GLOSSAIRE

Ataxie : incoordination des mouvements avec conservation de la force musculaire.

Clastogene: se dit d'une substance chimique qui occasionne une aberration chromosomique
structurelle &nticlastogéne: substance contrant I'effet clastogene).

Colite : inflammation du célon.

Enophtalmie : enfoncement des globes oculaires.

Erysipéle: infection aigué de la peau due a un streptocoque, caractérisée par une plaque roug

douloureuse et de la fievre.

Gastrite : inflammation de la muqueuse de I'estomac.

Glomérulite : variété de maladie des reins atteignant électivement les glomérules.

Hydropisie : épanchement de sérosité dans une cavité naturelle du corps ou entre les éléments ¢

tissu conjonctif.

Hyperplasie : prolifération anormale des cellules d’un tissu.

Hyperpnée: augmentation de la fréquence respiratoire.

Imbibition oedémateuse: imprégnation ou infiltration séreuse d’un tissu.

Infarcissement: formation d’un infarctus dans un organe.

Myocardite : inflammation du myocarde.

Néphrite : inflammation du rein.

Péricardite : inflammation du péricarde.

Piloérection: érection des poils.

Stéatose infiltration ou dégénérescence graisseuse d’un tissu ou d’un organe.
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INTRODUCTION GENERALE

Un poison est une substance capable de troubleemgent ou d'interrompre les fonctions
vitales d'un organisme auquel elle a été admimistiélibérément ou accidentellement. Les toxines

sont des poisons d’origine naturelle, végétalenafte ou microbienne.

L'utilisation des poisons remonte a des temps imoré@aux. Des parchemins datant de
1500 avant Jésus-Christ montraient que les Egyptieaient une vaste connaissance empirique
des poisons et des plantes médicinales. Des redstpoison y étaient décrites [Timbrell, 1995 ;
Koeman, 1995]. On pense méme que la connaissasgeot®ns est aussi vieille que 'lhumanité.

Des extraits d’organismes toxiques ont été utilssdss fins diverses qui sont résumées ainsi :

- Pour se procurer de la nourriture. Les utilisations d’extraits de plantes toxiquesnme
poisons de chasse et/ou de péche sont parmi lesaptiennes. Il ne faut pas oublier que le terme
« toxique » vient du Grec texikon» qui signifie poison de fleche (toxon = arc, fleghDe
nombreuses plantes a curare telles Qhendondendron tomentoswehStrychnos toxiferant été
utilisées comme poisons pour enduire les flechess [anes a roténoides, telles dDerris
elliptica, Lonchocarpus nicoet Tephrosia vogeliont été employées en Amazonie, en Asie et en
Afrigue comme poisons de péche. A Madagascar, llrgtgs a propriété ichtyotoxique, connues

souvent sous le nom vernaculd@enamg sont nombreuses et fréquemment utilisées.

- Pour se soigner Plusieurs extraits d’organismes toxiques ont étéployés pour traiter
différentes pathologies :

- le venin de crapaud (sécrétion de la peau) ebptement le premier venin animal utilisé
en thérapeutique, connu il y a déja 3000 ans. Jusgaintenant des poudres de peau sont
utilisées en Asie de I'Est et du Sud-Est, commeegample & Taiwan, dans le traitement

des maladies du cceur et de I'hydropisie ;

- des préparations de venin de crotale étaient gr@psavec succes dans le traite- ment de
I'épilepsie ;

- des préparations de venin d'abeille ont été é&Bs pour traiter les maladies

rhumatismales, les douleurs musculaires et artreglales arthrites, les névralgies ;
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- les propriétés analgésiques de plusieurs venirseigent ont été employées pour apaiser

les douleurs atroces lors des cancers en phasmadem
- la digitaline, toxine végeétale, est utilisée ptaiter les insuffisances cardiaques.

- Pour se défendre Les fleches empoisonnées servaient égalemennbattye I'ennemi lors des

conflits.

- Pour rendre la justice ou régler des litigesLe recours aux poisons d’épreuve et aux ordalies

(Cerbera venenifepaétait commun.

- Pour empoisonner L'utilisation des toxines a des fins criminell@snarqué la vie politique des
civilisations anciennes, romaines et grecques pa&mple. L'élimination des opposants par
empoisonnement était une pratique courante. Ce thpemicide se pratique toujours dans

plusieurs pays, dont Madagascar.

Si, a travers les ages, certaines utilisations mEsons tendent a disparaitre, d’autres
persistent et sont encore pratiquées de nos jsurgut chez les populations qui vivent encore en

contact étroit avec la nature et ce, dans les slie@ntinents.

Avec I'évolution des connaissances dans diversssiplines scientifiqgues comme la
chimie, la physiologie, la médecine et la biochint@etoxicologie, une science multidisciplinaire,
s’est beaucoup développée. Ainsi, les recherchedesutoxines ont connu un regain d’intérét
remarquable. Le nombre d'organismes toxiques é&udiéaugmenté, les principes actifs sont
connus, et leurs propriétés pharmacologiques @usileurs mécanismes d’action sont pour la
plupart élucidés. De nouvelles applications basa@s des connaissances scientifigues sont

apparues. A la place des extraits, les moléculidgeaelles-mémes sont employées.

En médecine, de nombreuses substances toxiquesusiisées, l'essentiel étant de
respecter les doses utilisées. A titre d’illustnaton peut citer quelques exemples parmi les plus

connus .

* la morphine, un alcaloide du groupe des morphinahegtrait dPapaver somniferujrest
un antalgiqgue non spécifique utilisé dans la pesecharge de la douleur persistante

intense, en particulier les douleurs d’origine @ease [Bruneton, 1999] ;



Introduction générale

* le taxol diterpénoide des ifs ollaxus et son analogue semi-naturel le taxotere,
médicaments anticancéreux puissants par leur adiiotimitotique sont aussi des
substances trés toxiques.

» I'atropine, un alcaloide de type tropanique frequarez les Solanaceae, en particulier chez
la belladone odtropa belladonala stramoine oDatura stramoniunet la jusquiame noire
ou Hyoscyanus nigerest un antagoniste cholinergique qui agit enxanf aux récepteurs
muscariniques. Elle est également utilisée comtmmalaise vagal, comme accélérateur de
la fréequence cardiague en cas de bradycardie etdiunuer les tremblements chez les
parkinsoniens ;

* la toxine botulique, bien connue pour son emploisdi@s traitements esthétiques est aussi

utilisée pour le traitement du strabisme [Cordoneiel, 1994].

Sous un angle plus fondamental, des toxines sorgndes des outils pharmacologiques
précieux pour élucider divers phénomeénes biologig@mme [|'écrivait Claude Bernard dans
« La science expérimentale» publié en 187% escpoisons peuvent étre employés comme agents
de destruction de la vie ou comme moyens de gmédiss maladies ; mais outre ces deux usages
bien connus de tout le monde, il en est un troisigmi intéresse particulierement le physiologiste.
Pour lui, le poison devient un instrument qui d@scet analyse les phénomeénes les plus délicats
de la machine vivante, et, en étudiant attentivénfermécanisme de la mort dans les divers

empoisonnements, il s'instruit par voie indireaiels mécanisme physiologique de la vie...

- Plusieurs toxines ont contribué a I'élucidationdiférentes voies métaboliques, dont la
réplication de I'ADN, la biosynthese des protéifeesemple : la ricine, une protéine extraite
de Ricinus communjsla phosphorylation oxydative (exemple : la ratée, un flavonoide
extrait de diverses especesiiaris), le cycle cellulaire et les voies de signalisatio

- D'autres ont permis d'explorer les récepteurs ®tirieeractions biologiques importantes
ainsi que les fonctions régulatrices de la cellule.

- Le mécanisme d'action de la toxine tétanique a réppdes éclaircissements sur les
fonctions fondamentales du systeme nerveux ceiztini, 1976] ;

- Les toxines bactériennes cytolytiques ont servsa®des pour élucider I'organisation et la
fonction des membranes biologiques et pour étueéefacteurs qui contrdlent leur intégrité
et leur perméabilité [Alouf, 1976].

En plus de ces nombreuses utilisations des orgasisaxiques, plusieurs plantes, malgré

leur toxicité avérée, occupent toujours une place négligeable dans l'alimentation humaine
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surtout dans les pays du Sud. Parmi tant d’autrepeut citer les tubercules des ignames
Dioscorea sansibarensigt de Dioscorea dumetorumles fruits et rhizomes du faux taro
Typhonodorum lindleyanumne Araceae.

Il apparait donc que 'homme, bien que conscientl@anger que représentent les toxines, a
toujours su tirer profit de leurs propriétés.

La toxicologie moderne compte parmi ses objectifsdcherche et la caractérisation de

nouvelles toxines afin de rechercher de nouvelleprgtés pharmacologiques utiles.

Dans le cadre de cette thése, nous avons choigidiéé deux plantes endémiques de
Madagascar qui n'ont pas encore fait I'objet d’&sidhimiques et toxicologiques. La premiére est
Dioscorea antalyJum. & Perr. de la famille des Dioscoreaceae, igname sauvage réputée
toxiqgue, mais qui constitue en milieu rural de @iexts régions de I'lle un appoint alimentaire
important, voire incontournable, pendant les pé&sode disette. La deuxieme édtodocodon
madagascariensiBaker de la famille des Hyacinthaceae, bien compuug sa forte toxicité et qui

est utilisée essentiellement comme raticide suHb#s Plateaux malgaches.

Cette these comprendra deux parties principaless: ttavaux personnels relatifs a
Dioscorea antaly Jum. & Per. et Rhodocodon madagascariensiBaker constitueront
respectivement la premiére et la deuxieme partiec@ne de ces parties sera elle-méme composée
d’'une introduction, d'une étude bibliographique @tjue, biologique/toxicologique et chimique
présentant les travaux antérieurs, d'une partieltads et discussion, d’une conclusion. Ces deux
parties seront suivies d’'une partie expérimentalesacrée aux matériels et méthodes utilisés et

enfin d'une bibliographie.
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Premiere partie:

Etude deDioscoreaantaly Jum. & Perr.




Etude deDioscorea antalydum. & Perr.

| 1-INTRODUCTION |

Un certain nombre de plantes utilisées dans I'alilagon humaine et/ou animale sont
toxiques. Si certaines sont consommeées occasienmetit, d’autres le sont régulierement
guand elles sont disponibles. C’est le cas par plemiu manioc, une euphorbklgnihot
esculentq ou des tubercules de différentes especedalxa (arrowroot de Tahiti), des
graines et des rhizomes digphonodorum lindleyanuiffiaux taro), de divers champignons et
de certaines baies (morelle noire, belladone,...)ngegstion de ces plantes est parfois
associée a des intoxications graves, voire mostellees accidents sont dis a leur
méconnaissance ou a leur confusion avec d’auteeggd, mais plus souvent a la non-maitrise

ou a la mauvaise conduite des techniques poutexiduer.

Pendant les périodes de disette, les populatiorslesu de certaines régions de
Madagascar se rabattent sur les produits de dieitiei constituent en partie, ou en totalité,
leur nourriture. Ces situations difficiles peuvedtte cycliques, comme les périodes de
« soudure » qui correspondent aux moments ou kesrv@&s alimentaires sont minces ou
presque épuisées, alors que les récoltes de inzefal de base) sont encore a venir. Mais ces
périodes peuvent étre dues aux cataclysmes natmelse les cyclones, les inondations ou

la sécheresse qui détruisent les cultures vivrieres

Les ignames sont des monocotylédones du gBmwscorea connues pour leurs
tubercules comestibles qui constituent la baseatiméntation dans plusieurs pays tropicaux

[Jeannodat al, 2003] et elles appartiennent a la famille dessPoreaceae.

Les tubercules de certaines espéces de Dioscoeaceanmunément appelées
ignames, comptent parmi les plantes toxiques comem consommeées dans les pays du sud.
Les populations utilisent des techniques traditedies de lavage pour les détoxiquer. A
Madagacar, méme I'espéce la plus redoutédbitescorea(D. sansibarensjsest consommee
apres traitement pour la rendre comestible. En,afédte espece compte parmi les espéces les
plus intéressantes du point de vue nutritionnerganoleptique.

Dioscorea antalyJum. & Perr., qui constitue le matériel de la prés étude est une
igname réputée toxique et impropre a la consomma@mmme nous l'avions déja signalé

plus haut, cette plante n’a pas encore été étudiéair le plan chimique, ni sur le plan

-5-
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toxicologique. Par ailleurs, elle est bien connueetativement abondante dans le Menabe
(Centre-Ouest de Madagascar), région ou nous aw@r® nos enquétes, ce qui facilite la

récolte.

Nos travaux ont été entrepris dans le cadre d'urjeprdu Fonds d’Appui au
Développement de 'Enseignement supérieur (FADB®&uIE « Appui & la recherche sur les
possibilités de valorisation des ignames de Madegas, financé par la Banque Mondiale.
Nous avions alors pris part aux activités du veléttilisations autres qu’alimentaires des
ignames >dudit projet [Projet FADES, 2005].

Nos travaux subioscorea antalyJum. & Perr. ont essentiellement consisté a :

» effectuer des enquétes ethnobotaniques sur lentgroar rassembler le maximum
d’'informations sur la plante et ses utilisations ;
» isoler et caractériser les constituants chimiqusstdbercules de la plante ;

» évaluer leurs propriétés toxicologiques.
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| 2— ETUDE BIBLIOGRAPH |QUE |

2.1. GENERALITES SUR LES DIOSCOREACEAE

La famille des Discoreaceae R. Br., comprend envi880 espéces localisées
principalement dans les régions tropicales, maifozadans les régions tempérées et qui sont
réparties en 8 genresAvetrg Borderea Dioscorea Nanarepentia Rajania Stenomeris
Tamuset Trichopus Le genreDioscoreal. est le plus important avec 850 especes (97 %)
[Mabberley, 2002] et le seul représenté a Madagaseec le genrdvetraqui est composé

lui, d'une seule espéce.
2.1.1 DONNEES BOTANIQUES[Burkill, 1950 ; Projet FADES, 2005]

2.1.1.1 Description botanigue de la famille des Dsgcoreaceae

Les Dioscoreaceae sont des plantes vivaces, a quéreane portant un ou plusieurs
tubercules diversement conformés. La tige est dleneé presque toujours volubile, tres
rarement dressée. Les feuilles sont souvent ateraeement opposées, palminerves, souvent
cordées, entieres ou plus rarement palmatilobéesomposées palmées. Le pétiole est

souvent élargi ou épaissi a la base et embrasséigelpar deux auricules épaisses.

Les plantes sont dioiques (elles produisent dessflmales et des fleurs femelles sur
des pieds sépares). Les inflorescences males s@uappes ou en épis simples ou composes,
axillaires, isolés ou fasciculés en petit nombiafgs groupés en panicule au sommet des
rameaux. Les fleurs sont petites et de couleuetetrse trouvent & l'aisselle d’'une bractée.

Les fleurs femelles, triméres, a ovaire inferetillaire donnent des samares a trois ailes.

Le fruit capsulaire est triptére et trivalve. Leaiges sont au nombre de deux par loge.

Elles sont comprimées, ailées et albuminées etiayam trés petit.

2.1.1.2. Présentation du genrBioscorea

Le nom Dioscoreaa été donné par Linné en I'honneur de Pedionesddrales,
meédecin et botaniste grec de I'époque de Nérongjgele ap. J.-C.), qui est I'auteur d’un trés

important traité sur les planteDe materia medica. Sa classification est la suivante :

-7-
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= Regne : Végeétal

= Division : Magnoliophyta
= Classe: Liliopsida

= Sous-classe : Liliidae

= Qrdre : Dioscoreales

= Famille : Dioscoreaceae

= Genre Dioscorea

Dans son ouvrage KHore de Madagascar et des ComosgsBurkill indique que ce
genre dont les caractéres sont ceux indiqués poiantille, est représenté a Madagascar par
32 especes dont 27 endémiques et 5 introduitegerar@nent cultivées, mais actuellement

plus ou moins naturalisées [Burkill 1950].

Les espéces malgaches sont a tiges volubiles hgaetca capsule a géotropisme
négatif. Les espéeces introduites, par contre, esttiges qui s’enroulent dans le sens contraire
des aiguilles d'une montre. A la déhiscence, lesings, restent dans la capsule ouverte

jusqu’a ce gu’une cause accidentelle, telle queid, les disperse et les dissémine.

Chez certaines espeéces, a l'aisselle des feudledégeloppent des bulbilles pouvant
servir a la multiplication de la plante, et qui sparfois consommables comme dans le cas de
Dioscorea bulbifera

Les ignames commencent a se développer au délaisdeson des pluies. Les tiges et

les feuilles se desséchent et meurent lors dadarsaéche.

Les tubercules de forme variable, ovoide a oblonga€fois aplatie ou en forme de
massue allongée, peuvent atteindre 1 m de longetdeur poids est généralement de 3 a 5
kg, mais peut aller jusqu’a 15 kg. La peau est gdadent jaune, mais peut étre presque
blanche ou plus foncée (de brunatre a noiratre)cHair est généralement blanche, parfois
jaunatre. Certaines especes malgaches ont unewviblaitte, comme c’est le cas du cultivar

lalaina deD. alata

2.1.1.3. Répartition géographique

Le genreDioscoreaest largement réparti et se trouve principalendant les régions
tropicales (pays chauds et humides) : en Afriqueie AAmérique centrale et Amérique du
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Sud. Leur origine est trés diverse et les differerdspéces s’adaptent a divers écosystemes
[FAO, 1991] :

D. trifida a comme origine '’Amérique tropicale ;

D. rotudanta, D. cayenensis, D. bulbifeed D. dumetorumsont originaires de

I'Afrique de I'Ouest ;

D. alata, D. esculentatD. oppositaproviennent d’Asie ;

D. oppositaetD. japonicaviennent de Chine et du Japon.

2.1.1.4. Les especes présentes a Madagascar

A Madagascar, depuis 1950, les espéces dignameaigid pas fait I'objet de
recherche exhaustive. A I'époque, 32 espéces avéaiéninventoriées, dont 27 endémiques
(tableau 1). Récemment, une collaboration entre des équipeshdecheurs malgaches et
étrangers a permis de recenser au moins 40 espécgsireDioscoreadont certaines restent
a décrire [Jeannods al, 2003].

Dans la Grande lle, les ignames poussent dangiétsf dans les lisieres forestieres,
dans les jacheres, les lieux de culture sur bellgans les champs [Projet FADES, 2005]. Le
littoral occidental est une zone riche en ignanas/ages endémiques. Elles sont abondantes
dans les foréts denses seches sur le sable, soemelisiere ou encore sur les terrains
alluvionnaires lfaibohqg, ou sur les lieux de culture apres défrichembatsaka, ou encore

sur les recrus forestiers [Jeannedal, 2003].

2.2. DONNEES ETHNOPHARMACOLOGIQUES ET ETHNOBOTANIQU ES

2.2.1. UTILISATIONS DES IGNAMES DANS LE MONDE

Plusieurs utilisations ont été décrites pour lesuges de par le monde :

- Sur le plan ethnopharmacologique, les ignames titlangtemps utilisées dans la
médecine traditionnelle, notamment chinoise, pooigrer les gastropathies et les
rhumatismes [Don@t al, 2001] ainsi que les maladies de I'appareil urmdiiu et al,
2003]. Elles sont utilisées contre la lepre au Baawsh [Murrayet al, 1984] et en
Afrique chez le peuple Zulu [Mulhollaret al, 2002].

- D’'aprées Dounias (1996), les pygmées Baka du Camemaprésentent l'une des

populations utilisant les ighames en ethnomédecias aussi pour d’autres usages tels
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la préparation de poisons de chasse. Certainesessfant également I'objet d’interdits.

Ces utilisations sont consignées darnsideau?.

Tableau 1 : Liste des especes de Dioscorea présentes a Madagascar et leur origine
[Source :http :// efloral.

Espéces Noms vernaculaires Origing

D. alata revoroke, bemako, ovitaty, mavondro, ovilava, okifpovifantaka, oviharina, M, C, A,
ovimboay NC

D. minutiflora ovihazo, oviazo M, C, A

D. quartiniana - M, C, A

D. esculenta mavondro M, C

D. maciba masiba, malita, mality, ovio, ovy M, C

D. acuminata ovy M

D. alatipes oviala M

D. analalavensis | voamanga ala, sosa, S0SO M

D. antaly tsihina, antademena, antaly, papa, ataly, oviromgereo, antadena, antandina, M
antandy, fangahanga

D. arcuatinervis | ovifaitra, mareka, ovifotsy, ovimarika M

D. bemandry bemandry, soso, babo M

D. bemarivensis | elakelaka, trengitrengy, ovikambary, ovitsimanarsden M

D. bosseri elakelaky M

D. decaryana oviala M

D. fandra fandra, sandry, fangitsy, andra, anjiky, kenjikankika, kianjiky, ndra M

D. heteropoda bako, keliloha, bemandry, baboha, angile, bebatss,s0s0 M

= D. tricantha

D. hexagona kitaotao, kitaratara, kitaratasy, kitsaotsao, avitgana M

D. hombrika ataza, kato M

D. karatana karatana M

D. madecassa voamanga ala M

D. mamillata voamanga ala M

D. nako nako, bako, babona M

D. namorokensis | - M

D. ovinala angily, bemalandy, angaroka, ovinala, sosa, angarok M

D. perpilosa voamanga ala M

D. proteiformis voamanga ala M

D. sambiranensis | angona, babanga, oviala M

D. sansibarensis | lepapa, fanfanga, fangahanga, angitrika, hofikéinfeony, haranana, makabihg, M
ndranara, angitriky

D. seriflora ovifotsy, banabana, ovilava, ovisofina M

D. soso s0s0, babo, bemandry, sosa, kianjiky M

D. sterilis bako, ovy, oviala M

D. tanalarum ovimpasika M

D. tsaratananensis ovihotro, ovisofina M

M : Madagascar ; C : Comores ; A : Afrique ; NC : Nouveau Continent (Amérique)
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Tableau 2 : Utilisations des ignames (Dioscorea) par les pygmées Baka du Cameroun d’aprés
Dounias (1996).

Espéces

Pharmacopée

Interdit

Poison de chas|

D. bulbifera

Abces (emplatre avec bulbilles)
Morsures de serpents (emplatre avec
bulbilles)

Chasse a l'arbaléete
(bulbille)

D. dumetorum

Anesthésique local (décocté de tubercu

e)

Chakagbaléete
(tubercule et bulbille)

D. preussii

Chasse a l'arbalete
(tubercule)

D. sansibarensis

Hernie (purge avec décocté de tubercu
Stérilité (repas incluant tubercule cuit)

e)

Chasse a l'arbaléete
(tubercule et bulbille)

D. sempeflorens

Réussite jeune chasseur
(consommation interdite)

D. praehensilis

Goitre (incisions, cendres de tubercule
Ocytocique (purge, décocté de tubercu
Maux de ventre (voie orale, décocté de
tubercule)

e)

D. mangenotiana

Chasseur d’éléphant (transport de
tubercule interdit)

Célibataire (consommation interdite
Objet rituel

~

D. burkilliana

Ocytocique (cendres et tubercules)

Femme enceaiotessOmmation
interdite)

D. smilacifolia

Fixations des gens, séduction
(fibres + incantations magiques)

Femme allaitante et épouse
(consommation interdite)
Réussite chasseur d’éléphant
(consommation interdite)

Différentes especes ont également fait I'objet delques indications thérapeutiques

pour difféerents usages, en particulier en AfriqueaeMadagascar [Ake Assi, 1998]. Le

tableau3 résume ces indications.

Tableau 3 : Sélection d’indications thérapeutiques des ignames dans le monde d’aprés
Ake Assi (1998).

Indications

Especes

Mode d'utilisation

. - D. alata (Cote d'ivoire) Pate de feuilles fraiches (applma locale)
Piqdres d’insectes et - - Z R - = -
D. cayenensigAntilles) Décocté de feuilles fraiches (applioatiocale)
morsures de serpent —— ——— - > - —
D. multifloria (Cbte d’lvoire) Poudre de tubercule mélangée avec du piment (apipliclocale)
D. dumetorun{Afriqgue Orientale)| Tubercule (application locale)
D. smilacifolia(Gabon) Fragment de tlge macéré dans I'eau (sous formawderient pour
Douleurs la douleur pelvienne)
D. cayenensigAntilles) Tubercules bouillis et réduits en purée (applicatozale)
D. alata (Afrigue centrale) Feuilles fraiches (application locale)
Impuissance sexuelle | D. bulbifera(Guinée) Bourgeons végétatifs (a ingérer)
Parasitose : ) D. bulbifera(Sénégal) Pommao!e de bulbilles mélangée avec de I'huile traga
- mycose cutanée (application locale)
- schistosomiase D. dumetorun{Tanzanie) Tubercules (a ingérer)
Epilepsie D. sansibarensi¢Tanzanie) Décocté de racines (a ingérer)
priep D. smilacifolia(Cbte d’lvoire) Extrait de 3 feuilles en friction sur les tempesndaaiade
Hémorroide Dioscorea alataCéte d’lvoire) Pate de feuilles et de racines [jappon locale)
Abces D. bulbifera(Madagascar) Pate de bulbilles (application Igcale
D. alata(Inde) N
Ulcére D. ovinala(Madagascar) ?352:&?&%?5&2(ian(a:élrggg\fa&t le repas)
D. alata(Madagascar) 9 P
Vermifuge D. seriflora(Madagascar) Tubercules cuits (a ingérer)
Brllure D. alata(Madagascar) Pate de tubercules (applicationddcal

-11 -



Etude deDioscorea antalydum. & Perr.

Selon Coursey (1967), une remarquable relationtglaomme existe entre 'homme
et les ignames. Ce volet éco-anthropologique comcaussi bien I'alimentation, la pratique
quotidienne par leur utilisation comme poison dassle et de péche, mais aussi dans certains

rituels.

Les ignames sauvages sont surtout connues commendlde « soudure » pour faire
face aux disettes. Celles cultivées constituens dennombreux pays tropicaux des aliments

quotidiens.

Parmi ces ignames sauvages se rencontrent deseagrtariques et dont le processus
de détoxication est fondé sur le lessivage a I'das tubercules lessivés peuvent étre
consommeés crus comme cuits, préalablement décopités.et macérés. Le lessivage se fait
soit directement dans I'eau d’un ruisseau soit dangcipient en utilisant de I'eau froide ou
chaude et éventuellement salée. Tout ceci dangtld'éxtraire les constituants hydrosolubles
supposés responsables de la toxicité : telle lascdmne isolée deD. hispida et la
dihydrodioscorine d®. dumetorumLeur ingestion peut provoquer des symptdomes eg\ar

pénibles.

L’'igname comestible cultivée, a I'état mature, remferme pas, en principe, de
produits toxiques. L’accumulation de principes anepar contre, dans les tubercules
immatures de certaines espéecbBs Iotudenta, D. cayenenset les formes sauvages de.
dumetorum a été décrite. Ces principes amers sont suppgsesdes polyphénols ou des

dérivés de taningftp://www.food-info.net/fr/products/rt/intro.him

Ainsi, comme indiqué dans l@ableau4, certaines ignames constituent des sources
importantes de poisons, utilisées quotidiennempatyr des raisons variees telles que la

chasse, la péche ou comme poison d’épreuve [Neewit§96].
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Tableau 4 : Utilisations de certaines ignames comme poisons d’aprés Neuwinger (1996).

Utilisations Especes Parties utilisées
Poison de fleche D. dumetorun(Afrique de I'Est) Racine de tubercule (a enduire)
D. bulbifera(Afrique de I'Ouest et Centrale) | Décocté de bulbilles et de tubercules (a enduire
D. sansibarensi§Kenya) Racine de tubercules et bulbilles (a enduire)
Ingredlent pour ~leg D. quarpmana(Kenya) Racines de tubercules et tubercules (broyat
poisons de chasse D. sansibarensigKenya) . . . -
S mélangé avec d’autres poisons)
D. smilacifolia(Cameroun)
Poison de péche D. bulbifera(Afrique de I'Ouest et Centrale)
D. sansibarensigafrique de I'Ouest et Tubercules (broyat dans I'étang ou riviere)
Centrale)
Appat pour tuer les D. bulbifera(Afrique de I'Ouest) Racines de tubercules (données a manger)
bétes et les oiseaux | D. dumetorun{Nigéria) Racines de tubercules (données a manger)
D. sansibarensigKenya) Poudre de tubercules et de bulbilles mélangée avec
celle du manioc (donnée a manger)
Homicide D. bulbifera(Egypte) Tubercules et bulbilles (donnés a manger)
D. dumetorun{Céte d’lvoire et Congo) Racines de tubercules et jus de tubercules (donnés a
ingérer)
D. sansibarensi§Tanzanie) Jus de tubercules et de bulbilles (donnés a boire)
Poison d'épreuve D. sansibarensi§Madagascar) Tubercules (donnés a ingérer)

2.2.2. UTILISATIONS DES IGNAMES A MADAGASCAR

Les ignames sont nommées en malgaohiala avec pour étymologiala qui signifie
forét etovy qui signifie pomme de terre. Cette derniére raestea rapprocher de « uwi » et
« ubi » qui désignent en Indonésien, deux espesiaticues D. alata et D. esculentales
ignames sont importantes pour la population malgaciotamment pour les populations
rurales et celles vivant dans les foréts, car édlesprocurent un aliment, surtout pendant les

périodes difficiles.

Sur le plan ethnobotanique, bien que mal connue&dsemble des malgaches, les
ignames sont bien connues des populations de reestaégions de I'lle (populations locales
des zones d’intervention du projet: Morondava, cBaville, Ambohimahasoa). Une
importante relation ignames-hommes existe et cersagspeces ont été adoptées et cultivées a
des fins alimentaires. Ainsi, deux especes tienaeatplace importante a cette fin, il s’agit de
D. alataet deD. esculentaDeux especes sauvagBs,sosoet D. fandra ont la particularité
d’étre consommeées crues, et servent égalementsgodésaltérer en forét. D’autres especes,
en revanche, sont consommeées aprés cuisson owesiqt bouillies, comme c’est le cas de
D. maciba[Kew, Wilkin, http://www.kew.org/scihort/madagascar/projects/yAfasns. htm|
Projet FADES, 2005]. Certaines ignames neécessitamgnt d’'étre consommeées, une

préparation particuliére pour leur 6ter toxicit@agatertume.

L’histoire des ignames a Madagascar remonte avé&ardes premiers malgaches sur

I'lle qui, soit collectaient directement les espesauvages dans la nature soit les cultivaient.
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Ces ignames sont d'ailleurs qualifiées «lplantes des ancétresdans le Menabe (partie
Ouest de I'lle). Elles entrent également dans tasiques traditionnelles et utilisées comme
alasakanadans la région du Betsileo (région des hautesdgepartie centrale de I'lle) : c’est
le cas deD. alata (cultivar ovy soroka La pratiquealasakanaconsiste a traiter les
adolescents lors des crises de puberté et lesavitsiipour celles de sénilité. Enfin, I'espéce
D. sansibarensisconnue pour sa forte toxicité, est utilisée poambattre les ravageurs des
cultures, tels les rats et corbeaux [Projet FADE®)5] et aussi comme poison de péche
[Neuwinger, 2004].

Les ignames sont également utilisées dans la nél&eiditionnelle malgache, méme
si leur place n’est pas aussi importante que demsultres pays africains et asiatiques. Les
bulbilles deD. bulbiferavar. anthropophagorunont été longtemps utilisées pour soigner les
furoncles et les brdlures. D’autres espéces, téllesoso ; D. trichanta ; D. seriflora ; D.
ovinala et D. alata (cultivar ovy soroka sont utilisées pour soigner les maux d’estomac.
Certaines especes, comime alata (cultivarsovy lalaing ovy masoandrovoloovibg ainsi

queD. seriflorasont utilisées pour soigner les bralures [ProfedDES, 2005].

2.3. TRAVAUX PHYTOCHIMIQUES ET PHARMACOLOGIQUES ANT ERIEURS
SUR LE GENRE Dioscorea

2.3 1. ETUDES PHYTOCHIMIQUES ANTERIEURS SUR LES Dioscorea

Depuis le début du 20eme siécle de nombreuses Sipiaochimiques ont été
consacrées auRioscorea en particulier aux constituants des tubercule® deulbifera De
facon générale, les substances qui ont été isdEeBioscorea se répartissent principalement
en quatre classes qui seront examinées successivenes saponosides nommés parfois

saponines, les diterpénoides, les dérivés du sélba du phénanthréne, et les alcaloides.

En outre, la découverte en 1943, par le chimistéraain Russell Marker, de la
diosgénine précurseur pour la production d’'une lomenfemelle, la progestérone, dans la
fabrication des contraceptifs, a stimulé les redmes phytochimiques sur ld3ioscorea
[Laveaga, 2005].
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2.3.1.1. Les saponosides

Les saponosides (ou saponines) d’origine végétalmadnt un groupe important de
glycosides de triterpenes ou de stéroides, quiepess une large gamme d’activités
biologiques ou pharmacologiques et dont le nomtviknleur action tensioactive. lls sont
présents dans de nombreuses espéeces de planteprésence dans des extraits végétaux est

mise en évidence par leur activité hémolytiqueset tapacité a former des mousses stables.

A partir du genreDioscorea il en a été identifié un grand nombre et ainsisd&a

période 2000-2006, plus de 50 saponosides ontés@usierts et caractérisés a partir des 13

especes étudiées [Sautour, 2007].

Pour les saponosides degscorea le groupe oligosaccharide est généralement lié a
la position C-3 de l'aglycone et il est composénd’upartie glucopyranosyle qui n’est
substituée que sur les positions -2, -3, et -4,@0i des unités glucopyranosyles, soit par des

unités rhamnopyranosyles.

Deux types d’aglycones ou génines stéroidiquesrssntrent principalement dans la
famille des Dioscoreaceae : ce sont les géningspgliques de type furostane et les génines
hexacycliques de type spirostane et qui résultextde I'engagement de I’hydroxyle en C-26
dans une liaison osidique [Sautour, 2006]. La pluges aglycones possedent un squelette de
type furostane et différent entre elles par la matt la configuration des substituants. La

configuration du carbone C-25 est généralementréR@ment (S).

Type spirostane

Type furostane

Figure 1 : Les deux types de squelette d’aglycones.

La structure des saponosides de type spirostardegsgée de celle de la diosgénine.
Cette génine stéroidique tient la premiere plaee, elle est trés utilisée dans l'industrie
pharmaceutique comme source de synthons pour thésad’hormones stéroides. Elle a été

isolée principalement a partir de racines d’ignarsagvaged. villosa et D. balcanica
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[Savikin-Fodulovic et al, 1998]. Elle est ainsi un précurseur dans la ®sghde la
progestérone et cette espece est utilisée poummisien les symptdmes de pré-ménopause
[Benghuzzi, 2003].

HO
Dioscine : R = OH HW
HO
HO

Diosgénine : R = H

Figure 2 : Structure de la dioscine et de la diosgénine.

La dioscine est un hétéroside de la diosgénine oemapt deux unités de rhamnose
liées a un glucose, elle-méme liée a la positiate 3a génine. Elle est capable d’induire la
cytotoxicité et I'apoptose dans les cellules ddelacémie myéloblastique humaine HL-60
[Liu et al, 2004].

A partir de D. nipponica,la dioscine et différents saponosides stéroidigieesype
furostane tels la protodioscine, comportant en plugroupe glucose lié a la position 26, la
O-méthyl-22-protodioscine et la pseudoprotodioscipeoduit de déshydratation de
I'nydroxyle en 22 de la protodioscine, ont été ct#asés, principalement par des études en

spectrométrie de masse [Tewtrakul et Itharat, 2D07a

Figure 3 : Structure de la protodioscine.

A partir deD. collettii var. hypoglauca une plante médicinale chinoise, ont été isolés
divers saponosides de type furostane, dont la sligestructurale est produite par des
oxydations variées, telle I'hypoglaucine F, ou ygene en -3 est ici encore lié a un groupe
rhamnopyranosyl(1->2)rhamnopyranosyl(1->2)-glucapwside(1->4) et celui en -22 a un
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glucopyranoside, mais ou le groupe en -27 n'estyasnéthyle, mais un -CH20H. Son
analogue I'hypoglaucine G ou le groupe en -27 estméthyle, mais ou le cycle E
(tétrahydrofurane) a subi une coupure oxydantegygstoxiquein vitro vis-a-vis des cellules

tumorales humaines.

D. panthaicarenferme des saponosides stéroidiques, les dicsdeséA et B qui
possedent un squelette furostanol différent suilt@e&ouverture oxydante du cycle E et leur

cytotoxicité sur différents types de cellules aéitblie.

3
24
Dioscoréside A: R ;= >B—D-G|c i R,=H
a-L-Rha” 2

a-L-Rha

3
Dioscoréside B: R 1 = >B—D-G|c : R, =OH
a-L-Rha 2

Figure 4 : Structure des dioscorésides A et B.

