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INTRODUCTION

Les convulsions sont des anomalies neurologiques fréquemment rencontrées en médecine
humaine et vétérinaire ; comme beaucoup d’affections chroniques, I’épilepsie nécessite la mise en
place d’un traitement continu et souvent a vie. Des évaluations réguliéres de 1’état du patient et de
I’efficacité de son traitement sont alors nécessaires.

Différentes molécules médicamenteuses sont a la disposition du médecin et du vétérinaire, le
premier objectif du traitement est d’atteindre un équilibre acceptable entre le contrdle des crises et
les effets secondaires de ces médicaments. Malgré la présence de nouvelles molécules issues de la
pharmacopée humaine le phénobarbital et la carbamazépine sont toujours recommandés en

premiére intention.

Par ailleurs, le cout élevé des molécules meres a fortement motivé le développement de
molécules génériques anticonvulsivantes aux propriétés équivalentes.

Le développement d’un nouveau médicament est processus long et laborieux qui est
conditionné par la réalisation d’une expertise analytique, une expertise pharmaco-toxicologique et
enfin une expertise clinique. La sécurité et ’efficacité notamment des médicaments doivent étre
définies avant qu’ils ne soient commercialisés. Outre les études in vitro, la plupart des effets
biologiques de la molécule se doit d’étre caractérisée chez 1’animal avant de débuter les essais chez
I’homme.

Ce présent travail a été par conséquent divisé€ en deux parties distinctes :

-Une étude bibliographique succincte sur I’étio-pathogénie et la prise en charge thérapeutique des
crises convulsives d’une part et I’évaluation de I’efficacité et de la sécurité d’une molécule
médicamenteuse d’autre part.
-Une étude expérimentale qui a eu pour principaux objectifs

= L’évaluation des propriétés anti convulsivantes de deux médicaments antiépileptiques : le

Neurolal®, générique du phénobarbital, produit SAIDAL versus Gardénal® (produit de

référence) et la Neurozepine®, générique de la carbamazépine produit SAIDAL versus

Tégrétol® (produit de référence).

= La réalisation d’une étude comparative de la toxicité subaigué du Neurolal® versus

Tégrétol® suite a une administration réitérée pendant 14 jours.



LES CRISES CONVULSIVES

I.1. DEFINITION

Une crise convulsive peut étre définie comme une altération comportementale spontanée ou
comme une expérience subjective découlant d’une décharge simultanée excessive d’un ensemble de
neurones.

Les crises convulsives aigu€s symptomatiques surviennent dans une relation temporelle étroite
par rapport & un stimulus, qu’il soit toxique ou d’une autre origine. Il est usuel de faire une
distinction entre la notion d’épilepsie, décrivant un phénomene spontané, et les crises convulsives

induites notamment par des médicaments, des substances illicites ou des agents de I’environnement.

1.2. ETIOLOGIE
Les crises convulsives peuvent apparaitre suite a des :
- Causes intracranienne (lésion structurale) ;
- Causes extra craniennes (déreglements de I’'homéostasie cellulaire cérébrale et

systémique, hypoglycémie ou encéphalose hépatique par exemple).

Si aucune cause intra ou extra cranienne n’a pu €tre mise en évidence, 1’origine sera dite primaire

encore appelée idiopathique ou essentielle. (Cauzinille, 1997 ; in Ville, 2005) (Tableau I).



Tableau I : Etiologies des crises convulsives

Causes intracraniennes Traumatismes,

Tumeurs, hydrocéphalie congénitale, lissencéphalie...

Causes extra craniennes  Origine métabolique
Hypoglycémie, hypocalcémie, affections hépatiques,

déséquilibre acido-basique, hypoxie

Origine toxique
Meétaux lourd (plomb), pesticides (strychnine, métaldéhyde,

crimidine), éthyléne glycol, organochlorés et organophosphorés.

Origine infectieuse :
virus (maladie de carré, la rage, maladie d’Aujesky...).

bactéries, mycoses (cryptococcose...)

Origine parasitaire (D’

toxoplasmose apr

Origine primaire ou Epilepsie essentielle es
idiopathique Mo
rail

lon, 1992)

[.3. PHYSIOPATHOLOGIE DES CRISES CONVULSIVES

Le déroulement de la crise convulsive, peut étre divisé en deux phases successives (Berent,
2003 ; in Diard ,2004): une phase compensatoire pendant les 30 premicres minutes, et une phase de

décompensation ensuite.

Phase compensatoire (0-30 minutes)

Le cerveau tente de compenser la demande accrue en oxygene et en glucose, en augmentant
l'apport sanguin cérébral. La fréquence et le débit cardiaque, de méme que la pression artérielle sont
augmentgs, et on note une élévation des catécholamines circulantes. Ceci provoque une stimulation
sympathique qui se traduit par une hyperthermie, une augmentation de sécrétions bronchiques, une
hyper salivation et des vomissements. De plus I'hyperactivité musculaire contribue a cette
augmentation importante de la température corporelle. Une acidose lactique, apparait des le début
de la crise, due au métabolisme anaérobie excessif secondaire a I'hyperactivit¢ neuronale et

musculaire, a I'augmentation de la glycolyse, a I'hypoxie tissulaire, a la dépression respiratoire et a



la libération de catécholamines. D'autres désordres métaboliques peuvent également étre présents :

hypoglycémie, hypo ou hyperkaliémie, et hyponatrémie.

Phase de décompensation (> 30 minutes)

Les mécanismes mis en place jusqu'alors ne suffisent plus a fournir les besoins métaboliques
élevés du cerveau. Le flux sanguin cérébral devient alors dépendant de la pression sanguine
systémique, ce qui résulte en une hypotension, une diminution de I'apport sanguin et du
métabolisme cérébral entrainant ischémie et mort neuronale. Parallélement, une hypoxie
systémique, une hypertension et un cedéme pulmonaire, et des arythmies cardiaques peuvent se
développer. Enfin, les dommages hypoxiques cumulatifs affectent tous les organes avec un risque
de défaillance multi-organes. L'augmentation de la pression intracranienne peut entrainer le

développement d'un cedéme cérébral.

La succession de ces mécanismes physiopathologiques explique I'urgence que représente le

développement d'un état de mal chez 1'animal comme chez 'homme.

Des déficits neurologiques temporaires, (qui peuvent durer jusqu'a une voire deux semaines)
ou permanents peuvent &tre observés suite a un statut épileptique, méme si celui-ci a été controlé.
Le cortex, notamment dans sa partie visuelle et sensorielle, est trés sensible a 'hypoxie (Cauzinille,

2000, Diard , 2004).

Cytotoxicité

# [K:+] extracellulaire

# [Nat] intracellulaire
# glutamate

# température basale

Hypoxie (Edeme cérébral
# métabolisme cérébral ZPIC

% Pa0, ouverture de la barriére
W substrats énergétiques hémato-méningée

N,

Ischémie
w perfusion cérébrale

¥ “

Figure 1: Mécanisme contribuant a la mort cellulaire lors d’une crise convulsive

(Podelle, 1996)



[.4. SIGNES CLINIQUES

Les convulsions sont une les anomalies neurologiques les plus rencontrées en médecine
vétérinaire; leur compréhension permet d’orienter le diagnostic.

Les convulsions peuvent étre classées en deux grands groupes selon leurs manifestations
cliniques et ¢lectroencéphalographiques lorsque cet examen est disponible: les «crises
généralisées» et les «crises partiellesy.

La classification des crises convulsives est basée sur les signes cliniques et
¢électroencéphalographiques, chez 1’homme. Malheureusement, le manque de données
¢lectroencéphalographiques chez le chien empéche la réalisation d’une classification aussi précise

qu’en humaine.

1.4.1. CLASSIFICATION DES CRISES CONVULSIVES
Selon que la décharge se produit dans tout le cortex cérébral ou seulement une région de
celui-ci, les crises sont dites « généralisées » ou « partielles » (Anonyme, 2006).
1.4.1.1. Les crises généralisées
Elles se manifestent par des perturbations psychiques, sensorielles et motrices. On peut distinguer :
a. Les crises de grand mal

* Phase d’aura

C’est la période prémonitoire, I’animal devient triste, inquiet ou agité ; il change d’attitude.
Elle peut durer plusieurs minutes.

< Phase tonigue

Caractéristique de la crise du grand mal elle débute par une chute brutale sur le sol, I’animal
est en décubitus latéral, membres tendus, téte en arriére, colonne vertébrale en hyperextention
(opisthotonos), et les machoires serrées. Les pupilles sont en mydriase avec les yeux fixés. La

respiration est arrétée (apnée). Cette phase dure 1 a 2 minutes.



* Phase clonigue

Durant cette phase, sont observés : des mouvements de pédalage des membres, nystagmus,
des machonnements; des mouvements respiratoires saccadés, une salivation abondante,

mousseuse, parfois, émission d’urine de feces.

Cette phase est peu plus longue que la phase tonique, elle dure environ 3 a 6 minutes. Les
contractions cloniques deviennent peu a peu moins fortes et moins nombreuses.
La crise se termine par une :

** Phase de stertor

Caractérisée par une respiration bruyante, due a I’encombrement des voies respiratoires

supérieures par la salive « respiration stertoreuse ». Puis : un retour au calme est observé. Certaines
anomalies comportementales peuvent réapparaitre (période de confusion, période de sommeil

prolongée).

b. Les crises de petit mal

Caractérisées par une bréve perte de conscience (absence) de quelques secondes ; ces pertes sont

associées ou non a des phénomenes moteurs mineurs. Le plus souvent ces crises passent inapergues.

1.4.1.2. Les crises partielles ou localisées

Elles peuvent prendre plusieurs formes :

a. Laforme a dominante motrice

Se caractérise par des contractions tonico-cloniques (convulsions), limitées a une région ou des
crises giratoires I’animal, qui tourne en rond, puis tombe et perd conscience.

b. La forme a dominante psychique

Dominée par des hallucinations : I’animal parait impressionné par un objet imaginaire, et essaie

par exemple de capturer une mouche.

¢. La forme psychomotrice
L’animal présente des mouvements de machonnement plus ptyalismes ainsi qu’une altération de la

conscience.



NB :_les crises partielles peuvent étre les prodromes d’une crise généralisée : c’est-a-dire qu’elles
peuvent se généraliser en quelques minutes, ce qui rend la distinction avec la crise généralisée

difficile ; surtout en absence d’observation directe (Moraillon, 1998).

I.5. DIAGNOSTIC

Bien que le diagnostic des crises convulsives soit en général assez simple, il est impératif de
s’assurer que 1’on est bien face a ce type de signes cliniques en premier lieu. Le diagnostic de
I’épilepsie se fait ensuite par exclusion de toutes les autres causes pouvant donner lieu a des

convulsions (Frontini, 20006)

1.5.1. DIAGNOSTIC ETIOLOGIQUE

Plus complexe, le diagnostic étiologique est souvent difficile ; cependant un bon examen
clinique succédant a une anamnése bien faite, le tout renforcé par quelques examens
complémentaires, permettra une bonne approche (Moraillon ,1998).

Les syndromes convulsifs sont fréquents en médecine canine, un peu moins en médecine
féline.
[.5.1.1. Anamnése et commémoratifs

Le dialogue avec le propriétaire est indispensable pour établir le diagnostic des crises
convulsives. La plupart du temps le vétérinaire ne voit pas 1’animal en crise et doit se référer
complétement aux dires du propriétaire. Ainsi il est important d’insister sur le déroulement de la
crise, la nature, la durée, 1’état de 1’animal avant et aprés la crise. (Fanuel-Barett, 1992 in
Frontini ,20006).
Selon Shell, I’approche clinique d’un animal qui présente des crises convulsives devrait se faire en
trois étapes :

1. Obtention d’une description précise de l'activité de I'animal (niveau de conscience,
mouvement involontaires, salivation, miction, défécation, durée des crises, phase
d’aura...).

2. Recueil de I'historique (médication en cours, antécédents pathologiques, traumatismes,
possible exposition a des toxiques sans oublier le statut vaccinal)

3. Réalisation d’'un examen clinique général ainsi qu’'un examen neurologique complet. (Shell

,1998 in Ville ,2005)

1.5.1.2. Examen clinique (général)



Il doit étre complet ; avec une attention particuliére accordée aux appareils : cardiovasculaire

et locomoteur ;

Appareil cardiovasculaire : dont certaines anomalies engendrent une insuffisance circulatoire

responsable de troubles cérébraux.
Appareil locomoteur : développement d’une amyotrophie localisée. (Lapras, et al. 1976 in Huguet,

1988).

1.5.1.3. Examen physique et neurologique

Il associera :
¢ L'observation des réactions posturales : sautillement, proprioception
% Un examen de la sensibilité ;

¢ Un examen ophtalmique : test du clignement a la menace ; réflexes pupillaires...

Cependant, un examen classique ne permet pas d’exclure une cause intracranienne (épilepsie

essentielle (Moraillon ,1998).



1.5.1.4. Bilan de I'examen clinique

Suite a la réalisation de l'examen clinique de l'animal, il peut étre proposé au propriétaire

différentes options :

s Ne pas réaliser plus d'examens: cette attitude est envisageable si aucun déficit
neurologique n'a été constaté, si les crises sont d'emblée généralisées et que I'animal est

considéré comme normal entre les crises.

X/
°

Réaliser certains examens nécessaires a I'élimination d'une cause métabolique ou d'une

cause structurale, en fonction des hypothéses diagnostiques les plus probables.

X/
°

Faire réaliser tous les examens nécessaires pour s'assurer qu'aucune autre affection ne

peut expliquer les crises convulsives récidivantes. (Cauzinille, 2000 in Diard, 2004).

[.5.2. DIAGNOSTIC DIFFERENTIEL DES CRISES CONVULSIVES

De nombreuses pathologies peuvent étre a I’origine de la survenue de crises convulsives. 11
est possible d’établir une liste dans le cadre d’un diagnostic différentiel et de les classer selon des
facteurs spécifiques comme : 1’age, le sexe, la race, la rapidit¢é d’apparition... (Jones in Schear
,2000).
L’age du patient est un bon critére a 1’établissement des hypothéses diagnostic, en effet :

Si le chien a moins d’un an, les causes congénitale, héréditaire, infectieuse, métabolique, toxiques

sont privilégiées.

S’il a entre 1 et 3 ans, ’origine génétique (épilepsie essentielle), et toutes les autres causes sont

envisageables.

Enfin s’il est dgé de plus de 4 ans, Les troubles métaboliques (hypoglycémies), les troubles

cardiovasculaires (arythmie, thromboembolie) ou les tumeurs (primitive ou métastasique) sont des

¢tiologies fréquentes. (Loden et al; 1983 in Huguet.1988).



[.5.3. EXAMENS COMPLEMENTAIRES : (Moraillon ,1998)

Les examens complémentaires sont choisis en fonction des hypothéses diagnostiques

retenues, de la motivation du propriétaire et du rapport colt/sensibilité¢/spécificité des examens

(Tableau I).

Tableau II : Examens complémentaires

Examens nécessaires

Numération et formule sanguine

Urée-créatinine, Calcium, glycémie ;

Phosphatase alcaline, transaminases SGPT

Examens souhaitables

Ponction du liquide céphalo-rachidien (pression, nombre de

cellules, taux de protéines) (D’

Radiographie du crane, EEG apr

Examens utiles dans Scintigraphie ; es
certains cas Scanner. échographie Mo
rail

lon et al, 2008)

Le diagnostic d’épilepsie essentielle reste un diagnostic d’exclusion. (Moraillon et al ,2008)
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II.  TRAITEMENT

Plusieurs molécules antiépileptiques sont a la disposition du vétérinaire : elles permettent
d’empécher I’apparition et la propagation des phénoménes électriques anormaux au sein du cortex
cérébral, afin de controler les crises convulsives.

Le but du traitement est de rendre une vie a peu prés normale a 1’animal et au propriétaire.

(Thomas ,2000 in Bieder, 2001).

I1.1. PRINCIPES GENERAUX

Le traitement de la crise est a distinguer du traitement de fond qui durera des années, voire toute
la vie de I’animal, car in n’existe pas de traitement curatif (Touitou, 2007).
Le traitement a pour objectif la suppression des crises épileptiques, en évitant au maximum les
effets indésirables aux patients (Talber et al .2008). 11 est inutile de traiter un animal dés la lere
crise et il faut éviter de traiter un animal avant d’établir un diagnostic étiologique, sauf si les crises
sont trop fréquentes ou trop graves (Moraillon, 1998).
Il est fortement conseille de commencer par une monothérapie, plutdt qu’une polythérapie.
(Thomas, 2000 ; in Bieder,2001) et d’instaurer le traitement progressivement, avec un
anticonvulsivant choisi selon le syndrome convulsivant. La posologie sera augmente jusqu'a
disparition totale des crises, dans la limite d’une tolérance progressive. En cas d’efficacité
insuffisante, il est impératif de changer d’anticonvulsivant en respectant les mémes régles
d’instauration progressive. La bithérapie ne doit étre instaurée qu’aprés échec de plusieurs

monothérapies (Talbert et al, 2008).
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I1.2. DEFINITION DES ANTICONVULSIVANTS

Ce sont des médicaments capables de supprimer ou de diminuer la durée, la fréquence, ou la
sévérité des crises convulsives, et les autres manifestations de 1’épilepsie (Talbert et al, 2007) tout
en n’entrainant pas la sédation totale du systéme nerveux central (Herve, 1999). Cette médication

est donc suspensive des crises mais non curative (Cohen, Jacquot, 2008).

