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Résumé

La toxicité générale aigué d'un macéré aqueux de la poudre de racines de Tinospora bakis (A Rich },
Miers, Menispermaceae, a été évaluée en administration intrapéritonéale (I.P.) et sous-cutanée (S.C.)
chez la souris albinos comparativement a I'atropine, en raison de son utilisation tradithépeutique dans
les troubles gastro-duodénaux. Au niveau du syndrome d'intoxication, {'extrait administré, & I'instar de
l'atropine, s'est avéré doué de propriétés anticholinergiques. En LP la létalité s'est traduite par une
DL50 de 360 mg/kg pour 'extrait aqueux contre 425 mg/kg a l'atropine rendant un dégré de toxicité
moyen pour les deux produits,

L'examen des rapports DL5/DL95 montre une plus grande maniabilité de l'extrait comparativement a
'atropine.

Mots clés : Plantes médicinales ; Pharmacopée traditionnelle ; Tinospora bakis ; atropine ; toxicité
aigué ; DL50.

Abstract

The general acute toxicity of a macerated aqueous extract of Tinospora bakis root powder is investi-
gated on albinos mouse using L.P. and S.C. administration comparatively with atropin. The symptoms
of intoxication showed the tested extract may possess anticholinergic properties as atropin.

The I.P lethality gave 360 mg/kg pc as LD50 for the tested extract against 425 mg/kg pc for atropin.
These datas indicate the more toxicity of the plant extract and include both in the class of products with
moderate toxicity.

In addition the study showed by the ratio LD5/LD95 that the plant extract is , in emploiment more safe-
ty than atropin.

Key-words : Medicinal plants; Traditional Pharmacopoea ; Tinospora bakis ; Atropin general acute
toxicity ; LD50.
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Introduction

Dans toute étude de valorisation des données de la pharmacopée traditionnelle, 1'évaluation de la toxi-
cité générale aigué devrait tenir une place de choix voire étre un préalable. Cet aspect nous parait
essentiel pour l'utilisation des données de la tradithérapeutique dans des pays comme le Burkina Faso
ot les remeédes sont administrés sur une courte durée et souvent en automédication. Cette évaluation
présente plus d'intéret lorsqu'elle est menée comparativement a un produit de référence.

Le macéré aqueux de la poudre de racines de Tinospora bakis est utilisé en tradithérapeutique dans
divers troubles touchant les domaines gastro-entéral et hépatique. Il nous a donc paru juducieux d'en
évaluer la toxicité générale aigué comparativement & des macérés organiques et  l'atropine, produit
de référence. En effet ledit extrait est trés utilisé en tradithérapeutique dans les gastro-entéralgies.
Les résultats de cette étude contribueront a la constitution de préréquis pour la sécurité d'emploi chez
I'homme. L'étude a été réalisée & 'Institut de Recherche sur les Substances Naturelles (LR.S.N.) un
des cingq instituts spécialisés du Centre Nationale de la Recherche Scientifique et Technologique
(C.N.R.S.T.) chargé de la valorisation des données de la pharmacopée traditionnelle.

I. Matériel et méthodes d’étude
1. MATERIELS D’ETUDE

** Matériel végétal

Les racines fraiches de la plante provenant du Sénégal (récolte de juillet 1991) sont nettoyées & gran-
de eau sur une rampe appropriée. Aprés découpage et séchage & 'ombre sous ventillation elles sont
broyées. Cent grammes (100g) de la poudre obtenue sont mis & macérer a froid pendant 24 heures dans
un litre d'eau distillée(macéré aqueux) ou dans un solvant organique a raison de xg de poudre de plan-
te pour 5x ml de solvant. Chaque filtrat obtenu est alors centrifugé. L'extrait aqueux est lyophilisé. Les
extraits organiques sont portés & siccité jusqu'ad poids successivement constant. Les résidus obtenus
sont pesés et conservés dans un dessiccateur. Ils font I'objet d'un screening phytochimique, d'une ana-
lyse par chromatographie sur couches minces (C.C.M.} et par spectrophotométrie U.V/visible.

