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INTRODUCTION

Avant la découverte de la D — Tubocurarine, premier alcaloide isolé a partir de
Chondodendron tomentosum (MENISPERMACEES), les curares étaient connus comme poison
de chasse des Indiens de la jungle amazonienne (KING H., 1935; WINTESTEINER O. et
DUTCHER J.D., 1943; BISSET N.G., 1992 ; JAMES D. et DUTCHER J.D., 1946). En 1942, ils
ont été introduits en anesthésiologie en tant que myorelaxants (GRIFFITH H.R. et JONHSON
G.E., 1942). L’utilisation des curarisants comme adjuvants a pu limiter les intoxications dues aux
premiers produits d’anesthésiques généraux (I’éther et le chloroforme) tout en améliorant la
sécurité des patients lors des actes chirurgicaux (FOLDES F.F., 1993; BESSET M. et coll.,
2003 ; ALBRECHT E. et coll., 2006).

La toxine botulique, sécrétée par la bactérie Clostridium botulinum, est la premiere toxine
utilisée en application esthétique en tant qu’antiridle (CARRUTHERS J.D et CARRUTHERS
JA., 1992; ERBGUTH F.J., 2004). En effet, I'utilisation de cette toxine en médecine
cosmeétique repose sur sa capacité de relacher les muscles du visage en lui donnant une
apparence plus détendue, sereine et rajeuni (CLARK R.P et BERRIS C.E., 1989).

Les curares et le BOTOX © sont des toxines qui provoquent le relachement des muscles
striés squelettiques sous forme d’une paralysie flasque en bloquant la transmission de I’influx
nerveux au niveau de la jonction neuromusculaire (CLAUDE B., 1981 ; JENNIFER M. et
HUNTER M.B., 1995).

Les muscles striés squelettiques sont des tissus excitables (GUENARD H., 2001).En
effet, ils se contractent quand le nerf moteur recoit une excitation sous forme d’influx nerveux
(GUENARD H., 2001). Ce mécanisme s’appelle la transmission neuromusculaire dont
I’ Acétylcholine (ACh) est le neurotransmetteur impliqué (GANONG., 1963 ; HOLLANDER A.,
1987 ; GUENARD H., 2001). Elle est synthétisée dans les terminaisons nerveuses a partir de la
Choline et de I’Acétyle Coenzyme A (acetyl-CoA) grace a I’enzyme acétylcholine transférase et
stockée dans des vésicules pré-synaptiques avant d’étre libérée dans la fente synaptique par le
phénomeéne d’exocytose (TASSONY E. et coll., 1975 ; HOLLANDER A., 1987).
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Figure 1 : Anatomie de la jonction neuromusculaire (MEISTELMAN C., 1998)

L’influx nerveux provenant du cerveau se propage vers 1’extrémité de la cellule nerveuse
et provoque la dépolarisation de la membrane du bouton terminal. Cette dépolarisation déclenche
I’ouverture des canaux calciques dépendants du voltage (canaux calciques type VOC) entrainant
une entrée massive d’ions Ca™" dans le cytoplasme de la cellule nerveuse (RIGOARD S. et coll.,
2009). Par conséquent, la concentration en ion Ca'™ dans la terminaison nerveuse augmente
entrainant la formation du complexe SNARE a l’origine du déplacement des vésicules de
stockage d’ACh vers la zone de libération « zone active » pour fusionner avec la membrane pré-
synaptiqgue (GUENARD H., 2001). Ensuite, les molécules d’ACh sont libérées dans la fente
synaptique par le phénoméne d’exocytose (HALL L.W. et coll., 1991 ; GUENARD H., 2001).

La fixation des molécules d’ACh sur les récepteurs spécifiques de la plaque motrice
entraine une chaine de processus électrique qui méne a la contraction des muscles striés
squelettiques (GANONG., 1963 ; PAGE P.C. et coll., 1999). En effet, les molécules d’ACh
libérées diffusent dans la fente synaptique pour se fixer sur les récepteurs cholinergiques
localisés sur les crétes de plissement de la membrane des fibres musculaires striées squelettiques
(MOUSSARD C. et coll., 2005). Ces récepteurs sont de types nicotiniques (Ny) et couplés avec
des canaux sodiques (HOLLANDER A., 1987; MARTIN C. et coll., 2006). La fixation des
molécules d’ACh sur ces récepteurs provoque I’ouverture de ces canaux laissant entrer les ions
Na® et sortir les ions K* de fagon concomitante. L’augmentation de la concentration
intracellulaire en ions Na® entraine la dépolarisation de la membrane post-synaptique qui
provoque I’ouverture d’un plus grand nombre de canaux Na® créant ainsi le potentiel de plaque
motrice (HOLLANDER A., 1987 ; TASSONY E. et coll., 1975). Ensuite, ce potentiel se propage
vers les extrémités de la membrane des fibres musculaires striées squelettiques. Ainsi, la
dépolarisation est transmise au niveau des tubules transversaux du réticulum sarcoplasmique

entrainant I’activation des récepteurs a la Ryanodine a I’origine du relargage des ions Ca™" dans



le sarcoplasme de la fibre musculaire (MOUSSARD C. et coll., 2005 ; MARTIN C. et coll.,
2006). Par conséquent, la concentration intracellulaire en ions Ca’™" augmente et créant ainsi le
potentiel post-synaptique excitateur. Ce dernier provoque la fixation des ions Ca*" sur la
Troponine (TN-C) conduisant a la formation du complexe actine-myosine a 1’origine de la
contraction musculaire (GUENARD H., 2001 ; RIGOARD S. et coll., 2009).