I1.3. CLASSIFICATION DES ANTICONVULSIVANTS

Tableau III : Classification des molécules anti-convulsivantes

Anticonvulsivants de premiere génération

Anticonvulsivants Phénobarbital (Aparoxal ®, Gardénal®)

barbituriques Primidone (Mysoline®)

Anticonvulsivants non | Phenytoine (Di-hydan®)
barbituriques Fosphénytoine (Prodilantin®)
Valproate de sodium (Dépakine®)
Carbamazépine (Tégrétol®)
Ethosuximide (Zarontin®)
Clonazepam (Rivotril®)

Diazépam (Valium®)

Anticonvulsivants de deuxieme génération

Valpromide (Dépamide®)
Felbamate (Taloxa®)
Progamide (Gabréne®)
Vigabatrin (Sabril®)
Lamotrigine (Lamictal®)
Gabapentine (Neurotin®)
Tiagabine (Gabitril®)
Topiramate (Epitomax®)

(D apres Spriet et al, 1997)
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I1.4. MODE D’ACTION DES ANTICONVULSIVANTS

Les anticonvulsivants sont des molécules permettant de stabiliser les membranes neuronales
et de diminuer la propagation de I’excitabilité menant & des convulsions. Cela est permis, soit par
une diminution de la conductivité ionique et de I’hyperpolarisation des membranes, soit
indirectement par potentialisation de ’activité des neurotransmetteurs inhibiteurs comme le GABA

(Dyer et Shell ,1993 ; in Frontini ; 2000).

IL.5. EFFETS INDESIRABLES DES ANTICONVULSIVANTS

La toxicité potentielle des différents médicaments utilisés est un souci constant lors du suivi
des patients. (AUZEPY ET MANIGAND ; 1990), ainsi la surveillance du traitement est cruciale car
un méme médicament contrdle certaines types de crises mais peut en aggraver d’autres (Touitou,
2007)

Certaines réactions sont en rapport avec l’activité pharmacologique du produit ; elles
peuvent étre le résultat d’un surdosage a I’occasion d’un exceés d’absorption, d’un défaut
d’élimination ou fait essentiel, d’interactions métaboliques entre différents médicaments pris
conjointement (Auzepy et Manigand, 1990)

Ces effets indésirables peuvent étres précoces ou d’apparition plus tardive et concernent

aussi bien le systéme nerveux central que le systéme gastro-intestinal, cutané ou d’autres.

13



Etude bibliographique Traitement

I1.6. LE PHENOBARBITAL & LA CARBAMAZEPINE

Dans le cadre de ce travail, nous détaillerons particulicrement deux molécules
anticonvulsivantes : le phénobarbital (barbiturique) et la carbamazépine (non barbiturique) qui ont

fait I’objet de notre travail expérimental.

I1.6.1. LE PHENOBARBITAL

I1.6.1.1 Dénomination

Dénomination commune internationale : Phénobarbital
Nom commercial : Gardéna®]

II1.6.1.2. Formule et forme pharmaceutique
Moo
e
o=
N—3 CeHs
4 o
Figure2: Formule du phénobarbital (Cohen et Jacquot, 2008)

Le phénobarbital est une molécule dont 1’activité anticonvulsivant est potentialisée par la présence
d’un groupement phényl en position 5. (Mc Namara ,1996 in Bieder ,2001).

Forme pharmaceutique : orale et injectable

I1.6.1.3. Posologie

Chez le chat : 1,5 a 2,5 mg/kg 2 fois /jour
Chez le chien : 2 a 3 mg/Kg/2 fois/jour.
(Moraillon, 1998)
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I1.6.1.4. Pharmacocinétique

a. Absorption

Le phénobarbital est un acide faible, il est donc bien absorbé par le tube digestif aprés une
administration orale : sa biodisponibilité orale est de 85 a 95% (Boothe ,1996 in Diard ,2004).

La concentration plasmatique maximale est obtenue en 4 a 8 heures apres prise orale (Moraillon,

1998). Sa demi-vie est de 48 a 72 heures et I’équilibre thérapeutique est obtenu en 2 semaines.

b. Distribution
Le phénobarbital se fixe a 45% sur les protéines plasmatiques. (Boothe ,1996 in
Diard ,2004). La concentration plasmatique d’équilibre n’est atteinte que trés lentement : 10 a 15
jours.
Les variations du PH sanguin modifient les rapports de concentration entre formes ionisées et non
ionisées et modifient le transfert du plasma vers les tissus.
Le phénobarbital diffuse dans tout 1’organisme, notamment dans le cerveau, en raison de sa

liposolubilité (Schmitt, 1980).

¢. Biotransformation
Le phénobarbital est pour 80%, métabolis¢ en dérivé p-hydroxylé et éliminé sous forme glucuro-

conjugué. (Schmith ; 1980)

d. Elimination
Environ 25% de la molécule mere est éliminée par le rein. L’alcalinisation des urines
diminue sa réabsorption tubulaire par ionisation de la molécule et donc augmente son excrétion

urinaire (Mc Namara ; 1996, in Bieder ,2001).

e. Mécanisme d’action

Le phénobarbital agit en augmentant le seuil épileptogéne et en diminuant la propagation
des décharges neuronales. Il déprime spécifiquement le centre moteur du cortex cérébral
(Boothe ,1998 in Diard ,2004).
Le phénobarbital diminue les crises épileptiques en améliorant la réponse a I’effet inhibiteur post-

synaptiques du GABA (acide gamma aminobutyrique) par une action sur son récepteur. Il y a
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activation des canaux a chlore, ce qui provoque une augmentation intracellulaire de la concentration
en chlore et une hyperpolarisation membranaire. (Mc Namara ; 1996, in Bieder ,2001).

Le phénobarbital inhibe aussi 1’action du glutamate et probablement le flux de calcium
transmembranaire neuronal.

Cette molécule a un effet antiépileptique a des doses inferieures aux doses hypnotiques. (Mc
Namara 1996, in Bieder ,2001). La concentration thérapeutique est comprise entre 14 et 45 ug/ml.
Dans cette fenétre de concentrations, 60% des chiens ¢épileptiques traités voient leurs crises

disparaitre (Farnbach ,1984 in Frontini ,2006).

f. Effets secondaires

La sédation est I’effet secondaire principal du phénobarbital mais elle est surtout présente
dans les quelques semaines qui suivent soit la mise en place du traitement, soit 1’augmentation des
doses. Une hyperexcitabilité ou de 1’agitation peuvent également étre remarquées notamment dans
la premiére semaine de traitement. La polyurie, la polydipsie, la polyphagie et un gain de poids sont
les principaux effets secondaires a long terme (Bollinger et Kline, 2000 in Frontini, 2006)
Une élévation moyenne a modérée des phosphatases alcalines et des autres enzymes hépatiques
peuvent également étre mises en évidence. Cependant cela n’indique pas forcément une atteinte
hépatique sévére. Les hépato-toxicités les plus importantes sont rencontrées dans le cas ou les
concentrations sériques en phénobarbital sont supérieures a 35ug/ml. Les signes cliniques sont alors

I’anorexie, la sédation, ’ataxie, I’ictére et 1’ascite (Thomas, 2000 in Frontini, 2006)

11.6.2. LA CARBAMAZEPINE
I1.6.2.1 Dénomination
Dénomination commune internationale : Carbamazépine

Nom commercial : Tégrétol®

11.6.2.2. Formule et forme pharmaceutique

CO—NH,

Figure 3: Formule de la carbamazépine (Cohen et Jacquot, 2008)
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La carbamazépine n’existe que sous forme orale. (Katzung ,2006).
11.6.2.3. Posologie
10 mg/ Kg/ 2 fois par jour. (Moraillon et al ,2007).

I1.6.2.4. Pharmacocinétique
a. Absorption

L’absorption de la carbamazépine est lente et aléatoire car présente une trés faible solubilité
en milieu aqueux. La biodisponibilité absolue ne peut étre évaluée car il n’existe pas de forme

intraveineuse (Katzung ,2006).
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b. Distribution
La carbamazépine est fortement liée aux protéines plasmatiques (70 a 80%). Elle diffuse rapidement

dans I’organisme (Houin ,1990).

c. Biotransformation

La carbamazépine est métabolisée dans le foie (Neal,2003); Elle est métabolisée en un
métabolite correspondant au dérivé 10-11 époxyde ; ce dernier est stable, actif, et peut étre
responsable d’effets indésirables. (Houin ,1990 ; Cohen, 2008).

Les principales voies métaboliques sont : L’époxydation, I’hydroxylation, et la glucoroconjugaison

(Houin ,1990).

d. Elimination

Rénale

e. Mécanisme d’action
La carbamazépine est active sur les convulsions dues au choc électrique maximal. Elle
bloque les canaux sodiques et diminue la transmission synaptique en agissant au niveau pré

synaptique (Katzung ,2006).

f. Les effets secondaires

La carbamazépine est un inducteur enzymatique ; son efficacité peut diminuer au bout d’un
certain temps. Le phénoméne d’épuisement est dii a sa caractéristique d’auto-induction
enzymatique. (Houin ,1990 ;Auzepy et Manigang , 1990).

Les principaux effets secondaires sont la sédation, sécheresse de la bouche, vomissement.

[II. EVALUATION DE L’EFFICACITE ET DE LA SECURITE D’UNE
MOLECULE THERAPEUTIQUE

Le développement d’un nouveau médicament est long processus semé de nombreux

d’obstacles, dont la durée moyenne varie de 7 a 12 ans. A ’issue de cette période, une demande
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d’autorisation de mise sur le marché¢ (AMM) est déposée par le laboratoire pharmaceutique aux
autorités compétentes de chaque pays.

Le dossier d’AMM comporte trois parties :

Une expertise analytique : ou sont répertoriées les caractéristiques physico-chimiques et les
méthodes de fabrication et de contréle.

Une expertise pharmaco-toxicologique: qui comporte les études pharmacologiques et
toxicologiques chez I'animal.

Une expertise clinique : correspondant aux études d’activité du médicament chez 'homme ou
I’espece cible, sur son métabolisme sa toxicité éventuelle a court ou long terme.

Ces études se divisent en quatre phases :
% Phase I : Etude de la sécurité de la molécule thérapeutique (pharmacocinétique).

«» Phase II: Etude de [lactivité, son but est de rechercher la dose efficace ;

(pharmacodynamie).

X/
°

Phase III : Etude d’efficacité, son but est de démontrer 1’efficacité¢ thérapeutique (essais

comparatifs) et la tolérance.

X/
°

Phase IV : Etude d’utilité, son but est de mesurer ’efficacité, du bénéfice, du risque dans les

conditions usuelles de prescription (pharmacovigilance).

(Talbert et al, 2007).

La sécurité et [’efficacité des médicaments doivent étre définies avant qu’ils ne soient
commercialisés. Outre les études in vitro, la plupart des effets biologiques de la molécule se doivent

d’étre caracterisés chez ’animal avant de débuter les essais chez |’homme.

Nous insisterons dans ce présent travail sur les études menées chez 1’animal ;
III.1. CONDITIONS D’EFFICACITE

Ces conditions sont déterminées par les études pharmacodynamiques et pharmacocinétiques.

III.1.1. ETUDES PHARMACODYNAMIQUES
Elles visent a définir I’effet principal du produit ou I’effet thérapeutique, son mécanisme
d’action, ses effets secondaires et les doses relatives entrainant 1’effet principal et les effets

secondaires.
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En pratique : la premiére phase est celle du «screening» qui correspond a 1’exécution systématique
d’une série de tests qui permettent de mettre en évidence 1’activité et la sélectivité du médicament.
La deuxiéme phase comporte souvent, chez différentes espéces animales, des études approfondies
précisant I’effet observé chez 1I’animal sain ou chez 1’animal malade.

Ces ¢tudes sont le plus souvent réalisées chez le rat, le lapin ou le chien.

III.1.2. ETUDES PHARMACOCINETIQUES
Elles conditionnent les conditions d’absorption, de diffusion et d’élimination du produit, et

de son métabolisme dans I’espéce concernée (Bouvenot etVray, 2006).
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II1.1.3. TESTS SPECIFIQUES AUX ANTICONVULSIVANTS
Les méthodes d’étude consistent a rechercher soit la dose d’antiépileptique qui empéche la
crise convulsive électrique, soit la dose qui éléve le seuil d’excitation électrique en faisant varier

I’intensité et la durée de la stimulation électrique ou chimique (Cohen et Jacquot, 2008).

Crises convulsives expérimentales

Elles consistent a induire des convulsions : électriquement, chimiquement...
Excitation électrique : un électrochoc est pratiqué sur I’animal (rat, lapin, souris...), par stimulation
¢lectrique trans-cranienne a I’aide d’électrodes temporales, auriculaires...puis un courant électrique
est appliqué ; et I’animal est observé.
Excitation chimique : Par administration d’un stimulant bulbaire, le pentétrazol...
Crise audiogene : la perception d’un son de longueur d’onde, fréquence et intensité déterminées
(sifflet de Galton) provoque des crises convulsives chez la souris et le rat, aprés un temps de latence
de 20 a 30 secondes.
Foyer épileptogene chronique : des 1ésions situées dans le pont, par congélation localisée ou par

dépot stéréotaxique d’alumine, créent un foyer épileptogéne chronique.
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II1.2. CONDITIONS DE SECURITE

Ces conditions sont définies par les études toxicologiques.

II1.2.1. ETUDES DE TOXICITE AIGUE

Elles visent a déterminer les doses toxiques chez I’animal et les organes souffrant sélectivement de
cette toxicité.

Elles sont pratiquées chez deux espéces de mammiféres au moins; avec deux voies
d’administration au moins ; une seule administration avec 14 jours d’observation.

Pour chaque condition expérimentale, sont déterminées :

- Ladose Iétale 50 (DL 50), dose maximale tolérée sans mort ;
- Ladose Iétale 100(DL 100), dose minimale pour induire la tous les animaux meurent ;

- Les conditions de la mort (convulsions, mort brutale... et si possible la cause de la mort).

I11.2.2. ETUDE DE TOXICITE SUBAIGUE ET CHRONIQUE

Ce sont des études de toxicité en administration réitérée :
Les études sont effectuées sur deux especes de mammiféres, dont I’un n’est pas un rongeur (par
exemple le rat ou le chien). Le choix de I’espéce dépend du métabolisme de la substance, qui doit
étre proche du métabolisme prévisible chez 1’espéce cible.
Dans chaque espéce, quatre lots d’animaux sont individualisés : trois d’entre eux regoivent trois
doses différentes du produit et un lot sert de témoin.
Les doses sont déterminées en fonction des données de la toxicité aigue. Il est utile que la dose
supérieure fasse apparaitre des effets nocifs.
La voie d’administration est la voie prévue pour I’emploi thérapeutique. L’administration est
poursuivie chaque jour, durant 6 mois, un an ou plus. La durée de I’étude dépend de la durée
prévisible de la prescription thérapeutique chez I’espéce cible.
La surveillance est clinique, biologique, para-clinique et, a terme, anatomique.
Tous les animaux sont sacrifiés. Tous les organes sont systématiquement pesés et étudiés en
histologie.
Les diverses données de toxicologie sont interprétées en fonction de 1’exposition des animaux a la
substance étudiée. Il faudra, par exemple, connaitre avec précision les concentrations plasmatiques
d’une substance chimique en fonction des différentes doses administrées, afin d’interpréter les

données de toxicologie sur de nombreuses études pharmacocinétiques. (Bouvenot et Vray, 2006).
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Les objectifs de 1’étude de la toxicité subaigué et chronique sont de mettre en évidence les organes
sensibles a 1’action toxique du médicament.
Seront ¢galement effectuées :

% Les études sur les effets sur la fonction de reproduction ;
% L’¢tude de mutagénése ;
% Les études de cancérogénése.

(Katzung, 2006)
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|.  OBJECTIFS

Notre étude avait pour principaux objectifs :
1. L'évaluation des propriétés anti convulsivantes de deux médicaments antiépileptiques :
- Le Neurolal®, générique du phénobarbital, produit SAIDAL versus Gardénal® (produit de
référence).
- La Neurozepine®, générique de la carbamazépine produit SAIDAL versus Tégrétol®

(produit de référence).

2. La réalisation d’'une étude comparative de la toxicité subaigué du Neurolal® versus

Tégrétol®.

L'étude s’est déroulée au sein du Laboratoire de Pharmacotoxicologie du Centre de

Recherche et Développement (Mohammedia) du groupe SAIDAL.

Il. MATERIELS & METHODES

[I.L1. ETUDE DES PROPRIETES ANTI CONVULSIVANTES (TEST DE
L’'ELECTROCHOC)

11.1.1. ANIMAUX

Des souris de souche NMRI (Naval Memorial Research Institute), de sexe male et pesant 20
g ont été réparties aléatoirement en 5 lots de 10 souris chacun.
Les cinquante souris regu une alimentation identique a base de granulés (ONAB) et un
abreuvement ad libitum.
Les souris étaient hébergées dans une animalerie standard présentant une humidité de 55 a 60 %
et une température contrélée de 21°C £+ 2°C. Enfin la durée de I'éclairement était de 12 heures.