En C.C.M.,les mélanges CHCl3 -MeOH 80/20 et 97/3 constituent les solvants de migration ; tandis que

la révélation est assurée par la lampe U.V.(255 et 375 nm), le réactif de CARR -PRICE et le DRAG-
GENDOREF. Ce lyophilisat, 4 l'instar des autres résidus, est convenablement dissout dans l'eau distil-
lée au moment de l'emploi.

** produit de référence
L'atropine, produit de référence nous vient de la firme MERCK : pureté
99,99 % ; N° de série 727K3401975.

** Matériel biologique

L'animal d'étude est la souris albinos provenant du Centre de Recherche sur les Trypanosomoses
Animales (C.R.T.A) de Bobobo-Dioulasso (Burkina Faso). Les conditions d'élevage sont celles fixées
par le laboratoire :

* alimentation aux granulés de I'Atelier de Fabrication d'Aliments Bétails (A.F.A.B) de Bobo-
Dioulasso ;
- granulés & 29 % de protéines et de I'eau vitaminée pour les reproducteurs et les petits jusqu'au ser-
vrage ;
- granulés a 20 % de protéines et eau courante pour les adultes en stock ;

* éclairage de 6 heures & 18 heures ;

* climatisation permanente pour maintenir une température stable de 25°C.
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2. Méthodes d’étude

L'étude a été faite selon la méthode classique consacrée (TREVAN, 1927) et ses différentes améliora-
tions successives (MILLER ET TAINTER, 1944 ; LICHTFIELD ET WILCOXON, 1949 ; PRIEUR et
Coll 1973 ; DESCOTES, 1985). Les animaux 4gés de 3 mois et pesant 36 g environ, préalablement
mis a jeln pendant 24 heures, sont repartis en 4 lots et un lot témoin de 6 souris chacun. L'extrait
aqueux et l'atropine, dissouts dans l'eau, ont été administrés par voies LP et S.C, les souris témoins
recevant le solvant/eau bidistillée. Les solutions ont été préparées de manire & n'administrer en
moyenne & chaque souris qu’entre 0,15 et 0,3 ml soit 3,6 4 7,2 mg d'extrait.

Le test a été repeté 3 fois pour les souris de chaque sexe. Les animaux traités sont observés pendant
les deux heures suivantes pour la toxicité immédiate puis, avec retour aux conditions d'avant jeiin, jus-
qu'a une semaine pour la toxicité aigué retardée.

L'ensemble des symptOmes observés est utilisé pour caractériser le syndrdme d'intoxication de chaque
produit testé. Les 1étalités respectives sont rendues par les pourcentages de morts, les courbes corres-
pondantes, les valeurs des DLS, DL50 et DL9S5 ainsi que leurs rapports respectifs. Une comparaison a
été faite par rapport a l'atropine.

II. Résultats et commentaires

1. Caractéristiques physico-chimiques des extraits étudiés
Les résultats sont présentés au Tableau 1.
Le macéré aqueux est obtenu sous deux formes MA| et MA, avec une fréquence de 40 % pour la

seconde. Le m&me constat est fait au niveau des extraits chloroformique(MC) et éthanolique (MEt)
avec une nette moindre fréquence pour le type 2. Le screening phytochimique révele :

1) que la richesse de la racine de Tinospora bakis en substances phytochimiques : toutes les
réactions de caractérisation sont au minimum moyennement positives (++) ;

2) que les groupes phytochimiques majoritaires (+++) sont les terpénoides, les alcaloides
bases comme sels et les anthocyanosides suivis des hétérosides stéroidiques, saponosides, tanins, cou-
marines... ;

3) que les formes 1 et 2 respectives ont la méme composition chimique.

