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INTRODUCTION
Comme la plupart des drogues végétales la Scille produit des effets thérapeutiques très variables, en raison des différences de teneur en principes actifs suivant l’origine et les conditions de la récolte. L’emploi clinique de ce cardiotonique nécessite donc son contrôle et son étalonnage, mais les méthodes auxquelles on a recouru jusqu'ici : vérification d’origine et essais chimiques ne s'avèrent pas suffisantes pour assurer la constance de son activité. Aussi la Conférence Internationale de Standardisation des médicaments de Francfort a-t-elle, en 1926, préconisé l’étude du dosage de la Scille par une méthode biologique. Aucune décision n’a toutefois été prise à ce sujet par les Conférences ultérieures.
Depuis 1926, l’étalonnage biologique de cette drogue a fait l’objet de recherches systématiques du Professeur BurN, en Angleterre, de MM. MASscré, Jeanne Lévy et CAHEN en France, recherches qui apportent une solution suffisante à ce problème. Nous avons tenté, cependant, de compléter les études de ces auteurs en mettant au point d’autres méthodes moins dispendieuses ou présentant des difficultés d'ordre matériel plus restreintes, soit en utilisant des
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animaux qui font l’objet d'élevage systématique en France, soit en cherchant à mettre au point des méthodes réalisables sans difficulté dans tous les laboratoires et même les officines de pharmacien.
Une telle étude comprend, comme dans tous les dosages biologiques, trois points : l'essai des techniques de dosage sur l’animal, la recherche du mode optimum d’épuisement de la drogue en vue de préparer le soluté destiné à l’essai biologique — enfin le choix d’une préparation étalon.
Pour ce qui est des techniques de dosage biologique, quatre d’entre elles ont été mises au point dans ce travail. Partant de deux préparations galéniques de Scille, nous avons cherché à vérifier, par la constance des résultats, la valeur de ces méthodes. Pour tenter avec sécurité une telle étude nous avons envisagé en premier lieu des techniques voisines decelles qui avaient été éprouvées pour la Digitale, techniques de perfusion lente. Celles-ci, qui consistent à déterminer la mort de l’animal par arrêt du cœur en un temps donné en recourant à la perfusion lente, avaient fourni sur le chat (BurN) et le chien (MAs- CRÉ, Jeanne LÉvVy et CAHEN) des résultats satisfaisants. Il restait à les appliquer à d’autres animaux, le cobaye et le lapin, qui présentaient vis-à-vis de la Scille une sensibilité très différente, ce qui rendait nécessaire de préciser les conditions expérimentales.
Les résultats obtenus se sont montrés suffisamment rigoureux pour qu’il soit possible d’étudier comparativement des techniques d’un tout autre ordre et encore moins onéreuses que les précédentes, utilisant comme test, soit l’action toxique sur le ventricule isolé d'animaux d’un prix peu élevé tels que l’escargot, soit des effets physiologiques non mortels (vo-
missement chez le pigeon), ce qui évite de sacrifier l'animal.
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Il est donc possible, dans ce cas, d'utiliser une méthode statistique portant sur un grand nombre d’animaux et par conséquent plus rigoureuse. Parmi ces dernières méthodes, l’une qui nous est personnelle concerne le phénomène d’arrêt des battements de ventricules isolés d’Helix pomatia, placés dans des conditions de survie convenables et immergés dans des solutions de Scille. L’autre technique utilisée par le Professeur Burn pour la Digitale, concerne l’effet émétique de la Scille chez le Pigeon et consiste à déterminer le pourcentage d'animaux sensibles à cette action. On conçoit que, lors de sa publication, cette technique, basée sur l’effet vomitif des cardiotoniques et due à l’Américain HANZLICK, ait suscité un grand étonnement, car son principe est absolument contraire aux principes directeurs du dosage biologique. En effet, pour qu’un dosage biologique ait une valeur indiscutable, il est nécessaire, comme l’a formulé Sir Henry DALE, que le test utilisé soit voisin des effets cliniques. Néanmoins, l'application de cette méthode à la Scille nous a fourni des résultats absolument concordants avec ceux obtenus par les trois autres techniques. Ainsi nous avons dû nous rendre à l’évidence et reconnaître que cette technique se recommande, sinon par son principe, du moins par son exactitude.
Etant donné que toutes ces techniques aussi bien celles de perfusion lente que les méthodes statistiques, nous donnaient une précision et une constance suffisantes, il nous était permis d’aborder la recherche du mode optimum de préparation du soluté destiné au dosage biologique. En ce qui concerne la Digitale, les Conférences Internationales de Genève et de Francfort recemmandaient indifféremment l’emploi d’un infusé aqueux ou d’une teinture alcoolique. Pour la Scille au contraire, les travaux de MASscCRé, Jeanne Lévy et CAHEN avaient montré la supériorité de l’infusé aqueux sur les teintures alcooliques par
/ la méthode de perfusion lente chez le chien. Nos recherches personnelles confirment les résultats des précédents auteurs pour les quatre méthodes physiologiques employées.
Un dernier problème qu’il était indispensable de résoudre, pour que les essais biologiques effectués deviennent comparables, est celui de la création d’une préparation étalon d’activité définie, de stabilité suffisante, permettant de déterminer, par comparaison avec celle-ci, la valeur des produits d’activité inconnue.
Les divers étalons proposés jusqu'alors sont l’ouabaïne, le scillarène, la teinture (BURN) et la poudre de Scille (MASCRÉ, Jeanne LÉVY et CAHEN). Or, comme nous avons pu le constater, la sensibilité respective à la Scille et au scillarène est très différente suivant les animaux. Ce fait, qui est à rapprocher de la différence d’activité entre les drogues végétales : Kola Digitale et leurs principes actifs, constaté par de nombreux auteurs (Prof. Goris, Prof. PERROT, Prof. PoucHET) montre que le scillarène, malgré son analogie d'activité pharmacologique avec la Scille, ne saurait convenir pour l’étalonnage de la drogue ; tout au plus peut-il servir d’étalon secondaire, c’est-à-dire selon un principe adopté par certaines pharmacopées étrangères pour d’autres produits, d’élément de comparaison en cas d’altération ou de renouvellement de l’étalon. L’étalon adopté dans nos essais est donc une préparation galénique de Scille, la poudre préparée selon la technique de MM. Mascré, Jeanne Lévy et CAHEN.
Restait à préciser le titre qu’on devait exiger d’un tel étalon. Deux règles pouvaient être suivies à ce sujet, règles qui avaient été proposées successivement par les pharmacologues pour les étalons de Digitale.
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En 1925 et 1928, adoptant l’opinion de MaGnus, le Comité d'Hygiène de la Société des Nations avait décidé que la poudre étalon de Digitale serait un mélange de dix échantillons différents de poudres de Digitale d'activité variable, de façon à représenter l’activité moyenne des drogues employées en thérapeutique. |
En 1932, pour la préparation de l’étalon national de Grande-Bretagne, en 1936, pour la préparation du nouvel étalon international de Digitale, un autre principe a été adopté : le choix comme poudre étalon de l’échantillon le plus actif. C’est ce second principe que nous avons cru devoir suivre pour préparer la poudre de Scille, destinée à servir d’étalon dans nos essais, et dont nous avons défini l’activité en unités arbitrairement choisies.
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Ce travail comprend trois parties :
I. — Etude expérimentale de quelques méthodes de dosage biologique de la Scille ;
Il. — Etude de la valeur et de la précision des diverses méthodes;
» ps pr
préparation étalon de Scille stable.
PREMIÈRE PARTIE
Etude expérimentale de quelques méthodes de dosage biologique de la Scille
À l'encontre des autres digitaliques le dosage biologique de la Scille, nécessaire à son étalonnage (33), n’a fait l’objet que d’un nombre limité de recherches. À notre connaissance, seules quatre techniques principales ont été expérimentées : perfusion lente chez le chat (BURN, 17; RoTHLIN, 123) et chez le chien (MASCRÉ, Jeanne LÉvVyY et CAHEN, 107), détermination de toxicité chez la grenouille par diverses méthodes (Bur\, 17; Codex U.S.P.X.; RosEN, 121; FOCKE, 51; CoLsonN et ENGELHARDT, 37; HAUPSTEIN, 81), augmentation d'amplitude d’oreillette isolée de lapin (BurN, 17). Toutes ces techniques donnent des résultats satisfaisants, mais elles sont onéreuses ou de réalisation difficile dans les laboratoires pharmaceutiques. Afin de parer à ces difficultés et dans le but d'effectuer une étude plus approfondie de la Scille et de ses préparations, nous avons tenté de mettre au point sur la Scille quatre autres méthodes de dosage biologique, dont trois, qui étaient déjà utilisées avec succès pour la Digitale, pouvaient être tentées a priori avec sécurité pour la Scille et dont la quatrième nous est personnelle.
LAUNAY
Ces méthodes peuvent être classées en deux groupes ; les unes sont des méthodes de perfusion lente et consistent à déterminer la mort cardiaque chez le cobaye ou le lapin; les autres sont des méthodes s{atistiques et consistent à rechercher le pourcentage de ventricules isolés d’escargot intoxiqués par la Scille ou le pourcentage de vomissement chez le pigeon. Ces méthodes ont été mises au point sur quatre poudres de Scille, d’origine différente. Il restait à préparer à partir de ces poudres un soluté physiologique contenant le maximum des principes actifs de la Scille. Ce problème, déjà posé pour la Digitale Lixp VAN WIiJNGARDEN, Conférences de Genève et Francfort), a été résolu pour la Scille elle-même : d’une part STASIAK, étudiant par perfusion chez le chat, des préparations alcooliques, donnait la préférence à celles qui étaient obtenues avec un alcool de titre dilué; d’autre part, MM. MAscrÉ, Jeanne LÉvVY ct CAHEN, confirmant les résultats de STASIAK, trouvaient non seulement que l’alcool à 60° est un meilleur véhicule que lalcool à 90°, mais encore observaient que l’infusé aqueux à 1 p. 200 était plus actif que la teinture alcoolique.
Les résultats de ces auteurs avaient été obtenus en utilisant comme méthode biologique la perfusion lente chez le chien. Il restait à vérifier si des conclusions analogues pouvaient être tirées en utilisant les méthodes biologiques que nous avions expérimentées, car il se pouvait, comme le signalaient d’ailleurs ces auteurs, que ces méthodes « exigent pour des raisons de commodité l'emploi de formes extractives différentes ». Sans reprendre les recherches systématiques de MM. MASsCRÉ, Jeanne LÉvy et R. CAHEN, en ce qui concerne les divers modes d’extraction et les différents véhicules, nous nous sommes borné à étudier l'emploi des deux préparations que ces auteurs
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avaient trouvé les plus actives, à savoir pour les préparations alcooliques, la teinture au 1/10 préparée par épuisement à l’aide d’alcool à 60° bouillant, et pour les préparations aqueuses, l’infusé fractionné à 1 p. 200. De plus, par la méthode de perfusion lente sur le cobaye et pour un certain nombre de poudres, nous avons cherché à vérifier si la concentration de l’Infusé à 1 p. 200 était suffisante et à cet effet nous avons comparé sa toxicité à celle d’Infusés plus dilués, à 1 p. 650 et 1 p. 1.200. k
Après avoir, dans un premier chapitre, rappelé brièvement l’origine, la préparation des échantillons soumis aux essais, le mode d’épuisement suivi en vue de la préparation d’un soluté injectable, nous avons, dans deux autres chapitres, décrit les essais effectués par les méthodes de perfusion lente et les méthodes statistiques, en comparant pour chacune d’entre elles les résultats obtenus avec linfusé aqueux et la teinture alcoolique de Scille.
ORIGINE ET PRÉPARATION DES POUDRES DE SCILLE SOUMISES AUX ESSAIS
DIVERS MODES D'ÉPUISEMENT DE CES POUDRES EN VUE DE LA PRÉPARATION D’UNE SOLUTION INJECTABLE
Nous avons employé dans nos recherches quatre poudres différentes. La première nous a été fournie par la droguerie. C’est une poudre commerciale que nous appellerons « Poudre #4 »; les trois autres, que nous appellerons « Poudres 1, 2 et 3 », ont été préparées par pulvérisation et dessiccation minutieuse, au laboratoire, de bulbes d’'Urginea Scilla Steinh récoltés en Tunisie. Les Poudres 1 et 2 provenant de la récolte 1932 ont été préparées par MM. MAscrÉ, Jeanne Lévy et CAHEN (107). La Poudre 3 a été préparée par nous-même, dans les mêmes conditions, à partir de bulbes récoltés en 1934.
Après avoir décrit brièvement le mode de préparation de la poudre, la technique de la détermination de sa teneur en eau, nous rappellerons les modes d’épuisement de ces poudres en vue de la préparation d’un soluté injectable.
1° Préparation des Poudres de Scille.
Les bulbes de Scille sont traités de la façon suivante :
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Après émondage, on incise la partie moyenne en fines lanières que l’on étale en couches minces et l’on dessèche à l’étuve, à 60°, pendant 3 jours, en retournant fréquemment. La drogue est alors concassée, pulvérisée en consistance demi-fine (tamis n° 45) et conservée en flacons paraffinés.
20 Détermination de la teneur en eau.
L'importance de la teneur en eau, dans la conservation des poudres de Digitale et de Scille, nous a incité à effectuer, avec une grande précision, cette détermination.
A cet effet, nous avons utilisé, pour les poudres expérimentées, quatre techniques différentes : séjour à l’étuve à 80°, à poids constant ; dessiccation par le vide phosphorique et le vide sulfurique ; enfin, la technique de BouILLOT (11).
Rappelons que cette dernière consiste essentiellement à faire passer par entraînement à la trompe à vide un courant d’air sec sur le produit à dessécher, placé dans une cupule allongée, de façon à augmenter la surface d’évaporation, el portée à une température que nous avons fixée dans nos expériences à 80°. Cette techni-
TABLEAU 1 No. PRE EN de la Poudre | Poudre 2 1 Poudre 3 Poudre 4 poudre Teneur 3,58 3,61 6,90 8,12 en eau
_ que nous a donné entière satisfaction : en quelques heures, en effet, elle nous a fourni des résultats identiques à ceux obtenus par les autres procédés, en plu-
sieurs jours.
Pour chacun des modes de dessiccation, nous avons
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opéré sur deux échantillons de 5 grammes, soit 8 échantillons pour chaque poudre.
Le tableau précédent comprend les teneurs en eau rapportées à 100 grammes de chacune de ces poudres.
3° Divers modes d'épuisement de la drogue.
Deux véhicules ont été utilisés, l’alcool à 60° et l’eau qui d’après MM. MAScRé, Jeanne Lévy et CAHEN (106) permettent de préparer les solutions les plus actives. Adoptant de même les conclusions de ces auteurs nous nous sommes borné à utiliser parmi les techniques d’extraction : l'épuisement par l’alcoo!l à 60° bouillant, et la double infusion aqueuse qui s'étaient montrés les techniques les meilleures. Nous rappellerons brièvement dans les lignes suivantes le mode opératoire employé.
a) Epuisement par l'alcool à 60°. — 250 grammes d'alcool à 60° sont portés à l’ébullition dans un appareil de KuUmMAGAwWA. Au moment où commence l’ébullition on introduit dans la cartouche de cellulose 25 gr. de poudre de Scille et on maintient l’ébullition pendant cinq heures ; on laisse alors refroidir et on exprime le marc à la presse. Le liquide total obtenu est alors pesé et complété à 250 grammes.
b) Epuisement par double infusion aqueuse. — A 1 gr. de poudre de Scille, introduit dans un ballon de 250 cm“, on ajoute peu à peu, en agitant de façon à imbiber uniformément la poudre, 100 gr. d’eau distillée. On porte le tout au bain-marie bouillant jusqu’à ce que la température du mélange ait atteint 90°. On laisse refroidir un quart d'heure et, après avoir filtré, on ajoute 1 gr. 60 de chlorure de sodium afin de rendre la solution isotonique. Le marc est repris par 100 cm* d’eau. Le tout est reporté à 90°. On filtre après refroidissement. Les deux liquides sont mélangés et complétés à 200 cm. On obtient ainsi un infusé double à 1 p. 200 contenant 8 p. 1.000 de chlorure de sodium.
CHAPITRE II
METHODES DE DÉTERMINATION DE LA TOXICITE DE LA SCILLE PAR PERFUSION LENTE
Nos premières expériences de dosage biologique de la Scille ont consisté à mettre au point sur cette drogue une méthode déjà éprouvée pour d’autres cardiotoniques et adoptée par les Conférences Internationales de Standardisation Biologique des médicaments de Genève (1925) (138) et de Francfort (1928) (140), la méthode de perfusion lente. Rappelons que celle-ci consiste essentiellement à déterminer la plus petite dose de préparation médicamenteuse susceptible d’amener l’arrêt du cœur de l’animal par perfusion lente, régulière et continue en un temps déterminé. Etant donné que cette méthode avait été utilisée pour la Scille avec succès chez le chat (Bur, 17) et le chien (MASCRÉ, Jeanne LÉvy et CAHEN, 106), nous pouvions tenter avec sécurité de l'appliquer à d’autres espèces animales; nous avons choisi à cet effet le cobaye et le lapin. Toutefois, comme ces animaux présentaient une sensibilité différente vis-à-vis de la Scille de celles du chat et du chien, il était nécessaire de préciser les conditiuns expérimentales.
Dans les deux chapitres qui vont suivre, nous envisageons successivement pour chaque méthode la mise au point des techniques et les essais effectués.
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METHODE DE DÉTERMINATION DE LA TOXICITÉ DE LA SCILLE PAR PERFUSION LENTE CHEZ LE COBAYE
L'adaptation au cobaye de la méthode de perfusion lente chez le chat (HATcHER et BRoopy, 74) fut réalisée par KNAFFL-LENZ (86) en 1926 pour l'essai des teintures de Strophantus et Digitale. En dépit de nombreuses critiques (ALDAY-REDONNET, 1; EGGLes- TON, 50; RosEN, 121: VANDERKLEED, 145), cette méthode s’est vite répandue dans les divers laboratoires en raison de la facilité de son expérimentation, notamment en Angleterre (GAGE) et en France (Mile Lévy et K. OrrERsrTRoM). Confirmant les résultats de KNArFFL-LENZ, ces auteurs ont montré que cette méthode était de choix puisque facile, peu coûteuse et précise. Nous avons cherché à vérifier si cette méthode était applicable au dosage biologique des poudres de Scille.