Les souris étaient mises a jeun, la veille du test.
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Objectifs, Matériels & Méthodes

[1.1.2. MATERIELS

11.1.2.1. Petits matériels et instruments

PETITS MATERIELS
ET CONSOMMABLES

INSTRUMENTS

Mortier en porcelaine

Balance pour animaux

Sonde de gavage

Appareil a électrochoc « Rodent Shocker »

Cages

Eprouvettes de 10, 20, 50,100 ml

Seringues de 1ml, 2ml

11.1.2.2. Produits chimiques et réactifs

Neurolal® SAIDAL

Eau distillée

Gardénal® SANOFI-AVENTIS

Eau physiologique 0, 9 %.

Neurozepine® SAIDAL

Tween

Tégrétol® NOVARTIS

La préparation des solutions correspondantes est détaillée en annexe.

11.1.3. METHODES

Les cinquante souris ont été réparties en 5 lots de 10 souris chacun :

- unlot témoin(T) ;

- unlotessai 1 (E1), traité avec le Neurolal®;

- un lot essai2(E2), traité avec la Neurozepine®;

- un lot essai 3(E3), traité avec le Gardénal® ;

- un lot essai4 (E4), traité¢ avec le Tégrétol®.

(Tableau I)

Les produits a tester ont été administrés per os par gavage.
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11.1.3.1. Modalités et réalisation du gavage
Le volume de 0.5 ml est le volume idéal qui peut étre toléré par I'estomac d’une souris. Ce
volume a été administré a I'aide d’'une sonde de gavage, qui a été introduite délicatement a

I'intérieur de I'cesophage de la souris (voir figure).

Tableau | : Traitements administrés aux cing lots expérimentaux lors du test d’efficacité

LOTS TRAITEMENTS ADMINISTRES

Témoin Eau distillée dans un volume de 0.5 ml par souris.

Essai | 10 mg par kg de Neurolal® dans un volume de 0.5 ml par souris.
Essai Il 10 mg par kg de Gardénal® dans un volume de 0.5 ml par souris.
Essai lll 50 mg de Neurozepine® dans un volume de 0.5 ml par souris.
Essai IV 50 mg de Tégrétol® dans un volume de 0.5 ml par souris.

11.1.3.2. Réalisation de I'électrochoc

Dans les 5 a 60 minutes apres I'administration du produit a tester les souris sont choquées

selon le protocole suivant :
Apreés avoir revétu des gants isolants, les pinces des électrodes humectées d’eau physiologiques
ont été placées sur les oreilles des souris et un choc électrique de 10 mA a été appliqué pendant
0.2 secondes, afin d’obtenir des crises tonico-cloniques (Figure 1).
Le comportement des souris a été ensuite observé pendant 2 minutes et les manifestations de
crises : cloniques et/ou toniques ont été notées pour chacune des souris.

Apres 60 minutes d’administration des produits a tester, les signes cliniques suivants sont
recherchés :

- Ladiminution de 'activité locomotrice et du thigmotaxis ;

- Ladiminution de redressement ;

- L'absence de toilettage ;

- Somnolence;

26



Etude expérimentale Objectifs, Matériels & Méthodes

- Une diminution de la défécation.

I11

2005/06/27 00:48

2009/06/27 00:50

2008/06/27400 :51
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I — Contention de la souris

II- Administration par gavage gastrique différentes doses des produits aux souris
III- Immerger les pinces au préalable dans 1’eau physiologique conductrice

IV- Mettre des pinces a la base des oreilles de la souris

V- Stimulation durant 3 secondes & I’aide d’un courant électrique (1 2 20 mA)

Figurel : Différentes étapes de réalisation de 1’¢lectrochoc (Photos personnelles)

I1.2. ETUDE DE LA TOXICITE SUBAIGUE
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11.2.1. ANIMAUX

Vingt quatre (24) rats males, adultes, de souche Wistar, agé de 16 semaines (Elevage CRD,
SAIDAL) ont été utilisés afin d’éliminer les effets liés a I'age, au sexe, aux variations hormonales,
stade physiologique ; gestation, maladie ...
Aprés un temps d’adaptation de 10 jours, les rats ont été répartis aléatoirement en 3 lots de 8
sujets chacun et recevaient une alimentation et un abreuvement ad libitum.
Les rats étaient isolés en cage ; dans une animalerie standard présentant une humidité de 55 a 60
%, une température controlée de 21°C + 2°C et une photopériode de 12 heures.

Les rats ont été mis a jeun 18 heures avant la réalisation du test.

I1.2.2. MATERIELS

11.2.2.1. Petits matériels et instruments

Petits matériels et consommables Instruments
Micropipettes 10 pul, 50 pl, 100 pl, 1000 ul Spectrophotomeétre
Tubes a essais héparinés, citraté et EDTA Automate d'hématologie
Tubes capillaires héparinés Balance analytique
Sonde de gavage pour rat Balance d'animaux
Cristallisoir Centrifugeuse
Eppendorfs Agitateur
Seringues de 5 ml Bain-marie
Mortiers et pilons Etuve

I1.2.2.2. Produits chimiques et réactifs
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Produits chimiques Réactifs

Neurolal® SAIDAL 100mg Tween 80

Gardénal® SANOFI-AVENTIS 100mg Eau physiologique 0, 9 %.

Eau distillée

Réactifs de dosage des paramétres biochimiques

(glucose, urée, créatinine, cholestérol, triglycéride)

I1.2.3. METHODES

Les vingt quatre rats ont été répartis en trois lots de huit rats selon le schéma expérimental
suivant :
- unlot témoin (T) ;
- unlot essai 1 (E1), traité avec le Neurolal® ;

- un lot essai 3(E2), traité avec le Gardénal®.

Une dose sub-thérapeutique des produits testés a été ainsi administrée quotidiennement aux rats des

lots E1 et E2 pendant une période de deux semaines (Tableau II).

Tableau II: Traitements administrés aux trois lots expérimentaux lors du test de toxicité

LOTS TRAITEMENTS ADMINISTRES

Témoin Administration quotidienne de 2ml de la solution véhicule (Eau distillée)

a chaque rat pendant 14jours

Essai 1 Administration quotidienne de 8 mg par kg de Neurolal® par voie orale

dans un volume de 2 ml a chaque rat pendant 14jours

Essai 2 Administration quotidienne de 8 mg par kg de Gardénal® par voie orale

dans un volume de 2 ml a chaque rat pendant 14jours

La préparation des solutions correspondantes est détaillée en annexe.

Pendant toute la durée de I’expérimentation, les animaux ont ét€ mis en observation afin de déceler
toutes manifestations éventuelles de toxicité consécutive a 1’accumulation du produit dans

I’organisme.

Outre une observation minutieuse du comportement, les mesures et examens suivants ont été

réalisés :
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.,

¢ Etude de I’évolution pondérale ;

.,

¢ Examens hématologiques et biochimiques

.,

¢ Autopsie

La pesée des animaux a été faite au 1%, au 7© au 14° jour du traitement.

Trois prélevements sanguins de 4 ml ont été effectués a J1, J7 et J14 soit un total de 72

prélévements.

Un volume de 1 ml est prélevé sur tube EDTA en vue de 1’étude des paramétres hématologiques et
un volume de 3 ml est recueilli sur tube sec ou hépariné afin de réaliser les I’analyse de différents

parametres biochimiques (Tableau I1T)

Tableau III : Paramétres hématologiques et biochimiques étudiés lors du test de toxicité

PARAMETRES HEMATOLOGIQUES

PARAMETRES BIOCHIMIQUES

Numérations des globules blancs

Dosage de la glycémie

Numération des globules rouges

Dosage de I'urée

Détermination du taux d’hématocrite

Dosage de la créatinine

Détermination du taux d’hémoglobine

Dosage des triglycérides

Numérations des globules blancs

Dosage du cholestérol

Les parameétres hématologiques ont été mesurés par un automate d’hématologie.

Les protocoles de dosage des paramétres biochimiques ont éteé détaillés en annexe.
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[II. RESULTATS

III.1. EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTI-CONVULSIVANTE
II.1.1. MOLECULES BARBITURIQUES GARDENAL® ET NEUROLAL®

L’évaluation de I’activité anti-convulsivante par le test de 1’électrochoc des deux
barbituriques : le Gardénal® (produit de référence) et le Neurolal® (produit générique), a permis de
mettre en évidence : une réduction de 60% et 70 % des crises toniques chez les souris traitées
respectivement avec le Neurolal® et le Gardénal® et de 70 % des crises cloniques par rapport aux

souris du lot témoin (Tableau IV et Figure 2).

Tableau IV: Moyennes et Pourcentages de réduction des crises convulsives

apres traitement par le Gardénal® et le Neurolal®

Lots Moyenne PR Moyenne PR
des crises toniques (%) des crises cloniques (%)
Témoin 1 0 1 0
Essai I (Neurolal®) 0,3 70 0,3 70
Essai II (Gardénal®) 0,4 60 0,3 70

Les résultats détaillés sont présentés en annexe.
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Figure 2 : Activité anticonvulsivante du Gardénal® et du Neurolal®
La différence observée entre les effets anticonvulsivants des deux barbituriques était non
significative (1’analyse des moyenne par le test de Student n’a montré aucune différence

significative des moyennes au seuil de 5 %)

III.1.2. MOLECULES NON BARBITURIQUES NEUROZEPINE® ET TEGRETOL®
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L’évaluation de 1’activité anti-convulsivante par le test de 1’électrochoc des deux produits
non barbituriques : le Tégrétol® (produit de référence) et la Neurozepine® (produit générique), a
permis de mettre en évidence : une réduction de 70 % des crises toniques chez les souris traitées le
Tégrétol® et la Neurozepine® et de respectivement 80 % et 60 % des crises cloniques par rapport
aux souris du lot témoin (Tableau V et Figure 3).
Tableau V: Moyennes et Pourcentages de réduction des crises convulsives apres traitement par le

Tégrétol® et la Neurozepine®

Lots Moyenne PR Moyenne PR

des crises toniques (%) des crises cloniques (%)
Témoin 1 0% 1 0%
Essai III (Neurozepine®) 0,3 70 0,4 60
Essai IV (Tégrétol®) 0,3 70 0,2 80

Les résultats détaillés sont présentés en annexe.
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Figure 3: Activité anticonvulsivante de la Neurozepine® et du Tegretol®.
La différence observée entre les effets anticonvulsivants des deux médicaments non
barbituriques testés était non significative (I’analyse des moyenne par le test de Student n’a montré

aucune différence significative des moyennes au seuil de 5 %)

[1I.2. ETUDE DE TOXICITE SUBAIGUE
III.2.1. OBSERVATION CLINIQUE

II1.2.1. Manifestations cliniques
Aucun signe clinique ou comportemental n’a été relevé chez les animaux traités au cours de

notre protocole expérimental.

111.2.2. Mortalité
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Aucune mortalité n’a été rapportée que ce soit dans le lot t€émoin ou les lots traités durant les

14 jours de I’expérimentation.

[11.2.3. Evolution pondérale
Le poids corporel des rats traités est resté comparables a celui des rats témoins pendant les

deux semaines d’expérimentation (Tableau VI et Figure 4).

Tableau VI: Evolution pondérale des rats t€émoins versus rats traités

Lot Témoin Lot Essai [ Lot Essai II
JO 248,25 +7,09 248,00 £ 6,02 250,63 +2,13
17 253,88 +£3,76 250,38 +£2,67 255,00 2,27
J14 259,75 £5,90 251,88 £2,75 256,75 + 2,60
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Figure 4: Evolution pondérale des rats témoins et des rats traités.

II1.2.4. Etude des paramétres biochimiques
Les tableaux suivants résument les résultats de 1’étude de I’évolution des parametres
biochimiques apres administration de Neurolal® et Gardénal® pendant 14 jours.

Les résultats détaillés sont repris en annexe.

Tableau VII: Moyennes des valeurs de la glycémie (g/l) des rats des lots t¢émoin et traités.
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Temps (j) Lot Témoin Lot Essai | Lot Essai II
JO 0,84 +0,07 0,81 +0,03 0,85 +0,02
17 0,80 + 0,02 1,00 + 0,05 0,88 +0,03
J 14 0,77 £ 0,02 0,98 +0,08 0,87 +0,02
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Tableau VIII: Valeurs moyennes de la cholestérolémie (g/1) des rats des lots témoin et traités.

Temps (j) Lot Témoin Lot Essai [ Lot Essai II
JO 0,68 + 0,04 0,70 + 0,08 0,70+ 0,06
17 0,67 + 0,04 0,82 + 0,14 0,85+ 0,23
J 14 0,66 + 0,03 0,77+ 0,12 0,80 + 0,07

Tableau IX: Valeurs moyennes des triglycérides (g/1) des rats des lots témoin et traités.

Temps (j) Lot Témoin Lot Essai | Lot Essai II
JO 0,53+ 0,08 0,53 + 0,10 0,58 £ 0,11
17 0,52+ 0,07 0,59 + 0,12 0,68 = 0,12
J14 0,50 £ 0,02 0,58 + 0,14 0,62 +0,08

Tableau X : Valeurs moyennes de la créatinine (mg/l) des rats des lots témoin et traités.

Temps (j) Lot Témoin Lot Essai | Lot Essai II
JO 75+22 9,6 £3 2 7,5 +£2,0
17 8,3+2,2 11,6 £2,3 85+2,1

J14 9,6 £3,6 11,0+3,3 10,9 £3,3
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Tableau XI : Valeurs moyennes de la concentration de 1’urée en (g/1)

des rats des lots témoin et traités.

Temps (j) Lot Témoin Lot Essai | Lot Essai II
JO 0,52 +0,03 0,47 +0,03 0,46 + 0,08
17 0,51 +£0,054 0,49 +0,038 0,48 +0,054
J 14 0,53+0,029 0,50 +£0,033 0,49 +0,063

L’étude des différents parameétres biochimiques a montré de I1égéres différences
significatives (avec le test de student au seuil de 5%) avant et aprés traitement pour les deux lots

essais, mais ces derniers restent dans les normes.

II1.2.5. Etude des paramétres hématologiques

Les tableaux suivants résument les résultats de I’étude de I’évolution des parametres
hématologiques apres administration de Neurolal® et Gardénal® pendant 14 jours.

Les résultats détaillés sont repris en annexe.

Tableau XII: Valeurs moyennes de la concentration d’hémoglobine en (g/dl)

des rats témoins et des rats traités.

Temps (j) Lot Témoin Lot Essai | Lot Essai II
JO 14,74 + 0,28 | 14,6 = 0,37 14,94 + 0,29
17 15,15 £ 0,41 | 1547 = 0,17 14,38 + 1,02
J14 14,90 + 0,28 | 15,15 + 0,48 14,67 + 1,26

Tableau XIII : Valeurs moyennes des globules blancs des rats des lots témoin et traités.

Temps (j) Lot témoin Lot essai | Lot essai I
JO 8,15+0,77 8,31 £0,81 8,39 +£ 0,96
17 7,10 £ 0,66 7,80 £0,72 6,37 1,15
J14 7,85 £ 0,85 7,48 £ 1,02 7,47 £ 1,47

Tableau XIV: Valeurs moyennes des globules rouges des rats témoins et des rats traités.

Temps (j)

Lot témoin

Lot essai I

Lot essai II
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JO 7,67 + 0,46 7,75+ 0,91 7,54 + 0,32
I7 7,68+ 0,29 7,58 £ 0,48 7,82 + 0,59
J14 7,57 £ 0,38 7,59 £ 0,25 7,35+ 0,37

Tableau XV: Valeurs moyennes de I’hématocrite des rats des lots témoin et traités.

Temps (j) Lot Témoin Lot Essai | Lot Essai II
JO 42,42 + 0,84 | 41,88 £ 1,54 42,24 + 1,10
17 44,04 + 1,43 | 4594 £ 0,90 40,60 = 1,07
J14 44,51 + 1,27 | 44,82 = 1,05 42,63 + 3,16

L’étude des différents parameétres hématologiques a montré de 1égeres différences entre les
trois lots, mais ces derniéres sont restés comparables a celles du lot témoin et dans les normes
physiologiques admises.

Ces différences €taient statistiquement non significatives (test d’analyse de variance au seuil

de 5%).
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IV. DISCUSSION & CONCLUSION

La sécurité¢ et I’efficacité d’un médicament doivent é&tre définies avant sa
commercialisation. Outre les études in vitro, la plupart des effets biologiques de la molécule
médicamenteuse se doit d’étre caractérisée chez I’animal avant de débuter les essais cliniques
chez I’espéce cible. Dans notre pays, 1’autorisation de mise sur le marché de médicament
vétérinaire s’appuie exclusivement sur les résultats des études réalisées a [’étranger.
Pratiquement seules les caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques sont vérifiées,

I’innocuité et I’efficacité du médicament sont en revanche rarement controlées.

