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(57) Abstract

The use of pycnometols of formula (I) is described where R|, R,, R3 and R, each represent H or OH, R5 and Rg are dif-
ferent and represent H or OH, and n is an integer from 2 to 40, the said pycnometols being contained in plant extracts in a
proportion of at least 2 % by weight or in isolated and purified form, for the preparation of anti-inflammatory medicaments.
A novel therapeutic use of pycnometols extracted from Ribes nigrum is described in particular.

(57) Abrégé

La présente invention a pour objet |'utilisation de pycnogénols de formule (I} dans laquelle Ry, Ry, R3 et R4 représentent
indépendamment H ou OH, R et Rg sont différents et représentent H ou OH, et n est un nombre entier de 2 a 40, lesdits
pycnogénols étant contenus dans des extraits végétaux a raison d’au moins 2 % en poids ou sous forme isolée et purifiée,
pour la préparation de médicaments & activité anti-inflammatoire. Elle concerne plus particuliérement une nouvelle utilisa-
tion en thérapeutique de pycnogénols extraits de Ribes nigrum.




AT
Al
BB
BE
BF
BG
Bl
BR
CA
CF
CG
CH
Cl
M
Ccs
DE*
DK
ES

LEDIGLICH ZUR INFORMATION

Code, die zur ldentifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den
internationale Anmeldungen gemiss dem PCT verdtfendichen.

Osterreich
Australicn
Barbados

Balgicn

Burkina bFaso
Bulgarien

Besin

Brasthicn

Kanada

Zentrale Afrikanische Republih
Kongo

Schweir

("ot d'lvore
Kamcerun
Tschechoslowabit
Deutschlund
Dancmark
Spanicn

Fi
FR
GA
GB
GN
GR
HU
IE
IT
Jp
KP
KR
Ll
LK
Ly
MC
MG
ML

Finaland

Frankeeich

Gabon

Vereinigles Konigreich
Guinca

Giricchenland

Ungarn

frlund

Italicn

Japan

Demokratische Volksrepublik Korea
Republik Korea
Licchiensiein

Sri Lanka

Luxcmburg

Monaco

Madagaskar

Mali

Kopfbdgen der Schrifien, die

MN
MR
Mw
NL
NO
PL
RO
RU
SD
SE

su
™
TG
us

Mongolci
Mauritanicn

Malawi

Nicderlande
Norwegen

Polen

Rumiinien

Russische Foderation
Sudan

Schweden

Sencgal

Sovict Union

Tschad

Togo

Vereinigte Staaten von Amerika

a2t

s g



WO 92/14457 PCT/FR92/00147

05

10

15

20

25

30

35

UTTLISATION EN THERAPEUTIQUE DE PYCNOGENOLS POUR LA PREPARATION

DE MEDICAMENTS A ACTIVITE ANTI-INFLAMMATOIRE

L'invention concerne une nouvelle wutilisation en
thérapeutique de pycnogénols pour la préparation de médicaments a
activité anti-inflammatoire.

L'invention concerne plus particuliérement une nouvelle
utilisation en thérapeutique de pycnogénols contenus dans
des extraits de Ribes nigrum ou isolés et purifiés a partir de tels
extraits.

De nombreux végétaux sont connus pour leur activité anti-
inflammatoire ou des activités apparentées, telle que Ll'activité

anti-rhumatismale. C'est le cas en particulier de la variété Ribes

nigrum, de la famille des Saxifragaceae. L'activité anti-

inflammatoire d'extraits hydroalcooligues totaux de feuilles de

Ribes nigrum ou de leurs Lyophilisats administrés par voie orale a

été récemment rapportée par C. Declume dans J. Ethnopharmacol.,
1989, 1989, 27, 91-98. ,
Bien que L'activité thérapeutique de tels extraits soit
connue, le ou les principe(s) actif(s) responsable(s) de L'activité
anti~inflammatoire ou d'activités apparentées n'ont pas encore été
identifiés.
On a maintenant trouvé, de maniére surprenante, que

L'activité anti-inflammatoire d'extraits de Ribes nigrum était

essentiellement due & la présence de pycnogénols dans ces extraits.
Les pycnogénols sont des composés constitués d'unités flavane-3-ol
qui sont présents dans divers végétaux. L'unité de base de ces
polyméres est le plus souvent la catéchine : on appelle alors ces
polyméres des procyanidines.