Notre exposé comprend trois parties : la description des conditions expérimentales, le résumé des divers essais effectués, enfin, la comparaison de l’activité des préparations aqueuses et alcooliques.
CONDITIONS EXPÉRIMENTALES
Après avoir résumé la technique expérimentale que nous avons mise au point pour la Scille, nous rappellerons la méthode de détermination de la dose minimum mortelle.
1° TECHNIQUE EXPÉRIMENTALE. — Sans décrire ici
on
tous les détails de cette technique, exposée déjà par KNAFFL-LENZ et minutieusement étudiée par Mlle LÉvY et OTTERSTRÔM, nous signalerons les précautions que nous avons reconnues indispensables pour réaliser un dosage rigoureux de la Scille.
À. — Choix des animaux. — Chaque lot de cobayes est aussi homogène que possible ; il comprend toujours 10 animaux, de poids variant entre 250 et 500 gr. et comporte en général autant de mâles que de femelles, les femelles gravides étant éliminées.
B. — Préparation des animaux et mode d’anesthésie. — Les animaux privés de nourriture depuis 4 ou 5 heures sont anesthésiés, non à l’éther qui influe, chez les rongeurs, sur la précision de la méthode (HaA46, 61), mais à l’uréthane, employé à la dose de 1 gr. par kg en solution à 25 p. 100, par voie intra-péritonéale. Les résultats sont plus rapidement obtenus que par la voie sous-cutanée qu’utilisait KNAFFL-LENZ. L’anesthésie est presque toujours complète après 30 à 40 minutes et dure pendant toute l’expérience.
C. — Précautions à observer au cours de la perfusion. — Le liquide est perfusé dans la jugulaire, dans certaines conditions qu’il semble nécessaire d’observer pour obtenir des résultats constants. La respiration artificielle est inutile ; par contre, la durée de l’expérience doit être très voisine de 20 minutes et le volume de liquide perfusé, sensiblement constant, la dilution étant calculée de façon à obtenir une durée d’expérience sensiblement uniforme. La vitesse de la perfusion est réglée de la façon suivante : pendant une première période, qui se termine lorsque les battements de la carotide cessent d’être apparents, le liquide dilué est perfusé à une vitesse uniforme de 1 ec. 7 par kg et minute. Pendant une seconde période, la vitesse est diminuée de moitié.
D. — Test de la mort cardiaque. — L'expérience est considérée comme terminée lorsque les mouvements du
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cœur ne sont plus perceptibles à travers la paroi thoracique, l’arrêt complet étant confirmé par l'observation après ouverture de la cage thoracique.
2° CALCUL DE LA DOSE MINIMUM MORTELLE. — Pour calculer la dose minimum mortelle, nous avons suivi les règles exprimées par Burn (14, IAE CowarD (39), et, à l'encontre de LIND vAN WIJNGAAR- DEN (102), HaskELL (73 bis) et EGGLESToN (50), nous n'avons pas écarté des moyennes les chiffres aberrants. La dose minimum mortelle moyenne est la moyenne des chiffres obtenus dans la totalité des essais.
Elle se détermine par la formule suivante :
m m mr’ 1 W (| es ) p' joie p" n
formule dans laquelle m représente le poids de poudre de Scille anhydre injecté pour amener la mort,
p=—le poids du cobaye, n=le nombre d’essais.
8 2. — ESSAIS EFFECTUES
Nous avons groupé, dans une série de tableaux, les expériences que nous avons effectuées ; en premier lieu sur les préparations alcooliques; en second lieu, sur les préparations aqueuses : à savoir les infusés à 1 p. 200 et les infusés plus dilués.
Dans chacun des tableaux, figurent :
1° Le sexe des animaux utilisés:
2° Leur poids en grammes;
3° Le nombre de cm“ qui leur a été perfusé par kg et par minute,
4° Le nombre de cm: perfusés pour obtenir l’arrêt du cœur;
ESSAI DES PRÉPARATIONS ALCOOLIQUES
Nous avons dosé sur le cobaye trois colatures alcooliques de Scille, préparées respectivement par épuisement des poudres 1, 2 et 4.
Pour lessai physiologique, la teinture au 1/10 a été diluée de 25 à 40 fois dans le sérum physiologique à 8 pour 1.000, cette dilution étant calculée afin que la durée de l'expérience soit voisine de 20 minutes. Les essais effectués sur chaque colature sont consignés dans les tableaux 2, 3 et 4.
Telle qu’elle apparaît dans le tableau 2, la dose minimum mortelle moyenne de la poudre 1 est de 54 mgr. 8, exprimée en poudre anhydre.
Déterminée par perfusion lente sur le cobaye la dose minimum mortelle moyenne de la poudre n° 2 est de 46 mg. 39, exprimée en poudre anhydre (tableau 3).
La dose minimum mortelle moyenne de la poudre n° 4 est de 90 mg. 43, exprimée en poudre anhydre (tableau 4).
(1) Au préalable, nous avons, sur des animaux témoins, observé que l’alcool se prête à la préparation d’un soluté injectable par perfusion au cobaye et n’exerce sur cet animal aucune action toxique. En effet la perfusion d’une solution d’alcool éthylique de même titre que la teinture et diluée dans les mêmes conditions est sans effet toxique sur quatre témoins.
TABLEAU 2. —— Colature obtenue par épuisement par
l'alcool à 60° bouillant (Poudre À).
Sexe | Nombre Nombre | Temps | Nombre et de cmÿ Nombre de cm° | nécessaire | de mg. Poids perfusés de cm° perfusés à l'arrêt | de Scille (g.) par minute | perfusés par kg. du cœur perfusés et kg. (minutes) par kg.
g 290 1,72 8,6 29,6 19 68,1 & 320 1,80 6,9 D15 13 49,5 & ep) 1,70 11 32,8 21 15% g 370 1,66 8,9 24,0 16 559 9 326 1,84 8,5 26,0 20 60,2 ® 380 1857 9,6 25502 18 58,0 £ 360 1,66 8,4 23,3 16 53,4 C7 D 1,62 8,1 21,8 16 49,3 g 360 1,66 8,1 22,2 115 51,0 O505 1,51 5,3 13,4 10 49,3 ————_.———————_——__.….—_..——.-—__…—…_…——_—_—_- UN TABLEAU 3. — Colature obtenue par épuisement par l'alcool à 60° bouillant (Poudre 2).
Sexe Nombre Nombre Temps Nombre et de cm° Nombre de cm° | nécessaire | de mg. Poids perfusés de cm perfusés à l'arrêt | de Scille (g.) par minute | perfusés par kg. du cœur | perfusés et kg. (minutes) | par kg.
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TABLEAU 4. — Colature obienue par épuisement par l'alcool à 60° bouillant (Poudre 4).
Sexe Nombre : Nombre Temps Nombre et de cm° Nombre de cm° | nécessaire | de mg. Poids perfusés de cm° perfusés | à l'arrêt | de Salle (g.) par minute | perfusés par kg. du cœur | perfusés et kg. (minutes) par kg.
361 1,61 6 16,3 12 81,5 Pen 3568 1,60 7 19 14 95 G 468 1,29 8,3 NF727 16 88,6 50% 1,50 IS 28,6 20 114 9 497 122 8,6 17,2 20 75 ONS7S 1,58 6,6 1725 14 84 g 345 1772 10,5 30,4 19 121 d 464 1,29 10,2 21,8 22 100 g 400 1,50 8 20 18 107 g 422 1,42 9,6 2201 21 118
Les doses minima mortelles des poudres de Scille n° 1, 2 et 4, déterminées par perfusion lente, en un temps voisin de 20 minutes, d’une colature alcoolique, chez un cobaye anesthésié à l’uréthane, sont donc, respectivement, de 54 mg. 8, 46 mg. 3 et 90 mg. 4, exprimées en poudre anhydre.
ESSAI DES PRÉPARATIONS AQUEUSES
Nous avons dosé par la même méthode physiologique quatre poudres de Scille épuisées par infusion aqueuse fractionnée suivant la technique ci-dessus décrite (p. 23). Dans la plupart des cas, nous avons adopté le titre de 1 p. 200 préconisé par MM. Mas- CRÉ, J. Lévy et CAHEN (107). De plus, nous demandant si cette dilution suffisait pour extraire la totalité des principes actifs, nous avons parallèlement
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étudié la toxicité des infusés à 1 p. 650, 1 p. 1.200. Nous indiquerons successivement les résultats pour les divers modes d’extraction.
A) Essai de l'infusé à 1 p. 200.
Pour l’essai biologique, ces infusés sont dilués dans 2, 4 où 5 parties de sérum physiologique de façon à obtenir la mort du cobaye en un temps voisin de 20 min. Les essais effectués sur les poudres 1, 2, 3, 4
sont consignés dans les tableaux 5, 6, 7, 8.
TABLEAU 5. — Colature obtenue par épuisement par double infusion aqueuse à 1 p. 200 (Poudre 1).
SR Sexe Nombre | Nombre Temps Nombre
et de cmÿ Nombre de cm® | nécessaire | de mg. Poids perfusés de cm° perfusés à l'arrêt | de Scille
(g.) par minute | perfusés par kg. du cœur | perfusés
et kg. (minutes) | par kg.
g 500 127 17,02 34,0 24 34,0 ® 300 7 12,79 32,6 21 32,6 C5?) le 12,40 39,7 24 38,7 £ 300 (7 8,5 28,3 19 35,4 200357 1,7 10,80 33,2 20 37,8 ® 330 1,7 7,22 22,1 14 27,6 g 370 197 9,52 257 16 32,1 g 480 1,7 11,44 23,8 14 29,7 g 445 1,7 12,6 28,31 18 52,9 & 392 1,7 11,78 30,0 19 36,3
Telle qu’elle apparaît dans le tableau 5, la dose minimum mortelle moyenne de la poudre 1 est de 32 mg. 74, exprimée en poudre anhydre.
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TABLEAU 6. — Colature obtenue par épuisement par double infusion aqueuse à 1 p. 200 (Poudre 2). Sexe Nombre | Nombre Temps Nombre et de cm? Nombre de cm° | nécessaire | de mg. Poids perfusés de cm? perfusés | à l'arrêt | de Salle (g.) par minute | perfusés par kg. du cœur | perfusés et kg. (minutes) | par kg.
g 500 7 15,35 30,7 21 30,7 g 302 157 8.49 28,3 18 28 CS 50 17 9,8 28 19 28 ® 340 (7 16,26 36 ) 36 g 362 17 8,76 24,1 16 24,1 gd 342 1,7 10,2 29,5 20 29,5 g 445 1P7 125 28,0 19 28,0 g 470 1,7 14,3 30,4 20 30,4 347 127 8,4 24,2 14 24,2 ® 415 ( 10,1 24,3 17 24,3
Comme il apparaît dans ce tableau (tableau 6) la dose minimum mortelle moyenne de la poudre 2 est de 27 mg. 35, exprimée en poudre anhydre.
TaBLEAU 7. — Colature obtenue par épuisement par double infusion aqueuse à 1 p. 200 (Poudre 3). Sexe Nombre Nombre Temps Nombre et de cmÿ Nombre de cm° | nécessaire | de mg. Poids perfusés de cmÿ perfusés | à l'arrêt | de Salle (g) |parminute| perfusés par kg. | du cœur | perfusés et kg. (minutes) | par kg.
9 450 127 10,2 22,6 15 34,8 330 157 7,38 2259 15 34,4 P#390 1,7 6,52 16,7 11 25,6 4 677 17 11,60 18,1 12 26,3 g 378 1,7 6,65 17,5 Il 26,9 0310 (7 8,70 20,8 19 43,1 ä 420 7 6,4 15,2 11 30,4 02390 1,7 8,72 22,3 13 25,6 Ge 305 T7 5,9 14,9 10 29,8 D A472> | emsl;7 6,7 14,1 14 28,3
it
Ainsi, la dose minimum mortelle moyenne de la poudre 3 (tableau 7) est de 29 mg. 3, exprimée en poudre anhydre.
TABLEAU 8. — Colature obtenue par épuisement par double infusion aqueuse à 1 p. 200 (Poudre 4).
Sexe | Nombre Nombre | Temps | Nombre et de cm° Nombre de cm° | nécessaire | de mg. Poids perfusés de cm° perfusés à l'arrêt | de Salle (g.) par minute | perfusés par kg. du cœur | perfusés et kg. (minutes) | par kg.
g 400 (7 11,64 29,0 17 72,6 g 420 (7 11,9 28,3 17 70,8 g 461 (7 10,8 23,4 15 58,5 SD 25 1,7 10,95 33,6 22 84 g 402 197 11,8 2975 18 73,3 O550 17 14,6 2755 18 68,8 9 426 17 12,5 29,3 16 155 @ 517 (7 18,5 557 23 71,4 9 432 17 15,4 35,6 22 7122 9 442 7 15,9 35,9 22 71,8
Comme il apparaît dans le tableau ci-dessus (tableau 8), la dose minimum mortelle moyenne de la poudre 4 est de 65 mg. 7, exprimée en poudre anhydre.
Ainsi, les doses minima mortelles des poudres de Scille n° 1, 2, 4 et 3, déterminées par perfusion lente d’une infusion aqueuse à 1 p. 200, en un temps voisin de 20 minutes, chez le cobaye anesthésié à luréthane, sont, respectivement, de 32 mg. 7, 27 mp5. 29 mg. 3 et 67 mg. 7 de poudre anhydre.
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B. — Essai des infusés à 1 p. 650 et 1 p. 1200.
Pour l'essai physiologique, ces Infusés sont perfusés sans dilution ultérieure. Un dosage a été effectué à l’aide d’un infusé à 1 p. 1200 (poudre 2, tableau 9). Un essai a été effectué sur un Infusé à 1 p. 650 (poudre 3, tableau 10).
TABLEAU 9. — Colature obtenue par épuisement par double infusion aqueuse à 1 p. 1200 (Poudre 2).
Sexe Nombre Nombre Temps Nombre et de cm° Nombre de cm° | nécessaire | de mg. Poids perfusés de cmÿ perfusés | à l'arrêt | de Salle (g.) par minute | perfusés par kg. du cœur | perfusés et kg. (minutes) | par kg.
Come (7 9,4 30,1 21 25 g 300 1,7 10,5 35 24 29,1 G 295 y 9 30,5 21 24,4 02325 17 13,1 40,3 24 33,5 9 415 157 12,3 29,6 20 24,7 020 1,7 10 31,4 20 26,1 21303 1,7 10,2 28,9 19 25 9 382 127 13:9 36,3 23 30,1 4 310 187 12,6 40 25 33,3 4 362 17 9,2 25,6 18 215
Ainsi, la dose minimum mortelle moyenne de la poudre 2 (tableau 9) est de 26 mg. 2, exprimée en poudre anhydre.
TABLEAU 10. — Colature obtenue par épuisement par double infusion aqueuse à 1 p. 650 (Poudre 3).
Sexe Nombre Nombre | Temps Nombre et de cm° Nombre de cm? | nécessaire | de mg. Poids perfusés de cm° perfusés à l'arrêt | de Salle (g.) par minute | perfusés par kg. du cœur perfusés et kg. (minutes) | par kg.
CSS550 (7 6,5 18,5 12 28,5 CNS75 127 8,1 21,5 13 30 g 547 57 10,9 20 12 30,7 d 465 17 8,4 18 11 27" & 475 1,7 9,4 O7 14 30,3 g 540 1,7 10,4 19,3 13 297 g 550 197 8,7 15,9 11 24,4 ® 420 197 8,9 210 14 34,1 ® 400 157 9,8 24,5 B] 37,6 o SIC 1,7 8,7 17 14 26,2
La dose minimum mortelle moyenne de la poudre 3 est de 27 mg. 8, exprimée en poudre anhydre.
Ainsi, déterminée par perfusion lente chez le cobaye en un temps voisin de 20 minutes, la dose minimum mortelle de la poudre 2 épuisée par double infusé à 1 p. 1200 est de 26 mg. 3, exprimée en poudre anhydre. Déterminée par la même méthode physiologique, la dose minimum mortelle moyenne de la poudre 4 épuisée par un infusé à 1 p. 650, est de 27 mg. 8.
Si l’on compare les résultats des diverses expériences effectuées, à partir d’une même poudre, avec l'infusé aqueux et la teinture alcoolique, dans tous
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les cas, il est possible de conclure à une différence d'activité très nette, entre ces deux préparations. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau n° 11, dans lequel, attribuant arbitrairement la valeur 100 à l’infusé à 1 p. 200, nous avons indiqué les toxicités des préparations alcooliques et des infusés aqueux.
TABLEAU 11. — Valeurs comparées de diverses préparations d’une même poudre.
Nature de l'épuisement
N° des Infusé à 1 p.1200[ Infusé à | Teinture à poudres et | p. 650 1 p. 200 1 p. 10 Û 100 59 7 104 100 58 4 100 70
L'examen de ce tableau montre que l’infusé aqueux à 1 p. 200 est 30 à 40 pour 100 plus actif que la teinture alcoolique. Ces résultats sont analogues à ceux obtenus par MM. MASCRÉ, Jeanne LÉvY et CAHEN, en utilisant la méthode de perfusion lente sur le chien. De plus la toxicité de l’infusé à 1 p. 650 ou à 1 p. 1200 apparaît dans deux cas voisine de celle de l’infusé à 1 p. 200. Aïnsi l’état actuel de ces recherches permet de conclure qu’en opérant par perfusion lente chez le cobaye, la forme injectable la meilleure en raison de son activité est l’infusé aqueux à 1 p. 200.