Ce présent travail avait pour premier objectif, I’évaluation de I’efficacité et de 1’innocuité
d’une molécule thérapeutique et plus particuliecrement celles de médicaments
anticonvulsivants. Le second objectif a été de mener une étude d’efficacité et de toxicité
comparative entre des médicaments anticonvulsivants « princeps » : le Gardénal® et le

Tégrétol® et « génériques » : le Neurolal® et la Neurozepine®.

L’étude d’efficacité a été réalisée a la dose de 10 mg/kg conformément aux travaux
antérieurs de Chapman et al (1982). Cette dose correspond a la dose efficace médiane qui
réduit les crises convulsives expérimentales de 50%. (DE50).

Aucune différence significative n’a été constatée entre le Neurolal® (générique
SAIDAL) et le Gardénal® (produit de référence AVENTIS). Les deux produits ont ainsi
réduit I’extension tonique des membres postérieurs des souris de plus de 50%, confirmant
I’efficacité du phénobarbital dans la plus part des crises convulsives expérimentales (Tadman
et al, 1996). Notre étude a permis de montrer une efficacité équivalente du générique par

rapport a la molécule mere.

Une efficacité anticonvulsivante similaire a été obtenue avec la Neurozepine®
(générique SAIDAL) et le Tégrétol® (produit de référence Novartis). Les deux médicaments
ont réduit les crises toniques de plus de 50% chez les animaux testés (70% pour les deux
produits). Ces résultats sont en adéquation avec les données de la littérature concernant
I’efficacité de la carbamazépine sur les convulsions provoquées chez des rongeurs, par la
stimulation électrique (Theobald et Kunz, 1963; Koella et al ,1976; Stanistaw et Czuczwar,
2005).
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L’étude toxicologique réalisée sur des rats males, adultes ; de souche Wistar a été
basée sur I'exploration de paramétres hématologiques et biochimiques aprés administration
sub-chronique des deux barbituriques le Neurolal®, et le Gardénal® a la dose de de 8mg/kg

pendant 14 jours.

Aucune manifestation classique d’intoxication (adynamie, amaigrissement, diarrhée)

n’a été rapportée quel que soit le groupe traité.

Cette étude n’a relevé non plus aucune modification du poids corporel des rats.
Bien que des études précédentes aient rapportées qu’une prise de poids était 1’'un des effets
secondaires du traitement a long terme du phénobarbital (Bollinger et Kline, 2000 in Frontini,

2006).

L'étude des parametres hématologiques et biochimiques (formule sanguine,
glycémie, urée, créatinine, cholestérol, triglycéride) n’a montré non plus aucune
modification notable par rapport au lot témoins.

Bien que ces résultats montrent I'absence d’effets toxiques chez les sujets traités, ces
résultats doivent étre complétés par une étude de toxicité chronique avant de conclure
définitivement a son innocuité. En effet, la prise en charge thérapeutique des crises
convulsives implique la prise a vie de ces molécules anticonvulsivantes, entrainant
fréquemment une augmentation de la cholestérolémie et de I'albuminémie (Muller, 2000).
Notre étude aurait également été parachevée par I'exploration de certaines enzymes
hépatiques (PAL, ALAT, GGT), souvent augmentées au cours de ce type de traitement
(Muller, 2000).

Malheureusement des contraintes d’ordre technique et inhérentes au calendrier
universitaire ne nous ont pas permis de réaliser ces explorations et, de poursuivre notre

étude au dela de deux semaines consécutives.
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En conclusion, notre étude a permis de démontrer une efficacité équivalente des
molécules génériques SAIDAL le Neurolal® et la Neurozepine® versus Gardénal® et Tégrétol®
(produit de référence) et de confirmer I'innocuité a moyen terme de ces molécules.

L'usage de médicaments génériques a I'efficacité équivalente, faciliterait grandement
I'acces au traitement des animaux souffrants de crises convulsives (premier motif de
consultation neurologique chez I'espéce canine) dans la mesure ol le traitement par les
médicaments princeps reste a ce jour extrémement onéreux et constitue souvent une

entrave majeure a la prise en charge thérapeutique des patients.
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LES CRISES CONVULSIVES

|.1. DEFINITION

Une crise convulsive peut étre définie comme une altération comportementale spontanée ou
comme une expérience subjective découlant d’ une décharge simultanée excessive d’ un ensemble de
Neurones.

Les crises convulsives aigués symptomatiques surviennent dans une relation temporelle étroite
par rapport a un stimulus, qu’il soit toxique ou d'une autre origine. Il est usuel de faire une
distinction entre la notion d épilepsie, décrivant un phénomene spontané, et les crises convulsives
induites notamment par des médicaments, des substancesiillicites ou des agents de |’ environnement.

[.2. ETIOLOGIE
L es crises convulsives peuvent apparaitre suite a des:
- Causes intracranienne (Iésion structurale) ;
- Causes extra craniennes (déreglements de I’homéostasie cellulaire cérébrale et

systémique, hypoglycémie ou encéphalose hépatique par exemple).

Si aucune cause intra ou extra cranienne n’a pu étre mise en évidence, I’ origine sera dite primaire

encore appel ée idiopathique ou essentielle. (Cauzinille, 1997 ; in Ville, 2005) (Tableau I).



Tableau | : Etiologies des crises convulsives

Causes intracraniennes Traumatismes,

Tumeurs, hydrocéphalie congénitale, lissencéphalie...

Causes extracraniennes  Origine métabolique
Hypoglycémie, hypocalcémie, affections hépatiques,
déséquilibre acido-basique, hypoxie

Origine toxique
Métaux lourd (plomb), pesticides (strychnine, métaldéhyde,

crimidine), éthylene glycol, organochlorés et organophosphorés.

Origine infectieuse :
virus (maladie de carré, larage, maladie d’ Aujesky...).
bactéries, mycoses (cryptococcose...)

Origine parasitaire D

toxoplasmose ar

Origine primaire ou Epilepsie essentielle &
idiopathique Mo
rail

lon, 1992)

[.3. PHYSIOPATHOLOGIE DES CRISES CONVULSIVES

Le déroulement de la crise convulsive, peut étre divisé en deux phases successives (Berent,
2003 ; in Diard ,2004): une phase compensatoire pendant les 30 premiéres minutes, et une phase de
décompensation ensuite.

Phase compensatoire (0-30 minutes)

Le cerveau tente de compenser la demande accrue en oxygene et en glucose, en augmentant
I'apport sanguin cérébral. La fréguence et le débit cardiaque, de méme que la pression artérielle sont
augmentés, et on note une éévation des catécholamines circulantes. Ceci provoque une stimulation
sympathique qui se traduit par une hyperthermie, une augmentation de sécrétions bronchiques, une
hyper sdlivation et des vomissements. De plus I'hyperactivité musculaire contribue a cette
augmentation importante de la température corporelle. Une acidose lactique, apparait des le début
de la crise, due au métabolisme anagrobie excessif secondaire a I'hyperactivité neuronale et

musculaire, a l'augmentation de la glycolyse, a I'hypoxie tissulaire, a la dépression respiratoire et a



la libération de catécholamines. D'autres désordres métaboliques peuvent également étre présents :

hypoglycémie, hypo ou hyperkaliémie, et hyponatrémie.
Phase de décompensation (> 30 minutes)

Les mécanismes mis en place jusqu'alors ne suffisent plus a fournir les besoins métaboliques
élevés du cerveau. Le flux sanguin cérébral devient aors dépendant de la pression sanguine
systémique, ce qui résulte en une hypotension, une diminution de I|'apport sanguin et du
métabolisme cérébral entrainant ischémie et mort neuronae. Paralélement, une hypoxie
systémique, une hypertension et un cedéme pulmonaire, et des arythmies cardiaques peuvent se
développer. Enfin, les dommages hypoxiques cumulatifs affectent tous les organes avec un risque
de défaillance multi-organes. L'augmentation de la pression intracranienne peut entrainer le

développement d'un cadéme cérébral.

La succession de ces mécanismes physiopathologiques explique I'urgence que représente le
développement d'un état de mal chez I'animal comme chez I'homme.,

Des déficits neurologiques temporaires, (qui peuvent durer jusgu'a une voire deux semaines)
ou permanents peuvent étre observés suite a un statut épileptique, méme si celui-ci a été contrélé.
Le cortex, notamment dans sa partie visuelle et sensorielle, est trés sensible a I'hypoxie (Cauzinille,
2000, Diard , 2004).

Cytotoxicité
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# [Nat] intracellulaire
# glutamate
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A métabolisme cérébral ZPIC
% Pa0, ouverture de la barriére
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| w perfusion cérébrale
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Figure 1: Mécanisme contribuant &la mort cellulaire lors d’ une crise convulsive
(Podelle, 1996)



I.4. SIGNES CLINIQUES

Les convulsions sont une les anomalies neurologiques les plus rencontrées en médecine
vétérinaire; leur compréhension permet d orienter |e diagnostic.

Les convulsions peuvent étre classées en deux grands groupes selon leurs manifestations
cliniques et éectroencéphaographiques lorsque cet examen est disponible: les «crises
généralisées» et les «crises partielles».

La classification des crises convulsives est basée sur les signes cliniques et
électroencéphalographiques, chez ["'homme. Malheureusement, le manque de données
électroencéphal ographiques chez le chien empéche la réaisation d’ une classification aussi précise

gu’ en humaine.

[.4.1. CLASSIFICATION DES CRISES CONVULSIVES
Selon que la décharge se produit dans tout le cortex cérébral ou seulement une région de
celui-ci, les crises sont dites « généralisees » ou « partielles » (Anonyme, 2006).
1.4.1.1. Les crises généralisées
Elles se manifestent par des perturbations psychiques, sensorielles et motrices. On peut distinguer :
a. Lescrises de grand mal

v/ Phase d’aura

C'est la période prémonitoire, I’animal devient triste, inquiet ou agité; il change d’ attitude.
Elle peut durer plusieurs minutes.

v/ Phase tonigue

Caractéristique de la crise du grand mal elle débute par une chute brutale sur le sol, I’animal
est en décubitus latéral, membres tendus, téte en arriére, colonne vertébrale en hyperextention
(opisthotonos), et les méchoires serrées. Les pupilles sont en mydriase avec les yeux fixés. La
respiration est arrétée (apnée). Cette phase dure 1 a2 minutes.



v/ Phase clonigue

Durant cette phase, sont observés : des mouvements de pédalage des membres, nystagmus,
des machonnements; des mouvements respiratoires saccadés, une salivation abondante,

mousseuse, parfois, émission d’urine de feces.

Cette phase est peu plus longue que la phase tonique, elle dure environ 3 a6 minutes. Les
contractions cloniques deviennent peu a peu moins fortes et moins nombreuses.
Lacrise setermine par une:

v/ Phase de stertor

Caractérisée par une respiration bruyante, due a I’encombrement des voies respiratoires

supérieures par la salive « respiration stertoreuse ». Puis : un retour au calme est observé. Certaines
anomalies comportementales peuvent réapparaitre (période de confusion, période de sommeil
prolongee).

b. Lescrises de petit mal
Caractérisées par une bréve perte de conscience (absence) de quelques secondes ; ces pertes sont
associées ou non a des phénomenes moteurs mineurs. Le plus souvent ces crises passent i napergues.

1.4.1.2. Les crises partielles ou localisées

Elles peuvent prendre plusieurs formes:

a. Laforme a dominante motrice

Se caractérise par des contractions tonico-cloniques (convulsions), limitées a une région ou des
crises giratoires I’ animal, qui tourne en rond, puis tombe et perd conscience.

b. Laforme a dominante psychique

Dominée par des hallucinations : I’animal parait impressionné par un objet imaginaire, et essaie

par exemple de capturer une mouche.

c. La forme psychomotrice
L’ animal présente des mouvements de méchonnement plus ptyalismes ainsi qu’ une altération de la

conscience.



NB :_les crises partielles peuvent étre les prodromes d'une crise généralisée : c'est-a-dire qu’elles
peuvent se généraliser en quelques minutes, ce qui rend la distinction avec la crise généralisée
difficile; surtout en absence d’ observation directe (Moraillon, 1998).

[.5. DIAGNOSTIC

Bien que le diagnostic des crises convulsives soit en général assez simple, il est impératif de
Sassurer que I’on est bien face a ce type de signes cliniques en premier lieu. Le diagnostic de
I’épilepsie se fait ensuite par exclusion de toutes les autres causes pouvant donner lieu a des

convulsions (Frontini, 2006)

[.5.1. DIAGNOSTIC ETIOLOGIQUE

Plus complexe, le diagnostic étiologique est souvent difficile ; cependant un bon examen
clinigue succédant & une anamnese bien faite, le tout renforcé par quelques examens
complémentaires, permettra une bonne approche (Moraillon ,1998).

Les syndromes convulsifs sont fréquents en médecine canine, un peu moins en médecine
féline.
1.5.1.1. Anamnése et commeémoratifs

Le dialogue avec le propriétaire est indispensable pour éablir le diagnostic des crises
convulsives. La plupart du temps le vétérinaire ne voit pas I'animal en crise et doit se référer
completement aux dires du propriétaire. Ainsi il est important d'insister sur le déroulement de la
crise, la nature, la durée, I'éat de I'animal avant et apres la crise. (Fanuel-Barett, 1992 in
Frontini ,2006).
Selon Shell, I'approche clinique d’un animal qui présente des crises convulsives devrait se faire en
trois étapes:

1. Obtention d’une description précise de I'activité de I'animal (niveau de conscience,
mouvement involontaires, salivation, miction, défécation, durée des crises, phase
d’aura...).

2. Recueil de I'historique (médication en cours, antécédents pathologiques, traumatismes,
possible exposition a des toxiques sans oublier le statut vaccinal)

3. Realisation d’un examen clinique général ainsi qu’un examen neurologique complet. (Shell

,1998 in Ville ,2005)

1.5.1.2. Examen clinique (général)



|1 doit étre complet ; avec une attention particuliére accordée aux appareils : cardiovasculaire
et locomoteur ;
Appareil cardiovasculaire: dont certaines anomalies engendrent une insuffisance circulatoire
responsable de troubles cérébraux.
Appareil locomoteur : développement d’ une amyotrophie localisée. (Lapras, et a. 1976 in Huguet,
1988).

1.5.1.3. Examen physique et neurologique

Il associera:
s/ L’observation des réactions posturales : sautillement, proprioception
v/ Un examen de la sensibilité ;

v Un examen ophtalmique : test du clignement a la menace ; réflexes pupillaires...

Cependant, un examen classique ne permet pas d exclure une cause intracranienne (épilepsie
essentielle (Moraillon ,1998).



1.5.1.4. Bilan de I'examen clinique

Suite a la réalisation de I'examen clinique de I'animal, il peut étre proposé au propriétaire

différentes options:

Vv Ne pas réaliser plus d'examens: cette attitude est envisageable si aucun déficit
neurologique n'a été constaté, si les crises sont d'emblée généralisées et que I'animal est
considéré comme normal entre les crises.

Vs Réaliser certains examens nécessaires a I'élimination d'une cause métabolique ou d'une
cause structurale, en fonction des hypotheses diagnostiques les plus probables.

s/ Faire réaliser tous les examens nécessaires pour s'assurer qu'aucune autre affection ne

peut expliquer les crises convulsives récidivantes. (Cauzinille, 2000 in Diard, 2004).

[.5.2. DIAGNOSTIC DIFFERENTIEL DES CRISES CONVULSIVES

De nombreuses pathologies peuvent étre a I’ origine de la survenue de crises convulsives. ||
est possible d établir une liste dans le cadre d’un diagnostic différentiel et de les classer selon des
facteurs spécifiques comme: I'é&ge, le sexe, la race, la rapidité d apparition... (Jones in Schear
,2006).
L’ &ge du patient est un bon critere al’ établissement des hypothéses diagnostic, en effet :
S le chien a moins d'un an, les causes congénitale, héréditaire, infectieuse, métabolique, toxiques

sont privilégiées.

Sil aentre 1 et 3 ans, |’origine génétique (épilepsie essentielle), et toutes les autres causes sont
envisageables.
Enfin s'il est &4gé de plus de 4 ans, Les troubles métaboliques (hypoglycémies), les troubles

cardiovasculaires (arythmie, thromboembolie) ou les tumeurs (primitive ou métastasique) sont des
étiologies fréguentes. (Loden et al; 1983 in Huguet.1988).



1.5.3. EXAMENS COMPLEMENTAIRES : (Moraillon ,1998)
Les examens complémentaires sont choisis en fonction des hypothéses diagnostiques

retenues, de la motivation du propriétaire et du rapport colt/sensibilité/spécificité des examens

(Tableau I).

Tableau |1 : Examens complémentaires

Examens nécessaires

Numération et formule sanguine
Urée-créatinine, Calcium, glycémie;;
Phosphatase alcaline, transaminases SGPT

Examens souhaitables

Ponction du liquide céphalo-rachidien (pression, nombre de

cellules, taux de protéines) (D’

Radiographie du crane, EEG apr

Examens utiles dans Scintigraphie ; €s
certains cas Scanner. échographie Mo
rail

lon et al, 2008)

Le diagnostic d'épilepsie essentielle reste un diagnostic d exclusion.
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Il.  TRAITEMENT

Plusieurs molécules antiépileptiques sont a la disposition du vétérinaire : elles permettent
d empécher I’ apparition et la propagation des phénomenes électriques anormauix au sein du cortex
cérébral, afin de controler les crises convulsives.