Des procédés permettant la préparation d'extraits
contenant des pycnogénols ont été décrits dans Lles brevets
GB 1 541 469 et FR 2 092 743.

Par ailleurs, la demande EP 275 224 décrit la préparation

de complexes phospholipidigues d'extraits de Vitis vinifera, ces

derniers étant constitués d'oligoméres procyanidoliques, ainsi que
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des compositions pharmaceutiques & activité protectrice vasculaire
et des compositions cosmétiques contenant lesdits complexes.
L'invention concerne donc L'utilisation de pycnogénols de

formule (I) :

R, (1)

dans laquelle
- R1, R2, R, et R

3 4
- R5 et R6 sont différents et représentent H ou OH, et
- n est un nombre entjer de 2 a 40,

représentent indépendamment H ou OH ,

lesdits pycnogénols étant soit contenus.dans des extraits végétaux
a4 raison d'au moins 2% en poids, soit sous forme isolée et
purifiée, pour la préparation de médicaments a activité
anti-inflammatoire.

Dans un aspect préféré, les pycnogénols de formule (I
ci-dessus sont contenus dans des extraits de Ribes nigrum ou isolés
et purifiés & partir d'extraits de Ribes nigrum. Notamment, on
extrait Lles pycnogénols de formule (I) & partir des feuilles ou
des bourgeons de Ribes nigrum.

Avantageusement, on a pu montrer par L'analyse chimique
des extraits de Ribes nigrum les plus actifs sur le plan pharmaco=
logique que L'unité de base des pycnogénols présents dans ces
extraits était le plus souvent la gallocatéchine, et non la caté-
chine. De tels polyméres sont appelés prodelphinidines.

Dans un aspect avantageux, l'invention concerne donc
Lfutilisation de prodelphinidines, c'est-a-dire de pycnogénols de
formule (I) dans laquelle R1, R3 et R4 représentent OH et R2 repré-
sente H, R5 et R6 étant tels que définis plus haut, et n et un

nombre entier de 2 & 40, lesdits pycnogénols étant soit contenus

.s
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dans des extraits végétaux a raison d'au moins 2% en poids, soit
sous forme isolée et purifiée, pour La préparation de médicaments
a activité anti-inflammatoire. Les prodelphinidines se
différencient des oligoméres procyanidoliques par le fait que Lle
substituant R1 représente OH dans Le cas des prodelphinidines,
alors qu'il représente H dans le cas des procyanidines.

La préparation des pycnogénols utilisables selon L'in-
vention peut ére résumée en deux étapes principales :

1) Préparation d'un extrait total selon les techniques
usuelles d'extraction végétale, telles que, par exemple, Lles
extractions aqueuse, hydroalcoolique ou hydroacétonique ;

2) Isolement et purification des pycnogénols.

Dans un procédé avantageux pour préparer un extrait de

Ribes nigrum (1ére étape), on pulvérise un Lot de feuilles que L'on

épuise par percolation Lente au moyen d'éthanol a 70°. L'éthanol
est éliminé par distillation & L'évaporateur rotatif, sous pression
réduite, a une température inférieure a 50°C. La solution agueuse
restante est filtrée afin d'éliminer une partie importante de chlo~
rophylle. On pratique ensuite un fractionnement en utilisant
successivement des solvants de polarité croissante, tels que :

a) L'éther diéthylique afin d'éliminer la chlorophylle
restante et diverses substances liposolubles ;

b) L'acétate d'éthyle ;

¢) Lle n-butanol.

Dans un autre procédé avantageux d'extraction, on épuise
un Lot de poudre de feuilles séches de Ribes nigrum par percolation
lente, au moyen d'un mélange acétone~eau. Aprés obtention du
dernier percolat, on exprime la poudre & la presse et on rassemble
tous Lles liguides. L'extrait total est agité vigoureusement avec
du NaCl, ajouté jusqu'a l'obtention de deux phases : une phase
supérieure acétonique et une phase inférieure agueuse. La phase
acétonique est évaporée sous pression réduite a 3D°C et le résidu
aqueux est additionné d'un égal volume d'eau, filtré puis ré-
extrait : soit par de l'acétate d'éthyle, soit par du butanol. Les

extraits sont ensuite évaporés a sec.
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On obtient ainsi des extraits contenant au moins 2% en
poids de pycnogénols de formule (I).

