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Premitre partie

A

ESSAIS PHYTOCHIMIQUES SUR QUELQUES PLANTES MEDICINALES DU RWANDA

"Hatural products have been,
and still remain as, an interesting
and important scurce of bioclogically
active substarces, the major sources
of which remain untapped...”

Fr Norman R. FARNSWORTH




Chapitre I

LE RUANDA

Le Rwanda actuel,petit pays de 26,378 km°, est 1imité
- & 1'onest par le lac Kivu et la Buzizi (frontidre du ZaTre)
- au sud par les riviéres lua et Akanyaru (frontidre du Burundi)
- & 1'est par 1'Akagera (frontiére de la Tanzanie)
- au nord par le massifl des Virunga (frontiére de 1'Ouganda).
Le pays peut Bire divisé en trois aires physiques qui sont:
= le Bwanda oriental, dont 1'altitude varie de 1300 m & 1700 m
= le Bvanda central, haut plateau intérieur A 1'altitude moyemne de
1700 m
= le Rwanda occidental et septentrional, qui comprend la erfte Congo-
Kil, les bords du lac Kivu (altitude 1462 m), le massif volcanique
des Virunga (point culminant: le Karisimbi & 4507 m). Cette dernidre
région comprend le Parc National des Voleans qui est la partie rvan-
daise du Parc National Albert.(veir figure n® 1, carte du Rwanda)
Lo climat, et par le fait méme la vépitation, différent nettement d'une ré-
gion & 1'autre:
- @ 1'ousst se trouvent de vastes étendues de forfts primitives, ayant
les caractérietiques des forfte des régions montagneuses africaines
dés qu'on dépasse 1'altitude de 2000 m
= & 1'est, le Farc National de 1'Akagera et le domaine de chasse du
Mutara constituent la région la plus siche et la plus chaude du pays;
c¢'est une succession de savanes arborescentes et arbustives.
la position glogravhique du Awanda au coeur de 1'Afrique lui vaut égale-
ment de possdder une flore iris diversifide: & 1'ouest, [lore guindo-congolai-

sej au centre et & 1'est, flore scudanc-zanmbezienne; au nord, flore montagnar-
de africaine.

Le elimat tropical, adouci par 1'altitude, est scuvent qualifié de "médi-
terranden”, ce qui explique une population nombreuse: le Rwanda posséde en
effet la densité de population la plus élevéde du continent africain. Elle ate
teint par endrcits 1000 habitants au kmz; seules les régions orientales (ter-
rains arides et mouches tsé-tsé) et cccidentales (foréts) sont peu habitdes.







8i la situation géographique a évité an Rwanda une colonisation précoce,
(-en effet, le Rwanda fut le dernier pays d'Afrique A &tre exploré. Ce n'est
qu'en 1894 que le comte allemand Adolf von Gitzen traversa la région et décou-
vrit le lac Kivu-) elle le défavorise actuellement pour les échanges commer-
claux. Le manque de ressources minérales ajouté aux facteurs précédents fait
du Hwanda le pays théoriquement le plus pauvre du monde (suivant le revenu
moyen par habitantl
Consgient de ces problémes, le gouvernement rwandais a dépidé de dévelop-
per les trois plles 4'intérét du paysi
= tourisme grice & la beauté des sites: le lac Kivu, le pare des Volecans,
le pare de 1'Akagera et le domaine de chasse duo Mutara
- €levage par 1l'introduction de nouvelles races bovines
- agriculture en étudiant notamment les plantes utilitaires y compris les
plantes médicinales indigknes ou acclimatées.

A cbté des plantes alimentaires (sorgho, haricots, pois, patates douzes,
mafs, manios, bananiers, papayvers, passiflores, ananas), les Hwandais culti-
vent et exportent calé, pyréthre, thé, kousso, esucalyptus, quinguina et depuis
trois ans: Vinca major L., Vinca minor L., camomille, digitale laipeuse, angé-
lique; mauve et souci. Des essais doivent Etre effectuds aveec la belladone,;
le boldo, 1'ipéca et le ginseng. Toutes ces plantes sont acclimatdes au Hwanda,

excepté le kousso.

La gouvernement rwandais souhaitait que 1'Institut Hational de Hecherche
Scientifique (I.H.A.5.) envisage une étude des plantes médicinales inﬂigﬁn&s{l};
Aussi avons-nous pu compter sur la collaboration de cet Imstitut lorsgu'en
1969, nous avens manifestd notre intention d'étudier quelques plantes indigé-
nea du Bwanda.

En ce qui congerne les investigationa sur les propriétés médico-magiques
des plantes rwandaises, une mention doit 8tre faite des oceuvres de LESTRAIE (2)
et du Pére DURAKD (3). Malheureusement ces travaux ne s'appuient pas sur des
déterminations botanigues précizea.
En 1969, une engudte sur les médicaments rwandais a été entreprise par le
- Dr THOUPINH dans la région de Rwinkwavu. Les priparations d'une centaine de re-
mides ont été mises sur fiches avec indications des plantes utilisdées et

ocongtitution d"un herbier de réfdrence.

Quant aox recherches chimiques, aucune n'avait A& notre connaissance, éié

entreprise sur une plante rwandaise avant le début de nos travaux.
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Chapitre II

CONSIDERATIONS SUR L'ETUDE DES PHARMACOPEES
TRADITIONNELLES APRICAINES

L'expression "pharmacopées traditionnelles africaines™ doit 8tre prise
an sems large qui est: recueils de formules pour préparer les médicaments,
recueila qui ne sont pas forits mais qui se perpétuent par 1'enseignement
oral de génération en génération. la pharsacopfe traditiommelle ne peut gu'
étre prise au sérieux puisgque produit de 1'expérience humaine au contact de
la nature. C'est d'ailleurs cette expérience populaire - acquise par 1'emploi
thérapeutique souvent séeulaire on millénaire, de plantes totales ou de cer-
taines de leurs parties - qui constitue trés souvent le point de départ pour
la recherche et 1'é¢tude de substances naturelles actives,

Nos connaissances relatives aux plantes médicinales et toxiquee des ré-
gions tropicales d'Afrique, en particulier, sont encore trds incomplites.
Les découvertes de principes ausei actifs que 1'cvabaine,l'yohimbine,l'ibo=
galne,l'ésérine, la physostigmine, les alcaloldes du Rawolfia vomitoria AFPZ,,

les bases de la kola... justifient les espoirs que nous plagons encore dans
ce domaine.

L'étude des ressources médicinales d'une région exige une collaboration
étroite de diverses disciplines, classées par ordre chronologiques
1) des études botaniques et ethnobotaniques
2) des études phytochimiques et pharmacologiques succédant
& des essais préliminaires destinés & orienter les recherches ultirianien
1) des études agronomiques

1) Lrétonde botanique ne pose plus guére de probléme au Rwanda, étant

donné la publication d'une flore par la mission botanigque de 1'I.N.R.S.

I1 est en effet essentiel de travailler des plantes soigneusement identifides.
Le point de wvue ethmobotanigue devrait &tre couvert par une étude complite
s'appuyant sur des dehantillons d'herbier répertoriésavec soi n, rensei-
gnent les noms vernaculaires et sclentifiques ainsi que 1l'usage et le mode de
préparation dea remddes ou poisons. L'étude des prineipes actifs des plantes

et celle de leur action est loin d'8tre facile; elle exipe de longues recherches




et dés le début, 1"intervention de nombreux facteurs, dont au premfer plan,
la coopération de 1'indigéne qui, s"11 dit la vérité sur 1l'origine du =édi-
cament, ne la dit pas souvent tout entidre soit par suite d'une incompréhen-
eion de la question soit parce qu'il n'aime pas livrer ses secrets. D'autre
part, 8'il y a des remides conmus de tous les indigknes, il y en a d'autres
plus foudroyants, gardés jalousement par des guérisseura domt il faudra s'ef-
forcer de gagner la confiance. Un guérisseur peut avoir acquis des connais-
sances étendues, fruit non seulement de ses observations personnelles mais
aussi de celle de ses devanciersj c'est par empirisme que 1'on est arrivé A
la connaissance de la valeur pharmacodynamique de tous les produits végétaux.
Le Professeur Emile FERROT était un fervent partisan de 1'étude des remides
indigénes et il s"est étonné & maintes reprises que des plantes d'un mfme
groupe systématique et parfois de mfme genre et de mlme espice soient utili-
s¢es par des indigénes de pays tris éloignés dans des circonstances analogues:
"Cette convergence extracrdinaire des découvertes de peuplades dont il ne
somble pas gqu'on puisse admettre un contact dans le temps, n'inspire-t-elle
pas au médecin et au philosophe une admiration sans bornes envers une sembla-
ble puissance d'observation?"

Au Bwanda - comme dans d'autres régions d'Afrique -, il serait urgent de
recueillir les recettes des rembdes utilieds par les populations ayant eu
trés peu de contacts avee les Europfens et les villes, et tout particuliire-
ment les Batwa de la forft, les Banyambo et les Banyarwanda do nord et de
l'est du pays (réglon du Gisaka et du Mutara). Nous ne penscns pas que toutes
les médications relevées dans une telle tude seraient reccrnnues de valeur.
Nous sommes persuadés du contraire: nous eroyons que certaines formules sont
tout & fait inefficaces ou mBme dangerevses mais si certains médicaments mé-
ritent d'&tre conservés, la réalisation d'ume telle étude serait pleinement
justifiée.

2) Les études pharmacognosgues (phytochimigues en ordre principal)
Les problémes de prospection et d'approvisionnement en matériel wégétal inté-
téressant sont spdeifiquement africaine et doivent de ce falt 8tre traités
sur place & l'alde d'organismes y situés, dans notre cas 1'I.K.R.5. & Butare.
Far contre, les recherches chimiques et pharmacologiques sur des esploes
bien déterminfes doivent &tre poursuivies dans des laboratoires disposant
d"équipenents sclentifiques adéquats, Cependant, la plupart des tests du
screening phytochimique dolvent pouveir &tre effectués dans le pays proapecté.
Dans ce but, les méthodes seront simples, rapides, sélectives et nécessite-
ront un minimum d'équipement.,
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Les essais entrepris sur les drogues rwandaises ont étd les puivants:

I) recherche des alealoldes

Cette recherche occupe dans les tests la place la plus importante car les
alealoldes exercent une activité pharmacologique marquée, d'habitude sur le
systiéme nerveux central; d'ailleurs la grande majorité des produits naturels
utilisds en médecine est de nature alcalofdique: ajmaline, atropine, caféine,
cocaine, codéine, colchicine, émétine, éphédrine, ergonétrine, ergotamine,
hyosoyamine, leurceristine, lobéline, morphine, papavérine, rhysostigmine,
pilocarpine, protovératrines, psilocybine, quinine, quinidine, réserpine,
scopolamine, spartéine, strychnine, théobromine, théophylline, tubocurarine,
vincaleukoblastine, vincamine, yohimbine...

T e —_— i e s e

5 gr de poudre de drogus sont introduits dans un erlenmeyer A4 large
ouverture et additionnés de 25 ml d'acide chlorhydrique dilué & 5 %
On bouche et on laisse macérer 24 h, en agitant de temps en temps.
On filtre et on recueille le filtrat. Sur 1 ml du filtrat introduit
danz un tube & essai, on ajoute 5 gouttes du réactif de MAYER {Bolu-
ticm aqueuse d'iodure double de mercure et de potassium).

5'il n'y a ni précipité, ni louche dans le tube, on peut conclure &

1'absence d'alcalofdess

Cependant, il y a un risque de réactions faussement positives:

= protéines qui précipitent par addition d'un réactif contenmant un
métal lourd

= certains glucosides et sucres

= les bétaines, la choline, les purines, les amines méthylées, les
tanins et les sels ammoniques.

Ausel dans le cas d'une réaction positive, faut-il confirmer la pré-

sence d'alenloldes apris extraction mar un solvant crganique,

B. Extraction des alealoIdes
Cetle exiraciion sera elTectude sur le filtrat de 1'expérience préod-
dente ou suivant la technique ci-aprés: 5 gr de poudre de drogue sont
introduits dans un erlenmeyer et imbibés de 5 ml d'ammoniaque dilude
au demi, puis additionnés de 25 ml d'éther-chloroforme (221). Macéra=-
tion de 24 h en flacon bouché en agitant Fréquemsent, filtrer les so-
lutions organiques sur sulfate scdique aniiydre, et les épuiser dans
une ampoule & décantation par deux fois 5 ml d'acide ehlorhydrique
dilué & 5 %. le solution agueuse est alors additiornde du réactifl de
MAYER,

Réactions faussement négatives: les alealoldes quaternaires ne passent
pas dans les solvants organiques. Les protoalealoldes tels mescaline
et bufoténine ne préeipitent pas par le réactif de MAYER,

Il conviendra également de se méfier de 1'ammoniaque qui peut trane-
former des corps cxygénés on azotés (exemples de la rosmericine, alca-
lolde artéfact du romarin (4) et de la gentianine, alcalofde artéfact




de 1'Anthocleista procera LEPRIEUR ex BUREAU (7).

C. Chromatographie ascendante sur papier Whatman n® I
Phase de Fartridge |n-butanol-Aclde acetique-Eau §:1:5)
Réwvélateur: réactif de DRAGENDOHRFF
Dépbter 20 A de teinture au 1/10e dans 1'éthancl & J0°

Les produits possddant un carbonyle conjugué ou une fonction lactone
peuvent réagir aussi avec le réactif de DRAGENDOHFF} c'est le cas des
cardénolides, bufadiénolides, flavones et pyrones...

Suivant ces J tests, la présence d'alcaloldes peut &ire établie avec
un maximmm de garantie. Une idée de la teneur peut #tre déduite du
teat C.

II) recherche descomposés polyphénoligues

| a) tanins galliques Eiﬂég_catéchiguea

' Ia recherche a lieu sur 1'infusé & 5 cu 10 % de la drogue; dans un

berlin rempli d'eaun bouillante, on projette la drogue broyée en remu-

ant avec un agitateur. On arréite 1'ébullition et on laisse infuser

15 minutes) on filtre. Sur deux portions du filtrats

| 1* addition de quelques gouttes d'une solution de chlorure ferrigque

| & 1 %: obtention d'une coloration bleu-foncée, noire on verte si
tanins

2* 4.30 ml du filtrat, ajouter 15 ml du réactif de STIASKY (formol

A 30 % 2 volumes/HCl concentré: 1 volume). Un chauffage au bain-
marie & 90°C provoque la précipitation quantitative des tanins caté-
chigues (précipitéd rose). Aprés filtration, le filtrat saturé d'acd-
tate sodique est additionné de gquelques gouttes de chlorure ferrique
(présence de tanins galligues si 1'on obtient une teinte bleue ou
noire).

b} flavonoldes

action a la cyanidine, dite de SHINODA. la recherche a lieu sur

1'infusé préparé en a). 5 ml d'infusé sont additionndés de 5 ml d'al-
eool chlorhydrique (éthanol & 50°, HCl concentré 2:1 V/V) et de pou-
dre de magnésium. On observe la coloration obtenue {n:angée, rouge
violette). la présence de flavonoides est confirmée tar chromatogra-
phie ascendanta sur papier Whatman n® 1, dans la phease de Partridge,
aprés avoir déposé 20 A de teinture au 1/10s dans 1'éthancl & TO°,
Les chromatogramses sont observéa aux U=V avant et aprés imbibation
par des vapeurs d'NH,, ajnsi qu'avant et aprds pulvérisation par une
golution de trishle aluminigue & 1 % dans 1'éthanol A 94% suivie
d'un chauffage de 10 minutes & 1'étuwe chauffée & une température de
100°C.

e) anthocyanes
:Eaf-ﬁraﬁsﬁnu confére A 1"infyseé une goloraticn rouge gqui e'accentus
par 1'addition d"un apide et qui vire au bleu violacé ou verdftre
par alealinisation par 1'ammoniague. De plus, en chromatographie sur
papler dans la phase de Pariridge, on observe des taches rouges.

d) leuccanthocyanes
2 ml d'inlusé sont additionnds de 5 ml d'alcool chlerhydrique puis
chaufféa au bain-maries L'apparition d"une coloration rouge cerise
ou violacée lndique la présence de leucocanthocyanes.




1I1) recherche des dérivés gquinonigues

2 gr de drogue pulvérisée sont humectés avec 2 ml A'HC1 dilué et intro-
duits dana un flacon. On ajoute 20 ml de chloroforme. Apras guelgues heuras,
on filtre le solvant et on agite avee 5 ml d'asmoniaque (Réaction de BORN-
TRAGER). Une coloration rose A rouge-violacée est une réaction positive.

IV) recherche des saponosidea

Ils sont mia en évidence par 1'indice de mousse qui est fourni par le
degré de dilution d'un décocté agueux de la drogue qui, dans des conditions
déterminées, donne une mousse persistante.
lans une fiole conique de 500 ml environ, renfermant 100 ml d'eau bouillante,
introduisez 1 gr de poudre de la drogue. Maintenez une ébullition modérde
pendant 30 minutes. Filtrez, ajustez & 100 ml apris refroidissement. Dans
une série de 10 tubes A essais de 16 cm de haut et de 16 mm de diamitre, me-
gures successivement 1, 2, Jess, 10 ml de décoctéd et ajustez le volume de
chaque tube & 10 ml avec de 1'eau distillée. Agitez chaque tube dans le
gens de la longueur pendant 15 secondes: deux agitations par seconde, apris
1l'aveir bouché avec le pouce. laissez reposer 15 minutes et mesurez la hau-
teur de la mousse. 5i elle est inférieure a 1 cm dans tous les tubes,l'indi-
ce est infdrieur & 100 Enﬁglignahla]. 81 elle est de 1 om dans 1'un des tuobes,
la dilution de la dropue dans ce tube est 1'indice de mousse cherché,

V) recherche des stéroides et triterpénoides
(¥ compris les saponosides et les cardénclides)

Nous effectuons cette recherche & partir d'une teinture au 1/10e de la
drogue dans 1'éthancl & T0%. Ajouter & 10 ml de teinture, 10 ml d'eau et 2 ml
d'acdtate de plomb & 10 %%, laisser reposer 15 minutes, filtrer, ajouter 2 ml
de solution aqueuse de phosphate disocdique & 10 %; repos 15 minutes; filtrer
et recueillir le filtrat dans une ampoule A décantery extraire la solution A
3 reprises par 5 ml de chloroforme. Les solutiona chloroformiques sont fil-
trées sur sulfate sodique anhydre. Le filtrat est divied en 4 fractions gui
sont évapordes A siccitd.

a) Le résidu est solubilisé dans quelgues gouttes d'acide acétique et
gdditionné de 3 ml d'un mélange anhydride acédtique-acide sulfurigue
congentré 5011. Une coloration violette & bleuwe ou verte indigue wune
répotion positive.

b) Le résidu est repris par guelques gouttes de chloroforme et dépond
gur une plagque chromatographique S5ilicagel Merck F254. Un procéde au
développement dana les aystémes préconisés par STAHL et on révéle par
lee réactifs classiques de ces substances: sclution de SbCl, & 25 %
dang chloroforme; solution d'acide chlorosulfonique dans ltaﬂide aod-
tiquej réaciif de LIEBERMANN-BURCHARD.(8).

E} Réaction de HAYMOND pour les cardénolidesi elle consiste & ajouter au
réeidu successivement 2 gouttes d'une sclution alecoligue & 1 % de
métadinitrobenzine et 2 gouttes de HaQH A& 20 %. Une coloration bleus
indique une réaction positives

d) Réaction de KEDDE également pour les cardénolidess on ajoute au réai-
du 2 gouttes d'une solution alecoolique d'acide dinitrobenzolque & 2 -
et 2 gouttes de HaOH N. Une coleration rouge pourpre ou rouge vin in-
dique une réaction positives

?I} racherche dea dérivés cyanogénétioues

Réalisée sur les plantes frafchement récoliées.

Découper finement environ 2 gr de drogue. Transvaser le mélange dans un
petit erlenmeyer; ajouter 15 ml d'eau et boucher imeddiatement. Aprés
une heure de contact (agiter de temps en temps), recouvrez le col A




1'aide d'un papier pioro-sodé de GUIGNARD, Chauffer quelques minutess une colo-
ration marron apparaft 8'il y a dégagement 4'HCN,

V11) recherche d'un mucilage

La présence d'un mucilage est déceléde par la viscosité des infusés ot
décoctéds qu'il est impossible de filtrer sans expression. Un second test con-
siste & additionner le filtrat obtenu par expression d'un volume égal d'aleool
4 34° qui proveque la précipitation du mucilage.

VIII1) recherche des huiles essentielles

La présence d'huile essentielle décelable lors des essals organclepti-
ques est confirmée par entrainement & la vapeur d'eau dans 1'appareil décrit
b cet usage dans la Pharmacopde Belge Se édition. Le distillat est recueilli
dans le tube gradué, éventuellement en présence de xyléne si 1'essence est
plua lourde gque 1'eau.

Les études pharmacologiques doivent en théorie accompagner les dtudes
chimiques. Elles doivent 8ire entreprises par des laboratoires disposant de
garmes varides de tests praticables en série sur les animaux et orgsnes iso-
1és. Nous ne voulons pas discuter iei du choix des expériences A réaliser,
eela échappant au domaine de nos compétences. Lo lecteur intéressé consultera
avee profit les publications de FARNSWORTH (4) et de SANDBERG (5), traitant
de screening pharmacclogique appliqué aux plantes médicinales. Les recherches
pharmacodynamiques interviennent en premier lien pour déceler 1'activité des
plantes et trancher les cas litigleux, notamment quand l'analyse chimique ns
permet pae de déceler des principes actifs caractéristiques, Dans ce dernier
cas, seules les recherches pharmacologiques peuvent guider les chimistes dans
la recherche des fractions responsables de 1'activité de la drogue,

Un résultat faussement négatif peut cependant se produire ei 1'on tra-
vaille sur des plantes ol les principes actifs se sont dégradés suite & une
mauvaise dessiccation. L'idéal serait de disposer toujours de plantes stabi-
lisdes ou mieux d'extraits lyophilisds (6). Enfin un résultat négatif se pro-
duira également 8i la fraction amalysde contient des substances antagonistes
soit minérales, tels le sélénium, le cuivre, lea nitrates... ou organiques.
Ctest ainsi que SVOBODA a isolé la leurocristine et la leurcsine, deux alca-
loides hautement actifs contre la leucémie & partir d'une fractiom alealoldi-
que brute qui était démunie d'activitéd contre le mfme néoplasmell En conclu-
gion, la prudence doit toujours Btre de rigueur dans 1'appréciation des ré=
sultats.

Ces recherches de "sereening" phytochimique et pharm;cnlagique ne consti-
tuent qu'un point de départ. 11 faudra attendre des anndes avant une exploi-
tation des espdces les plus intéressantes. En effet, lorsque les essais pré=
limina firea auront été effectuds sur la majoritd des esphees utilisdes en

médecine traditionnelle, les espbces ainsi sélectionndes seront dtudides
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tant d'un point de vue clinique que thérapeutique. 5i les essais cliniques
sont concluants, 1l'expleitation des ressources végétales sera envisagfe.

3) Les études agronomigues
Pour lea recherches de laberatoire, la matidre premidre fournie par

la cueillette suffit largement. Par contre, 1'alimentation du marché inter-
national en drogues végétales doit Btre étudide par les instituts agronomi-
ques africains, tel 1'Institut des Sciences Agronomiques du Rwanda (I.5.A.R.)
&4 Rubomna. :

Cea instituts préciseront A 1'aide d'dtudes écologiques et gpéndtiques,
les espiéces pe prétant & des cultures rationnelles, ou du moins protégeront
les gites médicinaux naturels. Il eat évident que les études agronomigues
pouwvant prendre assez blen de tempa, peuvent Stre commencées avant d'avoir
obtern les résultats eliniques, d'autant plus que les possibilitdés de multi-
plication (graines, bouturea, greffes) peuvent 8tre réalisfes sur tris peu
de matériel.

Finalement, la fourniture des matidres premiires & 1'industrie, au
départ d'une exploitation publique ou privée, marquera 1'aboutissement des
travaux entrepris en suivant la longue filidre déerite ci-avant.
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Chapitre ITI

Au cours d'une mizsion d'étude an Rwanda, nous avons récoltd des dchan-
tillons d'une trentaine d'anpécaa qui ont été soumis aux tests phytochimi-
ques détaillés dana le chapitre précédent. Les résultats obtenus sont rapris
dans le premier aprendice de ce mémoire.

A partir de ce mereening, il apparut que le Strychnos usambarensis est
particulidrement riche en alealoldes, ce qui retint notre attention, le la-

boratoire dont nous faisons partie ayant, par le pasaé, consacré une grande
part de ses activités & 1'étude des Strychnos du Zafre (ex Congo belge).

L'intérét que cette plante présentait fut renforcé par 1'cbservaticn de
son utilisation par les indigimes dans la confection d'un poison de chasae,
ainsi que par la mise en évidence des propriétés curarisantes de certaines
de ses fractions alealoldiques.

Clest & 1'étude do ce Strychnos et du poison en dérivé que le présent
mémoire est consacrd.
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Deuxidme partie

- GENERALITES SUR LES POISONS DE FLECHES
= LES BANYAMBO FT LEUR POISON DE CHASSE

= LE STRYCHNOS usambarensis GILO
{Ethnubutanique-Fharzﬂuulqgia-ﬁutanique}

"Moins qu'un parcours, 1'expleration
est une fouilles une scdne fugitive, un
coin de paysage, ane rdflexion saisie au
vol, permettent seuls de comprendre et
d'interpréter des horizons avtrement
stériles".

Clavde LEVI-STRAUSS




‘Chapitre 1

LES POISONS DE FLECHE

Les poisons de [ldche ont toujours fasciné 1'imeginationy les plua an-
eiens decrita relatent 1"hietoire de ces polsons. Le mot toxique provient
d'ailleurs du mot grect rn,hlxr:w. poison de léche.

Produit spéeifique de 1'intelligence humaine, la confection de telles
armes a permis & 1%homme d'une part de survivre, d'autre part, de s'assurer
la suprématie & 1'épard d'espioes animales plus fortes que lui, Chague grou-
pe ethnique possddait son poison secret et c'eat 14 que résidait la difficul-
té d'obtenir des indications préoises. Leur préparation apparaissait tris
mystériense et ce n'est gu'occasionnellement que des renseignements [il-
tralent. Heursusement les indiscrétions se sont multiplides et ont permis
d'obtenir une image assez valable des différents poisons utiliséds par le
monde. Il est cependant certain que tout n'a pas ¢té révélé sur cette ques-
tion et 1'on ne peut que formuler le souhait que le plus rapidement possible
déa ethnobotanistes tentent de capter des renseignements muprés des popula-
tione conservant un contact détreit avec la nmature, se souvenznt de ce dicton:
"Chaque fois qu'un vieillard meurt, ¢'est une bibliothique qui brlle".

Feu d'ouvrages spécialisée ont cependant été consacrés aux poisons de
fleches I1 est vrai que les cuvrages de FEAROT et YOGT d'une part, de LEWIN
d'autre part, sont resarquables (46,47) et que peu de nouveaux poisons ont
é¢té signalés depuis leur parution, Réanmoine une révision s'impose et 1'on
doit louer les publications récentes de BISSET concernmant les poisons de
flkche. Hul autre mioux que lui n'était prépard A cette tichke car les poi-
sons sont bien souvent & base de Loganiacdes, Apooynacéce et Moracées, fa-
milles & principes tantdt cardiotoniques, tantdt alealeldiques qui ont tou-
jours retenu 1'attention de cet auteur (48 & 53). -

Nous avona dressé une carte schématique de la répartition des principanx
poisona de fléche utilisés dans le monde, nous attachant partioulidrement &
ceux d'Alrigue.
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Classification botanigue dea plantes entrant dans ces poisens

A« Buropes Renonculacdes: Aconite, Hellébores
Taxacées: If (utilisés par les ancisns peuples d'Burope;
Gaule, Barbarie)

B. Asie et Ocdanie: Renonculacées; Aconite, Anémones
Moracdes: Antiaris toxicaria LERCH et autres espices
Loganiacdaas Strychnos ignatid BERG, 5, axillaris COLEER,,
S. vanprukii CRAIB (5. quadrangularis HILL),
sl- Iin'ﬂ'l.‘ DEH'HET- {El mg.“brifﬂ L‘l] s- m’tﬂ
A.W. HILL, B, pux-vomica L,
Apocymacées: Beaumontia sp., Tabernaemontana
Légumineuses: Derris
Dicscordacdes: Dioscorea sp,.
Euphorbized s: Sapium
C.' Adsstinin Célastracdess Lophopetalum

Hord: Renonculaedes: Anémones
Centre et sud: Buphorbiscdes
Suds CURARE & partir de Loganiacées (Strychnos) et de Ménispermacées
fghund:mdemlrﬁn} + Buphorbiacdes et Solanacdes
Moracées: Naueleopais

Dy Afriques Apocymacéens Strophanthus sp., Acokanthera sp.
Loganiacées: Strychnos sp. (surtout 5, icaja BATLL.)

Légumineusess Erythrophleus sp., Physostizma sp.
Amaryllidacdess Buphane disticha HEHR,

Aselépiadacdent Calotropis sp.
Euphorblacédes

A cbté de ccs poisons végétaux, i1 convient dn signaler 1'existence de poi-
sons animaux (reptiles, batraciens, roissons, insectes...), de poisons cada-
virigues (animaux en décomposition), de poisons microbiens de Mélandsie &
base de bacilles du tétancsl

Au terme d'une bibliographie plus poussde, (18,19,55 & 72} nous avons drossé
la earte des poisons de fliche africainss earte p. 15.

Les prineipaux genres botaniques sont classds dans les familles ci-apria:
1+ Amaryllidacédes: Buphane

2. Apocynacdes: Acokanthera, Adenium, Cerbera, Funtumia, lardolphia, ( Pachypo=
dium?), Pioralima, Rauvolfia, Strophantus, Carissa, Nerium

3. Aracdes; Amorphophallus

4. Asclépiadacées: Calotropis

7+ Cactacées: Opuntia

6. Capparidacées: Boscia

Te Combrétacées: Combretus

8. Commdlinacées: Palisota

9« Composdess Mieroglossa, Vernonia
10, Connaracdes: Cnestis

11. Dioscordacdes: Dicscorea

12. Evénacéest Diospyros, Euclea

#* les nome d'auteurs sont cités uniquement 1a premiére fois que nous mention-
nons le nom latin de la planta,

e
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13. Buphorbiacéess Buphorbia, Elaeophorbia, Croton, Jatropha, Flugpea, Synade-
nium, Dichapetalus

14. Guttiferacées: Ha rungana

15+ Légumineuses: Physostigma, Erythrophleu=m, Tephrosia, Detarium, Ormosia,
Mucuna, Albizia, Crotalaria

16. Liliacdess Aloe, Asparagus, Gloricsa, Urginea
17. lLoganiacées: Strychnos, Usteria

18. Ménispermacées: Triclisia

19, Moracées: Ficus, Antiaris

20. Périplocacdes: Farquetina, Periploca

21. Polygalacées; Securidaca

22, Robiacéesr Hauclea

23. Rutacédes: Fagara

24. Sapindacées: Eriocoelum

25. Bterculiaedes: Mansonia

26. Bolanacéess Nicotiana, Solanum, Datura, Capsicum
2T Thyméléacdess lasiosiphon

28, Vitacéess Cissus

Quant aux poisons animaux, on y rencontre des insectes (larves de Diamphi-
dia locosta et de Diamphidia simplex, Blepharidia et Blepharidella), des vo-
ning de serpents (naja, cobra, vipkres), des venins de scorpiocns.

la distribution plographique de ces poisons se répartit comme suit:

Gomalie: Adenium somalense BALF F.j; Acckanthera schimperi SCHWEINF.; Acckan-
thera venenata G. DON.j Acokanthera cuabaio POISS,.; différentes es-
ptoes d"Baphorbia

Ethiopie: Acokanthera schimperi; Euphorbia sp.

Soudani Euphorbia candelabrum TREM. ex. FKLOTZSCH; Euphorbia wenenata MARL.;
Adenium honghel A. IC.; Strophanthus spsj Acckanthera sp.§ Cispus
quadrangularis L.; Palisota barteri BENTH.

