P4 = 5.1Cf6 mg/orve

P5 : 5.1f7 mg/cuvc; P6 - 5.1C9 rng/cuvo.

Yl :5.Lû'9 mg/orvo.



-t7t-

'Ph6rcrgan:

Phl - 2,5.L(fL mg/cuve ;Phl|:2,5.LO3 ng/cuve

Ph3 : 2,5.1(f5 mg/cuve i Ph4 - 2,5.LO7 mg/cuve

Ph5: 2,s.L]l-g mg/cuve.

La sensibilité du muscle à l'agoniste est régulièrement vérifiée, par addition d'une dose maximrle d'agoniste.

I: concentretion en antagoniste, nécesseir€ pour réduire de mitié I'amplitude (DI50) des contractions induites

par I'agoniste, ect ræherchée vis à vis de lr concentretion marimde (DE100) d'agoniste; c.ette réduction de

mitié est égelemt vérifiê vis à vis des concentntions d'agoniste indui$nt 50 7o û 25 Yo de contraction

(DE50 et DE5).

t Influcnce des extraits v$étaux vis à vis des contrac{ions induites par

l'histrmine.

[: procédure expérimentale utiliséo est identique À celle eryloyée pour les produits de éférence: Polaramine

et Phénergan

Chacune des solutions d'extreit végétel prÉcédenm€nt préparéæ est testée s<)us un volure de 0,1 ml, ajouté

deux minuûes avant I'apport de la concentretioq d'rgonistc induisant une contraction Eaximele (D8100).

Pour les extraits qui ont mnté rme sctivité antrgoniste, le doso inhibihice (DI50), qui réduit la contraction

induiûe par l'agoniste de moitié, est testê vis I vis dÊs doses DE50 et DE25 de I'agonisûo qui induisent,

respectivemerit, SO % er25 % de contraction de I'iléon.

Statistiques

L'homogénéité des vsrianccs, GntrË leo lots téminsr ef cha4re lot trrité, éfant vérifiée par le test de Bartlett,

les comparaisons *atistiçrcs soot rédiséee, I lEide du test T de Stud€nt.

. lec htr tlnofu coniqordra E nfbOer dcr coErlir oDarrl rvæ l'rjÉo (Hïtm6o)
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D-2) RESTTLTATS

1) Etablissement de la relation effetdose et la r€cherche de le DE50 de I'histamine

I-a figure 16 nous permet de consteter que la dose ls plu faible qui perret d'obtenir la plus petite et la

première contraction de l'iléon corlespond I 1,25 1O-8 M/cuve.

I-a dose effrcace, permettant d'oblenir, la mitié de le contraction mexirnum (DE50), donc la PD2 est

d'environ 2,5 LCiT M/cuve. A partir & 2,5 106 M/cuve on obtient une contrection Deximum au delà de

laquelle on n'obtieot plus d'urgmtrtion dps contrsctions en d$it de l'augmeirtation de lr dose.

C'est la dose effrcsco À IOO %, DEIOO = 2,5 106 M/cuve qui sen utilisée pour toute la suite des

expériences afin d!évaluer I'action des différentes srbstances ûesté€s vis à vis de la contraction du duodénum

par cette concentration (DEl00 = CHI).(Enr.f f)

2) Influence d'antasonistqs spécifiques des réc€Nrteurs hisùaminiques (Hl). le

dexchlomhéniramine (Polaramine) et le orométhazine (Phénersan).

a) Le dexchloralr&tiramirc.(Polaraminc)

Iæ dexchlorphéniramins est rm antagoniste spécifiçe des réc€pteurs histaminiqæc (Hl) qui empêche

l'histamine d'agir et de provoquer le contraction d€ l'iléon.

A partir de 5 1f9 rng/cuve, on peut constst€r le début dc l'inhibition de la contraction provoquée par la

DE1OO de I'histamine. Cetûe inhibition atæint 50 96 I l8 dose & 5 1(r5 mg/cuve de dexchlorphéniramine et

elle est meximale O IOO 95 d'inhibition - DIIOO) I h do6o dÊ 5 1O-2 mg/cuve.(Fig.17) (Enr.12).

L'antagonisre de la dexchlorphâiramine, vis à vis des r6cepteurs I I'histamine, est compétitif puisque la

DI50 de l'entagonieto pûovoquÊ rne inhibitiorn & 50 % vis ù vis des doeês, do l'egonisto, induisent 25 %, 50

% et 100 96 decontrrction. (Fig.lt) (Eff.12)

b) Lr pmûhaziæ (Phéncrgur).

I-a prcméthrzinc crt rm ratrgonisto entihistatninigw, dÊ éférence, spécifiqw aux récepteurs histaminiques

(Hl), qui 8'q4roeo I lr fixetio & l'histemino eu nivesu do ces réccptaro donc à lrr contraction de I'iléon in

itro.

La figure 19 nous pc,rnÊt do constctêr quÊ lr prométbezine e un effet inhibitflr vis I vis de la contraction

induiæ par l'histemino, cet efret inhibitar est doce d@dante, il commcs I lr dosc do 2,5 fg mg/cuve

evec un effet maximum à lr doco & 2,5 19 -1 
4g/orve

Cette inhibition est coq4itivc, puicqu'on peut co*rncr nr le figurc 20 qn lr DI50 do lr prométhazine

provoquo l'inhibition 150 tr dGs DE15 ,50 €t 1æ de l'histrmirc.
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ù"t.tro",

[1 = Dose Efficace à toO

r l

t,zs lo-8

t  =  DE'OO 2 rS to-6U7cur"; i -_

Enregistrement 11 Effet contracturant et relation Effet-dose de l,histamine, vis à vis deI'iléon isolé de cobaye.
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3) Influence des extraits végéteux vis à vis des contmctions induites por l'histemine.

a) Effeû &Euphoùla Étrt4 vis-l-vis fu contractions de l'iléon, induites par

Ihistamine.

Aucun effet inhibiteur vis à vis de le contrrction de l'iléon, par I'histamine, n'r été obsené aux différenæs

doses utilisées; cependant une légèrc rédrrction de la contraction, vis à vis de la DE100 de l'histamine, t été

constatée à la dose de 1,251(f2 mg/cuve (réduction dË 20 %).(Fig.2l ûX2)

b) Effet ib Fagam unthoxybfdes vis I vis des contractioru de liléon, induit€s

par l'histamine"

L'extrait de Fagara n'a aucun effet vis à vis de la contraction do l'iléon, induiûe par l'histamine, aux

différenùes doses utilisées.@ig.23)

c) Effet ib Eschscholtzia nlitonica vis à vis des

conhactioru de liléon, induitc par l'histamirc"

6,4 mg/cuve est le seule doso ayant provoqué uoe faible réduction do le contrrction de I'iléon, par l'histamine,

(2O %> I'ensemble des doses testêo n'ont induit aræun chaogeænt au niveau de la contrection de I'iléon.

Gis.2a a?5)

d) Effet &Fwnda olficbults vis à vis dcs contractions

de I'iléon, induiûes por I'histanina

L'extrait & Fwuria oi\dtulitt n'r $rcun effet srr le contraction dE I'iléon, hduiûo par l'histamine, aux

différe,nûes doecs t€stécs (EiS.26)

e) Effet ibMcttss olffirclts vis I yis dei

contrrctiorc dG liléon, induiûca pu lhistamine.

Iæs différcûtcr docos dê I'extrrit & Melissa oficinalh, utilisées, n'ont meaifosté eucrm effet vis à vis de la

contraction dÊ I'iléon induitê per I'histamine. (Fig.27)

D-3) CONCLUSTON

IÆ dcrrx prcduits ds éféscocc utililé1, I srvoir lc dcxeilorphéninnine @olrrunins ) d lc prométhezine

(Pbâcrgrn) ont induit rms ætivit6 inhibitricc ryécifiçrc et cory&itivo, vir I vis dÊ lr cmtnction de l'iléon,

induiûc per l'histanino. Pgr coûtro les diffétute srtrrits végétrux,ânluéc drns ce t€d, tro nous ont pas permis

de mettre en évidcoce uno astivité sntihistsminiquê aux différ€ûtcs doaee utilisé€r.
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E) RECEPTET]R,S OPIACES

E.1) INFLUENCE DES HffRAITS VEGETAI.IX VIS A VIS DES CONTRACTIONS

INDIITTES PAR LES STIMIJLATIONS ELECTRIOI.'ES. METTANT EN JEU

LES RECEPTET'RS OPIACES. AU NTVEAU DE L'ILEON ISOLE DE

COBAYE

Au moment du test, la substenco éFdiée est ajoutée dans la cuye sous un volume constant de 0,1 ml:

- Pour la recherche d'une activité rgoniste à la morphiæ, typc morphinelike

(morphinornimetique).

t En préventif : Deirx minutes event le d$ut dÊs stimulations électriques qui sont mginteau€s

pendant, au moins uno minute.

* En curatif : Deux minutec après le début des stimulations élechiques, qui sont également

maintenues pendant au mins une minute.