CONCLUSIONS
1° La méthode de perfusion lente chez le cobaye est susceptible d’être employée avec succès au dosage biologique de la Scille.
2° Les résultats obtenus par cette méthode sont constants, à condition de maintenir le temps d’expérience aussi uniforme que possible et d’utiliser au moins dix animaux.
3° L’infusé fractionné à 1 p. 200, la teinture préparée par épuisement par l’alcool à 60° bouïillant, se prêtent l’un et l’autre à la préparation de la solution nécessaire à l’essai biologique sur le cobaye; l’infusé aqueux, étant de 30 à 40 p. 100 plus actif que la teinture alcoolique, constitue le meilleur mode d’épuisement.
MÉTHODE DE DETERMINATION DE LA TOXICITE DE LA SCILLE PAR PERFUSION LENTE SUR LE LAPIN
La méthode de perfusion lente chez le cobaye présente, comme nous avons dû le reconnaître, un inconvénient: la difficulté de se procurer ces animaux en nombre suffisant à certaines époques. Dans ces conditions, nous avons songé à utiliser un autre animal qui fait l’objet d’un élevage plus répandu : le lapin.
La méthode de perfusion lente chez cet animal, décrite dès 1907 par le Pharmacien DEJEAN (43) n’a été
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que rarement appliquée au dosage des digitaliques. Mise au point en 1930 par Nyir1 et Dugois (111) pour la Digitale, cette méthode nécessite, en raison de l’hyposensibilité de l’animal à cette drogue, une technique particulière, à savoir une intoxication complémentaire par perfusion d’ouabaïne. Cette technique employée pour d’autres animaux par HATCHER et Broopy (74), manque de précision d’après divers auteurs (MAGNUS, STORM VAN LEUVEN, SLUYTERS, 129 et LiNp VAN WIJNGAARDEN, 102). Cette critique nous aurait fait rejeter l’emploi du lapin pour le dosage de la Scille, si des essais préliminaires ne nous avaient pas montré la curieuse hypersensibilité de cet animal vis-à-vis de la Scille. Nos expériences entreprises depuis février 1934 ont été confirmées en septembre 1935 par les travaux de Rapson et UNDER- HILL (120) qui, dans une étude générale d’essai des cardiotoniques, ont également utilisé le lapin pour doser les teintures de Scille.
Après avoir, dans une première partie, étudié les conditions expérimentales permettant d’appliquer au lapin l’essai biologique de la Scille, nous avons, dans une seconde partie, effectué le dosage de préparations alcooliques et aqueuses de trois poudres de Scille.
& 1. — CONDITIONS EXPERIMENTALES
Dans ses grandes lignes, la technique de perfusion lente sur le lapin est identique à celle que lon emploie sur le cobaye, à savoir : l'injection dans la jugulaire chez l’animal anesthésié, non soumis à la respiration artificielle.
TECHNIQUE EXPÉRIMENTALE
Nous nous bornerons à signaler les précautions nécessaires pour obtenir un dosage rigoureux.
À. — CHOIX DES ANIMAUX. — Les lapins utilisés sont d'un poids variant entre 1 kg 500 et 2 kg 500. Le sexe est indifférent, mais on rejette les femelles gravides.
B. — NOMBRE D'ANIMAUX UTILISÉS POUR CHAQUE ESSAI. — Le nombre d'animaux utilisés par Nyiri et DUBoIs varie essentiellement avec les résultats obtenus. Ces auteurs adoptant la suggestion de TREVAN conviennent de poursuivre les dosages jusqu’à ce que les chiffres aberrants perdent leur influence sur la moyenne générale. Cependant, ils indiquent qu’en général 4 à 5 animaux suffisent par essai. Nous avons préféré utiliser au moins 6 animaux. Un même nombre a été adopté par RAPsoN et UNDERHILL.
C. — MODE D’ANESTHÉSIE. — Les bons résultats obtenus sur le cobaye avec l’uréthane administré par voie intra-péritonéale nous ont fait choisir ce mode d’anesthésie chez le lapin de préférence à l’éther et aussi au pernocton intra-veineux de NyiRr et DuBois. Le choix de cet anesthésique nous permettait en outre d’éviter la respiration artificielle, nécessaire dans les expériences de RaPpsoN et UNDERHILL (120), qui pratiquaient l’anesthésie à l’éther.
D. — PRÉCAUTIONS A OBSERVER AU COURS DE LA PER- FUSION. — a) Température, concentration du liquide de perfusion. — Contrairement à ces derniers auteurs, le
liquide de perfusion n’a pas été porté à 40°, mais il fut administré à la température du laboratoire (18 à 200)
b) Concentration du liquide de perfusion. — RApsoN et UNDERHILL, perfusaient une teinture privée d’alcool par évaporation préalable et diluée ultérieurement. Nous avons utilisé, soit une colature alcoolique diluée sans évaporation dans le sérum physiologique à 8 p. 1000, soit un infusé à 1 p. 200 dilué dans les mêmes conditions.
c) Vitesse de la perfusion. — La vitesse de perfusion est maintenue uniforme pendant la plus grande partie de l'expérience. Cependant, comme pour le cobaye, nous
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avons diminué la vitesse de moitié après avoir observé l’affaissement de la carotide.
E. — TEST DE LA MORT CARDIAQUE. — De même que RAPSON et UNDERHILL, nous avons pris comme test de l’intoxication cardiaque, l'arrêt du myocarde. Ce test nous à paru aussi précis que pour le cobaye. NyiRi et Dugois notaient la chute de la pression carotidienne.
F. — DURÉE DE L'EXPÉRIENCE. — Pour que les expériences soient rigoureuses, nous avons reconnu nécessaire d'adopter comme durée moyenne de perfusion un temps voisin de 30 minutes.
La durée choisie par RAPSON et UNDERHILL, à savoir 20 minutes, nous paraît peu convenable pour la fixation complète de la drogue.
8 2. — ESSAIS EFFECTUES
Par cette méthode nous avons procédé à l’essai biologique de 3 poudres de Scille. Pour chacune de ces poudres, nous avons préparé une teinture alcoolique et un Infusé aqueux dans les mêmes conditions que pour les essais sur le cobaye. Nous suivrons dans l'exposé de nos expériences le même plan que dans le chapitre précédent. Nous envisagerons donc, en premier lieu, l’essai des préparations alcooliques et en second lieu l'essai des Infusés aqueux à 1 p. 200. La toxicité de chaque préparation a été déterminée sur 6 lapins. Comme nous l’avons exposé plus haut, la dose minimum mortelle moyenne est exprimée en poudre anhydre.
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dilution telle de la colature que la durée de l’expérience soit voisine de trente minutes.
TABLEAU 12. — Colature obtenue par épuisement par l'alcool à 60° bouillant (Poudre 1).
Sexe | Nombre Nombre Temps Nombre et de cmÿ Nombre de cm® | nécessaire | de mg. Poids perfusés de cm° perfusés à l'arrêt | de Salle (g.) par minute | perfusés par kg. du cœur | perfusés et kg. (minutes) | par kg.
Telle qu’elle résulte du tableau précédent (tableau 12), la dose minimum mortelle moyenne de la poudre 1 est de 35 mg., exprimée en poudre anhydre.
Celle de la poudre 2 dont l'essai figure au tableau 13 est de 29 mg. 1.
TABLEAU 13. — Colature obtenue par épuisement par l'alcool à 60° bouillant (Poudre 2):
Sexe Nombre Nombre Temps Nombre et de cm° Nombre de cm? | nécessaire | de mg. Poids perfusés de cm perfusés à l'arrêt | de Scille (g.) par minute | perfusés par kg. du cœur | perfusés et kg. (minutes) | par kg.
& 1.600 0,2 11,5 12 5) 53,5 d 2.360 0,2 19,2 8,1 41 5729 & 1.750 0,2 9,6 55) 28 255 £ 2.080 0,2 11,4 5,4 28 25,4 £ 1.890 0,2 11,5 il 23 27,9 Q 2.460 0,4 17 6,9 17 32,1 a...
La dose minimum mortelle moyenne de la poudre 4 (tableau 14) est de 125 mg., exprimée en poudre anhydre.
TABLEAU 14. — Colature obtenue par épuisement par l'alcool à 60° bouillant (Poudre 4).
Sexe | Nombre | . | Nombre Temps Nombre et de cm° Nombre de cm | nécessaire | de mg.
Poids perfusés de cm? perfusés à l'arrêt | de Salle (g.) par minute | perfusés par kg. du cœur | perfusés et kg. (minutes) | par kg.
Ainsi les doses minima mortelles moyennes des poudres 1, 2 et 4 épuisées par l’alcool à 60° bouillant et dosées par la méthode de perfusion lente sur le lapin, sont respectivement de 35 mg. 9, 29 mg. 1 et 125 mg., exprimées en poudre anhydre.
ESSAI DES PRÉPARATIONS AQUEUSES
Nous avons dosé par la même méthode physiologique trois poudres de Scille épuisées par un infusé à 1 p. 200, qui a été dilué pour la perfusion dans 5 parties de sérum physiologique.
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TABLEAU 15. — Colature obtenue par épuisement par double infusion aqueuse à 1 p. 200 (Poudre 1).
PCs Sexe Nombre
Nombre Temps Nombre
et de cm° Nombre de cm? | nécessaire | de mg.
Poids perfusés de cm° perfusés à l'arrêt | de Salle
(g.) par minute | perfusés par kg. du cœur | perfusés
et kg. (minutes) | par kg.
SM725 0,2 12,2 7 36 23,6 d 1.885 0,2 8,7 4,6 23 15,4 01855 0,2 7,4 4 20 13,5 ® 1.810 0,2 10,9 6 30 20,3 £ 1.830 0,2 10,4 5,6 28 18,9 ® 1.960 0,2 9,2 4,6 23 15,6
I résulte du tableau 15 que la dose minimum mortelle moyenne de la poudre 1, est de 16 mg. 6, exprimée en poudre anhydre. Celle de la poudre 2 est
de 17 mg. 25 (tableau 16).
TABLEAU 16. — Colature obtenue par épuisement par double infusion aqueuse à 1 p. 200 (Poudre 2).
Sexe Nombre Nombre Temps Nombre et de cm° Nombre de cm? | nécessaire | de mg. Poids perfusés de cmÿ perfusés | à l'arrêt | de Scille (g.) par minute | perfusés par kg. du cœur | perfusés et kg. (minutes) | par kg.
La dose minimum mortelle de la poudre 4 est de 67 mg. 9, exprimée en poudre anhydre (tableau 17).
TABLEAU 17. — Colature obtenue par épuisement par double infusion aqueuse à 1 p. 200 (Poudre 4).
Sexe Nombre | Nombre Temps Nombre et de cm° Nombre de cm* | nécessaire | de mg. Poids perfusés de cm° .| perfusés à l'arrêt | de Scille (g.) par minute | perfusés par kg. du cœur | perfusés et kg. (minutes) par kg.
Ainsi, les doses minima mortelles moyennes des poudres 1, 2 et 4, épuisées par double infusion aqueuse à 1 p. 200 et dosées par la méthode de perfusion lente sur le lapin sont respectivement de 16 mg. 6, 17 mg 25 et 67 mg. 9, exprimées en poudre anhydre.
Pour cette méthode comme pour la précédente, une grande différence d’activité sépare la préparation alcoolique de l’infusé aqueux. Comme le montre le tableau suivant, cet infusé à 1 p. 200 est de 40 à 50 p. 100 plus actif que la teinture. Cette différence correspond à celles qui ont été observées sur le chien et le cobaye.
TABLEAU 18. —— Valeurs comparées de diverses préparations d'une même poudre titrées par perfusion lente sur le lapin.
A CDDP TER PE LA ER REZ 7 SEE D D RG SR Ps
Nature de l'épuisement N° des poudres re =
| Infusé à 1 p. 200 Teinture à | p. 10 [ 100 50 2 100 60 4 100 55
Aïnsi, en opérant par perfusion lente chez le lapin, la forme injectable la meilleure, parce que la plus active, est l’infusé aqueux à 1 p. 200.
CONCLUSIONS
1) La méthode de perfusion lente d’HATCHER-MA- GNUS est susceptible d’être appliquée avec succès sur le Lapin, au dosage biologique de la Scille.
2) La grande sensibilité de ce rongeur vis-à-vis de la Scille permet d'obtenir la mort cardiaque de l’animal en un temps voisin de trente minutes, avec une vitesse de perfusion assez lente, et sans qu’il soit nécessaire de recourir à une injection complémentaire d’ouabaïne, comme pour la Digitale.
3) Les résultats obtenus par cette méthode en utilisant seulement 6 animaux sont relativement constants.
4) Le meilleur mode d’épuisement de la Scille pour l'essai biologique sur le Lapin est l’Infusé aqueux à 1 p. 200.
METHODES STATISTIQUES DE DOSAGE BIOLOGIQUE DE LA SCILLE
Les méthodes que nous avons envisagées dans le chapitre précédent, quelles que soient leur fidélité et leur rigueur, nécessitent, pour être très précises, emploi d’un grand nombre d’animaux. Ce fait tient non seulement aux difficultés techniques et à la complexité de l’action pharmacodynamique, mais encore et principalement aux variations de sensibilité du matériel vivant.
Au contraire, les méthodes statistiques de détermination des pourcentages de mortalité ou d’activité par administration de doses variées, méthodes introduites dans la science par TREvVAN (143) et basées précisément sur les variations de sensibilité des animaux, offrent une plus grande sécurité pour le dosage biologique. TREVAN a montré en effet qu’il est possible d'admettre, tout au moins pour les doses voisines de la dose minimum mortelle, que le pourcentage des mortalités varie proportionnellement aux doses administrées. Partant de cette donnée on peut établir la toxicité ou l’activité d’une substance médicamenteuse sans avoir à en déterminer la dose minimum mortelle ou la dose minimum d’action.
En ce qui concerne la Scille, l’une de ces méthodes, déterminant les pourcentages de mortalité pour dif-
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férentes doses de drogue a été utilisée par BurN (16) sur la grenouille (méthode de TREVAN adoptée par le Codex britannique). Nous avons cru faire un travail original en mettant au point, pour la Scille, deux autres méthodes basées sur ce principe de TREVAN. L'une, qui nous est personnelle, consiste à déterminer le pourcentage d’arrêt de ventricules isolés d’escargot, maintenus dans des conditions de survie suivant la technique désormais classique de CARDOT (28, 29, 30). L’autre, basée sur le test de l'Américain HaxzLicKk (66), l'effet émétique des cardiotoniques sur le pigeon, à été mise au point par Burn (19) pour le dosage de la Digitale.
Dans le chapitre suivant, nous examinons successivement les essais effectués en utilisant ces deux méthodes.
MÉTHODE STATISTIQUE DE TOXICITÉ SUR LE VENTRICULE ISOLE D'HELIX POMATIA
Le ventricule isolé d’Helix pomatia permet au pharmacologue d’effectuer dans des conditions rigoureuses et économiques l'étude des cardiotoniques. Dans des travaux aujourd’hui classiques, le Professeur CARDOT (28, 29, 30) a montré en effet que cet organe peut, non seulement présenter une survie très longue dans les conditions qu’il a précisées, mais encore constituer un réactif biologique très sûr vis-àvis de divers poisons. Cet organe, dépourvu de tout élément nerveux, a permis ultérieurement d’effectuer de nombreuses recherches pharmacologiques (BINET, 9; DuBuisson, 45; Boyer et CARDOT, 28; CAHEN, 25) (Ci)
(1) L'étude théorique du cardioréglage a fait l'objet d’une récente monographie (38).
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En ce qui concerne les cardiotoniques et du point de vue qualitatif, cet organe a permis d'effectuer l'étude de l’action de divers glucosides (VirA, 147 ; BEAUNE, 6; BEAUNE et BALACEANU, 7). Il restait à transformer cette méthode en méthode quantitative, comme l'avaient fait, en utilisant un autre principe, pour le cœur de grenouille, ROTHLIN et OLrARO (124). A cet effet deux moyens pouvaient être tentés. Le premier consistait à établir un rapport d’accroissement de tonus ou d'amplitude des battements de ventricule d’Helix plongés dans diverses solutions de Scille. Il présentait l'intérêt d'utiliser comme test un effet physiologique et non toxique. Pratiquée par FREVAN, VAN Book et GappuM (144) sur l’oreillette de lapin, par Tapasxi (136) sur le cœur isolé de Rana nigra maculata, elle s’est révélée inapplicable sur le ventricule d’escargot, en raison d’une sensibilité très inconstante d’un même organe vis-à-vis d’une même dose de Scille, et des divergences de réactivité des différents ventricules vis-à-vis d’une même dose de Scille. Devant les échecs rencontrés dans l’application de cette méthode, nous nous sommes attaché à en mettre au point une seconde. Celle-ci, basée sur le principe de TREVAN, consiste à déterminer les pourcentages de cœurs arrêtés par une même dose de Scille. Ainsi, les différences de réactivité constituent le principe même de cette méthode de dosage de la Scille.
Pour effectuer ces recherches, nous avons suivi la technique physiologique d’isolement et de montage du ventricule d’Helix qui, mise au point par CARDOT, est d'exécution très simple.
A l’aide de cette technique, nous avons cherché à procéder au dosage biologique de la Scille et, à cet effet, à établir la courbe de toxicité en fonction des doses de poison. Cette courbe nous a permis le do-
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sage des poudres déjà essayées par les autres méthodes.
Ce chapitre comprend trois parties : lexposé des conditions expérimentales et de l’établissement de la courbe d’action, le dosage des poudres de Scille, enfin la comparaison des infusés aqueux et des teintures alcooliques préparées à partir de ces poudres.
8 1. — CONDITIONS EXPERIMENTALES
En ce qui concerne la méthode physiologique, nous avons suivi pour l'isolement et l’expérimentation sur le ventricule d’Helix la technique du Professeur CAR- DoT et nous nous sommes efforcé de la transformer en méthode quantitative. En ce qui concerne le mode d’épuisement optimum de la Scille pour la préparation du soluté destiné à l'essai sur le cœur isolé d'Helix, des essais systématiques ont été nécessaires.