Eenya: Acokanthera sp.; Strophanthus sp.j Vernonia hildebrandtii VATEE (Afri-
que de 1'Est); Albizia versicclor WELW. ex. OLIV. (Afrique de 1'Est)

Tanzanies Acokanthera schimperij Acokanthera longiflora STAPF; Acokanthera
venenataj Strophanthus eminii ASCH et PAX.j landclphia parviflora
K. SCHUM.j Urginea sp.j Euphorbia ap.j Dioscorea triphylla L.

Afrigque du Sud: Buphorbiacdes; Buphane disticha; Acokanthera venenataj Ade-
nivm boehmanium SCHINZ.; Hymenanche globosa LAMH.j ( Pachypo=
dium ep.?); Poisons animaux :

Mozambique-Rhodésie-Zambie: Strophanthus kombe OLIV.y Werium oleander L.
Sud-Ouest Africaint poisons animaux (Diamphidia, Blepharidia, Blepharidella)
Angola: Buphane distichaj Strophanthus sp.j poisons animaux

Madagascar: Cerbera venenifera STEND.
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Zalre; Erythrophleunm suaveolens (GUILL. et FERR,) BRENAN (syn. E., guineen-
se G. DON); Palisota barteri; Mauclea diderrichii (DE WILD) MEARILLg
Combretus grandiflorum DON; Strychnos icajaj Periploca nigrescens AFZ4
Crotalaria sp.; Tephrosia sp.; Strophanthus gratus FRANCH; Buphorbia
Efs

Congo (Brazzaville): Strophanthus hispidus A,DC,; Strophanthus gratus; Rau-
volfia vemitoria AFZ.; Palisota schweinfurthii C.35.
CLARK; Parquetina nigrescens AFZEL,

République Centre Africaine: Strychnos iecaja; Strychnos johnsonii HUTCH,
et M.,B, MOSS; Strophanthus gratusj Strophan-
thus sarmentosus DC.; Rauvolfia vomitoriaj
Triclisia dietyophylla DIELS

Nigéria: Strophanthus hispidus; Strophanthus sarmentosus; Buphorbia sp.}
Erythrophleum suaveclensj Stryghnos spinosa LAM.; Calotropis pro-
cera AIT.; Boscia senegalensisj Foisons animaux

Camerouns Strophanthus gratus; Strophanthus hispidus; Calotropie procerag
EBuphorbia sp.

Sierra leone: Erythrophleum suvaveolensj Physostipma vensnosum BALF,

Senegals Detarium senegalense GMEL.3; Strophanthus sarmentosusj Strophanthus

proussii ENGL. et PAX.; Strophanthus higpidusj Erythrophleum suave-
clens; Datura sp.; poiscns animaux

C8te d'Ivoires Croton sp.; Fagara angolensis EMGLER.; Mansonia altissima
A. CHEV,; Eriocoelus racemos trophanthus hispidusi Calo-
tropis proceraj Euphorbia ep.j Flaephorbia sp.j Sapium Era-
hamii PRAIN; Erythrophleum suaveolsnsj Picralina elliottii
STAPF; Diospyros xanthochlamys GURKE; Fagara macrophylla BGL.;
Microglossa volubilis IC.; Funtumia slastica STAFF; Harungana
mdagascariensis POIR.; Hauelea sp.; Lasiesiphon kraunssianus
HUTCH. et DALZ, (Afrique de l*UuantS.

Dehomey: Strophanthus hispidusj Cnestis ferruginea DIC.; Elaeophorbia drupi-
fera STAFF; Usteria guineensis WILD.; Caesalpinia crista L.; Flug-
gea viroga BAILL.j poisons animaux.

Rwandar Carissa oppositifoliag Fagara chalybea ENGL.; Buphorbia grantiiOLIV.;
et découvert en 1970: Strychnos usambarensisy Bupherbiacées; Fuclea
8p«} ot autres plantes rerrises plus leing
Aeckanthera schimperi.

Lea poisons lea plus foudroyants sont ceux qui contiennent des hétérosides
cardiotoniques (Acokanthera, Strophanthus, Adenium, Cerbera, Mansoniam, Calo-
tropis, Nerium, Periploca, Urginea) etfow des alecalofdes (Strychnos, Gloriosa,
Buphane, Physostigma, Erythrophleum, Crotalaria, latura, Solanum, Triclisia,
Fagara,Vernonia,eee)

Au coure de la miseion d'étude réalisée au Awanda en 1970, nous avons pa
observer la priéraration d'un poison de chasse & base de Strychnos usambarensis.
Ce poison a été préparé par des chasseurs de la tribu des Donyambo. 11 serait

Egnlemgnt connu de certains Banyarwanda du Gissaka (région sise au sud-eat du
Bwanda ).
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Chapitre II

LES BANYAMBO ET LEUR POISON DE CHASSE

Les Banvarbo et le Pare National de 1'Akarera
Le Parge Hational de 1'Akagera (superficier 250.000 ha) est situé & 1'Est
du Hwanda, le long de la rivibre Akagera qui sert de frontidre avec la Tan-

zanie. L'Akagera se crde un passage vers le lag Vietoria, dans une vaste
étendue de marais (papyrus, nénuphars). C'est dans cette dépression maréca-
geuse que sont établis les campements et les villages ade Baryambo, tantdt
sur les rives de 1'Akagera (ec8té tanzanien), tant8t sur les Tlots flottants
dane les marais. Les Banyambo qui habitaient la vallde de 1'Akagera bien
avant la erdation du Pare Ratiomal ent ¢t¢ toldrés dans ces lieux jJusqu'en

1358, date & laquelle cette population fut déplacée.

Fipure n® 2

Marais de 1'Akagera avec les collines
de Tanzanie & 1'arriére-plan
Comme on peut le constater sur les cartes ecl-aprés, représentant la ré-
partition des tribus en Tanzanie, les Banyasbo forment une petite tribu si-

tude & égale distance du lac Kive et du lac Vietoria.
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Filigra ne historique des Banyambo et de leurs poiscns de charse

L'histoire des Banyambo étant étroitement lide & 1'Akagera, il faut
attendre la déccuverte de 1'Akagera par STANLEY en 1B75 pour qu'ils entrent
dans 1'histoire moderne (73): STANLEY notait que dans les trois quarts de
#a largeur, la Kagera (baptisée par lui Hil Alexandra) glissait lentement
au milieu de carex, de papyrus et de roseaux. Des hauteurs du Karagwe (ccl-
liner de la Tanzanie, i1 éerivait: "... la vallée du Kil Alexandra, large
tapis de papyrus,moucheté du nord au sud de petits lacs bleus relids par le
fil sinueux et argenté de la riviére, et dornmant & penser qu'il y avait 1i
un sujet d'exploration du plus haut intér@t". :
Désirant réaliser ce projet, STANLEY s'approche de la Kagéra, un peu au sud
du lae Ihéma et éorivits "Tout 1'espace qui me semblait Bitre la valléde de la
Kaghéra, espace compris entre les montagnee de Mouvari (Parc Hatiomal au
Rwanda) et celles du Karcugoué (Karagwe en Tansanie) est complitement occupd
par la riviére, par le fourré de papyrus et par plus d'une dizaine de lacs.
Les papyrus couvrent de 9 & 14 pieds d'eau; chacun de ces lacs a une profon-
deur de 20 & €5 pleds; ila sont tous relids entre eux ainsi qu'avee la rivik-
re sous le tapis flottant™.(Cette description correspond tout A fait & ce que
nous avons nous-rfmes conotaté). STANLEY gagne ainsi le lac d'Inhéma et 1'%le
du mBme nom et tente ensuite d'accostert M... le lendemain, aymnt quitté
1'Ile d"Ihéma, nous longedmes la cBte du Mouvari; un petit village étnit pris
de la rive, nous essayimes d'atterrir; asussitBt les indigines nous montrérent
lea dents avec une colére de chien hargneux et bandérent leurs zre d'une fa=-
gon menagante, ce qui nous obligea & nous éloigner et d'abandonner ces gens &
leur féroce exclusivismel' STANLEY reconmaissait ne pas avoir pénétré les se-
crets de la région et concluaits...".. répugnant & nous cuvrir un chemin par
la force, & traverser un pays malgré les habitants, & opposer sans y Btre
contraints nos carabines & des lances et & des [liches, nous avons dit adien
aux contrées qui alimentent le Nil et nous nous étions tournds vers le Tangm=-
nika (lac)".

Cette attitude hostile des Banyasbo valut au Rwanda de rester inexplord
Jusqu'en 1894, date & laguelle une expédition militaire allemande péndtra
dana le pays par la frontigre sud (Burundi) pour aboutir 4 la découverte du
lac Kivu et au protectorat allemand sur le Rwanda.

WEISS fut le premier & décrire les
Banyambe (T4); il n'a vraisenblable-
ment pas visité les marais car il ne
parle ni de péche ni de chasses I1
s'attarde aox carnctéres physigques.
les Banyambo - ainsi que le montre
la figure n® 3 - sont d'origine ban-
toue, comme las Bahutu au RAwanda ot
au Burundi. leur présence dana ces
lisux &tait antérienre & 1'arrivée
des Bahima ou Batutsi (76). la cheve-
lure des femmes est caractéristigues
alle consiste en de courtes méches
Erainsden. :

Les premidres allusions claires &
1'exintence d'un poison de {liche
dans cette région sont celles de
BRAUN (75) qui derit que 4 4 5 plan-
tes non déter=infes ainsi que des in-
gectes entrent dans la préparation
Figure n* d'un polisen utilisd pour la chasae.
Ce poison serait mfme utilisé contre
la rhincgérog et 1'hippopotame.

. B ___a




Le epécialiste des poisons de fliche de Tanzanie, RAYMOND (57), = auteur
d'une réaction spéeifique des génines de cardénolides -, recornalt ne pas
avoir amalysé de poison de cette région et derit que les indigines de la ré-
gion (district de Bukdba) sont trés réticents en ce qui concerne leurs poi-
sons: "The matives of this area are reticent regarding their poisons and the
area where it is made is rather imaccessible". D'autre part, i1 signale que
dang le distriet de Biharamulo (au sud de la zone habitée par les Banyambo)
exisie un poison complexe & base d'Acokanthera pais également de wésicule
biliaire de erocodile, de lézards, de vipires et duvenin de mamba (Dendroas-
pls) cracheurl Le poison serait trés violent et utilisé pour tous lea types de
gibier. Nous ne pensons pas persomnellement que les Banyambe utiliseraient le
mamba cracheur dana la réalisation de leurs poisons car nous avons pu consta-
ter que cet animal était un des rares parvenant & effrayer ces intrépides
chasseurs. D'aprés eux, ce serpent punirait infailliblement durant 1a nuit
la persomne qui aurait tenté de 1'attaguer de jour.

HAEZAERT (58) déerit pour la premidre fois un poisen de chasse utilisé
par les Banyambo et les Banyarwanda du nord du Pare (territoire annexe ol les
autochtones - assez peu nombreux il est vrai - sont toujours autorisés & ha-
biter). Ce poison est i btase de Carissa ovpositifelia (L.) PICHON, de Fagara

chalybea et de différentes cucurbitacées, euphorbincées... Des échantillons
E'Heyﬁfﬁr n'ont malheureunsement pas_dte déposin.
usqu'en 1958, des villages de Bamyambo installés au bord des lacs dans

le gud du Pare Hational (réserve maturelle intégrale) furent tolérés car leurs
feules cultures consistaient en de petites bananeraies (pour la préparation
de la bidre de banane). Ils se nourrissaient de rhizomes de nénuphars et de
poiesons qui abondent dane les marais et les lace, ainsi que de gibicr. Ils
vivaient et vivent encore dans une région extrimement malsaine ob sdévissent
le paludisme et 1la maladie du sommeil. Ils vivaient hewreux dans un isolement
assez poussé (] mois par an inacessibles dans lours marais) & 1'dcart de tou-
te présence eurcpdenne (mission). Une enquite médicale réalisde en 1955 rele-
va un pourcéntage de malaria chronique trie délevd et une mortalité infantile
atteignant T4 %. Cet argument humanitaire ajouté an fait que les Banyambo -
pourtant réduits & une centaine de familles - chassaient en tout temps et

par tous les moyens antilopes, bufiles, lions, hippopotames et erocodiles,
incitérent les autoritda belges & expulser cette population. A partir de ce
moment, les Banyambo se retrouvaient parmi les bracomniers contre leequels
lea autoritds ne sont pas dguiples (77). Les gardes ne disposent pas de vié-
hicule ni d'embarcation pour effectuer la surveillance des lacs ou marais

{1a zone lacustre occupe le 1/4 de la superficie du Farc). D'autré part, qui
mieux que 1"indigéne ne connalt & fond une région dans lequelle il est ndé,

a vécu ot chassé?

Toutes ces considérations permettent d'expliguer comment le patrimcine
de cette tribu fut préservé jusgu'd notre époque, ce qui nous permit de dé-
couvrir 1'existence d"un poison de chasse préparé A partir de Strychnos usan-
barensis.

Préparation du poison de flbche

Le tablean 1 renseigne les plantes utilisdes lors de la préparation du
poisons Des échantillons d'herbier ont été déposée par nous & 1'herbarium
de 1'I.N.R.5. & Butare (Rwanda), au Jardin Botanique de 1'Etat & Bruxelles
et au laboratoire de Pharmacognosie de Litge.
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TABLEAU 1 - Plantes entrant dans la préparation du poison

Fem

Hom n* Partie
“"1"“@ = latin  [a'herbier| TPRiMl® | ii11sée Observations
Umihcke Strychnos 22 logania= Racines |Les édcorces de ra-
usanbarensis cane Feuilles |ecines exercent une
GILG activité curari-
eante typlgue
Uruseénda | Capsicum 54 Solana- Fruite |-Appelé "pili-pilin®
frutescens caas ou peivrier de
e Cayenne
Umushi- Buclea 32 Eberaceae | Racines |-Les racines de cet
kirdi eghimperi arbre de savane
{ch ont un effet pur-
DANDY gatif (18),
=Au Bwanda, les
fenilles =mont
utiliedes contre
les vers.
=Contient des naph-
toquinones et tri-
terpénoides (78,79).
Unuryfa- Ipomoea 35 Comvolvu= | Tuber- Contient vraises-
nyoni wightii laceas cules blablement des
(WALL.) gluco-résines
CHOISY drastiques {espi-
Vars o8 non étuﬁiéeﬁf
wightii
Imakaka~ |Aloe lateri- 33 Liliaceae | Feuilles | Plante & suc.
rubafimba |ta ENGLER
Umukoni Synadenium 31 Euphor- Tiges Contient un latex
grantii bizceae blarc trés irritant
HOOK . (18) provoquant
deg vomiasemonts
et deg diarrhées.
Umiyeenzi Buphorbia 30 Euphor= Tiges =Flante & port de
tirucalli biacens fenillées | cactus suite &
Ls l'avortement des
fouilles.
=Contient un latex
trés irritant (18)
Kgabo Opuntia Cacta- ["Feuilles" | <Espice introduite
Ticusindica oeae connue sous le
MILL, non de "Figuier

de Barbarie®
=Contient ¢gale-
ment un Buc,
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N.Bs Le fruit de Capsicum frutescens,méme & 1'état sec, est irritant et provo-
que de la rubdfaction (18). I1 est également utilisé dans la préparation
du curare amazoniens, I1 provogque une vasodilatation locale qui favorige-
rait la diffusion du poison (90)e I1 influencerait de plus favorablezent
le pH de la solution pour une meilleure extraction des principes actifs
(pH acide).

Lea poison dont nous avons pu observer la préparation est & base de Strych-
nos mélangé A d'autres plantes principalement & latex et & sue, afing

1* de donner une consistance gommeuse qui permettra 1'adhérence du poison
aux pointes de flichesg

2°® de faciliter la diffusion du poison dans le sang;
3* d'avgmenter la toxieité du poison.

Les plantes reprises dans. le tableau sont introduites dans une marmite et
recouvertes d'eaun. Le tout est portd & 1'ébullition. Clest 1'opération d'ex-
traction par 1l'eau bouillante. La mousse o5t modérde A 1l'aide d"un balai
d"herbes tressées afin que l'eau no déborde pas. Il n'y & done pas d'dcumage.
Lorsque le niveau de 1'eau a baissé et que 1l'épuisement des différents échan-
tillons est jugé suffisant, la filtration a lieu et est suivie de la concen-
tration par ébullitiom vive, Le filtrat eet ainel dvaporé & siceité sous agl-
tation congtante et l'on obtient un mpgma neiritre et pAteux gui constitue le
poisons (Les opérations d'extraction et de conpentration s'effectuent donc
dans un mfme récipient). Ce poison est conservé soit dans une corne vide,
goit dans une calebasse, plud souvent il est emballd dans de 1'¢corce de
trone de bananier (figure n® 4).

Figara n® 4

Poiscon emballéd
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Au moment de la chasse, le poison est malaxé avec un peu de graisse et
appligué sur les pointes de fliches préalablement dchauffées, la figure n* 5
monire le poison enduit sur une douzaine de centimdtres entre les craspons et
la hampe en boie de la fliéche (longueur moyenne des {lichess 75 om)a

I"'iir'u'.m B 5.

Partie empoisonnée des flbches

11 faut indiquer que les préparateurs ajoutent parfois des feuilles et
des racineas d'Acokanthera o thimperi (A.DC) BENTH. -nom vernaculaive: UNUSHEG-
WE =, Cette plante contient des hétérosides cardictoniques: ocuabaine et autres
strophantosides. L'utilisatioh de cette plante est bien conmue dans toute 1'A-
frique orientale (18). Lorsque 1'ﬁcuk¢uth9n, schimperi est ajoutéd au poison
contenant le Siryehnos usambarensis, il y a addition des activités cardioto-
ﬂiQLE ét curarisante. GAHDBIRG a nmte 1'exietence an Républigue Centre-Afei-
caine d'un poison de fléche & base d'unm cardictonique (graines de Strophan-
thus ”ﬁ,tZEE

et d'un *trﬁEPFGE & propriétés tétanisantes: le Strychnos icaia
BAILION (r acines)(16).

Aucune auire observation eencernant 1'wtilisation par

(=

eg Africaina du

S, usambarensis ne se trouve dans la littérature, si ce n'est une information

toxicologique relatant le cas de deux enfants empoisonnés en Zambie (ex=Rho-

déeie du Nord) apris avoir mangd des fruits du 5. distichophylla GILG (eonsi-

déré synonyme du S, psambarensis GILG (35), les symptfmes étant vomissements,

extrme faiblesse, incapacité d'avaler et coma.
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Chapitre III

PROPATETES CURARISANTES DU STRYCHNOS USAMBARENSIS
ET DU POISON BANYAMBO

Obtention des fractions alealofdigues

Afin de fractionner les alcaloIdes en tertiaires et quaternzires, nous
avens suivi le procédé utilisé par DELLE MONACHE ot MARINI-BETTOLO dzns
leurs recherches sur les Strychnos américains (80), la poudre d'écorce de
ragines est dpuisde par 1'acide acétique & 2 ¥ jusgu'h dpuisement des alea-
loldes. la solution acétique, amende % pH 8 par 1'ammoniaque concentréd est
traitée par du chlorure de méthyline qui extrait les alcaloides tertiaires:
fraction alealeldique T (rendement: 1,35 ¥y la solution alcaline est réaci-
difice & pH 2 par HC1 concentré et les alcalofdes quaternaires sont précipi-
tés par une solution saturde d'acide picrigue. Les pierates d'alecaloldes
sont transformés par passage sur résine échangeuse d'ions (Amberlite IRA
400, activée par HCl 2N) en chlorhydrates d'alealoTdes quaternaires: frac-
tion alealoldique Q@ (rendement: 1,1 %), Cette dernidre fraetion, soumise i
des chromatographies dana les solvants C et D de KARRER et SCHMID, laisse
apparafire une dizaine d'alcaloldes révélables par le rénctif de DRAGENDORFF,

le réactif au sulfate cérique (40) et le réactif & 1'aldéhyde cinramique/HC1
gazeux (B1).

Expérimentation pharmacologique

la fraction alcaloldique guaternanire (fraction Q) injectée & la dose de
30 4g dans le sac lymphatique ventral de grencuilles d'un poide moyen de
30 g détermine 1'apparition d'une paralysie tris accentufer le corps devient
flasque; mou et ne réagit plus aux exeitations.

Afin de vérifier que ce mélange d'alealoides quaternaires posside bien
la propriété d'inhiber la transmission neurc-mueculaire, des expériences fu-
rent réalisdes sur la Grenouille et sur le Hat, tant in vivo qu'in vitre®(82),

1% L'expérience maintenant classique de Claude EERNARD a été choisie
afin de démontrer que l'activité des alcaloldes quaternaires est localisée
spécifiquement & la jonetiom neuro-musculaire,

Aprés avoir isclé le sciatique d'un gastrocnémien de Rana temporaria
et ligaturd le membre en dessous de ce nerf, il a été constatéd que le
membre ainsl ligaturéd restait excitable, tant par voie direccte qu'indie-
recte, aprée injection de 50ug de fraction Q dans le sac lymphatigue
dorsal de la grencuille. Far contre, l'excitation méeanique des pattes
qui ont subi l'action des alcaloYdes n'est pas suivie de réflexe de ré-
traction de ces pattes bien que les muscles de celles-ci continuent A
répondre & une excitation directe.

2° On sait que 1'acétylcholine jous le r&le de transmetteur entre la fi-
bre nerveuse motrice et le muscle strié qui présente & ce niveau une forma-
tion particuliire: la plaque motrice. L'acétylcholine libéfée par 1'inmflux
nerveux dépolarise la plaque motrice, cette dépolarisation induisant 1'onde
contractile de la fibre musculaire.

Les alcalofdes quaternaires du Strychnos usambarensie suppriment toute

* Les essals physiologiques (1° & 4°) ont été réalisés dans le laboratoire de
Fhysiologie de 1'Université de Lidge (Pr M. [}DFFﬁHT:I.
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réponse & 1"acéty loholine auprés d'un organe isolds dane notre cas, 1'abdomen
grand droit de grenoullle.

Ie muscle grand droit de 1l'abdomen de grenouille - rectus abdominis
de Rana temporaria -isolé dans un bain de liquide de RINGER oxygénd, cu-
bit un raccourcissement lsotonigue ﬂnutenET gl on réalise dans ce bain
une concentration d'acétylcholine de 5.10 gfnl- L'acétyleholine excite
les nombreuses plagues motrices situdes & la surface de ces fibres muscu-
laires siriées lentes. les réponses successives sont d'amplitude constan-
tie Iﬂp alealoideg du Strychnos usambarensis & la concentration de
8.107 =1,10"- suppriment toute réponse & 1'acétylcholine. la fibre muscu-
laire reste cependant fonctionnelle puisgqu'elle est encore susceptible de
#e contracter si on la dépolarise par le ECl. Le bloc de la réponse &
1'acétylcholine est rdversible quand on soumet la préparation & des lava-

ges répdtés,
NHous sommes donc en prézence de substances entrant en compétition avec

1'acétylcholine pour les récepteurs situds sur les plaques motrices. Ces sub-
gtances emp@chent 1'acétyleholine de faire la modification des potentiels.

3® Les groases molécules de curarisants empfchent 1'arrivée d'acdtylcho-
line et le passage des ions. Pour les enlever, i1 faut wmgros exciés d'acédtyl=-
choline que 1'con peut obtenir en blogquant les cholinestérases par 1l'ésérinej
alore l'excés d'acdtylecholine joue par la loi dYaction des masses et le trans-
metteur récupire ses réceptours au niveau de la membrane (expérience réalisde
gur une préparation isoléer nerf phrénique-diaphragme de Hat).

Deg préparations isoldes nerf phrénique-diaphragme de Hat ont été
rénliaggs suivant la technique de BULERING (83). Une concentration de
1=3.10 © de la fraction § abolit rapidement la réponse & la stimalation
indirecte, alors que le muscle conserve ses propriétés contractiles
g8Til est stimuld directement.

Cet effet est totalement et complétement réversible par lavage de
la préparation. :

Au gours.du développement progressif du blec neurco-musculaire, 1'é-
sérine 5.107 augmente la réponse mécanique & 1'excitation nerveuse et
diminue done le bloc de transmission au niveau de la plague motrice.

4* la curarisation peut &tre dgalement leviée en provoquant un tétanos.
Dans ce cas, le nerf est excitd et il y a production d"un excés d'acétylcho-
lines C'est ce gque nous avons réaliséd in vivo sur des rats.

Nous avens enregistré la contraction isomdtrique maximale des mus-
oles gastrocnémien et tiblal antérieur de rats anesthésidés au nembutal.
Ces muscles étaient stimulés par le nerf sciatique toutes les 10 secon-
des. L'injection I.V. de 170 g g de fraction Q100 g d'animal produit
trés rapidement 1'abolition de la réponse & la stimulation indirecte.
les mouvements thoraciques cessent et la respiration artificielle deit
ftre installde, Ces effets sont spontandment et totalement réversibles.
L'administration subséquente de plus petites doses du produit ES?}LEI
100 g I.V.) provoque les mbmes effets.

Au cours de 1'établissement d'un bloc incomplet de la transmissiom
neuro-pusculaire, 1'interpolation d'un tétancas d'une durée de 10 sccon-
des & la Créguence de 120/seconde diminue le bloc de’ fagon spectaculai=-
e

L'injection IV, de 300kg d'Ssérine/100 g d'animal provoque aussi
une suppression progressive, rapide et totale du blosc.

COKCLISTORS

Les diverses expériences réalisdes permettent de préciser que les alca-
loides quaternaires des dcorces de racines du Strychnos ugambarensis posse-
dent une action curarisante du type de la d-tubocurarine |Chondrodendron sp.

: _ -

i
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(Méniepermacden)] ou de la C-curarine rEtnrnhnnB epe (Loganiacées)]; en effet,
le mécanisme du bloc de la transmission neurcmusculaire ne ressemble pas &
celui de curarisants par dépolarisation comme le décaméthonium.

AHALYSE DS POISOHRS

Les poisons que nous avons pu nous procurer auprés des Banyambo ont &étd
analysés de la mlme fagon que les doorces de racines du Strychnos usanbaren-
sis. Hous y avona retrouvé les mfmes alcaloldes tertlaires et gquaternaires
{noyau indcle).

-Révélation des chromatogrammes par le réactif de DRAGENDORFF ainsi que
par le réactif & 1'aldéhyde cinnamigque/HCl gazeux.

Les fractions alecaloTdiques quaternaires injectées dans le sac lymphati-
que ventral de grenouilles provoquent une paralysie suivie de mort.

Bn 1951, l'attention du Professeur DENOBEL avait £té attirde par 1'acti-
vité pharmacologique de fractions alcaloidiques brutes du Strychnos angolen-
Bis GILG récolté au Zalre en 1948. Ces fractions révélaient une aotivitd cu-
rarisante & une dose cependant plus élevée que la tuboourarine (B4). C'était
une découverte importante puisqu'on pensait que seuls les Btrychnos sud-amd-
ricains étaient curarisants. le Professeur MARIFI-EETTOLD reprit des expérien-
ces sur un autre lot de Strychnos angolensis mais ne parvint pas & retrouver
la mBme action {Bﬁ}. SANDEERG entreprit en 1968 un screening phytochimique
et pharmacologique de différents organes de 23 espices de Strychnos prove-
nant de 5 pays africains (Cameroun, République Centre-Africaine, Congo-Braz-
zaville, Zambie et Afrique du Sud). Lui avesi enregistrait des résultats va-
riables suivant 1'crigine mais confirmait une action myorelaxante pour cette
espce (B6).

le Strychnos usambarensis est dong une espbce curarisante, comme le

Strychnos anpolensisj par ce fait, nous soemes en présence d'un Strychnos
dont les alcalofdes quaternaires exercent une aotivitd guraripante mise A
profit par les indigénes lors de la confection de leurs poisons de [léches,
Ce qui constitue un fait entibdrement nouveau. En effet, en 1957, lors du
Symposiom International sur le Curare tenu & Ric de Janeiro, le Profeaseur
MARINI-BETTOLO déclarait que 1'utilisation de Strychnos curarisants par les
indigines d'Afrique équatoriale n'avait jusqu'alors jamais &46 sipralde (85,
pe 144). Plua récemment, en 1968, BISSET et LEEUWENBERG ont dépouillé la 1it-
térature soientifique et ethnologique & la recherche des remseignemenis cof=
cernant 1'utilisation des Strychnos dans les poisons d'ordalie ot de fliches
en Afrique noire. Ils n'y découvrirent aucune preuve de l'existence d'un
poison de fléche curarisant {ﬁﬁ}.
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Chapitre IV

LE CURARE

Rappelons bridvement nos connaissances sur les curares sud-américains,
telles qu'elles découlent des ouvrages récents (88 & 91).

Le terme "curare" est la transposition frangaise d'un mot carafbe {ourari)
qui désignerait emcore actvellement des lianes du genre Strychnos. Il est ap-
paru pour la premibre fois en 1596 dans le livre de Walter RALEIGH; "Décou-
verte du vaste, grand et merveilleux empire des Guyanea™, la préparation du
curare fut entourde de légendes jusqu'en 1800, date & laquelle HUMBOLIT en
donna une description préeise, telle gqu'elle se pratiquait pris de 1'Orénoque.
I1 s'agissait en fait d'une opération de la plus grande simplicité, 4 laquelle
de nombreux ethnologues ont pu assister depuis (lire notasment les descrip-
tions de VELLARD), '

Le curare n'est pas une drogue définie. Chague tribu prépare le poison
d'aprés la tradition locale et avec les plantes les plus abondantes dana la
région. Le poison est ensuite conservé dans les réeipienta dont les indighnes
disposent; ce qul avait permies & BOEHM de classer lea curares en tubogurare
(tubes de bambou), curares en calebasse et curares en pot. Cette classifica-
tion ne peut &tre maintenue & 1'heure actuelle car les indiens ont remplacé
les enballages anciens par de vieilles bottes de conserves ou tout autre ré-
cipient & leur dispoaition.

la dualité botanique dea curares préparés meoit & partir de Strychnos
(Loganiacées) soit & partir de Chondrodendron (Ménispermacées) a permis &
VELLARD deproposer une classification gpéographique des curares (figure n® 6).

la zone orientale est & base de Strychnos (5. toxifera SCHOMB. ex BTH,
et 8. guianensis (AUBL.) MART. surtout): de cette région provemait le curare
enl calebassg,

la zone cciientale est & base de Chondrodendron: de cette région provemait
le curare en tube. ;

la zone intermédiaire est & base d'un mélange de Strychnos (S. castelnaca=-
na WEDD,) et de Chondrodendront de cette région provenait le curare en pot.

51 les trois premidéres zones détalent forestibres, la zone méridionale
Far contre est A base de Strychnos de savane: ce curare n'est pas reprias
dang la classification de BOERM.
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En réalité les curnres prépards a
partir de Strychnos seul sont

trés rares, d'autres plantes -
principalement & latex et & sug -
participent & la composition d'un
poison complexe afin

1* de donner une consiatance frgati o
meuse qui permettra l'adhérence du
poison aux pointes de flbches ou
fléchettes (rBle des Euphorbiacdes,
Guittiféracdes, Asclépiadacées, Mo-
racdes)

2° de faciliter la diffusion du
poison dans le sang, suite & une
vasodilatation (réle des Pipé-
racées et du Capsicum)

3* dlaugmentor la toxieitéd du poi-
Bon soit par un caractire toxique
propre (notamment les Buphorbia-
cées), solt par des réacticrmchi-
miquea qui se passeraient lera de
1'élaboration du poison (particu-
lidrement pour les curares & base
de Ménispermacées)

Des curares tris complexes eontiennent- également des poisons d'origine
animale (détruits partiellement lors de 1a concentration?): fourmis, arai-
gnées, chenilles, crapauds, serpents Bt poissons venénewx.

Le curare présente sur les armes & feu un sérieux avantage. C'est le"poi-
son qui tue tout bas". Le gibler curarisé est paralysé trés rapidement, il
tombe de 1'arbre ol i1 a été atteint et est récupdré aisément par le chas-
seurs Les Indiens d'Amérique du Sud chassent de deux fagone qui sont des
cxemples de similitude de 1'intelligence humzine.,

a) la sarbacane est 1'arme réservée A la grande fort ol le chassens pro-
fite du couvert dea arbres pour approcher le gibiers Les fléchettes sont si
légbres que le moindre souffle fait dévier leur trajectoire mais heureusement
1'air ost immobile dans la lorét amazonienne, I1 sat intéressant de renarquer
que gon usage ost dgelement & 1'honneur dana les forfta de Malaigiel

b) le second procédé est la chasse i 1l'are. C'est la comparaison entre
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les Kambikwara (habitant la savane du Matto Grosse) et les Banyambo (habitant
la savane arbustive de 1'Egt africain). Ces deux tribus utilisent lea Strych-
nos de savanes (arbres ow arbustes et non lianes) pour la réalisation d'un
curare qu'ils enduigent ensuite sur de grandes fliches (figure n® 7).