Une série de saponosides de type spirostane aetét@risée dans les tubercules de
D. polygonoidesune plante médicinale du Mexique et du Brésiisiaque dans ceux de.
septemloba ce sont les dioseptemlosides A-H avec comme ersmpypes les
dioseptemlosides E et G. lls n'ont pas présenté&tigigé cytotoxique sur les cellules

tumorales a la concentration dedM [Liu et al., 2008].

Dioseptemloside E : R = O-0OH

Dioseptemloside G : R = B'OH

Figure 5 : Structures des dioseptemlosides E et G.

De facon intéressante, Yang et Lin ont montré, aurs d’'une étude sur les
saponosides db. pseudojaponicaque sous l'effet des conditions de stockage etédbhage

des tubercules, les saponosides de type furospanmiaient étre transformés en saponosides
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de type spirostane. Ainsi au cours du séchageffiets de la température et de la lumiére sont
peu importants pour la stabilité des saponosidess gue les glucosidases endogénes jouent
un rble essentiel pour laltération de la struetutes saponosides. Sur un modele
expérimental, ils ont montré que la @8B-glucosidase était capable d’enlever le glucose en
position -26 d’'un saponoside de type furostaneededransformer en un saponoside de type

spirostane [Yang et Liu, 2008].

Par ailleurs, a partir des tubercules Qe zingiberensis differents champignons
endophytesKusarium AcremoniumPenicillium...) ont été caractérisés et il a été montré que
la production de diosgénine par une culture dailgslde cette plante était stimulée par la
présence de ces champignons dans les culturesd2haih, 2008].

Les nombreuses études sur les activites pharmagokx) des saponosides des
Dioscorea ont montré une panoplie d'activités biologiquesiées telles les activités
cytotoxique, immunomodulatrice, antimicrobienne, alaslisante, hormonale, anti-
ostéoporotique, anti-inflammatoire et anti-alletgggUne mise au point sur ces activités a été
publiée récemment [Sautoet al, 2007]. De facon intéressante, il n'a pas étéa@me

saponoside chd2. bulbifera

2.3.1.2. Les alcaloides

Quelques rares alcaloides ont été isolés de ddiessorea Il s’agit de :

e la dumétorine, cet alcaloide a été obtenuDdedumetorumPax [Amarasekara et
Hassner, 1987].

CHs

N

T----
T----

CH3

Figure 6 : Structure de la dumétorine.

» la dioscorine est un alcaloide de type quinocluglieiqui a été isolé de nombreuses
especes dedioscorea, tels D. dumetorumet D. bulbifera Accompagnée de la
dihydrodioscorine, elle a été isolée@ehispidaDennst et il a été montré des activités

convulsivantes pour ces deux alcaloides [Corléiyeeatpesta, 1985].
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Figure 7 : Structure de la dioscorine.

* la crinamine est un alcaloide de type isoquinol@uiea d’abord été obtenu a partir
des Amaryllidaceae du gen@rinum ou il est fréquent et caractéristique, mais a éte
également isolé de facon inattendue a partir ddmertules deD. dregeana
[Mulholland et al., 2002]

Figure 8 : Structure de la crinamine

2.3.1.3. Les diterpénoides

A partir des tubercules dgioscorea bulbiferavar. spontaneaa été isolée depuis 1970
une série de diterpenes originaux possédant lelettpienor-clérodane tres oxydé et
fonctionnalisé. Ces composés présentent un got @nsent responsables de I'amertume des
plantes qui les produisent. Pour toutes les didéies la jonction des cyclesetb esttrans
Pour les diosbulbines A, B et C le cydeest de type tétrahydrofurane et le groupe furane

substituant en -12 est erf{fKawasakiet al, 1968 ; Komorkt al,, 1973].

Diosbulbine A : R = CH;
Diosbulbine C:R=H Diosbulbine B

Figure 9 : Structures des diosbulbines A, B et C.
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Pour les diosbulbines D-G, I'hétérocycle a 6 cadgsoast une pyranone et le groupe
furane en -12 eqfi. La variété des structures résulte principalerdenta formation selon des
modes variés de butyrolactones. La déterminati@nstieictures dans cette série repose pour
une part importante sur des analyses cristalloggaph. Ainsi, la configuration absolue de la
diosbulbine A, a été établie par I'analyse crisgaphique de son dérivé 3-bromo-2oxo-
tétrahydrodiosbulbine A. La structure de la diobng G résulte également d’'une analyse
cristallographique [Idat al, 1978a ; 1978D].

HO. _

Diosbulbine F : R = Me
Diosbulbine D Diosbulbine E Diosbulbine H : R =Bu Diosbulbine G

Figure 10 : Structure des diosbulbines D-H.

A partir de I'extrait MeOH/eau de tubercules@ebulbiferaa été isolé I'acétate de la
8-épidiosbulbine E qui a montré une action antiict intéressante sur des souches de
bactéries résistantes [Shriratnal, 2008].

Enfin, deux glucosides ont été caractérisés, les diosimghies D et F : un glucose est
lié & la position -6 des diosbulbines D dtda et al, 1978c].

Diosbulbinoside D Diosbulbinoside F

Figure 11 : Structures des diosbulbinoside D et F.

Isolées plus récemment, les bafoudiosbulbines &E, et -F sont des diterpenes de

type nor-clérodane, isolés d®. bulbifera var sativa et présentant des activités

-20 -



Etude deDioscorea antalydum. & Perr.

antibactériennes contre les salmonelles. La streades bafoudiosbulbines A, F et G a été
résolue par cristallographie et spectrométrie [hepat al, 2006 ; 2007a ; 2007b ; 2008]

0718 OCH;;H
. . ] ] Bafoudiosbulbine F: R =H
Bafoudiosbulbine A Bafoudiosbulbine B Bafoudiosbulbine D Bafoudiosbulbine G : R = OAc

Figure 12 : Structure des bafoudiosbulbines A, B, D, F et G.

Toutes ces structures sont caractérisées paésemre de plusieurs ponts esters et la

présence d’'un groupe furanne, lié a la positiondidl 8quelette diterpénique.

2.3.1.4. Les phénanthrénes et stilbénes

Les phénanthrenes forment un groupe relativemesiteiat de composés naturels
aromatiques qui sont vraisemblablement formés paplage oxydatif des cycles aromatiques
de précurseurs de type stilbéne. C’est pour ceitom qu'ils seront présentés ensemble.
Toutefois, certains phénanthrénes sont issus daraisation de précurseurs diterpéniques.
La plupart des phénanthrénes ont été isolés deteglasupérieures de la famille des
Orchidaceae, mais un certain nombre ont été obtemes les Betulaceae, les Combretaceae

et les Dioscoreaceae [Kovaessal.; 2008 ; Leonget al, 1997 ; Majmudeet al, 2001].

Une série de dihydrostilbénes a été isolée desrdules de différentPioscorea
uniguement lorsqu’ils étaient infectés par le chigmpn Botrydiplodig et certains de ces
composés qui ont montré une activité antifongigumtre une série de moisissures
(Penicillium, Aspergillug et antibactérienne conti®. aureuset E. coli, sont considérés
comme des phytoalexines induites par le champigiamsi, la dihydropinosylvine a été
isolée deD. batatas D. rotundataet D. magenotianat le dihydroresvératrol d®. bulbifera
et D. dumentorum Les batatasines Ill et IV et leurs dérivés déylés I'ont été deD.
rotundataet D. alata[Fagbounet al, 1987 ; Takasuget al, 1987 ; Adesanyat al, 1989 ;
Cline et al, 1989]. Enfin, le 4,2'-dihydroxy-3,5-diméthoxyddrpstilbéne des tubercules de
D. magenotiananfectés paBotrydiplodia theobromaeyathogene des ignampgéaganda et
Adesanya, 1990].
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OH

HO OH . HO R, H,CO OCH,
2 OH

R ‘ ) O ‘

Batatasine Ill : R; = OCHj3; R, = H; R3 = OH

Dihydropinosylvine: R =H Batatasine IV: R ; = OCH3; R, = OH; Rz = H 4,2'-dihydroxy-3,5-
Dihydroresvératrol : R = OH Deméthylbatatasine IV: R ; = OH; R, =OH; Rz =H diméthoxydihydrostilbéne

Figure 13 : Structures de quelques stilbénes isolés de Dioscorea.

Des dérivés du phénanthréne et du dihydrophénargttoat été caractérisés dans les
tubercules de différents Dioscorea tels Thircinol et le 7-hydroxy-2,4,6-
triméthoxyphénanthréne deD. rotundata le 2,7-dihydroxy-1,3,5-triméthoxy-9,10-
dihydrophénanthréne dB. descipiensle prazérol deD. prazeri la batatasine | et ses

analogues a partir d2. batatagCoxonet al, 1982 ; Biswagt al, 1988].

Phénanthrénes (A) - Batatasine I: R1=R2=CH3; R3=R5=H; R4=0H; R6=0CH3 ; 7-hydroxy-
2,4,6-triméthoxyphénanthréne : R1=R2=CH3; R3=R5=H; R4=0H; R6=0CH3.

Dihydrophénanthrénes (B) - Hircinol : R1=R4=R5=R6=R7=H ; R2=CH3; R3=0H; Prazérol :
R1=R2=CH3; R3=R4=0H; R5=R6=H; R7=0CH3 ; 2,7-dihydroxy-1,3,5-triméthoxy-9,10-
dihydrophénanthréne ; R1=R4=R7=H ; R2=CH3; R5=R6= OCH3; R5=0H.

Figure 14 : Structures d’un phénananthrene et d'un dihydrophénanthréne isolés de Dioscorea.

Un dérivé glucosylé du 3,4,6-trihydroxyphénanthreaeété caractérisé dans les
tubercules deéD. oppositaet il a été montré qu’il avait une action neuraectrice. De sa
partie aérienne a été isolée une quinone, la Gyddoxy-2-méthoxy-1,4-phénanthrenedione
[Ma et al, 2005]. Enfin, plus réecemment, la dioscorone Amposé tétracyclique a été

caractérisée chdz. futschauensiflLiu et al, 2003 ; Sautouet al, 2004].
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(0] . . “
C : 3,4,6-Trihydroxyphénanthréne D : Dioscorone A E : 6,7-Dihydroxy-2-méthoxy
(0] -1,4-phénanthrénedione

HsCO OR

I I OCH,
o
o}
HO

OCH,
OCH3
) G : Dioscorealide A: R =CHj
F : Dioscoreanone H : Dioscorealide B: R=H

Figure 15 : Structures des hydroxyphénanthrénes isolés de Dioscorea opposita, 3,4,6-
trihydroxyphénanthréene (C) et 6,7-dihydroxy-2-méthoxy-1,4-phénanthrenedione (E), de Ila
dioscorone A (D). Structures de la phénanthraquinone, diocoreanone (E) et des
naphtofuranoxépines, dioscorealides A (G) et B (EH) isolées de D. membranacea.

Une phénanthraquinone et deux naphtofuranoxépidsemtant des propriétés antiallergiques

ont été isolées de. membranaceflrewtrakulet al, 2006 ; 2007].

2.3.2. LES FACTEURS ANTINUTRITIONNELS

Les facteurs antinutritionnels ont une définitiomprécise, mais de facon générale il
s’agit de substances contenues dans un alimeni ehgliminuent la digestibilité. lls peuvent

étre des inhibiteurs de la trypsine, des tanins |eines ou encore des glucosinolates.

Des études sur quelques espéces jamaicaines él# k&yprésence de certains facteurs

antinutritionnels comme l'indique tableau5 [Mcanuff et al, 2005].

Tableau 5 : Quelques facteurs antinutritionnels des ignames (D. polygonoides, D. alata, D.
rotudenta, D. cayenensis) de la Jamaique d’apres Mcanuff et al. (2005).

Facteurs antinutritionnels Teneur par kg du poids Remarque
sec

Saponosides <600 mg D. polygonoides 2962 + 60mg
Phénols totaux 1,3+0,1a79,3+6,1 g
Tanins totaux condensés 0,1+0,0 a4 26,7+3,8 g
Inhibiteurs de protéases :
= |nhibiteur de 'activité de la trypsine 118,7+17,9 a 279,6+2,3 mg Certaines especes < 100 Ul
= |nhibiteur de 'activité de la chymotrypsing 144,4+4,7 a 226,4+4,7 mg
Cyanoglucosides 0,3a15mg
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L’étude faite sur d’autres espécés @lata, D. cayenensis, D. rotundata, D. esculgnta
a permis également de titrer positivement la présele quatre constituants antinutritionnels a
savoir I'acide oxalique, I'acide phytique, 'ion &yure, ainsi que les tanins. tableau6 ci-

aprés montre les teneurs en ces substances [Ugloesdfon, 1992].

Tableau 6 : Quantités de substances antinutritionnelles isolées de quatre espéces d’igname d’aprés
Udoessien et Ifon, 1992.

Constituants antinutritionnels Quantité en mg/100 gde matiere séche (espece)
Oxalate total 43,80 + 1,2®( esculentaa 55,00 + 2,000. rotundatd
Phytate 3,99 + 0,03 D. esculentpa 9,70 + 0,390. rotundatg
Cyanure total 1,08 £ 0,0D( alata) a 1,89 + 0,27[). cayenens)s
Tanins 20,00 £ 0,50. rotundatg a 75,00 + 5,000. alata)

L’acide oxalique et les oxalates sont des substat@eiques rencontrées dans de
nombreuses plantes comme le cacao, les noix eettess les baies, les haricots et les
épinards. L'acide oxalique est présent a |'étatnehtessentiellement sous forme d'oxalate de
calcium ou de potassium dans les racines et rhigodee plantes telles que l'oseille, la

rhubarbe ou la betterave.

L’'acide phytique ou acide myo-inositol hexaphospduee est rencontré dans les
graines de nombreuses céréales et legumineusss gireeralement rencontré sous forme de
sel de calcium ou de magnésium. Il diminue, vdmibe I'absorption de divers cations (zinc,

cuivre, cobalt, calcium, fer, magnésium) en fornded sels insolubles ou phytates.

BN

L’'acide cyanhydrique et ses sels, extrémement tedq sont a l'origine des

intoxications par les glycosides cyanogéniques.

2.3.3. LES PROPRIETES ET ACTIVITES PHARMACOLOGIQUES
POTENTIELLES

Le genreDioscorea a été largement étudié du point de vue de leutwitas
biologiques et thérapeutiques potentielles. Letigrmbhes ont été entreprises soit avec des

extraits bruts, soit avec des fractions ou enceee &&s composeés isolés.

2.3.3.1 Activités cytotoxigues

Plusieurs especes, utilisées seules ou faisante pdes ingrédients de remedes

traditionnels, ont été étudiées pour leurs acgvit@otoxiques :
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D. bulbifera: la fraction soluble dans I’'AcOEt de I'extrait@® a 75% révele un
effet inhibiteur de promoteur de tumeur des cedlidpidermiques JB6 de souris
[Gaoet al, 2002] ;

D. panthaica les dioscorésides A et B, des saponosides sigueisl ont montré
une activité cytotoxiquein vitro, sur les lignées cellulaires HelLa, A 375-52 et
L929 [Donget al, 2001] ;

D. collettii var hypoglauca la protonéodioscine est toxique contre les [pales
lignées cellulaires de leucémie, du cancer du systéerveux central et du cancer
de la prostate [Hu et Yao, 2002]. La méthyl-protsdine (NSC-698790) a un
effet anti-prolifératif sur les cellules cancéreusepatiques Hep G2 (possibilité
d’une activité antimitotique) [Wanet al, 2006] ;

la meéthyl-protodioscine (un stéroide furostanol Iymigsylé naturel) est un
composé anticancéreux ayant montré une activiengietle contre les principales
lignées cellulaires de leucémie et des souchesudesurs malignes d’'un panel de
cancers humains du NCI (National Cancer InstituA) [Heet al, 2006] ;

D. membranaceat D. birmanica: les extraits aqueux et EtOH ont révélé des
activités cytotoxiques élevées et sélectives codifférents types cellulaires, a
savoir la lignée cellulaire COR-L23 des carcinoradarges cellules pulmonaires
humaines, la lignée cellulaire MCF-7 de I'adénoremme des seins humains, la
lignée cellulaire LS-174T de l'adénocarcinome duloso humain et des
kéranocytes SVK-14 normaux humains [Ithagal, 2004] ;

la diosgénine (une saponoside furostanol isoléa dartain nombre d’espéeces de
Dioscoreg est un inhibiteur potentiel des cellules du casoe HCT-116 du
colon humain, en augmentant l'inhibition et l'iddion de I'apoptose [Raju et
Bird, 2007].

2.3.3.2. Activité anti-ostéoporotique

Le spongioside A (un cholestane glycosylé), I'hylpogine G, ainsi que la méthyl-

protodioscine, tous isolés @roscorea spongiosant montré une activité antiostéoporotique
[Yin et al, 2003 ; 2004].

2.3.3.3. Effets hypoglycémiants, traitement de I’myercholestérolémie et

recherche de mesure d’anti-obésité
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Les expérimentations sur des rats rendus diabéticpre révélé des effets
hypoglycémiants en réduisant considérablementiViag&t ATP-asique Na+-K+.
Une augmentation de l'activité deatamylase sur la région proximale de la
muqueuse de lintestin gréle a été également iaeduit la suite d'une
complémentation du régime alimentaire avec un gxti& sapogénine d’igname
amer D. polygonoides[Mcanuff et al, 2003 ; 2005]. Le méme extrait diminue
considérablement le taux de glucose plasmatiqude atholestérol total des rats
rendus diabétiques [Mcanugt al, 2002], ainsi que des activités disaccharidases
de l'intestin [Mcanuff-Hardinget al, 2006].

L’extrait méthanolique d®. nipponicaa une activité potentielle inhibitrice de la
lipase pancréatique porcine dont le composé astiflee dioscine [Kwonret al,
2003].

2.3.3.4 Activités anti-oxydantes

Des extraits d'ignames sauvag&soscorea sp.du Népal, renfermant des composés

phénoliques, ont montré des propriétés anti-oxyekamtéressantes [Bhandari et Kawabata,

2004].

2.3.3.5. Activité anti-inflammatoire

D. membranacea la dioscoréanone (une phénanthraquinone) pesemd activité

potentielle contre le TNE- libéré, ainsi que les deux naphtofuranoxépiness(diréalides A

et B) qui ont montré une activité modérée. Cesniesiont conduit a 'utilisation de la plante

par les médecins traditionnels Thai pour le tragieihtes maladies inflammatoires [Tewtrakul
et Itharat, 2007].

2.3.3.6 Activités immunologiques

D. batatasDecne : le mucopolysaccharide de cette plantevalé&édes effets
immunoactifs en augmentant 'activité cytotoxiques éplénocytes murines contre
les cellules leucémiques, suggérant ainsi l'inductides réponses immunes
meédiatrices cellulaires. Il augmente également tiV@é phosphatasique

lysosomiale des macrophages péritonéaux muringro [Choi et al, 2004].
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- D. oppositaThunb : un polysacccharide isolé de cette esp&égédé lors de tests
préliminairesin vitro, une stimulation de la prolifération de la Coengyi-
lymphocyte T induite [Zhaet al,, 2005].

2.3.3.7 Effet vasorelaxant

La diosgénine fait apparaitre une relaxation vasmilinduite impliquant I'activation
du récepteur endothélial muscarinique lequel aud¢endes concentrations en calcium
intracellulaire et par conséquent la libération fieseurs relaxant dérivant de I'endothélium
notamment I'oxyde nitrique et les dérivés de la@yaxygénase activant les canaux Ca2+-K+
[Dias et al, 2007].

2.3.3.8. Propriétés antivirales

L’extrait aqueux dé. birmanicaet I'extrait EtOH deD. membranaceant montré
des effets inhibiteurs contre la HIV-1 intégras€50 respectives de 4,5 et 4,7 pg/ml).
L’extrait EtOH deD. membranacea révélé une activité contre la HIV-1 protéases(Ct 48
png/ml) [Tewtrakulet al, 2006].

2.3.3.9. Propriétés antimicrobiennes

2.3.3.9.1. Propriétés antifongiques

La prosapogénine A de la dioscine, isoléeDdecayenensisa montré une activité
antifongique contre des levures pathogenes poanite :Candida albicansC. glabrataet
C. tropicalis,avec des CMI respectives de 20,8, 6,2 et 25,0 |{§autouret al, 2004].

2.3.3.9.2. Propriétés antibactériennes

- D. bulbifera L. sativa: la fraction soluble dans le dichlorométhane ‘éatfait
brut, ainsi que les deux clérodanes, bafoudioshethiA et B, ont révélé des
activités  antibactériennes significatives contieseudomonas aerugingsa
Salmonella typhiS. paratyphi AetS. paratyphi HTeponnoet al, 2006].

- D. dregeana les extraits MeOH, aqueux et AcCOEt sont actifente

Pseudomonas aeruginofi§éelmansoret al., 2000].

2.4. INTERETS NUTRITIONNEL ET COMMERCIAL
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2.4.1. COMPOSITION CHIMIQUE ET INTERET NUTRITIONNEL

La composition chimique des tubercules est voidmeelle des pommes de terre avec
environ 25 % d’amidon, mais avec une teneur plute fen protéines. Elles en contiennent
environ 7 %, soit quatre fois plus que le manidigriame est une bonne source de calories.
L’igname contient de petites quantités de vitanBiethiamine) et de vitamine C (6 & 10 mg
pour 100 g et jusqu’a 21 mg dans certains ca$ysetariétés jaunes de patate, d’igname et de
manioc renferment du béta-carotene ou de la provi@ A. Les racines et les tubercules
contiennent de faibles quantités d’autres vitamataminéraux mais renferment des quantités
importantes de fibres. Les plantes-racines, danpéatie I'igname, contiennent généralement
une bonne quantité de lysine, moins toutefois epgelégumineuses ; la teneur en acides
aminés soufrés est insuffisante. Par exemple, diigg est riche en phénylalanine et en
thréonine, mais pauvre en tryptophane et en acdesés soufrés, cystine et méthionine.
Comme toutes les plantes-racines, I'igname présgametres faible teneur en lipides [FAO,
1991].

Une étude entreprise a Madagascar a révélé lesasitiops de quelques unes des
especes dPioscoreaprésentes dans deux régions de I'ile, celle deohttava dans la partie
occidentale et celle de Brickaville dans la pastientale. Letableau7 regroupe les teneurs

en eau, lipides, protéines, amidon et fibres dpéas analysées [Jeannedal, 2007].

Tableau 7 : Composition chimique de quelques espéces du genre Dioscorea présentes a
Madagascar d’apres Jeannoda et al. (2007).

Teneur en Teneur (g / 100 g matiére séche)

Dioscorea eau (%) Lipides | Protéines | Amidon (dont amylose)| Fibres
D. maciba 76,6 0,6 2,5 75,5 (13,8) 13,7
D. bako 88,1 0,9 5,5 67,4 (10,1) 12,7
D. ovinala 87,9 0,5 5,8 67,9 (15,7) 9,2
D. bemarivensis 62,9 0,7 1,1 82,4 (26,2) 7,2
D. antaly 0,6 7,4 78,0 (12,1) 12,1
D. sansibarensis 0,4 3,7 81,2 (26,3) 10,4
D. alata (ovy toko) 74,7 0,9 52 59,2 (19,3) 10,7
D. seriflora (oviala) 67,7 0,3 6,7 61,2 (26,8) 10,0
D. cayenensis (ovihazo) 81,1 0,6 6,5 66,4 (15,2) 6,4
D. alata (ovibe) 73,6 0,6 6,3 61,3 (38,2) 35
D. alata (ovy masoandrovolo) 78,8 0,8 3,6 42,5 (9,5) 37,0
D. alata (ovy soroka) 81,0 0,7 6,2 52,0 (13,8) 15,0

2.4.2. PRODUCTION ET INTERET COMMERCIAL

Les ignames sont une culture importante au plandmbmpuisqu’elles occupent 4

millions d’hectares et produisent une récolte atautenviron 40 millions de tonnes répartis
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dans 56 pays. Cette culture a néanmoins régresa@td=lle du manioc, plus facile a cultiver

selon les variétés, les sols. Les principaux payslycteurs sont en Afrique de I'Ouest
[http://www.fao.ord

Les tubercules riches en amidon sont consommeégyeesxclusivement dans les
régions tropicales.

Les ignames sont consommeées cuites, braiséesteni Belon les espéces et variéteés,
le golt est trés variable, trés agréable, tendsei@€é dans certains cas, farineux, au godt de

chataigne le plus souvent. Certaines especes, nmatnafricaines, sont acres ou ameres,
mais pas véritablement toxiques.

La production annuelle d'ignames, des années résemtar les principaux pays
producteurs est résumée dantaldeaus.

Tableau 8 : Production annuelle d'ignames [Données FAOSTAT].

Production en tonnes
Pays Année 2003 Année 2004
Nigéria 27 000 000 67 % 27 000 000 66 %
Ghana 3812 800 9% 3870 400 10 %
Cote d’lvoire 3 000 000 7 % 3000 000 7 9%
Bénin 2 408 581 6 % 2 500 000 6 %
Autres pays 4 254 477 11 % 4284 472 11 %
Total 40 475 858 100 % 40 654 872 100 %
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3 - DONNEES SURDioscorea antal Jum & Perr.

3.1. DESCRIPTION BOTANIQUE [Burkill, 1950]

Dioscorea antalyJum. & Perrest une espece endémique de Madagascar identiiée p
Jumelle et Perrier de la Bathie. Dans la colleckdrlore de Madagascar et des Comores,
44eme famille », Burkill 'a décrite comme une pglmyant une corme gisant dans le sol a
prés de 30 cm de profondeur, émettant de nombraasewes horizontales, au-dessous de
nombreux tubercules et au-dessus une tige ascendadicante aux noeuds dans la couche
humifere superficielle. Les tubercules, a chainble, mais virant a I'orange au contact de
I'air, sont en forme de massue allongée pouvamt éttiers ou parfois diversement lobés
(ramifiés), tous turgescents et en voie de crossau moment de la floraison. lls peuvent
atteindre 30 cm de long ou méme plus. La tige esea d’aiguillons et elle est glabre. Les
feuilles sont opposées altern@&sgure 16). Elles sont finement pubescentes a I'état jeune. La
pubescence persiste plus longtemps sur les nerdees$euilles adultes. Le pétiole, un peu
dilaté et embrassant la tige a la base, est sotmeht. Il est aussi long que le limbe lequel est
largement ovale-cordé (15 a 20 cm de long et dgejaa larges auricules arrondies et a long
(1 & 2 cm) acumen aigu. Les nervures, au nombr@ @ell, ordinairement avec des poils
écailleux et durs, sont saillantes a la face iefém. Les inflorescences males sont glabres,
solitaires, atteignant jusqu'a 35 cm de long et portant un épi simple de fleurs sessiles,
solitaires ou groupés en cymes contractées etmdta 7 fleurs. Les fleurs sont espacées de
2 a 12 mm. Les bractées sont triangulaires, magigea et plus longues que les fleurs ou les
groupes de fleurs. Les boutons floraux sont glabylet le périanthe est jaune verdatre. Les
inflorescences femelles récurvées sont aussi langue les inflorescences males. Les fleurs
sont solitaires et sessiles a l'aisselle d’'une téeacourte et large. Les staminodes sont nus et
I'ovaire est non contracté en volume au sommetadsule est réfléchie, obovale a oblongue
(4a5x 27 a4 cm)dans son contour. Les trdesdde 4 a 7 mm de large) deviennent
ligneuses a la fin et alternent avec trois costules graines sont insérées au-dessus du milieu
de la loge. Elles sont aigues a I'extrémité avedim terminal et une aile bien développée
(15 a 20 x 6 mm) vers la base de la capsule ebpgéke sur le bord externe jusqu’a l'autre

extrémité.

La floraison a lieu du mois d’octobre au mois devjar et la fructification pendant la

saison séeche.
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Figure 16 : Dioscorea antaly Jum. & Perr. :

a) Pied en forét ;

b) Inflorescence male ;

c) Fruits ;

d) Tubercules

e) Coupes de tubercules montrant le changement de couleur de la chair au contact de I'air
(allant du blanc beige a l'orange);

f) Site d’enquéte (un village de Beroboka)
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3.2. REPARTITION GEOGRAPHIQUE

Dioscorea antalydum. & Perr. se rencontre dans les foréts tropgshyde 0 & 900 m
d’altitude, ainsi que sur tous les sols pas trapear du domaine occidental (Ankarana,
Ankarafantsika, Ambongo-Boina, Isalo, Menabe, QOmnjlaManambolo, ...) [Burkill, 1950].
D’aprés de récentes investigatiorBjoscorea antalyJum. & Perr. a une plus large
distribution a Madagascar. Un apercu de cetteiligion est présenté sur fmure 2, carte
établie a partir des sites ou des herbiers ont@téectionnés et déposés dans des herbiers de
référence [Jeannoda, 200840re 17).

Dans la région du Menabe, notre site d’enquéte eetr@tolte, la plante a été
inventoriée a Beroboka et dans la commune de Tamaafu nord de Beroboka [Projet
FADES, 2005].

Dioscorea antalyJum. & Perr. pousse principalement sur les tesraifuvionnaires
(baibohg longeant les cours d’eau ainsi que dans lesdatégradées du Menabe [Jeannoda
et al., 2003 ; Projet FADES, 2005].

3.3. CLASSIFICATION

L’espéceDioscorea antalyJum. & Perr. appartient a la classe des Liliopsidda
sous-classe des Lilidae, a I'ordre des Dioscorgalés famille des Dioscoreaceae et au genre

Dioscorea.

Dans les difféerentes régions du sud de lile, lbzsp est connue sous différentes
appellations vernaculaired sihina (Antandroy) ;Antandenaet Veoveo(Bara) ;Papa(Bara),

antadyou plus fréquemmerintaly.
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Figure 17 : Carte de répartition de Dioscorea antaly Jum. & Perr- (en gris sur la carte)

[Source : JEANNODA V. H., 2009]

. : Lieux de collecte d’échantillons d’herbier de Dioscorea antaly déposés dans

des herbiers nationaux et internationaux
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4 - ENQUETES ETHNOBOTANIQUES

Les enquétes ont été menées dans la localité deb@e. Cette commune rurale se
trouve dans le district de Belo sur Tsiribihinagiodh du Menabe. Elle se situe a environ 60
km au Nord-Est de Morondava, sur la route nationdfe 8A reliant Morondava a

Belo/Tsiribihana.

La population de Beroboka est constituée d’envif@®0 habitants. Cette population
est composée de plusieurs groupes ethniques doSalalava, les Antesaka, les Antemoro et
les Antefasy. L'ethnie Sakalava est numériqguemanplus importante. Leurs principales
activités sont I'agriculture et I'élevage. lls poatent la polyculture (culture de riz, mais,
arachide, haricot, lentille, manioc et patate dpetelevent des bovins, des caprins, des ovins

et des volailles [http://www.menabe.gov.mg].

Le but de ces enquétes a consisté a collecterstteganformations pertinentes relatives
a Dioscorea antaly,notamment sa toxicité et ses éventuelles utitisati Les personnes
enquétées ont été composées d'autorités localestedbniciens des services techniques
décentralisés et d’'organisations non gouvernemesgjtale ménages paysans et autres
personnes ressources dont des guides, des gardsteic.

La méthode d'approche participative que nous aviaggpliquée (enquétes,

discussions...) nous a permis d’obtenir diversesiétions.

* Douze espéces dignaméaviald) se rencontrent dans la localité. Elles se trotiven
pour la plupart a I'état sauvage et ne sont pas/éek. Elles sont toutes consommeées,
mais si certaines commni®. bako(bakg et D. maciba(ovy) sont trés appréciées et
recherchées, d’autres telles qgudoscorea antaly,D. ovinala (angily) et D.
sansibarensisiveove), a cause de leur amertume et/ou de leur toxicieé,sont
consommeées que par nécessité.

« Dioscorea antalymalgré la faible préférence qu’on lui accordajstitue un appoint
alimentaire indispensable surtout pour les plusu@ésmpendant la période de disette
qui se situe entre les mois de novembre et mars. ¢&tains menages, il remplace le
riz. Sa consommation nécessite une préparatiotaptéavisant a éliminer 'amertume

et la toxicité des tubercules. La préparation cangies étapes suivantes :
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- le tubercule est d’abord épluché, puis coupé erceaix ;

- les cossettes ainsi obtenues sont placées dars @m gute ;

- le sac est immergé dans I'eau courante (fleuvaimseau) pendant trois a sept
jours ;

- les cossettes sont ensuite mises a sécher au soleil
Les cossettes ainsi préparées peuvent étre CONSEBTAENASS CUISSON OU CONServees.

* A propos de la toxicité dBioscorea antalyfdum. & Perr., bien gu’elle ait été souvent
évoquée pendant les enquétes, aucun cas conanébxitation n'a été rapporté a
I'exception d’'un témoignage selon lequel pendanpéaiode de disette des enfants
affamés d’'une méme famille ayant mangé des tubescafus non traités ont été
gravement intoxiqués. Les enfants, trés malades, neemifesté des symptdmes
d’ivresse, mais ont survécu. Il n’est pas exclu diaatres intoxications ont eu lieu par
le passé.

* La plante ne fait I'objet d’aucune autre utilisatiempirique, alors que ses congéneéres
D. sosoet le redoutabld. sansibarensisont respectivement utilisés pour soigner les

maux d’estomac et pour tuer les animaux nuisibis et corbeaux).
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5 — ETUDE CHIMIQUE

Les travaux ont été conduits dans I'esprit du RBEDES sur les ignames (cité plus
haut) dont le principal objectif est d’approfontiis connaissances sur ces plantes utiles pour

mieux les protéger et les valoriser.

En ce qui concerne les études sur le plan chimigués n’avons pas ciblé uniguement
les principes toxiques, mais tous les composésighas présents dans les tubercules. Aussi,

les travaux ont-ils notamment porté sur :

* la mise au point de procédeés d’extraction et ddipation permettant I'isolement des
constituants chimiques des tuberculesDdeantaly Jum. & Perr. dont les principes
toxiques ;

* la détermination de leur nature chimique.

5.1 PREPARATION DES TUBERCULES

Le matériel d’étude a été récolté en mai 2004 thatxcalité de Beroboka.

Les tubercules déterrés sont lavés, essorés poiaipés en rondelles d’environ cing
millimétres d’épaisseur puis séchés. Le séchagéisiu soleil (dans une serre) durant 48
heures. Quinze kilos de tubercules frais ont étsi @réparés. A partir de ce mode de séchage,
la teneur en eau des tuberculedDi@scorea antalyJum. & Perr. est estimée a environ 70%,

les 15 kg de tubercules ont permis d’obtenir 3,§8l& cossettes séchées.

Les cossettes séchées sont broyées jusqu’a palv@nisLa poudre ainsi obtenue est
conservée dans des bocaux fermés hermétiguemerdsptians un endroit bien sec a la

température ambiante.

5.2. ETUDES PHYTOCHIMIQUES PRELIMINAIRES

Un criblage phytochimique réalisé sur des extraitsts de tubercule a réveélé la
présence de tanins et de polyphénols, de flavoapi#eleucoanthocyanes et d’iridoides. Les
alcaloides et les saponosides, composés relatitelcmrants dans les tubercules de

Dioscorean’ont pas été trouves.
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5.3. EXTRACTION ET PURIFICATION

5.3.1. EXTRACTION

5.3.1.1. Extraction avec des solvants organigues

La poudre de tubercule finement broyée (546 geeektraite successivement avec le
cyclohexane, le méthanol, le dichlorométhane etate d’'éthyle (Cf. § 2.1.1, p. 180). Les
rendements obtenus sont respectivement de 0,10%%62 0,06% et 1,52%. Les différentes
étapes sont résumées sufigmre 18. L’extrait CH2CI2 obtenu avec un trés faible rendame
(R=0,06%) laisse supposer une absence ou un ilds faux d’alcaloides contenus dans les

tubercules.

Poudre de tubercul®( antaly)
(5460)

Cyclohexan

(LR-C = 0.806 g)

Extrait cyclohexanique | Marc |

MeOH

Marc Extrait méthanolique
(LR-M = 14.634 g)

AcOH 2% (pH=3 : AcOE!

Neutralisation
NaHCO3 (pH=8-9)

Extrait acétate éthylique| Phase aqueuse
(LR-M1 =6.161 g)

CH.CI
Phase aqueuse Extrait
(LR-M3 =9 ¢) dichlorométhane
(LR-M2 =0.330 Q)

Figure 18 : Résumé des différentes étapes d'extraction avec les solvants
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5.3.1.2. Extraction agueuse ou décoction

Pour se rapprocher du procédé de détoxication iomeré lors des enquétes
ethnobotaniques, nous avons réalisé une extraatien de I'eau a froid pour récupérer les
composés hydrosolubles dont certains sont suppisggesponsables des intoxications. La
poudre de tubercule est macérée dans de 'eallédisé température ambiante. Le rendement

élevé obtenu en extrait brut (R = 13,6%) montnedlaesse de I'extrait en composeés polaires.