Le but du traitement est de rendre une vie a peu pres normale a I’animal et au propriétaire.
(Thomas ,2000 in Bieder, 2001).

[1.1. PRINCIPES GENERAUX

Le traitement de la crise est a distinguer du traitement de fond qui durera des années, voire toute
lavie del’animal, car in n’ existe pas de traitement curatif (Touitou, 2007).
Le traitement a pour objectif la suppression des crises épileptiques, en évitant au maximum les
effets indésirables aux patients (Talber et al .2008). Il est inutile de traiter un animal dés la lere
crise et il faut éviter de traiter un animal avant d’ établir un diagnostic étiologique, sauf si les crises
sont trop fréguentes ou trop graves (Moraillon, 1998).
Il est fortement conseille de commencer par une monothérapie, plutbt qu’une polythérapie.
(Thomas, 2000; in Bieder ,2001) et dinstaurer le traitement progressivement, avec un
anticonvulsivant choisi selon le syndrome convulsivant. La posologie sera augmente jusgu'a
disparition totale des crises, dans la limite d'une tolérance progressive. En cas d efficacité
insuffisante, il est impératif de changer d anticonvulsivant en respectant les mémes regles
dinstauration progressive. La bithérapie ne doit étre instaurée qu'aprés échec de plusieurs
monothérapies (Talbert et al, 2008).
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[1.2. DEFINITION DES ANTICONVULSIVANTS

Ce sont des médicaments capables de supprimer ou de diminuer la durée, lafréguence, ou la
sévérité des crises convulsives, et les autres manifestations de I’ épilepsie (Talbert et al , 2007) tout
en n’entrainant pas la sédation totale du systeme nerveux central (Herve, 1999). Cette médication
est donc suspensive des crises mais non curative (Cohen, Jacquot, 2008).

[1.3. CLASSIFICATION DESANTICONVULSIVANTS
Tableau |11 : Classification des molécules anti-convulsivantes
Anticonvulsivants de premiere génération
Anticonvulsivants Phénobarbital (Aparoxal ®, Gardénal®)

barbituriques Primidone (Mysoline®)

Anticonvulsivants non | Phenytoine (Di-hydan®)
barbituriques Fosphénytoine (Prodilantin®)
Valproate de sodium (Dépakine®)
Carbamazépine (Tégrétol®)
Ethosuximide (Zarontin®)
Clonazepam (Rivotril®)
Diazépam (Valium®)
Anticonvulsivants de deuxiéme génération
Valpromide (Dépamide®)
Felbamate (Taloxa®)
Progamide (Gabréne®)
Vigabatrin (Sabril®)
Lamotrigine (Lamictal®)
Gabapentine (Neurotin®)
Tiagabine (Gabitril®)
Topiramate (Epitomax®)

(D’ apres Soriet et al, 1997)
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1.4 MODE D’ACTION DES ANTICONVULSIVANTS

Les anticonvulsivants sont des molécules permettant de stabiliser les membranes neuronales
et de diminuer la propagation de I’ excitabilité menant a des convulsions. Cela est permis, soit par
une diminution de la conductivité ionique et de | hyperpolarisation des membranes, soit
indirectement par potentiaisation de I’ activité des neurotransmetteurs inhibiteurs comme le GABA
(Dyer et Shell ,1993; in Frontini ; 2006).

[1.5. EFFETS INDESIRABLES DES ANTICONVULSIVANTS

La toxicité potentielle des différents médicaments utilisés est un souci constant lors du suivi
des patients. (AUZEPY ET MANIGAND ; 1990), ains la surveillance du traitement est cruciale car
un méme médicament contréle certaines types de crises mais peut en aggraver d’ autres (Touitou,
2007)

Certaines réactions sont en rapport avec I'activité pharmacologique du produit ; elles
peuvent étre le résultat d'un surdosage a I'occasion d'un exces d absorption, d'un défaut
d éimination ou fait essentiel, d'interactions métaboliques entre différents médicaments pris
conjointement (Auzepy et Manigand, 1990)

Ces effets indésirables peuvent étres précoces ou d apparition plus tardive et concernent

auss bien le systeme nerveux central que le systeme gastro-intestinal, cutané ou d’ autres.
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I1.6. LE PHENOBARBITAL & LA CARBAMAZEPINE
Dans le cadre de ce travail, nous détallerons particulierement deux molécules
anticonvulsivantes : le phénobarbital (barbiturique) et la carbamazépine (non barbiturique) qui ont

fait I’objet de notre travail expérimental.

[1.6.1. LE PHENOBARBITAL

11.6.1.1 Dénomination

Dénomination commune internationale : Phénobarbital
Nom commercial : Gardéna®l

[11.6.1.2. Formule et forme pharmaceutique

Moo
% e NP
o=
N$<C¢Hs
4 o
Figure2: Formule du phénobarbital (Cohen et Jacquot, 2008)

Le phénobarbital est une molécule dont |’ activité anticonvulsivant est potentialisée par la présence
d’un groupement phényl en position 5. (Mc Namara ,1996 in Bieder ,2001).

Forme pharmaceutique : orale et injectable

11.6.1.3. Posologie

Chez le chat : 1,5 42,5 mg/kg 2 fois/jour
Chez lechien: 2 a3 mg/Kg/2 foig/jour.
(Moraillon, 1998)
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11.6.1.4. Pharmacocinétique

a. Absorption

Le phénobarbital est un acide faible, il est donc bien absorbé par le tube digestif apres une
administration orale : sabiodisponibilité orale est de 85 & 95% (Boothe ,1996 in Diard ,2004).

La concentration plasmatique maximale est obtenue en 4 a 8 heures apreés prise orale (Moraillon,
1998). Sa demi-vie est de 48 a 72 heures et I’ équilibre thérapeutique est obtenu en 2 semaines.

b. Distribution

Le phénobarbital se fixe a 45% sur les protéines plasmatiques. (Boothe,1996 in
Diard ,2004). La concentration plasmatique d’ équilibre n’est atteinte que trés lentement : 10 a 15
jours.
Les variations du PH sanguin modifient |les rapports de concentration entre formes ionisées et non
ionisées et modifient le transfert du plasma vers les tissus.
Le phénobarbital diffuse dans tout I’ organisme, notamment dans le cerveau, en raison de sa
liposolubilité (Schmitt, 1980).

c. Biotransformation
Le phénobarbital est pour 80%, métabolisé en dérivé p-hydroxylé et éliminé sous forme glucuro-
conjugué. (Schmith ; 1980)

d. Elimination

Environ 25% de la molécule meére est éliminée par le rein. L’acalinisation des urines
diminue sa réabsorption tubulaire par ionisation de la molécule et donc augmente son excrétion
urinaire (Mc Namara ; 1996, in Bieder ,2001).

e. Mécanisme d’ action

Le phénobarbital agit en augmentant le seuil épileptogene et en diminuant la propagation
des décharges neuronaes. |l déprime spécifiguement le centre moteur du cortex cérébra
(Boothe ,1998 in Diard ,2004).
Le phénobarbital diminue les crises épileptiques en améliorant la réponse a |’ effet inhibiteur post-

synaptiques du GABA (acide gamma aminobutyrique) par une action sur son récepteur. Il y a

15



Etude bibliographique Traitement

activation des canaux a chlore, ce qui provoque une augmentation intracellulaire de la concentration
en chlore et une hyperpolarisation membranaire. (Mc Namara ; 1996, in Bieder ,2001).

Le phénobarbital inhibe aussi I'action du glutamate et probablement le flux de calcium
transmembranaire neuronal .

Cette molécule a un effet antiépileptique a des doses inferieures aux doses hypnotiques. (Mc
Namara 1996, in Bieder ,2001). La concentration thérapeutique est comprise entre 14 et 45 pg/ml.
Dans cette fenétre de concentrations, 60% des chiens épileptiques traités voient leurs crises
disparaitre (Farnbach ,1984 in Frontini ,2006).

f. Effets secondaires

La sédation est |’ effet secondaire principal du phénobarbital mais €elle est surtout présente
dans les quelques semaines qui suivent soit la mise en place du traitement, soit | augmentation des
doses. Une hyperexcitabilité ou de I’ agitation peuvent également étre remarquées notamment dans
la premiere semaine de traitement. La polyurie, 1a polydipsie, la polyphagie et un gain de poids sont
les principaux effets secondaires along terme (Bollinger et Kline, 2000 in Frontini, 2006)
Une éévation moyenne a modérée des phosphatases alcalines et des autres enzymes hépatiques
peuvent également étre mises en évidence. Cependant cela n’indique pas forcément une atteinte
hépatique sévere. Les hépato-toxicités les plus importantes sont rencontrées dans le cas ou les
concentrations sériques en phénobarbital sont supérieures a 35ug/ml. Les signes cliniques sont alors
I’ anorexie, lasédation, I’ ataxie, I'ictére et I’ ascite (Thomas, 2000 in Frontini, 2006)

[1.6.2. LA CARBAMAZEPINE
11.6.2.1 Dénomination
Dénomination commune internationale : Carbamazépine

Nom commercial : Tégrétol®

11.6.2.2. Formule et forme pharmaceutique

CO—NH,

Figure 3: Formule de la carbamazépine (Cohen et Jacquot, 2008)
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La carbamazépine n’ existe que sous forme orale. (Katzung ,2006).
11.6.2.3. Posologie
10 mg/ Kg/ 2 fois par jour. (Moraillon et al ,2007).

11.6.2.4. Pharmacocinétique
a. Absorption

L’ absorption de la carbamazépine est lente et aléatoire car présente une tres faible solubilité
en milieu agueux. La biodisponibilité absolue ne peut étre évaluée car il n’existe pas de forme

intraveineuse (Katzung ,2006).
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b. Distribution
La carbamazépine est fortement liée aux protéines plasmatiques (70 a 80%). Elle diffuse rapidement

dans I’ organisme (Houin ,1990).

c. Biotransformation

La carbamazépine est métabolisée dans le foie (Neal ,2003) ; Elle est métabolisée en un
métabolite correspondant au dérivé 10-11 époxyde; ce dernier est stable, actif, et peut étre
responsable d’ effets indésirables. (Houin ,1990 ; Cohen, 2008).

Les principales voies métaboliques sont : L’ époxydation, |’ hydroxylation, et la glucoroconjugaison
(Houin ,1990).

d. Elimination

Rénale

e. Mécanisme d’ action
La carbamazépine est active sur les convulsions dues au choc éectrique maximal. Elle
bloque les canaux sodiques et diminue la transmission synaptique en agissant au niveau pré

synaptique (Katzung ,2006).

f. Les effets secondaires

La carbamazépine est un inducteur enzymatique ; son efficacité peut diminuer au bout d'un
certain temps. Le phénoméne dépuisement est di a sa caractéristiqgue d auto-induction
enzymatique. (Houin ,1990 ; Auzepy et Manigang , 1990).

Les principaux effets secondaires sont la sédation, sécheresse de la bouche, vomissement.

I11. EVALUATION DE L'EFFICACITE ET DE LA SECURITE D’UNE
MOLECULE THERAPEUTIQUE

Le développement d'un nouveau médicament est long processus semé de nombreux
d obstacles, dont la durée moyenne varie de 7 a 12 ans. A I'issue de cette période, une demande
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d autorisation de mise sur le marché (AMM) est déposée par le laboratoire pharmaceutique aux
autorités compétentes de chague pays.

Ledossier d AMM comporte trois parties :

Une expertise analytique : ou sont répertoriées les caractéristiques physico-chimiques et les
méthodes de fabrication et de contrdle.

Une expertise pharmaco-toxicologique: qui comporte les études pharmacologiques et
toxicologiques chez I'animal.

Une expertise clinique : correspondant aux études d’activité du médicament chez ’lhomme ou
I’espece cible, sur son métabolisme sa toxicité éventuelle a court ou long terme.

Ces études se divisent en quatre phases :
v Phasel : Etude de la sécurité de la molécule thérapeutique (pharmacocinétique).

v Phase IlI: Etude de [|'activité, son but est de rechercher la dose efficace;
(pharmacodynamie).

v Phase Il : Etude d efficacité, son but est de démontrer |’ efficacité thérapeutique (essais
comparatifs) et latolérance.

v Phase |V : Etude d' utilité, son but est de mesurer |’ efficacité, du bénéfice, du risque dans les

conditions usuelles de prescription (pharmacovigilance).

(Talbert et al, 2007).

La sécurité et |'efficacité des médicaments doivent étre définies avant qu'ils ne soient
commercialisés. Outre les étudesin vitro, la plupart des effets biologiques de la molécule se doivent
d étre caractérisés chez |’animal avant de débuter |es essais chez I’ homme.

Nous insisterons dans ce présent travail sur les études menées chez I’animal ;
[11.1. CONDITIONS D'EFFICACITE

Ces conditions sont déterminées par les études pharmacodynamiques et pharmacocinétiques.

[11.1.1. ETUDES PHARMACODY NAMIQUES
Elles visent a définir I'effet principal du produit ou I’ effet thérapeutique, son mécanisme
d action, ses effets secondaires et les doses relatives entrainant |'effet principa et les effets

secondaires.
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En pratique : la premiére phase est celle du «screening» qui correspond a I’ exécution systématique
d une série de tests qui permettent de mettre en évidence I’ activité et la sélectivité du médicament.
La deuxieme phase comporte souvent, chez différentes espéces animales, des études approfondies
précisant I’ effet observé chez I’ animal sain ou chez I’anima malade.

Ces études sont |e plus souvent réalisées chez le rat, le lapin ou le chien.

111.1.2. ETUDES PHARMACOCINETIQUES

Elles conditionnent les conditions d’ absorption, de diffusion et d’ éimination du produit, et

de son métabolisme dans I’ espéce concernée (Bouvenot etVray, 2006).
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[11.1.3. TESTS SPECIFIQUES AUX ANTICONVULSIVANTS
Les méthodes d’ étude consistent a rechercher soit la dose d’ antiépileptique qui empéche la
crise convulsive électrique, soit la dose qui éléve le seuil d’excitation éectrique en faisant varier

I"intensité et la durée de la stimulation é ectrique ou chimigque (Cohen et Jacquot, 2008).

Crises convulsives expérimentales

Elles consistent ainduire des convulsions : électriquement, chimiquement...
Excitation éectrique : un électrochoc est pratiqué sur I’animal (rat, lapin, souris...), par stimulation
électrique trans-cranienne a I’ aide d’ électrodes temporales, auriculaires...puis un courant électrique
est appliqué ; et I'animal est observé.
Excitation chimique : Par administration d’ un stimulant bulbaire, le pentétrazol ...
Crise audiogene : la perception d’un son de longueur d onde, fréquence et intensité déterminées
(sifflet de Galton) provoque des crises convulsives chez la souris et le rat, apreés un temps de latence
de 20 & 30 secondes.
Foyer épileptogene chronique : des Iésions situées dans le pont, par congélation localisée ou par

dépot stéréotaxique d’alumine, créent un foyer épileptogene chronique.
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[11.2. CONDITIONS DE SECURITE

Ces conditions sont définies par |es études toxicologiques.

[11.2.1. ETUDES DE TOXICITE AIGUE

Elles visent a déterminer les doses toxiques chez I’animal et les organes souffrant sélectivement de
cette toxicité.

Elles sont pratiquées chez deux espéces de mammiféres au moins; avec deux voies
d administration au moins ; une seule administration avec 14 jours d' observation.

Pour chague condition expérimentale, sont déterminées :

- Ladoselétale 50 (DL 50), dose maximale tolérée sans mort ;
- Ladoselétale 100(DL 100), dose minimale pour induire la tous les animaux meurent ;

- Lesconditions de lamort (convulsions, mort brutale... et si possible la cause de la mort).

111.2.2. ETUDE DE TOXICITE SUBAIGUE ET CHRONIQUE

Ce sont des études de toxicité en administration réitérée:
Les éudes sont effectuées sur deux especes de mammiféres, dont I'un n’est pas un rongeur (par
exemple le rat ou le chien). Le choix de I’ espéce dépend du métabolisme de la substance, qui doit
étre proche du métabolisme prévisible chez I’ espéce cible.
Dans chaque espéce, quatre lots d’animaux sont individualisés: trois d entre eux recoivent trois
doses différentes du produit et un lot sert de témoin.
Les doses sont déterminées en fonction des données de la toxicité aigue. 1l est utile que la dose
supérieure fasse apparaitre des effets nocifs.
La voie d'administration est la voie prévue pour |’emploi thérapeutique. L’administration est
poursuivie chague jour, durant 6 mois, un an ou plus. La durée de I'éude dépend de la durée
prévisible de la prescription thérapeutique chez I’ espéce cible.
La survellance est clinique, biologique, paraclinigue e, a terme, anatomique.
Tous les animaux sont sacrifiés. Tous les organes sont systématiquement pesés et étudiés en
histologie.
Les diverses données de toxicologie sont interprétées en fonction de I’ exposition des animaux ala
substance étudiée. |l faudra, par exemple, connaitre avec précision les concentrations plasmatiques
d' une substance chimique en fonction des différentes doses administrées, afin d'interpréter les
données de toxicologie sur de nombreuses éudes pharmacocinétiques. (Bouvenot et Vray, 2006).
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Les objectifs de I’ étude de la toxicité subaigué et chronique sont de mettre en évidence les organes

sensibles al’ action toxique du médicament.