On ne peut expliquer ces faits dans des régions sans communication appa-
rente: c'est 1'éternel problime de 1'dvolution humaine.
GQuant aux recherches chimiques st
physiclogiques sur les curares,
plus particulidrement & partir du
Strychnos, il serait trop long de
les énunéreri nombre de chercheurs
¥ consacrérent une grande partie
de leurs activités. En 1629, ROULIN
et BOUSSINGAULT notaient la présens
ce d'aloalo¥des solubles dans 1'eau

et non extractibles par les sol-
vants organiques. Les expérionces
de BEANHARD et de BOEEM montrirent
1'intérft de ces poleons mais 11
fallut attendre WIELAND ot ensuite
EARRER et SCHMID pour isoler et
identifier la plupart des alcaloI-
des contenus dans les curares,.
Cependant les structures de la ma-
Jorité de ces alealofdes ne sont
pas Encart eonnuas. BEn 1949, KING

isolait la C-surarine & partir de

Figure n° ] Strychnos toxifera, ce qui détrui-
sait 1'hypothiése selon laguelle

Cheeseur Funyambo
les alealoides curarisants étaient formés lors de la préparation par les in-
diensa,

Le curare a jusqu'd présent trouvd des applicationsag

= en chirurgie, comme adjuvant en anesthésie (opérations sur le poumen,
& coeur ouvert et des yeux)

= en gynégologie, dans les accouchements difficiles

- lors des endoscopies {pharynx, larynx, rectum, vessie)

= dang des cas de paraplégle spasmodique, de sclérosea combindes, pour
les malades atteints du mal de Parkinson etfou de danse de St Guy cnngénifalc

- dans des cas de tétanos et d'intoxication & la strychnine...




Chapitre ¥

LA BOTANIQUE DU STRYCHNOS USAMBARFNSIS

L —

En 1737, LINNE a instauré le genre Strychnos d'aprés les planches de
trols espdces de Caniram, décrites dansg "Hortus Indicus Malabaricus® de
1'administrateur colonial hollandais Van Bheede tot DIraakestein (105).

Le genre Strychnos eontient 150 & 200 espéces toutes tropicales qui dont
classéer suivant la localisaticn géographique en trois zoness

ls les espices asiatiques et océaniennes (environ 50)

2. les espéoes africaines (au nombre de 75)

J+ les espices cud-américaines (environ 70).

Cette classification eat basfe sur le fait que chagque esphce n'est loca-
ligée que sur une des trois aires précitées (& 1'exception du Stryehnos po-
tatorum L. f. que 1'on retrouve en Asie ot on Afrigue).

Clest & LEEUWENBERG que 1'on doit 1a plus récente revision taxonomique
du genre Strychnos en Afrique (35). A 1a suite de ces travaux, les eapices
africaines ont été ramendes au nombre de T3

Le Strychnos usambarensis

Synonymes: 5. micans 8. MOORE; 5. fernandiae DUVIGH, ex DENOEL; 8, cooperi
HUTCH, et M.B. HOSS; S. stenura DUVIGH, ex DENOEL; S, cerasifera
GILG (?); 5. distichophylla GILG (?)

Le Btrychnos usambarensis GILG a été déori ¢ pour la premidre fois en
1834, & partir d'un échantillon récolts par HOLST dans les Monts Usambara,
d'ol le nom de 1'espice. Les Monts Usambara sont gituéa dans le Nord-Eat de
la Tanzanie (anciennement Territoire du Tanganyika), & peu de distance du
Kenya. Bien que le nom pourrait faire penser que cette espiece est localisde
dans une répion bien déterminde d'Afrique, il n'en est rien. Le Strychnos
usambarensias eat en effet un des trois Strychnos les plus répandus ia?en le

Strychnos innooua DEL. et 1a Strychnos sninesa LAM,

Dezorintions

En Arique Occidentale, le Strvehnes ugasharensis se présente sous forme
dfune liane dénorme pouvant atteindre 70 m de longs A 1'Est et dans le Nord
de 1'Afrique Australe, il pout aussi e présenter sous cette forme, mais
Plus asouvent, il a'agit d'arbres de 5 & 15 m de haut, i 1'écorce du trono
grise, lisse et de section orange; aux branshss dépourvues de cirrhes (3 la
différence des lianes de la mBme espéce); aux feuilles glabres, mucrondes au
sommet et arrondies A 1a base, présentant la nervation caractéristigqne des
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Filgure n®
SANUDR B D

Distribution géographiqus du 5
dtapriés (35

ryehnos usambarensis

eoeniey (tinemeion dos Coulons 30 om x 1,5-3,5 ca)s wux tnflorescence
. B bénay P plua courtes que les feuillesj aux fleurs tétra et ponta-
meresj aux seépales veri-plile trés courts et connés & la base; & la coro)
blanche quatre fois plus longue gue le galice; ou § .

uneé baie de la grosseur d'une prunelle; non mir, il es vart pale et resouvert
d'un duvet glauque, tandis qu'i maturité, 11 esi orangd ei ne contient qu'lune
graine sise dans une pulpe OTange s

Pimire n® 9

Ramean en fruits
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Habitati

Surtout au bord des riviéres, dans les pn_er es forestidres et des fordts
toujours vertes, du niveau de la mer, jusqu's 2.000 m,

Les I';""-.':'ﬂ:'."!.!'l‘t-j 1lons que nous avons récoltds proviennent diagrbhres peuplant une
forft situde au sud du lae IThéma (altitude 1150 m) dans le Pare Naticmal de
1'Akagera (Rwanda). Des exemplaires d'herbier ont été déposés en pl:ﬂjﬂﬂrﬁ.
herbariums, notamm & Wageningen oll leur identification a été vérifide par
le I A.JM, LE G (92)s Nos exemplaires d'herbier ont servi de modiéle
pour la planche ci-jointe dessinde par Melle R. MELOTTE; botaniste.(ef p. 34).

nog unambereneis a étd

Lo Stryol
classd | BEHG dane la secs
tion M our ln elassifica=
tion en diversee sections, cet au-
teur s'est basd sur la lonpgueur de
la corolle, la pilosité & 1Vintdricur
de cette dernidére,l'arrangement des
cirrhes, la dimomsion et la pilositd
das graines, l'insertion deos étami-
nee et la pilositéd du pistil).

[ | .J'J.':':-'. s K

L'eapéca type de la section ROUHA-
HUH est le Stryohnos gufanenais, es-
pece sud unitées
pour la prépal

Dang la m8me section se trouvent
les eapices i
tea:r 5. gla SALUT ex PHUG., 8,
subcordata SFR. ex BTH, 5. bicolor
FHOG., 5. pansmensis SPR. et SANTW,,
b. duckel K
EPR. ex BTH.
nonliana P.I.“.

sud=-amiricaine

- .
(BN RS

CULLECE

} & WA L] ] 2
le O MURALH., S hirguta
T
H

L
B.: cogens BTH, B, goli=-

et africaines: 5. potatorum L.f., 5.
T | :.-"| CIIE: B Pleavibon
4 4 --I. I'. 2 AR L L Fri i

'd.."' rJJ oy :;. kI -\-|.'.I.r~:'| 5-

wig LEFD r.-...’- -f}‘_ 8: elpeccarnn

ex LEEUWEREE

ndengensis
i

G oex OHOCHIE et
onel DE WILD #t 5. varia-

Pipars n* 11

Forgt & 5. usambarensgis

Anatomie et misrvopraphie des ™

§ sinen
LEEUWENEEAG sigrale que toutes les espbces excepté les Senmae . et le
Stryohnos henningsii GILG, contiennent des tlots libériens dans le bois.

les poudres d'écorces de racines des Strychnes récoltés au Rwanda ont
été observies au microncope dans le véactifl rj.n:- rlazd' du CHAPELIEHR |:'I'.'|--:|¢

Legs réemltats sont reprie dane le tablean IT,
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Figure p® 10 ¢
STHYCHNGS USAMBARSTZIS

1. Hameau flerifhze x 1

2s Rameau portant de jounea fruits x 1
3+ Fleur tétramdre x 10 4. Fruit mlir x 1 5« Craine x 1




® Coupe réalisfe par Mr L, SAILLARD, technicien, Service du Fr J. RAMAUT,
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TABLEAU 2 - Micrographie des écorces de racines des Strychnes rwandais

Strychnos usambarcnsis Strychnos innocus DEL, Strychnos lucens BAKER

décorce tris mince écorce trie dpaisse #corce épaisse
cellules scléreuses gros amas de cellules #equets de collules
+ rares cristaux 4'0xCa scléreuses + Calx en sglérouses + Calx en
en prismes prismes prismes
rares grains d'amidon amiden trés abondant amidon =
suber dépais rouge pou de suber brun pen de suber brun-

¢ orangé

fibres & lumen mince pas de fibres pas de fibres

Leg cellules scléreuses sont semblables & ¢elles rencontrées dans 1"dearce
de fausse angusture (Strychnos mux-vemica),

k]
Une coupe de racine mentre les caractéristiques suivantes:

suber trés important; parenchyme cortieal mincej anneau continu de eellules
scléreuses parfois accompagnées de .oristaux prismatiques; boie secondaire
trie impertant, vaisseaux et fibres ligneuses, contenant deailots libériens

surnuméraires, périmédullaires disposds en spiralej rayons médullaives pluri-
péride.

Figure n® 12
Coupe dans la racine de B. usambarensis (16 x)

3 = gubery A.C.5. = anneau contimu de cellules soléreuses
B, bois (tris important); L = §lot 1libérien




Figure n® 13

Détail de la coupe prdeddente (45 x)
R.M. = rayons médullaires; F = fibres ligneuses
L = flots 1ibériens disséminde dans le bois

Figure n® 14

Ecorce de racina {E_i'{! :vr.}

S = puber (important); C.5. = cellules ssléreuses communes
aux Strychnos; CR = oristnl prismatique (CaCx?)
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Fipure n® 15
Ilot libérien inclus dans le bois (90 x)

caractériatique de la plupart des trychnos et des Loganioideae




Troisitme partie

LES ALCALOIDES DU STRYCHNOS USAMBARENSIS DU RWANDA

"Le curare, & 1'éml de beauncoup
d'autres poisens énergiques, en-
trera certainement dans le domaine
de la médecine mais 11 serait né-
cegeaire pour cela d'en connattre
exactemont la compomition..."

(Claude BERNARD)




- 39 -

Chapitre I

——

RESUME DES RECHERCHES CONSACREES AUX STRYCHNOS

Depuie plus de deux sitecles, des recherches chimiques et pharmacologiques
ont été consacrées A den représentants du genre Strychnos. Aussi n'entre-t-{1
pas dans nos intentions de reprendre dans le détail 1e déroulement de toutes
c¢eg recherches. Les travaux furent laborieux et les Strychnos ne livrérent
que peu A& peu leurs secrets,

En effet, gquoique PELLETIER et CAVENTOU iselérent dis 1818 la strychnine
ot 1n brucine & partir de 1a noix vomique, los structures de ces alealofdes
ne furent cependant éluciddes qu'en 1954, & la suite des brillants travaux
de WOODWARD. Quant aux espboes sud-américaines, (constituants de certaing
ourares), il fallut attendre 1937 pour que WIELAND isolit les premiers aloa-
loides & 1'état pur, Quelques anndes plus tard, KARRER et SCHMID en isolirent
davantage au terme de travaux de longue haleine ot grice & 1'andlioration
des techniques chromatographiques. Cependant, seules les gtructures de cor-
tains de ees alealofdes gont Jusqu'h présent connues,

la classification géographique des Strychnoa en trois zones paraisgait
d'autant plus justifide que des différences chimiques et physiclogigues max-
quées existaient entre les premiera alealoldes isolés tantfit dea Strychnog
aeiatiques, tantét des Stryehnos sud-américaing. Clest ainzi que des bases
quaternaires curarisantes (monomires ou dimgres symétriques) étaient extrai-
tes des eopboes américaines tandis que des bases tertinires tétonisantes
(strychnine et dérivéa) dtafent isoldes 2 partir des espiees asiatiques.

Les Strychnos africains 6taient dans la 1ittérature aesimilés amsez
eurieusement aux S, asiatiques, vraisemblabloment parce que les premiers
alealoldes des Strychnos africains étaient tous tertiaires et apparentés A
la strychnine, Cependant, une activité curarisante avait été mise en éviden-
ce dis 1951 dans le Stryehnos angelensis GILG (84)1

Lea recherches récentes ont démontré gque les Strychnos présentent une
grande diversitéd chimique, qui ne tient nullement compte des limites géo=
graphiques,. I1 econvient done de nuancer fortement 1a elassification antéri-
eure, malgrd tout reprise par des auteurs contemporaina (95),
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Clest ainei que la strychnine, préalablement iselde des seuls Strychnos
asiatiques, a également été isolée A partir des racines du S. icaja (Afrique)
et & partir des graines du 8, panamensip (Amérique)(98),

la diaboline a ¢té extraite de Strychnos de tous les continentsp
S. diaboli SANDW, (Amérique) ainsi qu'autres espices; S. henningsii (Afrique);
8. ipnatii (Asie); S. ledermanni GILG et BENED (Océanie).

Les alcaloldes dimbres tris curarisants (caractéristiques du 5. toxifera

et autres Strychnos d'Amérique) sont également présente dans les écorces de
racines du S, usambarensis (voir suite de ce mémoire).

Fous avens rassemblé dans le tableau suivant, les différents types d'al-
caloYdes rencontrés jusqu'a présent dans les Strychmos (36,94).

STHYCHNOS ASIATIQUES ET OCEANTIENS:

type "strychnine": séries normales, pseudo et N-méthyl (96)
s-l- I'J’I.i.'h'.-'ﬂ‘l.‘.lrl'..il::-l, sl j-E!EEtii. Ei ]'ILEll—hlarldﬂ-. .FI...1|'|'..
UILL, 5, wallichiana ST=UD, ex DC. (5. gauthie-
ra na PIEHHE ex DOPj 5. cinnamomifolia THWAITES)
S, lucida R. Br.

type "diaboline" p 8. ipnatii, 5, potatorum (96), 5. ledermannii
(97).

type "C-mavacurine™; 5, mux-vomiea (graines d'Indochine semdes
au ﬂmtémala,:!

type "spermostrychnine™; 5, axillaris COLEBR, (S. psilnagurma Fe

Vs MUELLs
STRYCHNOS AMFRICAINS |
type “strychnine": série normale: 5. panamenaias

type "akuammicine": dimdres (C-curarine, toxiférines..) dans de
nombreuses espéces tel le 5. toxifera

type “"diaboline™: G, diabolij S. tabasecana SPR, et SANIW,.; 5. cas-
Xelnaeanay 5. pananensigess

type "spermostrychnine”: S. brasiliensis MART. (99); 8. tebasou-
na (100

type "ajmalicine™: mélinonine A (5. melinoniana)
type "yohimbine": mélinonine E (8. melineniana)
type "sarpagine™; eacusines (5. toxifera)

type "corynanthéine™s mélinonine B (5. melinoniana)
type "ﬁ =carboline™: mélinonine F (8; melinoniana)

type C-mavacurine et C=fluorocurine: plusieurs espices (94)
type "indologquinolizine™ mélinonine G (3. m&liﬂnhiana}.

STRYCHEOS AFRICATHS
type "strychnine™: séries normales, peeudo et N-méthyl

El it.'-EI.I|E. H‘JI'-ILI.-Iq.
type "sluammicine": diméres symétriques: 5. usambarensis CILG




type

type
type
type
type
type
type

Canp

- TTTTRE—_—_—_—_ .
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"diaboline"s S, henningmii GILG (eyn.: S. holstii clig var. reticulata
(BURTT-DAVY et HI'.'IH!}HEj forma condensa-

ta DU?IGH.}: S. camptoneura GIIG et
BUSSE (103

"spermostrychnine"y S, splendens GILG

"ajmelieine™: alstonine et serpentine dn §, camptoneury
"corynanthéine”: S, usambarensis (101,102)

“/‘E-t:arbnl ina"t 5, usambarensis

‘adifoline”; 5, camptonsura

"indeloquinelizine®s E,T-dlhydrn-flavupéréirine du 5. usapbarensis
(voir suite de ge mémoire)

I1 existe en ocutre le t "adifoline™ rencontrd dans la structure de 1n
toneurine (figure n® 19),

TABLEAD 5 - Types de structures alealofdiques

VP abrpchiniag s dinbalns
trpe M Ly gbalng
|
1 L}
i,
o G i
e Comwenpariae LYPe E-flusrocaries "ﬂ.;,'”.“,_':':;'

Ll N Lk "tmnl.nhhl‘m"
b if} [wilisonies H)

H‘ﬂ?ﬂ': -ﬂl.r':b}llnl'

rearrl " ¥
Tadslogriaaldngag®

[ 1raning G]

Lrps " feins [dimbza)
[Coturaring)
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Dans wne publication récente, BISSET et PHILLIPSON font état des rdsul-

tate obtenus jusqu'en 1971 dana 1'étude des Btrychnos africaing (36)r & ce
moment, seules § espices de Strychnos avalent perzis 1'isolesent et la déter- '
mination de structure de certains de lours alealoldes;
S, icaja (figure n® 17): 13 alcaleTdes identifids
S, henningsii (figure n® 16): 14 alcalofdes identifids
Sp _splendens (figure n* 18)r 7 alosiofdes B fe T S AT
$e_camproneurs (Tisure #° 190 2 alenl

oldes fdentiryee (alstonine
et serpentine),

Molsiing
ocH,
""FD\Q__ NCHy
i
o AL
i O
Hennings.amine® Rag ey Ry 5 COCH, Rinaling

f{lﬂd'n'rr[.drnl'ru'rﬁl:ﬂft& JReN & ["ﬂ\l_'“r
'“I’ll’ll'\;iﬂfm ﬂ':nﬁ'._ﬂl ; ql:cq._il Wy

- Acetyihare Ees REO0H, B=08, RACOCH,
Duabiolne® =R, =R, = 4

a0
= ) 5 i
43

CHy
F.W-Dehydrodiaboling F=M
o - Meihoay - B - dehydrodiabalig
R=0CH |.;

Tsilaming Red R CH,
2-Methoeylsilanine Fs( CH R =CH,
O-Demetrwitsilaning R =R H
=Mty -0 daerngd Fiyllsil amnane
Re0CH, Rem

Fimurs n®* 16
e

AlealoXdes du Strvehnos henningsii (5, holstii)




strychnine Re=H
G-Hydroxysiryehnine R=0H

lcajine RrH_R,aH
Vomicine R=0H R, =H
Wa-Hydronyicajine R:H R =0H
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21,22- a- Epoxyvomicineg
R=R,= H,Ry=0H Fy=H

IIFEE'EM]"NHH'EI ..S.EIE'_
ﬂsi!'-l I'l colubring
:!ﬁd,—H

I{Hnraﬂdw'nml_rr mi_ dﬂﬁ:rw

1,22-a- Epu:r;- J-methoxyvorricing
R=H,R,=0CH Rz 01 R =H

N1.21-a-Epoxynovacine

R=R,=0CH, R;=R,=H

Wa-Hydroy- 21,22 a-epoxyicajine
R=R,=R=H R=0H
Me-Hydroxy-21,22 -a-2 poxyvomicine
R=R,=H R;=R,"0H
Wa-Hydroxy-21,22-a-epoxynovacing
F?=H‘,='I:I'D"|_1.H'I=H _E;E'GH

Flgu_re n* 17
Alealoldes du Strychnop icaja
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Strychnosplendine R=H R :=[-CH, Isosplendine
Isogirychnosplendine R=H R =a-CHy
Splendoline R=COCHOH R, =f-CHy
Isosplendoline R=COCHyOH R, za-CHy
Ny -Acetylisostrychnosplendine
R=COCHy, Rz a-CHy
(N3 -Acetyl-16 -deoxyisostrychnosplendine

R=COCH, R, =a-CHy, 16a-0H replacad
by 16a-H)

Fimere n* 18

AlealoTdes du Strychnos splendens

Depuis la parution de cette publication, nous avons publié (101} 1'iscle-
ment et la détermination de structure de 4 nouveaux alealoldes extraits des
racines du 5. usambarensis du Rwanda I:I‘urt::& arboresgente): i1 s'apit de 1'ue
sambarensine (figure n® 20) et de ses dérivéa. Ce nouveau type de structure
s¢ retrouve dans 1'usasbarine ou Nb-méthyl-1,3,4=-trihydro-usambarensine (fi-
gure n® 21) extraite des feuilles du S, usambarensis de C&te d'Ivoire (forme
lianeuss) au terme de recherches parallbles avx nStres (102). la poursuite
de nos travaux nous a permis d'isoler encore 4 autres alealofdes, ce gui

perte & 9 le nombre d'alcaloldes connus pour le 5, usambarensis.

Enfin, deux nouveaux alcaloldes (Neoxy=rétuline et campteneurine) ont
étd imolée L partir du §. camptonsura (figure n® 19)(103).

En_conclusion, avcune étude chimique approfondie du S, uepmbarenais
n'avait ét¢ enireprise avant le début de nos travaux mais des gseresnings
réalisés par des chercheurs cités ci-apriés dans 1'ordre chronologique, ont
démontré ou confirmé 1'intérét de cette eapiee: DENOEL (41) avec le S, for-
pandiae et le S, stenura, eynonymes du 5. usambarensias (35); BOUQUET (30);
SANDEERG (39 et 104); BISSET et PHILLIPSON (36).
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W= guy RETULIKE CAMPTON BRinL
Figure n* 19

Alcalofdes du Strychnos camptoneura

Fimire n® 20 Figure n® 21
Ueambarenaine Tganbarine

Alcalofdes du Strychnos usambarensais




Chapitre II

EXTRACTION DES ALCALOIDES DES ECORCES DE RACINES

§ 1. CHOIX DES BCORCES 1R RACTNES
Botre étude a porté sur les dcorces de racines car ce sont les parties

de la plante qui se sont révildes les rlus intéressantes ey dgard zux teots
chisiques et rharmacologiques réaliséa, -

Ay Toata chirigues
a} Eatimntion gravimétei us des alealoYdes tertiaires extrastihles par
le chloroforae Itechniquu inzpirdée de la F.B. Some ddition)

Fesor un gramme de poudre; ajouter un w1 d'san, un ml ﬂ‘HﬂﬁﬂH offici-
nale et 50 ml de chloreforne; agiter 30 minutes; ajouter un pramme'de romme
adragante, Filtrer; recusillir wne aliquote, soit 40 ml. Tranavaser guanti-
tativement dane uwn matrap de 150 ml, Diatiller le CHC1. & Biccitd. Déspdcher
le résidu 5 mimites A 1'étuve (100°C), Mssoudrs dans 5 ml de CHCY,; ajouter
2.0l 4'HC1 dilué et 18 ml d'eans Chasser le chloroforms au budeeeadlc bouillant
€t filtrer la solution aqueuse refroidie sur un filtre mouilld d'un diamétre
de J omj on recueille dans une ampoule & décanter de 250 ml, laver le filtre
Far quelques ml d'eau jusqu'l 1l'obtention d'une réaction négative aveo lp ré-
actif de MAYER, Alcaliniger par 10 ml d'NH OH (apparition d'un précipité
brun-rouge) ot extraire les alealofdes par™'3 fois 25 ml de CHC1.. Mehydra-
tor le ONC1. sur eulfate modique anhydre et distiller 1o ghl orme. Hepren-
dre par que ques gouttes d'éthancl. Chauffer & sfcoitd, Peper le rdsidu,

Los éeorces de racines donnent un tawr de 2,59 %, tandis que les
feuilles ne contiennent qu'l N

b) Les chroratorraphies comparatives des teintures (éthanol & 70°) et
des extractifs obtenus en 2) révilent 1a présence d'alealofdes non extracti-
bles dans le cas des dcorces de racines (figure n* 22), Ces alcalofdes sa

comportent comme des bazesn gunternairon;

45 g d'écorees do racines sont extraits sous agitation par de 1'zcide godti-
que & 2 % (000 ml1), Ies extractifs réunis sont concentrés sous vide ) une
température de 35-40°C, jusqu'i un volume de 200 ml, Les solutions mont alors
amendeg 4 8 par WH,LOH {appa:itiun d'un abondand précipité qui est retenu
Bur Iiltrﬂg? La I11t1ét est exirait par 5 fois 200 ml de CH.C1 (formetien
d'un préeipité important & 1'interphane EHEElp-enu; ce yrécgrigé reoueilli
6%t chromatographié est constitud prireipalemenit par 1'alealolde situé au

Rf 0,33 dans 1a figure n® 22)s la solution dpuisde par le CHL.C1. est amonde
& pi 2 par HCL concentrd, et les alealofdes sont préeipités Parune solution
saturde d'aeide Pleriques Le précipité est recuellli sur filtre ot rodizsous
dans wvolume min{eum d'andtone=-ean (511). Cette molution cst posade pur une
eolonne d'Asherlite TRA 400 préalablement activée par HCT 2%, On obtient de
la sorte les sels d'alcalofdes qui sont alars solimis & des chromatogeaphiss
Bolt mor couche minces sone § sur la figure 22, soit sur papier. Ces aloalol-
des donnent diverses colorations avee le réactif auw sulfate edrigue.
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Figure n* 22

Chronntogrammes sur couche mince de Silicagel

B, Tents phormacolosisuns

Rous avens injectd dans le sac lymphatigue ventrsl de grencuilles d'un
poids moyen de 30 g, différents extractifs du Strychros usambarensis en

easaynant de déterminer la dose minimmle active en ce gui conesrne une para-
lysie ou des comvuleions. (tableau 4).
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TABLEAD 4
Organe de 1la plante Dose minimale Symptlzes
feuilles 50 mg raralyaie + contrie-
tiona des pa;tpa
graines 100 mg ides
fruits 100 mg idem
deorces de tipes 100 mg idem
dcorces de raoines 1 mg paralysie
alealofdes solubles 0,5 mg raralysie de pourte
dana 1e CHC1, (of A.a) durde
(écorcen de ;auinau]
fraction Q (cf A.b) 0,05 mg paralysie de longue
duréa

Les essais précédents avaient mia en évidence la grande toxieitd des
écorcea de rooines et plug particulilrement de 1a fragtion.Q. Ces répultats
ont §1é confirmée par les oxpériences du Frofesseur GOFFART (papes 25 ot 26).
Munis de ces renselgnements, mous avons commencé nog recherches sur cetie
partie de la plante, d'autant plus qu'elle est le principal constituant dy
poison de flbche des Tanyambo.

§ 2. EXTRACTION Dis ALCALOIDRS

Afin de fractionner les alcalofdes, nous nous sommes inspirds dea procé-
dés utilinds tanttt par KARRER et SCHMID, tantst par MARIRI-BETTOLO dans
leurs recherches sur les Strychnos sud-américaing (107,108},

Les techniques suivies sont repriges dans les tablesux 5 et 6 elles
gont basdes sur les principes d'extraction bien eonnus des phytochinisten,

TABLEAU 5

l. 2 kg d'écorces de racines finement broyées sont extraits enccessive-
ment et i 3 reprises par de 1'eau (en tout 10 1), ensuite et Sgalemont & 3
reprises par du methanol froid (10 1). Les extractifs aqueux sont lyophili-
868, Les conditions opdratoires pont les euivanies: température du plateau:
= 40 & -45°C; tempdrature du condenseur: - 55*C; wider 100 microens de Hg
(début de lyophilisation) et 40 & SO miprena de Hg (Iin de lyophilisation).
Le lyophilisateur EDWARDS Milano Madel B I PIC%n'est pas dquipnd d'un systime
de réfrigiration permettant 1s lyophilisation des molutione alcooliques om
organigues; aussl avens-nous évapord les solutions organiques & 1'évapora-
teur rotatif en opérant sous vide et A 1a température de 45°C,

Lea solutions méthanoliques sont concentrdes sous vide b la t* de 45°C, jus-
qu'd un volume de 300 ml. lLe lyophilisat est redicsous dane 300 ml d'esu et
réuni & la solutfon méthanolique. On ajoute une proportion double d'eau

(1 1 200}, ce qui provoque une précipitation des résines que 1'on €limine
par filtration. Le filtrat est concentrd sous vide A4 un veolume de 500 ml.

24 Cotte solution libérde dn methanol est amende & ph8 par du earbonate
sodique et soumise % des extractions liquide/liguide d'abord par 1'éthor,

¥ Service de FPharmacie Galénique (Prof. F, JAMINET)
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TABLEAT §
Extraction des alealoSdes contenus dans lees dcorces de ragines

# kg & poudre post rklide wb sar Less (30 1] E
k) saF lé afibeack (10 1]
Tvaphilination {emal
1
origaEratlion sona vide & 40* |odthawd)
¥ : ]
1 1L .
:'IE‘I.#.!” w3l miviasalloae {300 my)
I o |
ewkrucidl hanad Sous (600 w1}
Hab {1 1 203)
Filurse Euhi-.'uum rar FLitratien)
eorEATl Fellca
nzs viis
mids ewsran {500 8]}
a0,
el alsal ine (pl B
ul * aiher
1+ e,
iu!a alzaline #ala ﬁ-n-llhhrﬂml.w- r.u-l“u
rian melabil {ad
I 1 ranz. EaREAL L R
wads welde (@ 2] aaly dlsrefarmlqus Lo
sele pasirds Im m Gmaclukis  mel. aside
wlericus T 1
el rh.‘ mfa saide F::ml 3
doainde mn_"':: #ol, acida ey
sol. sside |:|.:_ | Frasticn 3
#ale mcide u'-'-lj
esatina L wets Flealim
|-"I“.:I- b"
-1! wltwline '# .l =i wlealiiss widap
Fragtles §

ket
¥

wel. alémbinm dthEpF
frastlen & wels mheallne  GEGLy

1 |l=1 Fraction 30
mals mligalire Wl #8l. mide

W fragtios § [

pal, seife [ieratas #Fabealcides
Iil-. pleripus (1 pr 500) P:.
a -

warases d*alralafden 'z
(630 mrr

EEHﬂ.puuﬂre cat ensuite extraite par e & 2 % (voir tableau 6)
enguite par le chloroforme dans les appareils ad hoo.

Les solutions extraectives organiques réunios sent concentrdes sous vide,
épuisdes par une sclotion A'HCL 2H, I1 y a apparition d'un pricipritd nisi-
neux alealo¥digque de eouleur rouge foneé qui se colle nux parois de 1'ampou-
le (fraction 1%). la solution acide sst soumise & une extraction liquide/1i-
quide par le CHCI, qui, aprbs évaporation acus vide, fournit la fracticn I.
la solution agqueuse est alors alealinisde L pll B par du carbonate sod lque
et soumise & deux extraciions liquide/liguide d'abord par 1'éther (fracticn
4), ensuite par le chloroforme (fraction 9).

3« la solotion aqueuss (pH 8) contient toujours un préeipité d'aspect
goudronnenx qui n'a pas été solubilisé par les solvants orgariquess Ce pré-
cipité eat recueilli, trituré avec du sable et mis en solntion dana dg ]'poids
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chlorhydrique 2N, Le filtrat est
liguideg
a) par le chloroforme
tion I (C.C.M,)
b) par 1'éther & pll 8 (carbonate godique)s
¢} par le chloroforme & pH 8y fraction 10,

4+ la solution alealine, débarrasséde du pric
HC1 et additionnde d'une solution saturde d'acid
ainel un abondant précipité de Plerates, sichds

sounis égalezent & des extractions liquide/
en milien acides fraction This semblable & 1g frac-

fraction §

ipité est amends A PH2 par
e pierique et 1'en obtient
par lyophilisation (42 g).