5.3.2. PURIFICATION

5.3.2.1. Purification et isolement des constituante I'extrait par AcCOEt

Un premier fractionnement de [I'extrait AcOH®B,72g) a été effectué par

chromatographie sur colonne de silice et a fouBniractions ([F1] a [F13]).

La purification de ces sous-fractions jusqu’a faiiion de composés purs a été
réalisée grace a des enchainements de différerddedes chromatographiques, sur gel de
silice en phase normale et en phase inverse, girgspar exclusion stérique sur Sephadex
LH-20, par MPLC et HPLC (CF. 82.1.3, p. 181). Cimdaproduits ont été obtenus purs par

recristallisation.

Ainsi, de cet extrait AcOEt, 13 composés ont étéis dont quatre présentent des
structures nouvellegigure 19).

Figure 19 : Les différentes étapes menant a |'obtention des trois produits nouveaux
(D5 : antadiosbulbine A, et D6 : antadiosbuline B et D12 : 8-épidiosbulbine G).

Le schéma ci-apresfidure 20) représente le procédé d’isolement des différents

constituants chimiques de I'extrait par 'AcOEt.

Figure 20 : Schéma d’isolement des constituants de I'extrait par AcOEt.

- 38 -



Etude deDioscorea antalydum. & Perr.

5.3.2.2. Purification et isolement des constituasitde I'extrait aqueux

Un premier fractionnement de I'extrait aqueux (14 agété effectué sur colonne
d’amberlite XAD4 (éluant : H20 100% MeOH 100%) nous a permis d’obtenir 12 fractions

[E1] a [E12]. Les répurifications ont été entrepsisur les fractions peu polaires.

La purification de la fraction E-9 (388 mg) sur@ohe de SephadexLH-20 avec du
MeOH a fourni les composéx11 (29 mg),D12 (3 mg),D14 (12 mg) ainsi qu®15 (6 mg).
Celle de la fraction E-10 a fourni a nouveau le posg D11 (28 mg), un mélange de

terpénoides (D5+D6) ainsi que le compbdd (2mg).

Il est & noter qu’a partir de ces fractions pewipes provenant de I'extrait aqueux, les
composés majoritaires (norditerpenes et flavongigessents dans I'extrait ACOEt ont été

isolés, ce qui expliquerait que la détoxicationgdéeau entrainerait les composés amers.

Un deuxiéme fractionnement de 10,8 g d’extrait acuee fourni 8 fractions (mais les

tentatives de purification n’ont pas abouti a isole composés purs).

EB aqueux
(14 9)

XAD 4 (H20 100%— MeOH 100%)

El E VI EIX EX EXII

Cc LH-20 Cc LH-20
(MeOH) (MeOH)

| | | | | | | |
E2-1 E2-2 D15 E3-1 D11 D14 D16 E3-10
(33mg) (6 mg (7 mg)

Lavage cristaux
(MeOH)

D12 D11’
(3 mg) (29 mg)

Figure 21 : Schéma de purification de I'extrait brut aqueux.
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5.4. DETERMINATION STRUCTURALE

5.4.1. STRUCTURES DES COMPOSES DE LA CLASSE DES
DITERPENOIDES

5.4.1.1. Structure des composés D11 et D11' : 8-@&osbulbine E

Le composéd11 a été isolé sous forme d’un solide amorphe, optitent actif, §i]p*°
-16 € 0,3, CHCI3). Le spectre de masse ESI-Q-TOF, enemuukitif, du compos®11
montre I'ion moléculaire protoné [M+H]+m@a/z= 347,1485 (calc. poursgH,30s : 347,1493)
correspondant a la formule brutedd,,0s . Le spectre de masse D&1’, enregistré dans les
mémes conditions, présente l'iomoléculaire protoné [M+H]+ am/z = 347,1455,
correspondant a la méme formule brute. Cette fanmplique neuf degrés d’insaturation.
Son spectre d’absorption dans l'infrarouge préseete bandes & 1740 cm-1 (lactones), a

3636 cm-1 (hydroxyles) et a 3150 et 1505 cm-1 staggéa présence d’'un cycle furanique.
5.4.1.1.1. Structure du composé D11

Le spectre RMN 1H dé11 en solution dans CDgImontre, dans la région des
protons aromatiques la présence de trois signayd®; 7,37 et 6,40 ppm, intégrant chacun
pour un proton. On observe, entre 4,0 et 5,5 pgrsigaux de trois protons qui se présentent
sous forme d’un doublet de doublet a 5,49 ppm, dioublet de doublet a 4,85 ppm et d’'un
doublet de doublet dédoublé (1H) a 4,14 ppm. Darrgdion des protons aliphatiques, entre
1,0 et 2,8 ppm, les signaux de 16 protons sonhdisés, dont un singulet intense a 1,10 ppm,
intégrant pour trois protons et attribué a un gement méthyle. Enfin, un signal large est
observé a 2,30 ppm et il attribué a un hydroxyée, icne donne pas de corrélation dans le
spectre HSQC.

Le spectre de RMN13C montre la présence des 19meashde la formule brute, dont
quatre méthylénes (CH2) a 28,2 ; 29,7 ; 38,3 & BPm, quatre carbones quaternaires a 34,6;
125,0 ; 171,8 et 179,2 ppm (les trois derniers téties carbonesp2 du fait de leur
déplacement chimique), un méthyle a 22,0 et dixhnés a 29,7 ; 42,7 ; 43,3 ; 45,5 ; 69,4 X
2;78,0;108,5; 139,7 ; 143,5 ppm. Deux de céthimes sont liés a un atome d’oxygéne et
trois sont des carbonep?2 (Tableau9). La molécule présentant 9 degrés d’insaturation e
comportant 2 doubles liaisons et 2 carbonylespestacyclique. L'attribution compléte des
protons et des carbones a été réalisée graceafysardes spectres de RMN 2D.
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L’examen du spectréH-'H COSY a permis de mettre en évidence les quatis-so
structuresa ad suivantesKigure 22) :

- le proton a 4,85 ppm (H-2) dont le déplacement @jum suggére que le carbone
qui le porte est lié a un atome d’'oxygene, estéérd’'une part avec les protons a
2,10 et 1,45 ppm (CH2-1) et d’autre part aux pretar2,52 et 1,77 ppm (CH2-3) et
ce méthylene est corrélé au proton a 2,65 ppm (Hudest lui méme corrélé a
celui a 1,80 ppm (H-5). L'ensemble définit la satisscturea ;

- le proton a 2,71 ppm (H-10) est corrélé a celui,& Jppm (H-5) qui a son tour
donne une corrélation avec le proton a 4,14 ppné)(Hze dernier est corrélé aux
protons a 2,75 et 1,88 ppm (CH2-7) qui sont cosréléelui a 2,25 (H-8) ppm. Ces
données définissent la sous-structure

- le proton oxy-méthine a 5,49 ppm (H-12) est corgéléeux a 1,74 ppm et a 2,08
ppm du groupe méthylene CH2-11 dont le carbone& &§,6 ppm (sous-structure
c);

- le proton 6,40 ppm (H-14) est corrélé aux protods4d et 7,37 ppm et 'ensemble
est caractéristique d’un furane monosubstitué (strustured).

Les carbones protonés ont été identifiés et carél& protons auxquels ils sont liés
grace au spectre HSQTgbleau9).

d H
14 | /
H _,Jlj‘r
\
sous-structure a sous-structure b sous-structure ¢ sous-structure d

Figure 22 : Sous-structures a, b, c et d déduites du spectre H-H COSY du composé D11.

Les différentes corrélations a longue distancegenl@é®es sur le spectre HMBC ont
permis de relier entre elles les différentes soustiresa ad (Figures22 et 23A et Tableau
9):

- le proton H-15 & 7,37 ppm porté par le carbone&5lgpm, est fortement corrélé
aux carbones a 108,5 et 139,7 ppm, mais faibleanast celui a 125,0 ppm (C-13).
Le proton H-16 (7,45 ppm) lié au carbone a 139,m ppst fortement corrélé avec
ceux a 125,0 et 143,5 ppm et faiblement corrél€ aeti a 108,5 ppm (C-14). Le
proton H-14 & 6,40 ppm est lié au carbone a 108 ¢t est fortement corrélé aux
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carbones a 139,7 et 143,5 ppm, mais faiblemenéléoarcelui a 125,0 ppm (C-13)
constituant ainsi le cycle furanique Celui-ci est relié au cycle via une liaison
entre les carbones C-12 et C-13, car le spectre EMiBntre les corrélations entre
le carbone C-13 et les protons H-11 a 2,08 et fiprd et H-12 a 5,49 ppm;

- le proton a 5,49 ppm (H-12) porté par le carbon@a ppm correle avec les
carbones a 125,0; 139,7 et 45,4 ppm reliant dmsous-structure au noyau
furanique (sous-structurd). Le carbonyle de lactone a 171,8 ppm (C-17) est
corrélé aux protons a 1,88 et 2,75 ppm §GMet a 2.25 ppm (H-8) ce qui permet
de le lier au carbone C-8. De plus, il est cora@gléroton a 5,49 ppm (H-12) ce qui
permet de refermer le cycle lactoniqueen liant le carbonyle C-17 au carbone C-
12via un atome d’'oxygéene ;

- les protons du méthyle a 1,10 ppm (carbone a 2prQ) pcorrelent avec les
carbones a 29,7 (C-10) ; 34,6 (C-9) ; 39,6 (C-18¥55 ppm (C-8), ce qui permet
de lier ce méthyle (C-20) au carbone C-9 ;

- le proton & 2,71 ppm (H-10) porté par le carbonierggonne a 29,7 ppm, correle
avec les carbones a 69,4 (C-6) ; 45,5 (C-8) ; 42;B) et 34,6 ppm (C-9), ce qui
permet de fermer le cycle;

- le proton a 2,25 ppm (H-8) porté par le carbone5®& ppm corréle avec les
carbones a 29,7 (C-10), 69,4 (C-12), 34,6 ppm (39 ppm (C-11), au méthyle
a 22,0 ppm, ainsi qu'au carbonyle a 171,8 ppm (Cdant le déplacement
chimique est caractéristique d’'une fonction lactoBies résultats permettent de
relier la sous-structure aux sous-structuresetc ;

- le proton & 2,65 ppm (H-4) porté par le carbon&,8 $pm corréle fortement avec
les carbones a 29,7 (C-10), 78,0 ppm (C-2) et aboogle a 179,2 ppm (C-18).
Des corrélations moins intenses sont observeeslesearbones a 38,3 ppm (C-3),
42,7 ppm (C-5) et 69,4 ppm (C-6). Ceci permet deerréa sous-structur@ a
'ensemble des autres sous-structures.

- le carbonyle de lactone a 179,2 ppm (C-18) présdate corrélations a 2 et 3
liaisons avec respectivement H-4, H-3 et H-5, decquoduit a le lier au carbone C-
4. Par ailleurs, il donne une tache de corrélattense avec le proton a 4,89 ppm

(H-2) ce qui permet de refermer le cycle lactoniguele carbone C-2

L’ensemble des données conduit ainsi a la strugtaree du composel1l (Figure 23 B).
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Figure 23 : A : Principales corrélations observées dans le spectre HMBC entre les sous-structures
a, b, cetd; B: Structure plane du composé D11 ; C : Principaux NOEs (en bleu) observés dans
le spectre NOESY de D11.

Tableau 9 : Données de RMN 13C et 1H pour le composé D11 (8-épi-diosbulbine E) en solution
dans CDCI3 et dans Pyr-d5 pour D11’ (1H : 400.13 MHz).

N° D11 (CDClg) D11’ (Pyr-d5)
¢ OH m J (H2) ¢ o4 m J (Hz)
1a (éq) 28,2 | 2,10 dddd 13,3:;6,0:49:1,7| 28,4 | 1,97 dddd 12,3;6,0; 5,0; 1,5
b (ax) - 1,45 ddd 13,3:12,2:0,9 - 1,31 ddd 12,3;12,1; 1,2
2 (é9) 78,0 | 4,85 dd 55:4,9 776 | 4,73 dd 5,5:5,0
3a(éq) 38,3 | 252 dddd 116:;55:;5,1;1,7| 38,6 | 2,32 dddd 11,5;5,5;5,5; 1,5
b(ax) - 1,77 d 11,6 - 1,62 d 11,5
4 (éq) 43,3 | 2,65 ddl 51:;1,1 43,6 | 2,63 dd 55:1,8
5 (ax) 427 | 1,80 ddd 125:2,0;1,1 434 | 1,75 ddd 12,1:1,8: 1,5
6 (¢9) 69,4 | 4,14 ddd 25:22:20 68,8 | 4,19 ddddl 34:22:15:15
Ta (éq) 29,7 | 2,75 ddd 14,7 : 3,2 ;2,2 31,2 | 2,99 ddd 14,2:3,4:2,0
b (ax) - 1,88 ddd 14,7 :6,3: 2,5 - 1,91 ddd 14,2:6,5; 2,2
8 455 | 2,25 dd 6,3:2,1 459 | 2,41 dd 6,5:2,0
9 34,6 - 34,8 -
10 (ax) 29,7 | 2,71 ddd 12,5:12,2:6,0 30,1 | 3,09 ddd 12,1:;12,1;6,0
1la(éq) | 39,6 | 2,08 dd 15,4: 3,1 395 | 2,04 dd 14,6 ; 3,1
b(ax) - 1,74 dd 15,4 ;12,3 - 1,80 dd 14,6 ;12,6
12 (ax) 69,4 | 549 dd 12,3:3,1 69,5 | 5,56 dd 12,6 ; 3,1
13 125,0 - 126,4 -
14 108,5| 6,40 dd 1,8:0,9 109,4| 6,53 dd 1,9:0,8
15 143,5| 7,37 dd 1,8:1,7 143,9| 7,56 sl
16 139,7| 7,45 ddd 1,7:09:0,5 140,4| 7,59 sl
17 171,8 - 171,8 -
18 179,2 - 178,3 -
20 220 | 1,10 s 219 | 0,98 s
OH - 2,30 sl - 569 s

La constante de couplage de H-5 avec H-10=(12.5 Hz) est en faveur d'une
configuration relativérans. Comme le montre leur constante de couplage mejygkE 12,1
Hz), le proton H-10 est également en dispositians-diaxiale avec H-1b, qui se trouve donc
B-axial. Le proton H-2 est de ce f@itéquatorial. Le proton H-4 qui ne présente queaddds

couplages avec H-3a et 3b%£ 5,1 et 1,1 Hz) est donc aufséquatorial. Les protons H-6 et
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H-8 qui ne présentent également que de faibleslagep avec les protons du méthyléne en 7
sont donc aussi en positifldéquatoriale. En revanche, H-12 qui présente unstante de
couplage caractéristique d’'une dispositimans-diaxiale avec H-11hJ(= 12,3 Hz) est-axial

sur le cycleC (TableaulQ).

Ces propositions de configuration relative sontficorées par les corrélations NOEs
observées sur le spectre NOESKigure 23C). Le méthine H-8 donne des corrélations
intenses avec le méthyle -20 et les protons HBAHaxial) et H-11b f—axial). De méme, des
corrélations intenses sont observées d’'une pa# ehtl et a la fois H-3a, H-3b, H-5 et H-6 et
d’autre part entre H-5 et H-6. Tous ces protong donc sur la méme fagede la structure.
Les protons H-10 et H-12 sont corrélés entre ewnoatavec les précédents sont donc sur la

facea.

Figure 24 : 8-épi-diosbulbine E (D11).

L’ensemble de ces données permet de proposer @aanmposd 1], la structure 8-

épi-diosbulbine E : c’est donc un norditerpénoidédadclasse des clérodanes.
5.4.1.1.2. Structure du composé D11’

Pour confirmer la structure proposée et en paricgour résoudre des superpositions
de signaux observées dans le spectre enregistréOdduen solution dans CDg;lI'étude
RMN a été reprise pour ce composé en solution danpyridine deutériée (Pyds).
L’échantillonD11’ a été isolé par recristallisation dans le méthdedh fraction [20] issue de

I'extrait deD. antalypar I'acétate d’éthyle.

Le spectre RMN 1H réalisé dans de la pyridigeévele dans la région des aromatiques
la présence de deux singulets larges, a 7,56 @tppi, ainsi qu’'un doublet de doublet a 6,52

ppm, intégrant chacun pour un proton ; le singléege a 5,69 ppm est attribué a un
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hydroxyle. Les signaux entre 5,60 et 1,00 ppm samibués aux 18 autres protons de la

molécule(Tableau9).

69,4 ppm (en solution dans CREIsont maintenant distincts, respectivement a 68{&0,5
ppm. L’'analyse de leurs corrélations dans le speetMBC confirme la structure plane

proposée précédemment pdtl (Figures23 A et B) et celle de son spectre NOESY de la

Le spectre RMN 13C fait apparaitre les signaux@leaktbones dont quatre quaternaires
a34,8;126,4;171,8 et 178,3 ppm, quatre métlegeéx 28,4 ; 31,2 ; 38,6 et 39,5 ppm, un
méthyle a 21,9 ppm et 10 méthindsifleau9). Les deux carbones C-6 et C-12 confondus a

configuration relative d®11 (Figure 23 O.

Tableau 10 : Corrélations observées dans les spectres de RMN 2D pour D11 et D11’.

D11 (CDCI3) D11’ (pyridine-d5)
cn 3C |COSY | HMBC (H>C) NOESY 5C |COSY | HMBC (H>C) |NOESY
1 28,2 |2 3,7,9,10 11,2 28,4 2,3,5,9,10, 5,2
2,3,5,7,8,9,10,9,17,20
2 78,0 | 31 3,4,7,10,19 3,1,11,5 776 3.1 5,10,19 1 3
3 38,3 1,24 1,2 38,6 1,2,4,19 1
4 43,3 | 3 7,10,3,5,6,12,2,19 3 436 3,5 2,5,6,10,19 |5,3
5 42,7 7,10,9,3,4,19 20 43,4 3,4,10,19 3,2
6 69,4 | 115 11,14,13,15 7,4,8,10 68,8 7,11 17,4,
7 29,7 | 5,3 20,1,9,3,11,5,8,6,12,17 7,11,3 31,2 8 17 8, 8,2
8 455 | 10 20,7,10,9,11,6,12,17 10,11, 2 459 7 1®0,9,6,17 7,11,20
9 34,6 34,8
10 29,7 |51 5,6,8,9 8 30,1 | 15 1,5,6,9,20
1,3,5,6,8,9,11,12,17,20
1la | 39,6 5,6,7,8,9,10,12,13,19,20 | 20 395 | 5 8,9 20
1,2,3,5,7,8,9,10,17,20
b 8,9,10,12,13,20
12 69,4 | 10,6 4,7,8,10 7,1,11,3 69,6 11 13,14,15 ino,
13 | 1250 126,4
14 108,5 13,15,16 12 109,4 13,15,16
15 143,5| 14,15,16| 13,14,16 16,14,12 1439 12 18614, 16
16 139,7 | 14 13,14,15 14 1404 14
17 171,8 171,8
19 179,2 178,3
20 22,0 7,10 219 8,9,10,11,12,15,1
7

obtenu par différents auteurs a partir e bulbifera [Murray et al, 1984; Shriram et al.

2008]. Aussi, pour confirmer sa structure, le cos®D11 a été acétylé par le mélange

Si la 8-épidiosbulbine ED(11) est un composé original, son dérivé acétylé adtit

-45 -




Etude deDioscorea antalydum. & Perr.

anhydride acétique/pyridine et le produit de lacté@ comparé a l'acétate de la 8-

épidiosbulbine E.

5.4.1.1.3. Structure du composé D11 acétylé

Le composéD11 a été acetylé par le mélange anhydride acétiqudipgr puis le
deérivé obtenuD11Ac purifié par cristallisation. Analysé par spectroriggtle masse ESI-Q-
TOF, en mode positif, il donne un ion moléculaimtpné [M+H]+ am/z = 389,1485
correspondant a la formule brute;8,40; (calc. pour GiH,s07: 389,1608).

Le spectre de RMN 13C (GDD) comprend outre les 19 signaux analogues de ceux

observés précédemment pobdl, deux signaux a 20,9 et 170,0 ppm, respectivement
caractéristiques du méthyle et du carboxyle d'wupe acétyle.

L’analyse des spectres de RMN 2IBi{H COSY, HSQC, HMBC) de cette molécule
permet de retrouver et d'attribuer tous les élémate structure déja décrits poDdl
(Tableaull). En particulier, le spectre HMBC présente de ¢adlte corrélations entre :

- le carbonyle a 175,7 ppm (C-18) et les protons3a &i-2), 2,57 (H-4), 1,95 (H-
5), 2,51 et 1,77 ppm (H-3a et 3b). Ceci impliqudid@&son de ce carbonyle de
lactone avec le carbone C-4 et la fermeture dwedgcitonique sur le carbone C-2.

- le carbonyle a 170,8 ppm (C-17) et le proton a 4}8%8), ce qui implique la
liaison de ce carbonyle avec le carbone C-8.

- le carbonyle & 170,7 ppm (C-21) et les protonsl8 §i-6), 2,83 et 1,87 ppm (H-
7a et 7b), 1,99 (CH22). Ce qui permet d’'identifier le groupe acéttale le lier a

I'oxygéne du carbone C-6.

Le spectre NOESY montre des corrélations inteesé® le proton H-6 et les protons
H-4, H-5, H-7€éq et plus faiblement avec H-7ax. ketpn H-8 qui est fortement corrélé avec
les protons H-7éq, H-7ax, H-fldx, est donc sur la fadg: il est axial sur le cycl€ et
équatorial sur le cyclB. Les protons H-10 et H-12 sont fortement corréldse eux et sur la

facea de la molécule.

Toutes ces données conduisent a la structuret@l&cépidiosbulbine E poub11Ac.
Ces valeurs sont identiques a celles observéescpttermolécule en solution dans CB@4r

Murray [Murray et al., 1984[Toutefois, certaines attributions qui avaient étippsées avec
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des incertitudes par ces auteurs sont maintenaliséés sans ambiguités [Shriram, 2008 ;
Murray, 1984].

Tableau 11: Données de RMN 13C et 1H pour les composés D11 (8-épi-diosbulbine E) et son

dérivé acétylé D11AC en solution dans CDCI3 (1H : 400.13 MHz).

N° D11 (CDCk) Acétyl-D11(CDCl)
50 6H m J (HZ) 50 6H m J (HZ)
la(éq) 282 | 2,10 dddd 13,3;6,0:49:;1,7| 28,2 2,10 dddl 13,3;6,0;5,0
b (ax) - 1,45 ddd 13,3:;12,2:;0,9 - 1,46 ddd 13,3;12,0;1,1
2 (éq) 78,0 | 4,85 dd 55:4,9 76,4 4,85 dd 55:4,7
3a(éq) 38,3 | 262 dddd 11,6;5,5;5,1;1,7| 38,6 2,51 dddd 11,4;5,7;5,5:1,7
b (ax) - 1,77 d 11,6 - 1,77 d 11,5
4 (éq) 43,3 | 2,65 ddi 51:;1,.1 42,0 2,57 dd 58:1,6
5 (ax) 42,7 1,80 ddd 12,5:;2,0;1,1 41,2 1,92 ddd 12,3:2,0;2,0
6 (€q) 69,4 | 414 ddd 25:;2,2:2,0 69,0 5,15 dddl 28:27:27
7 a(éq) 29,7 | 2,75 ddd 14,7:;3,2:;2,2 26,8 2,83 ddd 15,1;3,1;21
b (ax) - 1,88 ddd 14,7;6,3;2,5 - 1,87 ddd 15,1:;6,2;2,6
8 455 | 2,25 dd 6,3:2,1 45,9 2,31 dd 6,2:2,1
9 34,6 - 34,5 -
10 (ax) 29,7 | 2,71 ddd 12,5:;12,2;6,0 31,6 2,60 ddd 12,3;12,0; 4,0
1la(éq) 39,6 | 2,08 dd 15,4;3,1 39,7 2,11 dd 14,7 ; 3,3
b (ax) - 1,74 dd 15,4 ;12,3 - 1,78 dd 14,7 ;12,6
12 (ax) 69,4 | 549 dd 12,3;3,1 69,6 551 dd 12,6 ; 3,3
13 125,0 - 124,9 -
14 108,5 | 6,40 dd 1,8:0,9 108,6 6,41 ddl 1,9:0,8
15 14355 | 7,37 dd 1,8:1,7 143,9 7,40 ddl 19:1,6
16 139,7 | 7,45 ddd 1,7;0,9:;05 139,9 7,48 ddd 1,6;0,8;0,8
17 171,8 - 170,8 -
18 179,2 - 175,7 -
20 22,0 1,10 s 21,9 1,16 s
OH - 2,30 sl - -
21 CO - - 170,7 -
22 CH3 - 20,9 199 s

Figure 25 : Structure de la 6-0-acétyl-8-épidiosbulbine E.
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5.4.1.2. Structure du composé Qdiosbulbine E

Le spectre de masse ESI-Q-TOF, en mode positifcaaposéD7 montre I'ion
moléculaire protoné [M+H]+ @n/z= 347,1378 correspondant a la formule brutgHgOg

(calc. pour GoH2306 : 347,1493). Cette formule implique 9 degrés ditngation.

Le spectre de RMN 13C d&7 en solution dans CDCI3, fait apparaitre les 19 maelk
de la formule brute, qui se répartissent en : guearbones quaternaires, I'sg® & 35,9, un
autresp’ & 124,2 et deux carboxyles & 174,2 et 180,0 ppatreuméthylénes (CH2) & 28,5 ;
28,9 ; 38,6 et 42,3 ppm, un méthyle a 18,3 ppmietregéthines a 39,0 ; 41,0 ; 42,9 ; 43,6 ;
69,4; 70,0; 78,4 ; 108,5; 139,6 et 143,7 ppmoistde ces méthines sont liés a un atome
d’oxygéne car leur déplacement chimique est eriy@ ét 80,0 ppm et les trois derniers sont
des carbonesp’ (Tableau12). L'attribution compléte des protons et des cagsoa été
réalisée grace a l'analyse des spectres de RMNC2Bime la molécule possede 9 degrés

d’insaturation, dont deux doubles liaisons et dearbonyles, elle comporte 5 cycles.

Le spectre RMN 1H d®7 (CDCI3) laisse apparaitre, dans la région des atigoes,
trois signaux a 7,44 ; 7,40 et 6,39 ppm attribuées protons éthyléniques ou aromatiques,
mais caractéristiques d’'un groupe furane monoduBstiEntre 4,0 et 5,5 ppm, on observe les
signaux de trois protons méthines liés a un carthoir@éme lié & un atome d’oxygéne : un
doublet de doublet a 5,36 ppm (H-12), a 4,23 pprdaublet de doublet dédoublé (H-6) et un
doublet de doublet a 4,92 ppm. Entre 3,30 et 180 pn observe les signaux complexes de

12 protons et a 0,98 ppm celui intense d’un méthkylgulet.

L’examen du spectréH-'H COSY a permis de mettre en évidence les quatis-so
structuresa a d suivantesKigure 26) :

- le proton a 2,68 ppm (H-4) est corrélé aux pro@rs53 et 1,78 ppm du méthylene
(CH,-3), qui sont corrélés a celui a 4,92 ppm (H-Z}ymé@&me corrélé aux protons du
meéthyléne a 2,12 et 1,42 ppm (£€H. L'ensemble définit la sous-structuseeUne
corrélation de faible intensité est observée emir2 et H-4, attribuable a un
couplage enW et suggérant que ces deux protons sont en postioatoriale a
guatre liaisons de distance ;

- le proton a 3,20 ppm (H-8) est corrélé aux pro@ms14 et 1,75 ppm du méthylene
(CH,-7), eux-mémes corrélés au proton du I'oxyméthing, 23 ppm (H-6). Ce

dernier est corrélé au proton a 1,72 (H-5) qucestélé au proton a 2,39 (H-10). Ces
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données permettent de construire la sous-strubtuteest important d’'observer que
les protons (H-8), (H-7b) et (H-10) présentent tause constante de couplage
caractéristique d’'une dispositibrans-diaxiale :J# 12,5 Hz Tableaul?) ;

- le proton oxyméthine a 5,36 ppm (H-12) est coretig deux protons a 1,77 et 2,13
ppm du méthylene (Chien position 11, formant ainsi la sous-structure

- le proton a 6,39 ppm est couplé aux protons a &t44,40 ppm formant un cycle

furanique monosubstitué (sous-structdye

Le spectre HSQC a permis de corréler les carbormengs aux protons auxquels ils

sont liés.

H
sous-structure a sous-structure b sous-structure ¢ sous-structure d

Figure 26 : Sous-structures a, b, c et d déduites du spectre H-H COSY du composé D7.

Les différentes corrélations a longue distancegeniées sur le spectre HMBC ont
permis de relier entre elles les différentes sougtiresa ad de laFigure 26 (Tableaul?) :

— le proton H-15 a 7,40 ppm porté par le carbone371lgpm, est fortement corrélé
aux carbones a 124,2 et 139,6 ppm, et faiblemeeaia a 108,5 ppm (C-14). Le
proton H-16 (7,45 ppm) lié au carbone a 139,7 pest,fortement corrélé avec
ceux a 108,5, 124,2 et 143,7 ppm. Le proton H-B{3® ppm lié au carbone a
108,5 ppm est fortement corrélé aux carbones G1 et C-16, constituant ainsi
le cycle furaniquel. Celui-ci est relié au cycle via une liaison entre les carbones
C-12 et C-13, car le spectre HMBC montre des tadeesorrélation intenses entre
les carbones C-13, C-14 et C-16 et le proton H-52B& ppm et entre le carbone
C-13 et les protons du méthylene CH2-11 a 2,137t gjpm ;

- les protons du méthyle a 0,98 ppm liés au carbob®,% ppm, corrélent avec les
carbones a 39,0 (C-10) ; 35,9 (C-9) ; 42,3 (C-181e0 ppm (C-8), ce qui permet
de lier ce méthyle au carbone C-9 et de reliecyetesb etc;

— le proton a 2,39 ppm (H-10) porté par le carbonieré@sonne a 39,0 ppm corréle
avec les carbones a 69,4 (C-6) ; 41,0 (C-8) ; 42;9) et 35,9 ppm (C-9), ce qui
permet de fermer le cycle De plus, comme il est corrélé aux carbones a 28
(C-1) et & 78,4 ppm (C-2), les sous-structaresb peuvent étre reliées entre elles;
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— les corrélations du carbone a 42,9 ppm (C-5) ae®pitotons a 2,39 (H-10), 2,14 et
1,75 (CH-7) et 2,68 ppm (H-4) permettent de fermer le cyclen le reliant a la
sous-structuré ;

— le carbonyle de lactone a 180,0 ppm (C-18) estétmon seulement avec les
protons H-3b, H-4 et H-5, ce qui confirme sa liaisvec le carbone C-4, mais
aussi avec le proton H-2 a 4,92 ppm, en donnantaocte de corrélation intense.

Ceci est expliqué par la fermeture du cycle lacipaisur la position -2.

Les cing cycles que comporte la molécule sont aigdinis et I'ensemble de ces

données conduit ainsi a proposer pour le compdséa structure plane de fagure 27 A

Figure 27 : A : Structure plane du composé D7; B : Principaux NOEs (en bleu) observés dans le
spectre NOESY.

La constante de couplage de H-5 avec H-1G=(12,4 Hz), est en faveur d'une
configuration relativetrans-diaxiale ; le proton H-10 est également en dispositrans
diaxiale avec H-1b comme le montre leur constaetealplage mutuelle] & 12,5 Hz) qui
se trouve don@-axial. H-2 est de ce fafi-équatorial. Le proton H-4 qui ne présente que de
faibles couplages avec H-3a et 3b=(5,5 et 1,8 Hz) est dorfizéquatorial. Le proton H-6 qui
ne présente également que de faibles couplagedes/pmtons du méthyléne enJ/< 3,4 et
2,2 Hz) est aussi en positi@réquatoriale sur le cycle B. En revanche, H-12pjé@sente une
constante de couplage caractéristigue d’'une dispodransdiaxiale avec H-11bJ(= 11,2
Hz) esta-axial sur le cycle C. De méme, le proton H-8 quésente une constante de
couplage caractéristique d’'une dispositivans-diaxiale avec H-7bJ = 12,2 Hz) et une
faible avec H-7aJ = 3,6 Hz) esB-axial sur le cycle Clableaul?).
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Tableau 12 : Données de RMN 13C et 1H pour le composé D7 (diosbulbine E) en solution dans
CDCI3 (1H : 400.13 MHz).

N° D7 (CDCl)
oc OH m J (H2)

1a(éq) 285 | 2,12 13,2

b(ax) - 1,42 ddd 13,2:12,5;0,7
2 (é9) 78,4 492 dd 53:5,0
3a(éq) 38,6 | 2,53 dddd 11,7:55;5,3;1,9

b (ax) - 1,78 dI 11,7
4 (éq) 43,6 2,68 ddl 54:15
5 (ax) 429 1,72 ddd 12,4:2,0:1,5
6 (¢q) 69,4 | 4,23 ddd 2,6:2,6;2,0
7 a(éq) 28,9 2,14 d 146 2,6

b (ax) - 1,75 dd 14,6 ;12,2
8 (ax) 41,0 | 3,20 dd 12,2 : 3,6

9 35,9 -
10 (ax) 39,0 2,39 ddd 125:12,4:5,5
11aq) | 42,3 | 2,13 dd 15,0 ;6,1

b(ax) - 1,77 dd 15,0; 11,2

12 (ax) 70,0 536 dd 11,2: 6,1

13 124,2 -

14 108,5 6,39 dd 1,7:1,0

15 143,7 7,40 dd 1,7;1,7

16 139,6 744 dd 1,7:;1,0

17 174,2 -

18 180,0 -

20 18,3 0,98 s

OH - 2,35 ¢l

Figure 28 : diosbulbine E (D7).

Les corrélations NOE observées sur le spectre NO&hfirment ces propositions de
configuration relative. Le méthine H-8 ne donne gasorrélation avec le méthyle -20, mais
en donne d’intenses avec les protons Ha-&duatorial), H-10 {-axial) et H-12 ¢-axial).
Ces protons sont sur la facede la structure. De méme des corrélations intesses

observées d'une part entre H-4 et a la fois H8bxXjal), H-5 et H-6 §-équatorial) et d’autre
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part entre H-5 et H-6 et enfin entre le CH3-20est protons H-1bf{axial), H-5 @-axial) et
H-7b (3-axial). Tous ces protons sont donc sur la mémefate la structureHigure 27 B).

L’ensemble de ces données permet de proposer @aonmposd7, la structure de la
diosbulbine E, qui est un norditerpénoide de lasdades clérodanes, isolé B@scorea
bulbifera par Idaet al (1978) Eigure 28). Cette structure est épimére en position 8 de cel
deD1L

5.4.1.3. Structure du composé D12 : 8-épidiosbullenG

Le composd12 a été isolé sous forme d’un solide amorphe, optitent actif, §i]p*°
-20 (€ 0,3, CHC}). Le spectre de masse ESI-Q-TOF, en mode podlitifcomposéD12
montre I'ion moléculaire protoné [M+H]+m/z= 347,1403 correspondant a la formule brute
C19H2206 (calc. pour GgH2306: 347,1493) impliquant 9 degrés d’insaturation. dpectre
d’absorption dans l'infrarouge d&12 présente des bandes 4759 et 1719 cm-1 (lactones),

a 3484 cm-1 (hydroxyles) et a 3150 et 1503 cm-bétamt la présence d’un cycle furanique.

Le spectre de RMN*C de D12 en solution dans la pyridinds, comporte les 19
carbones de la formule brute, qui se répartissentqeiatre carbones quaternaires lap &
33,5, un autresp’ a 126,1, ainsi que deux carboxyles a 172,1 e21@8m, quatre carbones
secondaires (Chla 25,8 ; 30,6 ; 40,4 et 46,3 ppm, un méthyle & ppm et dix méthines a
28,7 ; 38,5;40,5; 46,3; 64,5; 70,2 ; 76,2 ; 30940,4 et 144,0 ppm ; trois de ces méthines
sont liés a un atome d’'oxygéne car leur déplacemi@nique est entre 60,0 et 80,0 ppm et
les trois derniers sont des carbosgs(Tableaul3). L'attribution compléte des protons et des
carbones a été réalisée grace a l'analyse desrespeld RMN 2D. Comme la molécule
possede 9 degrés d’insaturation dont deux doulals®hs et deux carbonyles, elle comporte

cing cycles.