DI100 : Dose inhiliçiç6 100 entraînant læ % d'inhibition des conhrctions induiSes par les stimulations

électriques

DI50 : Dose inhibitrice 50 €ntraimnt 50 f d'inhibitim des contractions inôdtes par les stinulations

électriques

DD5 : Dose inhibitrico 25 entraînent 25 fi d'inhibition des contrections induites par les stimulations

électriques

- Pour la rcchcrcbe d'urc activité antagonisûe I la morphine typc naloxone-like

(morphinolytiquc).

t En prtvcntif : Dqrx minutes rprès le d&rt dË lr stimilsti@ élætriçre et d€ùx minutes avant

I'injection dc b mphino (DIl00), les stimilstionE élæhiquec cont meintenuos deux minutes après I'injection

de le mrphino.

* En srratif : çetro minutls eprès lo débu3 dcr *iruletimr élccbiços eû deux minutes après

I'injection de lr mrphino, la stimulstioûr électriquæ emt égrlemt mainteoue danx minutes apràs

I'injection de la mrphine.
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Solution de la morahiræ:

La morphine e uno action inhibihice vis à vie des contractions induites par la stimulation électrique par sa

fixation au niveau d€s réc€pterrrs opircée eu niv€ûr de l'iléon isolé de coboye riche en écæpt€urs opiacés.

A partir d'une solution mèrc concentréo à 200 ng/l et par dilution dans la tyrcde, huit solutions de

concentrations différentes sont prfperées et exprimées en mg/orve:

Ml:1o-5 ng/cuve i  M2:2,5.Lcf4 mg/cuve

M3 : 5.1f4 mg/cuve; M4 = 1(r3 mg/cuve

M5 : 1O-2 mg/cuve

Solution de Naloxone (Antagoniste opiac6):

La naloxone est rm antagoniste spécifiquo do lr mrphine, elle egit eu nivesu des récepteurs opiaés en

antagonisant spécifiquement et compétitivemt les mléculec de la morphine et en empêchant son action. Au

cours de nos r€cherches, les dosee, de neloxone, recherchées sont celles permÊffent, en péventif (injectées

avant la morphine) et en curetif (injectées eprès la morphine), de zupprimer l'effet inhibiteur maximum

(DIl00) de la mrphine, complétement (DEl00), do noitié (DE50) ou de quart (DE2t.

Sept solutions de concentrations différ€ûtcs sont pr@rées, I pertir d'une solution mère concentréc à 400 mg/l

et exprimé€s en mg/cuve.

Nl : 4.1f2 mg/cuve i N2 = 2.LC2 mg/cuve

N3 : 8.1f3 mg/cuve; N4 - 4.1C3 mg/cwe

N5 : 1o-3 mg/cuve; N6 = 8.1C4 mg/cuve

N7: 8.1f5 mg/cuvo

Extraits test& yis I vis de b contraction induiûe par

la stimulation électriqrr:

I-a rcch€rcbÊ d'uno rctivité ryonilo ou aatrgmisûc, des extrrits végétaur, s'eff€ctno, respectivement, vis à vis

de la contnction induitc pcr lÉ sinulstions élæriquoo et vis t vis dÊ I'inhibitim des stimlations élechiques

provoquécs pcr le morphinc.
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r Fagara znthorybidts.' qustre solutions de concentrations différentes sont péparées: .

4 ;8 ;20; 80 mg/cuve

* Esdtscllrllnia ælifornica: deux solutione de concentrations difféæ,nt€s sont pr@rées:

50 et 100 ng/cuve.

* Fwnaria oifrcinolis: deux solutions de concentrations différentes sont préperées:

25 er,50 mg/cuvo

* Anrntu reticuhra: cinq solutions de concentretions différentes sont prépades:

0.1; l; 10; 50 et 75 mg/cuve

+ Euplwrbia hirta z se,pt solution d'e concentrrtions différcût€s sont préparées, par dissolution du

lyophilisat dans le solution de tyrode:

En prtvmtif:

0,01 ; 0,05 ; 0,075 ; 0,1 ; 0,5 ; I ; l0mg/cuve

En curatif:

0,1et I mg/cuve

* Bupr{norphine (fsngêic):

I-a Buprâorphine (Iemgésic) est un rntegoniste mrphiniquo, pris comme produit de éférmce, aux doses de:

0,003 ; 0,3 ;0,5 et I mg/orvo

* Trimébutine (Deàridat): qnrtr€ solutions de conceotntionc différcotes sont prfirées:

0,01 ;0,1 1O,25 â 0,5 mg/cwo.

* Atropine: (sulfaûe dr) trois solutions do concentrations différ€ûtlo eont préparéea:

0,001 ; O,Ol €t 0,1 mg/cwe.

t Plr9lvérin: deur colutions de cmcmtretions différmûÊs sont pr@rées:

0,01 ;0,1m3/orvo.
I Polanmim: qurtrc solutimr do coccotntions diffetatc. cont pr@récs:

0,001 ; 0,0C[2 ; 0,01 Gt 0,05 mg/onro.

r Tagamct (Cim4idine): tnois solutions ds concentretions différentos sont pr+orées:

tO-6 ; tO-3 et 5.1f2 mg/orvo.
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REALISATION CIIRONOLOGIQTJE DE LIE)CERIMEI\ITATION.

L'expérimentation est réalisée o trois étepes srccessives

- Une courbe effet{ose de l'ection de lr mrphine sur l'iléon isolé de cobaye doit être étsblie en premier lieu,

afin de vérifier le bon fonctionnemt de nohe modèle expérimentel.

- pans ua deuxière temps, l'action d'rm antegoniste spécifiqre d€s éc€pteurs opiacés, lrr Naloxone (Narcon),

e"st étudiée vis À vis de I'inhibition de la mrphine sur des contractions induiûes par les stimulations

électriques. Cetùe deuxième étude doit nous permettre d'évaluer les concentntions en antagonisûes nécessaire,s

pour réduire de 100, 50 et de 25 % (DEIæ, DE50 er DE25 doses efficaces de l'antegonis3e qui restaure,nt les

contractions, supprimées per lr DIf@ de le mrphine I 100, 50 et 25 %) l'effer de la dose inhibitrice

maximqle (DI100) de le mrphine vis à vis des contnctions induiùes per lee stimulstions.

- Enfin, I'influencs des extreits végétaux, visù-vis dee contrecti@s induiùæ pr les stinulations électriques,

est étudiéo, ainsi que la naturo d'un éventræl antagonisme suivant le nêre protocole que le produit de

référence.

I Etude de I'action de la morphine sur les contractiors

induites par les stimulatiore électriques de I'iléon

isolé de cobaye.

Un laps de ûerys dÊ fù'15 sæondes est toujours respecté eprés l'addition do l'agonisæ ou de l'antagoniste,

après leqræI, si urcun offot n'ost constrté lr doco est considér6o infàicurs eu seuil do lr dosc efficace ou

inefficace.

Plusieurs æseis Emt rinsi râlisés, juequ'l l'obteotion dÊ trois effeæ successife identiçes.

Entre chequo Gsi l'ilém est hvé I trois r€pris€s evec lir solution phyaiologiquc, puis hissé au repos pendant

trois minutes. Ir relrtim offetdmo oc âablio I l'rido dcs solutimr do lr norphino précédommt péparées,

en ajoutant dsûs L on'e 0rl rnl do lr solutio consid€réo, I c@no oscri.

Les concÆntrrtions de lr norphim qioutécs drns lr cuvc sm3 d@:

Ml = 1O-5 mg/cuvs i M2 = 2,5.L94 mg/orve

M3 : 5.1f4 mg/orvo i M4 = 1(r3 mg/cuve

M5 = 1o-2 m3/orvo.
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[: courbe effet{ose pernet de déterminer le concentration se,nsible (dose seuille:DS), à partir Ae hquelle

apparaît la premiére inhibition, meis aussi la concentration induisant ua effet naximal (DI10O). Iâ

concentration néc€sssirÊ à l'apperition d'uns inhibition réduite de moitié per rapport à l'effet meximsl (DI50)

est également deterninée per le couôe effetdose.

r Inlluenæ drantagoniste spécifique des réceptars opiac6, ln naloxone.

I: naloxone est edditionnée dsns ls cuve de danx façons:

r'En préventive:2 minutes avant l'addition de la morphine, et pendnnt les stimulations électriques.

* En curative 2 minuto après I'addition de la morphine.

La naloxone est égalemeot utilisée, evæ les extraits qui ont monté une activié mrphinomimétique, pour

vériher la spécificité ou non de l'extreit vie ù vis dÊs récepteurs opiacés suivant le même proSocole qu'avec la

morphine.

Un laps de temps de lGl5 secondes eot toujours respocté eprèc l'addition de l'antagonisto, eprès lequel si

aucun effet n'est constaté la do6e est considérrée infèrieure eu seuil de lg doce efEcsco.