TABLEAD &

2 kp ds sofre pedalabieswnt FaLPElts par Ry et CHYOH ot
rminds par His & FOE 00 1)

L]
b3l scdtingue

= -
e Traphllieas don
Hyemhl ll:.:“n;'l;a IIII-ln ldn?:-.-:lu
|“#”:
-ﬁ:lrtl
#als alealine & . Telntsos dmm 5 1 'llz“‘ 8,1 K
| L oo
1. alcaline #61s wilagsforsique f 2 —,
bk e, sele Gy
Im b‘lﬂ'ﬂpl L] frastinn 2
mols mpldifefelpas ) :n].'I:II:I_1 20l aside ré B him'j
S v . Trasvion 15 -
d'aelda X mols alenline & dcarsd
elerlique & ot Dyephilisd
| [EEn, - mzle mulfurlqu ﬂ-ln', Tesstion &
slerates dialcalalies Iraction 3 [T
{30 pry F %
el sol, alenline iher
#al. wlgelive Treetian &
B
Bsl, mlmaline  dibar #al. alealise Hll:u.]
by Frection & - Irastisn 11
2 sal. rlasidlfids
rals alcaling El\:i:,, [ B2 nlzriges
Tractisn §

|

oleratan Atalesloldny =]

]

3

TABLEAU &

1+ la poudre 4t
(efs tabloau 5) est finalement
Cette solution acétigque st 1y
d'ean. On alealinis
précipité que 1'on dcarte ot
ainsi obtenue egt épuisée
tertiairea), la solut
sulfurique 0,1 I qui s'accompagne X nouveau de
résineus rouge-noirg fraction 14. La solution
ehloroforme: Fraction sy Alealiniade & pH B pa

traite successiverent par 1'éther (f agtion 4)

2. la solution aqueuse é&
par HCl et traitde par une
cette focon des plorates 4t

écorce préalablesen
extraite par 10

eolution gaturde 4

alealoYdes, siché

t extraite par 10

ophilisde puis vem
e & pi B par du carbonate sod
qui est traité ulte
par du chleroforme (af
ion chlorofermigue est &pui

idf

sda par

1

IrlllI-llll|llllIlllllllll---i---------

22l et le méthanol
aolde acdtique & 2
ise en solution dans 500 m]l
igues I1 ¥ a formation d'un
rleurement, la solutien

In d'enlever les alealofdes

I:rl'

e

une solution d'asida

a Tormation d'un préeipitsd
sulfurigque ezt extraite par lea
r du carbonate sodigue et ex-
2t 1a CHC1

ruisée par le chloroforme ast
‘acide piorigque. On obtient de
"6 par lyophilisation.

3 (fzagtion 9).
répoidifide & pH §
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3s Le précipitd & pH 8 ayant ¢té donrté (ef I), i1 est redimsous dans 51
d'H,50, 0,1 N et soumiz & une extraction 1liquide/liquide rar le chlorofor-
ne;"tﬁictiun 2+ la solution sulfurique est alecalinisde & pH B, ce qui prove-
que la forration d'un abondant préeipitéd qui est dearté par filtration et
lyophilisé:s fraction B (6,5 g)« Le filtrat alealin est soumis & desg extrac-
tions liquide/liguide par 1'éther (fraction 6) et par le chloroforme (froec-
tion 11).

4« Les fractions organiques sont lavées & 1'eau. Ces eaux de lavage donnent
une rdaction de MAYER positive et révilent lors de chromatographies 1a pri-
gence d'alealoldes tria polaires qui seraient entrainds partiellement par
les solvants organigues. Exempless froction 7 (lavage de ¥ 6) et fractien
12 (lavage de F 11), ainsi que F, dans la tableau 5.

REHE&tEtB ohiamat

1* Les alealoides tertiaires solubles dans les solvants organiques s'oh-
tiennent en quantité sensiblement égale & partir des solutions hydro-méthano-
liquées (tablean 5) ou acétiques (tableau G). I1 en est de mfme pour les alcu-
loTdes non extractibles par lem selvants organiques (bases quaternaires, al-
caloides phénoliquea, bases anhydronium).

2% Dee alealoldes de ce Strychneos présentent des caractires de solubilits
asfer particuliers: ils préeipitent enmluticn peide d'une part, et sont tras
difficilement exiractibles & pH 8 par les sclvants organiques,

3% A cbté de ces consldérationa, nous devons envisager 1'aspect qualitatif
qui est plus important. Or, les.alpaloldes tertiaires initizux obzermbins
loxa de chromtographies d'une teinture d'écorges de rocines - ne se retrou-
vent pas dana les fractions organiques obtenues (CHCl, et éther - tablaaux 5
et 6), et inversdment, les alealoides de ces frastions ne figuront pas sur
lee chromatogramres pricités. les alealeTdes initiavx ou naturcls dmatiert
une fluorescence bleue ou verte sous 1'action des rayonnenents U.V. lo
(360 nm) co qui facilite leur détection. Les alcaleldes de lahnratairenfzu
artefacts) apparus lors de 1'extraction ne fluorisent pas mais ilm peuvent
ftre observés avx U.V. courts (254 nm) et dans 1s wisible aprés révélation
par le réactif iodoplatinique on le rfactif de Dragendorff. la Ligure n* 23
nous montre que les alealoldes initiaux ne se rencontrent que dans la {rac-
tion 8 (oo précipité & pH 8 a 6té foarié ot lyophilioé au lieu de subir 1lacg-
tion néfaste des solvants organigues dans des extracteurs liquiduzliquide}
et dana les fractions 13 et 14 4 condition que ces précipitds ne restent
pa2 en contaet prolongé avee les polvantz erganiques pricités.

Une preuve supplémentaire de la dégradation de ces alealoldes a ¢té appor-
tée lorsque nous avons soumis une partie de la fraction 8 A la distribation
h contre-courant avee le chloroforme comme phase organique. Outre les diffi-
cultés dues aux solubilitfs particulidres de certains alcalofdes, hous no-
tions la présence de mouveaux alealofdes aussi bien dans la prase organigue
que dana le tampon: exemple de la figure 24. {'I'-'JT-[{!],3 = phase agqueuse tam-

ponnde, alealinisée et réextraite an Eﬂﬂli}
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Pigare n* 23

Comparaisen entre le chromatogramee de la teinture d'dcorces de racines

et coux des diverses froctiona obtenues ansuivant les tableaux 5 et 6

SilicAgeL  Fasw

PHASE: cHd-ctyon 4.4
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Nous ne pouvons nous prononcer sur la nature de ces artefacte, nlayant
pas entrepris leur diude. Cependant, il convient de pignaler que des dtudes
récentes traitent de la dégradation des alcaloldes lors des procddds d'ex-
fractions L'instabilité de certaing aloaloldes indoligquea telle 1a régernine
est bien connues Des études récentes ont montrd que les alealofdez dérivés
du tetrahydroharmane se transforment facilement emquinclones (109). Exemples
de la geissoschizine et de 1'ajmalicines

ajmalieine J’ quinalone

Il est dgalement prouvé que la sirvehnine se transforme =apiderent en
eolution chloroformique sainsi que dang le ehlorure de méthylbﬂﬁ}; Parmi les
produits de dégradation (artefacts), on reléve la pseudostryehnine (16-hy-
droxystxychnine), le géncstrychnine et des dérivés quaternarisés en H, {110).

De toutes les études réalisdes, il ressort qu'il est néfaste de laiszer
lee aloalolides en contact prolongé avee le CHECLl, ou le EHECI s par exemple.
les réles jouds par 1'oxygine d'une part et la Tumidire d'autge part sont éga-
lement prépondérants, notamment dans la tranaformation des aleploTdes dimé-
res symétriques des Strychnos et curares en dérivés (176). Il est poseible
d'ailleurs que 1' apparition d'artefacts [{écelés sur les figures n® 23 et
24), formés lors des proeddés classiques d'extraction des alealoldes du
Strychnos usanbarensis soit imputable non seulement aux solvents mais sussi
i 1'oxygine ,d& la chaleur.a2t & la lumidve.

Toutes ceo considérations nous ont incité A proposer un mode opfratolre
valable pour les décorces de racines du Stryehnos usambarensis (tableou 7).
la lyophilisation constitue en effet une technique Clégante qui priserve ces

alealofdes tris senaibles h la plupsrt des solvants. Cs proeddd pormet




également d'éviter les difficultds dues aux solubdlités particulidres de
certains alealoldes de la plante.

PABLEAU 7
DEOrpiTLa I8 - a/gnanlre
Fradre d'8esree de racisss
anvidis [a] par 2.0
u] par swthanal ]
o ) N, T T Fijartrates mar 1'Wie 4 2 8
k bm W £l
Trepatliastian }-::;p:::. wasdrd Tralaln Eols wis B
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Ce mode opfratoirs a &té appliqué avec succks & un Bacond lot da
2 kg d'écorces de ragines, De la serte, nous avons obtenu diverses fractions
?ruten;;]L It 34 g (1,79); L IT: 20 ¢ (1 #)i P I3 32 g (1,6 %) Pv IT; 19 g
0,95 %) .
'

Les fractions L I et L II prégentent la mime imape chromatographique
que la teinture d'écorces de racines ou que la fraction B8 (of figure 233,
Ce qui dénote bien 1'abeence de déprdation des alealolfdes.

Loz fractions P'T et P'IT sont identiques gux frastions PI & PS5 ohte-
nues lors du premier procddé d'extraction (tableaux 5 ot €),

Les elenloides nnturels des dcorons de raciresde S.usacborensis pou-
vent Btre diviada on 3 EToupest

ler proupes ces alealofdes précipitent enmilieu alealing ils sont solubles
dans les molvants organiques et migrent aisdment lors de chromtograprhies sur
couche mince de silicagel dana la systéme At acdtats d'éthyle, isopronancl,
amroniaque concentrées90:8:2, Ce systime a &td cholsi pour la sdparation
des alealoTdes de eo groupe par chroratographie prérarctive gar i1 permat
une migration rapide spns dégradation. L'élution se fait par le métharnol,
Les éluats sent goncentrds immidiaterent sous vide et leg Iractiong obhtenues

sont purifides par préeipitation répétée dang 1'hexsne, Auparavent, nous
aviems en wvain tentd de séparer leos alealofdes de ce groupe dans deg systie
BeE A bace de I:!P.I:ll3 (et de diétiylamine parfoiz). Wous obtenions une bomme
odparation mais aunsi une dégrndation importante. Seules des conditions de
travail draconiennes {élution en aimosphire d'azote en absence de EHE13 et
& 1'abri de la lumilre),

" ————
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nous avaient permis d'obtenir des résultats satisfaisanta,

Zéme groupe: ces alealoIdes précipitent aussi en miliew alealin mais ile
sont beaucoup meins solubles dans les solvants organiques {L'-Eﬂl}. GIE?DIE} et
_insolubles dans 1'hexane (ils ne migrent pas dans le systime A renseigné oi-
avant mis dans un systime plus polairve; le svatdme Br acdtats d'éthyle,
izopropancl, ITHEﬂH dilué (dilution de 17 md d'arzoniaque concentrée dans
100 ml d'eaun distillée) = 60325215, Apria une premiére séparation par ehroma-
tographie préparative dans ce systéme, suivie d'une élution par du méthame]
contenant de 1'acide formique, les alecalofdes sont iransformés en ploraten,
réginérds en chlorures ot ehromatographide sur colonne de cellulose; les al-
caloldes alnal imolés cristalligent dang 1o mélange méthanol=dther,

Jime_groupe: ces alealo¥des ne préeipitent pas en milieu alealin (p. 48),
Ilz sont isolée scus forme de plerates et transformés en chlorures PAT passp-
ge sur résine dohangeuse d'ions. En chromatographie sur rapier,iles ont le m@-
me comportement que les alcaloldes digquatermaires elassiques et prdsentent
d*'ailleurs des colorztions vieleties, bleues et jauvnes aves le riactifl an
gulfate cdrique, Lora de la chromatographie des diverses fractions de ces al-
caloides, nous n'avons pas discernd de différences qualitatives dans la com-
position, seules de légbres différencos quantitatives sont sbservies; clest
ainsi que les fractions P4 ef PITT proverant des extractions acdétiques pone
tiennent une plus grande proporiion d'alcaloides mipgrant & des Rf tris ban
dans les systimes C ot D de KARRER et SCINID (40). la figure n® 25 (page 57)
révile la complexitd des mivtures de ces alcaloTIdes non extractibles rar les
solvants organiques et solubles en milieu alcalini Howe relovons la prisence
gur ce chromatogramme de 35 alealoTdes dont une dizaine sont révdlds par le
sulfate cérique.

b 3. REMARQUES CENERALRS FOUR LA SUITE IO ME

1. Les spectres de masse ont ¢td Fris & 1'aide d'un AET M5 902 & haute
résolution par Mr D, CARTER (Mass Spectrometry Service, School of Pharmaecy, °
University of london)

2. Les spectres de R.M.N. ont &té réalisds par Mr Josd DENCEL (labora-
toire commun de R.M.N. au Sapt Tilean) soit sur Varian-HA 60 soit sur Varian
HA=100, Certains speotres ont 6té pdalisds gur un Thomson 250 MBz (labora-
toires Cameca-Paris) par My J.J, TASSIN,

3« Les spootrea infra-rouge ont été pris & 1'aide d'un BRCKMAN TR-20A
par Mr P, FREUDEOIDE (Service du Profegseur RENSON).

4e Les spectres ultra-violet et visible ont été réalisds soit sur un
UNIGAM SP 800 (Cheleea College) solt sur un PEREIN-EIMER 124 (laboratoire
de Fharmacognosie de 1'Université de Idtgm)

] e = s
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5+ les points de fusion ont &té pria & 1'aide d'un microscope & point
de fuaion,

6+ Les rendements des différents alealofdes sont exprimés par rapport
au matdriel végdtal sec. I1 s'agit en fait d'une extrapolation & partir du
poids des alecalofdes obtenus & rartir d'une allquote des diverses fractions
brutes (alcaloldes précipitéds ou men par J‘Tagi-"ﬂ} - tableau 7). Aucune techni-
que de desage n'a done été appligquée.

Ia suite de ece travail relate 1*iaclement ot la détermination de
structure des alealofdes du Ter Eroupe [ummh&msiﬂe, Jgd=dihydrousantoren~
aine et harmane), du 2ime proupe (N'b-méthyl-usambarensine et 3,4-dihydro-
R'b-méthyl-nsambarensine, by T-dihydro-flavopdréirine) ainsi que deux plea-
loldes principawt du Jime proupsCdihydro-toxiférine ot Cecurarine; il est
& noter que 1a E,Tn—dihard:a-rlaﬁ.rupérﬁirinu est présente en quantité apprécin-
ble dans le 3ime groupa.
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Chapitre III

TSAMBARENSTHE

Le premier alealolde que mous nommens usasbarensine est une poudre
blanche microcriztalline (P.F. de 1a base = 145°C) qui donne en chrosato-
graphie sur couche mince de Silicagel, dans le systime A, un Bf de 0,35,
(Rendements 444 mgr ale. A partir de 3 gr de L 11, seit 0,40 %).

a) Formuile brite

la formele brute oblemue par spectroméirie de masse & hante réaclution cor
reapond & EEEHEEH-# IfH+ trouvéd: 432,2304; caloulés 432,2314) . Cette formule
indique 1'absence d'cxygine et la présence de 18 ingaturnticns {114).

Figure n° 26
Spectres U,V. de 1'usambarensine
( = milieu neuirej =e=-eceeus milieu secide)

b) Spectrophotoméirie dane 1'ultra-violet

Le spectre ultra violet, réalisd dans 1'éthansl abselu prégente des maxima
i(}.nm (log £ ) 234 (4,57), 253 et 284 (épaulemarts), 291 (4,20}, 337 (3,53)
et 349 (3,53)« I1 pout 8tre considéré com-e la somme des ehromophores de

1'harmane et de 1'indole I:*..rf‘-,rn-—i*;.r-.!r---/s =garboline). la fluorescsnca bleuo
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Chapitre III

USAMBARENSTRE

Lz premier alcaloide que nous nommons uparbarengine sst une poudre
blanche microcristalline (P.F. de la base = 145*C) qui donne en chromato-
graphie sur couche mince de Silicagel, dana le systims A, un Rf de 0,35.
(Rendement: 444 mgr ale. A partir de 3 gr de L 11, soit 0,40 %).

a) Formle brute
la formile brute obtemue par spectrométrie de mamse & haute résclution cor-
respond & Cpgll, o, (" trouvés 432,2304; caleulés 432,2314). Cotte formule
indigue 1'absence d'oxygine et la présence de 18 insaturations (114).

2\ o) =2 I S

FEEET'E n®* 26

Spectres U.V. de 1'usasbarensine
( =——1 milieu neulre) ==—==w--g milisu a.t.idg-'_l
b) Spectroptotomdtrie dans 1'wltra-viclet
Le spectre ultra viclet, réalisé danp 1'éthanol absolu présonte des mexisn
& Anom {lnﬂ E) 234 {4:5‘”: 2533 et 284 (épanlemeris), 201 ':"rrﬂﬂ'}: 337 {:"'153:
et 349 (3,53)« 11 peut Btre conciddéré com=e la somme des echromophoren de
1'harmane et de 1'indole {téira-hydeo- =carboline). la fluorescence bleae
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observie awe U,V, longs est en accord avee le chromophore de 1'harmane, la
specire n'est pas modifié en milien alealin, Fn milisu acide, i1 ¥y a modifi-
eation du spectre (chromophore de 1'harmane), tandis que les bandes duss 3
1'indole Ell 284 et 291 nm) ne sont Fa8 déplacées. Le spectre de 1tindole
posadde une bande & 262 nm qui est absente dans les spoctres de la plupaxrt
des indoles substituds dont leg tatruhyﬂrn-ﬁ -carbolines (111).

—""W—\ ; 1IL:"
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Figure n* 27
Spectre I.R. de 1'uearberensine
{——— rastillape dans MBrg- - - - =t polution
dans t]!ilfll5

t}rﬂ act

hotomdtrie dnng 1'infra-roup

Le spectre infra-rouge (réalisé dans 1e EBr) eet

carecidried par des bandes

8 ¥ 3.410 (¥E), 2,920,2845 (CH),

1620 (C = W ot systime aromatique), 1550

fﬂ - ﬂ}r

735 (benzine nrthudinuhatituéjcu-l (113},

Le spectre pris sur une solutionm ehlereformique et superposable & 1

gutre

spectre,

d) Spectrométrie de masae

le spectre de masse fait apparatire des rles 3 - mfe (intensité relative)
182(20), 161(10) et 154(12) correspondant & la partie harmane (ien & nfe
E00 Catty ol trouvés 182,0845; caleulés 182,0844) comprenant 3 cysles et

6 doubles liaisons
- et mfe 251 (100 = pic de

base), 250(49), 235 (5), 235(7), 221(13), 185(21), 171(8), 169(16), 156(8),
144(10), 143(8), 130(5), eor:enpondant & une rartie de type tetrahydeo-
carboling,
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SPICTAE DE BAASSE OF L° USAMBARENSINE

o
I
B0=
“-I—
A=
-
1649
Ly TF]
T S
Figure n® 28
Lea principagx fragmente observée sont repris ci-desmouss
i =, |* CH-CHy
b 0 o
ﬂ-—
L] {B E!,.-"
H Wy M H
H H H H
) nfe 182 mfe 144 nfe 156 nfe 169
- [
\& &
#
iy " ——3 L
: s S
»

mfe 185 rfe 251 mfe 251

Le pic de tase (m/e 251 trouvé 251,1553; caloulés 251,1548) répond & la
formule Gl?ﬂigﬁé qui comprend 4 cycles et 5 doubles liaisons. Les iona

n/e 249,185,171,169,156,144,143,130 correspondent A une partie de type coxy-
nane {tétrn-hydrn;ﬁﬁ-cnrhaline non subatitude)(122), Des ions senblables
s'obaervent pour la tubuloaine (123), lthervine (124), 1'isositsirikine(124h)
1'hunterabrine (124), la geissospermine (126), le méthoxy-geisacechingl (128).

':' -i‘ﬁmﬁﬁﬂﬁ pasmitious nuelénire

Lea figures n* 29 et 30 reprodulgent le spectre effegtud sur un VARIAN HA

100; on y retrouve les élérenta du groupe harmane (numérotation p. 65)1 l=a

T — - —

-
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protona des 5‘5 et :‘}4 sous forme de doublets X EB,EE et & ET,EE (I 5 Bz)

et le proton du Gﬁ gous forme de "doublet™ A EB,EB (J TaBHz}{118 et 119).
Ces signaux se rétrouvent dans le spectre de 1'harmans (voir 6ime chapitre),
de 1= pavettine (120), et de la pauridianthine (247), de 1'alstonilidine
(119)« D'autres part, mobserve en dehors d'un maesif de T protons aromatinues
et d'une fordt de 11 & 12 protons aliphatiques, un quadruplet A 55,435

(7, = 14 Hzy ¥y = T Ha) correspondant & un proton vinylique et un doublet

A %I,E? (F = THz) attribué & un méthyle d'un radieal éthylidéne, deux ai-
gnaue i 3#,35 ot 35,3& eorrespondant ehacun & un proton et enfin dewr sin-
guleta A 5-!3,135! et :‘: 10,8 disparaissant aprie apitation de la solution deutd-
rochloroformique avec de 1'enu dentdride (2 fonctions HH), Par découplage par
la technique de double irradiation, la relation existant entre les signaux
situds A él 5e43 et 5 1,67 est elaiverent démontrde,

Nous avons pu obtenir un Bpoo-
tre & 250 Mz (figure n® 31);
le specire a ét¢ wéalisd sur
une solution dana le dentdre-
chloroforee h une température
de 20°C, le tétremdéthylsilane
servant de référerce.

On ¥ retrouve la chalne dthyli-

dine (doublet i 51.55 et qua-
\ UL* druplet 35,4?}, le protona
ryridiniques de la partie har-
\ mane & ST,EE- et 5 8,54, le
proton en cfr A EEI,ll, les HH
& J8,32 et 5-11,3-51 Le singu-
let & o 4,45 est ativibusd A
1'H an ﬂi'. Ce proten situd &
+ un champ plus bas que la ré-

gion d'absorption dee CH gaiu-
rés indiquerait un 0 sityd

équatorialement, soit cis par

rapport & la paire d'électrons

k libres de 1'ztome d'azote vol-
i

) gin (134 et 135). la doublet
\ (93,7837 = 12 & 13 Fa) (un
3513 h_}.ﬂ-:,. proton) est coupld ayee 1 dou=
| i Blet altué & 3,02 (7 = 12 &

Fipurs n® 32
:‘: o -] 'b
Dégouplage des H du © 15 He) (expérience de double

211
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irradiation){figure n® 32). la grande constante de eouplage est typique de
protons péminda, tels les H du EE]" 1'H équatorial dtont le plua déblindé
( 5 3,76},

f) Proposition de structure

Tous les renseignemonts précédents nous perzettent de proposer pour cette
neuvelle base la structure eci-dessous dent {1 noug fout préeiser la stérdo-
chimie,

Pour la partie harmane de la moléeule, mous avons suivi la numérotation offi-
eielle (I.U.P.A.C.); par contre pour la rartie corymane, nous avons choisi

la numérotation usuelle des phytochimistes et non celle du benz{g)irdolo
(2,3a) indologuinolizine (116,117),

¢ 5 ]
— S
1 5 e
3
H Ll
harmane y oorynans
= ==
N, w
N
H
W

usanbarenging
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Chapitre IV

STERROCHIMIE DE L'USAMBARENSTNE

la seule méthode infaillible est la diffraction aux rayons X. A défaut
de cette analyse, ncus pouvons proposer la stéréochimie de 1'usambarensine
our la base de donndes spectrales et blogénétiques. Clost dans lo partie de
type corynane que nous devons préciser la configuraticn spatiale de 1'H en
Ej’ ainsi que calle de 1'E en '315, et celle du méthyle de la chatne dthyli-

dénique fixde en ﬂﬂﬂ..

WEREERT ot BRINGI ont dmis 1'hypothise que 1'H en 015 est toujours en
position O vu que tous les produits naturels analysés possédaient cetta

eon £iguration (du moine ceux qui possédent le type corynane ordinaire)
(131).

Dautre part, le eroupe méthyle greffé sur ls 019 est considérd gis
par rappert au centre E.'LE” car seule cette configuration a dtd Jusquth
présent rencontrée dans 1a nature,la gdométrie de la chatne dthylidénique
ayant été dtablie aux rayons X (127,128). I1 reste donc & préciser la stérdo-
chimie de 1'H poxtd rar le I:j'. Cet H peut ftre of n-u‘ﬁ- =cls ou trans par rap-
port & la paire d'électrons libres de l'atome d'azote de la partie quinoli-
gidine de la moléoule,

Nous avens prépard 1'épimire en 3' de 1'usambarensine aprés oxydation
de 1l'alcaloide par 1'acétate mercurique (132, 133).

100 mg d'usambarensine et 120 bg d'acétate mercurique sont dissous dans
10 ml d'acide acétique glacial et placés au bain-marie & 60°C durant 24 heu-
refe A co moment, arrdter la réactlon. Filtrer le précipitd d'agétate mercu-
rewx, Eliminer 1'sxcds d'acétats mercurique par Hy8; filtrer la solution.
Diluer avec de 1'eau et ajouter de la poudre de zinc (800 mg)j agiter durant
douse heureas. Filtrer 1e zinc, alealiniser par 1lasmoniaque et extraire au
chloroforme, Evaporer et chrematographier dans le systise A (préparative);
éluer et réoupdérer 1'épimére qui, dans notre cas, pescide un Af supérdeurs
pur.;.flar par cristallisations euccessives dans 1'hexane (18 mg de produit
Pur).

Le spectre U,V. (figure n® 33) est identique & celui de 1'usambarensine
(figure n® 26).
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Figure n® 33
Spectre U.V. de 1'épi-usambarensine
(====-==1 milieu neutrej——r milieu acide)

Le speotre IR, (pastillage dans KBr) est quasi supsrposable & celui
de 1'usambarensine. L'examen des spectres I.H. est important car 11 permet
dans les cas favorables de déceler la présence de bandes dites de BOHLMANN,
Ce chercheur a obaervé que 1a quinolizine dans laquelle au moins 2 H placés
sur les C attachés & 1'atome d'azote sont tous dewx orientés pxialecsnt et
irans par rapport & la paire d'électrons li'h.raa de 1l'azoie, montrait une ab-
gorption I.R. dans la région 2700-2800 om- (couplage de fréquences C-H).
(1302). Ces bandes sont cboervées aussi bien en solution chloroformique qu!
aprés pastillage danm le KBr ou KC1l. Dens une étude récente, YUNUSOY ot coll.
ont démontré qu'il pouvait exister des différences dans les epectres I.R. des
alealeoldes ::Eftana.ut dea cycles pipéridiniques ou quinoliziniques (région de
2500-2830 cn ") suivant que les spectres ftaient pris ensolution ou en disper-
sion dans une phase polide, Lee différences ctaient dues tantht une ingtabi-
116 des alcaloldes en solution (inversion de la conformation au nivean de
1'atome d'azote), tantft & une distorsion des moléeules en phase solide, dis-
torsion se traduisant par des changements des angles existant entre les élea-
trone libres de l'azote et les liaisons trans des C-f placés en  « En conclu-
sion, les chercheurs russes congaillaient d'étayer les réenltats des spectras
I.H. par 1'obzervation des apectrea de résonance protomapgnétique. nuelénire
(Signaux déblindés des protens dauatoriaur cetie foiu){130b). Guoi qu'il en
solt, 1'examen des spectres I.R. de 1'usambarensine et de son épimdre ne paT=
wettent pas de voir dans un des eas les bandea trans de BOHLMANN, camouflées
par 1l'absorption de la partie harmane de la molécule (ef figure n® 4% et 11%-
térature).
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Speotre I.R. de 1'épi-usambarensine

Le specire de R.MLN, (ri n* 35) permet heureusement d'obeerver la dig-
parition du signal situé 2 4445 dana le apectre de 1'usambarensine. Cette
observation nous permet d'attribuer un H en C y fquatorial et cis par rap-
port & la paire d'électrons libres de l'agote dans la moléoule d'uwsamberen-
sine (134,135). '

-
i

TiE

i n"
Spectre R.M.N. (Varian HA 1007 dp 1'eépi-usambarensine(dans le CDOY

3)

Le spectre (figure n® 35) momtre égmlement quelques légbres différences
dang les valeurs de & des signaux qui sont plus blindés que dans lg cag de
la molécule d'usanbarensine; ces différences sont sans doute dues au change-
ment de conforsation lors de la formation de 1'épimére,

Un second indice d'une cl@-quinolizidine dansla molécule d'usambarensine
réside dans le falt que lors de 1'épimérisation par 1'acdtate mercurique, la
rdaction s'est passde lentement, alors que dans les moldcules posedédant une
frans-quinolizidine, la réaction est rapide, ce qui s'observe par la précipi-
tation d'acétate mercursur; (le complexe mercurique se fixe plus facilement
axialement)(132),
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Le troisiéme indice est le comportement chromatographique sur couche
mince de Silicagels

usambarensine épimbra
Systime A 0,35 0,66
Eﬂﬂlj-m&t'luml 921 0,35 0,51
Butanol-HAg=Fau 43I:I 0,68 0,77

Cela laisse supposer un rapport cis entre 1'H en C,, et la paire
d'électrons libres de l'atome d'azote voisin car dans ogt‘h& configuration,

lg moldcule est plide de telle sorte quela paire d'électrons est plug dispo-
nible aux liaiscns en C.C.M. d'cit une valeur de Rf plus basse (133). Lors

des configurations trana, la moléeule est plus plate A ce niveau, ce qui rend
la paire d'électrons de 1'atome d'azote moins disponible aux liaisons, d'ol
une valeur de Rf plus élevée pour 1'épimbére trans.

Le rapport eis établi, il nous reste & proposer la configuration (& ou
,ﬂ] de 1'H an C,, de l'ussmbarensine. Dans une premitre publication, nous
avens proposd uﬁa configuration ﬁ cis analogie avec les nombreux alcalol-
des du type yohimbane et corynane (136). Malheureusement, cette comparaison
n'est pas trés valable car la présence de la chafne éthylidine en position
120'ne favorise pas la configuration of trans, suite & la forte interaction
entre le méthyle (cis par rapport au centre 15') et le substituant greffé on
position 15' (128). I1 faut constater que tous les alcalcidea de ce type ont
une configuration 3& cis (tableau 8 page T0). Cea sloaloTdes ne montrent pas
de bandes de BOHIMANN dans les spectres I.H. %124,124!:.12!3] et ne sont pas
facilement attagués par 1'zcétate mercurique (124,128).
Dlautre part, wne analyse aux rayons X a prouvé la structure 3 & cis de la
serpentinine(127). la ofece étude a mis en évidence une conformation batean
pour le oycle D. Ians cette configuration, la seconde partie de la moléoule
est en position équatoriale, oe qui est préférable & une position axiale an
point de vue stabilité.

Toutes ces considérations nous ineitent & modifier la stéréochimic de
1'usambarosire et 4 proposer une configuration 3&eis, ern espérant qu'uns &tun-
de ulidricure aux rayens X viendra confirmer cette hypothise. I1 est égale-
ment vraisemblable qu'une rectification similaire doive &tre apporiée 4 la
stérdochimie do 1'usasbarine (formule p. 45), puisque cet alcalcide ne PG
stde pas de bandes trans dens le spectre I.R.(102). Wous ne disposons mal-
heursusement pas de données suffisantes (spectre R.M.N.; spectres de 1'épi-
mire) pour cet alcalofde qui possdde ¢galement une chaine Gthylidéne en posi-
tion 19'-20". L'usawbarine ne différe de l'usambarensine que dans 1'autre
partie de la molécule: l'harmana présent dans 1'usanbarensine est remplacé
par le Nb-méthyl-trihydro-harmane dans le cas de 1l'usasbarine.
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Fipore n® 35

Hodéle moléculaire dolaté de 1l'usambarensine (Feirs CjBlent HjRouge: H)

Fipure n* 57

Détail (joncticn de= eyeles C' et D', K & 1'avant plan
C' & droite ot D' & gauche da N)

¥
E ®




Chapitre ¥V

344-DIRYDRO-USAMBARENSTNE

Le second alealofde est une poudre jaune microcristalline donnant en
chromatographie sur couche minece de Silicagel, dans le systime A, un R de
0,25 I1 a étd isolé par chromatographie préparative et purifié par erietal-
lisations successives dans 1'hexans (alcalofde du ler groupe ) ( Rendemanty
0,18 % 211 mg alo. & partir de 3 g de L II),

a) Formule brute
Ia formile brute obtenue par spectrométrie de masse & hauvte résolution core
respond & Cogll, W, (PM 434)(M+ trouvéed3d,246650alculéndss,2470),
Cette formule indique & nouveau 1'absence d'oxygine et la présence de 17 in-
saturaticna.

b) ot tométrie darsliultra-viclet
Le spectre (dans 1'éthanol n.b:n‘lu}llm.n- (1cg £ )229(4,49),284(3,92),
291(3,96), et 718 (3:94) peut Btre considéré comme la somme des chromophores
de 1'indole et de 1'harmalane (112).