Pour induire une paralysie flasque, les curarisants et le BOTOX interrompent la
transmission neuromusculaire au niveau de la jonction neuromusculaire (JENNIFER M. et
HUNTER M.B., 1995 ; ROBERT R., 2002 ; BOWMAN W.C., 2006). En effet, les substances
curarisantes peuvent agir aussi bien au niveau pré-synaptique qu’au niveau post-Synaptique
(BOWMAN W.C., 1986; COLQUHOUND D., 1986). Au niveau post-synaptique, les
curarisants non dépolarisants provoquent la diminution progressive du seuil de dépolarisation de
la membrane des fibres striées squelettiques en bloquant les récepteurs cholinergiques en
compétition avec les molécules d’ACh (COLQUHOUND D., 1986). Par contre, les curarisants
dépolarisants provoquent une dépolarisation persistante de la membrane des fibres striées
squelettiques en agissant de la méme maniere que I’ACh sur ces mémes types de récepteurs
(TAYLOR P., 1998 ; BESSET M. et coll., 2003). Le second mécanisme possible pour
interrompre la transmission neuromusculaire se situe au niveau pré-synaptigue (BOWMAN
W.C., 1996 ; BESSET M. et coll., 2003). En effet, les curarisants se fixent sur les récepteurs
cholinergiques pré-synaptiques couplés avec des canaux calciques en compétition avec les
molécules d’ACh alors que le BOTOX interrompe la formation du complexe SNARE
(KUKREJA R. et SINGH B.R., 2009). Ceux-ci provoquent I’interruption du mécanisme de
rétrocontrole positif de la libération des molécules d’ACh dans la fente synaptique (BOWMAN
W.C., 1986 ; JENNIFER M. et HUNTER M.B., 1995). La derniére possibilité par les curarisants
d’interrompre la transmission neuromusculaire est d’imiter 1’action enzymatique de
I’ Acétylcholinestérase, comme la Néostigmine (COLQUHOUND D., 1986; TAYLOR P.,
1998 ; BOWMAN W.C., 2006).

Ce travail porte sur une plante malgache codée DAL. Les enquétes ethnobotaniques
effectuées sur cette plante ont rapporté que ses feuilles son utilisées en médecine traditionnelle
pour décontracturer les muscles en cas de fatigue et pour traiter les rides du visage. Pour vérifier
les données empiriques sur le pouvoir décontractant de DAL, notre étude porte sur 1’évaluation
de I’activité myorelaxante de I’extrait DAL par des tests in vivo et in vitro chez la souris et la
grenouille. Lors des études préliminaires, la fraction soluble dans 1’acétate d’éthyle (F3) a
présenté la meilleure activité biologique par rapport aux autres fractions. Pour valider ces tests,

le Pancuronium, un curarisant de synthese, a ete utilisé comme produit de référence.


http://www.google.fr/search?tbo=p&tbm=bks&q=+inauthor:%22Christian+Moussard%22&source=gbs_metadata_r&cad=8

Premiere partie : ETUDE PHYTOCHIMIQUE

CRIBLAGE PHYTOCHIMIQUE

Un criblage phytochimique a été effectué sur la fraction F3 de I’extrait DAL afin
d’identifier les grandes familles chimiques qui y sont présentes. Cette méthode est basee sur
I’utilisation des réactifs spécifiques pour chaque famille. La présence d’une famille chimique est
caractérisée par la formation de précipité, de mousse et/ou d’un changement de coloration
(IGAN C., 1982).

Les différents types de tests utilisés pour détecter les différentes familles chimiques
présentes dans 1’extrait DAL — F3 sont résumés dans le Tableau I.

Pour quantifier la présence ou 1’absence des grandes familles chimiques dans [’extrait
DAL — F3, des signes positifs ou négatifs ont été utilisés.

Les différents signes ainsi que les critéres observés lors de ce criblage phytochimique

sont résumés dans le Tableau I1.



Tableau |: Les différents types de tests utilisés pour détecter les grandes familles chimiques

présentes dans I’extrait DAL — F; (IGAN C., 1982).

FAMILLES
CHIMIQUES TESTS SOLVANTS REACTIFS OBSERVATIONS CONCLUSION
(NO,),BI/K -Précipitation jaune
-Dragendorff Acide orangée
Alcaloides -Mayer chlorhydrique -Précipitation
-Wagner HgCl/IK Blanc-cassé ALCALOIDES
-Précipitation jaune
1,/1K marron
Gélatine- -Précipitation verte | TANINS catéchiques
Tanins Eau chaude NaCl+FeCl; -Précipitation bleue
TANINS galliques
-Persistance d’une
Mousse Eau distillée -Agitation mousse
Saponines (3cm d’épaisseur)
30 minutes apres SAPONINES
Hémolytique Eau distillée agitation
-Addition de -Décoloration du
quelques gouttes sang
de sang dans
I'extrait
Coumarines Eau chaude Ammoniaque Fluorescence bleu a COUMARINES
la lampe UV
Flavonoides Wilstater -Ruban de -Coloration rouge FLAVONOIDES
et Méthanol magnésium
Leucoanthoc +HCl concentré -Intensification de
yanes BatSmith -HClI couleur COMPOSES
concentré+KOH PHENOLIQUES
1 goutte de
ISucres Eau distillée SO|UtI.0n Colorat!on rouge SUCRES
réducteurs Ammoniacale brique
Liqueur de Feling REDUCTEURS
Poly- Alcool+eau Acétone
saccharides (80/20) (goutte a goutte) Trouble POLYSACCHARIDES
-Badjet -KOH+acide -coloration orange -STEROIDES
. -Kedde Méthanol picrique LACTONIQUES
Stéroides
et -KOH+réactif de -coloration violette -GLYCOSIDES
Terpenoides | -Libermann- | Dichlorométhane Kedde CARDIOTONIQUES
Burchard
-Anhydre -Anneau rouge -STEROLS

acétique+H,S0O,

-coloration
verdatre

-TRITERPENOIDES




Tableau 11 : Les signes utilises et les critéres observés lors du criblage phytochimique.

SIGNES PRECIPITATIONS COLORATIONS HAUTEUR DE MOUSSE
(cm)
= aucune Pas de changement 0az2
+ Faible Faible 2a4
++ Abondante Nette 4a5
+++ Tres abondante foncée Supérieure a 5




Deuxieme partie : ETUDES BIOLOGIQUES

I. TESTS IN VIVO : Etude de D’effet de I’extrait DAL — F3 sur

I’activité motrice volontaire.

I.1) Préparation des produits_a tester et voie d’administration :

L’extrait DAL — F3 se présente sous forme pateuse hydrosoluble. Il a été dissout dans

I’eau distillée avant d’étre administré chez les souris.