Plusieurs essais sont sinsi réslisés, jusqu'à l'obtention de trcis effets succ€ssifs identiques.

Entre chaqræ esssi I'iléon est lavé à hois rcprises ovec lrr solution physiologique, puis laissé au repos pendant

trois minutes.

Ls relation effetdoso est établie à l'eide des solutions do la naloxone précédemne,nt préparées, en ajoutant

dans le cuve 0,1 ml de le solution considerée, I cha4æ essei.

[æs concentrations de lr nrloxone ajoutées dsns lr cuve sont donc:

Nl - 4.1f2 mg/cuvc i N2 = 2.LA2 mg/cuvc

N3 : 8.1f3 mg/orvo i N4 = 4.1c3 mg/cwe

N5 : 1o-3 mg/orvo; N6 = t.lctt mg/cuve

N7 = 8.10-5 m3/orvc
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r'Influence des extraits v€6arx vis à vis de la

contraction induite par la stimulation électriqæ:

Un laps de ùemps de 10-15 eæond€s est ùoujours respecté eprés l'eddition de l'exhait végétal ou de la

substance ù tester, rprès lequel si arærm effet n'est consteté lr dos€ ect considérée infèrieure au seuil de la

dose effrcace ou inefficrce.

Plusieurs esseis sont ainsi râlisés jusqu'à I'obtention de trois effers succ€ssift identiques; dans le cas de

l'extrait végétal et pour éviter des problèm de tolérance de l'iléon isolé de cobaye, obserr'é eu cours des

expériences, vis à vis de I'extrait utilisé, chaquo organe est utilisée pour une seule dose et pour trois qssais;

par contre pour les substances synthétiques plusie,urs doses sont testé€s sur le même iléon pélevé.

Entre chaque essai l'ilôn est lavé à trois reprises avec le solution physiologique, puis laissé au reF)s pendant

trois minutes.

[: relation effetdose est érablie à I'sidÊ des solutions de l'extrait végétal ou des substances à tester sur

plusieurs iléons prélevés après que I'extrait eit mnté une activité inhibitrice vis I vis des contractions

induites par les stimuletione électriquee, en ajoutant danr lr cuve 0,1 ml de lc solution considèrée, à chaque

essai.

srarrsrrQltEs

L'homogénéité des variances, entne les lots téminst et chaque lot traité, étant vérifiée par le test de Bartlett,

les comparaisons statistiços sont résliséet, I I'rids du ûest T de Student.

. hs btr tÉnnlr coaufaH r rfbdr 5 cffr oDûrnr rvæ b ôddc €ectrlçr.
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E-tr) RESULTATS

1- Effet de la morphine et recherche de la DE50 et de la ID2, vis à vis des contractions

induites par stimulation élcctriqræ.

I-a figure 2t aous peræt do consteter le relation effetdose de la morphine sur I'iléon isolé stimulé

électriquement, à partir d€ 10 -5 mg/cuve svec rm effet inhibiûeur totel à la dose de fd mg/cuve, la DE5O

de la morphine est de 25 10 -5 mg/cwe lg vele,ur de la PD2 est de (colog 25 ld ).Gû.14)

2- Effef de h naloxoæ (antagonisûe moryhiniqrrc) et rechcrcle de h DI50, vis à vis des hhibitiorur, pù

la morahine, sur les contrac{iors induiûes par stimulation électrique.

Sur la figure 29, on peut constater qu'aussi bien en curetif qu'e,n péventif, l'effet de la naloxone vis à vis de

I'inhibition, produite par la mrphine, est le mêre. Cet antagonismo, vis à vis de la morphine, est obtenu,

dens c€s deux cas aux mêres doses; ninsi l'effet de la naloxone qommÊnoe à partir d,e 8 1ÏI0 mg/cuve avec

une DI50 È 10 -3 mg/cuve et ua effet mrrimurn ù 4 1O3 mg/cuve, I'effet reste le même en augmentant le

dose de la naloxone.@nr.l5)

3- Effet des extraits vQétarr testê vis à yis de la contraction, induite par la

stimulation dectrique, de l'iléon & cobaye.

al Effet del'exttait de Faoara zanthoxtbides.z

L'extrait de Fagara entraîne une inhibition des contractions, induite par les stimulations, cette inhibition, dose-

dépendanæ, comrenc/c I ll dose do 4 ng/cuve er sfieint son ûnximum à lr dose do 80 mg/orve evec une

DI5O de 20 mg/cuvo. L'addition de lr Drloxoæ (4 fO-3 4g/orve), en curatif, après I'extreit de Fagara ne

perrct pes lo Érbliceomt dor contnctimr, induitcr per rtimilrtim éléchiçrc et inhibéGs par l'extrait

végétat.(Fig.30) (Eff . 16)

b) Eftt do I'extreit do Erclrc*olaia a:

L'extreit d'EtdrtdoWa a'r iduit uns inhibitim, dcc contnctions, qu'l lrr doce dc 100 mg/cuve,À partir de la

dose de 50 mg/orvo, cottc inhibitio n'ost pcc rnta3oniséo per le naloxono (Flg.3l) (Enr.l7)

cl Effet del'extnit & Fwnaria ofrcitlr,lis :

La Fig.32 noru peræt ds consater qrn l'extnit & Furrrtia n'entnûne .'"e inhibition qu'À partir de 25

mg/cuve (DI50) rvcc un cffet inhibitar Drxinum f h doeo do 50 m3/orve, coûc inhibition n'est pas

antegoniséo plr I'rdministr.tioo dc lr nrloxæ.(Eûr.18)

dl Effa del'cxtnit d'Anrcru ralanlataz

L'extrait d'Annotu n'a entrain6 une inhibition do la contraction, qu'ù partir do le dose de 50 mg/cuve @I50)

avsc un effet maximum ù lr dso do 75 mg/cuvo (DIl00).

Cette inhibition n'est prs mtrgonisée per lr nrloxono (4 fCf3 mg/cuve). (Fig.33) (Enr.lg)
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Enregistrement 14 Etret inhibiteur et relation Effet-Dose de la morphine vis à vis des

contractions de t'ilJon-isolè de cobaye, ild;it"t par des stimulations électriques'
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Morphine:

U1 = Dose Efficace à 1oo t = DEloo = 1o-3ng/cuve

- t '  :
8 l0 

-mglorvcr!
ro'3r6/".,t

' 'i :Xnregistrement 15 Effet antagoniste et relatioà' nrret-Dose de
ra naloxone, en curatif et en préventif, vis à vis de lreffet
inhibiteur de Ia morphine sur les contractions de lri léon isolé

_.1

r.to'2 .ty'*"

o ro's.y"'r""

de cobaye, induites par des stimulations éIectriques.
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Enregistrement 16 gtret de Fogora., vis à vis des contractions de l'iléon isolé de cobaye,
induites par dàs stimulations électriques.



l0O mg/ctvc i Jt rd-3.y*r,"

Enregistrement 17 Effet de Eschschal,sia coldottti,æ,tr vis à vis des contractions de
l'iléon isolé de ecbaye, induites par des stimulations électriques.

Enregistrement 18 Efret de hmaria officânotis L vis à vis des contractions de l,iléonisolé de cobaye, lnduites par des stimuiations électriques.
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Enregistrement 19 Effet de An'nm,a retisulnto.L vis à vis des contractions de l,iléonisolé de cobaye, induites par des stimurations etectriques.
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el Effet del'extnit de Euphorbia hirta

I-a figure 34 nous peræt de constater que l'extnit végétal de Euphoôia hirta, provoque une inhibition, dose-

dépendante, à partir de la dose dô 0,05 mg/cuve (DI50), l'effet inhibiteur atûeint son meximun à partir de la

dose de 0,1 mg/cuve.

Pour I'ensemble des doses testées, l'addition de le neloxone en curetif ou en péventif, entraîne une reprise das

contractions, induites psr les stimulations, donc un rntagonisre vis à vis des récepteurs à la

morphine.@nr.20)

$ Effet de la buorénorphine (Temsésic)

[: buprénorphine (Iémgésic), pris comæ produit de référence, n'a permis d'obtenir une inhibition des

contractions induit€s par les stimulations électriques qu'aux doses de 0,5 et I mg/cuve, alors qu'aux doses

inférieures aucun effet n€ s'est mrnif6s(1, cette inhibition est antagonisée complètement par la

naloxone. (Fig. 35) @nr. 2 l)

g) Effet de trimébutine (Debridat)

I-a trimôutine (D€bridat), agent musculotrope pris comrc produit de éférence, a eussi induit rme inhibition à

partir de le dose de 0,1 mg/cuve wes uno inhibition nrxinelc ù 18 do6e & 0,25 mg/cuve, cette inhibition est

également antagonisée par la neloxone mais à phæ forûe dose. (Fig.36) (Ew.n\

h) Effet de l'Atrooine:(sulfaæ d').