M o ) (woen)

: Fipurs n® 38
Spectre U.V. de'la 3,4-dihydro-usasbarensine
(———imilien neutre et alealing----tmilieu acide )
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Ia lluorescence verte observée aux U.V. longs est en sccord avee le chromo-
phore de 1'harmalana. Le spectre n'est pas modifié en milien alealin. En mi-
lieu acide, il y a une modification ieportante due & la partie harmalane de
la molécules A vmr 224,252,284,291 et 358,

o) Spectrophotométrie infra-rouge
Le spectre I.H. (KBr) est trie proche de celuil de l'usambarensine et présente

des bandes & B 3400-3200 (NH), 2920,2840(CH),1590 (C=N) et 1550 (CaC), 740
(benzine crthodisubstitus) cm >

Fi n®
Spectre I.R. de la 3,4-dihypdro-usambarensine

d) Spectroséirie de masse

SPECTRE OF MASST ©F LA 3-0 DINTDRO - FEAMBARERIINE
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Le gpectre de masse pris & la t* de 190°C présente une fragmentation proche
de celle de 1'usacbarensine m/e (intensité relative)r 434 [M*)(9),250(100),
249(98),235(22),221(17),185(14),184(15),183(16) ,182(8),171(10),,169(22),
156(12),155(14),154(16),144(14),143(13),130(9).

L'ion m/e 183 (trouvér183,0923jcalonlé 183,0922) correspond & la partis
harmalane {“12“11"21- tandis que 1'ion mfe 250 (trouvé:250,14513caloulés
230,1470) représente la partie de la moldéoule de type tutmhyﬂm—/&-a&rhﬁ-

Hme (€75, glf5) e

. B 1+
+ — o —
é :; E,\.. M N, ‘-t N W .r‘r y W
N ‘(}ﬁ SN \Q\ 5 ii'
W == H H ,
L d
nfe 250 " nfe 249 nfe 183

Les ioms de 1a partie harsane sont remplaeés par ceux de la partie harmalane
qui eat 1'homologue saturé en 3,4 de 1'harmane done d'un P.M. supérieur de
2 unités. la seconde différence est le pic de base & nfe 250 et non & nfe
251 comme dans le cas de l'usambarensine. En effet, 1a formation de 1'ion
231 oot moine favorisde pour le dérivé dihydro que pour 1'usasbarensine cot-
tenant 1'harmane complitement aromatique.le type de fragmentation de 1'usam-
barensine se rapproche de celui de 1'démétamine, tandis que celui de la 3,4-
dihydro-usambarensine est & comparer & celui de lapsychotrine (115).

e) RBésomance marnétique nueléaire

Le spectre se caractérise par 1'absence des sigmaux dus aux proions pyridini-
ques I:Iil3 et 34:!; Le spectre pris dans le IMS0 sur un Thomson 250 MHz laissze
apparaitre un doublet & $ 1,35 et un quadruplet & 3 534 (caractéristigques

de la chaine éthylidine), deux signaux NH & 51{!,54 et 511,.’55; sept protons
arcomatiques s'étendant de 55.55 A S?,M et un doublet (un proton aromati-
que) & 5?,551 enfin une forSt de protons aliphatiques. Un spectre réalisé
dana le CICl, sur un Varian A 60 Miz (Chelsea College) fournissait les mimes
résultats.

f) Structure
Les expériencea précédentes nous permettent de proposer pour ce nouvel alca-
loide la structure suivante:
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' - ' Hous signalerons an passage que les j,d-dih;.riru-ﬁ-
carbolines représentent un étnt d'oxydation que
4 1'on a trouvé ravement dans la nature. A notre
EHy connaiesance, 1'harmaline, 1'harmalel et la
navelédine (137) constituent les seuls exemples
H . connus. Far extension,on pourrait y ajouter les

alealoides de structure plue cemplexe tels
1'ochropposine (138) etla dehydro-ochrolifua-
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Figure n* 41

dutres alealofdes de tyre "3,4-dihydro~ 4 =carbolina®

g) Stéréochimie
la eonformation de 1'H du 0151 ainsi que celle de la chafne éthylidine est
sans doute identique & celle de 1'usasbarensine. I1 reste la eonfiguratien
au niveau de 1'H dn E}, &t la jonction des eycles €' et DY, Le spectre R.M.N.
neé nous est pas utile ear les protons du E} Be guperposent au signal éven-
tuellement déblindé du proton du 53,. Seule une étude plus poussée nous ren-
geignerait sur la stérédochinmie complite de cet alealofde.

E 2
* 3
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Chapitre VI

HARMANE

L'harmane est un alcalolde que nous avons purifié par chromatographie
préparative sur Silicagel dans le systéme A, (Rf: 0,63 dans oe systime).
Aprés élution par le méthanol, i1 a &té Boumia A& dea cristallisations succes-
sives dana 1'éther. Clest un alealofde mineur dy Strychnos usambarensis, com-
rarativement & 1'usambarensine ot S¢s dérivés dihydro e méthylés,

(Bendements 0,036 %) (40 mgr ales A partir de 3 gr de L II)

a) Point de fusions €37-238°C; pas de dépression du peint de fusion,
lorsque 1'alealofde isold est wélangd avee de 1'harmane de référence (firme
Fluka )

b) Chromatographie sur gouche mince de Silicagel Marck
L'alcalolde se situe an mime Ef que 1'harmane de référance. De plus, i1 pré=
sente la mlme fluorescence bleue laitouse lorsqu'il est obeervé aux U.V. I1
est révélé dans le visible Par les réactifs clasaiques des alealofdes: le
réactif de Iragendorff (colorationm orange), le réactif iedoplatinique (eolo-
ration viclette). D'autre part, la pulvérisation des chromatoplaques par un
réactif oxydant (9,8 volumes d'une solution agqueuss dlﬂé$ﬂ4 & 30 % 0,2 volu-
me d'une solution agqueuse de Fhﬂ!i B 5 % 10 volumes d'acide perchlorique A
36 %) suivie d'un chauffage & 1'étuve laisse apparaftre una belle coloration
rogse {125}1-

e) Spectrophotométrie dans 1'ultra-wiaolet
Les spectres ont §té effectués sur une solution méthanol iques

Le spectre Amax. nm (log £ ) 234 (4)57),242 (épanlement), 250 (4,37),
283 (épaulement), 288 (4,22), 336 (3,67), 348 (3467) correspond au ehwomo-
phore de 1'harmane,

En miliey aclde, nous obeervens un effet bathochrome marqué aingi que
la perte des bandes fines qui erdénslaient le spectre {ldﬂ]._ll n'y a pas de
modifieation en milien alealin,
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Fipure n*® 42

Spectre de 1'harmane
{——tm.ilien neutrej-———— smilien acide)

d) Bpectrophotométrin dana 1'infrs-rou
Fastillage de 1'alealoide dans KBy, 11 prézente des bandes 8% 3.130,3060,
24950, 2.860, 2,780, 1,625, 1357y 1.490, 1,435, 1.370, 1.512, 1.252, 1.240,

1.225, 810 et T40 nm_l. Le spectre est Biuperposable & ceux renseignés dang
la littérature (141),
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Fimure n® 43

Spectre I.H. de 1 harmane

oy




-Tﬂu

¢) Spectrométrie de glggg

Spheien Be manaw  de 1" barssss

et
[
|
il 13
an
i3
L]
EL -1
™
[ ad
g :
] 5] 1] ?{
Fi n*

La ple de bane eat dans ce cas 1'ion moldeoulaire G]ZHI*JBE' Yu la grande
atabilité du noyau aromatigue, la fragmentation est assez faible,
L'ion mfe 181 provient de la perte d'un H.

L'ion mfe 154 correspond & la perte de 27 unités de masse (perte d'HCK
qui serait une fragmentation typique des alkylpyridines {lﬂ}bis-}:}. L'ion nfn 51
peut correspondre 4 1'ion moléculaire chargé deux fois positivement I:H'H]
mais ausedl & 1'ion tropylium tardis que 1'ion mfe 77 fait penser & un ion
phényle {ESEE}'

f) Résonance magmétigque mueléaire
Lo spectre (figure n® 45) a été pris en solution dansle dewtérochloroforme,
& la température de 20°C, & 1l'aide d'un appareil THOMSON 250 MEz. Le groupe
méthyle {01} apparaft scus forme d'un singulet & 52,83. Les protons pyridini-
ques sont représentde par les doublets situds i S B,38 E“.E] et 5?,&} I:Hd}'
La proton benzénique I:HE]I est nettement déblindd ( ) B,13).
Le proton indolique I:E’Q] est situé & 55.59-

g} Structures
Ces diverses analyses permettent d'identifier mans coup férir cet alealoidet
1'harmane ou I-méthyl- /) —garboline.

B
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FIEEEH n® 45

Spectre H.M.N. (250 MHz) de 1'harsane

h) Chimistaxonomie
—'_——
L'harmane est isol¢ pour 1a premiére fois & partir d'une loganiacde. Cet

alealoide a plusieurs synonymts dont aribine pt loturins.

L'aribine fut isolde en 1861 de 1'Arariba rubra (142) et la leturine en 1878
& partir de Symplosos racemosa (écorce de Lotur)(143), deux plantea dont
1'écorce constituait un succédand du quingquina. Cependant 1 structure de ces
alealofdes ne fut e préciade A 1'époque,

Etudiant les alealoldes du Peranum harmala L., FISCHER observa que 17
harmine par démdthoxylation donnait un compond de formule brute GIEHIﬂHE‘
qu'il appela harsane (144). Plus tard, SPATH montra 1'identité de ¢e corpa,
d'une part avec l'aribine, d'autre part avee la loturine {145)s Enfin WeU
signala que la paesiflorine isoléa par PECKOLT an 1909 de 1a pasaiflore était
également de 1'harmang (146).

La présence d'harpane dang la Strychnog uEambarensis n‘eht capendant
Pas surprenante pour 3 raisonss

1* 1'usambarensing gt un alcalofde dimdre constitud d'une partie harma-
ne relide & une partie de t¥pe corymane,

2% le dérivé quaternaire de 1'harmane iNb-néthyl=harpane ou Bélinonine F
a été is0ld en 1957 3 partir d'un Strychnos sud-américaing le Stryehnos meli-

noniana (149),

| B o
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3® d'autre part 1'harmane a été retrouvd dans diverses plantes de 1a
famille des rubiacdes, tris proches d'un point de wue chiniotaxinomique des
loganiacées (tableau 9). Il faut cependant reconnafire que 1'argument chimio-
taxinomique est plus faible dans ce casy, Vu que l'harmane a été trouvd dans
des familles sans lien apparent (150)1

TABLEAU 9

FLANTES A PARTIR DESQUELLES L'HARMANE A ETE ISOLE

Bimneniscdes

Rewboldea laevis (P, BEAUV.) SEEM, {148)

?mcéea

rex brevieollis DO,

El g

Elﬁgnuﬂ anguetifolius L.

Passifloracdes (Fassiflorine)(146)
seiflora actinea HOOK

Passiflora alata AIT.

Fassiflora brycnoides H.E.K,

Fagsiflora capsularis L.

Pagaiflorn edulis SINS

Passiflora eichleriana MAST,

Fagaiflora incarnata L,

Fassiflora quadrangularig L.

Passiflora subeross L,

Pal a
Calligonium minisum LIPSKT

Rubiacdes .
Arariba robra MART, Eﬂ.:c:l.‘hinu;

Fauclea diderrichii (DE WILD),
MERRIL {131'%
Ophiorrhiza japonieca BLUME (153)
Fauridiantha calliearpoides
(HIERN,) BREM, (147)
Pauridiantha viridiflora (SCHW,
ex HIERS) HEPPER, (193)
Siekingla kKlugei STANDLEY (152)

Sapotacdes
Gasbeya lacourtianas }I‘IE WILD)
AUER, et PELL, (151)

8 céen
ccog racemosa ROXB, (loturine)

llacéen
dygephyllum fabago L.
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Chapitre VII
X' b-METHY1USAMBARENS INE

§ 1.

L'isolement des alcaloldes du Zime groupe = dont fait partie cet alea-
lofde - fut tris laborieur car ils jouipsent de prepriétéas spfoialeas ils
précipitent mmiliou alealin comme les alealoldes tertiaires mais ils sont
trés peu solubles dans les solvantg organiques (ils forment un préeipité A
1'interphage lors dea procddés e¢lassiques d'extraction,

En chromatographie, ils ent un comportement intermédiaire entre les ba-
sges tertiaires et quaternaires. Ces propridtds sont dues & la présence d'un
groupe méthyle greffd sur 1'atoms d'azote de la partie quinolizidine de 1a
molégule {H'b}. o2 qui constitue un nouveau type d'alealoldes indoliques pos-
aédant & la fois une fonetien amine tertiaire et une fonotion ammonius qua=-
ternaire.

Les alcaloides de ce groupe ont été isolés de 1a fagon suivantes

1® séparation chromatographique & 1'échelle préparative pur S5ilicagel
dans le systime By acdtate d'étfu-le—innpmpannl-mani;quu diluédag
60125115,

2% élution des deux zones alealoldiques par le méthancl contenant 2 %
d'acide acdétigue ou formique (1'élution parle méthano] seul est incapa-
ble de détacher ces substances polaires du Silicagel),

3% 1'éluat edt concentrd sous vide; le résidu est solubilisé dans de 1'eay
distillée et les alealoYdes sont précipités sous forme de picrates par
une solution saturde d'apide plerique. Les plerates sont recueillis
apriéa séjour en glaciére, solubilisés dans un volume minimim d'acétone-
oan 91 et transformés en ohlorures par passage sur résine échangeuse
d'ions Amberlite IRA 400,

4° lea chlorures d'aloaloides sont alers soumis & une dernidre séparation
chromatographique sur colonne de cellulose dans les conditions déerites
dans le chapitre X. Deg fractions de 20 gl gont récoltées et analyedes
Par chromatographie amlytigque dans d'autres systémen. Lea fractions
semblables sont réunies et évaporées; le résidu est repris par du edtha-
nol et 1'alealofde est recunilli aprés cristallisation dans le mélange
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méthanol-éther.

§ 2. ANALYSE

la méthyl-usambarensine est une poudre bBlanche microeristalline.
(Rendements 800 mg d'ales {017) & partir de 3 gr do L II, soit 0,76 %).
(P.F. du chlorures 219*C). Fn chromatographie sur gouche mince de Silicagel,
elle se Bitue sux Rf suivantas

a) Systime B = Bf de 0,35

b) Propanol-ammoniaque concentrée 1832  Rf de 0,68

e¢) Putanol-Acide acétique-Fau 411l Rf de 0,53

d) Chloroforme-Méthanol-Ammoniaque conces 45:1051,5  RE de 0,30

a) Bpectrochotomdtrie dans 1'ultya-violet et dane?’ infra-rouge

Le spectre U.V. (dans 1'éthancl absolu) est superposable A celui de
1'upambarensine et présente le mlme comportement aussi bien mmilien acide
qu'en milieu alealin.

L'alealofde montrs d'ailleura lamfme fluorescence bleue aux U.V. longa.

Figure n® 46
Spectreas U.V. de la méthyl-usambarensine
(——:milieu neutre et alcal ing smilieu acide)

ainsi que du produit de mdthylation de 1'usambarensine
(~d—fimilien newtre et alcalini-d—d-imilieu acide)
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Spectre I.R. de la méthyl-usambarensine
le spectre I.R. (pastillage dans KBr) est également trés proche de celui
de 1'usanbarensine, .
b} Comparaison de 1'alcalcfde avea 1 usambarensine méthylde (U.V. et 5.M.)

Ces analogies nous ont poussds & comparer cet alealoide avee le produit
de méthylation de 1'usambarensine, produit obtenu en mettant en contact du-
rani quelques heures 1'usambarensine et de 1'icdure de méthyle. Apris AVEpO=-
ration de 1'excks d'iocdure de méthyle, le résidu est reprizs par de 1'éthanol
et déposé sur une plaque chromatographique de Bilicagel (C.C.M. préparative);
aprés migration dans le systime B, la zone alealofdique de slme R que la mé-
thyl-usesbarensine est dlude et soumise auxc nfmes analyses que le produit na-
turel.

Comme on peut le constater sur la figure n® 46, le produit de méthyla=-
tion présente le mlme spectre UV, que l'alealolde analyed. Dautre part,
les spectres de masse des deux produits (naturel et semi-synthétique) sont
tout & fait superposables (figures n® 48 et 49).

Les spectres ont €44 pris dans les mémes conditiong opératoires (200°C).
Le epectre de masse du produit nsturel montre A efté de 1'ion moldeulaire
K & 447(5) ot de Mt 1 2 446(12), des pics & n/fe (intensité relative)
265(18) 264(12),261(27),251(14) ,249(16) »248(41),247(20)_233(16),199(20),186(28)
185(100=pic de base),162(28),1 69(9),156(8),154(9) ,144(17) +143(15).
Le spectre de masse du produit de méthylation de 1'usanbarensine est le sui-
vants mfo (intensité relative) 447{14*}{3],446{1{*‘.1:Eln},zaﬁ{lej,zﬁq{a},aﬁlljﬂ],
251{15},945{15},E¢E[25},E47{15},23}{1u},1?9{15},1&5{25],1Eﬁ{100-p1= de base),
182(18),169(6),156(6) ,154(6),144(11),143(19).
La pie & mfe 446 correspond vraisemblablement & 1'ion moléeoulaire ayant gubi
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une dégradation d'Hofeann, comme cela est déerit pour les ammoniums quaternzires (154)
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e) Structure

De ces expériences, {1 apparait que cet aloalolde est le R'h-néthaflumn-
barensine. la présence d'un groupement N - I!I'.I?I5 est prouvde par 1'analyse du
spectre de H.M.N., réalisé sur un appareil THOMSON @30 HHz, & partir d'une
saturation de 1'alcalofde base dans le CHC1, (6talon interne: le tetramethyl-
silane). Nous cbservons un singulet (3 protons) A f5 3,08 dans vr spectre gui
présente par ailleurs la mbme allure que le spectre de 1'usambarensine. Cette
valeur est quasi identique & ecelle de IEE - GE} (singulet & rSﬁ,ﬂﬁ} dans le
gpectre de R,H.N. de 1l'hunteratmine (formule p. T0)(154n).

Lo groupe méthyle est fixé pur 1'atome d'azote de la partie quinolizidine.
En effet, nous observons d'une part un icn n/e 265 dans le spectre de masse s
d'autre part, le ﬁpeutﬂ U.V. n'est pas modifié en milieu alealin, ee qui ne
serait pas le cas d'un aloalolde méthylé sur Hb de la partie harmane, car le
dérivé Rbmétlwlaharmna ou Melinonine P set une base anhydronium en milien
alealin, ce qui se traduit par un déplacement tathochromique important. Pour
vérifier ce point, nous avons préparé 1'icdométhylate d'harsane suivant la
technique de KEUFER (154c). Le produit ainsi obteny présente le specire V.V,
caractéristique des bases anhydronium,.

—

Figure n" 20

Spectre U.V. de N _-méthyl-harmane
(—=*rreimilien peutre ot a::iHe;-———tmﬂ ieu alealin)
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Fous proposons done pour ee nouvel alealolde la structure suivantes
Swe
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d) la stéréochinie de 1'alcalolde n'est pas encore déterminde.

Fuisque nous avons pu obtenir cet alcalolde A partir de 1'usambarensine,
la stérdochinie au niveau du 315, et de la chaine éthylidine n'aura pas chan-
gés @
En fait, seules les conformations du N h-méth,yl et de 1'H en E_ﬁ' reetent
& préciser.




- B8] -

Chapitre VIII
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Cet alcalofde a été isolé suivant le procédd renseigné dans le chapitre
prégédents la fraction brute qui le contenait renfermait de la méthyl-usamba-
Tensine ainei que de la dihydro-flavepéreirine (voir chapitre 1X)

Le chlorure de cet alealofde se prisente sous forme d'une poudre Jjaune
microoristalline de P.F.5220°C. (Rendements 85 mg d'ale. & partir de 3 g de
L II, soit 0,08 %).

a) Chromatographie
En chromategraphie sur couche mince de Silicapel, cet hlnalnidu = flug=

risant dgalement en vert - g¢ situe aux Rf suivants:

B« Systime Bt Rf de 0,32

b. Propancl-amsoniaque concentrée; 8:2 Rf de 0,65

o+ Butanol-Acide acétigque-Faun 4511 Rf de 0,47

d. Ehlnrnfﬁma-ﬂﬁthn.nﬁl-hmniaqua conc. 45310:1,5 Rf de 0,25

b) Spectrephotométrie dans 1'ultra-vielet et dans 1'infra-

La speetre U.V. ( éthanol abasolu) est superposable & celui de la 3,4-
dihydro-usambarensine ainsi qu'au spectre du produit de méthylation de cet
alealofde. (figure n® 52)

H&E n* 51



Figure n® 22
Spactre U.V. de la méthyl-dihydro-usambarensine
(——milieu neutre et mlcalinj=—e—=gmilieu acide)
et du produit de méthylation de la dihydro-usambavensine
(~d—diniliou nettre et alcaling=f==—f=tmiliou acide)

¢) Spectrométrie de masse

Le spectre de magse réalisé sur une fraction d'élution effectude apria
une chromatographie sur Silicagel dans le systime B, riévile la présence con-
comitante de méthyl-usarbarensine (ions nfe 447 et 446). Le spectre a &té
pris & la température de 200°C,

SPECTRE DE BMASSE DE L4 N'b- METHYL- 34 - DINYDAD - B54MBARENSINE

v =
) “ [D‘TF J T _ mr“ mm_m il

Figure n® 53
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n/e (intensité relative) 449(M')(2), 448(u™-1)(7), 264(21),263(21),261(9),
251(15),250(46),249(27),235(15) ,234(17) ,199(15),186(18),185(100: pic de base)
184(12),183(27),156(12),155(15),154(14),144(15),143(12). On retrouve dans ce
apectre les ples de la partie harmalane (voir chapitre V) ainsi que la partie
gorynane méthyléde (voir chapitre VII).

d) Structure
Ces expériences nous permettent de conclure & 1'existence de la 3,4-
dlhwﬂrn—ﬂg-méthgl-usamharinnina {synonymes H;-nithy1-3,4 dihydro-usambaren-

sine),
L ‘;.,

L

K Vb= BT il
3, =D EATEAG- S A VAR THE

e) Stérdochimie

A nouveau, nous pouvons supposer gque par analogie avec les alcaloldes
indoliques isolés & ce jour, la stéréochimie du Elﬁl et du clﬂ‘ est 1z mime
que dans la moldoule d'usambarensine, le reste détant A déterminer.



Chapitre IX

6, 7-DIHYIROFIAVOFEREIRINE

a) Isolement

1s lors de l'isclement de la 3,4—dihyﬂﬁnﬂ;}-n&ﬂlrl-mrmhn, nous
avions remarqud que cet alcalolde était souilld d'une autre substan=
ce alealoldique jaune. Nous avons tenté de les séparer & 1l'aide de
la chromatographie sur colonne de ecellulose microoristalline.
B0 g de cellulose sont mis en suspension dans le solvant C de KAHRER
et SCHMIDiméthyléthyledtone saturde d'ean + 2% de méthanol. Apris
climatisation de la colonne, la fraction & séparer (400 mg) dimscute
dans € ml de solvant C, est placde au sommet de la colenne. Des
fracticns de 20 ml sont reoueillies et analysées par chromatographie.
Lea fractions semblables sont rassembldes et évapordes scus wide &
une température de 45°C.
Les fractions 28 & 36 pontenaient 1'alealofde Jaune inconmu. Aprés
alealinisation & pHll par NaOH, 1'alcalolde est extractible par le
chloroforme. la solution chloroformique est distillée sous vide et
le résidu est repris par quelques gouttes de mdthanol. Par addition
d'éther, il y a apparition d'un précipité jeune microcristallin
{18 IE:!- Ce précipité est soumie & deux pouvelles oristallisationa.
L'alcalofde pur est recueilli (B mg de produit jaune). (Rendement:
0,007 %)
De plus, cet alcalolde se retrouve en quantitd plus importante parmi
lee fractiona F' I et P' II ne précipitant pas en milieu alcalin,
(Rendements 0,020 %).

I1. Apris le fractiomnement dea alesloldes quaternaires et apparentés
(voir chapitre X ), nous avons cbservé que la fraction 4 (F 4) conte-
mait notamment un alecaloide jaune se comportant en chromatographie
de la mfme fagon que le preduit isclé A partir du 2dme groupe (Voir
oi-dessus)s '

Kous avons d'abord tentd d'obtenir cet alpoalolde apris séparation
chromatographique sur colomme de cellulose Whatman CC31 (of p.101)
en utilisant le second systéme préconisé par KARRER et SCHHID:
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systime Diacétate d'éthyle, pyridine, eau T75123:16,5. Les détails de prépara-
tion de ce type de colemne sont donnés dans le chapitre X. Malheureusement,
oe systéme n'a pas permis d'obtenir une séparation suffisante de ce produit
accompagné dans cette fraction par deux autres alealofdes dont 1'un est élué
au mfime moment. Lea fraoctions contenant ces deux composds ont étd rfunies ot
concentrées sous vide. Apris cette distillation, le résidu est repris par de
1'eau et alealinisé A pH 12§ cette solution est extraite par du chloroforme
qui prend une coloration rouge-sang marquée. la solution chloroformique est
dédshydratée sur sulfate sodique anhydre, filtrée et concentirde souz vide,
Ce résidu de bases alcaloldiques est alors soumis & une chromatographie sur
golonne d'alumine, Le résidu a €ét¢ abeorbd sur 3 g d'alumine standardisde se-
lon Brockmann et placé au sommet d'une colomne (dismitre 1 em) de 30 g d'alu-
mine moniée dans du chloroforme purs On procide emsuite & 1'élution par du
chloroforme contenant une quantité croissante de méthanols

100 ml de GHﬂli

100 ml * ™ +1'ﬁdacﬂ3:m

100 m1 *® i + 2 5 U] ]

100 ml ® I 4+ 5 ﬁ U B

10ml * * 27% ® =

100w " " +10% %

100wl * " +15% = =

00ml " " 425% ®

Hous avons recueilli 50 fractions de 20 ml. Ces fractions somt chroma-
tographiées sur des plaques de Silicagel Merck & migration rapide dans le
syatime propancl-ammoniague officinale 832, Les fractions semblables sont riu-
nies et dvapordes sous wide. C'est ainsi que les fractions 22 & 50 contenaient
la substance recherchée. Ces fractions sont acidifides avec de 1l'acide chlor=-
hydrique dilué dans du méthanel puis distillée & sec. Nous obtencns de la
sorte 254 mg de chlorure & partir de 2,184 mg de F 4, soit un rendement de
0,020 %. Ce rédsidu est repris par du méthanol et soumis & wne cristallisation
dans wmmélangs méthanol-éther. Ls chlorure ainsi obtenu a un P.F. de 265°C.
Cet alcalofde possédait le mBme spectre U.V. et le mbme Rf on chromatographie
dana divers systémes que 1l'alealolde isolé auparavant lora de la purification
de la 3,4-dibydro-N -réthyl-usarbarensine.

b) Bolubilitéds
L'alealolde base présente les solubilités semblables & celles des bases

anhydrenium (156):
- s0lubilité dans 1'eau, le méthanol (teinte jaune)
= solubilité dans le chloroforme (teinte rouge)



-G

= polubilité en milieu alealin faible (pH 8)
o) Formule brute
Ia formule brute obtemue par spectromdirie de masse & haute résolution
correspond & EITEIEHE pour FM 248 {H* trouvds 248,1302; caleulér 248,1313).

Cette formule indigue 1'absence d'oxyghne et la présence de II insatura-
ticns (oycles et doubles liaisons).

d) Speetrophotométrie dans 1'ultra-violet et le visible
Lea spectres {effectuds sur une solution uéthannlique} gont semblables

en milisu neutre et aoide. Par contre enmilien alealin, nous notons un dé-
placement caractéristique vers les grandes longueurs d'onde (effet bathochro-
me ) .

Cet effet se rencontre également dans lea speotres de toutea lea bases
anhydronium. Cependant aucune base anhydronium naturelle ne posadde les va-
lenrs spectrales de 1l'alecalolde isolé: A max. n= (1eg £) 218(4,41),252(5,93),
315(4,15) et 392(4,16)(voir figure n® 54} Par contre, on les retrouve dans
dewcproduite intermédiaires dana la synthise de la flavopéréirine. (tablean
10 ei-dessous) (157,158). :

TABLEAU 10

TALFL®S EPECTEOPHOTORTRIGEES [I5,¥, wa ¥Iiwie)

Alenlalds leeld |Arfesuis de J=fibyl=] Tidtmie da 3= [ Hledure de §.5
6T dikydre=137 B=- dthypl=fi=T di= Ihydra=17 E=
limdude=17, 5l hiy@raall B b faef?, Sl
Tldpca] inius Lndeka=( ¥, ] - wridotal Ve W
WA, NHE1) yridopoll Entles | "HISAT =i ml.
fl-m.-l.n ar ml., PogEl
(TELY]
mllisu meuire
i maids
T oman FilaSi%a§iba idF [FileFniadinafan FiFa A Y0l i S 5 s 9l
wmin MR=2T%=703 2=y Fhi=278-3%% =71
miliwn miemlis
Lekr AN Zrppid-nd-h1E prreaE7-160-N20 Frp-HiT-1o-An Tl -BE-kre
Sl 2%0. 298. 140 B0 195=3407 P T AT O T
i

# lire quinolizinium (normes I.U.P.A.C.) au lieu de pyridocolinium

0n pout done avancer que 1'alealolde’ isolé posséde le mfme chromophore
(11 insaturations = 4 cycles et T doubles liaisons). |
Le déplacement bathochromique en miliou alealin est attribué & la forsation
de la base anhydronium gui peut avoir une strueture quinonoide. L'hydrogine
indolique IH‘] est responsable de cette transformation car lorsque 1'alcaloi-
de ast méthyld sur Hﬂ, il n'y a plus de déplacement bathochrome en milien
aloaline
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- Fi n*

Bpectres de la dihydroflavopéreirine
[=——tmiligu aoidej=—-==tmilieu alealin)

(=k—#-1produit de synthdse (Prof. Y. BAN)

—

— | - i ———— -

Figure n® 53
Spectres U.¥. de la N -méthyl-dihydroflavopéreirine
(—————gmilieu neutre et acldej=—---zmiliou alcalin)




Afin de vérifier ce fait pour notre alecalolde, nous avone réalisé 1'expé=
rience suivantes une solution de chlorure d'alecalolde dana mpetit volume
d'eau a été traitde avec uns mlution de NaOH & 40 %; un préeipité rouge est
récolté, lavé avec un peu d'eau froide et séché pendant 2 jours dans une éfu=
ve & vides Ce produit est alors dissous dans 5 ml d'icdure de méthyle et aban-
donné pendant une nuit & la température ordimaire. Le lendemain, le mélange
est ghauffé & reflux pendant une heure et ensuite dvaporéd. Le résidu est
eristallisé A partir du méthanol., Enfin, le spectre ultra-viclet du dérivé
a &té effectund (of figure n® 55). Comme on peut le constater, il n'y a plus
de déplacement bathoohrome en milieu alealin.

&) Spectrophotométrie dans 1'infra-rouge

Le spectre (effectud apris pastillage dans Kbr) est caractérisé par des
bandes & ¥ 3,400 (CHpsolvant de eristallisation) 1.630-1.590,1.550 (C=H ot
noyau aromatique), 1.425,1.370,1.280,1.235,845,760 et T45 oY, Te spectra
réalisé A partir d'"une solution chloroformigque est guasi superposable.

h"q_ﬁhk_h“qhﬁﬁrrﬂrnH"“““”m. ..... N

Figore n® 56
Spectre infra-rouge de la dihydroflavopéreirine (base)
(===t dans KBrj-----tdans le EHUZL}:I

f} opeotrométrie de maoae

Le spectre de masse est reprodult A la figure n® 57. I1 o été obterm
aprés introduction de 1'échantillon dans la chambre d'ionisation, & la tem-
pérature de 145°C et sous un potentiel d'ionization de 70 .eV.

la fragmentation est tris faible et confirme une structure aromatique.
mfe (intensité relative) 248 (M'-44)247 (100=pic de base),232(22), 231(16),
219(13),218(8), 206(6),205(7) ,204(9),191(4), 167(5),156(3),154(4) ,144(2,5),
143(5),140(5),126(5),116(8),115(13),103(5) ,102(5).

