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l. Introduction

constituent un probleme médical, social et

économique pour les populations rurales
africaines, a faibles revenus et éloignees des
centres médicaux (BON, 1994).

I es morsures des serpents venimeux

Le colt relativement élevé de la sérothérapie
antivenimeuse {SAV) occidentale rend le recours a
ce traitement, aujourd’hui plus encore, inaccessible
a la majeur partie, sinon & la quasi totalité de la
population africaine. Selon CHIPPAUX (1989},
dans une étude menée au Bénin, 80% des
perscnnes mordues par des serpents affirment
qu'elles utilisent plutdt le traitement traditionnel que
celui de la médecine moderne occidentale. Ceci
s’explique d'une part par le fait que la flore
africaine est riche en plantes médicinales réputées
pour leur efficacité contre les morsures de
serpents et d'autre part, parce que ces
médicaments antivenimeux africains auraient
'avantage sur les sérums et les vaccins, d'étre
facilement accessibles, compatibles pour toutes

les espéces, peu onéreux et conservables a la
température ordinaire.

Des études ethnobotaniques et floristiques
effectuées au Niger par ADJANAHOUN et Coll.
(1981) ; au Nigeria par BURKILL {1985) ; au Bénin
par ADJANAHOUN et Coll. {1989) et au Ghana par
ABBIW (1990) ont rapporté des activités
antivenimeuses de Annona senegalensis.

A notre connaissance, aucune étude sur les effets
antivenimeux de Annona senegalensis n'a été
effectuée. Toutelois, il est prouvé chez Annona
senegalensis, des activités larvicides par MACKIE
et MISRA (1956) ; hypotensives par SCHNEIDER
et Coll. (1973) ; antibactériennes par YEI-FEN-LIN
et Coll. (1979); antiparasitaires par JACOBSON in
OLIVER-BEVER (1986) et anti-leucémique par
HUI et Coll. (1990).

Aussi, le but de ce travail a-t-il été d'établir,
scientifiquement, par une expérience sur l'animal,
les propriétés antivenimeuses de Annona
sénggalensis.

Il. Matériel et méthode

1. Préparation des extraits

Le venin de Bitis arietans (Ba) est prélevé
manuellement sur des spécimens vivants du
Serpentarium de lInstitut Pasteur d’Adiopodourné
(Cote d'lvoire). Le venin est enstite congelé puis

Ilyophilisé et conservé a 4°C (a cause de sa
thermotabilité). Dans le but de rester le plus proche
possible des conditions naturelles de morsures, les
solutions sont préparées en diluant le venin total
lyophilisé dans de [|'eau bidistillée aux
concentrations allant de 10-2 g/ml (100 mg de
venin + 10 ml d'eau bidistillée) 2 10-5 g/ml (1 ml de
venin a 104 g/mi + 9 ml d'eau bidistiilée).
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Pour la préparation de l'antivenin, les échantillons
d'écorce de tige de Annona senegalensis (As) ont
été achetés en janvier 1994 sur le marché d'Abobo
a Abidjan (RCI) et authentifiés par le Dr VANGAH-
Madeleine et le Prof. AKE ASSI Laurent du Centre
National de Floristique (CNF) de I'Université de
Cocody-Abidjan. Ces échantillons sont séchés a
I'air ambiant du laboratoire puis pulvérisés au
broyeur. 10 g de ce broyat d'écorce de tige sont
mis en macération avec agitation magnétique
constante dans 100 ml d'eau bidistillée durant 24
heures. La solution obtenue est filtrée plusieurs
fois sur du coton hydrophile puis du papter filire. Le
filtrat obtenu (solution mére) a la concentration de
10-1 g/ml (10 g de poudre + 100 ml d'eau
bidistillée) et qui constitue la solution aqueuse
d’antivenin, est utilisé directement, aprés plusieurs
dilutions, pour les expérimentations, ceci afin de
rester le plus prés possible des conditions
d'utilisation des plantes par les tradithérapeutes
qui les diluent dans de I'eau.