L'isolement et Lla purification des pycnogénols utili-
sables selon Ll'invention (2e étape) peuvent étre réalisés par
différentes techniques de chromatographie sur gel, ou encore des
techniques d'ultra-filtration connues de l'homme du métier.

Parmi Les techniques chromatographiques, on citera notam-
ment L'utilisation de La colonne Fractogel TSK (MERCK, USA) en
éluant a Ll'aide d'eau, puis d'un mélange eau/méthanol &
pourcentage croissant en méthanol ; ta colonne Sephade>€E> LH 20
(PHARMACIA, SUEDE) en éluant & L'aide d'alcool puis d'alcool
additionné d'eau ; ou encore sur une colonne Lobar Lichroprep RP8
(MERCK, USA), L'élution étant réalisée a L'aide d'un mélange
eau/acétone. Ces différentes techniques peuvent gtre combinées
entre elles pour obtenir un plus haut degré de purification.

Ceci permet d'obtenir les pycnogénols de formule (I) sous
forme isolée et purifiée. R

Les pycnogénols isolés et purifiés ont été soumis a
différentes techniques spectrales en vue de déterminer leur struc-
ture.

On a ainsi pu mettre en évidence des pycnogénols parti-
culiers sous forme de diméres de gallocatéchine. Ces molécules

répondent & la formule () :

R4 (I

dans Llaquelle

- R1, R3 et R4

- R2 représente H,

représentent OH,
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- RS et R

-n=2.

6 sont différents et représentent H ou OH, et

D'autres pycnogénols particuliers se présentent sous

forme de triméres de gallocatéchine, c'est-a-dire de composés de

formule (I) :

R3
: _oH
2
HO 0 .-
d R, (1)
”"RB
5

dans laquelle

- R1, R, et R, représentent OH,

3 4
- R2 représente H,
- R5 et R6 sont différents et représentent H ou OH, et
-n= 3.

L'utilisation de ces pycnogénols particuliers sous forme

de diméres ou de triméres de gallocatéchine ainsi que leurs iso~
méres pour la préparation de médicaments anti-inflammatoires repré-
sente un aspect préféré de La présente invention.

Dans un aspect avantageux, on utilisera des diméres ou
des triméres de gallocathéchine dans lesquels R5 représente OH et
R6 représente H.

Dans un autre aspect préféré, on utilisera des diméres ou
des triméres de gallocathéchine dans lesquels R5 représente H et R6
représente OH.

L'activité anti-inflammatoire des pycnogénols extraits de

Ribes nigrum tels que décrits plus haut a été testée notamment a

carraghénine tel que décrit

Med., 1962, 111, 544=547. Le

L'oedéme & la
Biol.

l'aide du test de
dans WINTER et al., Exp.
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principe de ce test consiste & provoquer un gonflement aigl de Lla
patte d'un rat par une injection de carraghénine.

L'évaluation de L'activite anti-inflammatoire des com=
posés étudiés est basée sur leur pouvoir de réduire cet oedéme par
comparaison a des animaux témoins traités par le seul solvant. La
mesure est effectuée en comparant, a différents temps, Le volume de
la patte ayant regu la carraghénine a celui de la patte controlaté-
rale ayant recu Le méme volume de sérum physiologiqgue.

Les pycnogénols de formule (I) contenus dans des extraits

de Ribes nigrum & raison d'au moins 2% en poids ou sous forme

ijsolée et purifiée ont montré une activité significative dans ce
test.

Les composés de formule (I) peuvent gtre utilisés pour la
préparation de médicaments 4 activité anti-inflammatoire, caracté-
risés en ce qu'ils contiennent un ou plusieurs composés de formule
(I) contenus dans des extraits de Ribes nigrum 4 raison d'au moins
2% en poids ou sous forme isolée et purifiée en tant que principe
actif en association avec un véhicule pharmaceutique.

Avantageusement, Llesdits médicaments 3 activité anti-
inflammatoire contiendront une quantité standardisée de pycnogénols
de formule (I).

L'invention concerne  notamment L'utilisation des
composés de formule (I) pour la préparation de médicaments a
activité anti-inflammatoire sous une forme convenant  pour
l'administration par voie orale, telle que comprimé, gélule ou
pilule.