Le spectre de RMNH de D12 en solution dans la pyridings comporte les mémes
éléments de structure que ceux décrits précédempoemtla diosbulbine EO7) et la 8-
épidiosbulbine E 11). En particulier I'analyse du spectre COSY perrdet définir les
mémes sous-structurasd que celles décrites plus haut. L'analyse du spddMBC permet

de relier ces sous-structures de facon similaiee8aépidiosbulbine E, comme indiqué dans la

figure 29A.
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Ainsi, le carbone quaternaire C-9 est corrélé dgs@rotons de CH20, H-12, -CH-
7, H-10, -CH-1 et H-8, ce qui permet d’assembler les sous-stresa, b etc.

Le carbonyle lactonique a 172,1 ppm (C17) est tofoétement aux protons a 2,18 et
3,00 ppm (-CH7) et a 2,51 ppm (H-8) ce qui conduit a le lier arbone C-8, et plus
faiblement au proton a 5,82 ppm (H-12) ce qui pérdes refermer le cycle C sur cette

position.

Le carbonyle lactonique a 178,2 ppm (C18) est tbfatement aux protons a 1,88 et
2,54 ppm (-CH3), a 2,85 ppm (H-4) et a 2,22 ppm (H-5) ce quiciot a le lier a C-4. La
corrélation de ce carbonyle avec le proton H-2tnpes observée, alors qu’elle est intense
dans les exemples précédents. Ceci conduit a profpo$ermeture de la lactone sur un autre
carbone. Comme les déplacements chimiques du cabdhet du proton H-6 sont plus forts
que dans le cas de la diosbulbine E, il est progaséda fonction alcool en C-6 soit estérifiee
et donc que la cyclisation soit comme présentés Gdigure 29 A Le fait que la corrélation
C-18 a H-6 ne soit pas observée dans le spectre GHiBHB expliqué par la valeur de I'angle
de torsion C-18/0O/C-6/H-6 qui est proche de 90°gue se traduit pas une constante de
couplagelc1gH-snulle et donc I'absence de corrélation observable.

Figure 29 : A : Corrélations HMBC et structure plane du composé D12 ; B : Principaux NOEs (en
bleu) observés dans le spectre NOESY du composé D12.

La constante de couplage entre H-5 et H-1& (12,2 Hz) est caractéristique d’une
dispositiontrans-diaxiale, la jonction des cycles A et B est dorans Comme le proton H-
1b, B-axial ne donne pas de constante de coupiags-diaxiale avec H-2, ce dernier g%t

equatorial.
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Le spectre NOESY fait apparaitre une tache de letiog intense entre le groupe
hydroxyle a 5,10 ppm et le proton H-2 a 4,35 ppenqai confirme la présence de I'hydroxyle
sur cette position -2 et donc la lactonisation dtbonyle C-18 avec I'oxygene en C-6. Il
présente également des taches de corrélation @s@mére H-6 et a la fois H-7a, H-7b, H-5 et
H-4, entre H-5 et H-4, entre H-4 et a la fois He®ad-3b et entre H-1b (axial) et H-3b (axial),
H-2 (équatorial) et H-5 (axial) sur la faBede la molécule. Ces données sont en accord avec
la dispositionB-équatoriale des protons H-2 et H-4 sur le cyclééproton H-12 donne des
corrélations NOESY avec H-1@{axial) : il est donc en position-axiale sur le cycle C, ce
qui est en accord avec ses constantes de cougld2-Hllax = 12,5 Hz). Enfin, le méthyle
CHS3-20 est corrélé avec les protons H3gakial), H-1b B-axial), H-8 (3-équatorial), H-11a
et H-11b, et le proton H-8 avec H7a-¢quatorial). Ces données sont interprétées par la
disposition des protons H-2, H-4, H-5, H-6, H-8V&-20 sur la fac@ et H-10 et H-12 sur la

face inférieurex de la molécule.

En conclusion, I'analyse des spectres de RMN 2D0dgibra proposer pouP12 non
seulement la méme structure plane que la dioskilBGinmais aussi la méme configuration
relative pour I'ensemble des carbones, a I'exceptio carbone C-8 pour lequel le proton H-8
B-équatorial sur le cycle B poup12, alors gu'il esta-axial pour la diosbulbine G. La
diosbulbine G avait été isolée auparavanbdéulbiferapar Idaet al. (1978a ; 1978b) et ses
spectres de RMN attribués plus récemment [Lemtiral, 2005]. D12 est ainsi un nouveau

COmMpOosE que nous proposons de nommer 8-épi-diosbul

Figure 29C : 8-épi-diosbulbine G (D12)
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Tableau 13: Données de RMN 13C et 1H pour le composé D12 (8-épidiosbulbine G) en solution
Pyr-d5 (1H : 400.13 MHz).

N° D12 (Pyr-d5
ac 6H m J (HZ)

la(éq) 30,6 1,79 dp 12,8;72,0

b(ax) 1,16 ddd 12,8;12,8 ;2,2
2 (éq) 64,5 435 m
3a(éq) 30,3 | 254 dq 14,5; 2,0

b (ax) 1,88 dp 145;2,0
4 (éq) 40,5 2,85 ddd 78;6,2;15
5 (ax) 38,5 2,22 ddd 12,2;4,0;25
6 (éq) 76,2 | 4,48 ddd 57:4,9:4,0
Ta(éq) 25,8 3,00 ddd 15,3;5,9; 3,0

b (ax) 2,18 ddd 15,3;5,9;4,9
8 (éq) 46,3 | 2,51 dd 59:59

9 33,5 -
10(ax) 28,7 2,65 ddd 12,8;12,2;2,2
11a@q) | 40,4 | 2,23 dd 14,6:2,8

b(ax) 1,83 dd 14,6; 12,5
12 (ax) 70,2 582 dd 12,5;2,8

13 126,1 -

14 109,3 6,51 dd 2,0;1,0

15 144.,0 7,54 dd 2,0;18

16 140,4 7,59 sl

17 172,1 -

18 178,2 -

20 21,6 097 s

OH-2 - 510 s

5.4.1.4. Structure du composé D5 antadiosbulbine A

Le composd®5 a été isolé sous forme d’un solide amorphe, optigent actif, ¢i]o2° -
45 ( 0,7, CHC}). L’'ion moléculaire protoné [M+H]+ du compo&# en spectrométrie de
masse ESI-Q-TOF, mode positif, est observé/a= 405,1519 et correspond a la formule
brute GiH240g (calc. pour GiH2s0g: 405,1548) qui impliqgue 10 degrés d’insaturatiSon
spectre d’absorption dans l'infrarouge présenteldasles intensesva1740 cm-1 (ester et
lactones), a 3447 cm-1 (hydroxyles) et a 3150 @61&m-1 en faveur de la présence d’'un
cycle furanique.

Le spectre de RMRC deD5 en solution dans CJOD, fait apparaitre les 21 carbones

de la formule brute, qui se répartissent en :

- sept carbones quaternaires dont tep8a 37,2 ; 53,3 et 76,5, wp2a 125,9 et trois
carboxyles a 174,0 ; 176,7 et 177,2 ppm ;
- cinqg carbones secondaires (§$ld 19,7 ; 24,1 ; 28,1 ; 40,2 et 44,0 ppm ;
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- un méthyle singulet a 20,6 ppm ;

- une méthoxyle a 53,4 ppm ;

- et huit méthines dont cinsp® & 47,8 ; 48,0 ; 53,3 ; 71,6 ; 74,3 et treff & 109,7 ;
141,6 et 145,1 ppm. Deux de ces méthisgissont liés & un atome d’oxygéne car
leur déplacement chimique est entre 70,0 et 80y0 [@ableauld).

Comme la molécule possede 10 degrés d’insaturadiom, deux doubles liaisons et
trois carbonyles, elle comporte 5 cycles. L'attiidiu compléte des protons et des carbones a

été réalisée grace a l'analyse des spectres de RMN

Le spectre RMN 1H dB5 (CDs;0OD) laisse apparaitre, dans la région des aromestjqu
la présence de trois signaux a 7,56 ; 7,50 et pp#9 attribués a des protons éthyléniques et

caractéristiques d’'un groupe furane monosubstitime dans les exemples précédents.

Entre 3,00 et 1,50 ppm, sont observés les signaudetdix protons meéthines et les
signaux complexes de 10 protons attribués a 5 raftby grace a I'étude du spectre HSQC.

Enfin, on observe a 0,90 ppm le signal intense ddthyle singulet.

L’examen du spectréH-'H COSY a permis de mettre en évidence les quatis-so

structuresa a d suivantesKigure 30) :

- le proton a 2,20 ppm (H-10) est corrélé aux pro#n2s32 et 1,63 ppm du méthylene
(CH-3) qui sont corrélés a celui a 4,92 ppm (H-2);nhéme corrélé aux protons du
méthylene a 2,77 et 2,13 ppm (£8). Les corrélations de H-2 sont fortes avec H-1a
et H-3b et faibles avec H-1b et H-3a. L’ensembliénitda sous-structure ;

- le proton a 2,78 ppm (H-8) est corrélé aux pro@ris9l et 1,56 ppm du méthylene
(CH,-7), eux-mémes corrélés aux protons du méthylenézet 2,06 ppm (C4b).
Ces données permettent de construire la sous+stelrctll est important d’observer
gue les protons (H-8), (H-7b) et (H-10) présentents une constante de couplage
caractéristique d’'une dispositibrans-diaxiale :J# 12,0 Hz Tableauld) ;

- le proton oxyméthine a 5,50 ppm (H-12) est coretig deux protons a 1,86 et 2,07
ppm du méthylene (Chien position 11, formant ainsi la sous-structure

- le proton a 6,49 ppm (H-14) est couplé aux prons50 et 7,56 ppm formant le

cycle furanique monosubstitué suggéré plus haus(structure).
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Le spectre HSQC a permis de corréler les carbormengs aux protons auxquels ils

sont liés.

H,

15 0
1)l © 4
H _,Jlj‘r

\

H H
sous-structure a sous-structure b sous-structure ¢ sous-structure d

Figure 30 : Sous-structures a, b, ¢ et d déduites du spectre H-H COSY du composé D5
(liaisons en caractére gras)

Les corrélations a longue distance observées spdetre HMBC ont permis de relier

entre elles ces sous-structuaesd (Figure 15 et Tableauld) :

— les corrélations du carbonyle a 174,0 ppm (C-18hé’part avec les protons H-3a
et H-2 et d’autre part avec ceux du méthoxyle & p&mettent respectivement de
le lier au carbone C-4 et a ce méthoxyle : la mdg&comporte donc une fonction
carboxymeéthyle en position C-4. Le déplacement ejumde ce carbone C-4 (76,5
ppm) indique qu’il est également lié & un atomexygene ;

- les corrélations du carbonyle lactonique a 174,06 §g-19) d'une part avec les
protons a 2,60 (H-6a), 2,06 (H-6b) et 2,20 ppm (Hi-fitermettent de le lier au
carbone C-5, et d’autre part sa corrélation intesagec le proton H-2 conduit a
refermer le cycle lactonique sur le carbone C-2 ;

— le carbonyle lactonique a 176,7 ppm (C-17) estatéravec les protons a 1,91 (H-
7a), 1,56 (H-7b) et 2,78 ppm (H-8), ce qui indiquél est lié au carbone C-8 et sa
corrélation avec le proton a 5,50 ppm (H-12), geecygcle lactonique doit étre
refermé sur le carbone C-12 ;

— les protons du méthyle GF20 sont fortement corrélés aux carbones a 48,9)(C-
47,8 (C-10) et 44,0 ppm (C-11). Ce méthyle CH3-@&0denc lié au carbone C-9 et
ces données permettent aussi de relier les saudtgeEsa, b etc.

— le carbone quaternaire a 125,9 (C-13) du groupanfgue est non seulement
corrélé aux trois protons de ce cycle, mais aussipgotons a 5,50 (H-12) et 1,86

ppm (H-11b) ce qui conduit a lier le groupe furamecarbone C-12.

Les autres corrélations du spectre HMBC confirnoeist assemblages. Les cing cycles
gue comporte la molécule sont ainsi définis etd@mmble de ces données conduit ainsi a

proposer pour le compo§k, la structure plane de fagure 31 suivante:
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Figure 31 : Antadiosbulbine A. A : Corrélations HMBC (fleches) permettant d’assembler les sous-
stuctures a-d issues du H-H COSY (traits gras) de D5; B : Structure plane du composé D5.

Tableau 14 : Données de RMN 13C et 1H pour le composé D5 (antadiosbulbine A) en solution dans
CDCI3 (1H : 400.13 MHz).

Cn° D5 (CDCl) D5 (CD30D)
¢ o4 m J (H2) ¢ o4 m J (Hz)
la 27,1 231 m 28,1 2,32 dddd 13,4;11,2:;5,2;2,1
b - 1,57 dd 13,3:8,8 - 1,63 dd 13,4; 8,2
2 72,1 490 dd 52:5,2 74,3 490 dd 52:52
3a 38,6 2,70 ddd 149:11:1,1 40,2 2,77 d 14,8
b - 2,26 m - 2,13 ddd 14,8:5,2:2,1
4 75,9 - 76,5 -
5 52,2 - 53,3 -
6a(éq) | 23,1 2,34 m 24,1 2,62 ddd 15,1:;3,9:3,0
b (ax) - 2,14 m - 2,06 ddd 15,1:;14,5;5,0
Ta (€q) 18,3 | 2,04 dddd 14,2;4,8; 3,2; 3,2 19,7 1,91 dddd 14,8;5,0; 3,0; 3,0
b(ax) - 1,44 dddd 14,2;14,2;12,0;3,2 - 1,56 dddd 14,8;14,5;12,4;3,9
8(ax) | 46,7 2,48 dd 12,0; 3,2 48,0 2,78 dd 12,4 ; 3,0
9 36,0 - 37,2 -
10(ax) | 46,2 2,09 m 47,8 2,20 dd 11,2 ; 8,2
11a(éq) | 43,6 1,94 dd 14,1:6,4 44,0 2,07 dd 14,5 : 6,3
b(ax) - 1,83 dd 14,1 ;11,0 - 1,86 dd 14,5: 12,0
12(ax) | 69,9 5,33 dd 11,0:6.4 71,6 550 dd 12,0: 6,3
13 124,0 - 125,9 -
14 108,4 |6,37 dd 1.9:0.9 109,7 | 6,49 dd 1,8:0,8
15 143,8 7,40 dd 1,7:1,7 1451 | 7,50 dd 1,8:1,6
16 139,6 7,42 ddd 1,6:09:0,9 1416 | 7,56 ddd 1,6:0,9:0,8
17 172,9 - 176,7 -
18 173,9 - 174,0 -
19 172,1 - 177,2 -
20 20,2 10,83 s 20,6 0,90 s
21 53,5 3,83 s 53,4 3,80 s
OH-4 - 3,45 s - -

Les constantes de couplage de H-10 avec H-£al(l,2 Hz) et H-1bJ = 8,2 Hz) sont

en faveur d’une configuration relatit@ns-diaxiale entre H-10 et H-1a.
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Le proton H-8 est également en dispositiams-diaxiale avec H-7b comme le montre
leur constante de couplage mutuellk=(12,4 Hz) et H-8 se trouve dofeaxial sur le cycle
C. Le proton H-12 est également en dispositrans-diaxiale avec H-11b comme le montre

leur constante de couplage mutuelles=(12,0 Hz) et H-12 se trouve doaeaxial sur le cycle

C (Tableauld).

Les corrélations NOE observées sur le spectre NO&BiYirment ces propositions et
permettent de déterminer la configuration relatieela molécule. Le méthine H-8 ne donne
pas de corrélation avec le méthyle £, mais en donne d’intenses avec les protons H-7a
(a-équatorial), H-10 ¢-axial)et H-12 @-axial). Ces protons sont donc sur la facde la
structure. De méme, des corrélations intensesdusdrveées d’'une part entre H-2 et a la fois
H-1a, H-1b, H-3a et H-3b : H-2 étant équatorialddnne des interactions avec ses quatre
voisins axiaux et équatoriaux. D’autre part, lesB$Gntenses entre GF20 et H-3a, H-7b, H-

1la et H-14 indiquent que tous ces protons sorladace3 de la molécule.

La structure de ce compoB® en solution dans CDCI3 a été également analysee pa
RMN 2D. Les résultats confirment la structure prsgm et les attributions sont rassemblées
dans letableau 14. En particulier, I'analyse du spectre NOESY estamtord avec la
configuration relative proposée : d’'une part H-8 Isufacea est fortement corrélés avec H-
12, H-10 et H-7aq-équatorial). D’autre part, le méthyle CH3-20, kufacep, est fortement
corrélé a H-3a, H-7bftaxial), H-11a -équatorial) et OCH3-21. Ce groupe méthoxyle-21,
est de plus corrélé avec H-3a et H-7b, ce qui cbdde disposer comme indiqué sufigure

32A. De plus, les corrélations observées entre leoprde I'hydroxyle a 3,44 ppm et H-6a-(

équatorial) et H-3b, confirment la liaison de cgdtoxyle avec le carbone C-4.
15

21
07 TOCH;

A B

Figure 32 : A : sélection de correlations NOE observées sur le spectre NOESY de
I'antadiosbulbine A (D5). B : structure de |I'antadiosbulbine A.
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L’ensemble de ces données permet de proposer @aomposd5, la structure de la
figure 32. C’est un nouveau norditerpénoide de la classectgsdanes que nous avons

proposé de nommer antadiosbulbine A.
5.4.1.5. Structure du composé D6 antadiosbulbine B

Le composé6 a été isolé sous forme d’un solide amorphe, optigent actif, §]p>"-
28 (€ 0,4, CHCY)). Le spectre de masse ESI-Q-TOF, en mode paditiEomposd®6 présente
I'ion moléculaire protoné [M+H]+ am/z = 405,1627 correspondant a la formule brute
C21H2405 (calc. pour GiH2:s0g: 405,1548) impliquant dix degrés d’insaturationand le
spectre d’absorption dans l'infrarouged@, sont observées des bandesla50 et 1735 cm-
1 (ester et lactone), a 3447 cm-1 (hydroxyles) 8130 et 1505 cm-1 suggérant la présence

d’un cycle furanique.

Le spectre de RMN 13C d&6 en solution dans CD30D, comporte les 21 carbones de

la formule brute, qui se répartissent en :

- sept carbones quaternaires dont tepsa 36,3 ; 53,0 et 77,0 8’ & 126,5 et trois

carboxyles a 174,0 ; 174,5 et 177,0 ppm,

- cing méthylénes (CH2) 2 19,9 ; 21,6 ; 28,0 ; 394822 ppm,

- un méthyle singulet a 24,0 ppm,

- un méthoxyle a 53,4 ppm,

- et sept méthines dont quasg3a 38,8 ; 48,1; 72,3; 74,1 et tr@p2a 109,6 ; 141,5
et 144,9 ppm ; deux de ces méthise8 sont liés a un atome d’oxygene car leur
déplacement chimique est entre 70,0 et 80,0 gahléauly).

L’ensemble de ces données, méme formule brutepetrtition trés similaire des
atomes de carbone dans le spectre de RMN, suggerm@&yest un isomere db5. De plus,
I'analyse des spectres de RMN 1D et 2D COSY et Hp@@et de définir les mémes sous-

structuresa-d que dans le cas @5 (Figure 33 et Tableauly).

Sur le spectre HMBC, les corrélations observéesneitent d’assembler les sous-

structuresa-d comme indiqué sur lgigure 33.

Ainsi, le carbonyle d'ester a 174,0 ppm (C-18) estrélé fortement d’'une part au
méthoxyle a 3,82 ppm (CH30-21) et d’autre part aotgn a 2,76 ppm (H-3a) et plus
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faiblement au proton a 4,92 (H-2 ; couplage/®nce qui identifie le groupe carboxyméthyle
et le lie au carbone C-4.

Le carbonyle lactonique a 174,5 ppm (C-17) estébérd’'une part fortement aux
protons a 2,30 (H-7a), 1,75 (H-7b), 2,53 ppm (H8plus faiblement au méthyle a 0,98 ppm
(CH3-20 ; couplage elV), ce qui permet de le lier au carbone C-8 ; deaptrt, il est corrélé

au proton a 5,48 ppm (H-12) ce qui referme le cladéonique sur le carbone C-12.

Enfin, le carbonyle lactonique a 177,0 ppm (C-1st)a@rrélé d’'une part fortement aux
protons a 1,90 (H-6b) et 2,08 ppm (H-10), 2,53 {pia8) ce qui permet de le lier au carbone
C-5 et il est aussi corrélé d’autre part au carliA©2 ppm (H-2) ce qui indique que ce cycle

lactonique est refermé sur le carbone C-2.

Les corrélations du carbone quaternaire a 126,5 (@pdB) avec les protons H-11b et
H-12, confirment la fixation du cycle furanique dercarbone C-12 et les autres corrélations

du spectre HMBC conduisent & assembler les soustgtesa-c comme indiqué dans la
figure 33.

Figure 33 : Sous-structures a-d identifiées a partir du spectre H-H COSY (traits gras) et
assemblage de ces sous-structures par analyse des corrélations observées sur le spectre HMBC
(fleches H->C) pour aboutir a la structure plane proposée pour le composé D6.
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Tableau 15 : Données de RMN 13C et 1H pour le composé D6 (antadiosbulbine B) en solution dans
CDCI3 et CD30D (1H : 400.13 MHz).

cn° D6 (CDClg) D6 (CD30D)
¢ o4 m J (Hz) oc o4 m J (Hz)
la 27,1 | 227 m 28,0 2,34 dddd 13,5;11,2;5,2;2,0
b - 1,57 m - 1,62 dd 13,5;8,3
2 71,8 | 490 dd 52,52 74,1 4,92 dd 53;5,2
3a 38,2 | 2,50 dd 15,0,;0,7 39,8 2,76 d 15,0
b - 231 m - 2,16 ddd 15,0;5,3;2,0
4 76,1 - 77,0 -
5 51,8 - 53,0 -
Ga(éq) | 20,5 | 2,10 m 21,6 | 2,40 dddd 14,8;3,5;3,5;0,8
b (ax) - 210 m - 190 ddd 14,8;14,2;4,0
7a (éq) 190 | 2,39 dddd 14,0;3,8;3,8;3,8| 19,9 2,30 dddd 14,3;4,0;3,5;3,3
b (ax) - 155 m - 1,75 dddd 14,3;14,2;4,5;3,5
8 47,3 | 2,36 m 48,1 2,53 ddd 45;3,3;0,8
9 35,0 - 36,3 -
10(ax) | 37,1 | 2,11 m 38,8 2,08 dd 11,2, 8,3
11a(éq)| 41,7 | 2,03 dd  14,8:35 422 | 2,09 dd  14,8:38
b(ax) - 1,75 dd 14,8 ;12,3 - 1,86 dd 14,8 ;12,5
12(ax) | 70,2 | 5,27 dd 12,3;3,5 72,3 5,48 dd 12,5, 3,8
13 124,6 - 126,5 -
14 108,3 | 6,38 dd 1,9;09 109,6 | 6,53 dd 19;09
15 143,7 | 7,39 dd 1,7;1,7 1449 | 7,49 dd 19;17
16 139,8 | 7,43 dd 1,7;09 1415 | 759 ddd 1,7;09;0,8
17 171,0 - 174,5 -
18 173,6 - 1740 -
19 172,3 - 177,0 -
20 24,1 | 098 s 240 | 098 s
21 53,4 3,85 s 53,4 3,82 s
OH-4 - 3,44 s - -

Les constantes de couplage des protons a lagondé cycles H-8J€ 4,5 et 3,3 Hz),
H-10 (= 11,8 Hz) et H-12J 12,5 Hz) indiquent que H-8 eRtéquatorial et H-10 et H-12

sonta-axiaux. Pour les mémes raisons, les protons HH6I) et H-11b sont axiaux.

Le spectre NOESY fait apparaitre des taches délation intenses entre H-2 et a la
fois H-1a, H-1b, H-3a et H-3b en accord avec lpas#ionf-équatoriale de H-ZHgqure 34
A). Le carboxyméthyle C-21 est corrélé avec H-7begtf-axial et aussi H-3a et H-1b. Le

méthyle C-20 est fortement corrélé avec H-1b, HEB@b (-axial), H-11b B-axial) et H-8

(B-équatorial sur le cycle B) qui sont donc tousésitaur la fac@ de la molécule. Le proton

H-8 (B-équatorial) est également corrélé aux protons et Hb-11b et le proton H-12, aux
protonx H-10 et H-16.

L’étude structurale dB6 a également été réalisée par RMN 1D et 2D pour ce

composé en solution dans CRAles résultats confirment la structure proposédeset
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attributions sont consignées dangaleleaul5. En particulier la configuration relative
proposée est confirmée par I'analyse des constdetesuplage et I'observation des NOEs

caractéristiques dans le spectre NOESY.

Toutes ces données conduisent a proposer lawgwaiivante pour le compobé,
qui apparait comme I'épimére en C-8 de I'antaditisha A (D5) (Figure 34 B). C’est un
composé original ou le proton H-8 estf®at que nous proposons de nommer antadiosbulbine
B.

Figure 34 : Antadiosbulbine B. A : sélection de correlations NOE observées sur le spectre
NOESY de I'antadiosbulbine B (D6). B : structure de I'antadiosbulbine B.

Les cing composés isolés, 8-épidiosbulbines E eti@adiosbulbines A et B et
diosbulbine E, appartiennent a la famille des dares, groupe de diterpenes ayant en
commun le squelette « clérodane », comprenantda@50 structures décrites et présent dans
les plantes, les micro-organismes et certains @gas marins Kigure 35). Selon la
stéréochimie de la jonction des cycles A et B, pieeniére division conduit a définir less et
trans-clérodanes. Puis les composés ayant la méme chémée que le premier composé
isolé dans cette famille, la clérodine, sont nommneksclérodanes et la série énantioment-

neo-clérodanes.

squelette labdane squelette clérodane

Figure 35 : Structures des squelettes labdane et clérodane.
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Du point de vue biosynthétique, les clérodanesigigsent comme reliés au squelette
labdaneyia une série de migrations de groupes méthyles ptatens. Le squelette labdane
est lui-méme dérivé du diphosphate de géranylgérafyes schématiquement, car il peut
exister un nombre considérable de voies parallplesr conduire a la multitude des
substances naturelles dérivées de ce squeletigewdrreprésenter la biosynthése du triacide
précurseur des diosbulbines isolées e antaly comme représenté dans figure 36
suivante. Le précurseur diphosphate de géranylgiérambit une cyclisation en composé de
type labdane. La migration du méthyle 19 de latmosé a la position 5, suivie de celle du
proton en 5 a la position 10 dont le méthyle 20rmigi-méme a la position 9, conduit a un
intermédiaire de type clérodane. L’'oxydation deshylés en acides carboxyliques conduit au
triacide intermédiaire dont les méthylenes en @& et C-12 qui peuvent étre oxydées

simultanément en fonctions alcool secondaires.

L'intermédiaire ainsi obtenu peut subir des cwtlisns internes pour former des
lactones a 6 chainons. Ainsi le groupe carboxyligneC-18 peut étre cyclisé soit avec
l'alcool en C-2, soit avec l'alcool en C-6 pour rfeer les diosbulbines E ou G, apres
décarboxylation du carboxyle en C-19. Le groupbdaeylique en C-18 peut également étre
O-méthylé et le groupe carboxylique en C-18 peuérdir I'alcool en C-2 pour donner
I'antadiosbulbine A. Les épimeéres résultent deiti@isation du C-8, facilité par sa position

ena du groupe acide carboxylique en C-17.
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diosbulbine E: o-H
8-épi-diosbulbine E: B-H

HO.._

diosbulbine G: a-H antadiosbulbine A:a-H
8-épi-diosbulbine G: p-H antadiosbulbine B: B-H

Figure 36 : Schéma hypothétique et simplifié pour la biosynthése des diosbulbines E, G ,de
I'antadiosbulbine A et de leurs épiméres en C-8.
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5.4.2. STRUCTURES DES COMPOSES DE LA CLASSE DES FLXONOIDES

5.4.2.1. Structure du composé D13

Le spectre de masse ESI-TOF en mode positif du 0eéipl3 révele la présence de
I'ion moléculaire [M+H]+ am/z 594, qui correspond a la formule brute;M3,0,5, donc

conduisant a &Hz00;5 pour le composB 13 lui-méme.

Les données des spectres RMN 2D, realisés en @olddans CD30D, ont permis de
déterminer le composB13 qui est un produit connu dans la littérature etespondant au

5,7,4'-trihnydroxyflavone-39-BD-glucopyranosyl(6-1-L-rhamnose [Markham, 1978].

OH

0, _O_ .
- ~Ng O CHg
OH O 2
HO : OH .
: HO" - OH
o :
OH

Figure 37 : Structure du composé D13 : 5,7,4'-trihydroxyflavone-3-0-BD-glucopyranosyl(6-1)-a-L-
rhamnose.

Tableau 16 : Données de RMN '3C et 'H pour D13 (CD30D, 1H : 400.13 MHz, 298 K).

N° oC oH m J (Hz)
2 159,4 -
3 135,5 -
4 179,3 -
4a 105,6 -
5 162,9 -
6 100,0 6,21 d 2,1
7 165,9 -
8 95,0 6,41 d 2,1
8a 158,8 -
1 127,7 -
2'.6' 132,4 8,06 d 9,0
3,5 116,1 6,88 d 9,02
4' 161,4 -
Glu1l 104,7 513 d 7,6
2 75,7 344 m
3 78,1 326 m
4 71,4 334 m
5 77,2 346 m
6 68,6 380 m
Rha 1 102,4 452 s
2 72,0 363 m
3 72,3 3,51 dd 3,4,95
4 73,9 328 m
5 69,7 348 m
6 17,9 1,12 d 6,2
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5.4.2.2. Structure du composé D14 : kaempférol

Le spectre de masse ESI-TOF en mode positif du 0eéipl4 montre la présence de
I'ion moléculaire [M+H]+ am/z 286 concordant avec la formule brutghf;;0s, supposant
celle a GsH100s pourD14. Les spectres de RMN 13C et 1H du comd$é réalisés dans du
CDs0OD montrent respectivement la présence des sig@wxinze carbones, ainsi que de six
protons non-échangeables et dont les attributiamé présentées dans fableau l7. La

comparaison des données de RMN a celles de laatitté confirme qu’il s’agit du

kaempférol ou 3,5,7,4'-tétrahydroxyflavone [Fukuaatj988] figure 38).

Figure38 : Structure du composé D14 : kaempférol.

Tableau 17 : Données de RMN '3C et 'H pour D14 (CDOD, 1H : 400.13 MHz, 298 K).

N° oC oH m J (H2)
2 147,8 -
3 137,1 -
4 177,4 -

4a 104,6 -
5 160,5
6
7
8

8a
1

99,3 6,18 |s
165,6 -
94,5 6,40 |s
156,2 -
123,7 -
2,6 130,7 8,08
3,5 116,3 6,92
4' 158,3 -

2,0
2,0

33

5.4.2.3. Structure du composé D15 : quercétine

En mode positif, le spectre de masse ESI-TOF diypossbD15 montre la présence de
I'ion moléculaire [M+H]+ am/z302 correspondant a la formule brutgt;0;. La formule
brute deD15 est donc C15H1007.

Les spectres de RMNC et'H deD15 réalisés dans CD30D montrent la présence des

signaux de quinze carbones et de cing protonsattebutions réalisées a partir des spectres
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RMN sont résumées dans tebleau18. Le composéD15 est connu dans la littérature et
correspond a la quercétine ou 3,3',4’,5,7-pentatwygltavone [Fukunaga, 1988figure 39).

Figure 39 : Structure du composé D15 : quercétine.

Tableau 18 : Données de RMN *3C pour la quercétine D15 (CD30D, 13C : 75.47 MHz, 298 K).

N° oC

2 146,2
3 137,2
4 177,4
4a 104,0
5 162,5
6

7

8

8a

1

oY

99,2
165,5
94,5
158,2
1241
116,0
3 148,0
4' 148,7
5' 116,3
6' 121,7

5.4.2.4. Structure du composé D16 : isorhamnétine

La spectrométrie de masse en ESI-Q-TOF, en mod#&fpds composéd16 montre la
présence de 'ion moléculaire [M+H]+ra/z316, correspondant a la formule brutghG;0;

ainsi la formule brute {gH1,0; est attribuée au compob4.6.

Les spectres de RMN 13C et 1H du compn4é réalisés en solution dans le DMSIB-
montrent la présence des signaux de seize carldam@sjue de sept signaux de protons. Les
attributions des différents protons et carbonespm#s les données des spectres de RMN 2D,
sont résumées dansthbleaul9. Le composé 16 est décrit dans la littérature comme étant

'isorhamnétine ou 3,3',4’,5,7-pentahydroxy-3’-meéfyflavone [Krishna Kumari, 1986 ;

Kim, 2006] figure 40).
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Figure 40 : Structure du composé D16 : isorhamnétine.

Tableau 19 : Données de RMN *3C et 'H pour D16 (DMSO-d6, 1H : 400.13 MHz, 298 K).

N° oC oH m J (Hz2)
2 147,0 -

3 136,0 -

4 176,2 -

4a 103,3 -

5 161,0 -

6 98,7 6,17 sl

7 164,4 -

8 94,0 6,46 sl

8 156,6 -

1 122,1 -

2' 112,0 7,74 d 2,0
3 147.,8 -

4 148,3 -

5' 115,8 6,91 d 8,4
6' 122,3 7,66 dd 8,4;20
3’-OCH3 56,2 3,83 s

OH 12,45 s

5.4.3. STRUCTURE DU COMPOSE D8 : CATECHINE

Le spectre de masse ESI-TOF du compb8éen mode positif fait apparaitre I'ion
[M+H]+ a m/z 291 en accord avec la formule brutest;sOs et donc GsH140¢ pour la

molécule.

Les spectres de RMN®C et 'H de D8 en solution dans CD3OD présentent
respectivement les signaux de quinze carbones etedt protons non échangeables. Les
attributions résumeées danstébleau20 ont été réalisées par I'analyse des spectres dd RM
2D. La configuration relative des protons en -23e¢sttrans-diaxiale a cause de la valeur de
leur constante de couplage=< 7,7 Hz). Ce produit est donc identifie commed#chine, ce
qui est confirmé par la comparaison des donné&d\ig a celle de la littérature [Cren-Olivé,
2002 ; Mirabel, 1999]fiqure 41).
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Figure 41 : Structure du composé D8 : catéchine.

Tableau 20 : Données de RMN 3C et *H du composé D8 (CD30D, 400 MHz).

Cn° D8 : catéchine
5C SH m J (Hz)
2 82,8 457 d 7,7
3 68,8 3,97 ddd 81:7,7;:54
4 28,4 2,51 dd 16,0:; 8,1
- 2,85 dd 16,0:;5,4
4a 100,8 - -
5 157,5 -
6 96,3 5,92 d 2,4
7 157,8 - -
8 95,5 5,85 d 2,4
8a 156,7 - -
1 132,2 - -
2’ 115,2 6,72 dd 8,0:;2,2
3 146,2 6,76 d 8,0
4 146,2 - -
5 116,1 - -
6’ 120,0 6,84 d 2,2

5.4.4. STRUCTURES DES COMPOSES DE LA CLASSE DES STBENES ET
PHENANTHRENES

5.4.4.1. Structure du composé D1 de la classe dugslanthréne

Le spectre de masse (ESI-Q-TOF), en mode négatifomuposéD1, montre I'ion
qguasimoléculaire [M+H]+ @an/z 269,0659 en accord avec la formule brutgHz:O, (Mmasse
calculée pour gH140, : 269,0808).

Son spectre de RMN du 13C met en évidence les dbres de la formule brute,
dont six méthinesp? (entre 106,2 et 129,2 ppm), deux méthyles & reispecent 56,5 et 59,8
ppm dont le déplacement chimique est caractéristips groupements méthoxyles et huit
carbones quaternaires? entre 120,3 et 156,0 ppm dont quatre sont liés & atome
d’'oxygéne Tableau2l). La formule brute implique 10 degrés d’insaturatiet comme la
molécule comporte 14 carborsgs formant 7 doubles liaisons, la molécule est tiique.
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Le spectre de 1H-RMN du compadé4 en solution dans CD30D, fait apparaitre dans
la région des aliphatiques deux singulets inteas888 et 3,99 ppm, intégrant chacun pour
trois protons, et qui sont attribués a deux grouges méthoxyles. Dans la région des
aromatiques, entre 7,08 et 7,55 ppm, on observéreqségnaux : un doublet de doublet
intégrant pour un proton a 7,10 ppm ; deux sirtgudeperposés a 7,14 ppm et qui intégrent
pour deux protons ; deux doublets intégrant chgmur un proton respectivement a 7,40 et

7,54 ppm. Enfin a 9,29 ppm, est présent un douttiégrant pour un proton.

Le spectre COSY permet de définir les sous strastytb etc (Figure 42). Le proton
a 7,10 ppm est couplé aux protons a 9,29 et 7,bd (8pus structura), avec des constantes
de couplage caractéristiques, respectivement duplageortho (J = 9,2 Hz) emeta(J = 2,7
Hz). Le proton a 7,53 ppm est couplé avec celui3® Pppm (sous structure) avec une
constante de couplagertho. La sous-structure est constituée d’'un proton aromatique
singulet a 7,15 ppm suggérant un noyau benzénigngasubstitué. Les carbones protonés

ont été identifiés grace au spectre HSQC.