2. Protocole expérimental

Ces substances pouvant étre toxiques, nous avons
d’'abord procédé a un test toxicologique pour
déterminer leur toxicité. Pour cela, nous utilisons
des lots de 10 souris blanches de souche SWISS,
variété Albinos, agées de 4 4 6 semaines et de
poids moyen 30 g. Nous injectons par voie
intrapéritonéale, des concentrations differentes de
venin ou d'antivenin a raison d'une concentration
pour chaque lot et nous relevons le taux de
mortalité durant € heures de temps pour chaque
loi. Chaque condition expérimentale est répétée 3
fois (n=3}. La DL50 est déterminée en utilisant la
méthode graphique de MILLER et TAINTER et la
méthode par calcul de DRAGSTEDT et LANG.

Un dispositif comportant un stimulateur de type
KATJI, une cuve a nerf et un oscilloscope
cathodigue ont permis de montrer I'effet des
substances sur Pactivité électrique de la
préparation nerf sciatique-muscle gastrocnémien
de crapaud (Buffo regularis). Les phénoménes
électrigues nerveux et musculaires apparaissant
sur I'écran de l'oscilloscope sont filmés a l'aide
d'une caméra Polaroid (C-5 OSCILLOSCOPE
CAMERA).

Pour étudier I'action des substances sur la
préparation nerf-muscle, on dépose au niveau de
la jonction neuromusculaire un petit coton imbibé
de la solution & tester. Pour I'étude comparée des

effets du venin et de P'antivenin, on suit pour
chacune des deux substances, son effet seul dans
le temps alors que pour antagonisme, nous
placons le coton imbibé de 'une des substances et
15 minutes aprés, on remplace la premiére
substance par la deuxiéme et on suit l'effet dans le
temps. La aussi, chaque condition expérimentale
est répétée 3 fois (n=3).

3. Analyse statistique des résultats

Pour une expérience sur un échantillon de n
observations, la moyenne X obtenue sur cet
échantillon de n observations suit une loi normale.
Dans le cas des petits échantillons (n<30), la
moyenne est exprimée sous la forme X + ESM
{Erreur Standard sur la Moyenne).

t.s

E S M= \/H avec :

t = valeur lue sur la table de Student au degré de
liberté, d d I= n-1 & 5% de risque

s = écart type estime sur I'échantillon

lll. Résultats

1. Etude toxicologique

L'étude toxicologique a montré que l'injection des
solutions de venin de Bitis arielans et de I'extrait
aqueux de Annona senegalensis a différentes
concentrations provoque des modifications de
comportement caractérisées par des
déplacements fréquents dans les cages, suivis des
difficultés de déplacement, des convuisions et la
mort des souris pour la concentration 6.10-4 g/ml
de venin.

Nous avons enregistré des mortalités avec le venin
de Bitis arietans alors que nous n’avons pas noté
de mort avec les concentrations testées de I'extrait
aqueux de Annona senegalensis malgré la
présence des signes decrits plus-haut.

Nous avons obtenu, pour le venin de Bitis arietans,
une DL50 de 2,28mg/kg de poids corporel par la
méthode graphique (figure 1) et une DL50 de
2,13mg/kg de poids corporel par la méthode de
calcul.
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Figure 1 : Courbe de I'évolution du taux de mortalité en fonction de doses de venin

2. Activité électrique de la prépa-
ration nerf sciatique-muscle
gastrocnémien

Le venin de Bitis arietans a 102 g/ml et I'extrait
agueux de Anncna senegalensis a 10-1 g/ml ont
eté testés au niveau de la jonction nerf-muscle. En
conditions normales d’expérience, apres
stimulation du nerf sciatique, nous obtenons un

potentiel d'action nerveux puis un potentiel d’action
du muscle innervé sur I'écran de l'oscilloscope.
Lorsqu'on applique le coton imbibé de Ba ou As,
'amplitude du potentiel d’action musculaire {PAM)
diminue avec le temps jusqu’a s'annuler
compléetement a 37 minutes pour Ba (Tableau ) et
40 min pour As (Tableau 11). Les durées du PAM en
labsence de Ba et As sont respectivement de
2,13+0,12 ms et 1,87+0,24 ms. )

Tableau | : Evolution en fonction du temps de leffet de Ba sur I'ampiitude du PAM
de la préparation nerf sciatique-muscle gastrocnémien de crapaud -
Temps en min 0 2 10 30 37
Amplitude du PAM en mV 152,05 | 11£2,52 | 10+£1,03 540 00
% de diminution 0 26,66 33,33 66,66 100
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Tableau I : Evolution en fonction du temps de I'effet de As sur Famplitude du PAM de la

préparation nerf sciatiqgue-muscle gastrocnémien de crapaud

Temps en min 0 2 10 30 40
Amplitude du PAM en mV 29+5.44 | 19+£2,05 160 51,3 0+£0
% de diminution 0 34,48 44 82 82,75 100