Le type de fragmentation se raprroche de celui de la 3,4-dihydro-indolo-
quinolizine (mumérotation pe 38)(159).
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% 1007
24T |
BO4
B0
248
40+ m*
sl 232
231
116 204
124
| ||[_H.Ilﬂ'l"'jh- Sl bl hl "
100 120 140 160 180 200 220 240 260 /"(
Fimure n* 57

Spectre de masse de la dihydre-flavepéreirvine

Le pic de base est 1'ion 247 {H+-E}¢nrreapnnda,nt A E:I.TH).EHE (n/e trouvds -
247,12423ealeulé1247,1235). Cet ion résulte vraisemblablement de la dégrada-
tion d'Hofmann de la moléoule,-dégradation rendue possible suite & la liaison
saturée en 6-7 (linison contigue & 1'atome d'azote de la partie quinolizine}
A eBbté de ce pic, on note des fragments & mfe 232 correspondant & © gl oo
(m/e 247 -Eliﬁ} (trouvdés232,1010;ealould 232,1u:~|:mj:,221|:1.~1*-ﬂ~::ﬂ},,2:|.:=J|[I*[1= -cﬂuﬁ},
124(1*"),123,5(M" -8 doublement positif).

]

nfe 249 mfe 248 mfe 247

g) Biésonance magnétique nueléaire de la E,T-dimdmﬂamférai:im (rC1)
Le spectre (p. 99) a été pris dans le It"EU-dE & la température ordinaire,
le tétraméthyleilane servant d'étalon interne. Nous obeervons les signaux sui-
vantsi=triplet (3 protons) 2 51,23 attritué au méthyle d'une chafne éthyle

-Eun.ﬂruplut (2 protona) & SE,TE attribué an groupe CH, d'une chalne
thyle
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="triplet® (2 protons) & :;4 90 attribué au grou situd A proximité
de 1!2 (déblindage) ! i

-aignal (allure de triplet) a 5?,15 = proton benzénique (H , ou Hg}
-signal (allure de triplet) & §7;37 = proten benzénique (Hg on Hy )
-signal (allure de doublet) & $7,54 = proton benzénique (H,,)
-signal (allure de doublet) & .Eb'il','il'l = proton benzénique H_)

-gignal (2 protons gquasi Equ.i".ra.lanta couplés en ortho) & 98,45 = pro-
tone pyridiniques %

=signal (allure de & nt ear non couplé en orthe) A ESB,EE = proten
pyridinique déblindé ]l

~signal & 9 12,89 = Frntﬂn -H (H,)

-gignal A 3427 = HDO masquant le signal des protons du €.} cea deux
protona sont ecouplés avec lea protons da EE. 1

Afin d'observer le signal df aux protons du G.l., le signal de 1'eaun (HDO)
a été déplacé en prenant un spectre & une température plus élevée: BO*C (fi-
gare n®* 59). Nous pouvons alors cbserver un sigmal & o 3,27 correapondant &
2 protons du C"-.l.:| le signal ee présente sous forme d'un triplet et est couplé
avee le signal situé & 54,90 {protons  du EE}HEE]-

B Ubwuu W\ =

Fi n®
Spectre de B.M.H. (VARIAN HA 100) de la dihydro-
flavopdreirine pris & la température de BO°C.

h) Comparaison avee le produit de symthise
Le Professeur Yoshio BAN de 1'Université de Hollmide & Sappore (Japon)

a ou la gentillesse de nous eonfier un dchantillon de perchlorate de 3=&thyl-
6,7-dihydre-12H indole (2,3 a) quinelizinium. Ce produit présente los mfmes
spectras dang 1l'ultra-violet et le vigible que 1'alealolde que nous avons iso=-

1é+ De plus, i1 possbde le méme ocomportement chromatographique dans ke oyaté-
mes ci-dessous (test de 1'étalon internc):

Fhase staticnnaire: Silicagel Merck
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Fhases mobilest a) m-propancl-ammoniaque concentrdes 832 Rf = 0,50
t) btutanol-acide acétique-eauszdilil Rf = 0,60
o) scétate d'éthyle-isopropancl-ammoniaque diluder 60125115
Rf =« 0,51
la détection de 1'alecalelde sur les chromatoplagues est aisde du fait d'une
part de sa couleur jaune dans le visible, d'autre part de sa fluorescence
intense en jaune vif aux U.V. (365 nm) »

1) Strusture et numérotation
Cas diverses expdriences nous permettent de proposer pour ce nouvel al-

calolde la struceture sulivantes

L. 3 ——

;I’J

6,7 dihydroflavopéreirine ou
3 éthyl-6,T-dihydro-indolo (2:3a) guinolizine
Rous avons suivi la nomenclature I.U.P.A.C. qui diffbre quelque peu de
la numérotation usuelle des phytochimistesa.
Pour rappel, nous donnons cl-dessousles 2 types de numérotation (& gau-
che I.U.F.h.Cej A droite ph]‘l:nuhim;l.atns}

] 1

— b
\ 5&1

1t \ fgtfjhh1{i_‘\‘ ,%{t“

H I i

ik

Ce nouvel alealofde est done tris proche de la flavopéreirine (160).
I1 est intéressant de remarquer que la synthdase de ce produit a été réalisde
avant son isolement dans la naturel Ia liaison saturde se trouve blen dans le
oyole C plutht que dans le D ear le speotre U.V. de la 3,4 dihydro-indoloquineli-
gine ("dihydreirdelopyridocoline”)( l max. 255,292,346 et 589 nm en milien mci-
de)(159) différe nettement de celui de la 6,T-dihydro-indoloquinolizine (ef
tablean 10 & droite).

En milieu alealin, 11 y & formaiion de la bape anhydronium {II}.
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Les bases anhydronium ont €i€ appeldes de la sorte car ellea sont les dérivés

anhydres d'hydroxydes de composée aromatiques. Ces composds colorés ocoupent
une place intermédiaire emtre une forme aromatique compliétement polarisée et
une forme neutre & allure quinonique. I1 en résulte une grande instabilité de
ce type de moldcules qui se caractdrisent tantdt par 1'existence d'un dipdle,
tantdt par un benzine non aromatique. Les {endances & la formation d'un gex-

tet aromatique d'une part et & la neutralisation des charges du dipSle d'autre
part, travaillent dans des directioms opposdes (155,163).

1) Chimiotaxencmie
A notre connaissance; seules 13 bases anhydronium indoligues ont été
isolées & ce Jour. Elles sont reprises dans le tableau suivants

TABLEAU 11y LES ALCALOIDES INDOLIQUES DE TYFE "BASE ANHYDRONHIUM®

HLETEMINT SN TiNE
£Hy
W, E0E
W E e *
i-? .L n‘; SLRPIMTIMINE
ALETENILIN EEMPERTIRIND L =3
BAELINDNIME )
: - f :
cETF L EFIN
migoning £ BUROUPARTRE
Wk
]
o

BIHTORDIEDDLOFYEIDDCOLIRE

LAY OFLRD iR IROOLOFTRIDDCDLINE "m
| MELINDRINL ) H
&

. mLli Kk
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51 on classe ces alealoldes d'aprés leur origine botanique, on constate
gue toutes les bases anhydronium dérivées de la /B carboline ont étd ifaolées
uniquement de 3 familleas Apocynaccas, Loganiaceas et Rubisceae dont on con-
nait bien la parenté chimiotaxinomique. Senle la eryptolépine (dérivée de la

J earboline) = été extraite d'ume Aselépiadacde (94).
ALSTONINE Apoeynacées ¢ Alstonia constricta F. MUELL.,

Rauvolfia op.,
Catharanthus vossus

Loganiacées 1 Strychnos camptoneura

SERFENTIHE Apoeymnacdes § Catharanthus roseus,
Vinea major L.j Rauvolfia ep.

Loganiacdes 3 Sirychnos camptonsura
SERPENTININE Apocynacéea 3 BRauvolfia ap.
ALSTORIDINE Apocynacées § Alstonia spe
SEMFEHVIRINE Loganiacées 1 Gelsemium 8p., Mostuea sp.
MELIRORINES E et F Loganiscées 1 Strychnos melinoniana

OURQUPARINE Rubiacées & Uncaria gambir ROXB. (sym.:
Ourouparia gasbir (ROXE.) BAILL.)

FLAVOPEREIRINE  Apooynacées ¢t Gelssospermus sp.
MELINOHINE G
(on ) Loganiacées § Strychnos melinoniana
INDOLOFYRIDOCOLINE

i Apocynacédes 1 Gonloma kamassi E. MEY

3, 4=DIHYDRC-THDO-
LOPYRIDOCOLINE

BLEEKERINE Apocynacdes 3 Bleekeria vitiensis A.C. SMITH (161)
6, 7-DIHYTROFLAYO- ’
PEREIRINE Loganiacées : Strychnos usambarensis

CRYPTOLEFPIRE Anglépigda=

cies t Cryptolepin &p.




Chapitre X

——mm

FRACTIORNEMENT DES ALCATOIDES QUATERNATRES

Ce chapitre traite du fractionnement des alealoldes obtemus sous forme
de picrates loras des procédés d'extraction relatés dans le chapitre II. Il
s'agit d'alecaloldes tris polairest bases quaternaires, bases anhydronium et
peut-étre alealoldes phénoliques {llmlulfiu du Jime ,g:eﬂupa}.

Les fractions de picrates d'alealoldes ont été agitées durant 1B heures,
avec de la résine AVBERLITE IRA 400 en suspension dans un mélange acdtone-
méthancl-eau 6:2:l. Par fraction de 10 g de plorates, nous avons utilisé 90 g
d'AMEERLITE et 225 ml du mélange de solvants(165). Nous vérifions 1'absence
d'acide pierique dans le filtrat par chromatographie sur couche mince de Sili-
cagel dans le systéme B. Hous obtenons de la sorte les chlorures d'alealoldes
dans le filtrat. Aprls dvaporation sous vide, le répidu est repris par du
méthanol et versé sur une colonne d'alumine W 200 acide. Les alenloidea sont
¢luds par le mfthanol et la solution méthancligue est évaporde & sec

la fraction I’I fournit 13,7 g de résidu
la fraction P# fournit 7,4 g de rdaidu
la fraction P'I fournit 9,9 g de répidu
la fragtion PrII fournit 9,6 g de résidu

les fractions obterumes sont chromatographides sur papier Whatman I dana
les oystbmes C et D de KAREER et SCHMID, les chromatogrammes (exemple p. 515
révelent la similitude existant sur le plan qualitatif entre les diverses
fractionsj nous obmervons cependant que les fractions ?4 et ?’II contiennent
une plus grande quantité d'alealofldes migrant A des Hf bas. Nous avons done
réuni ces deux fractions (17 g au total) et tenté de les séparer par chroma-
tographie sur colonne de cellulose (40) car les eseais réalisds sur Silicagel
et sur alumine sa sont avérds négatife ou insuffisants.

Hous avone utilisé une colonna d'un diambdtre intérieur de 6 c= et d'une
hauteur de 140 cm. Cette colonne est resmplie par de la cellulose microcris-
talline Whatman CC 31 en suspension dans le solvant d'élution: méthyléthyl-
cétone saturde d'ean contemant 2 % de méthancl. la colomne est ensuiie lavde
par une soluticn de B-hydroxy-gquinoléine solubilisde dans le solvant d'élu-
tion (5 g pour 1 kg 700 de cellulose), afin d'enlever les traces de métaux
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lourdss Ensuite, la colonne est lavée pendant 40 heures, ce qui permet une
climatieation valable. Aprés ce laps de temps, la hauteur utile de la colomme
est de 110 om, d'olt un volume utile de 3,108 gn’ (1 g de cellulose occupe
quasi 2 en?),

Lez alcaloldes & séparer sont dissous dans un volume minimum de métha-
nolj cette solution est alors absorbée par 120 g de cellulose. Cette poudre
est déssichde sous vide en agitant de temps 4 autre. Aprés dessiceation, la
poudre est broyée au mortier et tamisde & 1'aide d'un tamis Endecotts 50 mesh.
Aprts "eglimatisation" 24 heures durant dans les vapeurs du solvant d'éluticn,
la poudre est ajoutde & la colonne, tout en tassant prudemment.

A ce moment commence 1'élution des alealoldes par le solvant ayent ser-
vi & conditionnmer la colonnej cette &lution se falt au goutte & goutte fobi-
net) et en mintenant le niveau de 1'¢luat constant. le débit de cette colon-
ne était de B0 ml & 1'heure. Chaque fraction élude (100 ml) est chromatogra-
phiée et les fractions semblables sont réunies.

Le pourcentage de méthanol dans le solvant éluant a ¢té progressivement
augeenté dans les proportions ci-apréss ' ;

fractidns 1 & 92 3 2 % de méthanol
92 & 1043 35 ™ "
105 A4 112: 4 '55- n n
113 & 123 5% "
124 & 141x 7,5 % "
142 & 1833 20 % » "

184 & 2503 méthanol seul
Ie¢ fractionnement des 17 g d'alcaloldes a €té le suivant:

¥Flefl &7 270 mg 1,6 5%
F2:£8 &14 114 =g 0,7 %
P3s£15 2 284 1268 mp Ted %
X P4 9025 33 2184 mg 12,8 %
FS5¢f 3 a42 1705 mg 10 %
F6af43 ad9 T43 mg 4,3 %
FTasf£5 &55 662 mg 3,9 %
FBaf 5 @69 923 mg Sed
F9:£70 & 78 506 mg 3 %
F10s £ 79 a B2 268 mg- 1,67%
F1lls £ 83 A BY 262 mg 1,6 %
F12; £ 88 & 95 395 mg 2,3 %
Fl13: £ 9 A 111 743 mg 4,3 %
Fl4s £ 112 2121 568 ng 3.4 %
F15: £ 122 & 141 1092 mg 6,4 %
F16: £ 142 b 161 567 mg 344
P1T7: £ 162 & 168 308 mg 1,8 %
F 18: £ 169 & 175 284 mg 1,6 %
F19:.f 176 & 189 525 ng 3,1 %
F 20y £ 190 3 197 986 mg 5,8 %
F2l: £198 & 214 2152 mg 12 6 %
F22:s £ 2158 250 716 mg 4,2 %
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Ces diverses fractions renferment également plusiesurs alealoides, plus
ou moins bien sépards sur les chromatogrammes (papier Whatman I) dans les
systimes "C et D" de KARRER et SCHMID. Les figures n®60 et & montrent 1a
complexité de ces fractions dont les alcaloldes révilés par le réactif au
sulfate efrique n'apparaissent qu'id partir de F 9. Les abréviations reprises
sur ces figures ont la significatisn suivante: i1 s'agit des colorations que
prennent certaing spots alealoldiques sous 1'effet du sulfate cériquer B =
bleu, V = violet, M = mauve, BR = brun, R = rouge, J = jaune, VS w gris-vio-
let, & 1'exception de la lettre A désignant 1'Alleférine Roche, utilisée

comme substance de référence (formule p. 110)

G

Sysréme 'p_ (22€)

()

My Fy Fv Fs Fis B A FIE Fag

| e A S T i e R 8 S

Figare n® 61

Chromatographie descendante en contimm

(durées 22 heures)
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# Fous remercions vivement le Dr J. VEALY (firme Hoche) pour un don géndéreux

d'Alleférine.
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Dégirant étudier une fraction intéressante pouvant justifier 1'activité
curarisante des écorces de racines, nous avons testd chaque fraction sur la
grencuille en injectant une dose de lﬂj}lg-d;na le sae lymphatique ventral
de 1l'animal. Nous avions en effet observéd qu'une dose semblable d'Alle f é-
rine Roche était responsable d'une curarisation apparaissant rapidement
(apris 3'30") mais ne persistant que 5 & 10", Seules les fractions suivantes
furent actives:

F 9 pymptémen apria 3 effet dure 5 heures
F 10 L] LA R in oo ]
Fl ' " 520w " ® 1 heure
Fi2 n Ll L1 L m 2 heures
F 13 " "o 5 " n B "
F 16 H L F L L LI | ]

la fraction F 9 injectde aux dozes de 5_.-""51' 215“;‘"’51 1/;.3' et 0,5 pg
présente encore les mfmes sympidmes, seule la durde d'action était diminuée.

11 est & signaler que nous n'avons pas trouvé le parallélisme entre
1l'activité ourarisante et la polarité des fractions alcaloidiques, comme cela
avait été signalé par le Prof. WASER. D'apris cette théoriey nous nous atten-
dions & cbserver une activitd maxiemle pour les dernikres fractions 4'dlu-
tion, nettement plus pelaires. Ces différences sont peut &tre dues au maté-
riel animal utilisé (grencuilles dans notre cas), (souris pour 1'édcole de
Zurich)s Quoi qu'il en soit, des études plus poussées sont actuellement entre-
prises sur les mammifires dans le service de Fharmacologle de 1'Université de
liéges Les diversee fractions (F 1 & F 22, p. 102) ont été lyophilisées et
sont conservées sous vide dans un rdfrigérateur, ce qui assure une stabilité
maximale des alealoYdes.
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Chapitre XI

C-DIHYIRO-TOXIFERINE

Les essais physiologiques ont mis en évidence la grande activité de la
fraction 9 (P 9). Des chromatographiea de cette fraction dans les systdmes
habituels laissent apparaitre un spot violet intense lors de la pulvérisation
par le rdactif au sulfate cériquet voir la figure n® 60. Les fractions suivan-
tes (F 10 et F 11) contiennent également une substance alealofdique migrant
pux mBmes Rf dans les systimes C et D. Dans le gystime C cependant, ce pro-
duit est recouvert par un autre alcalolde révéléd en bleu par le rdactif au
sulfate cédriques of figura n® 60, '

La fraction 9 (506 mg) a été soumise & une nouvelle séparation chroma-
tographique sur colonne de cellulose (75 g) préparée dans les mBmes conditions
que celles décrites dans le chapitre précédent, & 1'exception du solvant d'é-
lution qui est le systime D de KARRER et ECHMID; gpoétate d'éthyle-pyridine~
eau T5:23116,5. Le débit 4'élution est mainterm constants 20 ml en 34'. Cha-
que fraction de 20 ml eat analysée par chromatographie et les fractions fden-
tiques sont & nouveau rduniess

esgals sur grencuilles

f1laz24 258 mg jgﬁpg: pas de symptfmes

£ 25 et 26 22 mg

£ 27 a 58 174 mg 3 gt paralysie aprés 407
£59473 51 mg G

Les fractions 1 & 24 ne donnent pas de rdaction positive avee le sulfa-
tea cdrique; les fractions 25 et 26 contieonment mmélange d'alealoldes mais
donnent une rﬁagtinn positive avec le sulfate cérigque. Les fractions 27 & 58
contiennent la substance se colorant aprés pulvérisation par le dit réactif =
oette substance obtenue & 1'dtat pur est tris active sur la grenouillej les

pymptimes de paralysie apparaissent avec une dose de L'l,?/bg maie 1"effat ne
dure pas.

Les fractions 59 & T3 domnent aussi une réaction positive avec le sulfa-
te oérique mais elles contiennent un mélange de produits.

Les fractiona 27 & 58 réunies et évapordes sous vide sont reprises par
du méthanol et soumises & des cristallisaticns en milien méthanol-éther.
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Hous obtenons de la sorte des eristaux de sel (C17) d'alealelde.

Hous avons déjh signalé que les fractioms F 10 et F 11 contenaient un
alealolde se comportant de la mBme fagen que celui de la fraction P 9. Pour
nous en assurer, nous avons soumis ces deux fracticna réunies (550 mg) aux-
quelles étaient jointes £25 ot £26 provenant de F 9 (22 mg) & une chromatogra-
phie sur colonne de cellulose (140 g) en se servant du systime D (aclvant
d'élution)s Le débit de la coleonne était de 20 ml par 30'. Chague fraction
de 20 ml est analysde et cela nous permet d'obtenir le tableau suivante

TABLEAD 12
I

fraoctions réunies réaction au Ga{5¢412 paralysie grencuille
f1 &3 65ng =
f 38 42 95 mg aoloraticn bleue

(mélange d'alealoides)
f43 458 200 ng ooloration bleue 10 4 gt paralysie mais

{produit pur) ffet ne dure pas

£5 474 41nmg coloration bleus '

(mélange de preduits)
£75 478 15 mg coloration mauve

(mélange de preduits)
£79 a122 110 mg eoloration violette ?ﬁ;gt paralyeie

Analyse de 1'alealoide
n} Point de fusion

Le point de fusion du sel {El'l} est supérieur & 350°C, Far contre,
le point de fusien du picrate est de 1B2-184"C,

b) Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire a étéd pris en solution dana 1'aleool éthyligue &
50 % & 1'aide d'impolarimbtre Carl ZEISS & gercle gradué A 0,01°% Hous avons
obtern un O 5 = — 600%, Ce pouvoir rotatoire lévogyre extrfmement élevé se
retrouve aussi dans le cas de la C-dihydro-toxiférine (171), (il varie entre
- 586® et - 611%).

Cette observation ajoutde an fait que ecot alecalolde posside le mime
point de fusfon que le plorate de dihydro-toxiférine isolde du curare (169bis)
nous ont incitéd & comparer lee deux produita.

Cette analyse réalisée par Mr C. DIVE, staglaire en pharmecie dana le
service du Profcsseur C. IAPIERE, a donné une valeur de 8,51 % pour une va-
lenr théorique o 8,57 %, dans le cas do la dihydro-toxiférines

# (Service du ~of. J. BOSLY)
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d) Spectrophotométrie dans 1'ultra-violet

Le spectre pris en solution méthanolique bl — 204 et 291 est re-
produit par la figure n® 62 (chromophore méthyléne-indoline).

Le spectre est identique & celui de la dihydro-toxiférine (141), y
sompris les épaulements aux A 257 et 322 mm, ainsi que les valeurs £ .

Le spectre de la toxiférine, ainsi que celuf de 1'alloférine Roche
(voir fignre n® 63) ne présente pas d'épaulement A ) 257 nm.

Le spectre de la dihydrotoxiférine n'est pas modifid ni enmilieu acide,
ni en miliew alealin.

@) Spectrophotométrie dans 1'infra-rouge
Le spectre a été pris aprés pastillage dana EBr. (L'alcalofde est inso-
luble dans le GHDII]- Il est tout A fait superposable au spectre de la dihy-
dro-toxiférine renseigné par la littérature (141). I1 est également trés pro-
che de celui de 1'alloférine (voir figure n* 64).

Fi n?

Speetre I.R. de la C-dihydro-toxiférine (5. usambarensis)
(=====tspectre de 1'alloférine Roche)

Le spectre est caractéried par des bandes intenses & 1640,1590,1480,
1452,1350,1275, et T40 am L, L'abgorption intense & 3400 cmrl, aussi obper-
vée dans les spectres de la littérature, est inexpliquée. 5'agit-il d'une
bande OH du solvant de cristallisation (méthanol)? Cependant, le produit
déshydraté durant 2 heures & B0°C dans 1'étuve A vide avant 4'8tre pastillé
dans KBr fournit encore um spectre identiquel (L'hygrométrie élevée du local
olt sont réalisés les spectres I.H. pourrait peut-ftre expliguer ce phénoméne),

f) Spectromitrie de msse
le spectre de masse live toute ambiguitéd au sujet de 1'identitd de
1'alealelde isolé de F 9 et de la C-dihydro-toxiférine. Nous avons d'autre
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part comparé le spectre de notre alealolde avec celui de 1'alloférine Roche,
specire qui n'avait pas été publié & ce jour.

[P
%

R = R' = H B" = CHy C-Dihydro-toxiférine
HaeR' w OH; R" » “35 C-Texiférine
R = R! w OH; R"aCH,~CH=CH, Alloférine

Les deux spectres ont té réalisds dans les mlmes conditions (240°C),
aprds introduction directe dans la chambre d'ionisation (figures n® 65 et 66).

Nous n'avons pas trouvé dans la littérature de spectre de masse d'alca-
loldes dimbres symétriques extraits des curares. Comme on peut le constater
gur les figures, les spectres présentent une faible fragmentation. le pic de
base est 1'ion moléculaire déquatermarisds

mfe 552 (W' - 2 CHy) pour la dihydrotoxiférine (M* = 562)
m/e 584 (W' - 2 5535} pour 1'alloférine (M* = 666)

Le spectre de masee de la dihydrotoxiférine fait apparattre des pies &
o/e (intensité relative)s562 (1')(3),566(31) (K" - CH,—N),276(mk 552t produit
du elivage de 1'ion 552(30),144(30),143(14),130(20),122(37),121(38).

Les icns m/e 150,143 et 144 contiemnnent 1l'azote indoligque, tandis que
lee ions mfe 121 et 122 contiennent Nb et 12 chatne vinylique (170):

— ﬁf"lr
® J @ x I
N HH; =
H H
m/e 130 mfe 144

Ce mode de fragmentation se rapproche de celui de 1l'akuammicine, en ce
qui concerne 1%iem 121 (170).

Les ions /e 50 «« 52 correspondent & CH,C1> ot cR,017T,

Le apectre de ma 1o de 1'alloférine fait apparaitre des pics & mfe
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Figure n® 66

(intensité relative) 666 (M™)(I),624 (M* - C,H - H)(12),584(100),292 (/e 5847

ou produit de clivage de 1'ion 584)(33),292,5(10),293(11), 144(60),143(20),
138(34),137(20) ,130(25).

Les ions mfe 130,143 et 144 se rencontraient déjk dans le speotre précédent;
les ions mfe 121 et 122 du gpectre de la dihydrotexiférine sont remplacéa
par les ions mfe 137 et 136 dans ke cas de 1'alloférine qui posside en effet
une nhn.inaﬂ-EE-ﬂHEDEau liuudaﬂ-ﬂE-ﬂEE.

Les ions mfe 76 et 78 correspondent & Eiﬂﬁﬂlﬁ et 1:5“5315?
Les ions mfe 39 et 41 proviennent du groupe allyle {ﬂaﬂriﬂiﬂiﬂﬁ--ﬂ-l}r L'ion
ofe 18 provieant de la fonction alecoolique absente dans la dihydrotoxiférine.
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L'ion mfe 446(30) peut s'interpréter comme le résultat du départ de
1'ion 138 & partir du pic de base, 1'ion 584.

En conclusion, le mode de fragmentation des deux substances est identi-
quej cependant, le spectre de masse permet de différencier, grice aux ions

mfe 121 et 122, les alcaloides dihydro du groupe des toxiférines possédant
une fonction aleocolique.

g) Réscmance magnétique nucléaire
81 le spectre de passe de la dihydrotoxiférine n'avait jamais été pu-
blié, il n'en est pas de mfme pour le spectre de R.M.N, (166,167).
Hous avons ainsl pu comparer les spectres de notrs prodult aves ceux
de la littérature et avoir de cette fagon une preuve supplémentaire de 1'i-
dentité de cet alecaloide.

| ——— = F T -

Wyo
H?I'-“j_ i
|
|
1
I 2= {1
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He |2
15
W Do GoMi §30t §4,0 $32 54,35

Tigure n® 67

Bpectre R.M.H. (60 MHz) de la dihydrotoxiférine
{1solée du Strychnos usambarensis (solvantsD,0)

Ce spectre est identique & celui paru dans les références 166 et 167.
Les protons El? et ﬂii‘ ﬂf-énamina gont probablement déplacés vers les champs
faibles, suite & 1'anisotropie de 1l'ateme d'azote.

Ia figure suivante met en éviderce la chatne = EH-EES, grfce A la tech-
nigue de la double irradiation, placde au niveau du signal du groupe méthyle
(doublet de droite). De nette fagonm, le gquadruplet du proton éthylidénigque
ge transforme en eingulet.
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Figure n® 68
Spectre R.M.N, (Varian HA 100) - Solvant: DO

2
Valeurs exprimées par rapport au signal de 1'eau HDO

h) Toutes les expériences préoédentes concordent pour identifier 1'alea-
loide de la fraction 3 & la C-dihydro-toxiférine découverte pour la premiire
fois par WIELAND en 1941 dans le curare en calebasse (d'oh le sigle C placéd
avant 1'alealofde)(171). L'alealofde fut ensuite retrouvd dane d'autres échan-
tillons de curare par d'autres dquipes de chercheurs (KARRER et SCEMID d'une
part; BOEKELHEITE d'autre part). La structure de la C-dihydro-texiférine {sy-
nonyme:C-Alcalolde K) ne fut élucidée qu'aprés de nombreuses recherches dont
1'¢lément essentiel fut 1'hémisynthise de 1'alealofde & partir de 1'aldéhyde
de WIELARD-GUMLICH, produit de dégradation de la strychnine (mais également
présent dans certaing Strychnos sud-américains (169).

aldéhyde de Wieland=Gumlich (ou Caracurine VII)

GQuand on compare les formules de la toxiférine et de la dihvdro-toxifdiri-
ne, on s'apergoit que le terme dihydro est incorrect et qu'il serait préféra-
ble d'appeler 1l'alecaloide: C-ddsoxy-toxiférine.
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la formule de la toxiférine est semblable & celle de 1l'alloférine (p.110).
Las groupes allyle y sont remplacée par des groupes méthyle.

Clest la premidre fois que la C-désoxy=-toxiférine est obtenme & 1'état
oristallisé & partir d'une plante , A fortiori non sud-américaine. Cependant,
cet alealolde avait déjh été déceld par chromatographie dans trois Strychnos
sud-américaines 8. froesii DUCKE, S, divaricans DUCEE et 5. panamensis SEEM.
par 1'équipe du Professenr MARINI-BETTOLO (94,172}
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Chapitre XII

C=CURARINE

la découverte de la C=dihydro-toxiférine nous a incité A recherchela
présence de la Cegurarine, alcaloide dérivant directement de la dihydro-
toxiférine, comme cela a été démontré par KARRER et SCHMID (173).

Digilleurs, chague fois que la C-dihydro-toxiférine a 4té isolde d'un
eurare ou d'une plante,les chercheurs identifisient aussi la C-ourarine (94).

Lla C-ourarine se distingue de la C-dihydro-texiférine par 1'existence

d'un pont (atome d'cxygine) traversant le syotime central diazacyolooota-
didne,

la présence de C-curarine est facilement détectde sur les chromatoprammes
car elle prend une coloration bleus intense avec le répctif au sulfate edri-
Ques

Les Professeurs G.B, MARINI-BETTOLO et F. DELLE MONACHE (Rome) ont eu
la gentillesse de nous envoyer un dchantillon de C-gurarine. Grfce & cet en-
vol, nous avons pu rapidemont détecter dans la fraction 12 wn alecalolde se
comportant de la mfme fagon jue la C-purarine de réfédrence (test de 1'4talon
interne )(voir figure n® 60 1 61).

Kous avens alors procédd A 1'isclement de cette substance par chromato-
graphie préparative sur papier Whatman 3 MM dans le systéme D (acédtate a'dthy-
le-pyridine-eau). L'alealoide recherché a été élué par le méthanel et cristal-
lisé dansls mélange méthanol-éther.
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La spectre U.V. pris dans le Eﬂiﬂﬂ (figare n® 69) +:‘hlﬂt_nﬂ 207,262,295 est
superpcsable aux spectrea de la littdrature (141), ainsi qu'au spectre de

la C-curarine de référence. Les intensités ( £ ) sont également identiques. !
Ca spectre est caractéristique du chromophore de la Cegurarine.

£

T

N[ nem)

i)

Pigure n® 69
Spectre U.V, de la C-curarine isolée du Strychnos usasbarensis

Le spectre de masse a étd réaliné apris introduction directe de 1'dchan-
tillon dans la chapbre d'ionisation & la tempdrature de 215°C et sous une
tension d'ionieation de TO eV. Le spectre reproduit dans la figure n®* 70 mon-
tre un mode de fragmentation identique & celui de la dihydro-toxiférine:m/e
(#tensité relative) 596 (M*)(I),580 (M'-CH,-H)(10),567(50),566 (100 = pic de
base K - 2 CH,),565(20),458(9),443(4),203 (nh 567 bu produit de clivage symé-
trique du pic de bese 566(19),144(9),143(6),130(9),122(32),121(28).
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On retrouve les ions caractéristiques des désoxy-toxiférines: mfe 121,122,

Lea ions mfe 50 et 52 correspondent A Eﬁjﬂljj et EE}CIjT.