Dans les méthodes précédentes, quelle que puisse être la supériorité d’une préparation aqueuse sur une colature alcoolique, la nature du véhicule était indifférente et n’empêchait pas le dosage. Au contraire il était permis de penser que l'essai sur le ventricule d’Helix, organe isolé, nécessiterait le choix d’une liqueur de nature particulière et bien déterminée. Cette hypothèse relevait en effet de deux faits contradictoires signalés par des précédents auteurs, à savoir d’une part la grande résistance de l’escargot aux cardiotoniques (A. J. CLarKk, 35), d’autre part la grande sensibilité pour l'alcool des cœurs d’autres poikilothermes, comme la grenouille (MaRsiGLiA, 105; RapNaï, 120; SANTESSON, 125; ToyosHimA, 142; TA- KAHASKI, 137). Ces deux faits, s’ils se confirmaient pour le ventricule isolé d’Helix, risquaient de rendre impraticable l’essai d’une teinture aussi concentrée en alcool et d’un Infusé aussi dilué que ceux utilisés dans les méthodes précédentes.
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Nous avons donc examiné successivement la méthode de dosage biologique et la méthode de pré-
paration de soluté destiné à l’essai sur le cœur isolé d'Helix.
A. — TECHNIQUE EXPÉRIMENTALE
Détaché de ses connections vasculaires avec toutes les précautions indiquées, le ventricule est placé dans un liquide de Ringer spécial. Un petit cardiographe très simple est constitué d’un manchon de verre dont l’une des extrémités est fermée par un liège sur lequel est fixé un crochet d’argent. La ligature auriculo-ventriculaire, qui comporte une anse, est engagée dans ce crochet. Une fois le bouchon bien fixé, le cardiographe est renversé et rempli de 9 cm$ de liquide de Ringer porté à une température de 22°. On fixe alors, au moyen d’une goutte de cire, l’extrémité du fil ligaturant le ventricule dans sa partie aortique, à une paille mobile placée sur un support indépendant. Les battements ventriculaires reprennent aussitôt, rapides, pour redevenir normaux dans les cinq minutes qui suivent. Le cœur est alors apte aux essais médicamenteux. C’est du moins ainsi que nous avons opéré pour l'essai de nos teintures. Dans l'essai des infusés, la nécessité d’un siphonnage complet nous a fait préférer la plongée directe du ventricule dans le produit toxique, sans bain préalable dans un Ringer normal. Grâce à un papier parchemin fixé à l’extrémité de la paille, les mouvements du cœur peuvent être facilement enregistrés.
À l’aide de cette technique nous nous proposions de comparer, sur un même ventricule d’Helix, l’ac-
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tion tonique ou toxique d’une préparation de titre inconnu à celle de l’étalon (:). Une telle méthode s’est révélée impraticable, car des expériences préliminaires nous ont permis de constater qu’une même dose de Scillarène (2?) ou de Teinture de Scille exerce des effets différents en action et en durée, d’une part sur un même ventricule, d'autre part, sur divers organes utilisés dans les mêmes conditions et provenant d’un même lot d'animaux. A titre d’exemple nous indiquons, dans le tableau suivant, la durée de survie d’un certain nombre de ventricules isolés d'Helix, immergés dans un liquide de RINGER contenant une même dose de Scille ou même de Scilla-
rène.
TABLEAU 19. — Durée de survie des ventricules isolés d'Helix immergés dans une solution de même concentration.
Nombre de ce de | Durée de survie des ventricules (min.) solntion
Scillarène à 1 p. 1.000.! 0,4 5,°9,210:5,425,:20,279,:70*60/ 107930, 5, 20, 5, 50, 5, 5, 5, 15, 40.
Nature de la solution
Ceinture ue 0,35:| 27, 17: 10,37, 19,8,094 45,30;86, 15,.10,-10,-10,,50, 2015:
Letnture/ne722 7e 0,851 410,:15,210,25,220,8535 0197109:
Teinture n'AIUEE rer 0,35 | 20, 15, 40, 25, 45, 40, 15, 10, 20, 15.
On voit dans ce tableau que la durée de survie des ventricules isolés d’Helix peut varier de 5 à 80 minutes pour une même dose de produit.
(1) Dans une première phase la Scille produit une forte augmentation de tonus sur le ventricule d’Helix. Ce phénomène a déjà été observé par DE BoEr sur le cœur de Grenouille.
(2) Ce phénomène qui pourrait se rapprocher des observations de BAUER avec la Strophantine sur le cœur in situ de Mammifère, tient peut-être à la présence de l’alcool. Nous nous proposons de revenir sur ce point dans des études ultérieures,
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F1G. 1. — Ventrieule isolé d'Escargot.
De haut en bas : Ligne 1 tracé ventriculaire, lignes 2 et 3 même ventricule après 7 et 14 minutes. in X, on remplace le liquide nourricier par un Ringer renfermant 1 p. 60.000 de Scillarène A. On laisse agir 2 minutes. On élimine le liquide toxique, lave 4 fois avec du Ringer normal, et, 7 minutes après la première, on fait une seconde addition de Scillarène ; on notera une sensibilisation, à la 3° addition, le cœur s'arrête en systole. L'action est irréversible.
F1G. 2. — Ventricule isolé d’Escargot.
De haut en bas : Ligne 1, tracé ventriculaire ; li-
gnes 2, 3, même ventricule après 7, 14 minutes.
En X, on remplace le liquide nourricier par un Ringer renfermant 1 p. 60.000 de Scillarène A. On laisse agir 2 minutes, on élimine le liquide toxique, lave 4 fois avec du Ringer normal et, 7 minutes après la première, on fait une seconde addition de Scillarène. On notera, par comparaison avec la fig. 1, une résistance bien plus grande de ce ventricule. Après 6 additions successives l’arrêt n’est pas instantané.
EAST
Nous donnons aussi, à titre d'exemple, dans les figures précédentes (fig. 1 et 2), la représentation graphique de l’action d’une même dose de Scille répétée après des écarts de temps égaux et des lavages effectués dans des conditions strictement identiques.
Ainsi le ventricule d’Helix semble présenter une divergence de réactivité individuelle vis-à-vis de la Scille; aussi avons-nous songé à utiliser cette différence de sensibilité des divers organes pour en faire le principe d’une méthode statistique. Nous nous sommes proposé de déterminer le nombre d’organes arrêtés par une dose donnée de Scille et de construire la courbe exprimant les variations de toxicité en fonction des doses.
B. -— ÉTABLISSEMENT D'UNE COURBE D'ACTIVITÉ
Pour établir la courbe d’activité nécessaire à la pratique d’un dosage, nous avons choisi l’Infusé à 1 p. 200 de la poudre N° 2, concentré ultérieurement jusqu’au 1/4 de son volume initial. Quatre pourcentages différents ont été déterminés, chacun sur vingt cœurs isolés, le test adopté étant l’arrêt des organes (constaté sans enregistrement après 45 minutes). Les résultats obtenus figurent dans le tableau suivant.
TABLEAU 20. — Toxicité sur le ventricule isolé d'Helix pomatia de diverses dilutions d'Infusé de Scille.
Nombre de cc. d’infuse
, A1 concentré par 9 ce Pourcentage d’arrê
Nombre de msg.
de Scille A tolnition de ventricules 180 9 c 95 140 RC: 55 120 6 c. 40 80 4 c 10
La courbe d’activité a été construite de la façon suivante. En ordonnées, nous avons fait figurer les pourcentages de ventricules arrêtés en 45 minutes ; en abscisse, la concentration en Infusé du liquide contenu dans le cardiographe.
En effet, pour la simplicité des calculs, nous avons représenté les résultats non pas en doses de Poudre, mais en nombre de centimètres cubes d’Infusé au 1 p. 50 dilué dans le volume total de 9 cc. dans lequel baigne le ventricule. La courbe est représentée dans la figure suivante (fig. 3).
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isolé d'Helix Pomatia.
En abscisses doses croissantes d’infuse de $Scille à 1 p. 200 concentré au quart de son volume.
En ordonnées pourcentages d’arrêts de ventricule correspondant.
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La courbe obtenue est une courbe en $, en « doucine », de même forme que celle de SHACKELL (126) et très semblable aux diverses courbes de toxicité (TREvAN, 143) ou d’action médicamenteuse (œstrogène : CowaRD et BURN, 40; émétique : Burn, 19).
A. — INFLUENCE DE LA NATURE DU VÉHICULE
Afin de rechercher si l'alcool exerçait une action toxique sur le cœur isolé d’Helix, deux séries d’expériences ont été effectuées.
La première a porté sur des teintures de toxicité essentiellement différentes en même temps que sur une solution alcoolique de Scillarène À au 1 p. 1000 et de l’alcool à 60°.
Le titre alcoolique de ces quatre teintures et de la solution de Scillarène était également de 60°. Le titre alcoolique de 0 cc. 4 de chacun de ces solutés amené à un volume de 9 cc. par dilution dans du liquide de RINGER, était de 2°66 environ. Nous avons déterminé les pourcentages de ventricules arrêtés par immersion dans ces solutions et les résultats obtenus figurent au tableau suivant.
TABLEAU 21. — Pourcentages comparés d’arrêts de ventricules d'Helix pomatia (feintures non évaporées).
, 77 Sciilarène Nature de la solution 1 p. 100
Teint.2 | Teint.5 | Teint 1 | Teint. 4 à 60°
Pourcentage d’arrêt de ventricules ... 80 80 7 80 | 75 70
Essais effectués sur 0 cc. 5 additionné de Liquide de Ringer
On voit, d’après ce tableau, que toutes ces solutions, de nature différente mais de même titre alcoolique, produisent le même pourcentage d’arrêts de ventricules isolés.
Tous ces produits, de même titre alcoolique, présentent la même toxicité. L’alcool semble donc le seul responsable de la mortalité.
Nous avons contrôlé d’ailleurs ce rôle toxique de l'alcool dans une deuxième série d'expériences où nous avons enregistré les différentes phases de l’empoisonnement. Dans un Ringer titrant 2 à 3° d’alcool, on note une augmentation immédiate et considérable du tonus ventriculaire. En quelques secondes, le ventricule s'arrête en systole. L'action est reversible, car
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Fi. 4. — Ventricule isolé d’Escargot.
De haut en bas : Ligne 1, tracé ventriculaire ; ligne 2, même ventricule après 20 minutes; en X on remplace le liquide de Ringer normal par du liquide de Ringer titrant 2°6, d’alcool éthylique, en {, on élimine le liquide de Ringer alcoolisé, on lave à deux reprises et on laisse le ventricule au contact de liquide de Ringer normal. On notera une sensibilisation. A la seconde addition, l’arrêt est irréversible.
TETE CORTE EMA TTRN
FiG. 4 bis. — Ventricule isolé d'Escargot.
De haut en bas : Ligne 1, tracé ventriculaire: ligne z, 3 et 4, même ventricule après 5, 10 et 20 minutes.
En X on remplace le liquide de Ringer normal par du liquide de Ringer titrant 2°6, d'alcool éthylique ; en /, on élimine le liquide de Ringer alcoolisé, on lave à deux reprises, et on laisse le ventricule au contact de liquide de Ringer normal. On notera par comparaison à la fig. 4 une résistance particulière de ce ventricule vis-à-vis de l’alcool.
le lavage fait reprendre les battements, mais il y a sensibilisation, et après 2 ou 3 additions. l'arrêt devient définitif. Nous donnons à titre d'exemple la représentation graphique de ce phénomène dans la figure précédente (fig. 4 et 4 bis). Au contraire, comme on le constate dans le graphique suivant (fig. 5) une solution alcoolique très diluée, titrant 0°5, est sensiblement sans action. Ainsi la toxicité de l'alcool pour le ventricule isolé d’Helix est certaine. Ce fait interdit de doser une teinture de Scille sans élimination préalable de l’alcool, la toxicité de l'alcool de cette teinture dépassant celle des principes actifs dissous.
io
B. -- CHoiX DU MODE DE PRÉPARATION OPTIMUM DU LIQUIDE DESTINÉ A L'ESSAI SUR LE VENTRICULE D'HELIX
L'action toxique de l’alcool sur le ventricule d’Helix nous obligeait soit à l’éliminer par évaporation pour permettre d'utiliser une teinture de Scille, soit à n’employer que des préparations aqueuses. Aussi, afin de déterminer le mode de préparation optimum d'un liquide destiné à l’essai biologique, nous avons comparé l’action de teintures évaporées et d’infusés aqueux.
a) Essai de teintures évaporeés. Nous avons déjà exposé, à la description de la technique expérimentale, l’essai effectué avec ces produits. Privées
Fig. 5. — Ventricule isolé d'Escargot. &
De haut en bas : Ligne 1, tracé ventriculaire; liyne 2, même ventriculaire après cinq minutes ; ligne 3, même ventricule après dix minutes.
En X on remplace le liquide de Ringer par un liquide de Ringer contenant 0,5 p. 100 d'alcool éthylique; en {, on élimine le liquide de Ringer alcoolisé, et on lave à deux reprises avec du liquide de Ringer normal. On notera l'absence d’effet toxique (alcool 0°5).
par évaporation de presque tout leur alcool (‘), elles deviennent beaucoup moins toxiques pour le cœur isolé d’Helix. Il faut 2 ce. de teinture évaporée pour produire un pourcentage d’arrêts analogue à 0 cc. 4 d’une teinture pure. Mais administrées à la même dose ces diverses teintures ne produisent pas les mêmes effets. Les pourcentages d’arrêts obtenus sont proportionnels à l’activité des teintures, déterminée par les autres méthodes décrites. Ces résultats paraissaient donc a priort satisfaisants. Toutefois cette technique présentait deux inconvénients : en premier lieu linsolubilisation de produits divers au cours de l'évaporation, en second lieu la possibilité de l’altération des principes actifs ou activants au cours de l’évaporation.
Dans ces conditions nous avons préféré chercher s’il était possible d'effectuer l'épuisement de la drogue par Infusion aqueuse.
b) Essais des Infusés aqueux. —— Comme le permettait de le supposer sa résistance vis-à-vis d’une teinture privée d'alcool, le ventricule d'Helir s’est également montré très résistant vis-à-vis des Infusés de Scille. Plongé dans un infusé à 1 p. 200, additionné des sels indiqués dans la formule de la liqueur de RINGER, il survit presque aussi longtemps que dans une liqueur de RINGER pure. Essayé dans les mêmes conditions, un Infusé à 1 p. 75 ne se montre pas plus actif. Cependant, une telle concentration risque de n’épuiser que partiellement la drogue et fournit un Infusé très mucilagineux dont la filtration, même dans le vide, est difficile et lente. C’est pourquoi nous avons préféré opérer sur un liquide concentré par évaporation. L’Infusé à 1 p. 200
(1) Le dosage de l'alcool effectué sur ces teintures évaporées par la méthode de NicLoux a montré que le titre alcoolique ne dépasse pas 3°,
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est évaporé jusqu’au quart de son volume primitif et additionné de divers sels. Le produit obtenu est limpide et titre 1 p. 50 de son poids de Poudre de Scille. Dans un tel Infusé préparé à partir de la poudre n° 2, 95 p. 100 des ventricules d’Helix cessent de battre dans le temps fixé. Pour ceux des autres poudres, le pourcentage est inférieur et varie dans l’ordre de leur activité. La plus grande rapidité de préparation de lInfusé aqueux nous conduit à adopter ce mode d’épuisement pour doser la Scille par la méthode utilisant le cœur isolé d’Helix.
& 2. — ESSAIS EFFECTUES
Les diverses recherches précédentes sur la méthode de dosage physiologique et la méthode d’extraction de la Scille en vue de l’essai physiologique nous ont permis d’effectuer le dosage de diverses poudres de Scille en comparant d’après la courbe de toxicité, leur activité à celle d’un étalon. Ce dosage a été effec'ué principalement sur les infusés aqueux. Pour les préparations alcooliques, il ne nous a pas été possible, faute de matériel, de construire la courbe d'action. Nous nous sommes donc borné à comparer les effets de quatre teintures de Scille différentes administrées à la même dose.
PRÉPARATION AQUEUSE
Nous avons dosé par cette méthode les poudres n* 1, 3 et 4 De chacune de ces poudres il a été préparé un Infusé à 1 p. 200 concentré ensuite dans les conditions indiquées. Chaque Infusé obtenu est administré à 20 cœurs isolés, à une dose telle que le
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pourcentage de mortalité se trouve entre 40 et 80 p. 100, c’est-à-dire dans la zone optimum d’une courbe d’activité médicamenteuse. 20 autres ventricules prélevés sur le même lot dans les mêmes conditions physiologiques sont plongés dans une quantité voisine d’un Infusé de Poudre étalon. Puisque la partie de la courbe qui est caractéristique est celle qui est voisine de 50 p. 100, nous avons cherché à effectuer la majorité des expériences à des doses actives dans ces conditions.
Pour tous ces essais, nous avons employé des Infusés non dilués. Le tableau suivant groupe les pourcentages de mortalité obtenus, et les valeurs comparées de chacune des poudres, calculées d’après la courbe d’activité.
TABLEAU 22. — Pourcentage d'arrêt fournis par différentes poudres et valeurs comparées de ces poudres (épuisement obtenu par concentration à 1 p. 50 d'un infusé à 1 p. 200).
Pourcentage Valeur comparée N° des poudres de mortalité des poudres 2 95 100 l 60 77 3 32 63,8 4 15 50
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PRÉPARATIONS ALCOOLIQUES
Nous avons étudié l’action des Teintures alcooliques évaporées jusqu’à moitié de leur volume primitif suivant la technique du Codex Anglais pour lessai physiologique des Teintures de Digitale et ramenées au volume primitif à l’aide de liquide de
Ringer ; chaque pourcentage a été déterminé en ajoutant 2 cm° d’un tel produit aux 9 cm* de Ringer contenus dans le cardiographe. Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau suivant.