3. Antagonisme entre le venin et
I'antivenin

Les observations de l'interaction venin-antivenin
montrent la aussi une diminution de 'amplitude du
PAM sans toute fois la disparition compléte de
celle-ci. Nous remargquons que lorsque I'antivenin

est mis aprés le venin, l'amplitude du PAM diminue
de 75,75 % apres 45 min (Tableau lll) alors que
cette amplitude ne diminue que de 21,73 %
lorsque I'antivenin est mis avant 'antivenin aprés
toujours 45 min (Tableau IV). La présence de
I'antivenin empécherait a I'etfet du venin de se
manifester.

Tableau Ill : Evolution en fonction du temps de I'effet de I'antagonisme Ba-As sur 'amplitude du PAM de la
préparation nerf sciatique-muscle gastrocnémien de crapaud

Temps en min 0 15 30 45
Amplitude du PAM en mV 6,6:0,06 | 5,6+0,06 2,6+0,2 1,6::0,2
% de diminution 0 15,15 60,60 75,75

Tableau IV : Evolution en fonction du temps de l'effet de 'antagonisme As-Ba sur 'amplitude du PAM de la
préparation nerf sciatique-muscle gastrocnémien de crapaud

Temps en min 0 15 30 45
Amplitude du PAM en mV 11,5+1,03 10+1,78 9,5+1,03 940
% de diminution 0 13,04 17,39 21,73

IV. Discussions

L'administration par injection intrapéritonéale (l. P.)
de l'extrait aqueux de Annona senegalensis a
permis d'observer des modifications de
comportement des souris, ce qui suggere que As,
sans étre toxique, a des effets pharmacologiques
notables. Malgré la toxicité non établie de As par
I.P., son utilisation doit se faire avec prudence
parce que la détermination de la DL50 peut
dépendre du mode d'administration de la
substance entre autres.

Pour Ba, les valeurs de la DL50 obtenues par la
méthode graphique (2,28 mg/kg de poids corporel}
et par la méthode de calcul (2,13 rng/kg de poids
corporel} sont trés voisines. Cela nous permet de
nous assurer de la validité des valeurs
déterminées. D'aprés DIEZI (1989) qui a utilisé la
V. O., des valeurs de DL50 inférieures a 5 mgrkg
de poids corporel correspendent a des substances
hautement toxiques et des valeurs supérieures a
5000 mg/kg de poids corporel caractérisent les
substances faiblement toxiques. La valeur de 2,28
mg/kg de poids corporel que nous avons obtenue
classe le venin de Bitis arietans parmi les
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substances hautement toxiques. Les enflures et
necroses qui caractérisent le syndrome vipérin
consécutif a une morsure de vipére sont une
preuve de la toxicité du venin de Bitis arietans qui
est un Vipéridé. D'aprés FITZSIMONS (1911), une
seule morsure de serpent peut produire
suftisamment de venin pour tuer 10 a 15 hommes
robustes.

Les divers symptomes observés a la suite de
I'injection de As et Ba supposeraient que ces
substances agissent au niveau de plusieurs
organes de l'animal. Les difficultés de déplacement
de la souris qui traine péniblement le train arriére
justifie le choix du protocole expérimental.

La diminution progressive puis la disparition sur
'écran de l'oscilloscope, du potentiel d’action
musculaire en présence de Ba et As suggére le
blocage du passage de l'influx nerveux au niveau
de la jonction nerf-muscle. L'influx nerveux ne
parvient plus au muscle. Les effets des deux
substances sont comparables a ceux du curare
d'ou leurs effets curare-like. Ces résultats sont
semblables a ceux de KONE (1980) qui ont montré
que le venin de Naja nigricollis et I'antivenin
{Securidaca longepedonculatay ont des effets
bloquants sur la transmission de l'influx nerveux et
que ces substances agiraient en bloquant les
récepteurs cholinergiques de Jla membrane post-
synaptique. Selon BON (1994), les venins de
serpents contiennent des b-neurotoxines qui
bloquent la transmission neuromusculaire en
empéchant la libération de l'acétylcholine par les
terminzisons nerveuses et des a-neurotoxines qui
bloquent la transmission neuromusculaire en se
liant, comme le.curare, sur le récepteur
cholinergique présent sur les fibres musculaires
squelettiques. L.e mécanisme d’action de Ba el As
passerait par la mise en jeu de principes actifs de
type neurotoxines,