Seront également effectuées :
v/ Lesétudes sur les effets sur la fonction de reproduction ;

v/ L’étude de mutagénese ;
v/ Les études de cancérogénese.

(Katzung, 2006)
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Etude expérimentale Objectifs, Matériels & Méthodes

|.  OBJECTIFS

Notre étude avait pour principaux objectifs :
1. L’évaluation des propriétés anti convulsivantes de deux médicaments antiépileptiques :
- Le Neurolal®, générique du phénobarbital, produit SAIDAL versus Gardénal® (produit de
référence).
- La Neurozepine®, générique de la carbamazépine produit SAIDAL versus Tégrétol®

(produit de référence).

2. La réalisation d’'une étude comparative de la toxicité subaigué du Neurolal® versus

Tégreétol®.

L’étude s’est déroulée au sein du Laboratoire de Pharmacotoxicologie du Centre de

Recherche et Développement (Mohammedia) du groupe SAIDAL.

Il.  MATERIELS & METHODES

II.1. ETUDE DES PROPRIETES ANTI CONVULSIVANTES (TEST DE
L’ELECTROCHOC)

[1.1.1. ANIMAUX

Des souris de souche NMRI (Naval Memorial Research Insetute), de sexe male et pesant 20
g ont été réparees aléatoirement en 5 lots de 10 souris chacun.
Les cinquante souris regu une alimentation identique a base de granulés (ONAB) et un
abreuvement ad libitum.
Les souris étaient hébergées dans une animalerie standard présentant une humidité de 55 a 60 %
et une température contrélée de 21°C + 2°C. Enen la durée de I’éclairement était de 12 heures.

Les souris étaient mises a jeun, la veille du test.
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[1.1.2. MATERIELS

[1.1.2.1. Pe=ts matériels et instruments

PETITS MATERIELS
ET CONSOMMABLES

INSTRUMENTS

Mortier en porcelaine

Balance pour animaux

Sonde de gavage

Appareil a électrochoc « Rodent Shocker »

Cages

Eprouvee=es de 10, 20, 50,100 ml

Seringues de 1ml, 2ml

[1.1.2.2. Produits chimiques et réace=fs

Neurolal® SAIDAL Eau distillée
Gardénal® SANOFI-AVENTIS Eau physiologique 0, 9 %.
Neurozepine® SAIDAL Tween

Tégrétol® NOVARTIS

La préparation des solutions correspondantes est détaillée en annexe.

[1.1.3. METHODES

Les cinquante souris ont été réparees en 5 lots de 10 souris chacun :

- un lot témoin(T) ;

- unlotessail(E1l), traité avec le Neurolal®;

- unlotessai2(E2), traité avec la Neurozepine® ;

- unlot essai 3(E3), traité avec le Gardénal® ;

- unlot essai4 (E4), traité avec le Tégrétol®.

(Tableau 1)

Les produits a tester ont été administrés per os par gavage.
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[1.1.3.1. Modalités et réalisa®on du gavage
Le volume de 0.5 ml est le volume idéal qui peut étre toléré par I'estomac d’une souris. Ce
volume a été administré a l'aide d’une sonde de gavage, qui a été introduite délicatement a

I'intérieur de I'cesophage de la souris (voir figure).

Tableau | : Traitements administrés aux cing lots expérimentaux lors du test d’efficacité

LOTS TRAITEMENTS ADMINISTRES

Témoin Eau disellée dans un volume de 0.5 ml par souris.

Essai | 10 mg par kg de Neurolal® dans un volume de 0.5 ml par souris.
Essai Il 10 mg par kg de Gardénal® dans un volume de 0.5 ml par souris.
Essai lll 50 mg de Neurozepine® dans un volume de 0.5 ml par souris.
Essai IV 50 mg de Tégrétol® dans un volume de 0.5 ml par souris.

[1.1.3.2. Réalisation de I'électrochoc

Dans les 5 a 60 minutes apres I'administraeon du produit a tester les souris sont choquées

selon le protocole suivant :
Apres avoir revétu des gants isolants, les pinces des électrodes humectées d’eau physiologiques
ont été placées sur les oreilles des souris et un choc électrique de 10 mA a été appliqué pendant
0.2 secondes, a=n d’obtenir des crises tonico-cloniques (Figure 1).
Le comportement des souris a été ensuite observé pendant 2 minutes et les manifestaeons de
crises : cloniques et/ou toniques ont été notées pour chacune des souris.

Aprés 60 minutes d’administraeon des produits a tester, les signes cliniques suivants sont
recherchés :

- Ladiminution de I'activité locomotrice et du thigmotaxis ;

- Ladiminution de redressement ;

- L’absence de toilettage ;

- Somnolence ;
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- Une diminution de la défécation.

2005/06/27 00:48

2009/06/27 00:50 ZDHS_/OE/Z?!DD 51
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| — Contention de la souris

I1- Administration par gavage gastrique différentes doses des produits aux souris
[11- Immerger les pinces au préalable dans I eau physiologique conductrice

IV- Mettre des pinces ala base des oreilles de la souris

V- Stimulation durant 3 secondes a I’ aide o un courant éectrique (1 220 mA)

Figurel : Différentes éapes de réalisation de I’ éectrochoc (Photos personnelles)

I1.2. ETUDE DE LA TOXICITE SUBAIGUE
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[1.2.1. ANIMAUX

Vingt quatre (24) rats males, adultes, de souche Wistar, 4gé de 16 semaines (Elevage CRD,
SAIDAL) ont éte utilisés afin d’éliminer les effets liés a I'dge, au sexe, aux variations hormonales,
stade physiologique ; gestation, maladie ...
Aprés un temps d’adaptaeon de 10 jours, les rats ont été répares aléatoirement en 3 lots de 8
sujets chacun et recevaient une alimentation et un abreuvement ad libitum.
Les rats étaient isolés en cage ; dans une animalerie standard présentant une humidité de 55 a 60
%, une température contrdlée de 21°C + 2°C et une photopériode de 12 heures.

Les rats ont été mis a jeun 18 heures avant la réalisaeon du test.

11.2.2. MATERIELS

[1.2.2.1. Petits matériels et instruments

Petits matériels et consommables Instruments
Micropipe=es 10 pl, 50 pl, 100 pl, 1000 pi Spectrophotométre
Tubes & essais héparinés, citraté et EDTA Automate d'hématologie
Tubes capillaires héparinés Balance analytique
Sonde de gavage pour rat Balance d'animaux
Cristallisoir Centrifugeuse
Eppendorfs Agitateur
Seringues de 5 ml Bain-marie
Mortiers et pilons Etuve

11.2.2.2. Produits chimiques et réactifs
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Produits chimiques Réactifs

Neurolal® SAIDAL 100mg Tween 80

Gardénal® SANOFI-AVENTIS 100mg Eau physiologique 0, 9 %.

Eau distillée

Réactifs de dosage des paramétres biochimiques
(glucose, urée, créatinine, cholestérol, triglycéride)

11.2.3. METHODES

Les vingt quatre rats ont été répartis en trois lots de huit rats selon le schéma expérimental
suivant :
- un lot témoin (T) ;
- unlotessai 1 (E1), traité avec le Neurolal® ;

- unlot essai 3(E2), traité avec le Gardénal®.

Une dose sub-thérapeutique des produits testés a été ainsi administrée quotidiennement aux rats des
lots E1 et E2 pendant une période de deux semaines (Tableau Il).

Tableau |1: Traitements administrés aux trois lots expérimentaux lors du test de toxicité

LOTS TRAITEMENTS ADMINISTRES

Témoin Administration quotidienne de 2ml de la solution véhicule (Eau distillée)
achague rat pendant 14jours

Essa 1 Administration quotidienne de 8 mg par kg de Neurolal® par voie orale
dans un volume de 2 ml & chaque rat pendant 14jours

Essa 2 Administration quotidienne de 8 mg par kg de Gardéna® par voie orale
dans un volume de 2 ml & chaque rat pendant 14jours

La préparation des solutions correspondantes est détaillée en annexe.

Pendant toute la durée de I’ expérimentation, les animaux ont éé mis en observation afin de déceler
toutes manifestations éventuelles de toxicité consécutive a I'accumulation du produit dans

I’ organisme.

Outre une observation minutieuse du comportement, les mesures et examens suivants ont éé

réalisés:
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v/ Etude del’évolution pondérale;
v/ Examens hématologiques et biochimiques

v Autopsie

La pesée des animaux a été faite au 1%, au 7° au 14° jour du traitement.
Trois prélevements sanguins de 4 ml ont éé effectués a J1, J7 e J14 soit un total de 72
prélevements.

Un volume de 1 ml est prélevé sur tube EDTA en vue de I’ étude des paramétres hématol ogiques et
un volume de 3 ml est recueilli sur tube sec ou hépariné afin de réaliser les |’ analyse de différents

paramétres biochimiques (Tableau 111)

Tableau |11 : Paramétres hématol ogiques et biochimiques étudiés lors du test de toxicité

PARAMETRES HEMATOLOGIQUES PARAMETRES BIOCHIMIQUES
Numérations des globules blancs Dosage de laglycémie

Numération des globules rouges Dosage de I’ urée

Détermination du taux d' hématocrite Dosage de la créatinine
Détermination du taux d’hémoglobine Dosage des triglycérides
Numérations des globules blancs Dosage du cholestérol

Les parametres hématol ogiques ont été mesurés par un automate d’ hématologie.

Les protocoles de dosage des paramétres biochimiques ont été détaillés en annexe.
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1. RESULTATS

[11.1. EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTI-CONVULSIVANTE
[11.1.1. MOLECULES BARBITURIQUES GARDENAL® ET NEUROLAL®

L’évauation de I'activité anti-convulsivante par le test de I'éectrochoc des deux
barbituriques : le Gardénal® (produit de référence) et le Neurolal® (produit générique), a permis de
mettre en évidence: une réduction de 60% et 70 % des crises toniques chez les souris traitées
respectivement avec le Neurolal® et le Gardéna® et de 70 % des crises cloniques par rapport aux
souris du lot témoin (Tableau 1V et Figure 2).

Tableau IV: Moyennes et Pourcentages de réduction des crises convulsives
aprés traitement par le Gardéna® et le Neurold®

Lots Moyenne PR Moyenne PR
des crises toniques (%) des crises cloniques (%)
Témoin 1 0 1 0
Essai | (Neurola®) 0,3 70 0,3 70
Essai Il (Gardéna®) 0,4 60 0,3 70

Les résultats détaillés sont présentés en annexe.
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Figure 2 : Activité anticonvulsivante du Gardénal® et du Neurolal®
La différence observée entre les effets anticonvulsivants des deux barbituriques était non
significative (I’anayse des moyenne par le test de Student n'a montré aucune différence
significative des moyennes au seuil de 5 %)

[11.1.2. MOLECULES NON BARBITURIQUES NEUROZEPINE® ET TEGRETOL®
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L’ évauation de I’ activité anti-convulsivante par le test de I’ éectrochoc des deux produits
non barbituriques : le Tégrétol® (produit de référence) et la Neurozepine® (produit générique), a
permis de mettre en évidence : une réduction de 70 % des crises toniques chez les souris traitées le
Tégrétol® et la Neurozepine® et de respectivement 80 % et 60 % des crises cloniques par rapport
aux souris du lot témoin (Tableau V et Figure 3).
Tableau V: Moyennes et Pourcentages de réduction des crises convulsives apres traitement par le
Tégrétol® et la Neurozepine®

Lots Moyenne PR Moyenne PR

des crises toniques (%) des crises cloniques (%)
Témoin 1 0% 1 0%
Essai 111 (Neurozepine®) 0,3 70 0,4 60
Essai IV (Tégrétol®) 0,3 70 0,2 80

Les résultats détaillés sont présentés en annexe.
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Figure 3: Activité anticonvulsivante de la Neurozepine® et du Tegretol®.
La différence observée entre les effets anticonvulsivants des deux médicaments non
barbituriques testés était non significative (I’ analyse des moyenne par le test de Student n’a montré
aucune différence significative des moyennes au seuil de 5 %)

[11.2. ETUDE DE TOXICITE SUBAIGUE
[11.2.1. OBSERVATION CLINIQUE

[11.2.1. Manifestations cliniques
Aucun signe clinique ou comportemental n’a été releve chez les animaux traités au cours de

notre protocole expérimental .

[11.2.2. Mortdlité
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Aucune mortalité n’ a été rapportée que ce soit dans e lot témoin ou les lots traités durant les

14 jours de I expérimentation.

[11.2.3. Evolueon pondérale
Le poids corporel des rats traités est resté comparables a celui des rats témoins pendant les

deux semaines d’ expérimentation (Tableau VI et Figure 4).

Tableau VI: Evolution pondérale des rats témoins versus rats traités

Lot Témoin Lot Essai | Lot Essai Il
JO 248,25 + 7,09 248,00 + 6,02 250,63 £ 2,13
J7 253,88 + 3,76 250,38 + 2,67 255,00 + 2,27
J14 259,75 + 5,90 251,88+ 2,75 256,75 + 2,60
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Figure 4: Evolution pondérale des rats témoins et des rats traités.

[11.2.4. Etude des paramétres biochimiques
Les tableaux suivants résument les résultats de I'éude de I'évolution des parametres
biochimiques aprés administration de Neurolal® et Gardénal® pendant 14 jours.

Les résultats détaillés sont repris en annexe.

Tableau V1I: Moyennes des valeurs de la glycémie (g/l) des rats des lots témoin et traités.
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Temps (j) Lot Témoin Lot Essai | Lot Essai |l
JO 0,84 + 0,07 0,81+ 0,03 0,85+ 0,02
J7 0,80 £ 0,02 1,00 + 0,05 0,88 + 0,03

J14 0,77 £ 0,02 0,98 + 0,08 0,87 £ 0,02
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Tableau VIII: Vdeurs moyennes de la cholestérolémie (g/l) des rats des lots témoin et traités.

Temps (j) Lot Témoin Lot Essai | Lot Essai |l
JO 0,68 + 0,04 0,70 £ 0,08 0,70+ 0,06
J7 0,67 + 0,04 0,82 + 0,14 0,85+ 0,23
Ji4 0,66 + 0,03 0,77+ 0,12 0,80 + 0,07

Tableau I X: Vaeurs moyennes des triglycérides (g/l) des rats des lots témoin et traités.

Temps (j) Lot Témoin Lot Essai | Lot Essai |l
JO 0,53+ 0,08 0,53 + 0,10 0,58 + 0,11
J7 0,52+ 0,07 059 + 0,12 0,68 + 0,12
Ji4 0,50+ 0,02 0,58 + 0,14 0,62 +0,08

Tableau X : Valeurs moyennes de la créatinine (mg/l) des rats des lots témoin et traités.

Temps (j) Lot Témoin Lot Essai | Lot Essai |l
JO 75122 9,6+3,2 75+2,0
J7 8,3+2,2 11,6 £2,3 85+21
Ji4 9,6 £3,6 11,0+3,3 10,9 +3,3
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Tableau X1 : Vaeurs moyennes de la concentration de |’ urée en (g/l)
des rats des lots témoin et traités.

Temps (j) Lot Témoin Lot Essai | Lot Essai |l
JO 0,52 +0,03 0,47 +0,03 0,46 + 0,08
J7 0,51 +0,054 0,49 +0,038 0,48 +0,054

Ji4 0,530,029 0,50 +0,033 0,49 +0,063

L'éude des différents paramétres biochimiques a montré de l|égéres différences
significatives (avec le test de student au seuil de 5%) avant et aprés traitement pour les deux lots

essals, mais ces derniers restent dans les normes.

111.2.5. Etude des paramétres hématol ogiques

Les tableaux suivants résument les résultats de I'étude de I'évolution des parametres
hématologiques apres administration de Neurola® et Gardénal® pendant 14 jours.

Les résultats détaillés sont repris en annexe.

Tableau XI11: Vaeurs moyennes de la concentration d’ hémoglobine en (g/dl)

desrats témoins et des rats traités.

Temps (j) Lot Témoin Lot Essai | Lot Essai |l
JO 1474 + 0,28 | 146 =+ 0,37 14,94 + 0,29
J7 15,15 + 041 | 1547 = 0,17 14,38 + 1,02
J14 1490 + 0,28 | 1515 + 048 14,67 + 1,26

Tableau XI11 : Valeurs moyennes des globules blancs des rats des lots témoin et traités.

Temps (j) Lot témoin Lot I Lot I
JO 8,15+ 0,77 8,31+ 0,81 8,39 + 0,96
J7 7,10 + 0,66 7,80+ 0,72 6,37 +1,15

J14 7,85+ 0,85 7,48 +1,02 747+ 147

Tableau X1V: Valeurs moyennes des globules rouges des rats témoins et des rats traités.