RCRUU 0§

Figure 42 : Sous-structures a, b et c déduites du spectre COSY.

Les carbones protonés ont été identifiés gracepaatre HSQC et les différentes

corrélations a partir du spectre HMBC ont permiseadier ces sous structures. Ainsi :

H-1 (9,29 ppm) est porté par le carbone a 129,2 gpimest fortement corrélé

avec les carbones a 156,0 et 130,3 ppm mais fadvieavec celui a 135,4 ppm ;

- H-2 (7,10 ppm) lié au carbone a 117,3 ppm corretx des carbones a 112,3 et
124,2 ppm ;

- H-3 (7,15 ppm) lié au carbone a 112,3 ppm qui estété avec les carbones a
117,3; 124,2 et 120,3 ppm ;

- H-4 (7,40 ppm) porté par le carbone a 125,5 ppncquiele avec les carbones a
127,0 et 124,2 ppm et a plus longue distance a adli2,3 ppm ;

- H-5 (7,54 ppm) est porté par le carbone a 128,2. @penproton est corrélé aux

carbones a 120,3 ; 135,4 et 127,0 ppm ;

H-6 (7,14 ppm) lié au carbone a 106,2 ppm.
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Les différentes sous-structures ont été reliéeseeantles grace aux différentes
corrélations sus-citées pour aboutir & la structisgessous. Ce compoB4. est donc le 3,7-
dihydroxy-2,4-diméthoxyphénanthréne. Cette moléavait déja été isolée a partir de deux

especes d’Orchidacea€&ria flava et Bulbophyllum vaginatum.

Figure 43 : Structure du composé D1 : 3,7-dihydroxy-2,4-diméthoxyphénanthréne.

Tableau 21 : Données de RMN 3C et *H pour D1 (CD30D, 1H : 400.13 MHz, 298 K).

Cn° D1 (CD30D)

5C SH m J (Hz)
1 106,2 75 s
2 148,9 -
3 141,2 -
4 145,7 ;
4a 135,4 .
4ab 124,2
5 129,2 9,26 d 9,2
6 117,4 709 dd 9,2:27
7 156 -
8 112,3 714 d 2,7
8a 120,3 .
9 125,6 739 d 8,8
10 128,2 753 d 8,8
10a 127,5 -
2-OMe 56,5 399 s
4-OMe 59,8 388 s

5.4.4.2. Structure du composé de la classe deskstites

5.4.4.2.1. Structure du composé D3 : picéatannol

Le spectre de masse ESI-TOF du coma3éait apparaitre I'ion moléculaire protoné
[M+H]+ & m/z= 245,0836 correspondant a4;8:30, (cal. : 245,0814). La formule brute de
D3 est donc @H1,04, comportant 9 degrés d’insaturation.

Son spectre de RMRH (CD;OD) présente les signaux de 8 protons aromatiques o

éthyléniques entre 7,0 et 8,0 ppm sur les 12 qugode la formule brute : quatre protons
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ont donc été échangés avec le solvant. Le speetieMIN 13C comporte 12 signaux dont
deux, a 105,8 et 159,5, impliquent chacun 2 carbone

L’analyse du spectre 1H-1H COSY met en évidence Isgstemes de spirshb etc

de lafigure 44. Le proton a 6,83 ppm est couplé aux protons 4 6t76,98 ppm avec des
constantes de couplage caractéristiques, respetivted’'un couplagertho (J5-6 : 8,2 Hz) et
d’'un couplagemeta(J2-6 : 2,0 Hz). L’ensemble constitue un benzenedity&ubstitué (sous
structurea, figure 44). Le proton a 6,17 ppm qui forme un triplet ave® wconstante de
couplagemeta(J2-10,14 : 2,1 Hz) est couplé aux deux protons ationes équivalents a 6,44
ppm. Ce systéme définit un benzéne 1,3,5-trisuldstisous structure). Enfin, les deux
derniers protons a 6,75 et 6,89 ppm, couplés entxeavec une grande constante de couplage

(J7-8 : 16,2 Hz), sont attribués a une double liatsans (sous-structure).

H o~
H
H l\/ H N H
/{)\ ° )ﬁ/
~o =N o~ c
Figure 44 : Sous-structures a, b et ¢ déduites du spectre 1H-1H COSY de D3
( == corrélations observées)

Les attributions des carbones protonés ont étésééal grace a I'analyse du spectre
HSQC (Tableau2?) et les sous-structures b etc de lafigure 44 ont été reliées entre elles
par I'étude des corrélations du spectre HMBC. laabanes quaternaires a 142,6 (C-3), 146,4
(C-4) et 159,5 (x2 ; C-11 et C-13) ppm ont étélaitrs a des carbonep2liés a des atomes
d’oxygéne, a cause de la valeur de leur déplaceam@mique. Leur attribution précise résulte

de I'observation de corrélations avec :

- H-5 pour le carbone a 142,6 ppm (C-3)
- H-2, H-5 et H-6 pour le carbone a 146,4 ppm (C-4)
- H-10, H-12 et H-14 pour les carbones a 159,5 pprhl(€t C-13)

Les quatre protons mobiles ont été interprétés omrappartenant a des hydroxyles

phénoliques.

Le carbone quaternaire a 131,0 ppm (C-1) est fatérmorrélé d’'une part au proton a
6,74 ppm (H-5) et d’autre part aux protons a 6,/6,89 ppm de la double liaison (sous-

structurec) : la position C-1 lui a donc été attribuée. Enfin carbone quaternaire a 141,3
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ppm qui donne des taches de corrélation avec tdsn® a 6,44 ppm et aussi avec les protons
éthyléniques (H-7 et H-8), a été attribuée la pmsiC-9.

L’ensemble de ces données permet de proposer pooorhposeD3, la structure
hydroxy-3-resvératrol ou picéatannéib(re 45). Le picéatannol avait été isolé auparavant de
différentes plantes, d’abord de différentes espéedsouacapoudKing, 1956], des racines
d’'Euphorbia lagascag¢Ferrigni, 1984] et enfin de la canne a suSexcharunsp. [Brinker,

1991] ou des propriétés de phytoalexine ont ététdsc

Figure 45 : Structure de D3 : hydroxy-3-resvératrol ou picéatannol.

Tableau 22: Données de RMN *3C et 'H pour les composés D3 et D2 (CD30D ; 1H : 400.13 MHz,
298 K).

N° Composé D3 (CROD) Composé D2 (CROD)
oC OH m J (Hz) oC oH m J (Hz)

1 131,0 - 135,0 -

2 113,8 6,98 d 2,0 116,6 6,61 d 2,0

3 142,6 - 146,0 -

4 146,4 - 144,3 -

5 116,4 6,74 d 8,2 116,2 6,65 d 8,0

6 120,2 6,83 dd 82;20 120,7 6,49 dd 8,0;20

7 129,7 6,89 d 16,2 38,3 2,68 m

8 127,0 6,75 d 16,2 39,5 2,67 m

9 141,3 - 145,7 -
10,14 105,8 6,44 d 2,1 108,0 6,13 d 2,2
11,13 159,5 - 159,3 -

12 102,6 6,17 t 2,1 101,1 6,08 t 2,2

5.4.4.2.2. Structure du composé D2 : dihydropicéannol

Le spectre de masse ESI-TOF a haute résolutionodupaseéD2 présente l'ion
moléculaire protoné [M+H]+ @n/z = 247,0949 correspondant a la formule brutgHGO,
(cal. : 247,0970). La formule brute de2 est donc @H,4,04 comportant 8 degrés
d’insaturation. Son spectre de RMN 1H (CD30OD) pnéseles signaux de 6 protons
aromatiques entre 7,0 et 8,0 ppm et 4 protons atiigpees a 2,67 et 2,68 ppm sur les 14 que

comporte la formule brute : quatre protons sontcd@rhangeables avec le solvant. Le spectre

-74 -



Etude deDioscorea antalydum. & Perr.

de RMN 13C comporte 12 signaux dont deux, a 108,068,3 ppm, impliquant chacun 2

carbones.

L’analyse du spectre 1H-1H COSY met en évidence Isgstemes de spirsh etc
de lafigure 46. Le proton a 6,83 ppm est couplé aux protons 4 6t76,98 ppm avec des
constantes de couplage caractéristiques, respeited’un couplagertho (Js¢: 8,2 Hz) et
d’'un couplagemeta (J,6: 2,0 Hz). L'ensemble forme un benzene 1,3,4ssitué (sous-
structurea, figure 46). Le proton a 6,17 ppm qui forme un triplet ave® wconstante de
couplagemeta(J,-10.14: 2,1 Hz) est couplé aux deux protons aromatiqaesvélents a 6,44
ppm. Ce systeme définit un benzéne 1,3,5-trisulgstisous-structur®). Enfin, les quatre
derniers protons, a 2,67 et 2,68 ppm, forment dgoxpes méthylénes (GHcouplés entre

eux et sont attribués a la sous-structure

H o~
H H H Hy
OGNS O S
~o H o~ c H2
O H

Figure 46 : Sous-structures a, b et ¢ déduites du spectre 1H-1H COSY de D2.

HSQC (ableau2?) et les sous-structures b etc de lafigure 46 ont été reliées entre elles
par I'étude des corrélations du spectre HMBC. laabanes quaternaires a 146,0 (C-3), 144,3
(C-4) et 159,3 (x2 : C-11 et C-13) ppm on été latiés a des carbonsg’ liés & des atomes
d’oxygene, a cause de la valeur de leur déplaceamemique. Leur attribution précise résulte

de I'observation de corrélations avec:

- H-5 pour le carbone a 146,0 ppm (C-3)
- H-2, H-5 et H-6 pour le carbone a 144,3 ppm (C-4)
- H-10, H-12 et H-14 pour les carbones a 159,3 pprhl(€t 13)

Les quatre protons mobiles ont été interprétés oorappartenant a des hydroxyles

phénoliques.

Le carbone quaternaire a 135,0 ppm (C-1) est fatermorrélé d’'une part au proton a
6,65 ppm (H-5) et d’autre part aux protons a 6{76,8 ppm du systeme —CH2-CH2- (sous-

structurec, figure 46) : la position C-1 lui a donc été attribuée. Aubcme quaternaire a
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145,7 ppm qui donne des taches de corrélation l@geprotons a 6,13 ppm et aussi avec les
protons de la sous-structwea été attribuée la position C-9.

L’ensemble de ces données permet de proposer pooorhposeD2, la structure
dihydro-7,8-hydroxy-3-resvératrol ou dihydropicéatal figure 47). Ce composé qui a été
décrit dans la littérature a été obtenu d’une parthydrogénation du resvératrol [Matsuda et
al, 2001 ; Zhang et al., 2009], et aussi par hydelde son glucoside isolé B&ea abies
[Mannila et al., 1993], mais n’'avait jamais étélésalirectement a partir d’'une source

naturelle.

Figure 47 : Structure de D2 : dihydro-7,8-hydroxy-3-resvératrol ou dihydropicéatannol.

5.4.4.2.3. Structure du composé D10 : cassigarol D

Le spectre de masse ESI-TOF de D10 fait apparditne moléculaire protoné
[M+H]+ & m/z= 485,1299 correspondant a la formule brutgHg Oy (calc.: 485,1236). La
formule brute dé10 est donc gH»009, comportant 19 degrés d’insaturation. Son spelgre
RMN 1H (CD,OD) présente les signaux de 11 protons aromatieuies 6,0 et 9,1 ppm, de 2
protons & 4,65 et 5,39 ppm liés & des carbsplest de 7 signaux larges entre 8,9 et 10,5 ppm
attribués a des protons d’hydroxyles phénoliquesbleau 23). Le spectre de RMN 13C
comporte 28 signaux dont deux & 56,2 et 92,9 ppribaés & des carbonsg’ et 26 a des
carbonesff : la molécule comporte donc treize doubles liaistarbone-carbone et donc six

cycles, compte tenu des 19 degrés d’insaturatida ttlemule brute.

L’'analyse du spectre 1H-1H COSY met en évidencejledre systemes de spad,
c etd de lafigure 48, en plus de trois protons aromatiques sous forengrdyulets. Le proton
a 6,59 ppm est couplé aux protons a 6,70 et 6,68 gpec des constantes de couplage
caractéristiques, respectivement d’'un couplagko (J5-6 : 8,3 Hz) et d'un couplagmeta
(J2-6: 2,0 Hz). L’ensemble forme un benzéne 1,3,4-t8sitee (sous-structurg figure 48).

Le proton a 6,03 ppm qui forme un triplet avec womstante de couplageeta (JH-2-

-76 -



Etude deDioscorea antalydum. & Perr.

H10,14: 2,1 Hz) est couplé aux deux protons aromatigésivalents a 5,99 ppm. Ce
systéme définit un benzeéne 1,3,5-trisubstitué (strugtureb). Les deux protons aromatiques
a 7,34 et 6,94 ppm, couplés entre eux avec undartirsde couplagd;.g de 8,9 Hz, sont
attribués deux protonsrtho d’'un benzéne tetrasubstitué et les deux protoada et 5,30

ppm, vicinaux avec une constante de couplage délZ forment la sous-structuce(figure

49).
H H
(e} H O | O
OS890 1
o) H H H
| H
H /o H

Figure 48 : Sous-structures a, b, c et d déduites du spectre H-H COSY de D10.

Le spectre HMBC permet d’assembler ces sous-stegtavec les autres éléments.
Les carbones quaternaires a 113,1 (C-10") et 15619 (C-11") sont corrélés a la fois avec le
proton aromatique singulet a 6,75 ppm appartemamhéme benzene penta-substitué et aussi
avec les protons a 4,53 (H-8) et 5,30 ppm (H-7ugsstructured). Cela conduit a une
structure dihydrobenzofurane. Le carbone a 13218 (p-1) est corrélé aux protons a 6,69
(H-5) et 6,70 (H-2) (sous-structueg et aussi aux protons a 4,53 (H-8) et 5,30 ppn¥)H-
Réciproguement, le carbone C-7 est corrélé auopsad 6,59 et 6,70 ppm (H-2 et H-6). Ces
données permettent de relier la sous-struciyr@ la position 7 du dihydrobenzofurane. De
méme, comme le carbone a 146,3 (C-9, sous-strugtst corrélé aux protons H-7 et H-8, il
est lié au carbone C-8; celui-ci est corrélé austgns H-10 et H-14, confirmant la
proposition de structure. Les fortes corrélatiomscarbone a 125,2 ppm (C-6’) avec les
protons a 7,34 et 7,05 ppm (H-2' et H-7") permdtida relier la sous-structueau systéme
dibenzofurane. L'analyse des corrélations des cabauaternaires oxygénés a 144,1 (C-3")
et 145,7 ppm (C-4’) et des carbones protonés 01d@n (C-2') et 112,5 ppm (C-5"), permet
de relier a la sous-structure un benzéne tétrasubstitué avec deux protonspaa.
L’ensemble de ces données permet de proposeruietse plane d®10. L'attribution des
hydroxyles phénoliques résulte de I'observationsdenspectre HMBC de corrélations 3J

entre le carbone considéré et le proton de I'hygegui lui est lié.
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Figure 49 : Structure du composé D10 : cassigarol D.

Tableau 23 : Données de RMN 3C et 'H pour D10 (DMSO-ds et CD3-CO-CD3 ; 'H : 400.13 MHz).
N° D10 (DMSO-ts) D10 (CDs-CO-CD3)
oC oH m J (Hz2) oC oH m J (Hz2)

1 1329 | - 1350 | -

2 1126 | 6,70 d 2,0 113,4 | 6,83 d 2,0
3 1425 | - 146,0 | -

4 146,3 | - 146,0 | -

5 1156 | 6,69 d 8,3 116,0 | 6,81 d 8,1
6 116,9 | 6,59 dd 8,3;20 118,4 | 6,73 dd 8,1;20
7 92,9 5,30 d 4,7 94,4 5,39 d 4,9
8 56,2 4,53 d 4,7 57,3 4,65 d 4,9
9 146,3 | - 1476 | -

10 105,3 | 5,99 d 2,1 106,8 | 6,15 d 2,2
11 158,6 | - 159,8 | -

12 101,0 | 6,03 t 2,1 102,1 | 6,21 t 2,2
13 158,6 | - 159,8 | -

14 105,3 | 5,99 d 2,1 106,8 | 6,15 d 2,2
1 1252 | - 1270 | -

2’ 112,0 | 7,05 S 112,7 | 7,19 S

3 1441 | - 1447 | -

4 1457 | - 146,0 | -

5’ 1125 | 9,04 S 1135 | 9,24 S

6’ 1252 | - 127,1 | -

7 127,4 | 7,34 d 8,9 128,4 | 7,38 d 8,9
8’ 1195 | 6,94 d 8,9 121,12 | 7,07 d 8,9
9’ 1296 | - 131,3 | -

10’ 113,1 | - 1147 | -

11 156,9 | - 158,6 | -

12’ 95,9 6,75 S 97,0 7,06 S

13’ 1574 | - 158,3 | -

14 1136 | - 1151 | -

OH-13’ - 10,51 S - 8,11slarge (7 OH)
OH - 9,29 S
OH - 9,19 S
OH-11 - 9,04 S
OH-13 - 9,04 S
OH - 8,94 S
OH - 8,94 S
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L’analyse du spectre NOESY montre des corrélatemse H-7 et H-2, H-6, H-10 et
H-14, entre H-8 et H-10, H-14 et H-2, et entre HeH-2’ et H-8'. De plus, la faible intensité
de la tache de corrélation entre H-7 et H-8 peegiroposer une configuration relativans
pour ces deux protons du cycle tetrahydrofuranensémble de ces données permet de
proposer la structure précédente pbdO. Cette structure a été confirmée par I'analyse des
spectres de RMN de ce produit en solution dansagdétbne deutériéel ableau23). Cette
structure avait été décrite auparavant pour unécodd isolée du bois d’'une Légumineuse de
ThailandeCassia garrettiangdBaba, 1992].

5.4.4.2.4. Structure du composeé D9 : scirpusine B

Le spectre de masse ESI-TOF du comia8éait apparaitre I'ion moléculaire protoné
[M+H]+ a m/z= 487,1350 correspondant a la formule bruggHgzOg (cal. : 487,1393). La
formule brute dé9 est donc ggH,,0s, comportant 18 degrés d’insaturation.

Son spectre de RMRH (CD;OD) présente les signaux de 13 protons aromatigues
éthyléniques entre 6,1 et 6,8 ppm et de deux psaabphatiques a 4,34 et 5,29 ppm sur les 22
gue comporte la formule brute : sept protons ontdiié échangés avec le solvant. Le spectre
RMN 13C comporte 20 signaux dont deux a 107,4 &Q@pm impliquent chacun deux

carbones.

L’analyse du spectrtH-'H COSY met en évidence les six systémes de spfrde la
figure 50. Parmi les quatre systémes aromatiques repéerngs,soat 1,3,4-trisubstitués (sous-
structuresa ete, figure 50), un 1,3,5-trisubstitué (sous-structimeet un 1,2,4,6-tetrasubstitué
(sous-structural). De plus, le spectre COSY met en évidence lex dgatémes de deux
protons vicinaux représentés par les sous-strictue f. Ces six sous-structures ont été

assemblées grace aux données du spectre HMBC.

H H
H
_O H _O O
@ C
H H
[ H
H e
H
H H
_o o H .
N
H H <|3 H
SN

Figure 50 : Sous-structures a-f déduites du spectre 1H-1H COSY de D9.
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Ainsi, d’'une part, le carbone a 58,1 ppm (C-8)oestélé aux protons H-10 et H-14 de
la sous-structure ce qui permet de lier les carbones C-8 et C-9aattid part le carbone a
94,9 ppm (C-7) est corrélé au proton H-2 de la sbugturea ce qui permet de lier les
carbones C-1 et C-7. Les protons H-2 et H-8 someliEs aux carbones a 118,5 ppm (C-10')
et 163,0 ppm (C-11) et C-10’ est lui-méme corrélg protons H-12’ (6,26 ppm) et H-14
(6,60 ppm), ce qui définit le systéme dihydrofuraloe carbone C-9’ est corrélé aux protons
éthyléniques H-7" et H-8" et aussi a H-8 (4,34 pph® carbone C-1’ est corrélé d’'une part
aux mémes protons éthyléniques H-7’ et H-8' maissaa H-2’ (6,70 ppm) et H-6" (6,65
ppm). Les sous-structureset e sont ainsi reliées par une double liaison corstitpar la
sous-structuré (figure 51). La valeur de la constante de coupldge.sde 16,3 Hz indique

clairement que cette double liaison tahs

L’ensemble des données permet de proposer P8ua structure de lfigure 52. Les
attributions sont consignées dansaleleau24.

Figure 51 : Assemblage des sous-structures a-f a I'aide des corrélations du spectre HMBC de D9.

L’analyse de spectre NOESY confirme cette propmsitiEn effet, on observe des
corrélations intenses entre les protons H-8 et H-t04, H-2 et H-8" ; entre H-7 et H-2, H-6,
H-10 et H-14 et enfin entre H-10 (14) et H-8'. Cdsnnées indiquent de plus que la
configuration relative des protons de la liaisofi-C-8 du dihydrofurane estans
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Figure 52 : Structure de D9 ou scirpusine B.

Tableau 24 : Données de RMN '3C et 'H pour D9 (CD30D, H : 400.13 MHz, 298 K).

N° D9 (CDsOD)
5C oH m J (Hz)
1 135,0 -
2 113,7 6,76 d 2,0
3 146,3 -
4 146,3 -
5 118,5 6,64 d 8,0
6 116,3 6,75 dd 8,0:2,0
7 949 5,29 d 5,8
8 58,1 4,34 d 5,8
9 148,9 -
10 107,4 6,16 d 2,2
11 160,0 -
12 102,3 6,18 dd 2,2:272
13 160,0 -
14 107,4 6,16 d 2,2
1 130,9 -
2 1141 6,70 d 2,0
3 146,3 -
4 146,3 -
5 116,3 6,64 d 8,0
6’ 120,1 6,65 dd 8,0:2,0
7 130,7 6,77 d 16,3
g’ 123,7 6,54 d 16,3
9 137,0 -
10’ 118,5 -
11 163,0 -
12’ 96,8 6,26 d 2,5
13’ 158,0 -
14’ 104,5 6,60 d 2,5

L’ensemble de ces données permet de proposer @a@ompos®9, la structure de la
figure 52. C’est un bis-hydroxyresvératrol. Cette structavait été attribuée a la scirpusine B
qui avait été isolée des rhizomesStarpus fluviatilis une Cyperaceae [Nakajima, 1978], puis

de I'écorce de tronc deallistemon rigidugKobayashi, 2006].
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Les composédP?2 et D3 sont des dérivés du resvératrol possédant un xyléro
supplémentaire en position B2 ayant en plus subi une réduction de la doublediai Les
deux autres composeés sont des bis-stilbénes nmésdlian couplage oxydatif formant une
liaison carbone-carbone entre les positions 8 atel@eux unités hydroxy-resvératrofre
53). Ensuite, I'addition d’'un hydroxyle phénoliquerda double liaison C-7-C-8 forme un
dihydrobenzofurane et conduitl@®. Enfin, I'isomérisation de la double liaison étyique
de D9, suivie d’un nouveau couplage oxydatif entre lesigions 6 et 14, conduit a la

formation d’'un noyau phénanthrene et donne le caé@paO.

HO
HO D2
HO j@l
HO N
HO l

OH

Figure 53 : Relations biosynthétiques plausibles entre les stilbénes isolés
de Dioscorea antaly Jum.& Perr.
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6 — ETUDE TOXICOLOGIQUE

Ce travail ayant pour principal objectif I'étude e toxicité des tubercules de.
antaly. Il a consisté a vérifier si cette toxicité esttjfiée, et dans I'affirmative, I'évaluer et la

caractériser et enfin identifier les composés qus@nt responsables.

L’extrait brut de tubercule et les produits isolg¢sand leur quantité le permet, ont été
testés sur divers organismes animaux a sang clrande{ir et oiseau) et a sang froid

(poisson).

Des recherches sur les utilisations thérapeutiquessibles des extraits ont été
entreprises. Dans cette perspective, des testsmiardbiens, antiinflammatoire et

antipaludique ont été effectues.

6.1. ETUDE DE L’ACTIVITE TOXIQUE SUR SOURIS

6.1.1. SYMPTOMES DEVELOPPES

Les symptémes varient selon la voie d’administratie I'extrait. Ces symptémes sont
similaires pour les deux doses éprouveéess{2t DL;og). Toutefois, la difference réside au
niveau du temps d’apparition des symptomes. Ert,aféaix causés par la dose la plus forte
apparaissent plus rapidement.

Par voie orale, il provoque chez la souris les $gmes suivants : une piloérection et
une démangeaison au niveau des museaux suivies damorsion abdominale, d’'une ataxie
accompagnée d’'une augmentation de la fréquenceatsme (hyperpnée). La mort, précédée

d’'un état d'immobilisation de I'animal, survient bout de 18 h.

Par voie intra-péritonéale, quelqgues minutes amjestion de I'extrait les animaux
présentent une piloérection suivie d'une contorgibdominale. Ces états sont accompagnés
de tremblements intermittents. L’activité motriceimohue progressivement jusqu’a

'immobilisation totale peu de temps avant la ntprt a lieu au-dela de 2 h apres l'injection.
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6.1.2. ETUDE DES LESIONS ANATOMO-PATHOLOGIQUES

Les effets de I'extrait brut dBioscorea antalyJum. & Perr. au niveau tissulaire ont
éte appréciés par comparaison de coupes histokgigiorganes (cerveau, foie, reins,
poumons, cceur, estomac et intestin) prélevés dessoon traitées, de souris traitées puis
sacrifiées ou de cadavres immédiatement apréchsdies doses d’extrait utilisées sont 5 et

12 g/kg pour I'administration orale et 1 et 1,3gflour l'injection intra-péritonéale.

6.1.2.1. Lésions macroscopiques

L’autopsie a révélé des lésions macroscopiquesvaau du foie et de I'estomac. Le
foie présente des taches noiratres hémorragiqueslaathatres, tandis que I'estomac
augmente de volume. Les autres organes, a savtarfeau, les poumons, le cceur, l'intestin

et les reins ont un aspect macroscopique apparetmoenal.

6.1.2.2. Lésions microscopigues

Les résultats de I'étude anatomopathologigabléau25 et figures54-67) ont révelé

que I'extrait brut de tubercules @@oscorea antalyJum. & Perr. provoque des Iésions de tous
les organes examinés (cerveau, foie, reins, pounoargar, estomac et intestin). Les Iésions
varient selon l'organe, la dose et la voie d’adstiaition de I'extrait ainsi que la durée du
temps d’exposition. En général, ces lésions seeptést sous forme d’'une réaction
inflammatoire. Elle est caractérisée par une cdigewvasculaire, des foyers d’'imbibition

oedémateuse et d'infiltrat inflammatoire polymorgies ou moins diffus.

De tous ces organes, le cerveau est le moins tochéffet, seule une dose élevée
administrée par voie intra-péritonéale et aprestamps d’exposition au-dela de 7 h 'y
provoque des lésions notables. Par contre, le &ides reins, qui sont les organes
d’élimination des toxines sont les plus atteintsufEfois, 'organe cible semble étre le caeur
car les lésions observées au niveau de cet orgaméngportantes et se présentent sous forme
de péricardite et de myocardite a l'origine de<rations cellulaires. Ces dommages

pourraient a eux seuls entrainer la mort des animau

Au niveau de I'appareil digestif, avec le mode dMacistration orale, des lésions sont
observées au niveau de I'estomac et de l'intefitsiagit d’'une atteinte d’'une ou des quatre
tuniques digestives. Les Iésions observées a use élevée au niveau de I'estomac sont du

type gastrite intersitielle ou ulcérative. Néannsoia une dose plus faible, une hyperplasie des
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cellules mucosécrétantes (cellules bordantes) lestreée. Les lésions de lintestin sont

constituées par une inflammation plus ou moins iame de la paroi intestinale avec

abrasion superficielle de la muqueuse.

Tableau 25A . Lésions tissulaires provoquées par |'extrait brut de Dioscorea antaly Jum. & Perr. en
fonction de la dose, de la voie d’administration et de la durée d’exposition au niveau du cerveau et

au

du poumon.
CERVEAU
Durée de Lésions observées selon la voie d’administration
I'exposition . . L
en heure Voie orale Voie intra-péritonéale
48 5 [ Méninge et parenchyme cérébral 1T Méninge et parenchyme cérébral
histologiquement normaux histologiquement normaux
72 5 | Méninge et parenchyme cérébral 1 Méninge et parenchyme cérébral
histologiquement normaux histologiquement normaux
3 12 Méninge et parenchyme cérébral 13 Méninge et parenchyme cérébral
histologiquement normaux ' histologiquement normaux
. L - Méninge histologiquement normal
24 12 | Méninge et parenchyme cérébral 13 | Présence de foyers de cellules inflammatoires
histologiquement normaux " | niveau du parenchyme cérébral
POUMON
Durée de Lésions observées selon la voie d’administration
Iee);]pﬁzj'r%n Voie orale Voie intra-péritonéale

- Atteinte du parenchyme pulmonaire - Atteinte du parenchyme pulmonaire (éclateme
(éclatement des alvéoles, congestion des alvéoles, congestion vasculaire, infiltrat
vasculaire, infiltrat inflammatoire des inflammatoire des septums inter-alvéolaires)
septums inter-alvéolaires, nappe

48 5 . . 1
hémorragique)

- Atteinte du tissu péri-bronchiolaire
(congestion vasculaire, cedéme, infiltrat
inflammatoire)

- Atteinte marquée du parenchyme - Atteinte du parenchyme pulmonaire (éclateme
pulmonaire (éclatement des alvéoles, des alvéoles, épaississement focalisé du sept
congestion vasculaire, infiltrat inter-alvéolaire par de nombreuses cellules

72 5 inflammatoire des septums inter-alvéolaires, 1 inflammatoires et des capillaires congestifs)
nappe hémorragique)

- Atteinte du tissu péri-bronchiolaire
(congestion vasculaire, cedéme, infiltrat
inflammatoire)

- Atteinte du parenchyme pulmonaire - Atteinte du parenchyme pulmonaire (éclateme
(éclatement des alvéoles, épaississemen des alvéoles, épaississement diffus du septun
focalisé du septum inter-alvéolaire par inter-alvéolaire par de nombreuses cellules

3 12 | congestion vasculaire et nappe 1,3 | inflammatoires, des capillaires congestifs et d¢
hémorragique importante) foyers d’imbibition oedémateuse)
- Présence d’un infiltrat inflammatoire trés
marquée au niveau de la paroi bronchiolaire

- Atteinte du parenchyme pulmonaire - Atteinte du parenchyme pulmonaire (éclateme
(éclatement des alvéoles, épaississemen des alvéoles, épaississement diffus du septun
diffus du septum inter-alvéolaire par inter-alvéolaire par de nombreuses cellules

” 15 congestion vasculaire et nappe 13 inflammatoires, des capillaires congestifs, des|

hémorragique importante)
- Atteinte du tissu péri-bronchiolaire (infiltrat
inflammatoire)

foyers d’imbibition oedémateuse et des nappe|
hémorragiques)
- Présence d'un infiltrat inflammatoire trés

[

marquée au niveau de la paroi bronchiolaire

Les doses utilisées sont celles des DLsg et DL;oo par voie intrapéritonéale (1 et 1,3 g/kg) et par voie
orale (5 et 12 g/kg).
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Tableau 25B : Lésions tissulaires provoquées par |'extrait brut de Dioscorea antaly Jum. & Perr. en

fonction de la dose, de la voie d’administration et de la durée d’exposition au niveau du coeur et du
rein.

COEUR
Durée de Lésions observées selon la voie d’administration
I'exposition . . e
en heure Voie orale Voie intra-péritonéale
- Péricarde et myocarde histologiquement - Présence de quelques cellules inflammatoirgs
normaux et d'cedéme au niveau du péricarde (discrete

48 5 1 o ; A
péricardite) et du myocarde (discréte
myocardite)

- Edeme et infiltrat inflammatoire au niveau - Péricardite et myocardite modérées par
72 5 | du péricarde (péricardite). 1 | présence d'assez nombreuses cellules
- Edéme au niveau du myocarde inflammatoires
- Edéme et infiltrat inflammatoire au niveal - Discrete péricardite et myocardite modérée [par
du péricarde (péricardite) présence d’'assez nombreuses cellules

3 12 R L . . 1,3 | ! . T

- Edéme et capillaires congestifs au niveal inflammatoires et par des foyers d’imbibition
du myocarde cedémateuse

- Edeme et infiltrat inflammatoire au niveau - Discréte péricardite et myocardite sévere par
du péricarde (péricardite) présence de capillaires congestifs, de

24 12  Edeme, capillaires congestifs et infiltrat | 1 3 | nombreuses cellules inflammatoires et par des

inflammatoire péri-vasculaire au niveau du foyers d’imbibition cedémateuse.
myocarde (myocardite)
REIN
Durée de Lésions observées selon la voie d’administration
I'exposition . . i 2
en heure Voie orale Voie intra-péritonéale
- Atteinte glomérulaire par réduction de la - Atteinte glomérulaire (cedéme, infiltrat
48 5 | taille des glomérules, mais congestion du 1 | inflammatoire, congestion vasculaire)
floculus (capillaires intra-glomérulaires) (glomérulite)

- Atteinte glomérulaire : par réduction de I3 - Atteinte glomérulaire : cedéme, infiltrat
taille des glomérules, mais congestion du inflammatoire, congestion vasculaire
floculus (capillaires intra-glomérulaires) (glomérulite)
avec infiltrat inflammatoire intra- - Congestion et inflammation inter-tubulaire

72 5 P L 1 N PR "

glomérulaire (glomérulite) avec cedeme (néphrite interstitielle)

- Infiltrat inflammatoire du tissu interstitiel
inter-tubulaire et inter- glomérulaire
(néphrite interstitielle)

- Atteinte glomérulaire (destruction des - Atteinte glomérulaire (cedéme, infiltrat
glomérules par les capillaires congestifs, |es inflammatoire important, congestion
cellules inflammatoires et les foyers vasculaire) (glomérulite marquée)

7 12 | d'imbibition cedémateuse importante) 1,3  Présence de capillaires congestifs et de
multiples larges foyers inflammatoires inter-
tubulaires avec cedeme (néphrite interstitielle
sévere)

- Atteinte glomérulaire (destruction des - Atteinte glomérulaire (cedéme, infiltrat
glomérules par les capillaires congestifs, |es inflammatoire important, congestion
cellules inflammatoires et les foyers vasculaire) (glomérulite marquée)

24 12 | d'imbibition cedémateuse importante) 1,3 | Présence de capillaires congestifs et de
multiples larges foyers inflammatoires inter-
tubulaires avec cedeme (néphrite interstitielle
sévere)

Les doses utilisées sont celles des DLsg et DLygg par voie intrapéritonéale (1 et 1,3 g/kg) et par voie
orale (5 et 12 g/kg).
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Tableau 25C : Lésions tissulaires provoquées par |'extrait brut de Dioscorea antaly Jum. & Perr. en
fonction de la dose, de la voie d’administration et de la durée d’exposition au niveau de I'estomac
et du foie.