SMCTRE DU WAESE ®E QA C- CURARINE

VEELRE BU  STEYEEMDS  USAMBARINSIS
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Comme nous 1'avons déjd dorit, la C-curarine a ¢t isolée A plusieurs
reprises de différents échantillons de curare sud-américain, la premibre
fois par WIELAND en 1937 (174). Elle a également été retrouvde dans divers
Strychnea (S. divaricans IUCKE, S, froesii DUCKE, S, mitscherlichii RICH,
SCHOMB, S+ solimoesana KRUKOFF, 8, trinervis (VELL.) MART,,S. gardneri A.D.C.)
par le Profosseur MARINI-BETTOLO (94,175).

I1 est possible que cet alcalofde provienns de 1'eoxydation de.la Ce=dihy=-
dro-toxiférine , soit au cours de 1'élaboration du curare, soit lors des pro-
cédés d'isolement enlaboratoire. Cette question non résolue n'est cependant
pas capitale car le C-curarine aurait la mlme activitd physiclogigue que la
C-dihydro=-toxiférine, d'aprés les recherches du Professeur WASER (121).

De nombreuses recherches chimiques ont été consacrdes & la Cscurarine.
On en trouvera une synthiése dans les publications de BATTERSEY et HODSON(176).

Sigralons enfin gque la strueture de la C-curarine vient d'&tre confirmée
par des études de diffraction aux rayons X (196). T1 a ainsi été montré que
la distance entre le 2N gquaternaires était de 8,5 .;,, valenr trés proche de
la distance trouvée (8,8 A) pour le bromure d'hexamethoniume

*
¥ &
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toatritme partie

IDENTIFICATION DE LYACIDE LOGANIQUE

CONSIDERATICNS PIOGENETIQUES ET CHIMIOTAXINCMIGUES

" There has been a transformation
over recent years in our understanding
of the ways in which terpenoid alkalolids
are bicaynthesized and so mach ground
has been covered that it is not possible
in a short review to cover the field in

any comprehensive way "

Pr A.R. BATTERSBY
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Chapitre I

IDENTTFICATION DE L'ACIDE LOGANIQUE

L'acide loganique (ou loganosique) ainsi que la loganine (ou loganoside)
font partie des irideldes, qui sont des produits possédant un cycle cyclopen-
tane accollé & un eycle fkiﬂﬂl (191,194). Le terme iridolde provient de la
parentd que présentent ces composés aveo 1'iridedialg

= tﬂl
<y
<:;::I::LM- -
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t.".'_ %
Hy oH

Iridﬂdial Forme énol-hémiacétalique

la loganine est un hétéroside imoléd dds le sicle passé de la pulpe des
fruits de Strychnos nux-vomica. la structure plane ne fut cependant établie QLon)
qu'en 1961 et la configuration spatiale sept ans plus tard (198). Sa misze en
évidence aisde (apparition d'une coloration rouge-violacée avee 1'acide sulfu-
rique chaud) a été mised profit pour 1'identification des préparations galéni-
ques de S, nux-vomica (par exs Pharmacopée Belge Se édition).

Cet hétéroside avait été recherché par le Professeur DENOEL ot ses colla-
borateurs lors du screening sur les Strychnos du ZaYre (41). & leur étonme-
ment, ils ne découvrirent de la loganine que dans trés peu de Strychnos zal-
rolis mais, par contre, ils décelérent un composé voisin qui fut appeld acide
loganosigue par JAMINET (178). Ce produit fut isolé en 1968 d'une gentianacde;
le Swertia carolinicnsis (WALT) KUNTZE et récemment des fruits de S, rux-vo-
mica par CHOUDHUHY. L'acide loganique présente la mfme coloration gque la loga-
nine sous 1'effet de 1'acide sulfurique & chaud et un spectre U.V. tris proche.
Cependant, en chromatographie, les deux produits sont aisdment sépards.

Nous avons done recherché ces hétérosides par la technique mise au point
dnnu le laboratoire de pharmacognosic en 1948 (41). I1 était indispensable
de purifier les extractifs ear il y avait trop de subetances colordes dana
1'extractif de Strychros usambarensis, ce qui empfichait d'observer la colora-

tion rouge-vioclacée qui apparalt avec 1'HEEG4 chaud lors de la présence de
ces hétérosides.
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Mode opératoire ewivi (d'aprés 41)(p. 59-60)1

Dix grammes de poudre séohe d'dcorce de racines sont épuieéds par mpcéra-
tion au reflux au bain-marie bouillant pendant 3 heures au moyen de 100
ml d'éthanol & 50°. Aprés refroidissement, la poudre dpuisde est filtrde
et lavie avee 50 ml d'éthanol & 50° employde en trois fois. Les extraits
aleooliques somt concentrds sous vide Jusgqu'an départ de 1'éthanol. On rTe-
prend par 100 ml d'eau distillée tidde puis on filtre. Au filtrat limpide
obtem, on ajoute 25 ml de solution d'acdtate de plomb neutre ot 25 =l de
solution d'acétate de plomb basique. On laisse déposer pendant 15 minutes
le préoipité formd, on filtre et on lave avee 50 ml d'ean distillée em-
ployds en quatre fractioms. Les solutions aqueuses sont réunies et trai-
tées pendant deux heures par un courant d'acide sulfhydrique pour éliminer
1'excés de plombs Le préeipitd de FbS formé est filtréd, lavé par 50 ml
d'eau distillée employés en guatre fois et les solutions agueuses [ilirdes
sont réunies et évapordes au bain-marie jusqulau volume de 10 ml.

Cette solution a étd utilisde pour réaliser les essals suivants:

A. Test global: recherche des iridoldes par la réaction & 1'acide sulfu-
rique chaud effectude dans une capsule de porcelaine.

Evaporer au bain-marie le mélange d'un ml de soluticn et de 10 pout=

tes d'acide sulfurique dilué = 11 se produit graduellement une colo-
:aginm viclette s'étendant du bord vers le centre (réaction positi-
Vi e

B. Hecherche de l1a loganime (logsnoside) etfou de 1'acide loganique
{loganesique) par chrodatographic sur papier Whatman I. Gréice &
1'obligeance de MM. les Drs BISSET et CHOUDHURY (Chelsea College,
University of London), nous avons pu disposer de substances de réfé-
rence (loganine et acide loganique) afin de rechercher la présence
de ces hétérosides dans le Strychnos usambarensis (épreuve de 1'éta-
lon interna)s
Fhase mobiletphase de Partridge = n-Butanol-HAg-Eau distillée 431135,

Révélateurst I. acide sulfurique & 10 % dans 1'éthanol & BO®. ILe
chromatogramme ainsi vaporisd est placd & 1'étuve
A 1007C pendant gquelques minutes. la loganine et
1'acide loganigue apparaissent sous la forme de spots
rouge violacds.

II. solutien de trichlorure d'antimeine & 15 % dane le
chloroforme (181). I1 ¥ a également apparition d'une
coloration rouge-violette aprés chauffage de quelguea
minutes & 1'dtuve portde & 100°C,

Do la sorte, nous notons 1l'absence de loganine d'une part et la pré-
sence d'agide loganigue Eﬂpﬂt a Rf ﬂ|5D:|-I:6'I:.n.1qn ;I,nterner] at 4d'ane
autre substance révélde en bleu par les deux réactifs (substance mi-
grant & un RBf de 0,53). :

C. Spectre U.V. du produit d'dlution de la substance migrant & Rf 0,5
Nous réaliscng au préalable une chromatographie preparative sur pa=
pler Whatman 3 MM dans la phase de Partridge. Apris dessiccation du
chromatogramme et #lutiom & 1'aide de mdthanol, nous avons pris le
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gpectre de la substance migrant & Rf 0,5. la figure n* T1 montre un
spectre correspondant & celui de la littérature (41, p. 97).

[

ai A (mon)
Fi n* - '
Spectre U,V. de l'acide loganique }qmlmﬁﬂ {log £ 13,719

Ces essaim nous permettent de conclure & la présence d'acide loganique
dont la structure a ¢été établie en corrélation avec la structure revisde de
la loganine (voir formules dans le tableau 13)

FREEREL B B ENETTIOUE
DS A ledloines

tops

b

0 — ghuzess

ACIDE LOGANIQUE (ou LOGANCSIQUE)
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Chapitre II

ROLE POSSIBIE IF L'ACIDE LOGANIGQUE

DAKS LA BIOGENESE DES ALCALOIDES DU S, USAMBARENSIS

Fous avons montrd dans le chapitre I de la Jéme partie, les différents
types d'alealoides rencontrés dans lea Strychnos (pe #0-41). Ces types ne
sont pas du tout spfoifiques dea Loganiascdes car ils se rencontrent Criguem-
ment parmi les Apcoynacdes et les Rubiacées (183). I1 serait vain de repren-
dre dans le détail des exemples de ces analogies: ils sont en effet trop nom-
breux et bien connus des phytochimistes. Les livres de Manfred HESSE gapont
consultéa avee profit i ce sujet (94).

Toutes les relations existant entre les alealoides des Loganiacées,
des Apocynacées et des Rubiacées sont explicables par la biogendse des alca-
loldes, biogenbse dont lesprincipales ftapes ont €té élucidées au terme de
brillantes recherchos poursuivies ces derniires anndas.

Dea rapports rdcents établis par des spéoialistes de la question vien-
nent d'8tre publiés (177,180,182,190), Nous avons résumé 1'assentiel de ces
recherchee dane les tableaux suivants qui illustrent d'une part lee similitu-
des existant lors de la biogendse des alealoldes contenus dans les 5 familles,
d'autre part le rdle essentiel de la loganine (ot vraisesmblablement de 1'acide
loganique)d'ol est issue la partie monoterpénigue des alcalofdes.

Ainsi que 1'indique le tableau 13, la biogenbse des alcaloldes indeliques
Tésulte de la condensation d'un acide amind (4tryptophane) ou de 1'amine déri-
vés (tryptamine) avec un monoterpénelde (séeologanine). Les différentes étapes
ont été établies apris incorporation des différents produits intermédiaires mar-
quée au C.y etfou & 1'H; dans des positions détermindes. (Analyse par diluticn
isotopique). .

Le géranicl provient de deux moldcules d'acide mévalenique qui pont
transformées en isopentenylpyrophosphate puis en géranylpyrophosphate. I1 se
forme ensuite de la déoxyloganine, de 1l'acide déoxyloganique et au stade sui-
vant de la loganine et de 1l'acide loganique.

Trois procddés ont été utilipds pour découvrir les intermédiaires biosyn=
thétiques existant entre la loganine et les alealeIdes indeliquess

__'—""'F‘l
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1* préparation des substances par synthise, afin de les tester ensuite comme
précurseurs des aloaloides

2® détermination des changements de niveaux d'exydation se paseant aux dif-
férents atomes de C du squelette de la loganine, afin de comprendre les
stades conduisant aux trois familles d'alealofdes (Coryranthe et Strych-
noej Iboga; Aspidosperma). Ce procédd exige un usage intense de molécu-
les marquées au tritium.

3* isolement d'intermédiaires lors de 1'étude de la formation des alealofdes
danales jeunes plantes.

Ces trois méthodes ont été utilisées ces derniéres anndes et ont apporté
chacune leur contribution & la compréhension de la biogenbse.

Il a été démontré que la loganine se transformait en gégo=loganine, eompo-
sé "pivot" dans le mécanisme de biogenmdses. Ce produit provenmant de 1'hydrolyse
de la menthiafoline (gluccside du Triéfle d'eau = Memyanthes trifeliata L.) a
été ensuite isolé du Catharanthus roseus G. DON; il est présent en quantité
importante dans le Lonicera morrowii A. GHAY. Le swéroside se tranaforme éga-
lement en séco-loganine lors de la biogenése de 1a vindoline (34) et de la qui-
nine (169).

Le stade ultérieur est la condensation de la tryptamine et la seco-logani-
ne en un glucoside basigue: le vinscoside. Ce produit d'hémi-synthdse o ensuite
été¢ retrouvé dans Catharanthus roseus.

A partir de oce composé, il y a perte de la partie glucosidique et formation
des alealoides de type Corynanthe,tells la geissoschizine. 11 a été démontrd
que les alealoides de ce type apparaissaient dans les plantules de Catharanthus
roseus (Vinea rosea), avant les alealoides de type Aspidosperma et de type Ibo-
ga. 11 a en outre &té prouvé que la geissoschizine marqude était incorporée in-
tacte en ajmlicine, serpentine (ajmalicine avec cycle C sromtique), vindoling
cetharanthine et akuammicine. Les étapes soproduisant lors de la transforsation
des différents types est actuellement & 1'¢étude. Le mécanisme par legquel le
sguelette Corynanthe eat converti em squeletie Strychnos "type akuas=icine"
nous intéresse particulitrement car ce sont les deux types d'alcaloides rencon-
trée juaqu'i présent dans le Strychnos uwsambnrenmsis. D'autre part, la corréla-
tion entre 1'akuammicine et la geissoschizine a €té établie in witro dans le
sena inverse de la biogeniser un chauffage & reflux de 1'dkuammicine (durant
20') en présence de zinc et d'Hic a produit dela descarbonyl-geissoschizine
(rendement 66 %}(152).

la présence concomitante dans le 5. usambarensis de la C-dihydro-toxiféri-
ne (alcalolde de type Strychnos car dimire du type de 1'akuvammicine) et de
1'usambarensine (alealoide de type Corynanthe) peut ainsi s'expliquer aisdéments
lea 2 types d'aloaloldes proviennent sans doute des mfmes préoursewrs biopdndtiqus. .

| —
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Chapitre III

CORRELATIONS ENTHE LA BIOGENESE DE L'USAMBARENSINE
ET CELLE DES ALCALOIDES DE L'IPECA (Rubiaséen),

DU QUINQUINA {Fubiacées) ET DIES OCHROSIA I_'Ap-n-cmnéaa}

Les tableaux 14 et 15 montrent le r8le esseniiel de la loganine dana
la biosynthise des alcaloides de 1'Ipdca et du Quingquina (famille des Rubia-
efes). Avant cette découverte, les relations liant ces deux types d'alcaloi-
des aux alealoides indoliques des Apocymacédes, loganiacdes et d'autres Rubia-

odas dtaient mystéricuscs.
TABLEAT 14

Biosynthése d'alcaloldes peossédant deur unités "amine"
pour une unité monoterpénique
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En fin de compte, la biogeniee de 1'émétine et alealeldes dérivés est
semblable & celle d'alcaloldes indoliques, telle 1'usambarensinej la séeolo-
ganine ge condense & une unitd tyramine (au lieu de tryptamine) pour dormer
1'ipécoside (glucoside basique correspondant au vincoside). Ce composé se
condense aveo une seconde unité "tyramine™ pour domner les différents alealof-
des du Cephaelis ipecacuanha (EROT.) A, RICH - alealofdes retrouvés aussi
dans Alangium lamarckii THW (Alangiascées). Lorsgue 1'ipdcoside se condense
avec une unité tryptamine, on obtient la tubulosine et autrea dérivéa.

Quant & la biosynthise de la quinine (tableau 15), il est surprenant
de eonstater le r8le de la sdeo-loganine qul se condense avee une unité
"tryptamine" pour fournir le vincoside qui aprés passage en corynantheal su-
bit un réarrangement de la partie monoterpénolde en quinmeclidine qui aboutit
au prodult hypothétique (tableau 15) A rapprocher de la formule de la cincho=-
phyllamine (tableaw 16). Il se produit alors une transformation de la partie
indolique en quinoline pour en arriver A4 la structure finale de la quinine
et aleoaloldes volsins.

TAELEAU 15

Biosynthise de la quinine

LOGARINE ———2 GSECOLOGANINE ————> VINGOSIDE
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TABLEAU 16

ALCALOIDES POSSEDANT DEUX UNITES TRYPTAMINE ET UNE UNITE MOROTERFEROIDE

Usambarensins
(et dérivéie)

Strychnos
usambarensis GILG

Ochrolifuanines A et B
(Stéréoicombresn)

Ochrosia lifvans GUILL,
(193)(195)
Ochrosia confusa PICHON
(139)

Ochrosia oppositifolia
(L4M.) K. SCHUM, (138)

Roxburghines A & B
(Stérdoinombres)

Uncaria gambir ROXB.
(184,185)

Cinchophyllamine L
(et imomére)

Cinghona ledgeriana
MOENS

les structures des alealoIdes repris dans le tableau 16 représentent
des alcaloldes possédant deux unitds "tryptamine™ pour une units monoterpé-
noldes C'est le cas de 1'usambarensine et d'antres alealoTdes provenant des
Apocynacées et des Rubiacées, oe qui confirme bien les corrélations étroites

préexistantes.
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CORCLUSIONS GENERALES

I. Le Strychnos usasharensis entre dans la composition d'un poison de chasge
africain dont nous avons pu observer la préparaticon. Les propriétds nette-
ment curarisantes de certaines fractions alealoldigues permettent d'expli-
quer l'activité de ce poison, de telle sorte que le curare ne doit plus
&tre considéré comme 1'apanage de 1'Amérique du Sud.

2+ Grice & la chromatographie combinée & un nouveau mode d'extraction utili-
sant la lyophilisation ot évitant la dégradation de certains alecaloldes
trée fragiles, nous avons pu isoler huit alcalofdes & partir des édcorves
de racines de ce Strychnos. Ces alcaloldes sont répartis en trois grouwpes
(ef tableau n® 17) suivant la polaritd des moléoules. L'identification et
la détermination de structure de ces composfs ont été réalisdes par le dé-
pafllemsnt des divers spectres (U.V., I.R., 5.M., LMK},

3« Mlealoldes du ler Toupe ¢ & obté de l'harmane - identifié pour la premidre
fois & partir d'une Loganiacée -, nous avons isolé deux alealoldes d'un ty-
pe nouvean (2 unitds tryptaminiques et une unité monoterpénique) retrouvé
dans les Apocynacées (Ochrosia) et les Bubiacdes (Unearia), familles trés
proches d'un point de vue chimiotaxinemique des Loganiacden.

4+ Alealoldes du 2¥me groupe; Ce groupe comprend une nouvelle base anhydronium
(1a dikydro-flavopéreirine) et les dérivéa monoquaternaires de 1'usambaren-
sine et de la 3,4-dihydro-usasbarensine, alcaloides big-indiliques du Jer
groupe. Ces produits ont la particularitd de posséder & lp fols une fong-—
tion amwonium quaternaire et wne fonction amine tertiaire, c¢o qui leur

confire des propriftés spéoiales gu point de wue solubilité et extraction
notamment .

5e Alcalofdes du 3ime groupe 1t A partir de ce groupe trés complexe, nous avons
isold deux bases bie-indoliques symétrigues diguaternaivess la C-dihydro-
toxiférine et la C-curarine, alealoides hautement actifs. Ils ent &té iso-
lée auparavant des curares en ealebasses d'Amérique du Sud et repérés par
chromatographie dane certains Strychnos amfelsains. C'est la prenmidre fois
que dem moléenlen de ce type sont retrouvdes dans un Strychnos africain,
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TABLEAU 17

ALCALDIDES ISOLES DU STAYCHMOS UEASRANENSTS Cilg.
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dont la diveraité chimique alealofdique est ainsi clairement démontrde,

6. Nous avons identifié en cutre 1'acide lomnique et digcuté le rdle que
pouvait jouer ce preduit comme précurseur biogéndtique des alecaloldes dy
type de 1'usambarensine aussi bien que du type de la dihydro=toxiférine,

T+ Les expériences pharmacologiques réalisdes & ce jour (Appendice II), ont
mis en évidence une activité atropinique marquée pour 1'usambarensine et
ont permis de vérifier 1l'activité ocurarisante de la dihydro-toxiférine isc-
lée du Strychnos usambarensis, de teolle sorte que cette plante contient
des alealoides exergant leur activitd tantdt sur les suscles lisses (usam-
barensine}, tantdt sur les muscles stride (dihydro-toxifiérine).

B. lLes principaux alealoides de la plante sont des dimires bis=-indoliques
solt asymétriques, soit symétriques dont la présence concomitante dans
une mfme plante constitue également une chservation inédite. Ilg font par-
tie du groupe le plus récent d'alealoXdes indoliques. Ce groupe fascinant
a été découvert ces dernidres anndes dans la période dite post-réserpini-
quej nous sericns heursux d'avoir pu apporter notre contribution - si mi-
nime solt-elle -, aux recherches mendes dans ce domaine (alealofdes des
curares en calebaases, alcaloides anti-tumoraux des Catharanthms (Vinea)j
alcaloiden des Voacanga, Geissospermim...).




APFENDICE I

Grice 4 un subside du Fonds Fational de la Recherche Scientifique, nous
avons pu réaliser une migsion d'étude au Rwanda, durant les meis de février
et mars 1970 (saison des pluies). Notre travail a consistéd A récolter des
échantillons des espioes reprises dans ce chapitre. la plupart des échan-
tillons prnﬁiﬂnncnt ﬂp la région orientale du pays (Parc Matiomal de 1'Aln-
gera ot Domaine de chasse du Mutara). Des specimens dvherbier { ARGENOT) ont
¢té déposés en trois endroits:s & l'herbarium de 1'I.H.R.5. & Butare, au
Jardin Botanique de 1'Etat & Bruxelles et au laboratoire de Pharmacognosie
de 1'Université de Likge. Grdce & 1'obligeance de Mr Guy BOUXIN, botaniste,
chercheur de 1'I,N.R.5., nous avons pu receveir et amalyser quelques plan=-
tes de la région oogidentale du pays, plus exactement de la fordt de Kyungwe.
Cee dchantillons étaient également accompagnés de specimens d'herbier
(BOUXIN) déposés dans les mimes endroits.

Dans ¢e chapitre sont reprises les descriptions trés sommaires dea plan-
tes ainsi que leurs usages au Rwanda et dans d'autres régions d'Afrique (2,
39 a 20). Wous avons dpalement rappelé des recherches antérienres effectud-
ee gur cegs plantes ou des enpbees volsines (21).

Lee noms vernaculaires renseipnés sont en kinyarwanda, 1%orthographe
étant celle adoptée par le Centre de linguistique de l'l.ﬁ.ﬂiﬂ. & Butara,
dirigé par le Profeseeur A, COUPEZ,

Les résultats obtenus sont repris dans un tableau d'ensemble (TABLEAU 18)
Seules des expériences un peu plug poussées sont reprises dans la syetémati-

que {Ipamaea qErilﬁﬂﬂ:ﬂli' Rnthﬂclﬂint% prandiflora, Strychnos innncudju

Syatématigue dea drogues analysfes

Famille des Aselépindncées

[otep————— RSy ] e p——————

Tylophora congpicua N.E.Br, Nom vernaculaires IKOBOCED

Degeription: liane de 2 m de haut, contemant un latex blanc
Habitat: galeries forestibres des lacs de la dépression de 1'Akagera
Usage: pour combatire la tuberculose (Rwanda)

Des éiudes chimiques ont déJh porté sur d'autres espioes de Tylophora
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et ont abouti A 1'isclement et & la structure d'alecalo¥des douds de propriétés
anti-cancéreusess tyleerfbrine et autres alcaloldes. L'espice rwandaise ne ra-
rait pas posséder d'alecaloides,

Famille des Ealanophéracées
Thenningia sanguinea VAHL, Nom vernaculaires UMUTIMA W'ISI

Description: plante parasite de racines d'arbres et d'arbustes en ¥y dévelop-
pant de gros tubercules rouges.

Usages: pour les maladies de coeur au Rwandag contre la blennorragie, la dy-
senterie, les maux de gorge et les wers (Zalre). BODQUET signale qu'au Congo,
les parties souterraires servent &la préparation d'une tisane antidiarrhéique
réputde (10).

Le screening & révélé la présence abondante de tanine catdéchiques, ce
qui explique 1'activité de la drogue (contre la dysenterie et la diarrhde).
Far contre, malgré des essais répétés, nous notons 1'absence d'hétérosides
cardiotonigques; aussi ne pouvons-nous expliquer 1'usage rwandais de la drogue.

Famille des Balsaminacées

Impatiens niamniamensis GILG  Nom vernmoulaire: UMUROGORA

Description: plante herbacde gorgée d'eau, fleurs & mabet rouge-violacd.
Habitat: forét sur sol hydromorphe, altitudes 1950 m (forét de Nyungwe).

Usages: Au Rwanda, l'usage local’de contre-polsen lui a valu le nom 4'UMURO=
GORA, En Tanzanie, le jus d'herbe est utilisé contre la malaria (13).
fu Congo, la plante est utilisfe sous forme de cataplasme contre les
panaris, les migraines violentes et les douleurs des articulationsj
et en "légume™ contre les affections ecardiaques on les maladies triéa
graves dues aux attaques de sorciers ou fétiches (10). Enfin WATT
signale que les racines d'Impatiens walleriana HOGK, f. seraient
abortives, tandis que les tiges seraient wtilisdes contre les dou-
leurs abdominales et hépatiques (18),

D'autres espices d'Impatiens contiennent de la lawsone ainsi que des alea-
leIdes non identifiés EEE,EE]. Hos tests ont été négatifs; 1'usage rwandais
ne peut Bire expliqué, d'autant plus qu'il y a trds peu de tanina.

Famille des Convelvulacien
Ipomoea cardiosepala ROCHST

Description: liane & souche ligneuse, habitant la savane
Usaget pas d'usage connu.

Fous avene recherchd dans les graines la présence d'alealofdes indoiiques
du type de 1'ergot et plus particulidrement dérivés de 1'acide lysexrgigue
(propriétés hallucinogines). Des recherches d'HOFMANN ent en effet abouti &
1'isolement de 1l'amide de 1'acide lysergique, de la chancclavine, de 1'ergo-
sine et de la oycloclavine & partir de diverses esphces d'Ipomoea (graines
d'0loliuqui utilisées par les prétres mexicaine pour entrer en communication
avec les dieux)(24), Nous avons utilisé la technique de CENEST (25): 1 gr de
graines est dégraiseé & 1'éther de pdtrole puis mis en contzet aves 5 ml 4'
NH OH & 10 % et 5 ml d'éther (exempt de peroxydes). Le mélange est aglté mé-
ﬂﬂﬁiqhﬂmfnt durant 30 minutes. Lo couche fthérde est extraite & 3 reprises
par H,50, 0,1 W (5,5 et 2 ml). Les couches acides sont réunies, alealinisdes
par J?aw$nniaqua &t extraites par du chloroforme (20,10 ot 5 ml).
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Flgpure n® T2

Iporoes cardicserala en fleurs

Les soluticns chloroformiques scnt évapordes & siccitd. Le résidu egt repris
Pﬂf 0,2 ml d'ethanol. On procéde alors & une :h.ﬁr¢LUf:u;h e pur couche min=

ﬂ¢ silicagel, la phase mobile étant constitude d'un mélange d'acétone-pi-
pfr1ﬂlnt 9:1. la plague est alors révélde par pulviérisation du réactif de
VAN URK (2 gr de paradimethylaminobenzaldehyd 20 ml d'HC1l concentré, 80 m]
d'éthanol} suivie trois minutes plus tard de la pulvérisation d'une solution
21 % de nitrite sodique, ce qui permet de raccourcir le temps de développo-
ment de la ecouleur et do réduire la détérioration des spots,

Les graines d'Ipomoea eardiosepala ne contiennent pae d'alealofdes révd-

lables par le véactif de VAN URK mais bien par le réactif de Dragendorff.

'.-I.J"'-'“l.l'"‘" T.: ,:'t{\'ﬂ,::a_'.uﬁ
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Apodytes dimidiata E. NEY ex. PERNH. var. acutifolia (HOCHST ex, A, RICH)

Fom vernaculaires UMUSIIBYA
Deaeripticn: arbuate i petit arbre de 2 & 5 m de haut, froits rouges
Habitat: savane arb crescente et arbustive, bosquets sur termitisres

Usages: les écorces de racines servent & préparer un enema contre 1es Tari-
sites intestinaux, les feuilles sont utilisées on cas d'otites (Rwanda )

A notre connaissanee, aucune étuden'a £44 publide sur ce genre.
D'agutrea genres de la mfipe famille contienrent des alealofdes inconnus (Gom-
phandra sv., Phytoorens :p.j ainef qu'un aleoalolde dimkre, la désoxytubulo-

gine dans le Cassiromsis 1lisifolia (22,26), Depg iridoldes ont étd miz en

évidence dans le genre Cantleyva.
Hotre sereeni ng o permis de metire on dvidence & efité d'une frible Tra-
portion d'alealoides, une abondance de tanins eatéchiques, des saponosidesn,

des leuccanthooyanss, du mucilege ausel bien dans les racines que dans leg
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feuilles. Une étude plus approfondie se justifierait amplement .

Famille des Légumineuses - CaesalpinoTdées

e ————% T e i

Cagsia didymobotrva L. Wom vernmeulatre: UNDCYIURO

Degoription: arbuste de 2 & 3 m de haut, & fleurs javnes, répandu partont

Usage: o'est le purgatif le plus utilisé et le plus rématd du Bwanda.
WAIT signale que les feuillesm

de l'arbuste est utilisée pou
le tannage av Kemya.

téroside de physcione et d'un

importante (27).

nigques exprimés en sennosides

cours dang le laboratoire de

Figare n® T3

_ , de Liége.
Casaia didymobotrya (dchantillon d'herbier)

Caspia faleinella OLIV, Fom vernaculairer AKAANGA

ion et habitat: plante & souche ligneuse, croissant sur les dalles
tigues situdes dana Ja savane.

Uzages pas d'usapge conm au Rwandaj HAFRDI sigmale qu'en Tanzanie, 1ltherbe
entre dana la préparation d'un breuvage administréd en cas de danger da
fausse couche,

Gutre 1l'absence de quincnes, les tests chimiques ne permettent pas de
déceler de leucocanthooyanes que MELOPTE a oru mettre on évidence rar réag-
tion histochimigue & 1'aide d'napide sullurique & B0 el (28), Hous notons
aussl l'absence d'alealoYdes dans notre dechantillon, tandis qu' HAERDY gi-
gnale leur présence dans des dchantillons tanzaniens {1;} Dlagutros Cassia

contiennent des alcaloIdes: carnavaline, cassine, cassilysine....

Lo dosage des anthracdénique

de approfondie actuellement en

FPharmacognogie de 1'"Universits

at

racines sont purgatives, que des
doses fortes peuvent provoquer
l'avortement. Las feuilles =e-
ralent ichiyotoxiques. L'ézarce
=

lLes gousses contiendraient un
1]en‘nié&' la casséine [c-,ifﬂnx
o AHTOH note la I‘-I‘L!"l'.'r:ﬂli; -jﬂ
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Cassia hildebrandtii VATKE

Descripticn et habitats plante ramifide A rameaux ascendants, rdcoltée dzns
un endroit rocailleux de la savane arbustive.

Usages pas d'usage connu. Ce t te espéce contient un faible pourcentage de
dérivée anthracéniques.

Cassia laevipata WILLD

Hom vernaculaires UMIYOKA

Description et habitats plante commune, cultivée autour des huttes dans tout
le Rwanda

Usagess vermifuge (ascaris) chez les enfante; action purgative dus aux an-
thraguinones.

Maprés ANTON, i1 y aurait de 0,12 & 0,47 % d'anthrancls et 1,9 % d'hétdrosi-
des. Ces résultats ne concordent pas avec les nitres puisque nous obienons
msuivant la technigue de la P.B. Se édition, un taux de 0,16 % de dérivés
anthracdniques exprimés on sennosides A ou B.

Caseia mimosoides L.

Description et habitat: plante suffrutescente de 30 & 60 cm de haut, commmne,
récoltée dans la savane arborescente et arbustive.

Usages: purgatif léger (pen d'anthracéniques) rembde contre les éruptions
faciales en Tanzanie. STANER signale qu'au ZaIre, les feuilles doramdes
sont mises sur les planies comme vulnéraire; elles serzient égalenent doudes
de propriétés piscicides d"aprés BOUQUET,

ANTON renseigne la présence d'wn flavonolde, ainsi que de chrysophanol
et du physcione & 1'élat libre et hétérosidique. FNos résultats confirment
et complétent les siens.

Famille des Légumineuses - MimosoIddes

Apgacla breviapica HARMS Nom vernaculaires UMOGEYOD
Description et habitat: petit arbre au bord des boeguets xérophiles

Usageat antivenimeux (externe et interne) su Rwanda oriental ol les serpents
gont fort nombreux; par contre, il entre en Tanzanie dans la préparation
d'un poiscn & base de Bauvclfia vomitoria (18).