En C.CM le type 1 du macéré aqueux semble présenter un nombre de spots supérieur au type 2. A I'ab-
sorption U.V., celui-ci conduit 2 trois types de bandes pour le macéré aqueux :
- des bandes communes a MA | et MA, : 320,206,202,198, et 194 nm;

- des bandes propres 8 MA{ : 270,260,216 et 213 nm;

- des bandes propres a MA, : 280,254 et 210 nm.
Ces caractéristiques physico-chimiques semblent indiquer que les formes 1 et 2, notamment MA et
MA, de l'extrait aqueux de la plante, pourraient étre dues & des phénoménes d'oxydo-reduction et/ou
de réarrangements structuraux.
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Tableau | : Quelques caractéristiques physico-chimiques des extraits étudiés : screening
phytochimique, rendement, solubilité, C.C.M. et absorption U.V.

MC MEt MA, MA,

Acides gras ++
Polyoses ++ ++
Composés reducteurs t+ ++ ++
Tanins ++(C) ++(C) ++(C)
Terpenoides +++(T)
Caroténoides ++ |
Alcaloides +++(B) +++(8) +++(S) +++(S)
Hétérosides ++(") ++(%) ++(*)
stéroidiques
Coumarines ++ ++(*) ++(% ++(*)
Anthocyanosides +++(%) +++(*) +++(*)
Rendement % 1,60 2,00 7,20 6,80
Hydrosolubilité 20% 85% 150mg/mi 150mg/ml
c.c.m. 7B S P S, P S, P
Absorption U.V.(nm) %% 304_272460672-316 g}gzzﬁg 280-254-210

B: alcaloides bases +: imprécis

C: tanins catéchiques +: faiblement positif

S: alcaloides sels ++! moyennement positif

P: polyphénols +++: fortement positif

T: terpénoides *: aprés hydrolyse

2. Les syndromes d’intoxication

Des quatre extraits testés, seule la forme MA du macéré aqueux a développé une toxicité générale

aigué chez les animaux traités au bout de 72 heures.
Les signes essentiels de l'intoxication aigué de la souris albinos par ledit extrait sont:

- une baisse de l'instinct d'exploration marquée par un blotissement groupé ou individuel dans un coin
de la cage entrecoupé de phases d'exicitation bréves marquées par le hérissement des poils ;

- des troubles respiratoires marqués par une dyspnée ;

- des troubles gastro-duodénaux caractérisés par une défécation abondante chez certaines souris.
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La mort survient en position de repos isolé d'inanition au milieu ou dans un coin de la cage.

Avec l'atropine nous observons une difficulté  la locomotion, une excitation marquée par une agita-
tion beaucoup plus fréquente qu'avec V'extrait de plante notamment 2 partir de 500 mg/kg. La phase
d'inanition est rapidement suivie de la mort de I'animal. Ce tableau clinique cotrespond & ce qui est
généralement décrit pour l'intoxication atropinique en dehors de la défécation notée avec l'extrait de la
plante. En administration S.C ces signes sont retardés et moins marqués. Tous ces éléments sont indi-
qués au Tableau I1.

Tableau If : syndromes d’intoxication comparésdu macéré aqueux de la racine
de tinospora bakis et de I'atropine.

Nauclea ktifola Tinospora bakis Atropine sulfate
3] (MA, (2
Mobilité et instinct Baisse +++ Baisse +++ Baisse +++
d'exploration
Excitation, agitation ++ ++ ++
Poils hérissés ++ e 4t
Tractus digestif Défécation Détfécation : Défécaion
en basse - bdsse +++ absente
- accélérée +
[ Respiration Dyspnée Dypnée Dypnée
Température Hypothermie + +
++
" Alimentation Refus Refus Refus
” Retour a la normale 72 heures 72 heures 72 heures
Principal mode Antichoinergique ACHN AChN
d'action toxique (AChN)
Hypothermie
——— —_——

(1) : LP. GUISSOU, 1982,
(2) : GOLDENTHAL, 1971 ; C. TVEDE, 1952.