I-e sulfaùe d'atropine, antrgoaiste spécifique des récepæurs cholinergiques, entraine une inhibition totale des

contractions, induiûos par les stimdstions électriqræs, de I'iléon de cobeye à pertir de la dose de 0,01

mglorvo, l'additim do h nrloxoc, en prÉvcatif ct co cuntif, æ p6nct prc lr æprisc dcs contnctions et ne

lève pas l'inhibition provoquéc pr lo zulfeæ d'stropine.(Fig.37) @nr.æ)

i) Effet de le Paosvérine

La papavérino prcvoquo unc inhibition totrle, dec contractions, I la dose de 0,1 mg/cuve.(Fig.3t) (Ett.2 )

j) Efret du dexchlorphârirsmine Polsramins )

Iæ dexchlorphéninminc (Polrnmine), ratrgonisto mtihistaminiquo Hl, induit uno inhibition, dose

dépendante, à partit dÊ lr doso dô 2.10 -3 m8/cuvo, ryoc uD eff* mgrirum f b dosc do 0,Ol mg/cuve, cetùe

inhibitioa n'ost rntagonieéc çn prrtidlomcot per lr ndoxmo ct I dÉ fu roletivmt élwécs ds naloxone

(0,06 mg/olo).(Fig.af ) Gû.25)

k) Effet de la cimétidinc fTeqermâ

I-a cimétidino (Iagamet), antegoniste litihisteminique IIll, n'induit une inhibition qu'ù la dose de ft

mg/cuve ayec tm effet Euimd I lr doeo dÊ 5.10 -2 mg/cuvo, c€tûo inhibition n'est que partiellement

antagoniséo par le naloxono et à uno forts doco dc cetts demièrÊ (0,04 mg/cuvo).(Fig.al) @nr.26)
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0,1 mg/crrve

Tnregistrement 20.prr"t de Eu,plwrbia, hirtol* vis à vis des contractions de l'iléon isolé
de cobaye, induites par des stimulations électriques.

r '  ' l

I mg/cuve



0,006 mg/orve 0,3'mg/crrve

Enregistrement2l Effet de la buprénerphine CfemgésiÔ, vis à vis des contractions de
l'iléon isolé de cobaye, induites par des stimulations électriques.



% de contraci lon

-200-

140

120

100

80

60

a0

20

0
o o,o1 0,1 0,25

mg/cuve
o,5

' P  .  0 . 0 t
.r. p | 0.00r

I
E

Trlmébutlne EZ Natoxone (0,02 mg/c)
Nalo)<one (O,O8 rnglc)

% de contractlon

0 0,oo1 0,o1
rng/cuve

I atroplne Z- ruat.o,oo4 rng/cu

0,1
ooo P r 0.001

lEl NAL.o,o4 mg/cu Nl Htu.o.o4 (pr6\rgnuf)

flléon leolâ Indultea eat eilmulailon électrlaue.

120

100

80

60

40

20

o



I  l l  I  iY i  ry i - - f "
0,1 nig/cuve i , ]0,25 mg/cuve

1 i

Enregistremeht 22. E;ffet de Trimébutine @ebriaaÈ), vis à vis des contractions de I'iléon
isolé de cobaye, induites par des stimulations électriques.



-202-

% de contractlon

0

I Papavértne

0,01

rng/cuve ooo p I  Q.QQI

0,1

V Nabxone O,O4 rng/cu

't20

100

80

00

40

20

o
o

I Polaremlne

o,oo2 0,01
mg/cuve

0,06
o. P . 0.01

ooo P I O.OO!

â narcx.1o,ooô mg/c)
El Natox.1O,O6 mg/o)

FIa.30 Ellet de la oolaramlne. vls à vls deg contracttona de
fiEon [àolê. lndultee aar contracilon êlectrlane.

% de oontractlon



I mg/cuve

Enregistrernent2S Effei de I'atropine, vis à vis des contractions de l,iléon isolé de
cobaye, induites par des stimulations électriques.

Enregistrement i4- nnetde ta papavérine, vls à vis des contractions de l'iléon isolé de
cobaye, induites par des stimulations électriques.
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EniegÉffeit2S.,'Bnet du dexchlorphéniramine @olaramine$, vis à vis des
contractionsd-e l'iléon isolé de cobaye, Induites par des stimulations électriques.
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m8/cuve s.to-2nig/cuve

Enregistrement26 Effet de la cimétidine (Tagamet$, vis à vis des contractions de l,iléonisolé de cobaye, induites par des stimuratùnr-er""iriqu"r.
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E-3) CONCLUSION

L'ensemble des résultats obtenu su oours de l'évaluation de l'activité des zubstances de éférencss et des

extraits végétaru vis à vis des contractions de I'iléon de cobaye induiûes par des stimulations éléctriques, nous

permettent de constater (feblau tr-2):

* que le simulation électriqæ de l'iléon isolé d€ cobeye p€rnet la mise en évidence des récepleurs

morphiniques puisque le morphine provoque le rédrction et la zuppression des contractions induit€s par ces

stimulations électriques d'une pert, et que le neloxone antegonise I'effet inhibiùeur de la mrphine vis à vis de

ce.s contractions donc perret leur établisserent partiel ou totel, en fonction de le dose, d'autre part cett€

dualité agoniste-antagonisûe est spécifiçe à la physiologie des récepæurs rembranaires.

* Quo certains végétaux provoqu€nt le réduction ou la suppression des contractions, induites par

stimulation électrique et qræ cetto inhibition pertielle ou corylète n'eet pls antagonisée par le neloxone; ce qui

explique que cette inhibition n'est pos liée à uo liaison urx récæpteurs morphiniquee mais que l'action de ces

extraits végétaux réside ru niveeu d'un antre mécenisæ lié soit ù l'équilibro ionique soit à la liaison sur

d'autres types de réc€pteurs, tel eet le cas des exhaits de Fagara zorrthoxlloidcs, Eschscholtzia californica,

Fwnaria oficirulis, û ANn ra rcticulata qui ont provoqué l'inhibition sens êtrp antagonisés par la naloxone.

* Qræ seul l'oxtnit d'Eupffiia hhta r monté une inhibition antegonisée par la naloxone, en

péventif er m curatif, ce çi mntre son ection spécifiquomt nr nivæu des écept€urs morphinique zur

l'iléon isolé de cohye; ccpeodent cctto inhibitim ns so mraifoeb plu dès l,ore quc l'adminisÊration de I'extrait

de cette mêæ plmtc est rédiséo ru doh dc tsois fois sur le mêre o{gtoÊ, ce qui pe,ut impliquer un

phénomène dÊ tolénoce ou d'rccoutumrnco de I'orgene I I'extreit végéral.
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Tableau tr-2 Tableau récapitulatif des résultats obtenus sur l'évaluation des effets des extraits
végétaux vis à vis des récepteurs opioides.

PROOUIlS 1E9TE3 FESULTATS

I I O R P H I N E
INH IE I l ION  DES CONTNACTIONS ET

NL IOAI ION DE  LA  ÎECHNIOUE

NALOXONE

IISE EII  EYIOENCE D'UN ANIAOOI{IAtrE COI 'PEIETIF E1

)E  LA  SPECIF IC I ÎE  OEg  RECEPTEUFS AUX OPIACES

EUPREI{ORPHII I I
l i l l { lBt l to l {  Ai lTAOONtSE pAR LA NALOXONE

OE TYPE TORPIT I ' {E  L IKE

lBIT'EBUlINE
lNHrBrTrorr Ar{1AooillgEE pAR LA TTALOXOI{E

DE IYPE  HORPHI I IE  L IKE

E.HIRlA
lNHlBlTlotl AI{IAOOXTSEE pAR LA t'tALOXOt{E

OE lYPE  TORPHINE  L IKE

AÏNOPINE INHIBI Ï ION NON ANATGONISE PAR LA NALOXONE

PAPJERII{E INHIBITIOT{ NON ANAÎAOONISE PAR LA NALOXONE

F.OFF ICTNALTS
INHIBIT ION NON ANÎAOONISEE FAF LA NALOXONE

O E  T Y P E  A T F O P I N E  L I K E

A.RElICULAlA
INHIBIÎ ION NON ANTAOONISEE FAR LA NALOXONE

DE ÎYPE ATNOPII i IE LIKE

F.ZAI{THOXYLOIOES
INHII ITIOl I  NON ANTAOONISEE

l.qALrFoFl{tcA rNHtBt l toN NOl{  ANIAOONtSe

OEXCLORPHENIRAHIl{E

E1
c|rat lEoti lE

rNHlBt l lot {  Noi l  Ai l lAOOt{t8EE
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I-e trimébutine (D€bridst) pris comme agonisûe mrphinique de éférence a bien induit une inhibition

des contractions antagoniséee par la neloxone co qui confirme sr spécificité pour les récepteurs morphiniques.

La bupénorphino (fémgésic) e égelement monté une ectivité agonisùe à la morphine à une faible dose, cette

inhibition est spécifiqueme,nt antrgonisée par la naloxone.