TABLEAU 23. — Toxicité sur le ventricule isolé d'He-
lix pomatia de diverses dilutions de Teintures de Scille.
N° des Teintures | ! 2 3 4
Pourcentages d’arrêts
de ventricules d’'Hélix 100 100 95 45
Ces résultats ne s’écartent que faiblement de ceux obtenus par les méthodes précédentes plus longues et plus coûteuses.
Un dernier point restait cependant à établir : le rapport d’activité existant entre les préparations aqueuses et les préparations alcooliques par la méthode des ventricules isolés d’escargot.
La comparaison des résultats obtenus est consignée dans le tableau suivant où nous donnons la valeur 100 à l’infusé à 1 p. 200.
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TABLEAU 24. — Valeurs comparées des préparations aqueuses et alcooliques par la méthode statistique de toxicité sur les cœurs isolés d'Helix.
N° des Poudres
Nature de l'épuisement Infusé à 1 p. 200 Teinture évaporée 2 100 100 l 100 130 3 100 115 4 100 117
On voit, d’après ce tableau, que dans un cas la toxicité de l’infusé aqueux est égale à celle de la Teinture alcoolique évaporée. Dans trois autres cas elle lui est inférieure de 15 à 30 p. 100. Ces résultats s'opposent à ceux obtenus par les deux méthodes précédentes. Pour expliquer cette divergence, plusieurs hypothèses peuvent être proposées. En premier lieu cette divergence pourrait être attribuée à limprécision de la méthode. Mais, comme le montrera une étude critique, les écarts expérimentaux sont supérieurs à ceux de la Standard Deviation.
On pourrait, d'autre part, attribuer la toxicité plus grande de la teinture à la présence d’alcool. Mais le titre alcoolique d’une teinture ainsi évaporée est de 3 p. 100. Après dilution dans le RINGER, ce titre s’abaisse à 0°5 environ. Des expériences témoins nous ont montré qu’à cette dose l’alcool n’est pas toxique pour le cœur isolé d’Helix. On peut donc supposer que la différence de réaction vis-à-vis de l’Infusé aqueux dans les expériences sur l’escargot, d’une part, dans les essais sur le cobaye, le lapin (perfusion), d’autre part, résulte de la différence des modes
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d'administration : action directe sur le ventricule isolé dans le premier cas, action sur l’animal total, c'est-à-dire un cœur in situ de mammifère dans l'autre cas.
Des expériences ultérieures permettront de préciser ce point.
Ainsi les Teintures alcooliques ne peuvent être utilisées directement au dosage biologique de la Scille par la méthode statistique d’arrêts de cœurs isolés d’escargot en raison de la toxicité de l’acool pour cet organe.
Si on veut utiliser ces préparations, il est nécessaire d'éliminer l’alcool par évaporation, ce qui amène la formation d’un précipité insoluble. Dans ces conditions, il semble préférable d'utiliser PInfusé aqueux à 1 p. 200, concentré par évaporation jusqu’au quart de son volume initial. Ce soluté bien que moins actif, dans certains cas, que la Teinture alcoolique évaporée, donne des résultats constants.
CONCLUSIONS
1) Une méthode statistique concernant le phénomène de toxicité sur le ventricule isolé d’Helix pomalia et consistant à déterminer le pourcentage d’organes arrêtés par la Scille, a été mise au point pour le dosage biologique de cette drogue.
2) Les solutes extractifs de Scille, convenables pour l'essai biologique sur le ventricule isolé d’Helix sont la teinture privée d'alcool par évaporation et lInfusé à 1 p. 50 obtenu par concentration de l’Infusé à 1
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3) Cette méthode est d’expérimentation très simple et d’un prix très économique. Comme toutes les méthodes statistiques, elle donne des résultats suffisamment rigoureux pour des doses actives sur 50 p. 100 des organes isolés.
MÉTHODE STATISTIQUE D'EFFETS ÉMÉTIQUES CHEZ LE PIGEON
Les premiers essais de détermination de l’activité biologique des préparations de Digitale par leur action émétique furent l’œuvre de Hanzrick (66). Cet auteur, en 1926, eut l’idée d'utiliser la sensibilité particulière du pigeon aux effets émétiques (LAUNoy) pour établir une méthode d’essai biologique de teintures de Digitale ; il proposa à cet effet de déterminer la plus petite dose active sur le pigeon ou « unilé-pigeon », c’est-à-dire celle qui provoque le vomissement chez deux pigeons sur trois.
Cette méthode présentait le double avantage d’une exécution simple, le pigeon se prêtant bien aux in- Jections intraveineuses, et d’un terme de réaction plus rigoureux que celles basées sur la toxicité, étant donné le parallélisme observé par HANzrick entre les doses thérapeutiques de Digitale pour l’homme et l'unité-pigeon, définie par lui.
Mais, reprise par divers auteurs (CARRATAIA, 32: Go, TRAVELL et KwiT, 58; SCHUNTERMANN, 127; LieB et Murinos, 100; HanzLicx et ses collaborateurs, 66, etc.; KRoSzCzINSKI, 89), la technique d'Hanzrick fut l’objet de diverses critiques. BurN, en particulier,
PES
montra qu’en appliquant la définition de la dose émétique donnée par HANZLICK, on obtenait des résultats très variables pour une même teinture lorsqu'on employait différents pigeons. La définition d'HANZLICK supposait une réactivité constante des animaux vis-à-vis de la Digitale, puisque dix groupes différents, comprenant chacun 3 pigeons, étaient considérés par cet auteur comme devant donner des résultats très voisins. Or, tout au contraire, les expériences de BURN ont montré que la réaction vomitive des pigeons à la Digitale n’était qu’un autre exemple des différences continuelles d’une propriété biologique.
S'appuyant alors sur les travaux de TREVAN (143), publiés en 1927, BurN proposait une technique statistique d’estimation de l’activité émétique de la Digitale. La sensibilité individuelle, qui rendait impraticable la méthode d’'HanzLicKk, pouvait constituer, d'après BurN, le principe même d’une méthode de dosage de la Digitale par son action émétique sur le pigeon. |
En faisant varier les doses, et en notant chaque fois le nombre d’animaux qui vomissent, cet auteur établit une courbe d’action émétique de la Digitale. À condition d’injecter, à quelques jours d’intervalle, une même quantité de la teinture inconnue et de la teinture étalon, BurN obtint, par cette méthode du pigeon, des résultats aussi rigoureux qu'avec une détermination de la toxicité chez le chat et la grenouille.
Mais, depuis ces travaux, la méthode d’essai de la Digitale, par son action émétique, a été soumise à d’autres critiques.
En 1931, GoLp, TRAVELL et KWITT (58) ont remarqué que des injections prolongées de Digitale, au chien et au chat, infirmant les résultats d'HANZLICK
sur ce point, finissaient par émousser le réflexe vomitif en même temps que les symptômes toxiques ‘ardiaques augmentaient.
S’opposant au travail de ces auteurs, Lie et Mu- LINOS (100) reprochaient à cette méthode l’apparition d’une hypersensibilité du réflexe vomitif, se traduisant par l'apparition d’un réflexe conditionné lorsque l’on prolongeait les injections. LieB et Mu- LINOS, en outre, prenaient soin d'éliminer les pigeons trop sensibles où, au contraire, trop résistants. Cette hypersensibilité, il est vrai, pouvait tenir à la fréquence des injections répétées plusieurs fois par semaine, alors que, prenant soin d’espacer les injections de 8 jours, BURN n’observait l'apparition d’aucua réflexe conditionné.
À la suite de ces observations, c’est la technique de BunN que nous avons songé à adopter pour un dosage biologique des préparations de Scille, comparativement aux méthodes de perfusion déjà décrites. Il paraissait vraisemblable que cette technique, bien mise au point pour la Digitale, s’appliquerait également à la Scille et même que la courbe d’action serait comparable pour ces deux drogues. Cependant, étant donné la différence de sensibilité des espèces an'males modifiant la forme de la courbe dans certains cas (CHOPRA et CHOWHAN, 34; BHariA et LABB, 8), il nous à paru nécessaire de chercher à établir expérimentalement cette courbe sur deux variétés de pigeons domestiques communs en France. D’autre part, il était nécessaire d'établir, sur un grand nombre d'expériences et pour les deux variétés de pigeons étudiées, dans quelles limites la réactivité de l’animal vis-à-vis d’une même dose de Scille restait constante. Aussi nos premières recherches ont-elles dû consister à vérifier si l’administration répétée de Scille ne modifiait pas la sensibilité de l'animal. Les
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résultats obtenus nous ont permis d'effectuer avec sécurité la construction de la courbe d’action émétique. Cette courbe nous a permis de doser diverses préparations aqueuses et alcooliques de Scille par rapport à l’étalon. Dans le chapitre qui va suivre nous envisageons successivement ces différents points.
$ 1. — CONDITIONS EXPERIMENTALES
Nous décrirons successivement la technique expérimentale, la vérification de la constance de réactivité du pigeon, l'établissement des courbes d’action émétique, enfin l'estimation de l’activité de la Scille d’après ces courbes.
TECHNIQUE EXPÉRIMENTALE
La technique suivie dans ces recherches est très simple et se rapproche de celle décrite par BURN. Sans entrer dans le détail, nous nous bornerons à résumer très brièvement les précautions suivies :
A. — Race. — Nous avons utilisé deux lots de 23 pigeons chacun, mais de races différentes, les lots sont désignés dans ce travail sous le nom de lot 1 et de 1616240
B. — Poids. — Pour chacun de ces lots, le poids des animaux variait de 250 à 500 grammes.
C. — Sexe. — Nous avons utilisé indifféremment des animaux des deux sexes.
(1) Les pigeons ayant servi à nos expériences étaient des pigeons domestiques vulgaires des races Bizet et Messager (sous-race Voyageur). Nous tenons à remercier le Laboratoire &@’Ethologie des Animaux Sauvages du Museum (Pr. URBAIN) qui a bien voulu se charger de cette détermination.
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D. — Fréquence ou répétition des injections. — L’injection était faite une fois par semaine, à 7 jours d’intervalle au moins, avec une semaine de repos de temps en temps.
E. — Préparation des animaux. — Dix-huit heures avant l'expérience, tous les animaux étaient privés de nourriture et d’eau.
F. — Modalités de l'injection. — Chaque pigeon recevait une dose de teinture ou d’infusé de Scille proportionnelle à son poids ; les teintures étaient diluées au 1/10 dans du sérum physiologique à 8 p. 1.000, les infusés administrés directement. Cette injection était pratiquée dans la veine antibrachiale ou brachiale (La- COMBE, 90), à l’aide d’une aiguille courte (longueur : 1 cm.) et fine (diamètre : 0 mm. 5).
Afin d'éviter l’erreur de mensuration de volume du liquide injectable, la même seringue de 0 cc. 5 et graduée au 1/100, étalonnée par nous-même, nous a servi pour toutes les injections. Aussitôt après la piqûre, les pigeons étaient répartis dans des cages par groupes de 4 à 5. L'observation durait une heure : on considérait comme réaction positive, non seulement un vomissement mais des efforts de nausée et l’animal était aussitôt écarté. Les mouvements que présente le pigeon dans ces efforts ne peuvent prêter au doute. Ils sont presque toujours précédés du hérissement des plumes et de légers tremblements. Brusquement, l'animal projette la tête en avant, et son bec vient souvent frapper le plancher de la cage, tandis que ses ailes s’écartent légèrement du corps, il présente trois ou quatre convulsions successives, et, il est rare que d’autres ne leur succèdent après un intervalle de quelques minutes.
2 CONSTANCE DE RÉACTIVITE DU PIGEON A LA SCILLE AU COURS D’UNE EXPÉRI- MENTATION PROLONGÉE.
À. — ETAT PHYSIOLOGIQUE. — Les animaux sont conservés pendant toute la durée de l’expérimenta-
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tion dans les conditions physiologiques les meilleures et dans un pigeonnier vaste et ensoleillé. Pendant toute la durée de nos expériences nous avons noté avec soin, toutes les semaines, le poids de nos animaux, et, dans ces conditions, nous avons constaté qu'il augmentait légèrement ou demeurait stationnaire. Les animaux semblent donc rester suffisamment comparables à eux-mêmes. De plus, afin d’éviter les accidents d’avitaminose, en particulier le beri-beri, qui, d’après MÉHÈS (109), augmente la résistance du pigeon aux effets émétiques des Digitaliques, nous avons soumis les animaux à un régime riche en vitamines, sous forme de blé germé, levure de bière, son additionné d'huile de foie de morue.
B. — RÉACTIVITÉ DE L'ANIMAL VIS-A-VIS DE LA SCILLE. — Nous avons examiné successivement les variations individuelles des pigeons et leur constance de réactivité vis-à-vis d’une même dose de Scille au cours d’une administration prolongée.
a) Variations individuelles.
Le pigeon qui, une certaine semaine, est sensible à une faible dose, résiste souvent la semaine suivante à une même dose ou à une dose plus élevée. Au contraire, le pigeon qui ne réagit pas une semaine à une forte dose peut être sensible la semaine suivante à une très faible dose. Ce fait vient encore infirmer la théorie de l’unité-pigeon d’HAnNzzicx. Par contre, il semble que, dans un lot aussi important que ceux sur lesquels nous avons opéré, des équilibres se fassent qui empêchent l'apparition de ces brusques changements de sensibilité individuelle dans le pourcentage final.
b) Réactivité de l'animal pour une même dose de Scille au cours d’une administration prolongée.
La contradiction des résultats publiés par les auteurs sur la réactivité du pigeon à des injections répétées de Digitale nous a incité à vérifier, avant d’établir la courbe
d'action émétique des teintures de Scille, si une administration répétée, pendant plusieurs mois, ne provoque ni l'apparition d’un réflexe conditionné, ni celle d'une hypersensibilité ou d’une hyposensibilité aux effets émétiques de la Scille.
a — Réflexe conditionné. — Lies et MuUzINOS ont critiqué dans la méthode d'HANZLICK la possibilité, si l’on répète les injections tous les 2 ou 3 jours, de provoquer l’apparition d’un réflexe conditionné se traduisant par des vomissements à la seule vue de l’opérateur, ou à la suite d’une injection. Au cours de nos expériences prolongées pendant 6 mois, nous n’avons jamais noté un tel réflexe à condition d’espacer les injections de 7 jours. D’autre part, nous avons examiné systématiquement la réactivité de nos animaux, vis-à-vis d’injection de sérum physiologique. Avant toute administration de Scille, l'injection intra-veineuse de sérum physiologique ne provoquait aucune réaction dans le premier lot, tandis que, dans le second, quatre pigeons sur 23 présentaient une réaction positive (1). Par la suite, prenant la précaution indiquée par BURN de ne pratiquer l'injection de Scille qu'une fois par semaine, nous avons, après 1, 2, 4 et 6 mois, pour le premier lot, puis 1, 2,3 et 4 mois pour le second lot, renouvelé l’administration intra-veineuse de sérum. Cette injection était alors pratiquée 8 jours après la dernière dose de Scille. A la plus récente injection, comme le montre le tableau suivant, nous avons noté deux pigeons qui ont vomi, dans le premier lot, et 4 dans le second, en tout six animaux, alors qu'avant toute administration de Scille, cinq étaient déjà sensibles au sérum physiologique. Il semble donc que, dans les conditions où nous avons opéré, il ne se produise pas de réflexe conditionné.
() Le Professeur LAuNoy a déjà signalé, pour le Pigeon. l’effet émétique dû à l'injection de sérum physiologique.
TABLEAU 25. - Nombre d'animaux qui vomissent à la suite d'une injection de sérum physiologique (après une administration de Scille régulière et plus ou moins prolongée).
né AR DATE AE IE SD EC ATK LE EP OR PE CPS Premier lot Deuxième lot
Ecart de temps Nombre de Ecart de temps Nombre de
avec la première pigeons qui avec la première pigeons qui injection vomissent injection vomissent de Scille sur 23 de Scille 15 jours 0 8 jours 5 Ï mois 0 2 mois 4 4 mois 2 | © 4 mois B. — Phénomènes d'hypo ou hypersensibilité à la Scille. — L’administralion répétée de Scille provoque-
t-elle une hypersensibilité sans réflexe conditionné ou, au contraire, une hyposensibilité du pigeon vis-à-vis de l’action émétique de cette drogue? En 1931, GoLp TRAVELL et KwITr (58) constataient que des doses émétisantes répétées de Digitale émoussaient, chez le chien et le chat, le centre du vomissement, tandis que, en même temps, les symptômes d'intoxication cardiaque augmentaient, à la suite de l’accumulation. Les animaux finissaient par mourir d'intoxication digitalique sans que les vomissements du début reprennent. Ces auteurs concluaient que le réflexe du vomissement ne pouvait être pris pour mesure de l’action cardiotonique des Digitaliques. Mais la même année, HANZLICK, s’appuyant sur ses recherches personnelles, celles de BURN et de quelques auteurs ayant emprunté sa méthode, répondait à cette critique de Go1D en notant qu'il n’avait jamais observé sur le pigeon semblables phénomènes. Pour en vérifier nous-mêmes l’absence à la suite d’injections prolongées de Scille, nous avons pris soin de répéter deux fois la même dose, à des intervalles
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de temps variés. Sans entrer dans le détail nous nous bornerons à consigner les résultats de nos expériences dans le tableau qui suit.
TABLEAU 26. — Pourcentages de vomissement produits par une même dose de Scille répétée à des intervalles de temps variés.
CREOTSS Intervalle MELON = | Intervalle © —— — ————— de —— ———————————— de Dose Pourcentage d’ani- temps Dose Pourcentage d’ani- temps d'une maux vomissant entre les d'une maux vomissant entre les TËME | ——— | deux MÊME | ————— deux teinture J£e 2e injections | teinture IE 2e injections (cmÿ) injection | injection (jours) (cm) injection | injection | (jours) 0,07 62,5 50 8 0,075 84 87,5 8 0,065 47,8 41,6 15 0,065 61 152 15 0,09 87,5 91,6 8 0,06 56 36 30 0,075 70 70 30 0,07 68 76 60
Le faible écart de ces chiffres, qui ne sort pas du domaine des erreurs expérimentales normales, nous montre bien qu’en espaçant d’une semaine les injections, les phénomènes d’émoussement du réflexe vomitif n’entrent pas en jeu. Ainsi, à condition de pratiquer l'injection de Scille une fois par semaine comme l'avait fait le Professeur BuRN (19), il ne semble pas qu’il se produise une hypo ou une hypersensibilité notable.