Tous les produits (eau distillée, DAL — F3 et Pancuronium) ont été administrés par voie

orale au volume maximal égal a 0,3ml.

1.2) Animaux d’expérience et doses administrées :

Des souris de race SWISS, de deux sexes, agées de 6 a 8 semaines, pesant entre 20 a 25
grammes ont été utilisées pour effectuer tous les tests in vivo. Elles ont été élevées dans
I’animalerie du LPGP a la Faculté des Sciences de 1’Université d’Antananarivo. Elles ont été
nourries avec de la provende « LFL de Madagascar 1430 X, de composition : protéinel15%,
graisse 12,5%, fibre 8%, Calcium 1% et phosphore 0,6% » et ont recu de 1’eau a volonté. Pour
chaque série d’expérience, les animaux ont ét¢ mis a jeun 8 heures avant 1’expérience. Puis ils
ont été répartis en cing lots de cing souris pour recevoir les produits par voie orale aux
différentes doses. Un lot témoin a re¢u de 1’eau distillée a raison de 10ml/kg. Un lot référence a
recu le Pancuronium a 10mg/kg (BUCKETT W.R. et coll., 1969). Trois lots traités ont recu
I’extrait DAL — F3 aux doses de 100mg/kg, 200mg/kg et 400 mg/Kkg.

1.3) Méthodes d’étude de I’effet myorelaxant de extrait DAL — F3:

L’objectif de ce travail a été d’évaluer I’effet myorelaxant de 1’extrait DAL — F3 sur
I’activité motrice volontaire des souris en utilisant les méthodes sur « plan incliné » et sur
« rotarod ». Ces méthodes ont été choisies pour les tests in vivo car elles sont couramment
utilisées pour évaluer 1’effet myorelaxant d’un médicament chez les rongeurs (VOGEL H.G.,
1927). Elles consistent a soumettre les souris a effectuer des activités musculaires durant

lesquelles leurs performances musculaires ont été notées.



1.3.1)_Etude de Deffet de ’extrait DAL — F3 sur la performance musculaire des souris placees

sur le plan incliné :

Pour évaluer I’effet de 1’extrait DAL — F3 sur I’activité motrice volontaire des souris, elles

ont éteé placées sur un plan incliné.

Ce dispositif est constitué de deux planches rectangulaires lisses, de 60 cm de longueur,
reliées a leur extrémité par une charniere. L’une des planches sert de base et ’autre de plan
incliné a 65° par rapport a la base (ALLMARK M.G et BACHINSKI W.M., 1949 ; RIVLIN A.
et TATOR C., 1977 ; RANDALL L.O. et coll., 1961 ; SIMIAND J. et coll., 1989). Ce dispositif

expérimental est montreé sur la Figure 2.

Selon la méthode décrite par RANDALL et ses collaborateurs, en 1965, ainsi que
SIMIAND et ses collaborateurs, en 1989, ce test consiste a placer une souris au sommet du plan
incliné afin de noter sa performance musculaire avant de glisser. Pour sélectionner les animaux,
un test préliminaire a été effectué : les souris ont été placées une a une au sommet du plan incliné
et seuls les animaux capables de s’accrocher pendant 30 secondes sur 1’appareil ont été retenus
pour I’expérience. Ensuite, les animaux sélectionnés ont été répartis en 5 lots de 5 souris pour
recevoir les produits par voie orale aux doses respectives. Trente minutes aprés 1’administration
des produits, les animaux ont été placés un a un au sommet du plan incliné. Le temps pendant
lequel chaque souris reste accrochée au sommet du dispositif expérimental a été noté
(RANDALL L.O. et coll., 1961 ; SIMIAND J. et coll., 1989).



Figure 2 : Dispositif montrant une souris accrochée au sommet du plan incliné.



1.3.2) Etude de Deffet de ’extrait DAL — F3 sur la performance musculaire des souris placees

sur le rotarod :

Pour évaluer D’effet de ’extrait DAL — F3 sur I’activité motrice volontaire chez les souris,

elles ont été placées sur un ROTAROD.

Ce dispositif est constitué d’une tige de bois de 3,5 cm de diametre, 30 cm de longueur,
attachée a un moteur qui tourne autour de son axe a la vitesse constante de 20 tours par minute.
La tige se situe a une hauteur de 50 cm au-dessus du sol. Des disques métalliques solidaires de
la tige divisent celle-ci en 5 sections égales permettant de tester simultanément 5 souris
(DUNHAM N.W. et MIYA., 1957; DELPHAUT J. et coll., 1957). Ce dispositif expérimental est

montre sur la Figure 3.

Selon la méthode décrite par DUNHAM N.W. et MIYA, en 1957, ainsi que JONES B.J.
et ROBERTS D.J., en 1968, ce test consiste a placer simultanément 5 souris d’un méme lot entre
les 5 sections égales de la tige afin de noter leur performance musculaire avant de tomber de
I’appareil. Pour sélectionner les animaux, un test préliminaire a été effectué. Seuls les animaux
capables de rester sur le ROTAROD pendant 5 minutes ont été retenus pour 1’expérience
(JONES B.J.et ROBERTS D.J., 1968). Les animaux sélectionnés ont été répartis en 5 lots de 5
souris pour recevoir les produits par voie orale aux doses respectives. Trente minutes apres
I’administration des produits, les animaux ont été placés sur le ROTAROD. Le temps pendant
lequel les souris courent sur le ROTAROD a été not¢ (DUNHAM N.W. and MIYA., 1957 ;
JONES B.J. et ROBERT D.J., 1968 ; ABID M. et coll., 2006).

10



Figure 3: Dispositif expérimental montrant 5 souris placées sur le ROTAROD.
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1.4) Variation de la performance musculaire :

L’agrippement est le premier reflexe que montrent les souris dés qu’elles se trouvent sur
un support glissant et pour ne pas perdre 1’équilibre, les animaux placés sur un appareil tournant
a une vitesse constante ont tendance a courir dans le sens contraire de la rotation et a suivre le
rythme de 1’appareil (VOGEL H.G., 1927).