L'antagoniste cholinergiçæ, l'atropine, e bien induit une inhibition vis à vis des contrgctions induiæs

par stimuletion rneig lreddition de la naloxone n'r pls pernie de suppriær l'effet do I'atropine; ce qui zuggère

I'exisùence de deux sites d'actiotr pour chæune des deur subBteooes, les réceptarrs cholinergiques pour

I'atropino et les récepte,rrrs mrphiniques pour ls naloxone. Cependant l'implication des récepteurs

cholinergique lors de le stimulation électrique de l'iléon semble être évidente puisque le stimulation électrique

de l'organe permettant le miso en évidence des récepteurs morphiniqrrc, €t provoqunt des contractions de

l'organe isolé, sont Éduit€s ou zupprimées per l'atropine sans eûre établit pr I'addition de lrr naloxone; ceci

est une preuve de l'implicetion de l'acétylcholine drns ce nécrnisrc de contraction commandé à la base par

les récepteurs morphiniques.

Les écepteurs histaminiques sont également impliqués dqns ee mécanisnre de contraction,

ç6rmmmdt à la base par les r6cep0eurs opiaoés au niveau pééphériquo mais à un degrès moindre que les

récepteurs cholinergiques puisque lr neloxone, bien qu'elle ne soit pas spécifique aux récepteurs histaminiques

, pernet un éteblissÊmcnt, Soujourr partiot des contractions, eprèe l'addition d'rm antihisteminique Hl, le

dexclorphéniramino @olaranine) ou d'un entihistaminiquo ID, lr cimitédine (faganet); ce rétablissement

serait probablemt lié ru renforwt ct I h poûentielisatio des stimulations électriquee donc à plus

d'implication de réceptars cholinergiquee et autr€s, ce çi expliquomit h rappnrition des contnctions.



COMPARAISON DES METHODES IN VIVO ET /N
VITRO
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COMPARAISON DES METTIODES IN IIIYO ET IIV I4MRO

L'évaluation des substances de référence et des différents extraits végétaru vis à vis de ces trois type's de

récepteurs, cholinergiques, histaminiques et opioides au travers de cetùe technique in vitro sur l'organe isolé

nous e permis :

* de confirmer les activités de certains extraits végéraux oonnues dsns la tradition ou démntrées lors

de certains trevaux pharmecologiques réslisés in vivo.

* de démontrpr la spécificité d'action des substanc€s de éfér€nce et des extraits végétaux.

* de vérifier la re,productibilité d€s résultats aussi bien pour les zubstance pures de éférence que pour

les extraits végétaux.

l) Confîrmation dcs propriétê démontr{cs lnvlvo et/ou dcs propriél& indiquées dans la bibliographie.

L'extrait de Fmarùaoficinalis, connu oomre possédant des activités antispasnodiçes (Abdulhabib, 1973)

s'est avéé possédant des activités inhibitrices vis-à-vis do lr contraction induite par la carbamoylcholine; ce

qui pourrait expliquer son utilisetion traditionnello et égalemt son effet inhibiûeur vis-I-vis de la stimulation

électrique de l'iléon isolé de cobeye donc probablenÊnt son effet antrgoniste vis-à-vis des récepteurs

cholinergiques puisqu'il n'a monté aucun effet vis-à-vis de I'histamine. L'extrait d'A.raiculata, connu dans la

tradition oomne possédant des ectivité entispasmodiques, doit son ectivité d'une patt, à son effet inhibiteur

vis-à-vis du péristaltism intestinrl d'eutre part, à eon effet inhibiteur vis I vis de ls contraction induiæ par la

carbaminoylcholino ce qui justifro son action inhibitrice vis-à-vis des contrections de I'iléon de cobaye induites

par des stirnuletions électriquc et non antegoniséee par lr neloxone, donc egissent probablerent via les

récepteun cholineryiçes.(Rolleod et coll., 198t).
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Tableau â Etude conparative ôes effets séôatLfs recberchés à
lraide des tests Ln vivo et in vitro.

Tets in vivo Test in vitro

Produits et
extraits végétaux

Effets sédaÈifs
ng/kçt

Récepteurs à
I th istamine (nglcuve)

Mel issa
of f ic ina l is 25 Pas  d re f fe t s

Eschscholtzia
cal i forn ica 150 Pas  d re f fe t s

Euphorbia hirta
100 Pas  d re f fe t s

Fagara
zantho:<yloides 200 Pas  d re f fe t s

Polaramine Effet secondaire :
sédatif

Effet inhibiteur
antagoniste

Phenergan Effet secondaire :
sédatif

Effet inibiteur
anatgoniste
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L'extrait d'Euplnrbia hitta n'a mnté aucune ection vis-à-vis des récepteurs cholinergiçes et histaminiques;

par contre au niveau des réc€pteûs opiacée on r pu constst€f, que I'extrait dÊ c€te planto se fixe

spécifiquemt au nivesu de ces r6ceptaus puisqu'il est rntagonisé, ds lr mêæ façon que le morphine, par la

naloxone, ces résultsts in vôtro peuveot confirær les traveux phermacologiques qui ont été effectués sur

I'extrait de ceûs plante et qui ont mntré son activité anelgésiçe et contribuer à la compr&ension de son

mécanismo d'action. (hnhers et coll.; 1991)

L'action inhibitrice vis-À-vis du péristaltisme int€stiml de M.oiEcinalis peut justifier son utilisation

traditionnelle pour son activité antispesmodiqæ, cependant l'abs€nc€ d'un effet vis à vis des récepteurs

cholinergiques st histaminiques lui attribue une activité principaleænt sédative liée à un autre mécanisme

d'action (Tableau A et C). (Soulimsni et coll.; 1991)

2) Spécificité d'action dcs substances de référence et des cxtraits v$étaru.

[.es tableaux B et C nous p€rmettent de dever une oertaino corrélation entre les techniques in viw et in itro,

en effet la morphine ective à 10 mgftg in viw sc fixe zur les récepûeurs opoidee en prcvoquant une inhibition

des contractions in vitro à la dose de 0,001 mg/cuve (dose l00O fois plus faible per rapport aux tests in viw),

cette inhibition est spécifiquement antagonisées par la naloxone. L'extrait d' Euphorbia hirtaprMte le même

profil pharmacologrque que la morphine, son effet analgésiçe déjà démonté in viw à la dose de 100 mgftg

se confirmp in ûtro à la dose 0,1 mg/cuve (dose 1000 fois plus faible per npport ux tesB in viw) per se

fixation au niveûr d€s récÆpteurs eur opiacâ et son aatagonisæ vis ù vis de lr naloxone.

Des effeæ non spécifiques sont nig eu évideoce per l'atropino qui inhibe les contrsction sans êtrrs antagonisée

par la naloxone, 3 espèces (A.raiadata, P.bdus â F.oiicilr,lb) présentent le m3ms ptofil d'activité que

I'atropine.

Donc on peut constct€,r que les srbatances pur€s ou les extreits végétaux qui ont uno activité spécifiques vis à

vis d'un typÊ dÊ récept€urs, panveût préeenter un effet non spécifiçe vis I vis d'un eutre type de récepùeur.

Un autrre tlTc do corélatim 1tg! mir en évideoce onho les ûecbniço ln viw d in vitro, LtÂsi M.oifrcinalis et

P.boWw ont cohriné urssi bi€û une inhibition du trensit intestind in ùw ço le péri*alti@ intestinsl in vitro

.(tableau C)
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faDleau B. Etudg coTParative des ef,l€ts a?algÉgiques obtenus
Eans-lles-tests itr vivo et daus leg tegts in vitro.

llests in vivo llests iu vitro

Proôuitg
et

extraits
végétaur

Alalgésie
nineur

ôoses
en nglkg

ânalgésie
najeure

doses
en ngr/Ig

Réceteurs
opioides

doses
nglcuve

ântagonisne
par Ia

I{alorone

Récepteur
cboliner-
giques
ugrlcuve

M.  o f f i c i -
-na l is 400

pas
d I effets

pas
d I effets

pas
d I  e f fe ts

E.h i r ta
20 100 0 r 1 Oui 600

F. zantho-
-xyloides 25 400 80 Non

pas
d I  e f fe ts

E. ca l i fo-
-fornica 200

pas
d I effets 100 Non

A. reticu-
-Iata

//////
////// 75 Non 800

P.boldus //////
//////

//////
//////

//////
//////

////////
/ / / / / / / / 800

F .  o f f i c i -
-naI is /////// ///// 25 Non 200

A . g . L . t 68
pas

d I effets
////// //////// / / / / / / /

tlorphlne 1 ,  15 10 0 r001 oui
non

testé

AtropLnô ///// ////// o r  01 Non 0,  ooo4

t Acétylsalycilate de lysine
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3) Reproductibilité des r6ultats obtenus.