ESTOMAC
Durée de Lésions observées selon la voie d’administration
Iee);]pﬁzj'r%n Voie orale Voie intra-péritonéale
- Muqueuse gastrique peu modifiée - Inflammation modérée au niveau de la squs
- Inflammation au niveau de la sous muqueusg et muqueuse
48 5 | de la musculeuse 1 F Inflammation importante dans la
(gastrite interstitielle) musculeuse
(gastrite interstitielle modérée)
- Epaississement de la muqueuse gastrique par - Musculeuse : présence de nombreuses
multiplication des cellules mucosecrétantes. cellules inflammatoires
72 5 -Inflammation au niveau de la sous muqueusg etl - Séreuse : présence de cellules
de la musculeuse inflammatoires, de vaisseaux dilatés et
(gastrite interstitielle) d'cedéme
(gastrite interstitielle sévere)

- Muqueuse gastrique partiellement ulcérée ol - Présence de cellules inflammatoires sur les
épaissie par endroits 4 tuniques gastriques

- Présence de nombreuses cellules (Réaction inflammatoire modérée de la paroi

7 12 | inflammatoires au niveau de la musculeuse | 1,3 gastrique)

- Séreuse occupée par quelques cellules

inflammatoires
(gastrite ulcérative)

- Muqueuse gastrique partiellement ulcérée du - Nombreuses cellules inflammatoires sur les
par endroits épaissie 4 tuniques

- Présence de nombreuses cellules (Réaction inflammatoire importante de

24 12 | inflammatoires au niveau de la musculeuse.| 1 3 | paroi gastrique)
- Décollement focalisé de la séreuse par
I'cedeme avec quelques cellules inflammatoires
(gastrite ulcérative)
FOIE
Durée de Lésions observées selon la voie d’administration
Iee);]pﬁzj'r%n Voie orale Voie intra-péritonéale
- Parenchyme hépatique histologiquement - Parenchyme hépatique remanié par un
normal infiltrat inflammatoire localisé autour de I
48 5 1 | veine centrolobulaire avec présence de
capillaires sinusoides dilatés, de petites
nappes hémorragiques et d'cedéme

- Parenchyme hépatique siege d’un infiltrat - Parenchyme hépatique remanié par un
inflammatoire diffus avec présence de infiltrat inflammatoire localisé autour de |3

72 5 | quelques foyers d’éléments inflammatoires, de 1 | veine centrolobulaire avec présence de
capillaires sinusoides dilatés et d'cedeme capillaires sinusoides dilatés, de petites
nappes hémorragiques et d’cedéeme

- Parenchyme hépatique sieége d’un infiltrat - Parenchyme hépatique remanié par un
inflammatoire diffus avec une dilatation de I3 infiltrat inflammatoire localisé autour de Ig
veine centrolobulaire et présence de discrets veine centrolobulaire avec présence de

7 12 | foyers d’imbibition cedémateuse 1,3 | capillaires sinusoides dilatés, de petites
nappes hémorragiques et d’cedéeme
- Transformation adipeuse des hépatocytels
(discréte stéatose hépatique)

- Atteinte du parenchyme hépatique caractérisée |- Parenchyme hépatique remanié par un
par un infiltrat inflammatoire diffus dense avec infiltrat inflammatoire localisé autour de |3
une dilatation des capillaires sinusoides et veine centrolobulaire avec présence de

24 12 | destruction des hépatocytes par picnose 1,3 | capillaires sinusoides dilatés, de petites
nucléaire et imbibition cedémateuse nappes hémorragiques et d'cedéme
- Transformation adipeuse des hépatocytes
(discrete stéatose hépatique)

Les doses utilisées sont celles des DLsg et DL;oo par voie intrapéritonéale (1 et 1,3 g/kg) et par voie
orale (5 et 12 g/kg).
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Tableau 25D : Lésions tissulaires provoquées par l'extrait brut de Dioscorea antaly Jum. & Perr. en
fonction de la dose, de la voie d’administration et de la durée d’exposition au niveau de l'intestin.

INTESTIN
Durée de Lésions observées selon la voie d’administration
Iee);]pﬁzj'r%n Voie orale Voie intra-péritonéale
- Présence de cellules inflammatoires au nivgau - Présence de cellules inflammatoires au
48 5 de la musculeuse, de la sous muqueuse et de I'il niveau de la muqueuse, de la sous
muqueuse mugqueuse et de la musculeuse
(colite interstitielle modérée) (colite interstitielle)
- Inflammations importantes au niveau de la - Présence de cellules inflammatoires au
sous muqueuse et de la muqueuse provoquant niveau de la muqueuse, de la musculeuse et
72 5 | un épaississement de la sous muqueuse et tinel | de la sous mugueuse avec congestion
réduction de la musculeuse vasculaire
(colite interstitielle severe) (colite interstitielle)
- Abrasion partielle des villosités intestinales. - Rares cellules inflammatoires sur I'axe des
- Edéme, quelques cellules inflammatoires ef villosités intestinales de la muqueuse.
7 12 | congestion vasculaire au niveau de la 1,3
mugqueuse
(colite ulcérative)
- Abrasion partielle des villosités intestinales. - Apparition de quelques cellules
- Présence de cellules inflammatoires au nivgau inflammatoires au niveau de la muqueuse,
” 15 de la muqueuse, de la musculeuse, de la sous1 3 de la sous muqueuse et de la musculeuse.

mugueuse avec congestion vasculaire
(colite ulcérative)

- Epaississement de la musculeuse par
'oedéme
(colite interstitielle)

Les doses utilisées sont celles des DLsq et DL;oo par voie intrapéritonéale (1 et 1,3 g/kg) et par voie
orale (5 et 12 g/kg).
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Figure 54 : Coupes histologiques de a) cerveau non traité b) cerveau traité par
I'extrait a 5 g/kg par voie orale aprés un temps d’exposition de 72 h.
1 : méninge ; 2 : parenchyme cérébral ; 3 : capillaire sanguin.

Figure 55 : Coupes histologiques de a) cerveau non traité b) cerveau traité par

I'extrait a 1,3g/kg par voie intra-péritonéale aprés un temps d’exposition de 24 h.
1 : méninge ; 2 : parenchyme cérébral ; 3 : capillaire sanguin ;
4 : foyer inflammatoire ; 5 : cedéme ; 6 : vaisseau congestif.

-89 -



Etude deDioscorea antalyJum. & Perr.

Figure 56 : Coupes histologiques de a) poumon non traité b) poumon traité par I'extrait
a 5 g/kg par voie orale aprés un temps d’exposition de 72 h.
1 : alvéole ; 2 : capillaires interalvéolaires ; 3 : alvéoles éclatées ; 4 : capillaires congestifs.

Figure 57 : Coupes histologiques de a) poumon non traité b) poumon traité par I'extrait
a 5 g/kg par voie orale aprés un temps d’exposition de 72 h.

1 : alvéole ; 2 : capillaires interalvéolaires ; 3 : alvéoles éclatées ; 4 : capillaires congestifs ;
5 : infiltrat inflammatoire.
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Figure 58 : Coupes histologiques de a) coeur non traité b) coeur traité par I'extrait a 12 g/kg
par voie orale aprés un temps d’exposition de 72 h.
1 : péricarde ; 2 : myocarde ; 3 : vaisseau sanguin ; 4 : cellules inflammatoires ; 5 : cedéme.

Figure 59 : Coupes histologiques de a) coeur non traité b) coeur traité par I'extrait a 1,3 g/kg
par voie intra péritonéale aprés un temps d’exposition de 72 h.

1 : péricarde ; 2 : myocarde ; 3 : vaisseau sanguin ; 4 : cellules inflammatoires ;

5 : vaisseau dilaté ; 6 : oedéme.
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Figure 60 : Coupes histologiques de a) rein non traité b) rein traité par I'extrait a 12 g/kg
par voie orale aprés un temps d’exposition de 72 h.

1 : glomérule ; 2 : tubule ; 3 : vaisseau sanguin intertubulaire ;
4 : capillaire intra-glomérulaire congestif ; 5 : cellules inflammatoires ; 6 : oedéme.

Figure 61 : Coupes histologiques de a) rein non traité b) rein traité par 'extrait a 1,3 g/kg
par voie intra péritonéale aprés un temps d’exposition de 24 h.

1 : glomérule ; 2 : tubule ; 3 : vaisseau sanguin intertubulaire ; 4 : infiltrat inflammatoire ;
5 : capillaire congestif ; 6 : oedéme.

-92 -



Etude deDioscorea antalyJum. & Perr.

Figure 62 : Coupes histologiques de a) estomac non traité b) estomac traité par I'extrait
a 12g/kg par voie orale aprés un temps d’exposition de 24 h.

1 : cavité gastrique ; 2 : muqueuse ; 3 : sous muqueuse ; 4 : musculeuse ; 5 : séreuse ;
6 : muqueuse épaissie ; 7 : cellules inflammatoires.

Figure 63 : Coupes histologiques de a) estomac non traité b) estomac traité par I'extrait a
1 g/kg par voie intra-péritonéale aprés un temps d’exposition de 72 h.

1 : cavité gastrique ; 2 : muqueuse ; 3 : sous muqueuse ; 4 : musculeuse ; 5 : séreuse ;
6 : cellules inflammatoires ; 7 : vaisseau sanguin dilaté ; 8 : cedeme.
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Figure 64 : Coupes histologiques de a) foie non traité b) foie traité par I'extrait a 12 g/kg
par voie orale aprés un temps d’exposition de 24 h.
1 : veine centrolobulaire ; 2 : capillaire sinusoide ; 3 : parenchyme hépatique ; 4 : nappe

hémorragique ; 5 : hépatocyte normal ; 6 : hépatocyte altéré avec son noyau pycnotique ;
7 : capillaire sinusoide dilaté.

Figure 65 : Coupes histologiques de a) foie non traité b) foie traité par I'extrait a 1,3 g/kg
par voie intrapéritonéale aprés un temps d’exposition de 24 h.

1 : veine centrolobulaire ; 2 : capillaire sinusoide ; 3 : parenchyme hépatique ;
4 : nappe hémorragique ; 5 : infiltrats inflammatoires ; 6 : adipocyte ; 7 : cedéme.
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Figure 66 : Coupes histologiques de a) intestin non traité b) intestin traité par I'extrait a
1,3 g/kg par voie intrapéritonéale aprés un temps d’exposition de 24 h.

1 : cavité intestinale ; 2 : muqueuse ; 3 : sous muqueuse ; 4 : musculeuse ; 5 : séreuse ;
6 : infiltrat inflammatoire.

Figure 67 : Coupes histologiques de a) intestin non traité b) intestin traité par I'extrait a
1,3 g/kg par voie intrapéritonéale aprés un temps d’exposition de 24 h.

1 : cavité intestinale ; 2 : muqueuse ; 3 : sous muqueuse ; 4 : musculeuse ; 5 : séreuse ;
6 : épaississement de la musculeuse ; 7 : infiltrat inflammatoire.

-95-



Etude deDioscorea antalydum. & Perr.

6.1.3. TOXICITE

La toxicité de I'extrait brut aqueux dBioscorea antalyest appréciée par la
détermination de la Dj (24 h), ou dose tuant 50% des animaux testés én &4r la souris.

La DLsg est un indice de toxicité aigle.

Deux DLsp ont été déterminées, I'une orale et l'autre ipgaitonéale. La méthode

utilisée est celle de Reed et Muench (1938) (Efartie expérimentale », 83.1.1.2, p. 186).
6.1.3.1. Détermination de la DL50 orale

Les animaux testés sont gavés d’extrait brut ag@elaide d’'une aiguille a gavage.
Les résultats obtenus sont consignés datableau26.

Tableau 26 : Calcul des totaux cumulatifs dans la détermination de la DL50 (24 h) de l'extrait brut

aqueux de Dioscorea antaly Jum. & Perr., par voie orale, selon la méthode de Reed et Muench
(1938).

Dose Nombre de Nombre de souris Totaux cumulatifs
(g/kg de souris) | souris testées survivantes| mortes | survivantes mortes
1,2 5 5 0 14 0
2,16 5 4 1 9 1
3,88 5 3 2 5 3
6,99 5 2 3 2 6
12,58 5 0 5 0 11
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Figure 68 : Courbes des totaux cumulatifs permettant la détermination de la DLsg (24 h) par la
méthode de Reed et Muench (1938).

La projection de l'intersection des deux courbesat@ux cumulatifs nous donne une

valeur approximative de la 34(24 h) de4,95 g/kgde poids de souris.
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D’aprés la deuxieme variante, ou la méthode deutdies mémes auteurs en utilisant
la formule citée plus haut avec B = 3,88 g/kg derisg N =0,4; M=06etR=18; la
valeur de la Dk (24 h) est d&,06 g/kgde poids de souris.

Les deux variantes donnent, pour I'extrait bruteaguadministré par voie orale, une
valeur de Dl (24 h) avoisinante I€s g/kg de souris.
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Figure 69 : Courbe effet-dose de l'extrait brut aqueux de Dioscorea antaly Jum. & Perr. par
administration par voie orale et sa droite de régression linéaire.

Expérimentalement, en utilisant la droite de régjmaslinéaire, la valeur de la B4-
(24 h) est estimée®85 g/kgde souris.

6.1.3.2. Détermination de la DL50 intra péritonéale

Ce mode d’administration permet une meilleure ghstron de I'extrait au niveau des
visceres.

Comme dans le cas de I'administratiper os les deux variantes de la méthode de

Reed et Muench (1938) sont utilisées. Les donngpérinentales sont présentées dans le
tableau27.

Tableau 27 : Calcul des totaux cumulatifs dans la détermination de la DLsg (24 h) de I'extrait brut

aqueux de Dioscorea antaly Jum. & Perr., par voie intra péritonéale, selon la méthode de Reed et
Muench (1938).

Dose Nombre de Nombre de souris Totaux cumulatifs
(mg/kg de souris) | souris testées survivantes | mortes | survivantes mortes
750 5 5 0 10 0
900 5 3 2 5 2
1080 5 2 3 2 5
1296 5 0 5 0 10
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Figure 70 : Courbes des totaux cumulatifs permettant la détermination de la DLsg
(24 h) par la méthode de Reed et Muench (1938).

Les deux variantes de la méthode donnent respeivie989 mg/kg (méthode

graphique) e®75 mg/kg(calcul). La Dlso (24h) intra péritonéale est donc de I'ordreldékg
de souris.
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Figure 71 : Courbe effet-dose de I’'extrait brut aqueux de Dioscorea antaly Jum. & Perr. administré
par voie intra péritonéale et sa droite de régression linéaire.

Expérimentalement, en faisant une projection aaedrbite de régression linéaire, la
DLso (24h) est dd003 mg/kgde souris.

6.2. ACTIVITE SUR D’AUTRES ESPECES A SANG CHAUD

La sensibilité d’autres animaux a sang chaud domnat, le cobaye et le poussin a été

comparee a celle de la souris. Pour ce faire,rigxbrut a été administré par voie orale et
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intrapéritonéale a raison de 12 g/kg et 1,3 g/lspeetivement. Ces doses provoquent 100%

de mortalité chez la souris. Les résultats sonsigmés dans l@bleau28.

Tableau 28 : Effets de I'extrait brut de Dioscorea antaly Jum. & Perr. sur différentes espéeces
animales a sang chaud.

, Do_se_ / voie Souris Rat Cobaye Poussin
d’administration
*
12. g/kg 18 H Insensible >6H 22 H
Voie orale
~13gkg™ 2 H 4H 4H 15 H
Voie intra péritonéale

* : Cette dose correspond a la valeur de la DLgq par voie orale chez la souris.
** : Cette dose correspond a la valeur de la DLgq par voie intrapéritonéale chez la souris.
Les chiffres indiquent le temps de survie aprés administration de I'extrait.

» Par voie orale la dose administrée a tué également le cobagepetussin : le cobaye
est plus sensible que la souris, alors que le polisst moins. Par contre, le rat, bien
gu’il ait manifesté des symptomes d’intoxicatioriest pas mort au bout d'une
semaine.

» Par voie intrapéritonéale, la dose utilisée tue les trois espéces. Elles smins
sensibles que la souris. Le poussin s’est avémolas sensible, tandis que le rat et le
cobaye manifestent la méme sensibilité.

« En général, dans tous les cas, les symptomes @lsseyant similaires a ceux

développés chez la souris.

6.3. ACTIVITE ICHTYOTOXIQUE

6.3.1. EFFFETS DES EXTRAITS DEDioscorea antalyJum. & Perr. SUR LES
EMBRYONS DE MEDAKA, Oryzias latipes

Des tests préliminaires sur des alevins de carpenontré une activité ichtyotoxique
de I'extrait brut aqueux de tubercule b®scorea antalydum. & Perr. Nous avons confirmé
cette propriété sur un modele standardisé. L'aétide I'extrait brut aqueux et du composé
D11, produit majoritaire de la plante isolé a la foes Igextrait brut aqueux et de I'extrait

organique AcOEt, a été ainsi éprouvée sur le poissedakaQryzias latipek

Pour I'extrait brut aqueux, un effet-dose est ob&eAinsi, pour une concentration de
4 mg/mL d’extrait brut aqueux dBioscorea antalyJum. & Perr., le taux de survie est
diminué de 100%. Pour des concentrations de 2neg/inL, les taux de survie avoisinent les
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20-40%. Enfin, pour de plus faibles concentrati(hs ; 0,25 ; 0,125 ; 0,062 ; 0,031 mg/mL),
il 'y a presque plus d’effet, les taux de survpadssent les 90%.

Le tableau?29 ci-aprés présente les résultats obtenus apresrS ¢e mis en contact
des animaux tests avec les différentes concentgtitextrait brut aqueux dBioscorea
antaly Jum. & Perr. Les tests sont réalisés en tripligu@, B, C) et les témoins sont mis en

milieu Yamamoto (Yamamoto, 1975) dépourvu d’extrait

Tableau 29 : Nombre d’individus morts et différents taux de mortalité et de survie durant les trois
jours de test.

Jour Témoins 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,062 0,031
mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL
1 A:0/5 A:5/5 |A:05 |A:05 |A:0/5 A:0/5 |A:0/5 |A:0/5 |A:0/5
B:0/5 B:5/5 |B:0/5 |B:0/5 |B:0/5 B:0/5 |B:0/5 |B:0/5 |B:0/5
C:0/5 C:5/5 |C:0/5 |C:0/5 |C:0/5 C:0/5 |[C:0/5 [C:0/5 |C:0/5
2 A:0/5 A:5/5 |A:2/5 |A:1/5 |A:0/5 A:0/5 |A:0/5 |A:0/5 |A:0/5
B:0/5 B:5/5 |B:3/5 |B:2/5 |B:0/5 B:0/5 |[B:0/5 |B:0/5 |B:0/5
C:.0/5 C:5/5 |C:5/5 |C:5/5 |C:0/5 C:0/5 |C:0/5 |[C:0/5 |C:0/5
3 A:0/5 A:5/5 |A:2/5 |A:2/5 |A:0/5 A:0/5 |A:05 |A:05 |A:05
B:0/5 B:5/5 B :5/5 B:2/5 B:1/5 B:0/5 |[B:0/5 |B:0/5 |B:0/5
C:.0/5 C:5/5 |C:5/5 |C:5/5 |C:0/5 C:0/5 |C:0/5 |[C:0/5 |C:0/5
Cumul 0/15 15/15 12/15 9/15 1/15 0/15 0/15 0/15 50/1
Mortalité | 0 100% 80% 60% <1% 0 0 0 0
Survie 100% 0 20% 40% > 90% 100% 100% 100% 100%

Les différentes valeurs sont reportées en coumresjtilisant la méthode d’analyse
statistique  ANOVA (Graphpad Prism 5 Softwarettp://www.graphpad.cojn Toujours
d’apres cette méthode statistique, la valeur d&.B0 est 0,8 mg/mLKigure 72).
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Mortalité d'embryons de Oryzias latipes
apres exposition a I'extrait brut aqueux
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Figure 72 : Courbes montrant

1) les taux de mortalité de Oryzias latipes aprés exposition a différentes doses de
I’extrait brut aqueux de Dioscorea antaly Jum. & Perr.
2) l'effet-dose pour les trois jours de test

Le développement des embryons traités par I'extrait aqueux d®ioscorea antaly
Jum. & Perr. semble normal par rapport a celui @febryons non traités. Aucun retard de

développement et aucune malformation ne sont observ
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Toutefois, un retard d’éclosion est observé parpodp aux témoins pour les
concentrations supérieures a 1 mg/mL. Ainsi, uhéition d’éclosion totale est observée a la
plus forte concentration de 4 mg/mL. Elle est dea4®0% pour les concentrations de 1 et 2
mg/mL. Cette inhibition d’éclosion s’avére moinsrnae pour les concentrations comprises
entre 0,062 et 0,5 mg/mL. A ces concentration® s# trouve méme plus accélérée aux
premiers jours de test par rapport aux témoins pomner un taux d’inhibition d’éclosion
d’environ 10%. A la concentration de 0,031 mg/na.yitesse d’éclosion est identique a celle

des témoins.

6.3.2. EFFETS DE L'EXTRAIT DE Dioscorea antalyJum. & Perr. SUR LES
ORGANES DES EMBRYONS DE MEDAKA

Les effets de I'extrait d®ioscorea antalyJum. & Perr. ont été recherchés au niveau
de divers organes (tissus) de 'embryonQtgzia latipes Pour ce faire, des observations au
microscope optique ont été faites sur des coupesasid’organes prélevés respectivement
sur des embryons non traités (témoins) et des embriyaités par I'extrait dB antaly Jum.

& Perr. a 0,5 mg/ml. Les résultats ont montré quil n'y aspde modifications
anatomopathologiques évidentes au niveau des rdada région buccale et du tractus
intestinal. Au niveau du foie, les structures géte& sont conservées mais un élargissement
des capillaires sinusoidaux a été noté chez lesryemb traités. En effet, il y a une
augmentation significative de la largeur de cedlleaes (34 + 4um pour les embryons
traités et 21 + 2 um pour les témoins). Il en estméme pour I'épaisseur des capillaires (25 +
3 um pour les embryons traités et 17 + 2 um posrembryons témoins). Ce type de
modification suggere une réaction inflammatoirenaxeau du foie. Ldigure 73 montre une

partie des résultats obtenus.

D’apreés les résultats obtenus, I'extrait brut agquees tubercules deioscorea antaly

Jum. & Perr. est toxique poQ@ryzias latipes

L’extrait n'a pas d’effet sur le développement eyanmnaire, ce qui supposerait que
I'extrait, ou le/les principe(s) actifs, a faiblesncentrations, n'ont pu traverser le chorion.
Néanmoins, un milieu a plus fortes concentratiomsxtrait engendre un retard d’éclosion

voir méme la mort embryonnaire a la concentratéoopllis élevée de 4mg/mL.
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Pour les concentrations sub-létales, les alevils &urvivent. Des analyses anatomo-

pathologiques ont été effectuées sur les alevilaids et témdins) pour une localisation et
une observation du/des organe(s) cible(s).

Témoin rein

Témoin foie

Figure 73 : Vue au microscope optique de coupes transversales de rein et de foie d’embryon de

medaka (Oryzia latipes) :

a) rein non traité ; b) rein traité avec I'extrait brut de D. antaly (0,5 mg/ml) : pas de modification ;

c) foie non traité ; d) foie traité avec I'extrait brut de D. antaly (0,5 mg/ml) : élargissement des
capillaires sinusoidaux.

6.4. ACTIVITES ANTIMICROBIENNES

L’étude des effets des divers extraits et produits sur les microorganismes a été
faite selon la méthode de diffusion en milieu seldi méthode des disques ou encore
méthode d’antibiogramme en utilisant les souchegbi@nnes Gram positiSfaphylococcus
aureug et Gram négatifscherichia coliSalmonella typhiVibrio harveyietVibrio fischer)
ainsi que sur une souche fongig@afdida tropicali3. Il s’agit des extraits par le
cyclohexane, le MeOH, 'AcOEt et le GEI,. Pour les produits purs, il s’agit des composés
D2 (dihydro-7,8-hydroxy-3-resveérato)3 (picéatannol)P10 (cassigarol D)D8 (catéchine),
D5 (antadiosbulbine AD6 (antadiosbulbine BD7 (diosbulbine E)D11 (8-épidiosbulbine
E), D11Ac (6-acétyl-8-épidiosbulbine ER12 (8-épidiosbulbine G).
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6.4.1. ACTIVITES ANTIMICROBIENNES DES DIFFERENTS EX TRAITS

Les résultats des tests antimicrobiens sur leéréffits extraits sont présentés dans le
tableau30:

Les extraits dichlorométhane et agueux sont irestif tous les germes testés ;

L’extrait hexanique n’est actif que swdibrio fischeri;

Aucun extrait n’est actif suBalmonellaet Candida tropicalis;

L’extrait MeOH est le plus actif et |&&brio sont les plus sensibles avec des halos

d’inhibition supérieurs a 20 mm.

Tableau 30 : Effets de différents types d’extraits (2 mg/ disque) sur les microorganismes

Type Escherischia| Staphylococcus| Salmonella | Vibrio Vibrio Candida
d’extrait coli aureus typhi harveyi| fischeri tropicalis
Hexanique - - - - 10 mm -

AcOEt 13 mm 9 mm - - 21 mm -
MeOH 18 mm 12 mm - 24 mm 23 mm -
CH.CI, - - - - -
Agueux - - - - -

Les chiffres désignent les diameétres des halos d’inhibition.

Les effets de différentes concentrations des ixtiéeOH et ACOEt ont été étudiés
surStaphylococcus aurewt Escherischia colafin de déterminer les CMI, par la méthode

des disques. D’apres les résultats présentéssiguees74 et 75 et dans l¢ableau3l les

valeurs des CMI sont :

* Pour I'extrait MeOH, 125 ug postaphylococcus aurewst 62,5 ug pouEscherichia
coli

e Pour I'extrait AcOEt, 31,2 ug po@taphylococcus aurews de I'ordre de 7,8 ug pour
Escherichia coli

Tableau 31 : Effets de différentes concentrations des extraits MeOH et AcOEt de Dioscorea antaly
Jum. & Perr. sur Staphylococcus aureus et Escherichia coli.

Concentration (mg/mL) 100 50 25 12,5 6,25 3,22 1,560,78| 0,39

Dépobt (ug / disque) 2000, 1000 500 25D 125 62,5 31,25,6 7.8
Extrait S. aureus 16 14 13 11 8 - - - -
MeOH E. coli 20 16 14 12 9 7 - - -
Extrait S. aureus 13 12 11 9 8 7 7 - -
AcOEt E. coli 12 11 10 10 8 8 8 7 7

Les chiffres désignent les diamétres des halos d’inhibition (en mm).
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Figure 74 : Effets de différentes concentrations des extraits par le MeOH et par I’AcOEt de
Dioscorea antaly Jum. & Perr. sur E. coli. Les chiffres indiquent les dépots (en pg/disque).

\

/ Q50
Extrait ACOE Extraitml?

Figure 75 : Effets de différentes concentrations des extraits par le MeOH et par
I’AcOEt de Dioscorea antaly Jum. & Perr. sur S. aureus. Les chiffres indiquent
les dépots (en pg/disque).
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6.4.2. ACTIVITES ANTIMICROBIENNES DE PRODUITS PURS

Les quelques produits purs obtenus en quantitésanfé ainsi que les quatre produits
nouveaux ont été testés pour leur activité antidvenne sur la souch8taphylococcus

aureus.Les résultats obtenus sont résumés datableau32.

Tableau 32 : Effets de quelques produits purs (100 ug/ disque) sur Staphylococcus aureus.

Produits purs testés Diametre du halo d’inhibition

D5 (antadiosbulbine A) -

D6 (antadiosbulbine B) -

D11 (8-épidiosbulbine E) -

D11Ac (8-épidiosbulbine E acétyl€) -

D13 (8-épidiosbulbine G) -

D2 (dihydro-7,8-hydroxy-3-resveératrol) 14 mm
D3 (picéatannol) 9 mm
D10 (cassigarol D) 12 mm

Les quatre produits nouveau®5, D6, D11 et D12 ainsi que le diterpénoidel1Ac
n‘'ont montré aucune activité envessaphylococcus aureusvec un dépot de 100 pg par
disque. Les autres produits testB®, D3 et D10 qui appartiennent tous a la famille des
stilbénoides, ont montré une activité contre lergetesté.

6.5. ACTIVITE ANTIMYCOBACTERIENNE

L’activité antimycobactérienne des stilberi2® D3, D10, du compos®8, ainsi que
des autres produits de la classe des diterpen@®e®6, D11 etD11Ac) a été évaluée sur la
soucheMlycobactérium bovia la dose de 100 pg/mL. La valeur de la CMI (oncentration
Minimale Inhibitrice) pour chaque produit testé & @insi déterminée et un témoin de
référence positive est réalisé avec l'isoniazides tésultats sont consignés dansideau28.

Tableau 33 : Résultats des tests d’activité antimycobactérienne.

Produit CMI (ug/mL)
D2 (dihydro-7,8- hydroxy-3-resveratol) > 200
D3 (picéatannol) > 200
D10 (cassigarol D) > 200
D8 (catéchine) > 200
D5 (antadiosbulbine A) > 200
D6 (antadiosbulbine B) > 200
D11 (8-épidiosbulbine E) > 200
D11Ac (6-acétyl-8-épidiosbulbineE) > 200
Isoniazide 0,4
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Tous les produits testés ne présentent aucundt@dtinibitrice sur la croissance de
Mycobacterium bovi8CG, souche utilisée comme cible au laboratoir® dose maximale
de 100 pg/mL.

6.6. ACTIVITE ANTI-INFLAMMATOIRE

Plusieurs especes d@ioscoreasont connues pour leur activité anti-inflammatoire
Des espéces malgaches sont également utiliséesicpepient pour traiter des maux
d’estomac . soso ; D. trichanta ; D. seriflora ; D. ovinalat D. alata) d’ou notre intérét
pour une étude de I'activité anti-inflammatoire @s$raits deD. antaly et des composés purs

majoritaires.

Tableau 34 : Résultats du test anti-inflammatoire.

Echantillon DOt DOt0 % inhibition

Extrait cyclohexanique 0,334 0,329 0,498 0,539 154 145
Extrait MeOH 0,334 0,329 0,858 0,820 88 94
Extrait ACOEt 0,360 0,373 0,494 0,522 160 156
D7 (Diosbulbine E) 0,336 0,349 1,141 1,150 37 37
D11 (8-épidiosbulbine E) 0,334 0,321 0,971 0,893 66 79
D12 (8-épidiosbulbine G) 0,319 0,301 0,886 0,852 79 83
Témoin 0,329 0,308 0,874 0,789 84 95

DOt : densité optique au temps t ; DOtO : densité optique au temps t0

En cas d’inhibition, la coloration de la préparatiore au rose. Pour notre cas, aucune
des préparations n’a changé de coloration. Lesapaépns tests restent colorées en jaune de

méme que les témoins, ce qui confirme une répoégative.

6.7. ACTIVITE ANTIPLASMODIALE in vitro

Les tests ont été réalisés au sein du laboratoérebidlogie fonctionnelle des
protozoaires (USM 0504, MNHN).

Les tests ont porté sur des souches FcB1, soudbeoghino-résistante isolée en
Colombie. Les extraits (cyclohexanique, MeOH, AcOB#,Cl,), les quelques produits purs
D7, D10 et D3 disponibles en quantités suffisantes pour less tasisi que les nouveaux
produits D5, D6, D11 etD12) ont été solubilisés dans le DMSO pour donnersgégtions de
10 mg/mL, diluées ensuite en cascade pour la détation de la G.
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Tableau 35 : Résultats des tests d’activité antiplasmodiale in vitro.

Echantillons | Clso (ug/mL)
Extraits
Extrait cyclohexanique 59,2
Extrait MeOH 80,1
Extrait AcCOEt 44.6
Extrait CH2CI2 83
Produits purs
D7 (diosbulbine E) > 100
D10 (cassigarol D) 14,1 +1,531
D3 (picéatannol) 51+0,153
Produits nouveaux
D5 (antadiosbulbine A) > 50
D6 (antadiosbulbine B) > 50
D11 (8-épidiosbulbine E) > 100
D12 (8-épidiosbulbine G) > 100
Chloroquine | 0,13 £ 0,03

D’aprés les résultats consignés danttdeau3s, les extraits et produits testés n’ont
révélé aucune activité antiplasmodiale au vu désuvede leurs G qui sont de 140 a plus
de 1000 fois supérieures a celle de la chloroqgueest de 0,13 uM [Frappier, 1996].
Toutefois, les deux stilbénes, cassigaroll (@) et picéatannol3), ont un effet nettement
plus marqué par rapport aux autres produits puasgné leur trés faible activité par rapport a

celle de la chloroquine.

6.8. ACTIVITE CYTOTOXIQUE

La cytotoxicité des deux produits purs de structungginaledD5 (antadiosbulbine A)
et D6 (antadiosbulbine B) est éprouvée sur la lignéduledde humaine MRC-5 (cellules
embryonnaires diploides pulmonaires). Les valearaoncentration inhibitrice 50% (IC50)
sont déterminées en se référant au témoin quaestrhptothécine. Les résultats des tests sont

présentés dans tableau36.

Tableau 36 : Résultats des tests d’activité cytotoxique

Composé 1Go (Lg/mL)
D5 (antadiosbulbine A) > 100
D6 (antadiosbulbine B) > 100
Camptothécine 0,0012 + 0,0003

Aucun des deux produits testés n’a manifesté utiataccytotoxique.
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[ 7 — RESUME -DISCUSSION - CONCLUSION |

Les enquétes réalisées sur le terrain ont monteéDipscorea antalyJum. & Perr.,
malgré son amertume et les rumeurs sur sa toxwiéstitue un appoint alimentaire, voir

méme la seule ressource alimentaire pour certagmages pendant la période de disette.

Quinze composés différents dont cing diterpéno{8espidiosbulbine E, diosbulbine
E, 8-épidiosbulbine G, antadiosbulbine A et antsiblidbine B), cinqg flavonoides
(kaempférol, quercétine, isorhamnétine eO-B-D-glycopyranosyl-(6->1p-L-rhamnose-
5,7,4-trihydroxyflavone) et une catéchine, cing ilbgnoides (picéatannol,
dihydropicéatannol, resvératrol, cassigarol D etpasine B) et un phénantréne (3,7-
dihydroxy-2,4-diméthoxyphénanthréne) ont été isolésubercule d®ioscorea antalyJum.
& Perr. Les diterpénoides sont quantitativementonitajres. Quatre d’entre eux sont
nouveaux : deux diterpénoides clérodanes que nweassanommeésantadiosbulbine A,
antadiosbulbine B : le préfixe anta dérive du nom de l'espécantaly ainsi que deux
diterpenes 19-norclérodane®-épidiosbulbine Eet8-épidiosbulbine G

Les composés connus mis en évidence @aascorea antalyJum. & Perr. ont été

trouvés dans d’autres especedPdescoreaet/ou dans d’autres plantes :

- lesdiosbulbinesE et G, ainsi que la 6-acétyl-8-épidiosbulbine E chd2ioscorea
bulbifera Les autres types (A, B, C, D, F, H) sont commeimezDioscorea bulbifera
et chez d'autres espéces dmscorea(par exemple diosbulbine B ch&ioscorea
pentaphylld. Par contre, ils n'ont pas été retrouvés dansfriagtions étudiées de
Dioscorea antaly Toutefois, des diterpénoides de type clérodarieétinisolés de
certaines especes de la famille des Asterace#des tpleRhaponticum uniflorunet
Pulicaria wightiana[Bin et al., 2004 ; Das et al., 2005].

- les flavonoides kaempférol, quercétine et isorhamnétine cheziglus especes de
Dioscorea (D. bulbiferg D. sylvatica D. opposita D. pentaphylly, chez certains
fruits et léegumes : le fruit du marieMprus albg, la fraise Fragaria ananassp la
ciboulette Allium schoenoprasunl’épinard Spinacia oleracea La catéchine, un
flavonoide de la sous-classe des flavan-3-olsjadté isolée d®ioscorea bulbifera
etDioscorea cayenensik&lle se rencontre le plus souvent, en quantiomante dans
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les feuilles du théierGamellia sinensjs chez la vigne\(itis viniferg) et le cacaoyer

(Theobroma cacgo

- les stilbénoides picéatannol, resvératrol, cassigarol respectivement Diescorea
villosa et D. batatas D. zingiberensisD. hispidaet D. dumetorumet chez d’autres
plantes : le resvératrol abondamment dans divers fruits tels le raisin, le cacao, la
rhubarbe, l'arachide... ; le picéatannol, un métabolite du resvératrol dans les raisins
rouges ; les cassigarols (A-G) dans d’autres plantes dont des esp&assideDes
dérivés du phénanthréne ont été isolés de tubercul&odeorea decipiengt des

parties aériennes d@oscorea opposita

Il faut noter que certaines des fractions que nous avons obtenues lors du
fractionnement des divers extraits n'ont pas pu encore étre étudiées. Par conséquent, d’autres
produits, connus ou nouveaux, pourraient encore étre mis en évidence : c'est le cas par
exemple de polyphénols qui ont été détectés lors des criblages préliminaires des extraits

agueux.

La toxicité des tubercules @oscorea antal\dum. & Perr. a été d’abord éprouvée sur

un modele animal standard, la souris.

L’indice de toxicité aigué Dig (24 h) a été évalué. Si I'on se réefere a I'échelle de
Hodge et Stern [WHO, 1996], avec une valeur dgy@kale de 5 g/kg de poids, I'extrait n’est
méme pas considéré comme nuisible {fdrale comprise entre 0,2 et 2 g/kg). Méme lgDL
intra péritonéale est relativement élevée, de I'ordre de 1 g/kg de poids. Les 5 g d’extrait qui
provoquent 50% de mortalité chez la souris correspondent a 122,5 g de tubercules frais
compte tenu de la teneur en eau des tubercules qui est de 70%. En supposant que 'homme ait
une sensibilité similaire a celle de la souris vis-a-vis des tuberculd3. dataly, pour
provoquer les mémes effets toxiques chez un adulte de 70 kg il faudrait que ce dernier
consomme 8,57 kg de tubercules frais en une seule prise, ce qui n’est pas réaliste. Si vraiment,
D. antalyJum. & Perr. est toxique pour ’lhomme, cela signifie que ce dernier serait beaucoup
plus sensible que la souris et le rat. Par ailleurs, la plante ne contient ni des alcaloides, ni des
saponosides, or les composés démontrés comme responsables de la toxicité de plusieurs
especes deDioscorea sont des alcaloides (dihydrodioscorine, dioscorine ...) et des

saponosides (yamogénine, cryptogénine, disogénine ...) [Neuwinger, 1996].