Si, par rapport au lot témoin, le temps mis par les animaux des lots traités avec 1’extrait
DAL - F3 aux différentes doses diminue, cela veut dire que la performance musculaire des souris

diminue.

La diminution de la performance musculaire des animaux a été calculée en pourcentage

selon la formule suivante :

Pourcentage de diminution de  _ Timoin - T traite % 100
la performance musculaire

T témoin

» T t¢moin - Temps mis par les souris du lot témoin a rester sur le dispositif expérimental.

» T traités : Temps mis par les souris du lot traité ou lot référence a rester sur le dispositif.

12



II. TESTSIN VITRO : Etude de ’effet de ’extrait DAL — F; sur la

contraction des muscles striés squelettiques.
11.1) Préparation des produits :

Dans toutes les expériences, 1’eau distillée a été utilisée comme solvant. L’extrait DAL —
Fs a été dissout dans de ’eau distillée ; une solution mere d’ACh a la concentration 10%M a été
préparée et utilisée comme agent contracturant.

Pour que la variation des concentrations des produits dans le bain soit négligeable, le
volume du produit injecté dans le bain 20 ml a été limité a 200ul, ce qui représente 0,01%

d’erreur.

11.2) Méthodes d’étude de I’effet curarisant de ’extrait DAL — F; :

Pour évaluer Dactivité curarisante de D’extrait DAL — F3, le rectus abdominis de
grenouille a été utilisé. Cet organe a été choisi pour cette étude car c¢’est un muscle strié
squelettique riche en récepteurs cholinergiques de type nicotinique, trés approprié pour tester les
produits a activité curarisante (ELIZABETH M.W. et coll., 1996 ; YVES C., 2008).

Les méthodes utilisées lors de cette étude ont été décrites par KITCHEN et IAN en 1984 ;
KARATAS Y. et ses collaborateurs, en 2000 ; DONDAS N.et ses collaborateurs, en 2004 ; ainsi
gue RAY R.K. et ses collaborateurs, en 2005.

La grenouille a été décapitée puis placée sur sa partie dorsale dans un bac a dissection. La
partie ventrale a été mise a nue en coupant la peau couvrant son abdomen. Ensuite, le rectus
abdominis de la grenouille a été prélevé soigneusement puis placé dans une boite de Pétri
remplie d’une solution de Ringer maintenue a la température ambiante. La veine abdominale a

été enlevee et le muscle a été divisé en deux parties en coupant le long de la ligne médiane.
La composition (en mM) de la solution de Ringer utilisée a été la suivante:

- NaCl: 1111

- KCI:1,87

- CaCl,: 1,08

- NaH,PO,.0,083
- Glucose : 11,1.

L’une des extrémités du muscle a été fixée a un crochet qui se situe a la base de la cuve a
organe isolé et I’autre bout a été relié a un capteur isotonique (HARVARD BIOSCIENCE). Les
contractions basales du muscle ont été captées par un transducteur isotonique et ont été

enregistrées sur 1’ordinateur en utilisant le logiciel « PHYSIOLOG ». La préparation a été
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équilibrée pendant 1 heure sous une tension de 1,5 gramme durant laquelle elle a été rincée

toutes les 15 minutes.

Apres cette période d’équilibration, la préparation a été sensibilisée par I’ACh a la
concentration finale égale a 10™M dans le bain. Lorsque le plateau de contraction a été atteint,

I’organe a été rincé et mis au repos jusqu’a ce que ses contractions retournent a la normale.

11.2.1) Etude de D’effet de DAL — F; sur le rectus abdominis isolé précontracté par I’ ACh :

Pour mettre en évidence I’effet myorelaxant de 1’extrait DAL — F3, il a été injecté d’une
maniere cumulative aux concentrations croissantes égales a 0,1mg/ml, 0,5mg/ml, 1mg/ml,

1,5mg/ml et 2mg/ml dans le bain contenant le rectus abdominis précontracté par I’ACh a 10°M.

Aprés la période de sensibilisation de 1’organe, les contractions maximales du muscle ont
été provoquées par I’ACh a la concentration 10°M dans le bain. Au plateau de contraction,
I’extrait DAL — F3 a été injecté de maniére cumulative aux concentrations croissantes dans le
bain jusqu’a I’obtention de relaxation musculaire maximale.

La courbe montrant la relation entre effet et concentrations de I’extrait DAL — F3 a été
établie et la concentration efficace de I’extrait DAL — F3 pour obtenir 50% de relaxation

musculaire maximale a été calculée par régression linéaire.

11.2.2) Etude de ’effet de DAL — F3 Vvis-a-vis de I’effet contractile de I’ ACh :

Pour étudier I’effet de DAL — F3 vis-a-vis de I’effet contractile de I’ACh, cet agent

contracturant a été injecté de maniere cumulative aux concentrations croissantes allant de

5.10°M a 10°M dans le bain contenant le rectus abdominis prétraité par DAL- Fs aux
concentrations Img/ml, 1,5mg/ml et 2mg/ml dans le bain.

Aprés la période de sensibilisation de 1’organe, ’ACh a été injectée de maniere
cumulative aux concentrations croissantes dans le bain jusqu’a 1’obtention de contractions
maximales. Ensuite, au plateau de contraction, I’organe a €té rincé toutes les 15 minutes jusqu’a
ce qu’il retrouve sa tension de base. Lorsque les contractions du muscle ont été revenues a la
normale, I’extrait DAL — Fs a été mis en contact avec 1’organe pendant 10 minutes a la
concentration 1mg/ml dans le bain avant d’y injecter ’ACh de maniére cumulative jusqu’a
I’obtention des contractions musculaires maximales. Un nouveau rectus abdominis a été utilisé
pour tester chaque concentration de ’extrait DAL — Fs.

Les courbes montrant la relation entre effet et concentrations de I’ACh en absence et en

présence de I’extrait DAL — F3 ont été établies et les variations des concentrations efficaces

d’ACh pour obtenir 50% de contraction maximale en absence et en présence de DAL — F5 ont été

calculées par régression linéaire.
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I11. ANALYSE ET EXPRESSION DES RESULTATS

Tous les résultats des tests in vivo et in vitro ont été exprimés sous forme de moyenne des

valeurs obtenues avec 1’écart — type réduit (moyenneze.s.m).