Nous avons exprimé l'ensemble dÊs résultcts avec la présence ou I'ebsence d'une significativité statistique,

cette significetivité statistique a été érablie zur la moyenne de plusieurs essais qui n'ont pas présenté de

problèmes au niveau de la reprodwtibilité, cependent un mêmo orgene ne peut être utilisé, pour reproduire les

mêmes résultets, eu delà de 3 à 5 fois avec ls nêmÊ dose do l'extrait alors qu'un produit pure peut être testé à

plusieurs doses et pour plusieurs essais. CeUe méthodologre de treveil nous a donc permis de confirmer

certaines ectivités ayant déjl été démontrées in viw pour certains extreits el I'utilisation traditionnelle pour

d'autres (Tableau D). Maie ces techniques utilisées et qui sont basées sur le treveil au niveau de I'organe isolé

nc peuvent trouver leur validité qu'en association avec d'autres techniques in viw, d'autant plus que la mise en

évidence de I'activié d'un extrait végétel, qui constitue un mélange complexe, vis à vis d'une entité

moléculaire nrégr& dqns un systèæ histologique eI membranrire : les récepûeurs, présentent beaucoup de

difficultés au niveau des inûerpétations scie,ntifiques. Ainsi l'évaluation de I'activité d'un extrait végétal vis à

vis des écepteurs opioides s'est evérée très interéssante bien qu'elle présente un inconvénient à cause du

nombre d'iléons pélevés puisqu' au delà de trois æsais, avec le dme dose de l'extrait, il devient difficile

voire impossible de reproduire le mêre effet. En revanche au mment du changement de I'organe la même

dose permet d'obûenir le même effet, ce qui rend lg manipulation très cotûeuse et tès lourde, sans oublier, en

particulier pour les récepùeurs opioides, le difficulté de spécifier l'action de I'extrait végétal vis à vis de ces

récepteurs, puisque au cours de noa expériences il s'est avéé que la stimulation de I'iléon de cobaye isolé

visant À mettr€ en évidence les récepteurs opiacés, impliquerait probablerent, par l'intermédiaire de ce.s

récepteurs, plusieurs gutres mécanisre I sevoir : les récepteurs cholinergiques, les récepteurs histaninergique

et probablement des récepteurs sérotoninergiqræ et gabaergique einsi que l'{ulibre ionique transmembranaire

qui est à la base de la contraction do la fibre du musclo lisso.

Il serait donc très iatéressant de rechercher I'implication de l'eosemblo de ces mécenismes ù l'aide de ce test

et de pouvoir rédiser des évdustions nr des frections et des extreits de planies pour mieux approcher leur

mécanisre d'rctim eussi bi€û d"nr uDÊ activité anelgésique, anti-inflsmetoir€ (vis-à-vis des prosteglandines

qui sont prohblemt inpliqués daos h contrection do le fibrp du mucclc lisse), antispasmodique,

antihistaminiquc euo dnnr d'$$rns ectivités pouveat cmstituer un effet s€coûdrirc ù rme rctivité principale

comme c'eet le lo ces d€ le polrramine, rntihisteminiquo de t)?e Hl, et en mêæ temps pourvu d'un effet

sédâtif secondaire, cependant si c€ûo approcbo comparetivo paraft e&s intcressante, elle n'est pas toujours

évidente et peut même dans certein crs aboutir ù des résultcto contradicSoires par le simple passage d'une

techniquo in viw I uno techniqræ in vôtro o perticulier pour les lestr entiparesiteires @alansard, 1991), dans

d'autrps ces lo poseage do le tochniçe in viw I lr tochniqræ ln vôtto no constitno pes on lui nêne la difficulté

mais l'utilisation d'un cxtrrit vé3étel compoeé d'un mélango complexe do ml&ules rend les inærpétations

difficiles voiro impossiblcs tôl 4sit lo crs cu cours do le rschercho do I'effa do certains extraits végétaux à

propriétée eédativee, démontréee ln ûw, vis ù vis des réc€pteirrs rux benzodiazépines par une ûechnique du

binding in vËtro.
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fableau C Etude couparative des effets uodificateurs du transit
l[ilEEffiîI in vivo et du oéristaltl.sne in vitro.

Produits et
extraits de

plantes

Test in vivo Test in vitro

Transi intestinal Péristalt isme intest.

Lopéranide L mg/kg //////////

Peumus
boldus 160 20

Melissa
off ic inal is 200 10
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CONCLUSION

Le regain d'intérêt que connait la phytothérapie et les médæines dites 'douces' ruprès des organismes publics de santé

et das grands laboratoires pbarmaceutiquÊs ainsi quo la constrnûe progression de le consommation des médicarents

psychotropes ont été à l'origine de notre démerche poru réaliser rm tnveil d'évaluation pharmacologique et chimique de

I'ensemble des plantes étudiées.

Tout au long de notre trevail, nous avona t€nté de relier les différcnt€s érepes d'étude psr une démerche fondée zur trois

objectifs principoux :

Dans un premier temps, notre objectif a consisté I confirrer ou infirær les indicstions thénpeutiques traditionnellqs de

deux planùes psychohopes et enalgésiques, Melissa oifrcinalis û, Pass{bra incartnta et de trois planæs

antispasmodiquæ, Fumaria oficitulis, Annotn rcticuhta et Peumus boUru.

Dans un deuxième temps, nous avons teNrté dÊ rapprocher I'ectivité psychotrcpe de M.oficinalls et de P.incarnata,

démontrée par des æsts phernacologiçrcs in vivo, à leu conposition chirniquo en réalisant des frectionnements

chimiques et des évaluations pharmacologlques eussi bien des fractions isolées que do marqueurs purifiés.

Dans un troisière tem1x, nous rvona mis en plece une techniquo in vitro afin d'approcher le mécsnisme d'action des

extraits, de spécifier lerrr activité et d'rdepûer cettc ûechnique in viho à l'éûdo des extrsie végétaux. Ainsi nous avons

été amené à confronter et à comparer les ré$iltats obtenus evec différentes planùes éhdiées dens des tqsts in vivo et dans

des ûests in vitro.

Notre intérêt s'est porté sur I'intestin isolé en raison de sc richesso en trois types de écepterrrs

* fuisraminergiquee (Hl) qui sont inpliqués dans les phénoménes de le sédatio'n en raison de leurs effets

secondaires.

t cholinergiques qui sont itnpliquéc dens l'activité mtiapasmodique.

* Opioides impliqués dans I'anelgésio centrale et périphérique sans oublier leur effet antispasmodique et zur le

transit intestinrl.

Ce sont donc danx démerchee qui nou ont guidé dans le choix des teste pbernacologiques in vivo et in vitro :

t l-es indicrtions tnerapa*iquos tnditionnellee peycbohopes a anelgésiçes pw Melissa oficircIis a

PassiJbm incanuta er ratispasmodiços prx Mclissa oitcilr,lis, Fwnarla oflldnalts, Pcunus bduc et Antnrn

reticalata.

t Les propriétés sédatives ot analgésiquos démntréos t l'sido do tests in vivo ptn Mclissa oficitulis

(Soulimani et coll., 1991), Eufiorbta ftira (hnhers et coll., l9l), Fagoa?!ttrtoxlloids (Bertrend, 1988),

Eschsdtoldia califoraiæ (Rolland d coll, 1991).
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PROPRIETES SEDATTVES ET ANXIOLYTIOT]ES

L'extrait hydroalcoolique de M.oiùcittalis et l'extrait squeur de P.incarnata, adminishés en I.P., ont présenté chezb

souris des propriétés psychotropes de neture sédative mises en évideoce à l'&idÊ de trois tæts:

Le t€st de l'escelier (test contreignent) : l'extrrit hydroolcooliçe e M.oifrcittalis I €ûtreiné une diminution des

paramètres comportementeux (redrpssenents et msrches mntéee) I le dose or.25 rylkg alors que ceûe diminution n'est

obtenue qu'à la dose tb,rcO à 8OO mgftg pour l'extrait equeur de P.incsmstr.

I-€ t€st du milieu nouvesu (ûest non contraiguanQ : ce ûest nous s p€rmis de confirmer les activités neurotropes

de type sédatives, vis-à-vis des paranètres comporterentaux éMiés, exercées par l'extrait hydroalcoolique de

M.ofrîcinalis à la dose de 25 mg/kg et l'extreit equeux de P.inunutaà le doso de 4OO mgftg.

Très souvent l'activité sédetive d'une zubstrnce est associê à une activité hl2notique, c'est pourquoi dqns un

troisième te.st nous svons t€nté d'évaluer I'ectivité indrrctrice et potentialisatrice du sommeil au pentobarbital par

I'administration de I'extrait hydroalcooliqrc & M.oficitutir qui s'est evéé actif à le dose de 3 et 6 mg/kg dans

I'induction et à 6 et 50 ngftg d8ns ls potentialisation, dE mêæ l'extrait aquerr & P.incamata est actif zur I'induction

aux doses de 400 et 800 mgftg alors qu'il n'r aucntr effet vis I vis de la poûentidisetion.