Les signes cliniques de l'intoxication aigué de la souris albinos par l'extrait de plante tels qu'observés
et comparés & ceux de l'atropine (GOLDENTHAL, 1971 ; TVEDE, 1952) et du macéré agueux de
Nauclea latifolia (1. P. GUISSOU..., 1992) traduisent une atteinte principalement nerveuse avec une
répercution locomotrice, respiratoire et digestive. Ceci permet de dire que l'extrait de plante est doué
d' activités anticholinergiques ou atropiniques. Ces effets sont plus difficilement pergus par voie S.C
en raison du processus de résorption qui rend plus lente la diffusion des produits. Ce processus est
absent par voie I.P qui est comparable 2 la voie intra-veineuse (I1.V).
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3. Létalité et courbe de toxicité aigue

La Figure 1 indique les courbes de toxicité de I'atropine en LP (Cy) et en S.C. (Cy) et ceux
de I'extrait, respectivement (Cy) et (C3).
Sur ces courbes (droites) les valeurs de DL50 sont notées :

- 425 mg/kg et 1500 mg/kg pour l'atropine respectivement en LP. et S.C.,
- 360 mg/kg et 650 mg/kg dans le cas de I'extrait de plante.
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Les données de 'évaluation de ces droites (DL50 par la méthode de LICHTFIELD et WILCOXON
(1949) et par d'autres approches critiques (PRIEUR et Coll 1973 ; DESCOTES 1985) sont présentées
au Tableau III. Celles-ci valident les différentes valeurs de DL50. Ceci est confirmé par la presqu'éga-
lité des valeurs des rapports DLS/DL50 et DL50/DL95 respectifs correspondants. Cependant si le rap-
port DL5/DL95 par voie S.C. est le méme pour les deux produits testés, en LP. il va du simple au
double respectivement pour l'extrait de plante et celui de l'atropine (0,19 et 0,49).

De telles données n'ont pas été obtenues avec les extraits chloroformique, éthanolique et aqueux secon-
de forme méme 2 la dose de 2000 mg/kg en administration intra-péritonéale.

I1I, Discussion

1l s'agit de commenter les resultats obtenus et de les apprécier notamment ceux relatifs a la poudre de
racine de Tinospora bakis par rapport aux données de la litterature.

* Les différentes valeurs de DL50 obtenues indiquent que l'extrait de plante et l'atropine sont plus
toxiques en LP. qu'en S.C. : environ 2 fois plus pour I'extrait de plante et 3 fois plus pour 'atropine.
Le macéré aqueux de Tinospora bakis est par ailleurs 2 fois plus toxique que l'atropine en LP. et de
méme toxicité en S.C.(Tableau III).

Tableau W : toxicité générale aigue de I'extrait de plante comparée a celle de I'atropine.

- Valeurs des DLS, DL50, DL95, DL5/DL50, DL50/DL95, et DL5/DL95.
- Toxicité absolue et toxicité relative selon la voie d’administration.

P D5 | DIsO DLI5 DL5 DLSO DL5
RODUIT mghg | mghkg mg/kg DL50 DLYS DL95
ET V.A
AtenS.C =5 | 45
(337.2170 2750 050 051 0,26
Aten|.P 20 | 425(312-5m)
610 470 470 0.49
MA en S.C FO | 650(485-871)
1225 054 053 0.28
MA, enlP %0 |30
(248.522) 840 Q44 Q42 019
Toxicité -en LP.: MA1> At, 2fois
ahsolue -enS.C.: MA1= At
Toxkité
relaive
SCAP. MA, 225 | 180 157 1P>S.C., 2ok
SCAP. At 241 | 335 450 IP>S.C 3 u
fois
MA /A SC. | 207 | 219 224 MA, >At 2
fols
MA, /At IP. 187 | 118 138 MA, =At i
'——'—-——h"———_ﬁm

V.A : voie d’administration
* + validation par la méthode de LICHTFIED et WHLCOXON (1849)
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Ceci pourrait s'expliquer par une ou plusieurs des hypothéses ci-apres