L’analyse et la comparaison des résultats obtenus ont été faites en utilisant le test « t » de

Student avec un degré de signification p<0,05.

En effet, ce test est utilisé pour garantir la validité des résultats quantitatifs
expérimentaux. Le degré de signification permet de juger la signification ou non des résultats
expérimentaux (SCHWARTZ D., 1963).

L’effet myorelaxant de I’extrait DAL — F3 a été évalué a ’aide des valeurs de CE s
calculées par la méthode de régression linéaire. Ce paramétre exprime d’une part la
concentration efficace d’ACh pour obtenir 50% de contraction musculaire maximale en absence
ou en présence de I’extrait DAL - F3; d’autre part, la concentration efficace de DAL — F3 pour

provoquer 50 % de relaxation musculaire maximale.

L’E max représente d’une part les contractions musculaires maximales provoquées par
I’ACh en absence et en présence de 1’extrait DAL — F3; d’autre part le relachement maximal du

muscle provoqué par I’extrait DAL — F3.
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Troisieme partie : ETUDES DE LA TOXICITE AIGUE

Pour étudier les effets secondaires de 1’extrait DAL — Fj, il a été administré par voie orale

aux fortes doses chez la souris de race SWISS, males et femelles pesant entre 25 a 30 grammes,

ageées de 6 a 8 semaines.

Les animaux ont été mis a jeun 8 heures avant ’expérience puis répartis en 4 lots de 5

souris. Un lot témoin a regu par voie orale de 1’eau distillée a 10ml/kg et les trois lots restants

ont été traités avec ’extrait DAL — F3 aux doses de 1g/kg, 29/kg et 4g/kg.

Tous les changements de comportement des animaux ont été observés a 5, 10, 15, 30
minutes puis a 1, 2, 4, 6 et 24 heures et & 2, 4 et 7 jours aprés ’administration des produits
(MALONE M.H et coll., 1991).

Durant ces périodes d’observation, les animaux ont eu acces a la provende « LFL de
Madagascar 1430 X, de composition : protéine 15%, graisse 12,5%, fibre 8%, Calcium 1% et

phosphore 0,6% » et de ’eau a volonté.
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RESULTATS

I. CRIBLAGE PHYTOCHIMIQUE

Les résultats du criblage phytochimique effectué sur I’extrait DAL — F3 sont résumeés
dans le Tableau Ill. Ce tableau montre que plusieurs familles chimiques se trouvent dans
I’extrait DAL — F3 en différentes concentrations. Les alcaloides et les coumarines sont présents
en fortes concentrations. Les stéroides, les flavonoides sont présents en moyennes
concentrations. Les tanins et les sucres réducteurs sont détectés en faible teneur. Par contre

I’extrait DAL — F3 ne contient ni de saponines ni de polysaccharides.

Tableau 111 : Résultats du criblage phytochimique effectué sur I’extrait DAL - F.

FAMILLES CHIMIQUES OBSERVATION
ALCALOIDES ++
COUMARINES ++
FLAVONOIDES ++
STEROIDES : ++
TANINS catéchiques +

SUCRES REDUCTEURS +
SAPONINES -
POLYSACCHARIDES -
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II. TESTS IN VIVO : Effet myorelaxant de I’extrait DAL — F3 sur
I’activité motrice volontaire.

11.1) Effet myorelaxant de extrait DAL — F3 chez les souris placées sur le plan inclinég :

La figure 4 montre que les souris du lot témoin traitées avec 1’eau distillées a 10ml/kg
sont capables de rester accrochées au sommet du plan incliné pendant 59,79+0,78 secondes. Par
contre, les souris traitées avec ’extrait DAL — F3 aux doses de 100mg/kg, 200mg/kg et
400mg/kg mettent moins de temps a rester sur le dispositif expérimental. Ce qui signifie que,
I’extrait DAL — F3 diminue la performance musculaire des souris. Les valeurs du pourcentage de
diminution de la performance musculaire des souris sont résumées dans le Tableau IV. Ce
tableau nous montre que ces valeurs augmentent significativement avec les doses de DAL — F3

testées. Ce qui indique que I’extrait DAL — F3 possede un effet myorelaxant dose dépendant.

Tableau 1V : Valeurs du pourcentage de diminution de la performance musculaire des
souris placées sur le plan incliné (moyenne + e.s.m; n=5; p<0,001** ;

p<0,0001***),
Produits testés Pourcentage de diminution
Eau distillée 0
DAL — F3 100 mg/kg 30,42+1,6**
DAL - F3 200 mg/kg 55,3+1,05***
DAL — F3 400 mg/kg 74,08+1,15%**
Pancuronium 10mg/kg 81,29+0,63***
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Figure 4: Variation du temps mis par les souris a rester accrochées au sommet du

plan incliné (moyenne + e.s.m.; n=5; p<0,001** ; p<0,0001*** ).
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11.2) Effet myorelaxant de I’extrait DAL — F3; chez les souris placées sur le rotarod :

La figure 5 montre que, les souris du lot témoin traitées avec de 1’eau distillée a 10ml/kg
sont capables de courir sur le rotarod pendant 7,39+0,10 heures avant de tomber. Par contre,
celles qui sont traitées avec I’extrait DAL — F3 aux doses de 100mg/kg, 200mg/kg et 400mg/kg
mettent moins de temps a rester sur le rotarod. Ce qui signifie que ’extrait DAL — F3 diminue la
performance musculaire des souris. Les valeurs du pourcentage de diminution de la performance
musculaire des souris sont résumées dans le Tableau V. Ce tableau nous montre que ces valeurs
augment significativement avec les doses DAL — F; testées. Ce qui indique que ’extrait DAL —

F3 possede par voie orale un effet myorelaxant dose dépendant.