Les résultats contraires obtenus par quelques auteurs proviennent de conditions expérimentales différentes.
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ÉTABLISSEMENT DES COURBES D'ACTION ÉMÉTIQUE
Les faits que nous venons de déterminer expérimentalement nous ont permis d’aborder avec sécurité l'étude de la méthode de dosage biologique. Il nous a été nécessaire pour ce dosage de construire expérimentalement la courbe d’action.
Nos essais portant à la fois sur une préparation aqueuse et alcoolique, nous devions établir une courbe pour chaque type. Disposant de deux lots d'animaux, il fallait aussi une courbe pour chaque lot. Nous avons donc été amené à construire quatre courbes différentes.
Pour la courbe des préparations alcooliques, nous avons utilisé la teinture de la poudre n° 2 déjà employée sur le cobaye et sur le lapin ; nous avons injecté cette colature à dix doses différentes produisant ainsi dix pourcentages de vomissement variant entre 20 et 100 p. 100. Cinq de ces dix déterminations ont été répétées deux fois sur le premier lot et quatre l’ont été deux fois sur le deuxième lot, comme le montre le tableau précédent. Dans le tableau suivant, nous avons consigné toutes les expériences effectuées. Les doses de poudre injectées par kg. d'animal y figurent exprimées en poudre anhydre. Pour les doses répétées deux fois, le pourcentage indiqué est la moyenne des deux détermi-
nations.
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TABLEAU 27. — Pourcentages de vomissements en fonction des doses de Teinture de Scille (Poudre 9).
Premier lot | Deuxième lot
Nombre | Nombre Nombre | Nombre
de de mgr. | Pourcen- de de mgr. | Pourcenpigeons | de poudre | tage de pigeons | de poudre | tage de
en anhydre vomis- en anhydre VOmIsexpé- injectés sements expé- injectés sements rience par kg. rience par kg.
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Pour construire la courbe des Infusés aqueux, nous avons utilisé celui de la poudre 2. Quatre doses ont été injectées à chaque lot. Elles figurent au tableau 28,
TABLEAU 28. — Pourcentages de vomissements en fonction des doses d'infusé aqueux à 1 p. 200 Poudre anhydre s Pourcentage de vomissement |
(mg.) Lot N° ] Lot NP 2 3 30,7 % 3,5 26% 57%
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Ces tableaux montrent une différence d'effets émétiques à peu près constante entre les deux lots.
Afin de voir si ces différences tenaient non pas au manque de fidélité de la méthode mais à la différence de sensibilité des espèces de pigeon utilisées, nous avons, adoptant le mode de démonstration de BurN (19), BuLzBriNG et BURN (13), établi les variations des pourcentages de vomissement en fonction des logarithmes des doses de Scille et comparé les deux graphiques obtenus qui sont représentés dans la figure précédente (fig. 6). Celle-ci est tout à fait expressive, elle montre en effet que la droite obtenue avec le lot 1 est très approximativement parallèle à celle que donne le lot 2. Dans ces conditions il nous était permis de construire la courbe d'action émétique en prenant la moyenne des déterminations sur les deux lots, courbe susceptible de servir sur n'importe quelle espèce de pigeons.
Le même calcul a été fait pour les préparations aqueuses. Nous faisons figurer les droites exprimant les pourcentages obtenus en fonction des logarithmes des doses avec les lots 1 et 2, et la courbe représentant la moyenne des déterminations effectuées (fig. 6 bts).
Les deux courbes (fig. 7 et 8) sont semblables à celles qu’obtenait BurN avec la Digitale. Elles ont toutes deux la forme caractéristique des courbes en S de SCHACKELL (126) et de TREvAN (143). Elles présentent entre elles une légère différence, la courbe des Infusés aqueux fait avec l’axe des ordonnées un angle moindre en raison de leur plus grande activité.
D'autre part, il est intéressant de noter que, malgré cette similitude de nos courbes et de celle de BURN, il est possible que la Scille possède sur le pigeon une action plus fortement émétique que la Digitale. 9 ec. 3 de teinture injectés par kilog d’animal don-
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Fra. 7. — Courbe dite d'activité émétique.
En abscisses, doses croissantes d’infusés de Scille, à 1/200 dans du sérum physiologique.
En ordonnées, les pourcentages de vomissements correspondant,
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Fic. 8. — Courbe dite d'activité émétique.
En abcisses, doses croissantes de teinture de Scille, diluée à 1 p. 100 dans du sérum physiologique.
En ordonnées, les pourcentages de vomissements correspondant,
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nait à Burn (19) 100 p. 100 de vomissements. Avec notre teinture de Scille, préparée par épuisement au Kumagawa avec de l’alcool à 60°, nous avons obtenu le même résultat avec une dose de 0 cc. 10 par kilog. L'augmentation du pourcentage de vomissements, par rapport aux doses injectées, est plus rapide aussi avec la Scille qu'avec la Digitale. Tandis que, pour obtenir 100 p. 100, il faut à BuRrN une fois et demie au moins la dose qui produit 59 p. 100, avec notre teinture, comme avec notre Infusé, 1,35 suffit.
4° ESTIMATION DE L'ACTIVITÉ DE LA SCILLE D'APRÈS LA COURBE D'ACTIVITÉ ÉMÉTIQUE
A l’aide de ces courbes, nous avons pu doser un certain nombre de préparations de Scille. Pour cela, un même lot reçoit à plusieurs jours d'intervalle une dose de la préparation inconnue et de l’étalon. Ces doses sont choisies de telle sorte que le pourcentage de vomissements qu’elles provoquent se trouve entre 40 et 80 p. 100, c’est-à-dire dans les conditions optima de dosage. Le calcul s'effectue d’une façon très simple, comme l’indiquent les exemples suivants :
Soit 0,8 de l’Infusé de la Poudre n° 2 (étalon) qui provoque des nausées sur 65,3 p. 100 des animaux du premier lot. La même dose de l’Infusé de la poudre n° 3 ne produit les mêmes effets que sur 53 p. 100 des mêmes animaux. Si 65,3 correspond à 8 sur la courbe, 93 correspond à 7,6. Nous disons que la poudre n° 3 épuisée par double infusion est égale à 7,6X100/8 de poudre étalon.
Si, afin d'obtenir des pourcentages d'effet émétique voisins, il est nécessaire d’administrer aux animaux des doses différentes de Scille, le calcul s’effectue de la façon suivante :
Soit 0 cc. 7 de préparation-étalon qui provoquent des
rte
nausées sur 40 pour 100 des animaux, 0 ce. 9 de la préparation inconnue provoquent 45 pour 100 de nausées sur le même lot d'animaux. Il suffit de rechercher d’après la courbe les abcisses correspondant à 40 et à 45 pour 100 de vomissement. Supposons que ces abcisses soient égales à 3,5 et 3,6 ; 0 cc. 9 de la préparation inconnue, épuisée dans les mêmes conditions que l’étalon, seront d'activité égale à :
Activité de 0 cc. 7 d’étalon Bi)
Activité de 0 cc. 9 de teinture 3,0
3,0 Donc, 0 cc. 9 de teinture inconnue— QU 3,6 0,7 CLRlRCC — ——, 3,9 0,9 8 2. — ESSAIS EFFECTUES
La méthode ci-dessus décrite nous a servi à doser quatre poudres de Scille épuisées soit par l’alcool à 60° (1), soit par infusion à 1 p. 200. Nous avons dosé une seule fois les teintures des poudres n° 3 et 1 et à plusieurs reprises les Infusés des poudres n* 3, 4 et 1. Le tableau suivant groupe les valeurs moyennes
des diverses poudres par rapport à létalon pour chaque lot d’animaux et chaque mode d’épuisement.
(1) L’alcool ne semble exercer aucun effet émétique sur le Pigeon.
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TaBceau 29. -— Valeurs comparées de différentes poudres, déterminées par la méthode statistique sur le pigeon.
No à Colature obtenue par Colature obtenue par des épuisement par l'alcool à 60° |épuisement par infusé double poudres à | p. 200 107 Jot 2€ lot 1exMlot 210 2 100 100 100 100 [ 84 95 93 97 4 59 53 62 62 3 91 91
Comparés à ceux que nous ont fourni les méthodes de perfusion sur le cobaye et le lapin, ces résultats s’en montrent très voisins. Cette méthode sur le pigeon semble fournir pour la Scille les mêmes avantages que BurN lui reconnaissait pour la Digitale.
Il apparaît, comme pour les méthodes précédentes, que l’Infusé aqueux à 1 p. 200 est toujours plus actif que la préparation alcoolique, les différences d'activité étant en moyenne de 40 à 50 p. 100 (tableau 30). L’infusé est donc, là encore, le mode d’épuisement de choix.
SENS A a
TABLEAU 30. — Valeurs comparées de diverses préparations d'une même poudre, titrées par la mé-
thode statistique d'effet émétique sur le pigeon.
1er lot 2 lot Nos Nature de l'épuisement Nature de l'épuisement des | ———— | poudres Infusé à TFeinture à Infusé à Teinture à 1 p. 200 lp. 10 1 p. 200 1 p. 10 2 100 63 100 56 2 100 57 100 53 2 100 54 100 54 2 100 57 100 59 2 100 66 ] 100 47 100 43 4 100 47 100 57
Ainsi, le meilleur mode d’épuisement pour sa commodité, sa rapidité, son activité, est l’infusé aqueux.
CONCLUSIONS
1° La méthode statistique de dosage de la Digitale basée sur ses effets émétiques (BURN) est susceptible d’être appliquée avec succès au dosage biologique de la Scille.
2° Le meilleur mode d’épuisement de la Scille pour l'essai biologique sur le pigeon est l’infusé aqueux à 1 p. 200.
3° Les résultats obtenus par cette méthode sont constants à condition d'utiliser 25 pigeons et d’injecter des doses actives sur environ 50 p. 100 des animaux. Cette méthode est économique et d’exécution simple et rapide.
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DEUXIÈME PARTIE
Etude de la valeur et de la précision des diverses méthodes de dosage employées
L'examen des résultats obtenus par les quatre méthodes de dosage biologique de la Scille étudiées dans les chapitres précédents nous a permis déjà d’apprécier la constance qu’elles présentent et l’homogénéité des résultats obtenus. Il convenait d’étudier d’une façon approfondie leur précision, afin d'évaluer leurs valeurs respectives ; enfin, il était intéressant de comparer entre eux les résultats fournis par les diverses méthodes et de décider quelle méthode retenir.
Deux moyens principaux permettent de déterminer, comme on sait, la précision d’une méthode de dosage biologique. Le premier consiste à répéter un grand nombre de fois l’essai d’un même produit, dans des conditions absolument identiques. Comme le signale le Professeur BurN (14), en ce qui concerne certains dosages biologiques, on peut considérer que la dose minimum mortelle ou la dose active trouvées sont réelles quand le chiffre obtenu ne se modifie pas si l’on augmente le nombre des expériences. C’est là un but auquel il faut prétendre en biologie et ce procédé permet d’apprécier la grandeur des erreurs
nat
commises. Malheureusement, la multiplication des expériences entraine souvent une consommation d’animaux trop élevée pour que ce procédé soit utilisable dans les méthodes de perfusion lente. Nous nous sommes donc borné à l'appliquer aux méthodes statistiques.
Le second moyen de contrôler la précision de méthodes de dosage est le calcul d’erreurs. Se basant, en effet, sur les règles données par les statisticiens pour déterminer l'erreur possible, certains pharmacologues (TREVAN, 144; BURN, 14; GADDUM, 53; Cow- ARD, 39) ont eu l’idée de les appliquer au dosage biologique. Cette méthode, qui obtint à ses débuts un vif succès, a fait, depuis, l’objet de critiques assez serrées. Il semble, en effet, difficile, comme la fait remarquer Raymond HAMET (64), d'appliquer aux sciences biologiques des méthodes de calcul destinées à des sciences mathématiques. Ces méthodes, en outre, ne prennent toute leur valeur que pour des grands nombres, et des raisons pratiques font qu’en biologie le champ des expériences est limité.
Nous avons pratiqué, dans la mesure où les possibilités matérielles le permettaient, la première méthode qui consiste à déterminer les écarts qui se produisent entre divers résultats expérimentaux. De plus, nous avons cru bon, ne fût-ce qu’à titre purement documentaire, de déterminer les erreurs théoriques que fournit le calcul statistique.
Nous envisagerons d’abord les erreurs obtenues expérimentalement et ensuite, nous exposerons les règles suivies par nous pour déterminer les erreurs théoriques et les résultats qu’elles nous ont fournis; enfin, dans un dernier paragraphe, nous comparerons les valeurs des différentes poudres essayées par ces diverses méthodes et déciderons quelle méthode il convient de retenir pour l’étalonnage de la Scille.
DÉTERMINATION DES ÉCARTS EXPÉRIMENTAUX
La méthode de détermination statistique des effets émétiques sur le pigeon qui présente l’avantage de ne pas sacrifier l’animal et la méthode statistique de toxicité sur l’escargot peu dispendieuse, nous ont permis de déterminer les écarts expérimentaux en répétant à plusieurs reprises les essais effectués sur une même dose de Scille. Nous exposerons successivement les résultats obtenus pour ces deux séries.
8 1. — VERIFICATION DE LA CONSTANCE DES RESULTATS FOURNIS PAR LA METHODE DE DETERMINATION STATISTIQUE
DES EFFETS EMETIQUES SUR LE PIGEON
Après avoir déterminé un certain nombre de pourcentages d’action émétique, produits par différentes doses de teinture alcoolique de la poudre n° 2, nous avons répété ces déterminations dans des conditions expérimentales absolument identiques. Cinq doses ont ainsi été pratiquées deux fois sur le premier lot d'animaux et quatre doses l’ont été deux fois sur le second lot. L’examen du tableau 26 où figurent les détails de ces expériences montre que les deux pour-. centages de vomissements fournis par une même dose sont le plus généralement très voisins.
De plus, puisqu’une méthode biologique est essentiellement comparative, nous avons pris soin de renouveler l'essai de différentes poudres épuisées par infusé à 1 p. 200 par rapport à la plus active d’entre elles choisie comme étalon. Ces résultats sont consignés dans le tableau suivant :
AO
TABLEAU 31. — Valeurs comparées de diverses poudres de Scille titrées par la méthode statistique des effets émétiques sur le pigeon (activité comparée à l’étalon — 100).
En reine) Nos Moyenne | Erreur des [en 2e 5e 4e des relative poudres | dosage | dosage | dosage | dosage | résultats |pour 100 max
187 lot de Pigeons (lot 1)
22 lot de Pigeons (lot 2)
[ 97,5 97% 97,5 0 3 91 92 ORS) [ 4 74 62 55 él 63 19
Moyenne des erreurs maxima p. USER Te te 5
Ce tableau montre que la différence des résultats fournis par deux dosages successifs est faible. Dans les huit essais pratiqués sur le premier lot d’animaux, une seule fois l’écart entre les résultats atteint 12 p. 100. Sur le second, elle atteint, une fois aussi, 19 p. 100, mais la moyenne de tous les écarts est bien inférieure. Elle ne dépasse pas 5 p. 100. D’autre part, les moyennes des dosages d’une même poudre sur les deux lots À et B ne diffèrent pas de plus de 5,5 p. 100.
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8 2. — VERIFICATION DE LA CONSTANCE DES RESULTATS FOURNIS PAR LA METHODE STATISTIQUE DE TOXICITE
SUR LE CŒUR ISOLE D’HELIX
Des essais analogues, mais moins nombreux, ont été effectués en ce qui concerne la méthode statistique de toxicité sur le cœur isolé d’Helix Pomatia. A cet effet, nous nous sommes bornés à effectuer des dosages comparatifs, sur des échantillons de Scille épuisés à l’aide d’un infusé à 1 p. 200, concentré à 1 p. 50. Les valeurs respectives des poudres essayées à trois reprises différentes figurent dans le tableau suivant.
TABLEAU 32. — Valeurs comparées de diverses poudres de Scille titrées par la méthode statistique de toxicité sur le cœur isolé d'Helix (activité comparée à l’étalon = 100).
Nes Moyenne | Erreur rela- | des 18T essai | 2 essai | 3° essai des tive maximum poudres résultats p' 100 l 7/71 90 83,5 7,8 4 50 44 39 443 12,8 Moyenne des erreurs maxima pour 100..... 10,3
On voit, d’après ce tableau, que, dans le cas de la poudre n° 1, la divergence qui sépare deux déterminations successives est de 13 p. 100. Dans le cas de la poudre n° 4 elle est au plus de 11 p. 100. La moyenne des erreurs maxima pour 100 est de 10,3
RENSEIGNEMENTS FOURNIS PAR LE CALCUL D'ERREURS
Les règles fournies par les méthodes de calcul statistique permettent de déterminer, d’une part, l’ordre de grandeur des réserves qu’on doit faire aux résultats expérimentaux, d’autre part l'erreur maximum commise dans les essais (‘). Le premier renseignement est fourni par une règle de calcul, nommée « Standard Deviation of the average », par les auteurs anglais (TREVAN, 143; Burn, 14; K. Cowarp, 39) qui l’ont introduite dans les sciences biologiques et que lon traduit improprement peut-être par écart individuel moyen. Cette formule se calcule de façon différente pour les méthodes de détermination d’une dose active ou mortelle individuelle et les méthodes statistiques. Nous envisagerons successivement ces deux cas. De ce facteur on déduit facilement l'erreur maximum pour 100. Ces règles proposées par TREVAN ont été modifiées par divers auteurs. Pour nos expériences, ce sont cependant celles-ci que nous avons adoptées, suivant l’exemple de BURN.