Cependant, les extraits de tuberculeDleantaly Jum. & Perr. provoquent chez la

souris des Iésions macroscopiques au niveau du foie et de I'estomac et des lésions tissulaires
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graves au niveau du cceur, des poumons, des reiriejed de I'estomac et de l'intestin. Le
cerveau est le moins atteint. Dans la plupart @ss les lésions s’aggravent en fonction du
temps. Ces lésions au niveau de tous les organdsmebien compte de la toxicité de I'extrait
pour les animaux testés. Toutefois, elles ne peéemigbas d’identifier ni une cible privilégiée,

ni les effets primaires.

Cependant, les extraits de tubercule préalablendébbxiqués par la technique
traditionnelle ne provoquent aucun symptome d’iidatton, méme a des doses élevées. Une

vérification d’une éventuelle toxicité chroniquevdat étre faite.

La toxicité des tubercules dB. antaly Jum. & Perr. non traités envers divers

organismes est prouvée. Quant a la toxicité errenaime, on ignore si :

» la forte réputation de la toxicité d® antalyJum. & Perr. est exagérée par la peur en
général des plantes améres qui sont toujours anésisl comme toxiques, une peur
qui est encore renforcée par l'existence dans lgiomé de la redoutableD.

sansibarensisgjui est tres amere et dont la toxicité est der@topublique.

» elle est bien fondée, alors dans ce cas, des easjgépplémentaires devront encore
étre menées afin de prospecter des témoignagegésadprdiverses sources et dans

d’autres régions de Madagascar ou pousse la plante.

La toxicité observée avec I'extrait brut Béoscorea antalyfdum. & Perr. pourrait étre
imputée, au moins en partie, aux différentes dilisbes présentes dans le tubercule. En effet,
parmi les substances déja identifiées, ces demgmet majoritaires. La contribution d’autres
substances, éventuellement présentes dans le®fisacion encore étudiées et dont la nature
chimique reste encore a déterminer, n'est pas larex@ ce propos, il a été rapporté que des
concentrations élevées de substances cyanogedexide oxalique seraient responsables de

la toxicité deDioscorea sppune igname du Népal [Bhandari et al., 2005].

Les valeurs de DJg que nous avions obtenues sont toutefois comparabdelles des
extraits bruts de tubercules d’autres espece®idecorearéputées et prouvées toxiques.
Ainsi, la DLso orale deDioscorea bulbiferaaiwanais est supérieure a 4 g/kg [Akahane, 1999]
et la DLgo intra-péritonéale dB. dumetorurnrest de 1,4 g/kg [Iwu et al., 1990]. Ces valeurs ne

reflétent pas non plus la toxicité connue de castpk.

Les résultats préliminaires relatifs a la toxiaiigs extraits d®. antalyJum. & Perr.

sur des animaux a sang froid dont les tétards deogille et les alevins de carpe ont été
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confirmés surOryzia latipes(medaka), un modéle biologique standard utiliséraamment
pour évaluer la toxicité. Ce poisson s’est aversibde a I'extrait brut d®. antaly (CLso =

0,8 mg/ml). Des lésions tissulaires au niveau del éot €té notées chez des embryons. Cette
propriété ichtyotoxique justifie I'utilisation ddysieurs especes d@oscoreacomme poison

de péche.

Les tubercules deDioscorea antaly Jum. & Perr. possedent des propriétés
antibactériennes. L’extrait aqueux est inactiflsgrsouches testées, ce qui supposerait que 1)
les principes actifs ne sont pas polaires et 2hdélssont pas éliminés lors des opérations de
détoxication. Ces propriétés seraient imputablgsaetie aux stilbénoides. Des recherches sur
les tubercules détoxiqués sont encore nécessavia@s @&oute recommandation quant a

I'exploitation de ces propriétés des tubercules.

Les résultats des enquétes que nous avions réalisdes la zone d’étude n’'ont pas
révélé d’utilisations thérapeutiques des extra@g®dantalyJum. & Perr. Cependant, d’apres
la littérature, la plupart des molécules isoléesDleantaly Jum. & Perr. sont douées

d’activités biologiques :
» ['activité anti-bactérienne des furanoides norgiéeres [Shriram et al., 2008 ;
Teponno et al., 2006]

» les propriétés anti-oxydante et anti-inflammatciveresvératrol ;

e l'action inhibitrice, in vitro, sur certaines maladies virales notamment celles
associées avec le virus Epstein-Barr et une pit@prati-cancéreuse du
picéatanol [Wolter et al., 2002 ; Swanson-Murgenstoal., 2003] ;

* les propriétés antihistaminiques, antioxydantesargt-inflammatoires de la

guercétine [http://www.amessi.org/La-quercetine-oempriétés] ;

» les propriétés anti-oxydantes des trois flavonmisriamnétine, kaempférol et

qguercétine) ;

» les activités neuroprotectrice et antioxydante méee des dérivés du
phénanthréne ont été isolés de tuberculeBidscorea decipienst des parties

aériennes dbBioscorea oppositgSunder et al., 1978 ; Ma et al., 2005] ;
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» la propriété anti-oxydante et I'action préventive rdaladies inflammatoires et

coronnarienne de la catéchine ;

* les propriétés anti-tumorales du cassigarol A {detwvé cheD. antaly Jum.

& Perr. est cassigarol D) [Kimura et al., 2000].

Ces molécules devraient donc confér&.antalyJum. & Perr. des propriétés qui ne

sont pas connues des malgaches et qui méritediétre verifiees et exploitées.

Les extraits testés n'ont pas présenté d’activibdi-iaflammatoire sur le test
enzymatique sur l'inhibition de la phosphalipase &2 résultat est assez inattendu, puisque
les propriétés anti-inflammatoires sont bien cosncieez leDioscorea De plus, parmi les
substances isolées, plusieurs ont des propriétéisinlammatoires (voir plus haut).
L’absence d’activité serait peut-étre due a laléaibneur en ces produits. Notons que dans la

zone d’étudeD. alataetD. sososont employées pour soigner des maux d’estomac.

Les extraits, testés sur la lignée cellulaire hmm@aRC-5 n'ont pas montré d'effets

cytotoxiques et les extraits n’ont pas non plugtivéé anti-malariale.

Certains des extraits testés ont présenté uneitéctanti-bactérienne : I'extrait
hexanique contr¥ibrio fischerj I'extrait par MeOH contr&scherichia coli Staphylococcus
aureus Vibrio fischeri et V. harveyi et I'extrait par AcOEt contreEscherichia coli
Staphylococcus aurewg Vibrio fischeri Les composés de la famille des stilbénoides wont
des supports de I'activité cont&aphylococcus aureus

D’aprés Wilkin et al. (2005), du point de vue plgémétiqueDioscorea antalyJum.
& Perr. est la seule espéce Diwscoreaendémique de Madagascar qui ne fait pas partie du
clade malgache. Elle est incluse dans un clade mrapt des especes toxiques africaines et
asiatiques telles que. dumetorumD. hispida D. pentaphyllaet D. bulbifera Sur le plan
phytochimique, nous avons noté une ressemblance @nbulbiferaetD. antaly En effet, a
I'exception des antadiosbulbines A et B, les autliesbulbines isolées de. antaly ont été
trouvées cheD. bulbifera. Ce point commun nous semble un argument suppléirema

faveur de cette classification Be antaly.

En conclusion,

» Les résultats de nos travaux constituent les presiigonnées sur les plans chimique

et biologique, a la fois subDioscorea antalyJum. & Perr. et sur leBioscorea
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malgaches en général. lls compléeteront les donms@esl’aspect alimentaire et
nutritionnel obtenues par notre laboratoire d’adcdans le cadre du Projet FADES
[Randriamahatody, 2003].

A la lumiere de ces résultats, les tuberculeDuescorea antalyJum. & Perr. sont
toxiques pour divers organismes. Si les technigeedétoxication sont bien conduites,
la consommation des tubercules ne devrait pas caerpde risques. L’élimination
des principes amers (diosbulbines et polyphénodsiyait améliorer leurs qualités
organoleptiques. La communication de ces résultais populations locales pourra
conduire a une meilleure considérationdeantalyJum. & Perret partant, diminuera

la pression sur les autres espéceBidscoreaqui sont surexploitées.

Parmi nos perspectives de recherche figurent notament,

I'extension des enquétes ethnobotaniques a d’arégisns de Madagascar (ou vivent
d’autres ethnies) compte tenu de la large disiobutle D. antalydans le but de
rechercher des utilisations empiriques de la planiges qu’alimentaires ;

la préparation en quantités plus importantes deseaux composéantadiosbulbine
A, antadiosbulbine B, 8-épidiosbulbines E et Gfin de déterminer leurs propriétés

biologiques et toxicologiques ;

'achevement des travaux sur les autres fractioiigetede des propriétés biologiques

des composeés isolés ;

la poursuite des études toxicologiques sur lesrtulbes deD. antalyen procédant a
I'évaluation des toxicités sub-chronique et chromiget en utilisant d’autres espéeces

animales ;

I'approfondissement des résultats obtenus sur teprigtés anti-bactériennes en
diversifiant les germes tests et en recherchannkdécules auxquelles ces propriétés
sont imputées ;

bY

I'extension de travaux similaires a d'autres espede Dioscorea malgaches.
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1 - INTRODUCTION

Madagascar est un pays a vocation agricole. Lart@ajde la population malgache
(85%) vit en milieu rural. Les agriculteurs sontnstamment confrontés a de graves
problémes posés par divers animaux, dont les esephytophages tels les criquets
migrateurs, les hannetons, les bruches, les chsmi# Lépidoptéres, les charangons, ainsi que
des rongeurs comme les rats et les souris. Laudéisin des cultures par ces animaux
nuisibles constitue un des facteurs déterminanta daninution des productions. Les dégats
causés ne se limitent pas aux cultures sur pieds @galement aux stocks de récoltes
entrainant la diminution de la disponibilité degnaints exposant ainsi les ménages a une
insécurité alimentaire. D’autres problemes sontledgant associés a certaines especes
animales nuisibles. Certaines sont des vecteursadadies contagieuses. A titre d’exemple,
les moustiques anophéles veéhiculent le paludismdegt rongeurs diverses maladies
parasitaires sanguines dont les plus connues sanipeste, la leptospirose et la
chorioméningite lymphocytaire... Parmi les dégatssés par les rongeurs, il convient aussi

de mentionner la détérioration des biens mobilieries, vétements...).

Dans un tel contexte, la lutte contre les animawisibles constitue une priorité dans
les domaines de l'agriculture et de la santé, notant en milieu rural, d’ou I'importance de
I'utilisation de pesticides. Mais I'acceés écononscaux pesticides de synthése est un autre
probléme en milieu rural. En effet, le colt de cesposés n’est pas a la portée des moyens
modestes des populations. De plus, ils représeatedanger pour 'environnement. En effet,

il s’agit de polluants rémanents et non biodégresalmlonc potentiellement dangereux pour
les agriculteurs et pour les écosystemes en gér@edt le cas par exemple du DDT, du
chlordécone et de fagcon générale de nombreux carposrganochlorés ou

organophosphorés.

La recherche et I'exploitation de pesticides d'orgg végétale s’averent ainsi
importantes. A Madagascar, plusieurs plantes saiisées empiriguement a des fins
pesticides [Boiteau, 1986]. Parmi les plus utilssém peut citer les espéces des genres
Crotalaria, Mundulea, Cadia, Milletia, Derris, Tepdsia, Chrysanthemum, Pistia,

Rhodocodon, Calaphyllum, Dipcadi, Euphorbiala valorisation de ces plantes, dont les
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principes actifs sont souvent des isoflavonoides, mténoides ou des pyréthronoides, est
encouragée par les autorités malgaches et lenpads économiques.

Pour notre part, nous avons choisi d’étudReioodocodon madagascariensiaker qui
est bien connue pour ses propriétés raticides eesfuutilisée d’'une maniére empirique
depuis longtemps dans certains milieux ruraux dast$iPlateaux malgaches. Le choix de la
plante a été justifie, en plus de ses propriét@isspn abondance, sa facilité de récolte et aussi
par le fait qu’aucune autre étude que botaniquetéaentreprise sur elle et méme sur le genre

Rhodocodorout entier qui est endémique de Madagascar.

Nous avons commencé les travaux Rhodocodon madagascarien@aker dans le
cadre d’'un projet intitulé «Préparation d’appatspeisonnés» et financé par le Service de
Coopération et d’Action Culturelle (SCAC) de I'Andsade de France.

Les travaux et les résultats y afférents seroragmt&s selon le méme plan que celui
adopté poubioscorea antalyJum. & PerrRhodocodon madagascarien8iaker appartient a
la famille des Hyacinthaceae et donc nous situeddaisord cette espéce dans ce cadre, du
point de botanique, comme du point de vue phytochi;m Nous présenterons donc
successivement aprés cette introduction, une syathibliographique sur les connaissances
sur les Hyacinthaceae, les enquétes ethnobotanisue&hodocodon madagascariensis
Baker, I'étude chimique puis I'étude toxicologigde cette plante. La discussion de ces

résultats, ainsi que la conclusion termineronteceéduxiéme partie.

- 118 -



Etude deRhodocodon madagascariendsaker

2 — ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

2.1. GENERALITES SUR LES HYACINTHACEAE [Pfosser et al., 1999]

La famille des Hyacinthaceae est une famille datpmonocotylédones comprenant
environ 1000 espéces réparties en 70 genres fapsarte de quatre sous-familles :
Oziroeoideae, Urgineoideae, Ornithogaloideae echiylaoideae.

Il s’agit d’'une famille nouvellement créée a padas Liliaceae et qui a fait I'objet de
plusieurs remaniements. Ses délimitations ainsi aplies des genres qu’elle renferme font
encore débat chez les botanistes.

2.1.1. DESCRIPTION BOTANIQUE DE LA FAMILLE DES
HYACINTHACEAE

Cette famille cosmopolite est composée de plargdsalcées pérennes, le plus souvent
a bulbes. L'inflorescence, racémeuse, porte d’uneeacentaine de fleurs. L'ovaire supérieur
de leurs fleurs distingue les Hyacinthaceae desesulantes bulbeuses de la famille des

Amaryllidaceae.

Ce sont des plantes printaniéres des prairiesepeleuses de montagne et de fagon

générale d’autres habitats ouverts.

2.1.2. REPARTITION GEOGRAPHIQUE DES HYACINTHACEAE

Un grand nombre d’especes se trouvent principalerdans la partie sud et nord
(partie méditerranéenne) de I'Afrique. La sous-temmonotypique Oziroeoideae avec son
unique genr@®ziroeest le seul représentant rencontré en Ameérigugudi Les Urgineoideae
se rencontrent en Afrique, de I'Afrique du Sud adgion méditerranéenne, en Arabie, en
Inde et en Birmanie. Les Ornithogaloideae s’étehden’Afrique du Sud jusqu’au Sud de la
France, en Arabie et en Inde. La sous-famille dgachithoideae a une plus large répartition
allant de I'Afrique du Sud jusqu’en Asie, en Indeag Nord Ouest de I'Europédure 76).
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Figure 76 : Répartition géographique des Hyacinthaceae (en vert) [Source : Pfosser &
Franz, 2001 (http://tolweb.org/Hyacinthaceae)]

2.1.3. LES ESPECES PRESENTES A MADAGASCAR

La plupart des genres présents a Madagascar o¢rgafdie auparavant de la famille
des Liliaceae. Ce sont entre autres les gddriesia, Dipcadi, Ornithogalum Rhodocodoret
Igidia. [Perrier de la Bathie, 1938 ; Manniagal, 2003].

2.2. DONNEES ETHNOBOTANIQUES

2.2.1. UTILISATIONS DES HYACINTHACEAE DANS LE MONDE

Connues pour leur toxicité, certaines espéeces tharldle sont toutefois utilisées dans
des médecines traditionnelles, surtout par les Ipsuges régions sud-africaines a des fins
thérapeutiques. Il a méme été rapporté que letgadnulbeuses utilisées principalement par
les tradipraticiens sud-africains sont celles issie la famille de Hyacinthaceae et de celle

des Amaryllidaceae. Parmi les Hyacinthaceae on qtaut:

— Drimia robustadont les bulbes et les feuilles sont utilisés pleutraitement des
fievres et rhumes, comme expectorants, émétiquagétidues et toniques
cardiaques [Watt et al., 1962 ; Hutching et al96.9Van Wyk et al, 1997].

- Urginea sanguinea&st utilisée comme « purificateur du sang », pavortement et
pour le traitement des maladies vénériennes, dagsuls abdominales, des maux de

reins, de I'hypertension, des bronchites et deHmag [Neuwinger, 1996 ; Watt et
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al., 1962 ; Hedberg et Stuagard, 1989 ; Foukasedlial., 1995 ; Van Wyk et al.,
2000 ; Marx et al., 2005].

— Les bulbes de plusieurs espéceBut'omissont utilisés pour soigner les troubles
nerveux chez les enfants ainsi que la dysenterepéuple Sotho, en Afrique
australe, les utilise pour traiter chez le bétad gathologies de la vésicule biliaire et
les bulbes écrasés sont ajoutés a la nourritureédoaux enfants en tant que laxatif.
Ces bulbes, cuits ou mixés avec de la bouilliet fmalement utilisés pour le
traitement de l'infertilité chez la femme [Watt al, 1962 ; Guillarmockt al., 1971 ;
Hedberget al, 1989 ; Hutchinget al, 1996 ; Van Wylet al., 1997].

— Boweia volubigst connue pour étre le reméde de divers ennwsamé notamment
les maux de téte [Wadt al, 1962 ; Hutchinget al, 1996 ; Van Wylet al, 1997].

— Scilla nervosaest importante dans la médecine Zulu et utilisgéer e traitement
des douleurs et fievres associées aux rhumatistreasssi comme purgatif pour les
enfants. La plante est aussi utilisée pour le emaéint des infections et aussi
supposée augmenter la fertilité féminine [Silayal, 1999].

- Scilla maderensidont les bulbes sont utilisés par les personnesffrant
d’érysipéle [Rivereaet al, 1995].

2.2.2. UTILISATIONS A MADAGASCAR

A Madagascar, les seules données disponiblesvesadiux utilisations des espéces de
Hyacinthaceae concernent essentiellement leurs osnptomme raticides. Ceci est
probablement lié a leur forte toxicité. Ces espesmst Dipcadi cowanij D. heterocuspe
Rhodocodon madagascariensiR. urgineoideset Scilla nossibeensidBoiteau, 1986 ;

Rasoanaivet al, 1993].

2.2.3. DONNEES SUR LA TOXICITE

De nombreuses especes de la famille des Hyacirstbasent toxiques et les
symptémes d’intoxications sont variables [Bothaakt 2008]. L’ingestion de la plante
Urginea macrocentrapar le bétail entraine chez ce dernier des praddenespiratoires,
musculaires et enfin la mort [Mulholand et Drew2304]. Mais I'espece la plus connue et la
plus étudiée edirginea sanguineaNon seulement des intoxications ont été obsergbes
le bétail, mais également chez I'homme (affection slysteme nerveux central ou

splanchnique et du systeme urinaire) [Foukardlial, 1995].
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2.3. TRAVAUX PHYTOCHIMIQUES ET PHARMACOLOGIQUES ANT ERIEURS
SUR LES HYACINTHACEAE

2.3.1. ETUDES PHYTOCHIMIQUES ANTERIEURES

Les produits naturels isolés des Hyacinthaceaersmmbreux et variés, toutefois pour
la plupart d’entre-eux, ils se répartissent en dgnaxipes de triterpénoides, les bufadiénolides
et les cardénolides qui sont des glycosides caximies. Ce sont les bufadiénolides que I'on
rencontre le plus souvent. Il a méme été annoneéaiez les végétaux, c’'est dans la famille
des Hyacinthaceae que cette classe de substartoesllea est la plus importante en nombre
et en variété. Les bufadiénolides se rencontreaileégent chez les animaux (crapaud,
serpent). Ces deux classes de stéroides se deindgjune de l'autre par la nature de
I'nétérocycle oxygéné fixé en position 17 qui peaimporter 5 ou 6 atomes pour conduire a
une furanone dans le cas des cardénolides et gywmee dans celui des bufadiénolides
[Steyn et van Heerden, 1998 ; Krenn et Kopp, 1998].

Les homoisoflavonoides et les stilbénoides se reraat aussi assez souvent dans la

famille des Hyacinthaceae.
2.3.1.1. Les bufadiénolides

Cette classe de composés se rencontre le plusefrégant chez quelques genres

(Urginea Scilla, Drimia etBowieg.

C’etait en 1949 que Louw a établi la structure aldransvaaline qui correspond au
scillarene A décrit par Tamm en 1953 [MulhollandDeewes, 2004]. Depuis, de nombreux
auteurs ont isolé a partir des Hyacinthaceae uaedgr variété de bufadiénolides [Steyn et
van Heerden, 1998 ; Krenn et Kopp, 1998 ; lizukalet2001 ; Kopp et al., 1996 ; Pohl et al.,
2001 ; Koorbanally et al., 2004 ; Crouch et alQ&0 Dans cette famille, ces composés sont
surtout des dérivés de la scillaréning9)( proscillaridine A 80), scillarene A 81),
scillicyanoside 82), scilliglaucogénine 33), scilliglaucauside 34), scilliglaucosidine 35),
scilliphaesosidine 36), scilliphaeoside 37), scillirosidine 88), scilliroside 9),
scillirubrosidine 40) et scillirubroside41). La physodine A42) et la physodine B4@3), deux
dérivés de I'hellébrigénine, sont les principesidars dUrginea physoded.a physodine C

(44) et la physodine D46) sont des bufadiénolides non toxiques égalemehéssa partir
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d’'U. physodesLa rubelline 46) est connue pour étre le principe toxiqué .diubella La
bovogénine A47) est issue dBowiea volubigSteyn et van Heerden, 1998].
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Figure 77 : Quelques variétés de bufadiénolides [d’aprés Steyn et van Heerden, 1998].
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Parmi les produits toxiques les plus connus, iMeamt de citer :

- Hellébrine (hellébrigenin-8-glucosylrhamnoside) isolée de bulbedJdjinea
depressdHarborne, 1999 ; Tempone, 2008]

Figure 78 : Structure de I'hellébrigénine.

- Scilliroside (scillirosidin-30-B-D-glucoside) isolé de la variété rougé&Jdjinea

maritima.

HOH
Ho
HO'
HO. o
H  “oH
H H

Figure 79 : Structure du scilliroside.

- Scillarene A (scillarenin-8-B-glycosylrhamnoside, glucoproscillaridine A,
transvaaline) isolé de la variété blanchelUtginea maritima (U. scillaou U.
maritima)[Harborne et al., 1999 ; Marx et al., 2004].

(A) OH OH OH

. Seilarenin 2

oH Progcilandin A
Scilaren A -

B)

Figure 80 : Structures moléculaires de (A) : Transvaaline [d'aprés Kellermann, 1988].
(B) : Scillarene A, Scillarénine et Proscillaridine [d’aprés
Van Wyk, 2000].
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D’autres bufadiénolides sont moins connus et isoééemment, respectivement des
bulbes débrimia macrocentraet dUrginea riparia: la rubelline et la riparianine [Moodley et
al., 2007].

Figure 81 : Structure de la rubelline.

2.3.1.2. Les cardénolides

Les cardénolides se rencontrent trés rarement tdwezyacinthaceae, mais plus
fréquemment chez les Liliaceae. Leur présence dafanille des Hyacinthaceae est encore
discutée du point de vue chimiotaxonomique. L’étddel’extrait par MeOH des bulbes de
Urginea fugaxa permis de détecter la présence de plusieuremalides. La fugaxine ou
120,14B-dihydroxy-a, 3p-(tétrahydro-3’,5’-dihydroxy-4’-méthoxy-6’-méthyl¥2-pyran-
2',4’-diylbisoxy)-card-4,20-diénolide est I'un descomposés [Krengt al, 2004].

o -0
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?Hu "i'l-’"
ho  OCH3 w (TR
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3 T/ N
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Figure 82 : Structure de laufaxine.
2.3.1.3. Les homoisoflavonoides

Cette classe de composés, qui le plus souvent desthomoisoflavanones, se
rencontre assez souvent chez quelques espéces aantdgceae donOrnithogalum
longibracteatuniMulholland et al., 2004]..edebouria graminifoligMutanyatta et al., 2003],
Muscari racemosugMiadokova et al., 2002]Drimiopsis maculata[Koorbanally et al.,
2001], Scilla nervoseet d’autresScilla spp [Silayoet al, 1999;Banganiet al, 1999; Crouch
et al, 1999].
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Les scillascillines 1 et 2 sont des exemples d’hsoftavanones des Hyacinthaceae.

lIs ont été isolés principalement des gemescariet Scilla[Koorbanallyet al, 2001].

2.3.1.4. Les stilbénoides

Les bulbes deScilla nervosarenferment un certain nombre de dérivés du stdbéen
[Silayo et al.,1999 ;Banganiet al, 1999 ; Crouclet al, 1999].

2.3.1.5. Les triterpénoides

Un nortriterpene spirocyclique, le 22-acétoxy-1®xdeeucostérol, a été isolé de

Veltheimia viridifolia[Amschleret al, 1999].

2.3.1.6. Les alcaloides

La présence d’alcaloides chez léglineaest souvent rapportée.

Des alcaloides pyrrolidinigues ont été identifiéezx les feuilles du muguet

(Hyacinthoides non-scripjdWatsonet al, 1997].

2.3.3. PROPRIETES ET ACTIVITES PHARMACOLOGIQUES /
BIOLOGIQUES

2.3.3.1. Propriétés toxiques

Les cardénolides et les bufadiénolides, nommésosiges cardiaques, ont des
activités biologiques similaires : ils augmentenfdrce de contraction cardiaque en inhibant
'enzyme Na+-K+-ATPase. La transvaaline, un bufadiigle isolé dU. sanguineaprésente

le méme mécanisme physiologique [Mabal, 2005].

2.3.3.2. Propriété insecticide

Le scilliroside isolé dJ. maritima présente une activité insecticide sur l'insecte

Tribolium castaneumavageur de récolte [Pascual-Villalobos, 1999020

2.3.3.3. Propriétés anti-inflammatoires

Les extraits bruts préparés a partir de feuilledeebulbes dEucomisont révélé une

activité inhibitrice de COX-1 (cyclo-oxygénase)zgme utilisé dans la mesure de l'activité
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anti-inflammatoire. Les extraits delerwilla natalensis(syn. Scilla natalensis possédent
aussi une activité anti-inflammatoire par linhibit de COX-1. PourDrimia robustg

I'activité est modérée [Jaget al, 1996 ; Fennekt al, 2004].
2.3.3.4. Propriétés antibactériennes

Les extraits par EtOH et par le dichlorométhand_e@ebouria ovatifoliasont actifs

contre les bactéries Gram positif [Spatal, 2002].
2.3.3.5. Propriétés antimutagénique et anticlastog@&ue potentielles

L'extrait de bulbes deMuscari racemosusexerce des effets antimutagénique et
anticlastogénique sur les souches bactérierBamonella typhimuriumSaccharomyces

cerevisiaeetVicia sativa[Miadokovaet al, 2002].
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3 — DONNEES SURRhodocodon madagascarienddaker

3.1. DESCRIPTION BOTANIQUE

Perrier de la Bathie (1938) a donné les descriptisnivantes pouRhodocodon
madagascariensiBaker : c’est une plante de 20-35 cm, a bulbe o&adeailles minces ; une
seule feuille par bulbe, ordinairement non dévedepa la floraison. La feuille est lancéolée-
linéaire. La hampe a pédoncule est 3 a 5 fois Iplugue que la grappe lache et pauciflore (5-
15 fleurs). Les bractées inférieures sont subpml a limbe largement ovale-aigi, a
appendice (éperon) plus long, plus large et plagségue le limbe, de forme irréguliere. Les
pédicelles sont gréles. Les fleurs sont d’aboradiiatres, puis se teintent a I'anthése d’un
bord rouge clair. Le périanthe est campanulé, ptug que large, peu contracté au sommet, a
lobes arrondis, de 1 mm de haut. Les étamines iseétées tres pres de la base du tube,
profondément incluses, a filets élargis a la basés brusquement linéaires et subulés. Les
antheres sont oblongues, obtuses, a point d’attaghguart inférieur. L’'ovaire est largement
ovale, a loges a 10-14 ovules. La capsule est @tabblongue. Les graines de couleur noire
sont au nombre de 4-5 par loge. Elles sont irrégatnent comprimées, anguleuses et

allongées (3 x 1-1,5 mm).

Des photos relatives a cette plante sont donnéesldiigure 83.

3.2. REPARTITION GEOGRAPHIQUE

Rhodocodon madagascariendgaker se rencontre principalement dans la partie
centrale de Madagascar (région des hauts plateaxxalentours d’Ambatolampy, de Betafo,
de I'Ankaratra, sur le mont Ibity et dans le masis¥ndringitra. Elle se trouve en altitude (de
900 a 2500 m) [Perrier de la Bathie, 193&]ure 84).
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Figure 83 : Rhodocodon madagascariensis Baker : a) pied ; b) inflorescence ;
c) capsule ouverte ; d) graines ; e) bulbes ; f) villageois d’Amboasary (site d’étude)
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Figure 84 : Carte de répartition de Rhodocodon madagascariensis Baker
(en noir : localisation géographique de la plante ; en vert : zone d’étude et de récolte).
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3.3. ECOLOGIE

Rhodocodon madagascarienBigker pousse sur les terrains rocailleux.

3.4. CLASSIFICATION

Sa classification est la suivante :

= Regne : Végeétal

= Division : Magnoliophyta
= Classe: Liliopsida

= Sous-classe : Liliidae

= Ordre : Asparagales

= Famille : Hyacinthaceae
= Genre :Rhodocodon

= Espéce madagascariensiBaker

Rhodocodon madagascariensiBaker est connu sous les noms vernaculaires

famonototozy, kilobaloba, sahondra, tapabatangalomboalavo [Boiteau, 1979].

Le genreRhodocodorBaker est un genre endémique de Madagascar @nprend 8
especes R. apiculatus, R. calciolus, R. cyathiformis, RariBundus, R. intermedius, R.
madagascariensis, R. rotundus et R. urginegid&=rrier de la Bathie, 1938 ; Mabberley,
1997]

3.5. UTILISATIONS DE Rhodocodon madagascariendgaker

A MadagascarRhodocodon madagascarienslaker est surtout utilisé comme mort-
aux-rats dans la région des hauts plateaux de 8betoxicité a été reconnue et les effets ont
été décrits comme suit : cardiotonique, stimulartdiaque, constipation, laxatif, purgatif et
cathartique. En raison de sa toxicité, la plantétéa également utilisée comme poison et
toxique pour diverses fins. Elle est par exempl@leg&e comme poison d’épreuve et ordalie
(épreuve judiciaire supposée établir la culpabdiid’innocence d’'un accusé) [Terrac, 1947 ;
Boiteau, 1986 ; Boiteau et Allorge-Boiteau, 19%3asoanaivet al, 1993].
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4 — ENQUETES ETHNOBOTANIQUES

Les enquétes ont été menées plusieurs fois dalesdhté d’Amboasary, commune
rurale d’Ampitana, district d’Ambohimahasoa, régua la Haute Matsiatra. Cette localité se

situe a environ 12 km de la ville d’Ambohimahasoa.

Lors de la premiere descente dans la zone d’étndas avons demandé aux
populations locales les plantes qu’elles utilisa@mmme raticides. De cette enquéte a surgi le
nom « famonototozy » qui signifie « mort aux sowrigt la désignation de la plante en
question. Des échantillons de la plante ont étélt&s (pied entier et bulbe) et un herbier a été
confectionné. La détermination de la plante paddépartement de Biologie et Ecologie
Végétale de la Faculté des Sciences d’Antananaiyaermis I'identification de la plante

comme étanRhodocodon madagascarienBiaker.

Lors des enquétes ultérieures, nous avons recdetlicompléments d’informations

concernant la plante et ses utilisations.

» La plante est bien connue a Amboasary et ses emvirles habitants connaissent son
habitat et son cycle végétatif (période ou la @aperd ses feuilles, périodes de
floraison et de fructification).

* Elle pousse abondamment dans la région : plusidim@ines de kilogrammes de
bulbes ont été récoltées en une seule journée.

» La toxicité des bulbes est bien connue et craéton un témoignage, des zébus les
ayant broutés ont été empoisonnés. Ceux qui ne mtmorts apres ingestion et
auxquels on a fait boire du lait de vache ont stunél’intoxication.

» Sa propriété raticide est communément exploitéegsmhabitants. A cet effet, nous
avons assisté a des démonstrations, faites paircernénages sur la confection et la
pose d’appats empoisonnés a base de bulbes. Légsbdépoussiérés, broyés
grossierement a l'aide de cailloux, sont mélangésc ades restes d’aliments (riz,
manioc, mais, miettes de pain ...). Les appats airéparés sont placés devant des
souriciéres, dans les greniers a récolte et dagHamps de culture. D’aprés ces
villageois ces préparations sont trés efficacepe@édant, il a été bien signalé qu’il ne
faut pas laisser les appats a la portée des erdanlss animaux domestiques car des

accidents ont déja eu lieu.
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* Les autres organes de la plante, feuilles, fruitgraines ne sont pas utilisés dans la
préparation des appats. Leur toxicité n’a d’ailkepas été signalée.
* Dans les villages ou les enquétes ont été realitegdante ne fait I'objet d’aucune

autre utilisation empirique.
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5 — ETUDE CHIMIQUE

L’étude chimique entreprise avBhodocodon madagascariensiaker avait pour but
d’en caractériser les principes toxiques. Des pléséd extraction et de fractionnement
guidés par des tests de toxicité sur souris etrddgenéité par CCM ont été ainsi mis au
point afin d’isoler les principes toxiques dont Issuctures moléculaires ont été ensuite
déterminées par les méthodes spectrométriques.

5.1. PREPARATION DU MATERIEL D'’ETUDE

La récolte d&Rhodocodon madagascarien&iaker a été faite en mars 2005 dans notre
zone d’étude. Les bulbes, débarrassés des radides &uilles, ont été nettoyés et conserves

au congélateur. lls constituent notre matérielutiét

Une partie a été séchée au soleil et il a été téléucette opération que la teneur en

eau des bulbes est de 85,6%.

5.2. EXTRACTIONS

Difféerentes techniques d’extraction utilisant divesolvants a deux températures
différentes ont été effectuées sur des bulbesdfaisde déterminer celle qui permet d’obtenir
un extrait toxique avec un bon rendement et plusncode (ayant des caractéristiques moins
génantes) pour l'isolement des principes actifs. thleleau ci-aprés résume les résultats

obtenus.

Tableau 37 : Résultats des différentes techniques d’extraction des principes toxiques a partir de
bulbes frais.

Technique d’extraction Aspect Rendement | Dose Temps de survie
de I'extrait des souris testées
Aqueux a froid limpide 9,4 % 1,2 g/kg 60 min
Aqueux a chaud sirupeux 6,9 % 1,2 g/kg 20 min
Hydroalcoolique a froid trouble 10,3 % 1,2 g/kg A
Ethanolique a froid limpide 12,3 % 1,2 g/kg 20 min

La technique d’extraction a I'alcool a froid a faufextrait ayant les caractéristiques
recherchéesT@bleau37). L'extraction par EtOH fournit un extrait plus ortant en poids

avec une toxicité plus importante se manifestamt ypatemps de survie plus court que
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I'extrait aqueux a froid. L’extrait aqueux a chadwhne également des temps de survie courts,
mais I'extrait est alors presque deux fois moinsmalant que I'extrait par EtOH.

Ainsi, avec 3,5 L de EtOH on obtient de 1210 g dibés frais 149,19 g d’extrait brut

a partir. A la dose de 1,2 g/kg de poids cet exinait tue les animaux au bout de 20 min.

5.3. FRACTIONNEMENT ET PURIFICATION DES EXTRAITS

L’extrait brut est extrait par le n-BuOH (volumelvme). Un seul traitement a été
effectué. Apres évaporation, la toxicité de chacde® deux phases (organique et aqueuse) a
éteé évaluée sur souris. A la dose de 1,2 g/kgh&se butanolique et la phase aqueuse ont

provogué la mort des animaux respectivement aud®mab min et au-dela de 24 h.

Une succession de techniques chromatographiquesoknmne (XAD, SiO2 et LH-
20) a conduit a l'isolement a partir de I'extraitténolique, de trois composés puRRl (2
mg),R2 (5 mg) etR3 (17 mg).