Tableau V : Valeurs du pourcentage de diminution de la performance musculaire des
souris placées sur le rotarod (moyenne * es.m; n=5; p<0,001**;

p<0,0001***).
Produits testés Pourcentage de diminution
Eau distillée 0
DAL — F3 100 mg/kg 24,92+1,18**
DAL - F3 200 mg/kg 48,3142 21***
DAL — F3 400 mg/kg 72,98+1 67***
Pancuronium 10mg/kg 84,73+1***
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Figure 5 : Variation du temps mis par les souris pour courir sur le ROTAROD
(moyenne £ e.s.m ; n=5; p<0,001** ; p<0,0001***),
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I1l. TESTS IN VITRO : Effet myorelaxant de I’extrait DAL — F3
sur la contraction des muscles striés squelettiques.

I11.1) Effet myorelaxant de DAL — F3 sur le rectus abdominis isolé précontracté par
PACh :

L’injection de I’ACh & la concentration de 10°M dans le bain provoque la contraction
maximale du rectus abdominis isolé de grenouille. La figure 6 montre que I’injection de 1’extrait
DAL — F3 au plateau de contraction, de maniére cumulative aux concentrations croissantes dans
le bain provoque la relaxation du rectus abdominis isolé précontract¢ par I’ACh. Cet effet
myorelaxant de DAL — F3; augmente significativement avec les concentrations testées. En effet,

le relachement maximal est obtenu a la concentration égale a 2mg/ml dans le bain.

Apres calcul par régression linéaire, la valeur de la concentration efficace de 1’extrait

DAL — F3 pour obtenir 50% de relaxation musculaire maximale est égale & 0,91+0,03M.

100 - *k
90 -
80 -

70 - * %%

50 -
40 -

30 -

relaxation musculaire (en %)

10 - *

0,1 0,5 1 1,5 2
[DAL - F3] (en mg/ml)

Figure 6 : Effet myorelaxant de I’extrait DAL — F3 sur le rectus abdominis isolé
précontracté par I’ACh a 10°M, (moyenne = e.s.m; n=5; *p<0,05; p<0,001**;
p<0,0001***).
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111.2) Effet de DAL — F; vis-a-vis de I’effet contractile de ’ACh:

La Figure 7 montre que I’injection de maniére cumulative de I’ACh aux concentrations

croissantes dans le bain provoque les contractions du rectus abdominis isolé de grenouille. En

effet, les contractions maximales du muscle sont obtenues & la concentration égale & 10°M dans

le bain. Elle montre aussi qu’en présence de I’extrait DAL — F3, les courbes se déplacent vers la

droite ; alors que le plateau de contraction est toujours atteint avec I’ACh a partir de 10°M dans

le bain. Le Tableau VI nous montre que les valeurs des CE 5o d’ACh augmentent de fagcon

significative avec les concentrations de DAL — Fj3 testées. Ces résultats indiquent que 1’extrait

DAL — F3 possede un effet antagoniste de type compétitif vis-a-vis de I’ACh.

Tableau VI : Valeurs de CEsy de ’ACh en absence et en présence de DAL — F3; aux

différentes concentrations (moyenne + e.s.m ; n=5 ; **p<0,001 ; ***p<0,0001).

ACh seule ACh+DAL-F; | ACh+DAL-F; | ACh+ DAL - F3
a Img/mi a 1,5mg/mi a 2mg/ml
CEsoACh (M) | 9,9+0,39 x10® | 1,02+0,18 x 107" 2,33+0,72x107"" | 3,21+0,53x107"
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contraction musculaire maximale

=4—Ach seul
=—=ACH+DAL 1mg/ml
ACH+ DAL 1,5ma/m

—+—ACH+ DAL Zmg/ml

[Acétylcholine] (enM)

Figure 7 : Courbes des contractions du rectus abdominis isolé provoquées par I’Ach
en absence et en présence de DAL — F; aux différentes concentrations (moyenne +

e.s.m ; n=5).
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IV. TOXICITE AIGUE

L’administration de 1’extrait DAL — F3 par voie orale jusqu’a la dose de 4g/kg ne
provoque aucune mortalité chez les souris. Par contre des effets secondaires sont observés. Il
s’agit d’une diminution de D’activit¢é motrice, une somnolence, une paralysie des pattes
postérieures, une respiration de CHEYNE STOKES et une ptose de la paupiére. Les Figures 8,

9 et 10 montrent quelques uns de ces effets secondaires chez la souris.

Le Tableau VII montre que la durée de ces manifestations ainsi que le nombre des
animaux atteints augmentent avec les doses de DAL — F3 administrées. Les premiers effets
secondaires observés chez tous les animaux traités avec ’extrait DAL —F3 aux doses 1, 2 et
4g/kg sont la diminution de I’activité motrice et la somnolence. Ces effets apparaissent
30minutes aprés de 1’administration de I’extrait DAL — F3 a la dose de 1g/kg, chez 60% des
animaux. Par contre, elle apparait 10 minutes et 5 minutes aprés I’administration de I’extrait aux

doses de 2g/kg et 4g/kg et atteignent 100% des animaux.

La paralysie des pattes postérieures apparait en second lieu. Elle s’observe chez les lots
traités avec 1’extrait DAL — F3 aux doses 2g/kg et 4g/kg. Cet effet apparait respectivement apres
10 et 5 minutes et persiste pendant 2h55 et 4h30 minutes et atteint respectivement 60 et 100%

des animaux.

A la dose de 4g/kg, d’autres effets secondaires se manifestent aprés Sminutes et 15
minutes de I’administration de I’extrait chez 80% et 100% des animaux. Il s’agit respectivement

d’une ptose palpébrale et une respiration de CHEYEN STOKES.
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Tableau V11 : Effets secondaires observés chez les souris aprés ’administration de I’extrait

de DAL - F3 par voie orale aux doses de 1g/kg, 2g/kg et 4g/kg.

DAL - F3 Effets 1°" apparition Durée (min) Animaux
(a/kg) secondaires (min) atteints (%o)

Diminution de
1g/kg I’activité motrice 30 97 60
+

somnolence

Diminution de

I’activité motrice 10+2 175 100
+

29/kg somnolence

Paralysie des

pattes 4043 125 60
postérieures

Diminution de
’activité motrice

+ 5+2 256 100
somnolence
Paralysie des
4g/kg pattes 3043 235 100

postérieures

Respiration de

CHEYNE 1542 215 100
STOKES

Ptose de la 5+3 255 80
paupiere
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Figure 8 : Diminution de I'activité motrice et somnolence aprés I'administration de I'extrait DAL — F; administré

par voie orale aux doses de 1g/kg, 2g/kg et 4g/kg, par rapport au lot témoin.