Linteraction venin-antivenin montre que lorsque
Ba est placé avant As, As présente un effet
agoniste, potentialisant l'effet de Ba et quand c’est
As qui est placé avant Ba, Ba induit un effet
antagoniste. Le prétraitement de la jonction
neuromusculaire par 'extrait antivenimeux le
préserve de 'effet du venin. Ces résultats sont
similaires a ceux obtenus par DATTE en 1996
avec l'extrait aqueux de Caesalpinia bonduc
(EACB) ot le venin de Bitis arietans. Selon cet
auteur, EACB pourrait induire des effets
antagonistes vis a vis du venin, attribués & une
inhibition de la libération de I'acétylcholine ou a

une diminution du taux d’acétylcholine dans
'espace synaptique.

V. Conclusion

Au niveau de l'activité électrique de la préparation
nerf-muscle de crapaud, Ba et As ont une action
<curare-like<, provoquant un blocage du passage
de l'influx nerveux au niveau de la jonction
neuromusculaire. L'antivenin (As} serait plutdt
efficace lorsqu’il est utilisé pour le traitement
préventif que curatif. C’est ce qui explique le fait
que ies chasseurs, les travailleurs aux champs
mangent des boulettes de ces plantes avant d'aller
a leurs occupations.
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esume

Les effets du venin d’un serpent (Bitis
aristans) et d'une plante antivenimeuse de
la Pharmacopée Africaine {(Annona
senegalensis) ont été testés au niveau de la
jonction nerf sciatique -~ muscle
gastrocnémien de crapaud (Buffo regularis).
Pour cela, nous avons utilisé un dispositif
comportant un stimulateur de type KATJI,
une cuve a nerf et un oscilloscope
cathodique. Les phénomenes électriques
nerveux et musculaires apparaissant sur
i'écran de l'oscilloscope sont filmés a l'aide
d'une caméra. 'étude toxicologique montre
que le venin qui a une DL50 de 2,28 mg/kg
de poids corporel est hautement toxique
alors que l'antivenin ne l'est pas du tout. En
conditions normales d’expérience, aprés
stimulation du nerf sciatique, nous obtenons
un potentiel d’'action nerveux suivi d’un
potentiel d’action du muscle innerve.
L'application du venin ou de I'antivenin
diminue 'amplitude du potentiel d’action
musculaire qui peut méme disparaitre avec
le temps. Ces substances ont une action
"curare-like", provoquant un blocage du
passage de linflux nerveux au niveau de la
jonction neuromusculaire. L’interaction
venin-antivenin montre que F'antivenin serait
efficace lorsqu’il est utilisé en traitement
préventif que curatit.

Mots-clés Annona senegalensis ;
antivenin ; Bitis arietans ; crapaud ; curare-
like ; jonction neuromusculaire ;
Pharmacopée Africaine ; traitement
préventif ; venin.

Summary

The effects of snake venom (Bitis arietans)
and antivenimous plant of African
Pharmacopoeia (Annona senegalensis)
have been tested on frog neuromuscular
junction. We have used an experimental
design containing a stimulator (KAT.I), a
nerve cuve and cathodic oscilloscope. The
nervous and muscular electric phenomena,
appearing on the oscilloscope’s screen are
filmed with camera. The toxicological studies
show that the venom with a LD50 of 2,28
mg/kg of corporeal weight is highly toxic
when the antivenin is not at all toxic. In
normal experimental conditions, after
stimulation of nerve, we obtain a nerve
action potential followed by a muscle action
potential. The application of venom or
antivenin decreases the muscle action
potential, which can disappear with time.
These substances have curare-like action,
provoking a blockage of passage of nervous
influx at the neuromuscular junction. The
interaction between venom and antivenin
shows that the antivenin will be’efficacious
when it is used like preventive treatment
than curative.

Key Words: African Pharmacopoeia;
Annona senegalensis; antivenin; Bitis
arfefans ; curare-like; frog ; neuromuscular
junction ; preventive treatment ; Venom.
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