Cette eapkee n'a jamais ¢été étudides Elle renferme du mucilage (comme
tout bon acacia), des tanins ecatdchiques, comme 1'Aeacia polyacantha WILLD(15)

et des alealoTdes. D'autres espices d'acacia sont connues pour les alsaloldes
¥ renfermés; N-méthyltryptamine, tyramine, hordénine, Huméthy]-fﬁphényléthy-
lamine. L'espice rwandaise contenant besucoup de tanina catéechiques, cela
pourrait justifier 1'emplcol comme antidote.

Albizia antunesians HARMS nom vernaculaire; UNUSEREYA _
Degeription et habitats arbre de 3 & 5 m dans la savane arborescento.

Usages: les fenilles seraient antirhumatismales (Rwanda)g WATT indique que
1'infusé des racines eat aphrodisiague et utiliad contre la gonorrhée et gque
lee feuillea ont des vertus contre les refroidissements.

Dang d'autres easpioes d'Albizia, on a mis en évidence des saponinss tri-
terpénigques {iﬁhtrﬂtnxiquus}, dea [lavonoIdeg, des gomees & acides uronigues




et des alealoldes.
L'espbce rwandaise est riche en flavonoides, leuccanthocyanes et tanins
catdchiquea.

Dichrostachys cinerea WIGHT et ABN ssp. cinerea
Hom vernaculaire: UMUYEBE

Dascription: arbuste &4 petit arbre épineux dont les fleurs sont en épis de
deux couleurs mauve & la base, jaune sur l'autre partie

Habitat: savane arboresconte et arbustive

Uaages: la Dichrostachys joult de sultiples emplois en madecine tradition=-
nalle africaines les racinea seraient antirhumatismales et pnalpdsiques
(Bwanda); elles sont utilisées contre les morsures de serpents, les raux de
dente,la blennorragle et la syphilisj elles seraient égnlement aphrodisia-
ques et diurdtiques.

Dans une autre espice de Dichrostachys, on a mis en dévidence la présence
d'un aocide aminé soufré ainal que des propriétés antibiotiques justifiant
1'usage signalé par KEHHARD au Sénégal contre la furcnoulose (14).

Signalons enfin que HAERDI dans son screening sur des plantes tanzaniennes
ntfavait pas trouvé d'alealoides dans le Dichrostachysz cinerea, alors gue

neus avong obternu une réaction pogsitive nette pour les écorces de racinas,

PFamille den LﬁguninauEEE = Papilionoldées

SBeahania seshan {L.} MERATL Nom vernpcoulairey UMINYEGENYEGE
Degeription et habitat: arbre situé pris des maraie et des lacs

Usages: la racine est utilisde contre la salaria et les maux de t8te
{Rwania}i la plante est utilisde contre la gonorrhée et la syphilis (Afrigue
Orientale)s, En Afrique Occidentale, contre la filwvre et comme vermifuge.

Lea anthoeyanes ont été déeclés dans les fleurs, des protéines et des
alealoldes dans les graines. D'autre part, WATT signnle des saponines dans
d*autres espices (18, 21).

Famille des Liliacdes
Eniphofia grantij BARKER

Degoription: plante herbacéde & rhizome de 3 cm de diam&ire, jaune orange en
coupej foullles & la base de la hampe florale {60 A 120 om de hauteur)j
Tloure YOUgt OrANSd.

Habitats tourbidére en pente dans des marais de la forét de Iyungue
{altitude: 2300 m).

Usagest les rhizemes séohdés sont réduits en poudre qui est prisée. WATT si-
grale que le Eniphofian aloides MOENCH. gert & préparer un pnema adminiatrs
lors de mengtrues doulourpuses. Ia plante a donné des teste antiblotiques
poelitifes. D'antre part, le Eniphofia sarmentosa EKUNTH. est un enti-douleur
ot entrerait dans des rites d'initiation.

THOMSON indique que la rhéine a éid découverte dans les graines de Kni-
phofia aloides. L'espice rwandaise permet d'obtenir une réaction de BORRTIHAGE
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positive. Cette plante justifieralt également un examen approfondi.

Famille des Loganiacées
Anthooleista prandiflora GILG Fom vernaculaires UMUHANURA-NTARE
SynonymetAnthocleista zambesiaea BAKER (29)

Description: grand arbre de 15 & 20 m de hautj prisence de racines fchasses
jusqu'd 1,5 m du sol

Habitat: fordt sur sol humide (forét de Fyungwe altitude 2000 & 2300 m)

Usagess au Fwanda, les feuilles et les racines seraient actives contre la
folie (I1). WATT signale 1'usage de la plante conire la malaria et les vors.
LEEUWENBEAG note 1'emploi contre les fibvres ("Fever tree")(29). Les autres
espices d'Anthocleiscta sont renseignées pour les mBmes propriéids; c'est
ainei que BOUQUET signale que les espiéces du Congo sont utilisdes comme fé-
brifuges et purgetifs. I1 en est de mfme pour 1'A, nobilis G. DON du Gabon

et de Sierra Leone (10,12,15,17) et 1'A. schweinfurthii GILG de Tanzanie (13)
ainai que pour les espices de CHie d'lvoire ijﬂﬁ at de Madagascar {20). Enfin
IEE(fE?itB d'A, schweinfurthii sont réputés piscicides en Afrique Equatoria-
13 1],

Un brevet britannigque a été déponé en 1966 concernant la prepaxation
d'extroits d'A. mobilis et d'A. sadamooaciosis BiK. (51)+ Ces extralts possi-
dent multes activitée physiologiques telles que dea eflets antispasmodiques,
une socticn vascdilatatrice, un effet hypotenseur marqud ainsi gque des activi=-
tés parasympaticolytiques et neurotoniques. Leg principes actifs n'ont pas
été iaﬂ]éﬂi

Bien que les Anthocleista ceccupent une place imporiante dans la pharma-

copfe traditionnelle africaine, peu d'études leur ont été consacrées, A par-
tir de 1'Anthocleista procera LEPRIEUR ex BURFAU ont été isolées la swertia-
marine (7} (hétéroside séeo-irideide) et 1'anthoecleistine {saponine triterpd-
nique)(32).

Un screening poussé a été réalisé sur les feuilles et péticles d*Antho-
gleista ndiflorn, en collaboration avee Mf. J. CROMMEN et ONG oy, éte-
diznts en pharmacie. 51 nous noticns 1l'absence d'alealaTdes et de loganocaide,
la présence de saponines (indice meowsse et réaction de LIEBEAMANN) et d'aci-
des aminés était manifestes. Des chromatographies sur silicagel ont confirmé
la présence de plusieurs saponines. Fn ce qui concerne les acides aminds,
nous avens utilisé les technigques classiques cembindes de la chromatographie
pidimensiénnelle et de la chromatographie-électrophorése (33)« Ces analyses
nous ont permis de mettre en évidence 1'acide glutanigue, la ixyptamine et
le tryptophane.

Une ¢tede plus aprrofondie a alors été entreprise sur les dcerces de la
mbme espice par 1'un de nos colldgues, Fr CHAFELLE qui a isolé deux seco-iri-
dofdess 1'érythrecentaurine et le swéroside, hétéroside volsin de la swertia-
marine (37).

TI1 est intéressant de remarguer que 1'Anthocledsta grandiflora ne par-
vient pas A synthétiser des alealoides, bien qu'il posstde les matériaux de

R E——————
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bagse: acides aminds indoligues (tryptophane et tryptamine) et glucoside mono=
terpéniques le swéroside dont le réle dans la biloaynthise dea alealoTdes indo-
liques est bien conrmu (34).

Seuls des essals pharmacologiques pourraient nous renseigner sur les prin-
oipes motifs responsables de 1'activité de la drogue (hétérosides?, saponosi-
des?, acides aminds?, extractif total?, ou autres constitvants dchappant aux
essals réalisds jusqu'a présent?).

Strychnos innocua DEL,

Deseription et habitat: arbre rabougri de 4 &4 6 m de haut, & gros fruits lis-
ses ot verts; localiséd dane la spvane artustive. Le Strychnos innocua est une
des trois espices de Strychnos les plus fréquentes d'Afrique avec le St =

nos spinosa et le Btrychnos usamborensis (35).

Usages: pas d'emploi médicinal au Rwanda. La plante a cependant des usages
dans d'autres régions d'Afrique. C'est ainsi que BISSET, dans son dtude dé-
taillée de 1'ethnobotanique des Strychnos afriecains, sigmle que les racines
gont utilisdes au Souwdan comme antidote des morsures de serpents ainsi que
pomme fébrifuge, av Zalre {Ehtangn} gontre les maux d'yeux des enfants, en
Tanzanie contre les douleurs stomacales et les vers, au Mali ot en Haute-
Volta contre les anthrax,les hémorragies de la grossesse, contre la tubercu-
lose ot comme stimmlant (9). .

Les i(tudes chimiques antéridures ont porté sur les alealoldes tertiaires.
Les rdsultats obtenus par BISSET et PHILLIPSON suggérent la présence d'ioca-
Jine, vomicine et F-cxy-strychnine dans les parties adriennes (36). Aupara-
vant, d'autres chercheurs avalent aignalé la présence de faibles quantités
d'slonlo¥des tortiaires dane les fewilles et les fruits {5ﬂ,53}. Ians ocon
screening pharmacologique de différentes esploes de Sirychnos africains,
BANDBERG p testé des extractifs alcooliques de feuilles, branches et racines
de Strychnos innocus. Seul 1l'extractif brut de racines & permis d'observer

un léger effet de décontraction musculaire (39).

Hous avons entrepris une analyse plus poussde des dcorces de racines,
geul orgeone ayant donnd une réaction alealoTdigue pomitive dans notre soree-
nings

Extraction des doorces de racines du Strvehmos inmocua

2 kgr d'dgoree rdduite en powvdre sont extraits & 3 reprises par 1'eau

et ensuite & 3 reprises par du méthenol froid (chaque fois 101 aututal].
Les extractifs sont dvapords sdpardment sous vide & une température de 40 &
45°C jusqu'ih un volume de 300 ml. Les solutions sont alore réunies (600 ml),
additionnées d'une quantité double d'ean ( 1 1. 200) et agitées durant deux
hovres. Aprés filtration des résines, le filtrat est concentré sous vide juse
quta 500 m]l, Cette solution est alealinisde par du earbonste sodique et
épuisde suoceasivement par 1'dther et le chloroforme dans des extracteura li-
uidufliquidn‘ Loz solutions dthéro-chloroformiques réunies mont eoncentries
?EUG ml) et extraites par eix fois 50 ml d'HC1l 20, Les solutions acides sont
réalealinisdes par du carbonate sodigque et exiraites & nouveau par 1'déther

et le chloroforme. Les liqueurs extractives sont déssichées sur sulfale sodi-
que anhydre et évapordes & siceitér Craction d'alealaldes tertioires 0,025 Fu




Apriés l'extraction des alealoldes tertiaires, la solution aqueuse et acidi-
fide & pH 5 par HCl et additionnée d'une solution saturde d'acide picrique. O
obtient de la sorte un préeipité de plerates d'alealoldes quaternzires qui
pont recueillis, dissous dans un minimum d'acétooe-eau (9:1) et passés sur ré-
sine échungeuse d'icns (Amberlite IRA 400). De cette fagon, nous avons obtenu
200 mgr de chlorures d'glealoides guaternaires, soit un rendement de 0,01 B
Ces alealoldes quaternaires se comportent en chromatographie comme ceux du
Strychnos usambarensise Ils présentent des coloraticns bleues, mruves sous
T'action du ractif au sulfate cérique et du réactif A 1'aldéhyde cinnamique
f40)s Injectés dans le sac lymphatique vantiral de grenouilles d'un poids
moyen de 30 gr, ils déterminent l'apparition d'une paralysie trés marquée et
parfois la mort. Le corps devieni flasque, mou et ne réagit plus aux excita-
tions extérieures. A la dose de 100 g, la paralysie dure une heure; & la
dose de S04g, la paralysie dure di% minutes. Quant & la fraction d'alealol-
dee tertiaires, elle contient plusieurs alealoldes migrant lors de chromato-
graphies & des Rf différents des alcaloldes dont nous disposions {strychnine,
brueine, icajine, vomicine, holetiine, autres alealofdes de Strychnos iecaja
et de Btrychnos usambaremsisj seule la génestrychnine se comportait de la
mbme facon que 1'un d'entre eux.la fraction d'alopleides tertiaires du &, in=
nocua donoe une réaction & 1'hydrostrychnine, nettement positive.

En conclusion,le Strychnos inmceuwa econtient malgréd son nom des alecaloldes

tertiairee et quaternaires mctifs. Ce qui dtonne, clest la différemce de con-

centraticn avec d'autres esphoes dont le Strychnos usambarensis, qui contient
100 fois plus d'alealofdes. I1 faut cependant faire reparquer que les dcorcos
de racines du 8. innocua sont tris épaisses et gorgien d'amidon, tandis que

celles du S. usambarensis ne forment qu'une mince pellicule brun=rougeiire.
(ef. chapitre V de la deuxidme partie) ;

Btrvehnos lusenas BAKER Hom vernaculaires WMORIORC

Description et habitat: arbuste de gquelques mitres, lianeux aux extrémiten,
eroipeant dans les bosguets

Usagest les fruits sont dgalement comestibles au Awanda. Les racines servent
4 combattre 1'ankylostomiase en Tanzanie.

Les soreenings de DENOEL, BISSET ot SANDBERG ont fait apparaitre la pau-
yreté alealoldique du Stryehnon lucens (41,36 et 39). Hos résultats confir-

ment lea leurs; nous n'avons déeelé des alealelides que dans les écorces de

racines.

Strychnos usambarensis GILG nom vernazculaires UMIHCEO

Desoription et habitat: arbres de 5 & 10-15 m de haut, peuplant dez forlts
xéro-mégophiles aux abords des lacas

Usages: les écorces de racines du S. usambarensis entrent au Rwanda dans la
préparation d'un poison de [likche & aciivité curarisante.

Le soreening nous a confirmé 1'extrfze richesse alealoIdique de eette
plante par rapport aux autres plantes de la récolte. L'étude approfondie de
la plante a ét¢ exposde précédemment.




stryohnos usanbarensis en [leurs
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iaspmpelos mooronota A. RICH nom vernaculagire; UMUHAANDA

Desoription et habitat: liane se développant danas les maleries forestiires
g1 bord desa lacs.

Uaapost la racine est utilisde durant la grossesse. En
1la raci icrt de vermifuge ':]. f.}: &1 i.-l'!'.:._".j,r legs racines saont emn
contro maux de yventre {'Lr',j; au Rigdria, les racines jouiraienmt
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L'achantillon rwandais ne contient pas A'alealofdes dans les levilles.

Famille des Olooadom

Almenia aaffry SOND nem vernasilaire: TMISEASA
Degeription ot habitat: arbuste épineux gitué dans les savanesj les fruite
gont comestiblas.

Usapes: les racinea sont ntiligé téte, la fidvre et les

diarrhée 1 salre, 1 astrinpent an garga-
rigmea .
le soreening reviele la présence a cltd de dirivés cyanogenetiques, d

tanine catéchiques en abondance, d'anthooyanes et leucocanthocyanes qui Juat

Tient 1lvactivité mstringente de lo droguces




Famille des 0léacdes

Olea africana MILL nom vernaculeire; TMUZEENZE

Description et habitat: arbre de savane arborescente dans les bosquats sur
termitieres,.

Usages: les feuilles sont réputées fébrifuges (Rwanda); les raeines sont uti-
liades contre les rimmatismesy 1'infusd de feuilles sert de lotion pour les
yeux tandis que le décoctd sert de gargarisme contre la diphtérie et les
maux de téte. Les fewilles seraient aussi taenifuges et peut Bire narcotiques
selon WATT (18).

11 faut rapprocher 1l'clivier afrieain de 1'europden qui poseide dgalement
des vertus fébrifuges, astringentes et antirhumatismales. On se rappellera
que 1l'olivier européen contient des glucosides tel 1'sleceurcpéine (iridoTde)
et que 1'on vient de wettre en dvidence des alealoTdes du quinguina (cingcho-
nidine et autres) dans lea feuilles de 1'Olea purcpea L. (21b) et de 1a das-
minine dans 1'0Olea paniculata R. Br. (21).

S e S e s e e

Clematis hirsuta PERRE et GUILL nom vernaculalre: UMUEAAMEA
Degeription et habitat: buisson lianeux dans la savane arbustive

Usagess les feuilles gervent d'abortif; A faible dese, elles sont utilisdes
contre les rhumatismes; elles entrent égmlement dans un remdde contre la
lépre (Bwanda). WATT signale d'autre part que lea feuilles et les racines
contiennent un principe essentiel inhalé contre les maux de t8te (18).

Aacune étude chimique n'a &84 censacrde & cette esplee. Par contre, des
hétérosides flavenigques et autree (renonculine, andmenine) ainsi que des sa-
ponosides ont été isolds & partir d'autres espdces de Clematis. L'espice
rvandaise contient fgalement des saponcsides.

Famille des Hhammacfes

Rhammua gtaddo A. RICH nom vernaculaire; MURYAHUGOONDD

Dgseriptions arbuste buissonmant de quelques mbtres, A dcorce crevascée, re=
couoverte de lichens

Habitat: bosquets sur termitibdres dans la savane
Usage: contre la constipation (Rwanda).

Les Rhamnua sont bien connus pour leurs principes anthrecéniques. Cette
espice n'ayant jJarais été étudide, une de nos colligues, Melle POURVEUR, an
réalise actuellement 1'étude approfondie aussi bien des anthracéniques que
des [lavenoIdes, Signalons aussi que 1'étude misrographique des dcorcen a &td
réalisde préalablement par MELOTTE et DENOBL (43).

e e et e TR B B A i3 B

Parinari curatellifolia PLANCH ex BENTH ssp mebola (OLIV.) R.A. GRAHAM
Hom wernaculairer UMIMHAZI

Description et habitat: arbre de savane, & port de pommier; fruits comestibles
4 poflit agréable.
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Usages: les racines ont des propriétée antirhumatismales (fiwanda); en Tanza-
nie, l'espice est dite vermifuge (13)3; WATT signale que 1'éeorce de racine
pﬂﬂﬂ?ﬂﬂjuﬁ golorant brun-rouge utilieéd par les habitants de 1'%tle de Zanzi-
bar (18).

Notre screening révile une abondanse de tanins eatéchiques, leucoantho-
cyanes et antheeyanes jJustifiant 1'usage de Zanzibar.

Famille des Rublacdes
Byrtimmia s#p. herbier BOUXIN n* 470 et n® BBG
Hom vernaculaires UMUSHABARARA

Deseription: arbuste & petit arbre de 6 & T m de haut, & fleurs blanches
et {'ruits verts

Habitats fordt de Nyungwe (fordt sur créte, altitude 2450 m)

Usagea: contre les coliques et les vers (Rwanda). Les feuilles de fytigrnia
schumannii ROBYNS gont antirhumatismales ot utilisdes nugggg la pleuréaie
)

18} Les racines et les feuilles de Rytimmnia oligmeanthd seraient aphrodi-
siaques (13).

Nous n'avens pu déceler dans cette espice la présence d'aloalofdes, pour-
tant fréquents ches les Rubiacées. Par contre, nous notons la préscnce des
stéroldes (réaction de LIEBERMANN viclette).

Famille des Butacées

Pamare chalybea EHGL. nom vermagulaire: IHTARE T IRUUNGU

Degoripticont arbre dont le trone est couvert d'épines recourbdes vers le
bagy feullles 4 odeur de gitronnells

Habitat: la savane arborescente

Usages: les dcorces de racines sont vermifuges (Rwanda). En Tanzanie, elles
sont utilisfes contre les enflures et les tumeurs, et comme vemitif dans les
fitvres; un décoctd sert de gargarisme & effet tonique.

Les Fagara ont déjh fait 1'objet de plusieurs études ayant abouti & 1'imo-
lement de dérivés flavoniques et coumariniques, d'huiles esesentielles et
d'sloaloldes quaternaires dérivés de 1'aporphine. Le Famara chalyvben est asc-
tuellement étudié em Eocosse (44). Cette esphee est llespiee la plus riche

en alcaloldes qui ait été soumise & notre sereening, exception faite du
Strychnos usambarensin.

Famille deps Santalacdes

Ogyrin wightiana WALL ex WICHT nom Wernaculsire; TMUSHEESHE
Deseription et habitat: arbuste buisascnnant dans les galeries forestibres.

Usages: 1'easence contenue dans le bols se substitue & ceolle du boie de San-
tal [ﬂnntnlum albun Li] en Tanzaniej les feuilles servent de vermifuge {tua-
nias) au Rwanda. la racine est utilisde au Kemya contre la blemnorragie et
les rhumatismes (17,18).

Le bois d'Osyris contient 4 4 5 % d'essence dont 1'odeur rappelle 1'essen=

ca de Vetiver. Moz essaia ont décelé la présence d'mlenloldes en gquantité

appréciable dans les feullles. Auparavant des alealoTdes ont déih étd izolds
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das plantes d'un autre genret Thesium Bp. (thégine, thésinicine, thésinine).
L'Oayris wightiana mériterait une dtude approfondie.

Famille des Simarubacées

Barrisonia abyssinica OLIV. nom vernaculaires UMUFATAANGWE

Description et habitats arbuste épineux dans les bosquets sur termitibres,
les racines sont tris amires.

Usages: les racines sont utilisdes contre le gonflement des testiculesj
elles avraient une action rubéfiante ainsi gqu'oxyuricide et mscaricide; les
fenilles sont utilisdes contre les hémorroldes, elles sont un antidote con-

tre les morsures de serpents et servent & préparer un onguent pour les ab-
ciSe

la présence de tanins peut expliquer 1'utilisation conire les hémorroi-
des ainsi que corme antidote. Nous avens d'autre part déceld des alealoIdea
dang les éeorces de racines. Des alcalofdes avaient déjh été signalés dans
d'autres espbces d'Harriscnia ainsi que dans d'avtres genrest Brucea et Pi-
oragma (canthin-6-cne et dérivés)(22,26).
Famille des Selanacdes

Selanum dasyphyllum THORN nom vernaculaires IGITOBCORWA

Description: plante épineuse commune prés des habitations de 1l'est rvandais
Usages: les racines provequeralent la diarrhée ches les enfants (Rwanda); au
Zalre, le jus des feuilles serait purgatif pour les enfants et utiligé con-

tre les caue de ventre et les douleurs gastro-intestinales des adultes.

Solapum irndicum L. ssp indicum THOHE {HI’!"’.":.!H}. Bals
Bom vernzculaires URUCUOCU
Depeription et habitat: plante commume & tout le Rwanda

Usapea: les fruits servent gontre la toux et loo maux de gorge Eﬂunnﬁaj;
les feuilles sont utilisdes en Afrique orientale contre les démangoenisons
at 1la teigne ainsl que econtre les troubles urinaires f18). OLIVER déerit
1'eeptee diurdtique, légérement marcotigue, pouvant provoquer le délire ot
cauner des empoisonnements (nausées, maux de tfte, crampes).

Cette esploe étant commume en Inde, elle a déja fait 1'objet de rocher-
chest on y a mis en évidence la présence de gluccalcaloldes: solanine, 0=
lanidine, solasodine {18,26).

Solanum renachii VATHE nom vernoculaires UEUEARISHYA

Description et habitat: buisson sarmenteux au bord des lace de la déprec-
plon de 1'Akagern

Usage: fruits contre lea vers intestinaux (Bwanda).
Le sercening a décelé la présence en quantité appréelable de glucoalca=
lofdes stéridiques. Cetie espice n'ayant jamals été dtudide et étant facli-

lement récoltable, devrait faire 1'objet de recherches plus approfonaies.

e
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- Figure n® T5

Solanum renschii en Cruits

nom vernaculaire; UNUEARIGIYA

Frutex épinenx au bord des bosquoto
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Pag d'usage connu au BEwanda,

r ! - A 1 F e i 2 a 5 L o o 5 .
ges démomirent 1'intérdt de la PONESNite de recnerches dans oe dompine aui

vant les deux orientetions gui ont puldé notre prospaction

- d'une part, erlon les remédes utilisds en médesine traditionne

m™ el l k- L BT ] " T 5 1 E 1 i T 1
{Thon ingia, lmpatiens, Apedytes, Acacia, Albizia, Ddchrostachys, Seabani
."!:tlim."]l."'_".-'-'..l! .":'i.:"'-".:;'.., ':'Ij_ﬂ-.ll 'i':::.'."..'-.q‘.f.., I 1":.'."r"i1, I!'i'_‘:_.'.-';,::' Harrd !":-.‘."'"I'ii!.]

- d'autre part, suivant les afflnitcs botaniques avec des espices
i s B ol 4 B EEEE L A ., 4 i o i - [} x P -
dont 1'agtivite a déja &té démontrde (Caspia, Hhamms, Solanum, Ipomoea,
., T LR o iy AT 3 i LB 1 e
Iylophora, Cispampelos, Pagara, Bytigynia et Strychnos). Ces derniires pl
tee ont 4t¢ sélectiomndes parmi les genres et esphees déjh sipnalés dans

les travaux concernant la [lore rwandaise (45).

len premitres recherches entreprises aur les plantes meandasi
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APPENDICE II
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ESSAIS PHARMACOLOGIQUES REALISES
SUR _LES ALCALOIDES ISDLES DU 5. usambarensis

Introduction
Le curare en calebasse (p. 28), bien gue plus motif que le tubscurare
et la tubocurarine en dériwvée, avait été abandonnéd au prefit de cette dernik-
re car on ne parvenait pas & isoler des principes actifs suffisamment purs,
démunis d'effets secondaires indésirabless Les techniques chromatographiques
permirent A KAHRER et SCHMID d'isoler & partir des curares en calebanos cer-
tains alcaloides hautement actifs (C=toxiférine et C-gurarine) qui furent
expérimentés sur 1'homme par le Prof. WASER, en mfme temps que‘1'alloférine,
produit d'hémi-synthiése trées proehe de la toxifdrine.
Le résundé de ces recherches a été repris réeemment (121)1 il s'en dégage
les conelusions suivantesi
= lea alealoides des Strychnos exercent une activité curarisante plus
marquée que les autres agents curarisants naturels ou synthétiquea, ce
gqui permet 1l'injection d'une dose plus faible de principes actife
= ces alealoldes sont doués d'une haute sélectivitd; ils n'exerpent pas
de dépression sensible de la pression sanguine, ni de bronchogonstric-
tion, ni de libération d'histamine
- 1'action prolongée de la toxiférine (1 & 2 h de curarisation exercée
par une dose de 2 mg chez un adulte de 70 kg) justifie l'emplei de cet
alealolde dans le traitement du tdtancs
- 1'action courte de 1'alleférine (ou aleuronium)(l5 & 20 minutes de
curarisation exergée par une dose de 5 & 10 mg chez un adulte de TO kg)
08t indiquée pour de nombreuses interventions chirurgicales. Ce qui
incita la firme Hoche & lancer ce produit sur le marché international
= la pyrideatigmine antagonise ces curarisants en quelques minutes.

Espain réalizds sur le 85, unambarensls

I'activité curarisante de fractions bruteas d'alealofdes quaternmsires a
été démontrée par le Frof, M. GOFFART (Service de Physiologie de 1'Université
de Litge)(p. 25-26). Los alcalofdes purs ont &té soumis & diverses expériences
dans le Service de Pharmacologle de notre Universitd.
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Le Dr A. DHESSE, Agrégé de Faculté, a entrepris en collaboration avee
M. B. NEENGU, des expériences concernant 1'activité atropinique et curarisan-
te de certains alealcldes. Ces expdriences ne sont pas termindes mais elles
ont permis Jusqu'd présent d'obtenir les résultats ci-aprés, qui nous ont é&té
aimablement transmis par leur auteur:§ I.

D'autre part, M. J. GERARDY, Pharmacien, Asistant dana le mfme Service,
a réalisé une expérience montrant in vitro 1'activité inhibitrice de la Mono-
amine-cxydase (M.A.0.) des alealoIdes contenant une partie harmane ou harma-
lane dans leurs sructures. L'activité I.M.A.0. de ces produits est en effet
bien conmue (woir § II).

% I. Action atropine=like et curarieante de différents alealoldes extraits
du Strychnos usambarensis

Introdnction
Une action antagoniste éventuelle de 1'usambarensine et sea 3 dérivéa

ainsi que de la 5.Tddihrdrnnﬁ}avnpérﬂirin& vig-d-vis du carbachol a été re-
cherchée en utilisant 1'iléon isolé de rat. Les mfmes extraits plus une frac-
tion ceontenant de la dihydro-texiférine ont été utilisés pour rechercher une
action curarisante dventuelle.

Méthoden

I. L'aotion atropinique des différents extraits a ét& recherchée en étu-
diant lewr effet sur les contractions de 1'iléon de rat provoguées par 1'ad-
diticon de doses croissantes de carbachel [courbes cumulatives de VAN ROSSUM
(200). Les contractions smont enregistrées sur papier enfumé au moyen d'un le-
vier isotonique.

1l. L'action curarisante de ces différents extranits est dtudide par sti-
mulation du nerf sciatique de rat anesthésié au Nembutal (30 mgfkg). Paramd-
tre de stimulation: + 1 volt, 0,1 moec., 1 stimilation toutes les 10 secondes.
Lee gcontractions du musole tibial antérieur sont enregistrdées au moyen d'une
Javge de contrainte (FTA 10) sur un enregistreur Hewlett-Packard. la preseion
artérielle du rat est également enregistrde.

Hous remercions le Prof. M, GOFFART qui nous a aimablement prété la table
Palmer nécessalre & la rdalisation de ces expériences.

Résultate ;

1. Action atropinigue. L'usambarensine exerce une sctivité inhibitrice de
type atropinique & partir d'une concentration lﬂrsﬁ. L'effet augmente propor-
tiomnellement &4 la dose jusgu'd une concentratiom de 1ﬂr4H.

Pour une concentration de 3.107'M, la 3,4-dihydro-usambarensine produit

une inhibition compétitive comparable & celle que 1'en obtient avee une
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concentration de ialﬂﬂﬁh d'usambarensine. Par contre, les dérivés méthylés et
la 6,7-dihydro-flavopéreirine sont inactifs pour des concentrations allant
jusqu'h 3.11]_411. Dans les mfmes conditions d'expérience, 1'atropine exersce une
action inhibitrice L partir de 3.10“51:.

II, Effet curarisant. L'injection intraveineuse de doses croissantes des
alealoides (usambarensine et ses 3 dérivés, ainsi que la 6,T-dihydro-flavopé-
reirine) jusqu'd une A+ mols par kg ne produit pas d'effet curarisant, Par
contre, 1'extrait n® 700 (dihydro-toxiférine) isolé du S, usambarensis pro-
voque un effet inhibiteur important & partir de 2,10"Mfkg, I1 s'agit 14 d'un
effet curarisant comparable & celui du curare. Lors des premiéres injections
de la dihydro-toxiférine, on constate un effet hypotenseur qui dimimue aveso
la répétition des injections. Il s'agit fort probablement d'une action libé-
ratrice d'histamine endogine. Cet effet est bien conrm pour le curare et de-
vrait 8tre dtudié avec plus de détails en ce qui concerne la dihydro-toxilé-
Tines

I11. Conclupion et résumé

L'upambarensine et la 3,4 dihydro-usambarensine exercent un effet anta-
goniete de type compétitif visei-vis de 1'action du carbachol sur 1'ildon iso-
1¢ de rat. Cette action est partioulidérement marquée pour l'usambarensine gui
agit quantitativement comme l'atropines Par ailleurs, la fraction n* TOO
{dihydro-toxiférine) exerce un effet curarisant intense.

Ceg résultats préliminaires seront développds ot détaillds ultérieure-
ment,

& IT, Recharche d'une aetiﬂ.ritﬁ inhibitrice de la M.A.O.

Méthode: Technique de SNYDER et HENDLEY appliquée sur des cerveaux de rate
broyéa (in toto)(201).
PABLEAT 19

Pourcentage d'inhibition

Guantité d'alealoldet 5.10'5!1 }.ID"EM 1:1"5}':
Upambarenaine 55,9 10 0
3|"1-"':U-h1’m"

usanbarensine 67 i1 - o
H%-mﬁthyl-uuamharenuin& BE,5 - 0
Harmane FLUXA - 67 20
Harmaline FLUEA - a0 T4
Harmine FLUKA - 4 30
Harmol FLUEA - 45 40
Harmalol FLUKA — 9% 22
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