Patte
postérieure
paralysée

Lot TRAITE

Lot TEMOIN

Figure 9 : Paralysie des pattes postérieures chez une souris traitée avec I'extrait DAL — F; aux doses de 2g/kg et

4g/kg, par rapport au lot témoin.

Apnée

Ny
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palpébrale

Lot TEMOIN Lot TRAITE

Figure 10 : Ptose palpébrale et respiration de Cheyne Stockes chez les souris traitées avec I’extrait DAL — F; a la

dose de 4g/kg, par rapport au lot témoin.



DISCUSSION

L’objectif de ce travail a été de mettre en évidence 1’effet myorelaxant de 1’extrait DAL —

F3 par des tests in vivo et in vitro chez la souris et la grenouille.

Les fibres musculaires striées squelettiques représentent 1’élément de base de 1’activité
motrice (BACOU F., 1988). La contraction de ces fibres est a 1’origine du tonus musculaire qui
est contrblée par I’ensemble des centres nerveux dont la moelle épiniére est la principale
responsable (BUSER P. et coll., 1975). Les myorelaxants provoquent la dépression du systéeme
nerveux central en agissant au niveau du systeme mésencéphalique bulbaire ou medullaire dont
la conséquence au niveau périphérique est la diminution du tonus musculaire et la perte de
motricité volontaire (YVES C. et coll., 2008).

La suppression du tonus musculaire qui se traduit par la relaxation des muscles striés
squelettiques est un des objectifs en anesthésiologie, car elle permet aux chirurgiens d’effectuer
les actes chirurgicaux sans provoquer des reflexes médullaires (JACQUES Q. et coll., 2007).
L’utilisation des substances curarisantes comme adjuvants en anesthésie permet d’atteindre cet
objectif (ROBERT R., 2002). Les études effectuées par ABID M. et ses collaborateurs, en 2006,
sur I’extrait de Pachyruzus erozus (LEGUMINACEAE), utilisant les méthodes sur plan incliné
et rotarod, ont montré que ’extrait de cette plante diminue de fagon significative la performance
musculaire des souris. Ensuite, les expériences effectuées par RAKOTONIRINA V.S. et ses
collaborateurs, en 2001, sur I’extrait de Cyperus anticulatives (CYPERACEAE) utilisant ces
mémes méthodologies ont montré les mémes résultats. Ces auteurs ont conclu que la diminution
de la performance des souris placées sur ces deux appareils est due a la dépression du systéeme
nerveux central qui se traduit par un effet sédatif et la perte de 1’activité motrice volontaire de ces

animaux.

Les résultats de nos tests in vivo, utilisant ces mémes méthodes, ont montré que 1’extrait
DAL - F3 diminue les performances musculaires des souris placées sur ces deux dispositifs
expérimentaux. Par analogie, I’extrait DAL — F3 posséderait une activité myorelaxante au niveau
du centre medullaire dont la conséquence est la perte de I’activité motrice volontaire des souris.
Les etudes de la toxicite aigiie de DAL — F3 montrent qu’il provoque la diminution de ’activité
motrice et une somnolence ceux qui pourraient provoquer la perte de reflexe de motricité, faisant

tomber facilement les souris de ces appareils.

PICK et ses collaborateurs, en 1945, ont montré que, 1’alcaloide de I’Erythrina sp
(FABACEES), provoque au niveau central la dépression du systeme nerveux central et au niveau

périphérique, il interrompe la formation d’une dépolarisation au niveau post-synaptique de la
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plaque motrice. Les résultats du criblage phytochimique effectué sur I’extrait DAL — Fj,
montrent la présence des alcaloides aux fortes concentrations. L’activité myorelaxante d’origine
centrale de DAL — F3 pourrait étre attribuée a cette méme famille chimique et la paralysie des
pattes postérieures et la chute de la paupicre des souris observées lors de 1’étude de toxicité

pourraient étre attribuée a son activité au niveau périphérique sur les muscles striés squelettiques.

Par ailleurs, selon la définition de WILLIAM STOKES et JOHN CHEYNE, la respiration
de type Cheyne Stokes est une respiration caractérisée par une alternance réguliére et périodique
d’apnée et d’hyperpnée. Ce type de respiration a été observé chez les souris traitées par I’extrait
DAL — F3 a la dose de 4g/kg. Selon ces auteurs, il est causé par un défaut d’irrigation sanguine
au niveau des centres respiratoires. BUZZELLO et ses collaborateurs, en 1982, ont rapporté que
les curarisants tels que le Vancuronium et le Pancuronium provoquent un effet vagolytique au
niveau des centres pneumo-respirateurs qui ont pour conséquence la dépression du systeme

nerveux respiratoire.

Les tests in vitro ont pour objectif d’étudier I’effet de I’extrait DAL-F3; sur les
contractions des muscles striés squelettiques en utilisant le rectus abdominis comme model
expérimental. Les études menées par DONDAS N. et coll., en 2004, ont démontré la présence
des récepteurs cholinergiques type nicotinique sur le rectus abdominis de grenouille. Ce qui nous
a permis de choisir ce muscle comme modéle expérimental. En outre, CLAUDE BERNAD a
démontré en 1856, que D’activité myorelaxante périphérique des curarisants résulte de leur
capacité a bloguer le mécanisme physiologique de la transmission neuromusculaire en
compétition avec 1’Acétylcholine au niveau des récepteurs cholinergiques post-Synaptiques.
Sachant que la fixation de 2 molécules d’Acétylcholines sur les sous unités alpha des récepteurs
cholinergiques type nicotinique au niveau de la membrane des fibres striées squelettiques va
déclencher I’activation des canaux cationiques dont la conséquence est le déclenchement des
mécanismes mis en jeu dans la contraction musculaire (MARTIN C. et coll., 2006). En effet,
I’action intracellulaire au niveau des fibres striées squelettiques se fait par 1’activation des
récepteurs ioniques couplés avec un canal ionique par 1’agoniste, permettant 1’entrée massive
dans la cellule des ions Na+ et Ca++ et la sortie des ions K+ provoquant le potentiel de plaque
motrice a I’origine de la réponse cellulaire qui est la contraction musculaire (PAGE C.P et coll.,
1999). Par contre, la fixation d’un antagoniste compétitif sur ses mémes types de récepteurs
empéche leur activation dont la conséquence est I’absence de la réponse cellulaire qui se traduit
par le relachement musculaire (PAGE C.P et coll., 1999 ; MARTIN C. et coll., 2006). Comme le
Pancuronium®, un curarisant de synthése, grace a son grouppemnt quaternaire est capable de se
fixer sur ces récepteurs en compétition avec I’ACh dont la conséquence est une relaxation