Nous avons compléé ces résultrts per l'utilisation d'un quetrièmo ûest plue spécifique à l'éhrdo de l'activité anxiolytique

(test de I'enceinûe claire/obccure), car si le test de I'eecalier est utilisé pour lee deux activités, sédative et anxiolytique,

c'est parce qu'il permt de ditr&æicr lee darx rctivités prr rms ditninutig ou une nrgmtetim des paramètres

étudiés. Cetûe différ€nciation nous pcrnÊt d'orientcr notm inve*igatim eolon quo l'extrsit pûoyoquê une diminution ou

une augmentation dee paranèlræ.

Lorsque I'egu cct utilisée sonrc solvent lr pessifloro présento dee propriétéc sédatives à la doce de ,100 mgftg et lorsque

I'alcool est pris eomrc eolvrnt, l'extnit hydroalcooliquo obtenu a un profil pharnrcologique mxiolytique; non

seulement il ae dirninue pes les comportemtrux msia au contreirp il les augmente dqn: lo ùest de I'escalier;

cetûe désinhibition obtenuo I le doce dÊ tl00 E8/kg peut êtro int€rpétéG eommo rm effet anxiolytiqræ. Lo solvant a donc

permis un clivage de l'ectivité pharnrcologiqræ confirméo dans le ûest dÊ lr chambre chire/obccure
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RECIIERCHE DU ST]PPORT DIACTTVTTE

I-a confirmation des propriétés sédetives et anxiolytique pour lee extraits de ces deux plantes a suscité notre curiosité

pour tenter de rechercher la relation mtrÊ ces ectivités phamacologiques et la composition chimique de ces extraits,

ninsi nous avons évelué I'effet de I'huile essentielle de M.ofhcinelis sur l€s comportementaux dens le test de

I'escalier, nous ayons €nsuite réelisé rm fractionnempnt pour l'extreit de M.oûfrcinalis afin d'évaluer I'activité

pharmacologiqæ des différentes frections isolês, nous avons égalemat évalué l'rctivité pharnacologique des différents

unrqueurs purifiés conûe,nus dans l'extrait & P.incunata.

IÆs résultaûs obtenus, snssi bi€n evec l"huile essentielle ainsi çe les fractions et leur essociation pour M.oficinalis

qu'avec les marqueurs et leur association pow P,incarnata n'ont permie de mstrc en évidence ni une activité sédative ni

anxiolytique, donc le support d'activité pour les différents extraits testés ne peut être attribué ni aux différentes fractions

isolées de M.oficiru&s ni eux elceloides herneniqu€s, aux flsvonoides er ru mgltol et ethyl Ealtol conte,nus dans

P.incarnata.

L'implication des récoptars au benzodirzépines drne le phénomène do ls sédstion einsi que de réc€,nts travaux (Medina

et coll., 1990) nrr I'effet de la chrysine, flavonoids conienu drlos Passifbra cærub, vis à vie de ces récepteuni nous a

incité à vérifier l'effet de l'extrait equeux & P.inwnata, qd 8 mntré une activité sédrtive, vis à vis de ces récepteurs,

nous evons ainsi utilisé un antagoniste des récçtors aux benzodiazlpines (RO l5-17E8) qui agit par blocage de ces

récepteurs afin de vérifier le maintien de I'activité sédative de l'extrait.

Nous svons constaté qræ malgré l'eddition do cet antegoniste l'activité de l'extrait est rneintenue, ce qui exclut

l'intervention des récepteurs eux benzodiezlpines dsns c€tte activité sédetive do I'extrait aqueux.
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I-a recherche des activité sédativæ et anxiolytiques ûous I donc permis de confirmer :

* L'activité sédative de I'extreit hydrcalcoolique e, M.oitcinalis lié probeblement à rme action synergique de

plusieurs molécules r€nfe,rmée€ d.ns l'extîeit puisqu'aucune des fractions isolées ni leur association n'a permis de

retrouver l'activité qui n'est r€staurÉo quÊ per I'essociation dÊ le totalité des fraptions isolées.

'L'activité sédative de I'extreit rqueux & P.incarnata qui ne doit pas iryliquer les récepteurs aux

benzodiazépines et qui n'est probablemnt pss liée À le présence des dceloidcs bermaniquec, des flavonoides et du malùol

et ethyl-maltol.

I L'activité amiolytique de I'extreit hydroalcoolique de P.incætuta, ceci permet de mettre au clair le.s

différents trevaux contradicùoires quant à I'activité sédative etlou anxiolytique de l'extreit & P.incarnata.

RECIIERCIIE DES PROPRIETES ANALGESIOT]ES.

Les différents indications bibliographiques sur l'ectivité enalgésique de M.oikcinalis, sont I l'origine de notre orientation

pour le confirmation ou I'infirmetion ds cette ectivité.

Ces indications bibliogrrphiryes n'étant pce spécifiçes quent ù 18 nrlrrr€ dÊ cete rctivité nous evons porté

notre choix sur deux tests analgésiques :

I Test de la plaqrc chauffante qui met en jeu une douleur périphérique et se trensmission au niveau central,

donc une recherche d'une analgésie de t)"e central.

t Tcst du writhittg ou de l'acide acétique, mettant en jeu une dgie et son observation localiséo eu niveau

périphérique donc une rechercbe d'uno rctivité enelgésique de type périphérique.

Nous avons démonhé l'activité rnalgésiçæ do t)"o périphériçe & I'extrait oa.M.ofùcinalis rnnis seulement zur le test

du writhing dorc de type périphériqæ oû I forts doco (t00 à 1600 ng/kg).

taa

RECIIERCHE D'I'IYE ACTWTTE ANTISPASMODIOT'EEf, DE SON SITE D'ACTION.

La confirmation dc I'activité analgési$lÊ b M,ofùdrulls, & Fagoz zanthæy.bidas â & Euphoùia ftirra ainsi que les

indicetions bibliographiquoe sur l'rctivité rodsp.smdiqrr &,lmona nlctbta, Pct*ttll,s blù,s â Frurcria oficinalis

ont constiht6l'origiæ & notro rochsù ds l'offot dc ccr plentce yis I yis do trois tÊût! :

' Le péristal6se intestinrl in vitro, co têd nou pcrd do locrlicc lc rito d'ecti@ soit pour préciser la

naturc de l'analgésic déoelê in vivo soit pour confirær ou infirm l'indicgtim treditionnollc.

' L€ tnnsit inûestinal in vivo, pour compléûor le test sur lc pâisteltisne et conftronter les deux tests in vitro et

in vivo.
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* Le contraction du dnodénum isolé per la cerbrminoylchgline, t€st destiné à rcchercher la nature de l'analgésie

des extraits étudiés in vivo ou la naturp des propriétés ratispasmodiques mtionnées dans le tradition.

Aiosi à l'aide de cæs hois tests norn rvons pu démntrer que I'extrait e M.oifrcinalùt n'avait aucun effet vis-à-vis des

récepteurs cholinergiques, per contre son effet inhibiûarr sur le péristeltisme intestinal, in vitro, à le dose de lQ mg/cuve,

est corélé à son effet inhibiteur vis À vis du transit int€stinÂl in vivo à partir de le dose de 100 mgftg; il est aussi

probable que les effets analgésique et antispesmodiçe indiçrés dens l8 bibliographie soient liés I l'effet de I'extrait vis à

vis du péristaltiæ de base et du trrnsit int€stinal.

L'extrait de Peumus boWus est connu traditionnellement pour ses propriétés antidiarrùdques et antispasmodiques, nous

avons cherché à localiser ces effets et à les confirær : ainsi l'extrait de cetùe plante a montré un effet inhibiteur sur le

péristaltisme intestinal in vitro corrélé, également, À son effet inhibiæur sur le transit inûestinal in vivo et à son

antagonismo spécifiquo vis-à-vis des réceptars muscarinique in vitro par rapport à la pilocarpine, agoniste muscarinique

de l'acétylcholine.

Iæs extraiùs d',4nnotu reticulata û & Fwnuia oifrclrralis ont conformément urx indications traditionnelles monté un

effet inhibiteur sur le péristaltisrc el rm effet mtagoniste vis à vic de la cuùanimylcboline, ce qui confirme et explique

leurs effets antispasmodiques. Quant eux extrrits d'Euplorbia hina q de Fagara ztnhoryloidc-s, leur activité analgésique

confirmée in vivo n'est certeinem€nt prs liée ù une activité antispasmodiqrc.

RECHERCHE D'T]I\TE ACTIVTIE ANTIHTSTAUNNOUP PT UE SON STTE TIIACTION.

Iæs zubstances rntihi$sminiquæ (Hl) préseûûert un effet s€condskÊ de typo sédltif, eussi nous evons voulu vérifier si

I'effet sédatif cmfirm6 in vivo pour c€rtsines plantes éhdiê ur leboratoire n'élrit pos secondaire à un effet

principalement antihistaminiqæ. Ainsi nous wonE recherché l'effet & M.olidrlr,lis, Euplnùia hirta, Fagara

zamlrorylaidcs q,Esdrsdærltzia californlcu vis à vis dês réceptetrs nistrminÊryi$æ in vitro.