Les pycnogénols de formule (1) peuvent également étre
utilisés pour Lla préparation de médicaments & activité anti-
inflammatoire sous une forme convenant pour {'administration paren-—
térale, notamment par voie intraveineuse, sous—cutanée ou intra=
musculaire ou encore sous une forme convenant pour l'administration
locale ou rectale.

Notamment, Les pycnogénols de formule (I) seront utilisés
dans des compositions pour administration par voje orale sous forme
de complexes Liposolubles.

Pour l'administration par voie digestive (orale ou
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rectale) on peut avantageusement associer Lles pycnogénols de
formule (I) & un dérivé d'anthraguinone améliorant le passage a
travers la muqueuse digestive, en particulier L'istizine
(1,8-dihydroxyanthraguinone).

La quantité de principe actif & administrer dépendra de
La nature et de La sévérité de L'inflammation, ainsi que du poids
du patient et de La voie d'administration.

A titre indicatif, Lles doses seront de L'ordre de
500 mg/j pour L'administration par voie parentérale, et de l'ordre
de 1,5 g/j pour L'administration orale.

Les pycnogénols de formule (I) peuvent également cons-—
tituer des composés marqueurs de l'activité anti-inflammatoire dans
des extraits végétaux. Par "composé marqueur’ on entend un composé
dont la présence est indicatrice de L'activité recherchée. Dans un
aspect avantageux, L'invention concerne donc également un procédé
de détermination de L'activité anti-inflammatoire dans un extrait
végétal, caractérisé en ce qu'on effectue La détection et Le dosage
des pycnogénols de formule (I) dans cet extrait.

Pour détecter et doser les pycnogénols de formule (I)
totaux dans un extrait végétal, on utilisera avantageusement un
dosage spectrophotométrique en Lumiére visible, par mesure de
L'absorbance de lLa delphinidine formée lors du chauffage en milieu
butanol/HCL.

A titre d'exemple, on prépare un extrait de 50 mg en
utilisant Lles techniques décrites plus haut, que L'on solubilise
dans 10 mlL de méthanol. On pipette 5 ml de cette solution a
Laquelle on ajoute dans un ballon de 50 mlL, une solution de butanol
contenant 5 ml de HCL. On chauffe a reflux a 1OD|C pendant 2 heures
puis on transfére le contenu du ballon dans un ballon jaugé & 50 ml
et on améne au trait a L'aide de butanol, ayant servi au préalable
4 rincer le ballon. On mesure L'absorbance de cette solution & 558
nm sous une épaisseur d'un cm en prenant l'eau comme Lliquide de
compensation.

On peut également effectuer un dosage gravimétrique en
calculant Lla quantité de pycnogénols retenus sur de La poudre de

peau.
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A titre d'exemple, L'extraction de ces substances peut se
faire suivant Lle mode opératoire décrit plus haut pour la
chromatographie en utilisant 2 g de feuilles, L'extrait étant amené

en fin d'opération & 100 mlL avec de {'eau.
- 25,0 mL du filtrat sont évaporés a sec a L'évaporateur

rotatif et pesés suivant des conditions opératoires bien précises.
Ce résidu correspond au résidu total R1.

- A 50,0 mlL de filtrat restant, on ajoute 1 g de poudre
de peau faiblement chromée (ref. 4352, MERCK, USA) et on agite
énergiquement pendant 1 heure. on filtre sur filtre serré et on
évapore & sec 25,0 mlL de ce filtrat dans Les mémes conditions que

ci-dessus. Ce résidu correspond aux substances non retenues sur Lla

poudre de peau = R2.
Le pourcentage de pycnogénols adsorbés sur La poudre de

peau se calcule en appliquant la formule :

(RT - R2) x 400

pd
dans laquelle pg représente la quantité de feuilles mise en OeuVre.

La détection et Le dosage de pycnogénols de formute (I)
déterminés, tels que notamment Le dimére et Lle trimére de
gallocatéchine décrits plus haut, sera avantageusement effectuée
par chromatographie sur couche mince ou par HPLC (chromatographie
liquide haute performance).