CALCUL D'ERREURS DANS DES MÉTHODES DE PERFUSION LENTE
Nous envisagerons d’abord le calcul de l’écart individuel moyen ou de l’écart de pourcentage, et ensuite le calcul de l'erreur maximum pour 100.
(1) Une mise au point claire et détaillée de la question a été faite dans une conférence à la Société de Pharmacie par MM. PE- NAU et SIMONNET dans le livre du Professeur LAUNoY et de Mile Lévy.
PS
STANDARD DEVIATION OF THE AVERAGE » OU ÉCART INDIVIDUEL MOYEN
C’est la formule de TREVAN, la première en date, que nous avons appliquée. L'écart individuel moyen
est donné par :
Ep — ae d ?
où d représente l’écart entre chacune des doses minima mortelles et la dose minimum mortelle moyenne, et n le nombre d’animaux utilisés dans l’essai.
La courbe en clocher, utilisée en calcul statistique et en balistique, montre que la dose minimum mortelle trouvée diffère de la dose minimum mortelle réelle, dans deux cas sur trois, d’une valeur égale ou inférieure au chiffre trouvé par ce mode de calcul. Une fois sur trois, l’écart est supérieur à ce chiffre.
Si à cette dose, trouvée expérimentalement, on ajoute ou soustrait deux fois cet écart individuel moyen, on obtient la dose qui est réelle 21 fois sur 22. Enfin, si à la dose expérimentale, on ajoute trois fois l’écart individuel moyen, on obtient la dose qui est réelle 369 fois sur 370.
Soit M la dose minimum mortelle trouvée expérimentalement, la dose minimum mortelle réelle telle que nous venons de la définir est égale à :
D=M+ E dans 2 expériences sur 3.
D=M+2 E dans 21 expériences sur 22.
D=M+3 E dans 369 expériences sur 370.
ERREUR MAXIMUM POUR
Ce raisonnement a conduit TREvAN à calculer lPerreur maximum p. 100 qui peut être commise dans les essais, d’après la formule suivante :
Erreur maximum pour 100 —
Pour chacun de nos essais par les méthodes de perfusion lente sur le cobaye et le lapin, nous avons calculé l'écart individuel moyen et l’erreur maximum p. 100. Les tableaux suivants comprennent les valeurs de la Standard Deviation of the average ou E, de 3 E, de M+3 E, enfin de l’erreur maximum p. 100
de chacun des produits essayés.
TABLEAU 33. — Renseignements fournis par le calcul d'erreurs pour la méthode de perfusion lente sur le cobaye.
à Standard Dose minim.| Erreur Nature des colatures déviation mortelle maximum perfusées of the 3E Îdans 369 cas| pour 100 average sur 370 300 E (E) MÈ3E) | ———— M Colat. alcoolique :
FoudreiNo:| 2800028 25 7HMNSO NES 13 RoudreN 2er 1,41 4,2 | 48,1 + 4,2 8,9 Poudre N°4, 22%. 4,9 14,7 | 98,4 € 14,7 14,8 Inf. à | p. 200 :
Poudre Ne 1,08 3,24 | 34 + 3,24 8,8 FondresN0 272720 1,16 3,48 | 27,2 + 3,48 1257 PoudreN03 ea 1,1 5,3 UN0l 4e 10,5 Poudre Ne" 07 1,84 CN WIASES NES 7,6 Inf. à 1 p. 1200 :
Poutre NOTES 12 5,1 24,1 £ 5,1 21 Poudre:N°°25.:2..: 1,1 BIS ASS 11 Inf. à | p, 650 :
Poudre N°3... LEUR Er Re SAR
por
L'examen du tableau 33 qui concerne les essais sur le cobaye montre que les erreurs maxima p. 100 commises varient de 9, 3 à 15,8 dans 9 cas. Dans un dixième cas, cette erreur atteint 21,5 p. 100.
TABLEAU 34. — Renseignements fournis par le calcul d'erreurs pour la méthode de perfusion lente sur le lapin.
ASC RE SN XP CEE CET OS
Standard Dose minim.| Erreur Nature des colatures déviation mortelle maximum perfusées of the 3E Ü|dans 369 cas| pour 100 average sur 370 300 E (E) (Men M Colat. alcool. :
lots INDES 50000 ] 3 30611820 8,5 Poudre No re 1,94 530 5 ESS 19 Poudre INCIASEPEPPrE 3,74 1122 B6mEEET],2 8 Inf. à 1 p. 200 :
Poudre IN AIS" 1,56 4,6 | 17,9 € 4,6 26 Poudre Nom er 1,47 4,4 | 18,3 + 4,4 24 PhnINe TE, 550480 6,1 103179772109 24,2
Le tableau 34 qui concerne les essais sur le lapin montre que, pratiquée sur six animaux, la méthode de perfusion lente sur le lapin est moins précise que la méthode de perfusion lente pratiquée sur 10 cobayes. Dans deux cas, sur six, l'erreur maximum est de 8 p. 100. Dans les quatre autres, elle varie de 17 à 26 p. 100.
OU DE TOXICITES SUR LE CŒUR ISOLÉE D'HELIX POMATIA
Pour ces méthodes, nous avons saisi également la règle de calcul de TREvAN (143), adoptée par BURN (14), qui consiste essentiellement à déterminer la Standard Deviation of the average, qu’on peut traduire imprprement par écart de pourcentage moyen, c’est-à-dire écart moyen entre le pourcentage trouvé et le pourcentage réel. Du chiffre obtenu on déduit par un inême mode de calcul que dans la méthode précédente, l’erreur maximum p. 100.
1° « STANDARD DEVIATION OF THE AVERAGE » OU ÉCART DE POURCENTAGE MOYEN.
Cet écart de pourcentage est déterminé sans qu’entre en jeu la dose qui l’a provoqué. Il est donné par la formule suivante :
ri 2 0) cet
Dans cette formule, P représente le pourcentage d'animaux qui réagissent;
Q le pourcentage d’animaux qui ne réagissent pas:
N le nombre d’animaux mis en expérience.
Le chiffre obtenu est celui qu’il faut ajouter et soustraire du pourcentage expérimental pour obtenir les limites dans lesquelles se trouve placé le pourcentage réel deux fois sur trois.
En d’autres termes, deux fois sur trois, lorsque la totalité des animaux a reçu la dose du produit à essayer, le pourcentage des animaux qui réagissent n’est pas inférieur à P—C et n’est pas supérieur à P + C. Si P—C égale y et P + C égale x, l'écart qui sépare
Die
les pourcentages extrêmes susceptibles d’être obtenus correspond à x — y.
ERREUR MAXIMUM POUR
Cet écart de pourcentage conduit à l’erreur maximum p. 100, que l’on détermine au moyen de la courbe d'action du produit essayé.
En effet, les deux pourcentages maximum et minimum situés en ordonnées de la courbe sont représentés en abscisses par deux chiffres arbitraires, COTrespondant aux doses de colature injectées. Ces deux chiffres représentent les variations extrêmes de l’erreur expérimentale. L'erreur maximum p. 100 dans deux cas sur trois est donnée par la formule :
dans laquelle x représente le chiffre des abscisses correspondant au pourcentage le plus élevé, et y celui qui correspond au pourcentage le moins élevé.
L'erreur maximum p. 100 dans 21 cas sur 22 est égale à :
Pour obtenir l’erreur maximum p. 100 dans 369 cas sur 370, il faudrait prendre le coefficient 3.
Nous avons calculé, tant pour la méthode statistique d’action émétique sur le pigeon que pour celle d'action toxique sur le cœur isolé d’Helix, les erreurs maxima susceptibles d’être commises pour chacun des divers pourcentages déterminés expérimentalement. Les tableaux suivants comportent la dose injectée, le pourcentage de réactions qu’elle produit, l'écart de pourcentage calculé par la formule :
CNRS N
et les erreurs maxima p. 100 dans 2 expériences sur 3, 21 sur 22, et 369 sur 370.
Il apparaît tout d’abord que pour les pourcentages les plus voisins de 100 ou de 0, les erreurs maxima p. 100 dans 21 cas sur 22, et surtout dans 369 cas sur
370, ne peuvent être calculées. En effet, 2 Ve
et surtout 3 VE tendent alors à être inférieurs
à 0 ou supérieurs à 100.
De plus, ces tableaux confirmant les observations de TREVAN, montrent bien la nécessité de pratiquer les essais sur des pourcentages voisins de 50 pour lequel l'erreur est minimum.
TABLEAU 35. — Erreurs maxima p. 100 déterminées par calcul statistique pour la méthode émétique sur le pigeon.
Nombre de | Pourcen- | Ecart de Erreurs maxima A cm° de tage de | pourcen- | —————teinture vomis- tage (x-y) 100! (x-y) 200 | (x-y) 300 injectés par | sements | C— + | ——— | ee kg. x x \/P x Q N 2/3 21/22 369/370 0,045 17 7,6 29 0,055 43,4 10,1 15 28 44 0,065 47,8 10,2 12 25 48 0,07 56,2 10,1 12 24 34 0,075 70 9,3 10 22 31 0,08 8 8 12 25 0,085 87,5 6,7 14 0,09 89,5 6,2 13
SRE PIS PE
QE
TABLEAU 36. — Erreurs maxima p. 100 déterminées par calcul statistique pour la méthode de toxicité sur le cœur isolé d'Helix.
ù D Nombre de | Pourcen- | Ecart de Erreurs maxima %
cm d'Inf. au tage POULCN= | ———- 1/50 contenus | d'arrêt tage (x-y) 100 | (x-y) 200 | (x-y) 300
dans la ls tee | Ce 4 — PE RE
cardiographe | tricules x x x 1 PxQ V rl 2/3 21/22 369/370 4 10 6,7 30 6 40 11 18 39 50 7 55 11 13 25) 39 9 95 4,8 po,
Enfin, toutes les erreurs fournies par ces méthodes de pourcentages sont très importantes si l’on en croit le calcul statistique. Elles ne correspondent pas aux erreurs déterminées expérimentalement.
COMPARAISON DES RÉSULTATS FOURNIS PAR LES DIVERSES MÉTHODES
Nous avons groupé dans les tableaux suivants les valeurs respectives des diverses poudres, titrées par ces différentes méthodes.
LAUNAŸY 7
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Tagceau 37. — Valeurs comparées des poudres essayées par diverses techniques physiologiques après épuisement par infusé aqueux à 1 p. 200.
CE CP. ER N°5 Méthode de | Méthode de Méthode Méthode des perfusion perfusion statistique statistique poudres lente sur lente sur sur sur le cobaye le lapin le pigeon l'escargot 2 100 100 100 100 | 83 102 87 83 3 93 91 70 4 38 24 É 62 44 TaBLEAU 38. — Valeurs comparées des poudres es-
sayées par diverses techniques physiologiques après épuisement par l'alcool à 60° bouillant.
Nes Méthode de | Méthode de | Méthode Méthode
des perfusion perfusion statistique statistique poudres lente sur lente sur sur sur le cobaye le lapin le pigeon l'escargot
ne
L'examen de ces tableaux montre que, malgré la différence des tests utilisés, malgré la différence des espèces animales expérimentées dans ces méthodes, les rapports d’activité entre les poudres ne varient pas. La poudre 2 est toujours la plus toxique. La poudre 4 reste la moins active. Aïnsi les résultats obtenus sont comparables qualitativement. Ils le sont aussi quantitativement. Toutefois, il est à noter, comme l'ont signalé BURN (19), Rapson et UNDER-
HILL (120), que le dosage d’un échantillon actif est toujours plus précis que celui d’un échantillon faible. Le cas de la poudre 4 en est un exemple.
Enfin, malgré la similitude des résultats fournis par toutes ces méthodes, ce sont ceux donnés par la méthode de perfusion lente sur le cobaye et la méthode statistique d’action émétique sur le pigeon qui semble être les plus voisins.
CONCLUSIONS GÉNÉRALES
1° La méthode de perfusion lente sur le cobaye et le lapin la méthode de détermination statistique d’effet émétique sur le pigeon et d’arrêt du ventricule isolé d’Helix pomatia donnent des résultats suffisamment constants et homogènes pour être appliquées au dosage biologique de la Scille.
2° L'erreur relative moyenne est de 5 p. 100 pour la méthode utilisant le pigeon, de 10,3 p. 100 pour la détermination de la toxicité sur les ventricules isolés d'Helix.
9° L’écart individuel moyen, calculé théoriquement suivant les règles de TREVAN, est de 1 à 4 p. 100 pour le cobaye, de 1 à 6 p. 100 pour le lapin.
L'erreur maximum pour 100 commise ne dépasse pas 15 p. 100 pour la méthode de perfusion sur le cobaye, 25 p. 100 pour la méthode utilisant le lapin.
4° À condition d’effectuer le dosage de la Scille non pas en valeur absolue mais par rapport à un étalon de référence, les quatre méthodes étudiées fournissent des résultats très voisins. Cependant les deux méthodes de choix en raison de leur précision et leur caractère économique sont la perfusion lente chez le cobaye et la détermination statistique des effets émétiques chez le pigeon.
TROISIEME PARTIE
Etude du choix et de ia valeur d’un étalon de Scille
Pour qu’un essai biologique devienne un véritable dosage et prenne une valeur indiscutable, il est nécessaire, comme on sait, de déterminer l’activité du médicament étudié par rapport à celle d’un étalon. Il existe pour de nombreuses drogues des étalons spécifiques et stables et ceux-ci sont établis et définis par les Commissions Internationales chargées de la standardisation biologique des médicaments. Mais, en ce qui concerne l’étalon de Scille, ces Comimissions n’ont encore pris aucune décision. Aussi, notre travail serait resté incomplet si, après avoir mis au point quelques techniques de dosage biologiques de la Scille, nous n’avions envisagé la création d’un étalon de cette drogue.
Malgré l'absence d’un étalon « officiel », de nombreuses recherches ont, cependant, été effectuées dans le but de définir un étalon de Scille. C’est ainsi qu'ont été proposés, soit des digitaliques qualitativement différents de la Seille (ouabaïne) (SCHWARTZE, HAN et KEENAN, 128; Codex U.S.A. 119) (digitale). soit des préparations galéniques de Scille (teinture et poudre de Scille), soit enfin un de ses constituants glucosidiques (scillarène A). Eliminant d'emblée la
Digitale ou l’ouabaïne, qui, bien qu'ayant semblé donner des résultats satisfaisants à RoseN (121), nous a paru d'action pharmacologique trop différente de la Scille, pour mériter d’être étudié. I nous restait à choisir entre les préparations galéniques de cette drogue et le scillarène.
Le scillarène A, bien qu’adopté par la Pharmacopée Belge (119 bis), ne peut, d’après Jeanne Lévrret CAHEN (96), que servir d’étalon provisoire en raison de sa préparation brevetée. De plus, comme nous avons pu le constater, son action n’est pas absolument superposable à celle de la Scille totale du « totum >», pour employer l’expression du Professeur PERRoT (118). I1 était donc nécessaire de choisir comme étalon une préparation galénique de Scille. Parmi celles-ci, la teinture qui avait donné au Professeur Burn (17) de bons résultats, nous a paru constituer un étalon d’un usage moins général que la poudre préconisée par MM. MASCRÉ, Jeanne LÉvY et CAHEN (107). C’est cet étalon de Scille que nous avons utilisé pour nos dosages et nous en avons étudié la préparation et la valeur. Ces divers points seront successivement examinés dans cette dernière partie de notre travail. Après avoir effectué l’étude critique et le choix de divers étalons nous avons rappelé le mode de préparation de l’étalon, envisagé le titre qu’il était nécessaire d’exiger, et contrôlé sa stabilité.
ÉTUDE CRITIQUE ET CHOIX DES DIVERS ETALONS DE SCILLE
Comme l’a énoncé sir Henry DaALE (41), l’étalon choisi pour un dosage biologique doit être soit le
principe actif, soit le produit responsable de lactivité pharmacologique d’une drogue. En ce qui concerne la Scille, deux étalons semblaient utilisables, lun était un de ses constituants, glucoside cristallisé, défini par ses constantes physiques, le scillarène A, l’autre une préparation galénique de Scille. Nous avons cherché à vérifier la valeur de la spécificité de ces étalons, en utilisant le principe formulé par Gap- DUM (52), Edmunds, LoWEL et BRADEN (47, 48, 49), BurN (17) ; ces auteurs en effet ont pu montrer que, pour qu’un étalon s’avère satisfaisant pour le dosage biologique d’une substance médicamenteuse, il est nécessaire que les résultats obtenus par diverses méthodes soient très voisins, nous résumerons les expériences effectuées à ce sujet.
8 1. — SCILLARÈNE À
Nous avons donc cherché à doser 4 poudres de Scille par rapport au scillarène A () chez le cobaye et le lapin.
Bien que la toxicité de ce glucoside ait déjà été déterminée sur le cobaye par une méthode voisine par Jeanne LÉvy et OTTERSTROM (98), nous avons jugé nécessaire de refaire cette détermination sur des animaux provenant d’un même élevage et placés dans les mêmes conditions physiologiques que ceux employés à l’essai de nos préparations de Scille. Les doses minima mortelles obtenues figurent aux tableaux suivants. Leur moyenne est de 0 mmgr. 307 pour 1 kg de cobaye et de 0 mmgr. 8 pour 1 kg de lapin.
(1) Le Scillarène étudié dans ce travail nous a été obligeamment fourni par le Docteur ROTHLIN auquel nous tenons à adresser ici nos très vifs remerciements.
TaBLEAU 39. — Détermination de la toxicité du Ccillarène À par perfusion lente sur le cobaye.
Nombre de Nombre Nombre de Temps Nombre de Poids cm° perfusés de cm° cm° nécessaire mmgr. de (kg.) par minute perfusés perfusés à l'arrêt scillarène et sexe et par kg. par kg. du cœur perfusés par kg.