Temps ())

Lot témoin

Lot essal |

Lot essai 1l
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JO 7,67 + 0,46 7,75+ 0,91 7,54+ 0,32
J7 7,68+ 0,29 7,58 + 0,48 7,82 + 0,59
Ji14 7,57+ 0,38 7,59 + 0,25 7,35+ 0,37

Tableau XV: Valeurs moyennes de I’ hématocrite des rats des lots témoin et traités.

Temps (j) Lot Témoin Lot Essai | Lot Essai |l
JO 4242 + 0,84 | 41,88 + 1,54 42,24 + 1,10
J7 4404 + 143| 4594 + 0,90 40,60 + 1,07
J14 4451 + 127 | 4482 + 1,05 42,63 + 3,16

L’ éude des différents parametres hématol ogiques a montré de |égéres différences entre les
trois lots, mais ces dernieres sont restés comparables a celles du lot témoin et dans les normes
physiologiques admises.

Ces différences étaient statistiguement non significatives (test d’ analyse de variance au seuil
de 5%).
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V. DISCUSSION & CONCLUSION

La sécurité et I'efficacité d'un médicament doivent étre définies avant sa
commercialisation. Outre les études in vitro, la plupart des effets biologiques de la molécule
médicamenteuse se doit d’ étre caractérisée chez I'animal avant de débuter les essais cliniques
chez I’ espéce cible. Dans notre pays, |'autorisation de mise sur le marché de médicament
vétérinaire sappuie exclusivement sur les résultats des études réalisées a I’ étranger.
Pratiquement seules les caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques sont vérifiées,
I"innocuité et I’ efficacité du médicament sont en revanche rarement contrélées.

Ce présent travail avait pour premier objectif, I’ évaluation de I’ efficacité et de I’innocuité
dune molécule thérapeutique et plus particulierement celles de médicaments
anticonvulsivants. Le second objectif a été de mener une étude d efficacité et de toxicité
comparative entre des médicaments anticonvulsivants « princeps »: le Gardéna® et le
Tégrétol® et « génériques » : le Neurola® et la Neurozepine®.

L’ éude d' efficacité a été réalisée ala dose de 10 mg/kg conformément aux travaux
antérieurs de Chapman et a (1982). Cette dose correspond a la dose efficace médiane qui
réduit les crises convulsives expérimental es de 50%. (DESO0).

Aucune différence significative n'a été constatée entre le Neurola® (générique
SAIDAL) et le Gardéna® (produit de référence AVENTIS). Les deux produits ont ainsi
réduit I’extension tonique des membres postérieurs des souris de plus de 50%, confirmant
I efficacité du phénobarbital dans la plus part des crises convulsives expérimentales (Tadman
et al, 1996). Notre étude a permis de montrer une efficacité équivalente du générique par
rapport ala molécule mére.

Une efficacité anticonvulsivante similaire a été obtenue avec la Neurozepine®
(générigque SAIDAL) et le Tégrétol® (produit de référence Novartis).  Les deux médicaments
ont réduit les crises toniques de plus de 50% chez les animaux testés (70% pour les deux
produits). Ces résultats sont en adéquation avec les données de la littérature concernant
I efficacité de la carbamazépine sur les convulsions provoquées chez des rongeurs, par la
stimulation électrique (Theobald et Kunz, 1963; Koella et al ,1976; Stanistaw et Czuczwar,
2005).
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L’étude toxicologique réalisée sur des rats males, adultes ; de souche Wistar a été
basée sur I'exploration de paramétres hématologiques et biochimiques aprés administration
sub-chronique des deux barbituriques le Neurolal®, et le Gardénal® a la dose de de 8mg/kg

pendant 14 jours.

Aucune manifestation classique d’intoxication (adynamie, amaigrissement, diarrhée)

N’ a été rapportée quel que soit le groupe traité.

Cette étude n'a relevé non plus aucune modification du poids corporel des rats.
Bien que des études précédentes aient rapportées qu’une prise de poids était I’un des effets
secondaires du traitement along terme du phénobarbital (Bollinger et Kline, 2000 in Frontini,
2006).

L’étude des paramétres hématologiques et biochimiques (formule sanguine,
glycémie, urée, créatinine, cholestérol, triglycéride) n’a montré non plus aucune
modification notable par rapport au lot témoins.

Bien que ces résultats montrent I'absence d’effets toxiques chez les sujets traités, ces
résultats doivent étre complétés par une étude de toxicité chronique avant de conclure
définitivement a son innocuité. En effet, la prise en charge thérapeutique des crises
convulsives implique la prise a vie de ces molécules anticonvulsivantes, entrainant
fréguemment une augmentation de la cholestérolémie et de I'albuminémie (Muller, 2000).
Notre étude aurait également été parachevée par I'exploration de certaines enzymes
hépatiques (PAL, ALAT, GGT), souvent augmentées au cours de ce type de traitement
(Muller, 2000).

Malheureusement des contraintes d’ordre technique et inhérentes au calendrier
universitaire ne nous ont pas permis de réaliser ces explorations et, de poursuivre notre

étude au dela de deux semaines consécutives.
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En conclusion, notre étude a permis de démontrer une efficacité équivalente des
molécules génériques SAIDAL le Neurolal® et la Neurozepine® versus Gardénal® et Tégrétol®
(produit de référence) et de confirmer I'innocuité a moyen terme de ces molécules.

L’usage de médicaments génériques a I'efficacité équivalente, faciliterait grandement
I'acceés au traitement des animaux souffrants de crises convulsives (premier motif de
consultation neurologique chez I'espéce canine) dans la mesure ou le traitement par les
médicaments princeps reste a ce jour extrémement onéreux et constitue souvent une

entrave majeure a la prise en charge thérapeutique des patients.
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Annexes




ANNEXE 1:
|-Technique al’ électrochoc :
|-1- Calcul desdilutions et des doses de produits:
|-1-1-Phénobar bital :
Selon laréférence bibliographique le phénobarbital ( Neurola® et Gardénad®) est utilise a
dose: 10 mg/ kg
- Dose par souris:

Pour 10mg ———» 1000g

Xmg ———* 209
(20 g représente la moyenne des poids de souris)

X=0.2mg

- Quantité d eau distillé utilisé pour dilué un comprime
Pour 0.2 mg——> 0.5 ml (ce qui représente le volume toléré par les souris)

100 mg y Xml

X=250 ml

Donc un comprimé de phénobarbital (Neurola® et Gardénal®) a 100 mg est diluée avec
250 ml d’eau distillé.

|-1-2- Carbamazepine :
Selon laréférence bibliographique le phénobarbital (Neurolad® et Gardénal®) est
utilise a dose : 100mg/ kg

Pour 100mg —— 1000g

Xmg —*> 20g
(20 g représente la moyenne des poids de souris)

X=2mg
Quantité d eau distillée utilisé :
Pour 2mg — 0.5ml
200mg — X
X=50ml

L ——oororprimé de Carbamazepine (Tegretol® et Neurozepine®) a200 mg est dilué
avec 50 ml d’eau digtillé.

|- Toxicité subaigué :

|1-1- Détermination de la dose a administrer de phénobarbital ( Neurolal® et
Gardénal®)



On a utilisé une dose de 8 mg/Kg de pc/jours qui a été préparé selon le calcule de la dose
correspondante au poids moyen des rats (200 g)

8mg (de phénobarbital) » 10009
X1 » 200g
X1= 16mg
1,6 mg: c'est laquantité de phénobarbital pour un rat de 2009 ; retrouvé dans 2 ml de

la solution.

2ml : volume de la solution que peut recevoir un rat.

- Quantité d eau distillé utilise pour dilué un comprime
Pour 1,6 mg—> 2 ml (ce qui représente le volume toléré par les souris)

100 mg y Xml

X=125 ml

Donc un comprimé de phénobarbital (Neurola® et Gardénal®) a 100 mg est dilué avec
125 ml d'eau distillé.



Annexe 2

1-Dosage de la glycémie

Réaction 1 : réaction du dosage
Glucose+ O, _____ Glucoseoxydase . acide gluconique + H2O,

Réaction 2 : réaction indicatrice
H,O, + phénol-4-aminophenazone peroxydase Quinonéimine + 2 H,0,
La lecture de la densité optique s effectue au spectrophotométre a une longueur d’ onde de 505
nm, apres incubation de 10 min a 37°C. La concentration en glucose est déterminée par la
formule suivante :

Glucose{a/N—DO échantilon/ DO -éalonx-1
sHdeese(gr)—i o-echahthioR—o-etaoh

1- Dosage de l'urée

Reaction:

Urée + H,0 Uréase » 2NH;+CO;
= cétoglutarate + NHz + NADH, H* Désydrogénase glutamate Glutamate +
NAD" + H,0 g

La lecture de la densité optique s’effectue au spectrophotomeétre a une longueur d’onde de
590nm, aprés 2 heures d’incubaeon a I'abri de la lumiere pour la stabilité de la coloraeon.
La concentration de I'urée est déterminée par la formule suivante :

Urée (g/l) = DO échantillon / DO étalon x

3- Dosage de la créatinine



En milieu alcalin, la créatinine forme avec le picrate un complexe coloré (couleur jaune
oronge) dont I'intensité de la coloration est directement proportionnelle & la concentration en
créatinine.

Une premiére lecture des densités optiques (DO;=590 nm) 30 secondes aprés I'addieon de
I’échanellon ou du standard et une deuxiéme lecture est e=ectuée exactement 1 minute apres
la premiére lecture (DO,).la concentration en créatinine est déterminée par la formule
suivante :

Créatinine (g/l) =+ DO échantillon/s DO étalon x 2

4-. Dosage de cholestérol total

Cholestérol stérifié + H,O Cholestérol estérase cholestérol + acides gras
Cholesterol + O, Cholestérol oxydase cholesténe-4-one-3 +H,0;
H,0O, + Phénol + amino-4-antipyrine Per oxydase Quinonimine rose

La lecture de la densité optique s’effectue au spectrophotomeétre a une longueur d’onde
de 505nm, apres 10 min d’incubaeon a 37°C. La concentra=on du cholestérol est
déterminée par la formyle suivante -

Cholestérol (g/l) = DO échantillon / DO étalon x 2

5- Dosage destriglycérides
Les triglycérides sont enzymatique ment hydrolysés en glycérol selon les réactions
suivantes :

Triglycérides + H,0 Lipoprotéine lipase glycérol + acides gras
libres g

Glycerol + ATP Glycerol Kinase glycérol-3-phosphate +
ADP >
2 H202 + 4-amonoantipyrine Per oxydase Quinonimine + HCI
+ 4 H,O »

La lecture de la densité optique s’effectue au spectrophotomeétre a une longueur d’onde de
505nm, aprés 10 min d’incubaeon a 37°C. La concentra=on des triglycérides est
déterminée par la formule suivante :

Triglycérides (g/1) = DO échantillon / DO étalon X




Tableau n°1 : valeurs détaillées obtenus dans les essais a |’ éectrochoc :

Lot Témoin Neur ozepine® Tégrétol® Neurolal® Gardénal®
Nombre | Nombre | Nombre | Nombre | Nombre | Nombre | Nombre | Nombre | Nombre | Nombre
decrises | decrises | decrises | decrises | decrises | decrises | decrises | decrises | decrises | decrises

Souris | toniques | cloniques | toniques | cloniques | toniques | cloniques | toniques | cloniques | toniques | cloniques
1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1
2 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1
3 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0
4 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0
5 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1
6 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0
7 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0
8 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0
9 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0

10 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0
M 1 1 0,3 0,4 0,3 0,2 0,3 0,3 04 0,3
S




Tableau n°2 : valeurs du poids corporel des rats controle et des rats traités en gramme

N° derats | Jour O 7" jours | 14°™ jours
R1 245 252 261
R2 252 255 259
R3 255 254 258
R4 260 262 273
TEMOIS | R5 241 253 256
R6 248 254 260
R7 239 249 253
R8 246 252 258
Moyenne | 248,25 253,88 259,75
Ecartype 7,09 3,76 5,90
R1 245 249 248
R2 250 250 253
R3 254 252 250
R4 259 254 256
ESSAIL [R5 243 251 254
R6 245 248 250
R7 241 246 254
R8 247 253 250
Moyenne 248,00 250,38 251,88
Ecartype 6,02 2,67 2,75
R1 250 256 257
R2 253 251 253
R3 254 257 258
ESSA|2 R4 252 254 253
R5 248 253 256
R6 249 256 258
R7 250 255 259
R8 249 258 260
Moyenne 250,63 255,00 256,75
Ecartype 2,13 2,27 2,60

Tableau 3 : Valeurs delaglycémie (g/l) des rats contréle et des rats traités.




N°derats | Jour 0 | 7 °™ jours | 14°™ jours
R1 0,76 0,85 0,73
R2 0,58 0,76 0,73
R3 1,15 0,83 0,72
R4 1,08 0,74 0,75
TEMOIS | R5 0,94 0,75 0,73
R6 0,74 0,82 0,83
R7 0,72 0,83 0,85
R8 0,72 0,77 0,84
Moyenne 0,84 0,80 0,77
Ecartype 0,21 0,04 0,02
ESSAI | R1 0,88 1,04 0,82
R2 0,95 1,10 0,99
R3 0,74 1,02 1,1
R4 0,74 0,74 0,85
R5 0,89 1,10 0,9
R6 0,78 1,14 1,5
R7 0,75 1,00 0,82
R8 0,74 0,88 0,85
Moyenne 0,81 1,00 0,98
Ecartype 0,05 0,13 0,23
ESSAI I R1 0,94 0,81 0,86
R2 0,89 0,87 0,82
R3 0,86 0,99 0,85
R4 0,74 0,96 0,87
R5 0,87 0,85 0,78
R6 0,82 0,98 0,85
R7 0,85 0,80 0,95
R8 0,85 0,79 0,96
Moyenne 0,94 0,88 0,89
Ecartype 0,06 0,03 0,06




Tableau 4 : Valeurs du cholestérol (g/l) des rats controle et des rats traités.

INNElelestats Jaloud 0 | 7 7™ Jours || 188™ours
R1 0,62 JODYE3 jouty72
R2 0,73 0,72 0,73
R3 0,72 0,70 0,72
R4 0,71 0,70 0,71
TEMOIS | RS 0,67 0,62 0,68
R6 0,71 0,65 0,65
R7 0,66 0,75 0,7
R8 0,62 0,73 0,69
Moyenne 0,68 0,67 0,66
Ecartype 0,04 0,04 0,03
R1 0,68 1,06 0,98
R2 0,73 0,92 0,91
R3 0,58 0,74 0,78
ESSA| | R4 0,70 0,62 0,83
R5 0,55 0,74 0,78
R6 0,64 0,87 0,75
R7 0,79 0,72 0,73
R8 0,69 0,92 1,05
Moyenne 0,70 0,82 0,77
Ecartype 0,08 0,14 0,12
R1 0,64 1,05 0,92
R2 0,69 0,53 0,82
R3 0,65 0,56 0,78
ESSALIL - Rg 0,68 0,75 0,74
R5 0,59 0,90 0,81
R6 0,58 0,46 0,68
R7 0,76 0,94 0,83
R8 0,72 0,97 0,85
Moyenne 0,70 0,85 0,80
Ecartype 0,06 0,23 0,07

Tableau 5 : Valeurs destriglycérides (g/l) des rats contréle et des rats traités.




R1 0,44 0,61 0,6
R2 0,58 0,56 0,61
R3 0,51 0,56 0,55
R4 0,57 0,42 0,56
TEMOIS RS 0,42 0,46 0,59
R6 0,49 0,55 0,6
R7 0,68 0,59 0,59
R8 0,52 0,48 0,55
Moyenne 0,53 0,52 0,50
Ecartype 0,08 0,07 0,02
R1 0,43 0,53 0,56
R2 0,53 0,65 0,78
R3 0,45 0,50 0,46
R4 0,68 0,65 0,58
ESSAI | RS 0,42 0,60 0,75
R6 0,55 0,54 0,82
R7 0,64 0,43 0,62
R8 0,49 0,83 0,85
Moyenne 0,53 0,59 0,58
Ecartype 0,10 0,12 0,14
R1 0,43 0,67 0,63
R2 0,44 0,49 0,73
R3 0,38 0,66 0,58
ESSALIL - Rg 0,73 0,73 0,75
R5 0,52 0,54 0,55
R6 0,48 0,37 0,55
R7 0,61 0,58 0,59
R8 0,45 0,56 0,55
Moyenne 0,58 0,68 0,62
Ecartype 0,11 0,12 0,08

Tableau 6 : Valeurs de créatinine (mg/l) des rats contréle et des rats traités.




N° derats | Jour O 7°m 14°™ jours
jours
R1 8 6 12
R2 10 11 15
R3 5 10 7
R4 5 6 4
TEMOIS R5 11 11 13
R6 6 8 8
R7 8 6 8
R8 7 8 10
Moyenne 7,5 8,3 9,6
Ecartype 2,2 2,2 3,6
R1 14 14 12
R2 12 12 14
R3 10 12 8
R4 6 7 9
ESSAI | R5 10 14 15
R6 4 12 10
R7 11 10 6
R8 10 12 14
Moyenne 9,6 11,6 11,0
Ecartype 3,2 2,3 3,3
R1 10 8 10
R2 8 8 14
R3 8 4 4
ESSAI I R4 4 9 9
R5 6 9 12
R6 7 11 13
R7 10 10 14
R8 7 9 11
Moyenne 7,5 8,5 10,9
Ecartype 2,0 2,1 3,3

Tableau 7: Valeurs deL’urée (g/l) desrats controle et des rats traités.