musculaire au niveau périphérique (BUCKETT W.R. et coll., 1969 ; SPEIGT T.M., 1998).
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Les résultats des tests in vitro montrent que I’extrait DAL — F3; posséde un effet
myorelaxant sur le rectus abdominis isolé de grenouille. Les résultats du premier test in vitro
montrent que 1’injection de ’ACh a la concentration finale de 10°M dans le bain entraine la
contraction maximale du muscle. L’activation du complexe ACh — récepteurs entraine une
réponse tissulaire qui est la contraction musculaire. Par contre, I’injection d’une maniére
cumulative de ’extrait DAL — F3 au plateau de cette contraction maximale, aux concentrations
croissantes dans le bain, provoque le relachement maximal du muscle. Par analogie, les
molécules de I’extrait DAL — F3 pourraient se fixer au niveau de la sous unité alpha de ces
mémes types de récepteurs d’une manieére compétitive avec celles de 1’agoniste qui est I’ACh,
en provoquant le relachement musculaire. Selon MARTIN C. et ses collaborateurs, en 2006,
lorsque 95% des récepteurs cholinergiques post-synaptiques sont occupés par les molécules
antagonistes, le relachement musculaire maximal est obtenu. D’aprés la figure 6, a la
concentration égale a 2mg/ml dans le bain, I’extrait DAL — F3 provoque la relaxation musculaire
maximale soit 99,8+0,22%, il se pourrait qu’a cette concentration, tous les récepteurs localisés au

niveau de ce muscle isolé ont été occupés par les molécules de DAL — Fs.

DOBELIS P. et ses collaborateurs, en 1999, ont montr¢ que [’alcaloide
méthyllucaconitine de la plante Delphinium brownii est un antagoniste compétitif des récepteurs
cholinergiques nicotiniques de la plaque motrice. Les résultats du criblage phytochimique
effectué sur I’extrait DAL — F3 montrent la présence des alcaloides aux fortes concentrations et
les résultats du second test in vitro montrent que l’incubation de 1’organe dans le bain en
présence de I’extrait DAL — F3 aux différentes concentrations déplace les courbes effet-
concentrations d’ACh vers la droite avec une antagonisation significative. Par analogie, 1’effet
périphérique de DAL — F3 pourrait étre attribué a cette méme famille chimique qui antagonise de
maniere compétitive les récepteurs cholinergiques post-synaptiques localisés au niveau du rectus

abdominis isolé de grenouille.
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CONCLUSION

Les résultats de notre travail montrent que D’extrait DAL — F3; provoque un effet
myorelaxant tant au niveau central qu’au niveau périphérique. Au niveau central, il posséde un
effet myorelaxant qui se traduit par la diminution de 1’activité motrice volontaire. Au niveau
périphérique, il posséde un effet antagoniste type compétitif caractérisant son activité
curarisante. A forte dose, I’extrait ne provoque aucune mortalité, donc il n’est pas toxique.

En perspective d’avenir, des travaux supplémentaires portant sur le fractionnement bio-
guidé de I’extrait DAL — F3 permettront de déterminer le ou les mécanisme(s) d’action du ou des

principe(s) actif(s) contenu(s) dans cet extrait.
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RESUME

L’objectif de la présente étude a été d’évaluer 1’activité curarisante de 1’extrait DAL — F3 par
des tests in vivo et in vitro chez la souris et sur le rectus abdominis isolé de grenouille.

In vivo, I’administration de DAL — F3 par voie orale aux doses 100mg/kg, 200mg/kg et
400mg/kg provoque la diminution de 1’activité motrice volontaire. In vitro, I’injection de DAL —
F3 aux différentes concentrations dans le bain contenant 1’organe isolé contracté par
I’ Acétylcholine provoque le relachement du muscle isolé. La contraction maximale du muscle a
6té obtenue avec I’Acétylcholine 4 10°M dans le bain. Tandis que le relachement maximal du
muscle est obtenu avec DAL — F3 a 2mg/ml dans le bain, avec une CE s, égale & 0,91+0,03M.

Cette activité curarisante de 1’extrait DAL — F3 pourrait étre attribuée aux alcaloides qui
agissent au niveau du systeme nerveux central et qui pourraient antagoniser de maniere
compétitive les récepteurs cholinergiques type nicotinique de la plaque motrice.

L’étude de toxicité aigue montre que I’extrait DAL — F3n’est pas toxique.

Mots clés : curarisants, relachement musculaire, jonction neuromusculaire, muscles striés
squelettiques.

SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the curare-like activity of DAL — F3 by in vivo and in
vitro assays in mice and on rectus abdominis of the frog.

In vivo, the oral administration of DAL — F3 at doses of 100mg/kg, 200mg/kg and 400mg/kg
in mice led to reduction of the muscular voluntary activity. In vitro, the injection of DAL — F3 at
different concentrations in the bath containing the organ led to relaxation of the isolated muscle.
The maximal contraction of the muscle was obtained to 10°M of Acetylcholine in the bath. But
the maximal relaxation of this muscle was obtained to 2mg/ml of extract DAL — F3 in the bath,
with EC 500, 91+0,03M.

This curare activity of DAL — F3; could be attributed to alkaloids action on the central
nervous system and to that could antagonize the nicotinic receptors of the neuromuscular
junction.

The test of toxicity showed that the extract of DAL — F3 is not toxic.

Keys words: neuromuscular blocking agents, relaxant muscle, junction neuromuscular,
skeletal muscles.
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