380 © 1,7 7,55 19,8 16 0,26 410 © 7 8,80 21,4 15 0,25 530 7 (7 22 13 0,29 691 © 127 16,9 24,5 17 0,32 287 © (: 6,60 2222 17 0,29 DT (#7 6,70 24,1 16 0,29 417 © IL4 10,05 24,1 16 0,32 303 0 157 6,79 22,4 15 0,29 445 S 17 10,6 23,8 15 0,35 356 © 194 6,9 28193 13 0,38 |
TABLEAU 40. — Détermination de la toxicité du Scillarène À par perfusion lente sur le lapin.
Nombre de Nombre de Temps Nombre de Poids cm° perfusés Nombre Ce nécessaire mmer. de (kg.) par minute de cm° perfusés à l'arrêt scillarène et sexe et par kg. perfusés par kg. du cœur perfusés par kg.
I résulte de ces expériences que le lapin est beaucoup moins sensible au scillarène que le cobaye; or il apparaît des essais sur la Scille elle-même, décrite dans la première partie de ce travail, que le lapin est plus sensible à la Scille que le cobaye. Il faut 33 mmgr. 9 de poudre n° 1 épuisée par double infusion pour tuer 1 kg de cobaye. Il n’en faut que 16 mmgr. 5 pour tuer 1 kg de lapin. Un animal peut donc réagir différemment à une poudre de Scille et au scillarène.
Ces résultats s'expliquent vraisemblablement par une différence d’action pharmacologique entre le scillarène et le « fotum >» Scille. Il est fort plausible, en effet, que dans une drogue aussi complexe que la Scille, à côté du principe dominant, d’autres constituants agissent, influent sur son absorption et son élimination.
C’est là un point qui apparaît très important et qui permet de tirer quelques conclusions non seulement sur le choix d’un étalon de Scille mais encore sur le problème plus général de pharmacie galénique, la comparaison des principes chimiques définis avec les formes galéniques. L’existence d’une différence d’action entre la Scille et le scillarène A semble indéniable, fait qui mérite d’être rapproché de ceux constatés pour d’autres drogues végétales par de nombreux auteurs : Complexe tannoglucosidique ou Cola stabilisée et caféine (Prof. Goris, 59), totum « Digitalis lanata » et glucosides (Prof. PERROT (117, 118), Digitale et digitaline (Prof. PoucHer).
En ce qui concerne le choix d’un étalon des préparations de Scille, la divergence de sensibilité respective des animaux au scillarène et à la Scille montre que ce glucoside ne saurait convenir.
Tout au plus, il nous semble que ce produit défini
et stable peut être utilisé comme étalon secondaire, c'est-à-dire comme élément de comparaison en cas d’altération, de renouvellement ou de contrôle de l’étalon. Comme tel, et dans ces conditions seulement, en précisant minutieusement le choix de l’animal et le protocole expérimental, le scillarène peut rendre les mêmes services que l’ouabaïne, pseudostandard de la strophanthine amorphe et des préparations de strophanthus (Codex Britannique, 12, et US'PX 119).
POUDRE DE SCILLE ÉTALON
Parmi les préparations galéniques de scille, deux d'entre elles pouvaient être utilisées, la teinture déjà proposée par le Professeur BurN, la poudre adoptée par MM. MASsCré, Jeanne LÉvy et CAHEN. Nous avons choisi cette dernière et nous avons dosé par comparaison à cet étalon différentes préparations de Scille. Dans les tableaux suivants sont indiqués en pourcentage et en « unité d’activité » les valeurs respectives de la poudre étalon et des autres poudres essayées par quatre méthodes biologiques.
TABLEAU 41. — Valeurs comparées, exprimées par rapport à l'Etalon de trois poudres de Scille, titrées par quatre méthodes biologiques et épuisées par l’eau et l'alcool.
N65 des | Méthodes de perfusion lente Méthodes statistiques
poudres sur sur sur sur le cobaye le lapin le pigeon l'Helix pomatia ESSAyÉeS | ———— ne — = —— Tein- | Infusé | Tein- | Infusé | Tein- | Infusé ture ture ture Infusé Etalon) 2 100 100 00 100 100 100 100 ] 84 83 85 102 84 87 83 5) 93 9] 70 4 51 41 19 24 50 62 | 44 a
TABLEAU 42. — Valeurs comparées, exprimées en unites difficultés de la poudre Etalon et des trois autres poudres de Scille titrées par quatre méthodes biologiques et épuisées par l'eau et l'alcool!
Nos des Méthodes de perfusion lente | Méthodes statistiques | poudres sur sur sur sur le cobaye le lapin le pigeon l'Helix pomatia ESSAYÉES | —————— | — | ——— ——————— Tein- | Infusé | Tein- | Infusé | Tein- | Infusé Infusé ture ture ture 2 20 20 20 20 20 20 20 | 16,8 16,6 17 20,2 16,8 17,4 16,6 3 18,6 18,2 14 425102 7,6 3,8 FO MNLLSS 24 8,8
Ces tableaux montrent, qu'aux erreurs d’expériences près, les valeurs comparées de la poudre étalon et des diverses poudres essayées restent les mémes, quelle que soit la technique physiologique employée. On peut donc pehser que la poudre proposée constitue un étalon spécifique des préparations de Scille.
ÉTUDE DE LA PREPARATION D'UN ÉTALON DE SCILLE
Quatre poudres de Scille ont été choisies en vue de la préparation d’un étalon. La première était une
poudre commerciale de bonne qualité. La seconde nous avait été fournie par MM. MASCRÉ, Jeanne LÉvy et CAHEN, à qui elle avait servi d’étalon. Les deux dernières ont été préparées par nos soins au laboratoire. Pour cette préparation, nous avons pris les précautions fixées par ces auteurs, notamment en ce qui concerne la fermentation par entassement. Les conditions optima de dessiccation et de pulvérisation (séjour à l’étuve à 60°; tamis n° 45) qu’ils y indiquent ont été suivies rigoureusement ; nous ne reviendrons pas sur cette question qui est d’ailleurs résumée dans la première partie de ce travail. Nous signalerons cependant un point important ; chacune de ces poudres a été préparée à partir d’un lot de même origine botanique et géographique d’Urginea Scilla Steinh, mais de végétations différentes. Essayées par les méthodes biologiques précédentes, ces quatre poudres se sont montrées d'activités variées. Ces différences d’activité nous fournissaient la possibilité de préparer, par des mélanges appropriés, un étalon dont nous pouvions fixer approximativement l’activité.
ÉTUDE DU TITRE DE L'ÉTALON
Le problème du titre qu’il convient d’exiger d’un étalon est très complexe et les pharmacologues se sont rendus compte de sa difficulté au moment de la préparation de l’étalon de Digitale.
Deux principes directeurs peuvent être suivis à ce sujet ; le premier proposé par Macnus (104), pour l’étalon de Digitale et adopté par la Commission per-
manente de standardisation biologique de Francfort (1928) (140), consiste à préparer l’étalon par mélange de dix poudres d’origine et d’activités différentes ; le produit ainsi obtenu possède une activité correspondant à la moyenne de celle de ces poudres. Une telle méthode présente donc l’avantage de permettre au pharmacien de toujours préparer un produit atteignant le titre proposé, puisqu'il représente une moyenne des poudres utilisées en clinique.
Le second principe directeur, adopté en mai 1931 par les Commissions de la Pharmacopée Britannique et récemment par la Commission d'Hygiène de la S. D. N. pour la préparation du nouvel étalon de Digitale, consiste au contraire à choisir comme étalon la poudre trouvée la plus active. Ce procédé offre l’avantage sur le précédent d'éviter le mélange d’échantillons actifs avec des échantillons de qualité inférieure.
C’est ce second procédé que nous avons adopté pour la préparation d’un Etalon de Scille. La plus active des quatre poudres essayées nous a servi d’Etalon pour tous nos essais physiologiques.
TITRE DE L'ÉTALON DE SCILLE
Si l’essai biologique de la Scille est adopté par la Commission du Codex, il sera nécessaire de définir l’activité qu’il convient d’exiger d’un étalon. De nombreuses expériences sont indispensables à ce sujet. Dans l’état actuel de nos recherches et pour nos essais personnels, nous avons adopté létalon suivant :
1° L’étalon de Scille possède une teneur en eau de 3,60 p. 100.
20 Il se caractérise par l'activité physiologique ainsi déterminée :
Par perfusion lente sur le cobaye et le lapin, la dose minimum mortelle moyenne d’une telle poudre épuisée par double infusé à 1 p. 200 est de 28 mmg. 3 par kg de cobaye et de 17 mmg. 2 par kg de lapin exprimée en poudre anhydre ().
On sait que, sous l’instigation de Sir Henry DALE, les Conférences Internationales et la Pharmacopée Britannique ont exprimé l’activité de l’étalon de Digitale en « unité d'activité ». Nous proposons d’adopter pareille mesure pour la Scille et nous suggérons, comme l’ont proposé pour d’autres substances DALE, (41), BüRN (15), CAHEN (24), que cette « unité d'activité » soit définie, non pas par une réaction physiologique, mais par un certain poids d'étalon. « Un poids déterminé de Scille renferme une unité d'activité » que nous avons choisie, à titre purement conventionnel quand il possède la même activité physiologique que 0 gr. 05 d'étalon, épuisé par double infusé aqueux. Un gramme de cette poudre contient donc 20 unités. Aïnsi un échantillon de Scille, dont l’activité sera égale à 80 p. 100 de celle de cet étalon, contiendra 16 unités au gramme. De même un autre échantillon dont l’activité sera égale à 120 p. 100 de celle de l’étalon contiendra 24 unités au gramme.
TITRE D‘UNE POUDRE COMMERCIALE DE SCILLE
Le titre ainsi défini pour l’étalon permet de fixer, dès maintenant, le titre qu’il convient d’exiger d’une poudre de Scille pour que celle-ci présente des effets thérapeutiques suffisants. Une poudre commerciale de très bonne qualité, préparée dans des conditions minutieuses et conservée avec précautions, devra
(1) Ces résultats ont fait l’objet d’une communication à la Société de Pharmacie.
présenter une activité voisine de celle de cet étalon. Comme l'avaient constaté MM. MAscré, Jeanne LÉvY et CAHEN et comme nous avons pu le vérifier, beaucoup de ces poudres présentent une activité notablement inférieure. Il est donc nécessaire de définir le titre minimum d’une poudre commerciale et il est à souhaiter que comme pour la Digitale celui-ci soit de 75 à 125 p. 100 de celui de l’étalon sur le cobaye et le lapin. Nous pouvons donc ainsi définir l’activité minimum d’une poudre commerciale: la dose minimum mortelle d’une telle poudre titrée par perfusion lente ne doit pas être supérieure à 35 mgr. par kg. de cobaye et à 21,5 mgr. par kg. de lapin. |
Pour les méthodes statistiques, non seulement il n’est pas possible, en raison des variations de réactivité individuelles, de fixer un tel titre maïs une telle mesure serait d’ailleurs inutile puisque ces méthodes sont essentiellement comparatives.
CONTROLE DE LA STABILITÉ DE L'ÉTALON
Un étalon actif et spécifique doit aussi présenter certaines garanties de stabilité MM. MAscrÉ, Jeanne Lévy et CAHEN (107, 108) ont étudié les conditions assurant la stabilité d’une poudre de Scille. Ces auteurs ont montré qu’une poudre préparée selon leur technique, ne titrant pas plus de 4 à 5 p. 100 d’eau, et conservée en flacons paraffinés où en ampoules scellées, garde une activité inchangée après un an au moins. Leurs expériences nous ont paru suffisamment démonstratives; notre poudre étalon remplis-
sant toutes les conditions indiquées par eux, nous n'avons pas repris leurs travaux.
D'ailleurs, comme nous l’avons déjà signalé, il est possible de comparer l’activité de l’étalon à celle de l’étalon secondaire, le scillarèneA. Un gramme d’étalon de Scille, épuisé par un infusé à 1 p. 200 et titré par perfusion lente sur le cobaye, équivaut à 10 mmg. 8 de scillarène A. Un gramme de la même poudre, soumise au même mode d’épuisement, mais titrée par perfusion lente sur le lapin, équivaut à 48 mmg. de scillarène A.
Telle que nous l’avons définie, une « unité d’activité » de cette poudre étalon titrée sur le cobaye et épuisée par infusion à 1 p. 200, est égale à 0 mmg. 54 de scillarène A. Dans les mêmes conditions, maïs en opérant sur le lapin, cette « unité » équivaut. à 2 mmg. 4 de glucoside.
CONCLUSIONS
1° Il est constitué un étalon de Scille préparé par pulvérisation et dessiccation de bulbes d’Urginea Scilla Steinh, choisi comme l’échantillon le plus actif.
2° Cet étalon possède une teneur en eau de 3,00 p. 100 et se caractérise par son activité physiologique : la dose minimum mortelle de létalon de Scille, épuisé par infusé aqueux à 1 p. 200, déterminée par perfusion lente est de 28 mmg. 3 sur le cobaye et de 17 mg. 2 sur le lapin. Une unité d’activité de Scille, que nous avons définie conventionnellement pour la commodité des calculs, est représentée par l’activité exercée par 5 centigrammes de cet étalon.
3° L’étalon proposé se montre satisfaisant pour effectuer le dosage de diverses préparations de Scille.
4° Le scillarène À ne peut servir que d’éfalon secondaire en cas d’altération du stock de l’étalon.
CONCLUSIONS GENERALES
Dans ce travail, consacré à l’étude du dosage biologique de la Scille, trois problèmes ont été envisagés : la mise au point des méthodes de dosage biologique de la Scilie ; la recherche de son mode d’épuisement optimum en vue de préparer un soluté destiné à l'essai biologique, enfin, le choix d’un étalon destiné à servir de référence pour le dosage.
En voici les conclusions générales :
l. — MÉTHODES DE DOSAGE BIOLOGIQUE DE LA SCILLE
1° MÉTHODE DE PERFUSION LENTE : a) La méthode de perfusion lente utilisant comme test la toxicité cardiaque peut être appliquée au dosage biologique de la Scille en recourant comme animal d'expérience au cobaye et au lapin, anesthésiés à l’uréthane et non soumis à la respiration artificielle.
b) Les résultats obtenus en opérant ainsi sont constants à condition de pratiquer une perfusion lente, continue, en un temps voisin de 20 minutes chez le cobaye et de 30 minutes chez le lapin.
c) Bien que son maniement soit plus délicat, la méthode de perfusion lente chez le cobaye est plus rigoureuse que chez le lapin. Les erreurs maxima
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qu’on détermine par les règles du calcul statistique, ne dépassent pas 15 p. 100 pour le cobaye et 25 p. 100 pour le lapin.
20 MÉTHODES STATISTIQUES : a) La méthode de dosage basée sur la toxicité sur le ventricule isolé d’escargot et consistant à déterminer le pourcentage d'organes arrêtés sous l'influence d’une dose de Scille, constitue une méthode d’essai rapide et économique. Toutefois, dans l’état actuel de nos expériences, il ne semble pas que cette méthode présente une rigueur comparable à celle des autres méthodes.
b) La méthode statistique de détermination de l'effet émétique chez le pigeon est, à la fois, économique, pratique, fidèle et rigoureuse.
3° La discussion des résultats expérimentaux conduit à considérer comme méthodes de choix pour le dosage biologique de la Scille, la perfusion lente sur le cobaye, et la détermination statistique des effets émétiques chez le pigeon.
Il. — MODE D'ÉPUISEMENT OPTIMUM DE LA SCILLE EN VUE DE LA PRÉPARATION D'UN SOLUTE DESTINE A L'ESSAI BIOLOGIQUE
1° À dose égale et pour un même échantillon de Scille, l’infusé aqueux à 1 p. 200 est 40 p. 100 plus actif que la teinture alcoolique au 1/10 sur le cobaye, le lapin et le pigeon. Il est de même activité ou d'activité moindre sur le cœur isolé d’escargot.
2° Quel que soit le mode d’épuisement utilisé, l’activité de divers échantillons de Scille par rapport à
une préparation choisie comme étalon reste la même.
3° L’infusé aqueux à 1 p. 200 constitue la préparation la meilleure pour l'essai biologique en raison de sa commodité et de la rapidité de sa préparation.
HI. — CHOIX D'UN ÉTALON DESTINÉ AU DOSAGE BIOLOGIQUE DE LA SCILLE
1° Un étalon de Scille a été constitué représentant la plus active parmi les diverses poudres préparées.
2° Cet étalon présente une teneur en eau qui est de 3,60 p. 100 et peut être caractérisé par sa toxicité; la dose minimum mortelle de l'’étalon épuisé par double infusion aqueuse à 1 p. 200, est de 28 mg. 30 par kg. de cobaye et de 17 mg. 20 par kg. de lapin. Ainsi, un gramme de poudre contient 3,53 doses mortelles pour le cobaye et 5,80 pour le lapin.
Comme pour la Digitale, nous suggérons d’adopter arbitrairement une « unité » de Scille définie comme représentant l’activité exercée par 0 gr. 05 d’étalon.
3° L’étalon proposé se montre satisfaisant pour le dosage des préparations galéniques de Scille. En effet, le dosage de Scille par rapport à cet étalon suivant quatre méthodes biologiques différentes fournit des résultats identiques.
4° En raison des divergences de sensibilité des animaux vis-à-vis de la Scille et d’un de ses principes actifs cristallisés, le scillarène À, ce glucoside ne peut servir que d’étalon secondaire, c’est-à-dire d’élément de comparaison stable avec la poudre étalon.
Titré sur même lot d'animaux maintenus dans les mêmes conditions physiologiques, un gramme de poudre étalon correspond à 10 mg. 80 de scillarène A
sur le cobaye et à 48 mg. de ce glucoside sur le lapin. Ainsi, une unité de Scille équivaut à O0 mg. 54 de scillarène A sur le cobaye et à 2 mg. 40 de scillarène À sur le lapin.
Vu : Vu :
Le Doyen, Le PRÉSIDENT DE LA THÈSE P. GUERIN. A. GORIS
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