ANNEXE 4 :

N° derats | Jour 0 | 7°™jours | 14°™ jours
R1 0.49 0.51 0.53
R2 0.52 0.40 0.47
R3 0.52 0.50 0.52
R4 0.58 0.56 0.58
TEMOIS | R5 0.56 0.58 0.59
R6 0.54 0.54 0.54
R7 0.50 0.52 0.53
R8 0.49 0.50 0.52
Moyenne 0.52 0,513 0.53
Ecartype 0.03 0,054 0.029
R1 0.5 0.51 0.51
R2 0.55 0.57 0.58
R3 0.43 0.46 0.50
R4 0.48 0.50 0.49
ESSAI | RS 0.46 0.46 0.46
R6 0.45 0.47 0.50
R7 0.47 0.49 0.51
R8 0.47 0.49 0.50
Moyenne 0.47 0,493 0.506
Ecatype | 0.03 0,038 0.033
R1 0.59 0.59 0.60
R2 0.48 0.49 0.51
R3 0.40 0.42 0.43
ESSAI 11 R4 0.44 0.46 0.47
R5 0.56 0.55 0.56
R6 0.49 0.49 0.49
R7 0.35 0.40 0.43
R8 0.37 0.44 0.49
Moyenne 0.46 0,48 0.49
Ecartype 0.08 0,054 0.063




A- ETUDE STATISTISTIQUE COMPARAISON DE MOYENNE
A-1- Etude des propriétés anticonvulsivante :
A-1-1- Comparaison moyenne produit générique NEUROLAL® et GARDINAL®

a/ Crisetonique

RAT Nombre de crises toniques Nombre de crises toniques
NEUROLAL® GARDINAL®

1 0 0

2 0 0

3 0 1

4 1 0

5 0 0

6 1 0

7 0 1

8 0 1

9 0 0

10 1 1

MOYENNE 0,3 0,4

ECARTYPE 0,48304589 0,51639778

VAR 0,23333333 0,26666667

FISHER 0,84558817 2

STUDENT 0,66005565

DIFFERENCE NON SIGNIFICATIVE

b/ crise clonique

RAT Nombre de crises cloniques Nombre de crises cloniques
NEUROLAL® GARDINAL®

1 0 1

2 1 1

3 0 0

4 0 0

5 1 1

6 0 0

7 1 0

8 0 0

9 0 0

10 0 0
MOYENNE 0,3 0,3
ECARTYPE 0,48304589 0,48304589
VAR 0,23333333 0,23333333
FISHER 1 2
STUDENT 1

DIFFERENCE NON SIGNIFICATIVE




A-1-2- Comparaison moyenne produit générique NEUROZEPINE® et TEGRETOL®

a/ Crisetonique

RAT Nombre de crises toniques Nombre de crises toniques
NEUROZEPINE® TEGRETOL®
1 0 0
2 0 1
3 1 1
4 0 0
5 1 0
6 0 1
7 1 0
8 0 0
9 0 0
10 0 0
MOYENNE 0,3 0,39*/
ECARTYPE 0,48304589 0,48304589
VAR 0,23333333 0,23333333
FISHER 1 2
STUDENT 1
DIFFERENCE NON SIGNIFICATIVE
b/ Crise clonique
RAT Nombre de crises cloniques Nombre de crises cloniques
NEUROZEPINE® TEGRETOL®
1 0 1
2 1 0
3 0 0
4 1 0
5 0 0
6 0 0
7 1 0
8 0 0
9 1 1
10 0 0
MOYENN 0,4 0,2
E
ECARTYPE 0,51639778 0,42163702




VAR 0,26666667 0,17777778
FISHER 0,55544544 2
STUDENT 0,35534583

DIFFERENCE NON SIGNIFICATIVE

A-2- Etude de la toxicité subaigiie :

A-2-1-Parameétres biochimiques

A-2-1-1-Compar aison des moyens de la glycémie :

al comparaison des moyennes de laglycémie
NEUROLAL® avant traitement et apréstraitement (lot essai 1)

RAT Essai | avant traitement Essai | apres traitement

1 0,88 0,82

2 0,95 0,99

3 0,74 11

4 0,74 0,85

5 0,89 0,9

6 0,78 15

7 0,75 0,82

8 0,74 0,85
MOYENNE 0,80875 0,97875
ECARTYPE 0,08458934 0,23185202
VAR 0,00715536 0,05375536
FISHER 0,01630509 3
STUDENT 0,08381492

DIFFERENCE NON SIGNIFICATIVE

b/ comparaison des moyennes de glycémie
GARDINAL® avant traitement et aprés traitement (lot essai 1)




RAT

Essai Il avant traitement

Essai | | apres traitement

1 0,94 0,86

2 0,89 0,82

3 0,86 0,85

4 0,74 0,87

5 0,87 0,78

6 0,82 0,85

7 0,85 0,95

8 0,85 0,96
MOYENNE 0,8525 0,8675
ECARTYPE 0,05750776 0,06088631
VAR 0,00330714 0,00370714
FISHER 0,88414099 2
STUDENT 0,62033644

DIFFERENCE NON SIGNIFICATIVE

A-2-1-2-Compar aison des moyens du cholestérol :

al Comparaison des moyennes du cholestérol

NEUROLAL® avant traitement et apres traitement (lot essai I)

RAT Essai | avant traitement Essai | apres traitement

1 0,68 0,98

2 0,73 0,91

3 0,58 0,78

4 0,7 0,83

5 0,55 0,78

6 0,64 0,75

7 0,79 0,73

8 0,69 1,05
MOYENNE 0,67 0,85125
ECARTYPE 0,0781939 0,11655011
VAR 0,00611429 0,01358393
FISHER 0,31417534 2
STUDENT 0,00261104

DIFFERENCE SIGNIFICATIVE

b/ Comparaison des moyennes du cholestérol

GARDENAL® avant traitement et aprés traitement (lot essai 11)




RAT

Essai Il avant traitement

Essai Il apres traitement

1 0,64 0,92

2 0,69 0,82

3 0,65 0,78

4 0,68 0,74

5 0,59 0,81

6 0,58 0,68

7 0,76 0,83

8 0,72 0,85
MOYENNE 0,66375 0,80375
ECARTYPE 0,06162965 0,07229651

VAR 0,00379821 0,00522679
FISHER 0,6841907 2

STUDENT 0,00094736

DIFFERENCE SIGNIFICATIVE

A-2-1-3-Compar aison des moyens destriglycérides:

al Comparaison des moyennes des triglycérides

NEUROLAL® avant traitement et apres traitement (lot essai I)

RAT Essai | avant traitement Essai | apres traitement

1 0,43 0,56

2 0,53 0,78

3 0,45 0,46

4 0,68 0,58

5 0,42 0,75

6 0,55 0,82

7 0,64 0,62

8 0,49 0,85
MOYENNE 0,52375 0,6775
ECARTYPE 0,09620477 0,14129503
VAR 0,00925536 0,01996429
FISHER 0,33197993 2
STUDENT 0,02338643

DIFFERENCE SIGNIFICATIVE

b/ Comparaison des moyennes des triglycérides

GARDINAL® avant traitement et apres traitement (lot essai 1)




RAT Essai Il avant traitement Essai Il apres traitement

1 0,43 0,63

2 0,44 0,73

3 0,38 0,58

4 0,73 0,75

5 0,52 0,55

6 0,48 0,55

7 0,61 0,59

8 0,45 0,55
MOYENNE 0,505 0,61625
ECARTYPE 0,11401754 0,08122939
VAR 0,013 0,00659821
FISHER 0,39091662 2
STUDENT 0,04123295

DIFFERENCE SIGNIFICATIVE

A-2-1-4-Comparaison des moyens de la créatinine:

al Comparaison des moyennes de créatinine
NEUROLAL® avant traitement et apres traitement (lot essai I)

RAT Essai | avant traitement Essai | apres traitement

1 14 12

2 12 14

3 10 8

4 6 9

5 10 15

6 4 10

7 11 6

8 10 14
MOYENNE 9,625 11
ECARTYPE 3,20434972 3,25137334
VAR 10,2678571 10,5714286
FISHER 0,97032906 2
STUDENT 0,40858774

DIFFERENCE NON SIGNIFICATIVE
al Comparaison des moyennes de créatinine
GARDENAL® avant traitement et aprés traitement (lot essai 11)




RAT Essai Il avant traitement Essai Il apres traitement

1 10 10

2 8 14

3 8 4

4 4 9

5 6 12

6 7 13

7 10 14

8 7 11
MOYENNE 75 10,875
ECARTYPE 2 3,31393163
VAR 4 10,9821429
FISHER 0,20608781 2
STUDENT 0,02718163

DIFFERENCE SIGNIFICATIVE

A-2-1-5-Compar aison des moyensdel’urée:

al Comparaison des moyennes de |’ urée

NEUROLAL® avant traitement et apres traitement (lot essai I)

RAT Essai | avant traitement Essai | apres traitement

1 0,5 0,51

2 0,55 0,58

3 0,43 0,5

4 0,48 0,49

5 0,46 0,46

6 0,45 0,5

7 0,47 0,51

8 0,47 0,5
MOYENNE 0,47625 0,50625
ECARTYPE 0,03622844 0,03377975
VAR 0,0013125 0,00114107
FISHER 0,85824181 2
STUDENT 0,10875298

DIFFERENCE NON SIGNIFICATIVE

b/ Comparaison des moyennes de I’ urée

GARDINAL® avant traitement et apres traitement (lot essai 1)




RAT Essai Il avant traitement Essai Il apres traitement

1 0,59 0,6

2 0,48 0,51

3 0,4 0,43

4 0,44 0,47

5 0,56 0,56

6 0,49 0,49

7 0,35 0,43

8 0,37 0,49
MOYENNE 0,46 0,4975
ECARTYPE 0,08652002 0,05922114
VAR 0,00748571 0,00350714
FISHER 0,33850878 2
STUDENT 0,32888122

DIFFERENCE NON SIGNIFICATIVE

A-2-2-Paramétres hématologique
A-2-2-1 Compar aison des moyens de |I’hémoglobine

a Comparaison des moyens de I’ hémoglobine
NEUROLAL® avant traitement et apréstraitement (lot essai 1)

RAT Essai | avant traitement Essai | apres traitement

1 15,2 15,7

2 15,6 15,35

3 15,43 14,97

4 15,5 15,81

5 15,6 15,92

6 15,7 15,37

7 15,3 14,99
MOYENNE 15,4757143 15,4442857
ECARTYPE 0,17831219 0,38104493
VAR 0,03179524 0,14519524
FISHER 0,08694977 2
STUDENT 0,84662675

DIFFERENCE NON SIGNIFICATIVE

b-Comparaison des moyens de I’hémoglobine

GARDINAL® avant traitement et apres traitement (lot essai I1)




RAT Essai Il avant traitement Essai Il apres traitement
1 14,5 15,6
2 14,3 14,81
3 15,1 15,6
4 13,2 14,73
5 13 15,93
6 15,9 15,439
7 14,7 14,9
MOYENNE 14,3857143 15,287
ECARTYPE 1,02050408 0,46904833
VAR 1,04142857 0,22000633
FISHER 0,08028391 2
STUDENT 0,05522523

DIFFERENCE NON SIGNIFICATIVE

A-2-2-2 Comparaison des moyens des globules blancs

a- Comparaison des moyens des globules blancs
NEUROLAL® avant traitement et apréstraitement (lot essai 1)

RAT Essai | avant traitement Essai | apres traitement

1 8,1 7,69

2 7,7 8,79

3 77 8,54

4 7,3 79

5 8,1 6,7

6 6,7 6,8

7 9,01 8,1
MOYENNE 7,80142857 7,78857143
ECARTYPE 0,72158226 0,80092506
VAR 0,52068095 0,64148095
FISHER 0,80650388 2
STUDENT 0,97534615

DIFFERENCE NON SIGNIFICATIVE

a- Comparaison des moyens des globules blancs
GARDINAL® avant traitement et apres traitement (lot essai I1)




RAT Essai Il avant traitement Essai Il apres traitement

1 71 7,654

2 7 6,99

3 8 7,13

4 6,9 7,72

5 52 7,93

6 51 7,79

7 53 6,7
MOYENNE 6,37142857 7,41628571
ECARTYPE 1,15428807 0,47064839
VAR 1,33238095 0,2215099
FISHER 0,04625401 3
STUDENT 0,05763272

DIFFERENCE NON SIGNIFICATIVE

A-2-2-3 Comparaison des moyens des globules rouges

a- Comparaison des moyens des globules rouges
NEUROLAL® avant traitement et aprés traitement (lot essai 1)

RAT Essai | avant traitement Essai | apres traitement

1 7,93 7,36

2 7,59 8,03

3 7,53 7,83

4 6,56 7,42

5 7,61 7,28

6 7,88 6,92

7 7,98 7,41
MOYENNE 7,58285714 7,46428571
ECARTYPE 0,48585712 0,3650962
VAR 0,23605714 0,13329524
FISHER 0,5046294 2
STUDENT 0,61510135

DIFFERENCE NON SIGNIFICATIVE

b- Comparaison des moyens des globules rouges
GARDINAL® avant traitement et apres traitement (lot essai I1)




RAT

Essai Il avant traitement

Essai Il apres traitement

1 7,1 7,37

2 7,65 7,62

3 8,51 7,25

4 7,51 7,78

5 7,52 7,53

6 8,78 7,53

7 7,67 7.4
MOYENNE 7,82 7,49714286
ECARTYPE 0,59911045 0,17509181
VAR 0,35893333 0,03065714
FISHER 0,00863131 3
STUDENT 0,2133447

DIFFERENCE NON SIGNIFICATIVE

A-2-2-3 Compar aison des moyens de I’hématocrite




a Comparaison des moyens de |’ hématocrite
NEUROLAL® avant traitement et apréstraitement (lot essai 1)

RAT Essai | avant traitement Essai | apres traitement

1 44,4 45,2

2 47,4 44.4

3 45,4 44,6

4 46 42,9

5 46,2 48,1

6 46,1 47,8

7 46,1 43,3
MOYENNE 45,9428571 45,1857143
ECARTYPE 0,90527554 2,04403895
VAR 0,81952381 4,17809524
FISHER 0,06792133 2
STUDENT 0,38783415

DIFFERENCE NON SIGNIFICATIVE

b- Comparaison des moyens de I’ hématocrite
GARDINAL® avant traitement et apres traitement (lot essai )

RAT Essai Il avant traitement Essai Il apres traitement

1 40,8 46,7

2 40,3 45

3 42,5 46,2

4 40,3 44,6

5 39,01 45,8

6 41,2 45,12

7 40,1 41,2
MOYENNE 40,6014286 44,9457143
ECARTYPE 1,0776584 1,80572107
VAR 1,16134762 3,26062857
FISHER 0,23456657
STUDENT 0,00014394

DIFFERENCE SIGNIFICATIVE




RESUME

Les convulsions sont des anomalies neurologiques fréquemment rencontrées en médecine humaine et vétérinaire.
Le recours a des anticonvulsivants permet au praticien de faire face a la plupart des cas et de d’offrir une vie
quasi normale au patient. La prise en charge thérapeutique des crises convulsives fait toujours appel a des
molécules anciennes telles que le phénobarbital et la carbamazépine.

Aprés une mise au point bibliographique succincte sur 1’étio-pathogénie et la prise en charge thérapeutique des
crises convulsives, notre étude a eu pour principaux objectifs : 1’évaluation des propriétés anti convulsivantes et
I’¢tude de la toxicité subaigué de deux médicaments génériques le Neurolal® et la Neurozepine® développées
par le groupe SAIDAL versus le Gardénal® et le Tégrétol® (produits de référence).

Les résultats de notre étude ont montré une efficacité équivalente des molécules génériques a celles des produits

de référence et ont permis de confirmer leur innocuité a moyen terme.

Mot clés: crises convulsives, anticonvulsivants, phénobarbital, carbamazépine, activité

anticonvulsivante, toxicité subaigiie.

SUMMARY

The convulsions are neurological anomalies frequently encountered in human and veterinary medicine.
The use of anticonvulsants allows the practitioner to deal with the most cases and to offer a life almost normal to
the patient. The care therapeutic of seizures is still using old molecules such as phenobarbital and
carbamazepine.

After a succinct bibliographic review on etio-pathogenesis and therapeutic treatment of seizures, the main
objectives of the present study, were the assessment of the efficacy and the subacute toxicity of two generics
Neurolal® and the Neurozepine® developed by SAIDAL group compared to the Gardenal® and the Tegretol®
(reference products).

The results of our study showed similar efficacy of molecules generic to those of reference products and

confirmed their safety to medium term.

Keywords: seizures, anticonvulsants, phenobarbital, carbamazepine, anticonvulsant activity, subacute toxicity
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