A titre d'exemple de protocole utilisable en
chromatographie sur couche mince, on peut effectuer une extraction
sur 2 g de feuilles pulvérisées Laissées en contact pendant 2
heures avec quelques ml de mélange acétone - eau (7 : 3). Puis on
percole avec ce méme mélange jusqu'ad obtenir 25 mL de solution.
Cette solution est évaporée sous pression réduite a une température
inférieure a &45°C. Le résidu est repris par 10 ml de mélange
méthanol - eau (1 : 1). On dépose 10 Al de cette solution sur une
plaque de silicagel en utilisant la phase supérieure d'un mé Lange
acétate d'éthyle - eau - ac.formique - ac.acétique (70:20:3:2)
pour Le développement. La révélation est effectuée par une solution

3 1 % de vanilline dans HCl/méthanol (1:1). Les pycnogénols se

L]
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présentent & la lumiére du jour sous forme de plusieurs bandes
rouges. La zone des Rf les plus élevés correspond aux monomeres ;
une bande importance se situant vers lLe milieu du chromatogramme
correspond aux diméres de la gallocatéchine. Il apparait d'autres
bandes rouges a des Rf inférieurs correspondant aux molécules plus
polymérisées.

Pour eétudier des extraits par la méthode HPLC, on peut
par exemple utiliser un appareil Diode-Array (PHARMACIA, SUEDE )
couplé & un microordinateur PC MEMOREX, en utilisant une colonne
€18 de 25 cm (PHARMACIA, SUEDE).

L'invention sera mieux comprise a L'aide des exemples

illustratifs ci-aprés, qui ne présentent aucun caractére Limitatif.

Exemple 1 : Mise en évidence de l'activité anti-inflammatoire des

pycnogénols par voie intrapéritonéale.

1 kg de feuilles de Ribes nigrum est pulvérisé et épuisé

par percolation lente au moyen de 10 L d'éthanol a 70°. L'éthanol
est éLiminé par distillation & L'évaporateur rotatif, sous pression
réduite, & une température inférieure a SOOC. La solution agueuse
restante est filtrée afin d'éliminer une partie importante de chlo-
rophylle. Le tiers de La solution aqueuse est Lyophilisé tel quel
et conservé comme référence = extrait brut (70 g).

sur Lles deux-tiers restants, on pratique un fractionne-
ment en utilisant successivement des solvants de polarité crois-
sante et en soumettant a chaque étape la solution résiduelle a un
nouveau fractionnement

310 mlL de solution aqueuse, on ajoute 30 ml d'éther
diéthylique afin d'éliminer par décantation Lla chlorophylle
restante et diverses substances liposolubles. On ajoute ensuite a
la solution 30 mL d'acétate d'éthyle. Aprés décantation et évapora-
tion, Lle résidu est récupéré et séché. 20 mlL de n-butanol sont
ensuite ajoutés & Lla solution aqueuse restante. Le résidu est
récupéré et séché. La solution aqueuse résiduelle donne, aprés
Lyophilisation, un résidu correspondant 4 environ 11% du produit

de départ.
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L'activité anti-inflammatoire de ces différents extraits
a été testée dans le test de L'oedéme & la carraghénine tel que
décrit par DAMAS (Thése d'Agrégation, Université de Liége, 1981).

Les extraits recueillis aux différentes étapes de
L'extraction sont diluées & l'eau au 1/10 puis lyophilisés.

On injecte par voie intrapéritonéale & 6 rats Winstar
(pesant environ 240 g) 0,5 ml d'extrait Lyophilisé dissous dans du
sérum physiologique aux doses de 50 et 250 mg/kg. Une demi~heure
aprés, on injecte dans Le 2éme expace intermétatarsien d'une patte
postérieure 0,1 ml d'une solution & 1 % de carraghénine Lambda pure
(SIGMA, USA), la patte controlatérale recevant le méme volume de
sérum physiologique.

Le volume de chague patte est mesuré a différents temps
(2, 3 et 4 h) a L'aide d'un pléthysmométre (UGOBASILE, ITALIE) et
les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition de L 'oedéme
par rapport aux animaux témoins ayant recu 0,5 ml de sérum
physiologique.

Les résultats sont rapportés dans lLe tableau 1 ci-aprés :

Tableau 1

% d"inhibition % d'inhibition !

a 50 mg/kg a 250 mg/kg
Extrait total 337 (& 68% (a)
Extrait acétate
d'éthyle 16% (b 65% (a)
Extrait butanoligue 35% (c) 92% (a)
Solution aqueuse
restante 46% (c) 94% (a)

(a) p > 0,001 () p > 0,05 (¢) p > 0,005



WO 92/14457 PCT/FR92/00147

05

10

15

20

25

30

35

1"

Ces résultats montrent que l'extrait butanolique et La
solution aqgueuse restante présentent les activités les plus inté-
ressantes.