- tandis que J'atropine est une substance pure, plusieurs substances phytochimiques composent l'ex-
trait de plante testé (résorption, activité) qui est un totum d'extraction ;

- la toxicité de l'extrait de plante pourrait ne pas étre due aux seuls effets anticholinergiques,en
temoigne la manifestation de défécations qui ne sont pas observées avec l'atropine ;

- 'extrait de plante, mélange de plusieurs substances, présenterait moins de spécificité et d'affinité
pour les récepteurs correspondant a l'atropine (faible écart d'activité entre les deux produits par voie
LP o il n'y a presque pas de phénomene de résorption). Tous ces éléments ressortent de 'analyse des
rapports DL5/DL95 qui font apparaitre une plus grande marge de maniabilité de T'extrait aqueux par
voie 1.P que l'atropine (2,50 fois plus) et une méme marge d'utilisation par la voie 5.C (valeurs des rap-
ports DL5/DL95 : 0,28 et 0,26).

* Ces résultats peuvent étre considérés inedits. En effet nous n'avons pas eu connaissance de travaux
similaires dans la revue de la littérature que nous avons réalisée.
KAMSOULOUM (1984 ) n'a trouvé aucun trouble attribuable au décocté de la poudre de racines de
Tinospora bakis administré per os a des rats méme 2 la dose de 2000 mg/kg. De tels résultats ont été
obtenus chez la souris albinos traitée per os avec la deuxiéme forme de notre extrait, forme certaine-
ment due 2 des phénomenes d'oxydo-réduction et/ou de réarrangements structuraux. La toxicité de la
colombine rapportée par BEAUQUESNE (1938) ; KERHARO et ADAM (1974) pourrait étre attribuée
aux différents extraits et fractions de terpenoides ; mais ceux-ci n'ont pas £té testés au cours de notre
étude.

MAHAIJAN et al. (1985) ont rapporté l'effet convulsivant (toxicité) et hypoglycémiant de I'extrait
acéto-éthylique de 1'espéce voisine, Tinospora cordifolia, poussant en Asie. Pour notre part N. SOME,
(1992) les macérés organiques, surtout chloroformique et éthanolique se sont avérés sans effet notable
par voie IP. chez la souris albinos méme & la dose de 2000 mg/kg. Cela pourrait reléver de la solubi-
lisation partielle des extraits organiques (80 % dans le cas de I'extrait chloroformique) et/ou aux réar-
rangements structuraux précédemment en question (extrait éthanolique et surtout macéré aqueux

de type 2).

S'agissant des valeurs de DL5O relatives & 1'atropine, elles parafssent valides par rapport aux données
de la littérature que nous avons pu recueillir. En effet celle-ci fait mention d'une DL5O0 per os égale &
750 mg/kg chez le rat pour l'atropine base (TVEDE,1952) contre 622 mg/kg pourle sulfate (GOL-
DENTHAL, 1971). Notre étude bien qu'incompléte a certains égards, présente l'intérét d'avoir permis
d'entrevoir des possibilités de toxicité anticholinergique comparativement 2 I'atropine.

IV. Conclusion

L'étude de la toxicité générale aigué du macéré aqueux de la poudre de racines de Tinospora bakis
comparativement 2 l'atropine a conduit & des résultats dignes d'intérét en terme de préréquis pour la
sécurité d'emploi chez 'homme :

- un syndrdme d'intoxication comparable & celui de I'atropine (effets anticholinergiques) ;

- une plus grande toxcicité des deux produits testés par voie LP que par voie
S.C et de l'extrait de plante par rapport au produit de référence ;

- une plus grande maniabilité de 'extrait par voie LP par rapport 2 'atropine.
Les études ultérieures porteront sur I'exploration des anticholinergiques sur le muscle lisse isolé ainsi
que l'approfondissement de la toxicité générale aigu€ de l'extrait de plante étudié, qui sera fait par voie
orale, voie d'utilisation pratiquée en thérapeutique traditionnelle.
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