Iæs rénrltrts obtenus nous ont pernis do confirrcr l'activité principalemt sédativo do ces extraits éhdiés puisqu'aucun

effet anthistaminiqrrc n'r âé décolé.
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RECIIERCM DE L'ACTTYTTE ANALGESIOT]E. ANTMSTAMIMOT'E ET ANTISPASMODIOT'E VIA

LES RECEPIEI]RS OPIOIDES DES EXTRAITS VEGEf,ATI'( ET DE OT'ELOI]ES PRODUITS DE

REFERENCES.

I: confirmation des propriétés antispasmodiquee & A.raicvlata û F.oficirclis in vitro et des propriéés analgésiques de

E.hirta, E.californica, *F.zantlrcryloidæ nvivo ainsi que l'implication des récepteurs opiacés dans différents

mécenismes de neuro-éguletion nous ont incité à utiliser ce modèle expérirnental de I'iléon isolé de cobaye afin de tenter

d'expliquer le mécenismo d'action des extrrits à propriêés analgésiques eû de déteminer l'implicetion ou non des

récepteurs opioides dans le fonctionnemt des récepteurs histaminergiques et cholinergiques.

Nous avons ainsi démonté que l'activité anelgésique de I'extrait d' Euplrorbiahirta, &nl& in vivo, était liée à sa

fixation spécifique au niveeu des réc€ptelrs opioidee, cette spécificité est confirnée par l'antagônisme de le nnloxone vis

à vis de l'extrait qui provoque au même tiho quo le mrphine I'inhibition des contraction de I'organe stimulé

électriquement à psrtir de lg dose de 0,1 mg/cuve.

Quant à I'activité endgésique, démontrée in vivo, de Fagara zauhoxyloides el, Esdlrcrlr.ltzia californica, elle est

probablement liée à un autrs Eécani$n€ ne mettant pes en jeu lec récepteurs opioides ou peut être msttant en jeu un

sous-type de ces récepteurs absent au niveau de l'iléon de cobaye.

L'activité antispasmodiqrrc & Annru raicuba û Fwurta oficinalis est liée directemt à leur effet vis-à-vis des

récepteurs cholinergiques, clr susun effet zur les récepteurs opioides n'e pt être décelé, cependant l'utilisation de

l'atropine, antagoniste neurotrope des récepteurs cbolinergiques nous c permis de démontrer l'implication des récepteurs

opoides dans la libération de l'rcétylcholine puisqn cet rntrgoniste cholinergiçe inhib€ les contractions sans être

antagonisé par la naloxone.cc çri exclut son rction eu niveau dæ récepteuÉ opioidos. De lr nêæ façon l'utilisation des

antagonisùes histaminiques (Hl et HII) nous e permis de rettrÊ eo évidenco l'irylicetion des récepteurs opioides dnns le

fonctionnement dcs réccptaus ù l'histrmino.

Ainsi la conft,mtetim do cos danx méthodpe, in vivo A in vitlo porr I'cosomble do nos trrvsur ûous permet de formuler

plusieurs r€marquæ:

. Comoléter le screenirn des différcnûæ tcclniqucs in vivo

sur les activit& sédatives et ana|gei$E

. @ les mécanignc dractions des

diflérmts €rtrsib qui ont prÊaté uræ activité

plurmacologiqrn in vivo.

. Rechcnchcr la Spécitîcité ei la reproduc{ibilité eu niveau

dec tecfuûqrs in vitro afrn de les valid€r pou [6ndc

des extraib v{&au.

. Ignlegjeligqilgt l'utilisation quantitative d'animaux

vivants.
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SUM.UP

A bibfiographical study permetted us to select I species, Melissa offrcinalîs, Passîflora incarnata,
Euphorbia hirta, Eschscholtzîa calîfornîca and Fagara zanthoxyloids for their sedative, anxiolytic and
analgesic effects; Annona reticulata, Peumus boldus and Funarîa offrcinalîs for their antihastaminic and
antispasmodic effects.
Sedative, anxiolytic and analgesic therapeutic indications of Melîssa officinalîs, PassÎflora incarnata.
Euphorbîa hirta, Eschscholtzia calîfomica and Fagara zanthoxylffies have been scientifically confirmed by
pharmacological investigation in vivo in the mouse. Antispasmodical cffects of Malissa offrcinalîs, Peumus
boldus, Annona retl,culata and Fumaria offrcînalis havc bcen confirmed by pharmacological tests in vivo
and in vitro for .
Several fractions obtained from Melissa officnalis'extract or ûta 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 ln vivo have been tested in vitro in
guinea-pig ileum towards opioid receptors. Thus, Euphorbîa hîrta was thc single plant which bind with
opioid receptorc.
Eschscholaia californîca, Fagara zanthoxyloides and Mdîssa offîchnlis'extracts are probably not related
with opioid receptors wich probably not be involved ln the mechanism of action of actio of their analgesic
activity.

KEY WORDS

Behaviourals tests, in vivo, in vîto, Staircase tsst, Two compartment'3 tost, LighUdark choice situation
test, Sleep hduction test, sleep potentialbation tcst, rodativc, anxlolytic, analgesic, antispasmodic,
antihistaminic, laxativs,antidiarrhcic, gastrointo$inal transit'r test, cholhergic receptors, histaminic
receptoF, opioidr rcceptoE, guinea-pig iloum, rat duodcnum.

Division into fractions, AlcaloÏdes, FlavonoTdgS, Harmane, Harmins, Harmol,Harmaline, Harmalol, Vitexin,
lsovitexin, Oricntin, lsoorientin, Maltol, Essential oil, Chromatographie.

Tradition, Passif,ora lncamab. Mclîssa offîchalîs, Euphu& htrrb, Eschscholû qlifornica, Fagara
zanthoxyloîdes, Annona retrulata. Peumus boldus, FumûL ofMnalis.
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une étude bibliograpuque nous a permis de répertorier..8 espèces, Metissa officinatis,Passiflora incarnâta,.Eiphorbia hhia, eschscnf,tt)ia catiforàiëiéi-rrgrr" zanthoxytoidespour leurs effets,sédatifs, anxiotytlqires ê-t anrrôéîiquei; ai,iioià'àticutata, peumusboldus et Fumaria officinatis poui leurs effers aËiinËià"ii;iôË;i ântispasmodiques.
Les effets sédatifs, anxiolytiques et analgésiq-ues mentionnés par la tradition ont étéconfirmés scientifiquement pàr des yes.tsln i|y-o ogrr Merissa officinlais, passiflora
inacarnata, Euphorbia hirta,'Eschschottzia catifàr;î,; ;lî*;;llitnorytoiiles ators quefes effets antispasmodiques ont été ;o;iffié;'pâi 0." ietlT îiià'rt in vitro, pourMelissa officinatis, Peuàus boldus, Annona reiiàutata et Fumaria officinalis.
Le fractionnement pour la recherche du sup.po.rt d'activité sédative et anxiolytique deM'officinalb et Ptilcayata n'1pas permis'à''ioenifier-,.;;';r;ÀàiiË'à".if, t,acrivité ne setrouve qu'au niveau des extraitô totaux

Aucune des plantes sédatives testées n'a manifesté un effet antihistaminique sur testests in vitro.

ff a été mis en évidence, à I 'aide de tests in vitro,le.comportement des plantes àg19ryiele analgésique vis à vis oei rèééàt"ùËàiio,oes, ainsi t 'euphorbia hinaétair taseule plante qui s'apparentait à la.morphiÀè or;;ia sonâ"iiviie-ânalgésique, alors quele mécanisme d'action de I'activité g-laô41'qlil;g extraits a'Èsài'scnoftzia catifornica,Fasara zanthoxytoiiles et Metissa orricin'ùis?râsé-àù ô;ôr;ù";éïi p", via tesrécepteurs opioides

MOTS CLEFS

- Tests comportementaux, Test? in vivo, Tests în uitro, Test de I'escalier, Test du milieu nouveau, Test del'enceinte claire/obscure, Test de I'inductiil;i â;i;'-i6tàiiàri."ttn âu sbrÀàiiïaruiturique, sédatifs,Anxiolytiques, Anatgésiqu.e, Antispasmôoiquài, Ântiliista-ri,iiqu"., Llxatifs, Antidiarrheiques, Transitintestinal, Récepteuis cholinergiques, Récepteurs histamineigiques, Récepteurs opioîdes, organes isolés,Duodénum de rat, lléon de coùaie. 
-

- Fractionnement, Alcaloides, Flavonoides, Harmane , Hermine, Harmol, Harmalol, Harmaline, Vitexine,lsovitexine, orientine, rsoorientine, Huiià essentieile, chromatographie.
- Tradition, Passiftora incarnata, Melissa officinalis, Euphorbia hifta, Eschscholtzia californica, Fagaraz a n t h o x y I o îd es, A n n o n a retic u ra ta, Èâ u m u s o o u ié, 

-àià 
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