Afin de déterminer La nature des molécules responsables
de Ll'activité anti-inflammatoire, on fait réagir une solution
aqueuse contenant 3 g d'extrait agueux avec 5 g de poudre de peau
standardisée faiblement chromée (référence 4332, MERCK, USA) sous
agitation constante, pendant 1 h. En effet, les pycnogénols ont
une trés grande affinité pour les protéines et forment avec ces
derniéres différents types de complexes.

On réalise alors un essai comparatif entre ta solution
aqueuse précédemment testée et un échantillon de solution aqueuse
passée sur poudre de peau, a La dose de 200 mg/kg, dans Le modéle
expérimental décrit plus haut. Les résultats sont rapportés dans le

tableau 2 ci-apres.

Tableau 2

% d'inhibition & 200 mg/kg

Solution aqueuse 62% p > 0,001

Solution aqueuse passée sur
poudre de peau 29% p > 0,005

Ces résultats montrent que lL'activité de L'extrait aqueux
est considérablement réduite lorsque la majorité des pycnogénols
présents en a été éliminée.

On peut donc relier L'activité anti-inflammatoire en

grande partie a la présence de pycnogénols dans les extraits de

Ribes nigrum.

Exemple 2 : Mise en évidence de L'activité anti~-inflammatoire de

pycnogénols purifiés par voie intrapéritonéale.

On prépare un extrait total de Ribes nigrum en utilisant
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la méthode suivante :

500 g de feuilles broyées sont mis & macérer dans un
mélange eau/acétone (rapport 7/3) pendant 12 h, puis la préparation
subit une percolation lente permettant d'obtenir 5 kg de solution.
Aprés pressage des feuilles, une nouvelle percolation est effectuée
avec Lle mélange eau/acétone, suivie d'une distillation sous vide.
Aprés évaporation de L'acétone, la solution est filtrée pour
éliminer La chlorophylle précipitée. Le résidu aqueux est réextrait
5 fois consécutivement par 300 ml de n-butanol. Les extraits
obtenus sont ensuite évaporés a sec et réunis.

On effectue une chromatographie préparative basse
pression de cet extrait, sur colonne Lobar Lichroprep RP8 (MERCK,
USA) en éluant avec un mélange eau + 10% d'acétone, en augmentant
progressivement Le pourcentage d'acétone. On obtient ainsi :

1) une fraction trés polaire ne contenant pas de pycno-
génols et précipitant en présence de méthanol ;

2) une fraction contenant différents pycnogénols et des
acides phénols ;

3) une fraction renfermant surtout des flavonoides et les

tanins catéchiques les plus polymérisés.

En faisant repasser la fraction 2 sur colonne Sephadex
LH20 (PHARMACIA, SUEDE) en éluant au moyen d'alcool, puis d'un
mélange hydroalcoolique contenant 10, 20 puis 50% d'eau, on
obtient des molécules purifiées qui ont été caractérisées comme
des pycnogénols constitués respectivement d'un dimére et d'un
trimére de gallocatéchine.

pifférentes fractions ainsi que des molécules purifiées
ont @été soumises au test de L'oedéme & la carraghénine décrit dans
'exemple 1 :

- une fraction provenant de la chromatographie sur Lobar
RP8 et ne renfermant ni pycnogénols, ni flavonoides mais des subs-
tances solubles dans Ll'eau et précipitant par Lle méthanol

(fraction 1) ;
- une fraction contenant presque exclusivement des acides

phénols (fraction 2) ;
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- |'isoquercitrin, flavonoide majoritaire des feuilles ;

- Le dimére et le trimére de la gallocatéchine.

Les résultats sont rapportés dans le tableau 3 ci-apreés :

05
Tableau 3
Fractions ou molé- Concentration { Pourcentage d'inhibition
cules testées mg/ kg aprés 2 h aprés 4 h
10
Fraction 1 100 n.s. n.s.
Fraction 2 100 NeS. n.s.
15 Isoquercitrin 100 NeS. N.S.
Dimere 5 18 19
10 37 7
40 45 29
20
Trimére 5 18 15
10 35 30
40 58 50
25 n.s. : non significatif
Ces résultats montrent que Lles molécules isolées pré-
sentent une inhibition de L'oedéme & la carraghénine de L'ordre de
45 3 60% a La dose de 40 mg/kg.
30

35
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Exemple 3 : Mise en évidence de l'activité anti-inflammatoire des
pycnogénols par voie rectale.

On utilise un extrait brut acétonique préparé selon la
méthode décrite dans L'exemple 2 en s'arrétant avant L'étape de
chromatographie préparative.

Pour améliorer le passage des pycnogénols & travers la
muqueuse digestive, L'extrait de Ribes nigrum est associé a un
dérivé des anthraquinones, L'istizine (1,8-dihydroxyanthraguinone) .

1 mg d'istizine est dissous dans de L'alcool puis ajouté

4 raison de 0,01% & L'extrait acétonique de Ribes nigrum. Le

mélange est assuré par sonication pendant 4 mn. Les rats sont

anesthésiés & L'éther, un cathéter est ensuite introduit jusqu'a

6-7 cm du sphincter anal et la préparation administrée a raison de
0,5ml par rat (concentration de la solution : 50 mg/mL). L'injection
de Lla carraghénine est pratiquée une heure aprés L*administration
rectale de L'extrait. La mesure de l'oedéme est effectuée 3 heures
aprés L'injection. Les résultats, exprimés en pourcentage
d'augmentation du volume de la patte par rapport au volume initial,

sont rapportés dans lLe tableau &4 ci-aprés :

Tableau &

Pourcentage d'augmentation

du volume de la patte

6) 30,1 + 5,3

Animaux traités ( n

Animaux témoins ( n = 6) 77,8 + 8,3

Ces résultats montrent que L'association de pycnogénols
et d'un dérivé des anthraquinones, L'istizine, induit une
inhibition significative de L'oedéme 3 la carraghénine de 614

(p € 0,01) pour une dose d'environ 100 mg/kg d'extrait.

<
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REVENDICATIONS

1. Utilisation de pycnogénols de formule (I

—t

(1)

dans Llaquelle
- R1, RZ’ R3 et R4 représentent indépendamment H ou OH,

- R et R6 sont différents et représentent H ou OH, et

- i est un nombre entier de 2 & 40,
Lesdits pycnogénols étant soit contenus dans des extraits végétaux
& raison d'au moins 2% en poids, soit soug forme isolée et
purifiée, pour la préparation de médicaments & activité
anti-inflammatoire.

2. Utilisation selon La revendication 1, caractérisée en
ce que Les pycnogénols de formule (I) sont contenus dans des

extraits de Ribes nigrum.

3. Utilisation selon la revendication 1, caractérisée en
ce que Lles pycnogénols de formule (I) sont isolés et purifiés a
partir d'extraits de Ribes nigrum.

4. Utilisation selon L'une quelconque des revendications
1, 2 ou 3, caractérisée en ce que les pycnogénols sont constitués
en majorité d'unités de formule (I) dans laquelle R1, R3 et R4

représentent OH et R, représente H.

2
5. Utilisation selon L'une quelconque des
revendications 1 & &4, caractérisée en ce que Lles pycnogenols

répondent & Lla formule (I)
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R4 D

dans Llaquelle
- R1, R3 et R4 représentent OH,
- R2 représente H

- R5 et R, sont différents et représentent H ou OH, et

6

-n=2.
6. Utilisation selon L'une quelcongue des revendications

1 & &, caractérisée en ce que les pycnogénols répondent a la

formule (I)

Ry (1)

dans Llaquelle R1, R3 et R4 représentent OH,
- R5 et R6 sont différents et représentent H ou OH, et

représente H

- n= 3.

7. Utilisation selon l'une des revendications 5 ou 6,
caractérisée en ce que R5 représente OH et R6 représente H.

8. Utilisation selon l'une des revendications 5 ou 6,
caractérisée en ce que RS représente H et R6 représente OH.

9. Utilisation selon L'une quelconque des revendications
1 & 8, caractérisée en ce que pour L'administration par voie

digestive, on associe les pycnogénols de formute (I) @ un dérivé
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d'anthraquinone, notamment La 1,8=dihydroxyanthraguinone.
10. Procédé de détermination de L'activité anti=
inflammatoire dans un extrait végétal, caractérisé en ce qu'il

consiste & doser les pycnogénols de formule (I) dans cet extrait.
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