Le schéma ci-apres résume ces différentes étapes.
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Bulbes frais
(1210g)

l EtOH

Extrait EtOH
(149,199)

n-BuOH

Phase BuOH Phase H20
(5,57 9) (143,62 )

CC XAD4
(gradient H20 100% a MeOH 100%)

F1 F2 F8
(3,6809)

CC Si02
(AcOEt 100% a MeOH 100%)

1-1 1-3 1-8+9 1-21 1-23
(15 mg) (18 mg) (18 mg) (234 mg)
CC Sio2 CC Si02 CC Si02 CC LH-20
(CIA9:1a8:2) (DIM 1% & 10%) (DIM98:2) | (M/H20 85 :15)
3-1 3-5 5-1 5-5 5-10 6-1 6-2 2-1 22 24
(7 mg) (2 mg) (8mg) (101 mg)
CC SIOZ Rl CC LH-20 CC SiO:
CIA (9:1) (MeOH) (DIM 9:1 4 8:2)
4-1  4-3 7-1 7-2 81 8-2+3 814  8-15 8-16
(5 mg) (17 mg)
R2 R3

Figure 85 : Schéma d’extraction et de purification des composés R1, R2 et R3 isolés de bulbes
frais de Rhodocodon madagascariensis Baker.
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5.4. DETERMINATION STRUCTURALE

5.4.1. STRUCTURE DU COMPOSE R1 SCILLIROSIDINE

Le spectre de masse ESI-Q-TOF, en mode positifcaaposéR1 montre I'ion
moléculaire protoné [M+H]+ @n/z= 459,2348 correspondant a la formule brutgHg,O;

(calc. pour GgH3507: 459,2381). Cette formule implique dix degrés situration.

Le spectre de RMN’C montre les 26 carbones de la formule brute quépartissent
de la facon suivanteableau3s) :

- deux carbonyles détectés a 162,5 et 168,5 ppm;

- six carbonesp’ éthyléniques entre 110 et 150 ppm répartis enrgjumaéthines aC
115,4, 133,7, 146,7 et 148,4 ppm et deux carbonatemaires a 122,8 et 140,3 ppm.
La molécule comporte donc trois doubles liaisombaae-carbone ;

- quatre carbones quaternaiggs dont deux &C 77,0 et 84,6 ppm, sont liés & un atome
d’oxygeéne ;

- quatre méthines, dont deuxX@ 67,7 et 76,4 ppm liés a un atome d’oxygene ;

- sept méthylenes entd 18,0 et 41,0 ppm ;

- trois méthyles &C 19,0, 21,6 et 22,2 ppm.

Compte tenu des dix degrés d’insaturation de lenfitle brute et de la présence de

cing doubles liaisons, la molécule comporte cingjesy.

Les éléments décrits ci-dessus sont retrouvésesspéctre de RMN 1H del en
solution dans CDCI3 qui montre, dans la région desmps faibles, la présence de quatre
protons éthyléniques &H 5,81, 6,25, 7,17 et 7,80 ppm. Les trois méthgeda molécule
apparaissent comme des singuletdHa0,83, 1,25 et 2,04 ppm, ce dernier étant attblua
un groupe acétylerableau38). L'analyse des spectres de RMN 2D, HSQC et CQf&¥met
de définir les sous-structurase indiquées en traits gras dangitare 86.
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Figure 86: Structure plane du composé R1. Les corrélations COSY sont indiquées par des

liaisons en caractére gras.

Ainsi, le proton éthylénique @H 5.81 ppm (H-4) est corrélé sur le spectre COSatav
I'oxyméthine adoH 4,18 ppm (H-3), lui-méme corrélé avec le méthglédH 2,00 et 1,55
ppm (H2-2) qui I'est a son tour avec le méthylerie8 et 1,29 ppm (H2-1), ce qui définit la
sous-structur@. Partant de I'oxyméthine a 5,53 ppm (H-6) corléc le méthylene a 1,20
et 1,49 ppm (H2-7) la sous-structlrest obtenue. De méme sont mises en évidenceuss so
structurex (>CH-CH2-CH2-) ed (>CH-CH2-CHZ2-). Le proton éthyléniquedhl 7,80 ppm
(H-22) qui forme un doublet de doublet dans le speproton J1= 9,7 ;J2= 2,6 Hz) est
corrélé avec les protons éthyléniquedH6,25 et 7,17 ppm. Comme la grande constante de
couplage est avec le premier et la petite ave@dergl, une disposition respectivement de

typeortho et metaest suggérée, définissant la sous-structure

Ces sous-structuresa e ont été reliées entre elles grace aux differecoelations a
longue distance observées sur le spectre HMBC.i Amsarbone &C 38,4 (C-1) est corrélé
d’'une part aux protons &H 2,00 et 1,55 ppm (CH2-2), mais aussi a ceux dthyte adH
1,25 ppm (CH3-19). Le carbone& 140,3 ppm (C-5) est corrélé au proton éthylénidid
5,81 ppm (H-4), mais aussi aux protons equatordasxméthylénes CH2-1 et CH2-7, a ceux
de 'oxyméthine a 5,53 ppm (CH-6) et du méthyle €13 ce qui définit le cycle A. Le
carbone quaternaired 77,0 ppm (C-8) est corrélé aux protorieh,53 (H-6), 2,40 et 1,49
(H-7) et aussi a I'hydroxyle a 3,29 ppm (OH-8).dabone quaternaired 84,6 ppm (C-14)
I'est aux protons &H 2,41 (H-17), 1,49 (H-7), 2,14 et 1,74 (H-16) et méthyle a 0,83
(CH3-18), ainsi gu’a I'hydroxyle a 3,29 ppm (OH-14)
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Enfin, le carbone &C 49,4 (C-13) est corrélé aux protons CH-17, CH2{16H2-12,
ainsi qu’au méthyle &H 0,83 ppm (CH3-18) : ces données permettent éemefr les cycles
B et C comme indiqué sur fayure 86. Le carbone &C 51,8 (C-17) est corrélé aux protons
du méthyle CH3-18, ce qui permet de refermer ldeci De plus, il est corrélé avec les
protons aromatiquesad 7,80 (H-22) et 7,17 ppm (H-21). Le carbonyld&162,5 ppm (C-
24) est fortement corrélé avec les protons H-23-28, mais aussi avec H-21: le cycle D est

donc une pyrano-lactone qui est reliée au carbet@ @ar le carbone quaternaire C-20.

Le carbonyle &C 168,5 ppm (C-23) est corrélé d’'une part au méthgH 2,04 ppm
(CH3-26) et d’autre part au proton oxyméthingh5,53 ppm (H-6) : la fonction alcool en -6

est donc acétylée.

L'attribution compléte des protons et des carb@ég réalisée grace a I'analyse des
spectres de RMN 20gbleau38).

L’analyse du spectre NOESY met en évidence desseff®E importants entre H-3 et
H-1lax ce qui les situe sur la méme face de la m@é€Comme le proton H-3 présente une
constante de couplage forte avec H-2hx (0,2 Hz) il est axial et donc I'hydroxyle en & e
B-équatorial. Le proton H-6 donne de faibles cortstale couplage, caractéristiques d’'une
disposition gauche avec les deux protons H-F £33,5 et 3,0 Hz) et donne des NOEs
d’intensités sensiblement équivalentes : H-6 esc@séquatorial et le groupe acétoxye
axial. Les protons aromatiques H-21 et H-22 donnestcorrélations avec le méthyle CH3-
18, lui-méme corrélé a H-13-axial et H-12B3-équatorial : tous ces protons sont donc sur la

facef3 de la molécule.
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Tableau 38 : Données de RMN 13C et 1H NMR pour R1 (CDCI3 ; 1H : 400.13 MHz).

N° R1
ac 6H m J (HZ)

1 38,4 1,82 m (€q)

1,29 m (ax)
2 28,4 2,00 m (éq)

1,55 m (ax)
3 67,7 4,18 ddd 10,2;6,3;2,1
4 133,7 | 5,81 dd 18;18
5 140,3 | -
6 76,4 5,53 dd 3,5;3,0
7 37,2 2,40 m

1,49 m
8 77,0 -
9 50,8 1,35 m
10 36,5 -
11 18,3 1,82 m

1,44 m
12 40,9 1,58 m(éq)

1,35 m (ax)
13 49,4 -
14 84,6 -
15 33,6 1,88

m
1,68 m
16 29,1 2,14 m

1,74 m
17 51,8 2,41 m
18 19,0 0,83 S
19 22,2 1,25 S

20 122,8 | -
21 148,4 | 7,17 dd 26;11
22 146,7 | 7,80 dd 9,7,2,6
23 1154 | 6,25 dd 9,7;11
24 1625 | -
25 168,5 | -
26 216 | 2,04 s

OH-8 - 3,29 S

OH-14 - 3,19 d 2,4

L’ensemble de ces données conduit & attribuRt & structure suivante, qui est celle
de la scillirosidine, préalablement isolée a padiér Scilla maritima par d’'autres auteurs
[Wartburg et Renz, 1959] puis dl&ginea sanguinedgKrenn et al., 1993] et qui appartient a

la classe des bufadiénolides.
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Figure 87 : Structure du composé R1, scillirosidine.

5.4.2. STRUCTURE DU COMPOSE R2 : SCILLIROSIDE

Le spectre de masse ESI-Q-TOF, en mode positifcalmposéR2 montre I'ion
moléculaire protoné [M+H]+ @&n/z= 621,2904 correspondant a la formule brutgHg:O;»

(calc. pour GoH45012: 621,2908). Cette formule implique dix degrés skituration.

On observe dans le spectre deux fragments I'mmiza= 561,2740 correspondant a la
perte d'une molécule d’acide acétique, un autren/a = 459,2390 correspondant a la
scillirosidine et enfin un an/z= 399,2196 correspondant a la perte d’'une molédiaeide

acétique a partir de I'ion 459 précédent.

Le spectre de RMN 13C montre les signaux des 3iboas de la formule brute. lls se
répartissent de la fagcon suivante : trois carbayséx carbones éthyléniques dont quatre
méthines (CH) et deux quaternaires, quatre carbgua®rnaires dont deux portant un atome
d’oxygene, neuf méthines dont six oxyméthines, segthylenes dont un portant un atome
d’oxygene et trois méthyledapleau 39). La plupart des signaux du spectre Ri& sont
retrouvés, avec, en plus, un nouvel ensemble dsigmaux. Ainsi, sont observés les signaux
correspondant a : un groupe meéthine acétaligd@ #03,6 ppm, un méthylene lié a un atome
d’oxygene adC 63,1 ppm et entre 71 et 78 ppm quatre sighauxydiéthine. Le spectre de
RMN *H est en accord avec ces propositions et suggémeés@nce d’un pyranose. L'analyse
des spectres 2D HSQC et COSY permet de définir pette molécule les mémes sous-

structuresa-e que celles définies poR1.

Le méthine ®&H 4,42 ppm (H-1') est corréelé avec I'oxyméthine, 453 lui méme avec
celui a 3,48, qui est corrélé aux oxyméthines ®,3¢Bix-mémes corrélés au £8H adH

3,82 et 3,64 ppm. L'ensemble constitue la sousstitraf (figure 88).
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26
\T]S/CH3
(o]
Figure 88: Structure plane du composé R2. Les corrélations COSY sont indiquées par des

liaisons en caractére gras.

Les sous-structuresse sont assemblées entre elles a I'aide du spectre Gi#Bfacon
identique a ce qui a été fait poRf. Ensuite, le carbone & 103,6 ppm (C-1') est corrélé
d’'une part aux protons&H 3,15 ppm (H-2’) et 3,30 ppm (H-5’) ce qui perndet cycliser la
sous-structuré en glucopyranose et d’autre part au prot@iat,25 ppm (H-3) ce qui permet
de lier ce sucre a la position -3 du terpene. tagdgs constantes de couplage des protons et
les déplacements chimiques des atomes de la sowtdse f permettent d’identifier un
glucose et la constante de couplage de H-1' (7,7, Hontre que ce proton est axial.
L’analyse des NOEs détectés sur le spectre NOES8Mue une stéréochimie identique pour
la partie terpénique a celle observée pelir L’'ensemble des données permet d’identifier le
composéR?2 au scilliroside, qui est le @-B-glucoside de la scillirosidindigure 89). Ce
composé avait été isolé auparavatdrdinea maritima[Verbiscaret al., 1986 ; Koppet al,
1996] et dU. pancration[Kopp et al, 1990].

Figure 89 : Structure du composé R2, scilliroside.
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Tableau 39 : Données de RMN 13C et 1H NMR pour R2 ou scilliroside (CD,COCD;
1H :400.13 MHz).

N° R2
oc OH m J (H2)

1 38,8 1,83 m

1,38 m
2 27,5 2,02 m

1,70 m
3 76,1 4,24 ddd 10,2:;6,2;1,7
4 131,5 | 5,85 brs
5 1421 | -
6 5,47 5,53 dd 3,6;2,6
7 38,1 2,41 dd 15,2:;2,5
8 77,0 -
9 51,5 1,47 m
10 35,5 -
11 18,9 1,84 m

1,49 m
12 41,5 1,60 m

1,49 m
13 499 -
14 85,5 -
15 34,6 2,02 m
16 29,6 2,15 m

1,73 m
17 51,8 2,53 dd 9,2,;6,0
18 19,5 0,88 S
19 22,3 1,32 S
20 1235 |-
21 1499 | 7,35 dd 2,6;0,8
22 146,7 | 7,92 dd 9,8:2,6
23 115,4 | 6,18 dd 9,8:0,8
24 162,6 | -
25 169,5 | -
26 215 | 2,01 S
1 103,6 | 4,42 d 7,7
2 749 | 3,15 m
3 779 | 3,48 m
4 71,8 | 3,33 m
5 77,4 | 3,30 m
6’ 63,1 | 3,82 m

3,64 m

5.4.3. STRUCTURE DU COMPOSE R3 : 39-B-glucoside dd’hellébrigénine

Le spectre de masse ESI-Q-TOF, en mode positifcaluposéR3 présente l'ion
moléculaire protoné [M+H]+ én/z= 579,2830 correspondant a la formule brute C30H420
(calc. pour GoH43011: 579,2805). Cette formule implique dix degrés shituration. On
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observe dans le spectre un fragmenh/a = 417,2296 correspondant a la formule brute
C24H3305 (calc.: 417,2275) et donc a la perte d’'un gluais#une molécule d’eau.

Le spectre de RMN 13C montre les 30 carbones ftertaule brute qui se répartissent
de la facon suivanteableau40) :

- quatre carbones éthyléniques dont trois méthin€si{>(0C 112,1, 147,0 et 148,6
ppm) et un quaternairdC 122,7 ppm) ;

- quatre carbones quaternaiggs3dont deux liés a un atome d’'oxyger€ (73,4 et
84,4 ppm) ;

- neuf méthines, dont cing liés a un atome d’oxygéne

- dix méthylenes dont un GBH asC 61,9 ppm ;

- un méthyle &C 16,3 ppm ;

- un signal &C 208,5 ppm correspondant a un méthine (CH) d'alerépectre de
RMN 13CJ-modulé et donc attribué a un aldéhyde (-CHO).

L’'analyse des spectres de RMN 2D, HSQC et COSYmetie définir les sous-

structures suivantes :

- le proton adH 4.12 ppm est corrélé dans le spectre COSY avex nethylenes
'un a 1,94 et 1,70 ppm (CH2-4) et l'autre a 1,821,862 ppm (CH2-2) ; ce dernier
est lui-méme corrélé au méthyléne a 2,13 et 1,66 ((PH2-1), ce qui définit la
sous-structura (tableau40).

- trois systemes de spins de type £&FH,-CH< sont détectés sur le spectre COSY
et ils sont attribués aux trois sous-structirsset d.

- la sous-structuree observée dans les composés précédents est retrdoNee
implique les protons éthyléniquesid 6,22,7,19 et 7,79 ppm.

- la sous-structurd attribuée a un glucopyranose est également reteouefle
implique les protons &H 4,34, 3,23, 3,40 3,39, 3,26, 3,71 et 3,80 ppm.
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Figure 90 : Structure plane du composé R3. Les corrélations COSY sont indiquées par des
liaisons en caractére gras.

Grace au spectre HMBC, ces sous-structures ontagés&mblées. Le carbone
quaternaire &C 54,7 ppm (C-10) est corrélé avec le proton aldi&ue adH 9,96 ppm et
avec les protons a 2,13 (H-1) et 1,55 ppm (H-8) ¢drbone quaternaire oxygéné@ 73,4
ppm (C-5) est corrélé avec les protondHal,70 ppm (H-4) et 2,03 ppm (H-6). Ces données

permettent de définir le cycle A et de fixer le gpe aldéhyde.

Le carbone guaternaire oxygéndG@ 84,4 ppm (C-14) est corrélé avec les protons a
OoH 2,41 ppm (H-17), 2,15 et 1,65 (H-16), 1,46 pprrl@) et le méthyle a 0,62 ppm (C-18).
Les protons de ce méthyle sont également corrés las carbones &C 40,5 (C-12), 48,5
(C-13) et 50,8 (C-17). Ces données permettent dstizore les cycles B, C et D, en reliant les
sous-structurel, c etd (figure 90).

Le carbone &C 100,7 (H-1') est corrélé avec les protondHa 3,23 (H-2) et 3,26
ppm (H-5) ce qui définit le cycle pyranose F. #te&galement corrélé au protordd 4,12

(H-3) ce qui indique que le glucopyranose est lig gosition -3 de la partie terpénique.

Les corrélations des carbones éthyléniques etscdliecarbonyle 8C 162,8 (C-24)
avec les protons éthyléniques correspondent auatste pyronique E déja décrite pour les
bufadiénolides précédents. Les corrélations desooas adC 122,7 ppm (C-20), 148,6 ppm
(C-21) et 147,0 ppm (C-22) avec le proton a 2,41 iH-17) confirment la liaison entre C-17
et C-20 figure 90).

L’ensemble définit la structure plane B8 donnée dans fgure 90.
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Figure 91 : Structure du composé R3, 3-O-B-glucoside de I'hellébrigénine.

Les corrélations observées sur le spectre NOE$¢ &5 protons &H 4,12 (H-3) et
4,34 ppm (H-1") confirment la jonction 1’-3 ente ¢lucopyranose et le terpene. Le méthyle-
18 est corrélé avec les protondra 1,46 (H-12€q), 1,80 ppm (H-8) et a 7,79 ppm (H-2@i
sont sur la méme fagede la molécule. Le proton aldéhydique est coragkc les protons a
oH 2,03 (H-6) et 1,80 ppm (H-8) qui sont donc sunmréme face3. Toutes ces données
conduisent a la formule suivante avec la stéréaehmelative indiquée. Cette structure est
celle du 30O-B-glucoside de I'hellébrigéninefigure 91). L’hellébrigénine a été isolée
auparavant par Schmutz [Schmugt al., 1949] de la planteHelleborus nigeret plus
récemment du crapaughinella jimi[Temponeet al, 2008] son rhamnoside d€alanchoe
lanceolata [Anderson et al., 1984] et son gluco-(1->4)-rhaside, nommeé hellébrine
d’Urginea altissimapar Shimada [Shimadat al, 1979] et dH. torquatus[Meng et al,
2001]. Ainsi,R3 est également un glucoside de bufadiénolide.
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Tableau 40 : Données de RMN 13C et 1H NMR pour R3, 3-0-[3-glucoside de I'hellébrigénine
(CDCI3+CD30D, 1H : 400.13 MHz).

N° R3
oc OH m J (H2)
1 17,8 2,13 m
1,65 m
2 25,3 1,87 m
1,52 m
3 73,7 4,12 brs
4 34,5 1,94 m
1,70 m
5 73,4 -
6 36,5 2,05 m
1,65 m
7 24,1 2,11 m
1,26 m
8 41,9 1,80 m
9 39,4 1,55 m
10 54,7 -
11 22,2 1,48 m
1,15 m
12 40,5 1,46 m
1,27 m
13 48,5 -
14 84,4 -
15 31,5 1,90 m
1,66 m
16 28,5 2,15 m
1,65 m
17 50,8 2,41 m
18 16,3 0,62 S
19 208,5 | 9,96 S
20 122,7 | -
21 148,6 | 7,19 brd 2,5
22 147,0 | 7,79 dd 9,8:25
23 115,1 | 6,22 d 9,8
24 162,8 | -
1 100,7 | 4,34 d 7,7
2’ 73,3 | 3,23 m
3 76,5 | 3,40 m
4 70,0 | 3,39 m
5 75,8 | 3,26 m
6’ 61,9 | 3,80 m
3,71 m

Les trois composés isolés &hodocodon madagascariendsker, la scillirosidine
(R1), le scilliroside R2) et le 30-B-glucoside dd’hellébrigénine R3), appartiennent a la
classe des bufadiénolides qui sont des stéroidekoaatifs isolés a partir de différentes
familles de plantes et d’animaux. Des composésetke classe ont déja été isolés chez les

Hyacinthaceae, essentiellement a partir du gengeea
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Ces composés sont biosynthétisés par la voie deséisoidesyia le squalene et le
cholestérol ou un 24-alkylstérol, comme cela adémontré [Herbert, 1994 ; Galagovsky,
1983]. Le cholestérol est oxydé en prégnénolone aveapure partielle de la chaine latérale.
La conversion de la prégnénolone en digitoxigémmaique I'incorporation d’'une molécule
d’acide acétique, tandis que la formation de ldlissidine et I'hellébrigénine implique
I'incorporation d’'une molécule d’acide oxaloacétqyuis perte d’'un atome de carbone par
décarboxylationflgure 92).

OH

H Digitoxigénine

OH Hellébrigénine OAc Scillirosidine

Figure 92 : Schéma de biosynthése des bufadiénolides et des cardénolides a partir du squaléne
(selon [Steyn et van Heerden, 1998]).
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6 — ETUDE TOXICOLOGIQUE

6.1. ACTIVITE TOXIQUE SUR SOURIS

6.1.1. SYMPTOMES D’INTOXICATION PROVOQUES PAR LES
DIFFERENTS EXTRAITS

Les symptbmes d’intoxication observés pour chagye td’extrait, a la dose de

1,2g/kg, sont consignés dans le tableau suivant.

Tableau 41 : Symptomes d'intoxications observés lors des tests des différents extraits.

Type d’extrait

Symptémes d’intoxication observés

Extrait aqueux a froid

3 min apres injection : les souris deviennent passiil y a
ataxie et exophtalmie

au bout de 5 min : il y a convulsions

au bout de 30 min : les membres sont paralyséssetriimaux
n'arrivent plus a se déplacer. Présence de coiondgsi
I'animal décéde au bout d’'une heure

Extrait aqueux a chaud

Aprés 10 min d'injection : immobilisation totale glesouris
suivie de convulsions
La mort de I'animal a lieu 20 min aprés I'injection

Extrait hydroalcolique a froid

10 min apres injection: il y a exophtalmie suiviéune
immobilisation totale des animaux et de convulsions
I'animal meurt au bout de 25 min

Extrait EtOH a froid

5 min apreés injection, il y a paralysie des memlweisie de
convulsions
La mort survient au bout de 20 min

6.1.2. LESIONS ANATOMOPATHOLOGIQUES

Les effets de l'extrait brut dé&khodocodon madagascariensBaker au niveau

tissulaire ont été appréciés par comparaison dpesohistologiques d’organes (cerveau, foie,

reins, poumons, coeur, estomac et intestin) préldgésouris non traitées, de souris traitées

puis sacrifiées ou de cadavres immédiatement dpdEres. Les doses d’extrait utilisées sont

1200 mg/kg et 2400 mg/kg pour I'administration erat 170 mg/kg et 300 mg/kg pour

I'injection intra-péritonéale.
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6.1.2.1. Lésions macroscopiques

L’'autopsie a révélé des lésions macroscopiques iagam du foie. Le foie est
hyperhémique (de couleur rouge fonce) avec présdecéiches blanchatres. Les autres
organes, a savoir le cerveau, les poumons, le d@stogmac, l'intestin et les reins semblent

macroscopiquement normaux.

6.1.2.2. Lésions microscopigues

Les résultats de I'étude anatomopathologigablé¢au42 AD etfigures93-106) ont

révélé que l'extrait brut de bulbes @®hodocodon madagascarienddaker provoque des
|ésions au niveau des organes examinés (cerveey,réns, poumons, coeur, estomac et
intestin). Toutefois, les Iésions varient selorrdane, la dose et la voie d’administration de
I'extrait. En général, ces lésions sont caractésggar des réactions inflammatoires. Elles se
traduisent par une congestion vasculaire, des $og@mbibition oedémateuse et un infiltrat
inflammatoire plus ou moins diffus. Cet infiltratfammatoire se compose de polynucléaires

neutrophiles, de lymphocytes et d’histiocytes.

Bien que les Iésions au niveau du cerveau soidéativement moins importantes que
dans les autres organes, elles sont suffisantes gowvoquer les troubles neurologiques

observés lors des intoxications.

Parmi les organes d’élimination des toxines, le &st le plus touché. Les Iésions sont
de type inflammatoire, avec des nappes hémorragjiguene stéatose hépatique aboutissant
méme a une destruction des cellules hépatocytaires.

Les Iésions observées au niveau des autres argame importantes et tres variées.
Leur gravité explique le déces brutal des animaaixes.
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Tableau 42A : Lésions tissulaires provoquées par |'extrait brut de Dioscorea antaly Jum. & Perr. en
fonction de la dose, de la voie d’administration et de la durée d’exposition au niveau du cerveau et
du poumon.

CERVEAU
Durée de Lésions observées selon la voie d’administration
Iee):]pﬁ::jlr%n Voie orale Voie intra-péritonéale
o 12 Méningg et parenchyme cérébral 017 T Parenchyme cérébral ponctué par quelques cellules
! histologiquement normaux ' inflammatoires
48 12 T l\/_léningg et parenchyme cérébral 017 _Parenchym_e cérébral ponctué par quelques cellliles
' histologiquement normaux ' inflammatoires
- Présence de quelques cellules - (Edeme au niveau de la méninge et du parenchyme
7 2,4 | inflammatoires au niveau du parenchyme 0,3 | cérébral.
cérébral
- Au niveau du parenchyme cérébral - Méninge (présence de capillaires sanguins dilatés,
(présence de cellules inflammatoires de quelques cellules inflammatoires et d’cedeme
diffuses avec formation de petits foyers (méningite))
24 2,4 | inflammatoires et de capillaires sanguins 0:3 | Parenchyme cérébral remanié par des foyers
congestifs) d’imbibition oedémateuse et d'infarcissement
hémorragique (ramollissement cérébral)
POUMON
Durée de Lésions observées selon la voie d’administration
I(:;]pﬁzlljlr%n Voie orale Voie intra-péritonéale
- Parenchyme pulmonaire caractérisé paifun | Parenchyme pulmonaire caractérisé par un
éclatement alvéolaire, un épaississemennt éclatement alvéolaire, de petites congestions
des septums interalvéolaires par des vasculaires avec présence de quelques cellules
vaisseaux dilatés et nappe hémorragique inflammatoires, des vaisseaux dilatés, de petits
24 1,2 ; T B 0,17 . - o N
- Paroi bronchiolaire siege d’un infiltrat foyers hémorragiques et d’'un léger cedéme des
inflammatoire et d’oedéeme septums inter-alvéolaires
- Paroi bronchiolaire siege d’un discret infiltrat
inflammatoire
- Parenchyme pulmonaire caractérisé paifun | Parenchyme pulmonaire caractérisé par un
éclatement alvéolaire, un épaississemennt éclatement alvéolaire voire disparition partielle,
des septums interalvéolaires par des épaississement des septums inter- alvéolaires par
48 12 c_eIIuIes inflammatoires, de_s vaisseaux 0.17 des capillaires conge_stifs avec p_résence d’'assez
! dilatés et nappe hémorragique. ' nombreuses cellules inflammatoires, de larges
- Paroi bronchiolaire siege d’un infiltrat nappes hémorragiques et d’un cedéme important
inflammatoire et d’oedéeme - Paroi bronchiolaire siege d’un infiltrat
inflammatoire diffus
- Parenchyme pulmonaire caractérisé pajun - Parenchyme pulmonaire caractérisé par la
éclatement alvéolaire avec réduction de|la destruction partielle, I'épaississement des septums
taille des alvéoles restantes, un inter- alvéolaires par des capillaires congestifsca
épaississement des septums inter- présence de cellules inflammatoires, de nappes
alvéolaires par des cellules hémorragiques et d’'un cedéme important
7 24 | . . I 0,3 -
inflammatoires, des vaisseaux dilatés et - Paroi bronchiolaire siege d’un infiltrat
d’cedéme inflammatoire diffus
- Paroi bronchiolaire occupée par une
inflammation diffuse de nappe
hémorragique et d’oedéme
- Parenchyme pulmonaire caractérisé panun  Parenchyme pulmonaire caractérisé par la
éclatement alvéolaire, un épaississement destruction partielle, I'épaississement des septums
des septums inter-alvéolaires par des inter-alvéolaires par des capillaires congestifscay
cellules inflammatoires, des vaisseaux présence de cellules inflammatoires, de nappes
24 2.4 | dilatés, d’'cedeme et de plusieurs nappes 3 | hémorragiques et d'un cedeme important.
hémorragiques
- Paroi bronchiolaire occupée par une
inflammation diffuse par endroits, par degs
nappes hémorragiques et d’'oedéme

Les doses utilisées sont celles des DLsg et DLygy par voie intrapéritonéale (1,2 et 2,4 g/kg) et par
voie orale (0,17 et 0,3 g/kg).
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Tableau 42B : Lésions tissulaires provoquées par |'extrait brut de Dioscorea antaly Jum. & Perr. en
fonction de la dose, de la voie d’administration et de la durée d’exposition au niveau du coeur et du

rein.
COEUR
Durée de Lésions observées selon la voie d’administration
I'exposition . . L
en heure Voie orale Voie intra-péritonéale
- Discrete inflammation et cedéme du - Présence de petits foyers inflammatoires
24 1,2 | péricarde 0,17 | d’cedéme et de congestion vasculaire au niy
(discréte péricardite) du péricarde et du myocarde
- Présence d’oedéme et de foyers + Inflammation et cedéme marqués au niveau
inflammatoires au niveau du péricarde et péricarde et du myocarde
48 1,2 0,17 g .
du myocarde - Altération des cellules myocardiques par
(péricardite et myocardite) disparition des noyaux due a I'cedéme
- Discrete inflammation, congestion - Edéme et inflammation et vaisseaux
7 24 vasculaire et oedéme au niveau du 03 légérement congestifs au niveau du péricarg
' péricarde et du myocarde. ' et du myocarde
(discrete péricardite et myocardite)
- Inflammation importante, congestion - (Edeme et inflammation, vaisseaux trés
vasculaire et oedéme au niveau du congestifs au niveau du péricarde et du
24 2.4 | péricarde et du myocarde avec altératigng 3 | myocarde
des cellules myocardiques.
(péricardite et myocardite séveres)
REIN
Durée de Lésions observées selon la voie d’administration
I'exposition . . L
en heure Voie orale Voie intra-péritonéale
- Inflammations intra-glomérulaires - Inflammations intra-glomérulaires
- Congestion des vaisseaux et - Congestion des vaisseaux et inflammation d
24 1,2 | inflammation du tissu interstitiel inter- | 0,17 | tissu interstitiel inter-tubulaire
tubulaire. (glomerulite et néphrite interstitielle)
(glomerulite et néphrite interstitielle)
- Augmentation de la taille des glomérulgs - Inflammations intra-glomérulaires
par 'cedéme et infiltrat inflammatoire. - Congestion des vaisseaux et inflammation d
48 12T pongestiqn des v.aissgaux e.t. . 017 tissu interstitie} inter-tubulgirg N
" | inflammation du tissu interstitiel inter- ' (glomerulite et néphrite interstitielle)
tubulaire
(glomerulite et néphrite interstitielle)
- Inflammations intra-glomérulaires - Réduction taille des glomérules
- Congestion vasculaire marquée, cedeme - Congestion des vaisseaux, inflammation
et nappe hémorragique du tissu importante, petits foyers hémorragiques et
7 2,4 | . LA . 0,3 N . . . o
interstitiel inter-tubulaire cedéme au niveau du tissu interstitiel inter-
(glomerulite et néphrite interstitielle tubulaire
hémorragique) (glomérulopathie et néphrite interstitielle).
- Inflammations intra-glomérulaires - Réduction taille des glomérules
- Congestion vasculaire marquée, cedeme - Congestion des vaisseaux, inflammation
et nappe hémorragique du tissu importante, petits foyers hémorragiques et
2,4 | interstitiel inter-tubulaire 0,3 | cedéme au niveau du tissu interstitiel inter-

tubulaire

(glomérulopathie et néphrite interstitielle).

Les doses utilisées sont celles des DLsg et DLgg par voie intrapéritonéale (1,2 et 2,4 g/kg) et par
voie orale (0,17 et 0,3 g/kg).
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Tableau 42C : Lésions tissulaires provoquées par |'extrait brut de Dioscorea antaly Jum. & Perr. en
fonction de la dose, de la voie d’administration et de la durée d’exposition au niveau de I'estomac

au

et

de

et du foie.
ESTOMAC
Durée de Lésions observées selon la voie d’administration
I'exposition . . L
en heure Voie orale Voie intra-péritonéale
- Elargissement de la séreuse par la - Présence de cellules inflammatoires sur les 4
présence de nappe hémorragique, de tuniques surtout au niveau de la musculeuse
cellules inflammatoires et d’'cedéme (pangastrite)
24 1,2  Présence de nombreuses cellules 0,17
inflammatoires sur les 3 autres tuniques
gastriques
(gastrite interstitielle)
- Infiltrat inflammatoire au niveau des 4 - Présence de quelques foyers inflammatoires
tuniques gastriques. niveau de la sous muqueuse
- Edéme et congestion vasculaire au - Musculeuse peu modifiée
48 12| B 0,17 ; . ; .
niveau de la séreuse. - Congestion vasculaire, nappe hémorragique
(gastrite interstitielle) foyers inflammatoires de la séreuse
(gastrite interstitielle)
- Ulcération partielle de la muqueuse - Inflammation modérée au niveau des 4
- Inflammation importante au niveau des ¢ tuniques gastriques
tuniques gastriques - Présence de vaisseaux congestifs au niveau
7 2,4 N . 0,3
- Edéme au niveau de la muqueuse et de la la sous muqueuse et de la musculeuse.
sous- muqueuse (gastrite interstitielle)
(gastrite ulcérative)
- Ulcération de la muqueuse par perte de| - Inflammation modérée au niveau des 4
substances de la couche des cryptes tuniques gastriques
24 2.4  Inflammations au niveau de la muqueuse, g 3 - Edeme au niveau de la séreuse et de la
de la sous muqueuse et de la musculeuse musculeuse entrainant leur épaississement
(gastrite ulcérative) (gastrite interstitielle)
FOIE
Durée de Lésions observées selon la voie d’administration
I'exposition . . e o
en heure Voie orale Voie intra-péritonéale
- Parenchyme hépatique atteint d'infiltrat - Parenchyme hépatique atteint d'infiltrat
inflammatoire, d'cedeme, de congestion inflammatoire, d’cedéme, de congestion des
24 1,2 o . . 0,17 P - " . P
des capillaires sinusoides et de nappe capillaires sinusoides et de stéatose hépatique
hémorragique importante.
- Parenchyme hépatique atteint d'infiltrat - Parenchyme hépatique atteint d'infiltrat
inflammatoire parfois péri-vasculaire, inflammatoire, d’cedéme, de congestion des
48 12 d.'oedéme, de congestion des capillairgs 017 papillaires sinusoides et de st.éatose hépatique
' sinusoides et de la veine centrolobulaire¢ importante avec une destruction focalisée des
avec présence d'une discrete stéatose hépatocytes
hépatique
- Parenchyme hépatique atteint d'infiltrat - Parenchyme hépatique atteint d'infiltrat
inflammatoire, d’cedéme, de congestion inflammatoire, d’cedéme, de congestion des
7 2,4 | des capillaires sinusoides avec présende €,3 | capillaires sinusoides et de la veine
de nappe hémorragique d'une stéatose centrolobulaire avec présence de nappe
hépatique modérée. hémorragique
- Parenchyme hépatique atteint d'infiltrat - Parenchyme hépatique atteint d'infiltrat
inflammatoire, d'cedeme, de congestion inflammatoire trés marqué, d’cedéme, de
des capillaires sinusoides avec présence et | congestion des capillaires sinusoides et de la
” 04 de nappe hémorragique, d’'une stéatose 0.3 veine centrolobulaire avec présence de nappe

hépatique modérée

- Présence de foyers de destruction des
hépatocytes par altération nucléaire et
imbibition oedémateuse

hémorragique et d'une destruction focalisée
des hépatocytes

Les doses utilisées sont celles des DLsg et DLygy par voie intrapéritonéale (1,2 et 2,4 g/kg) et par
voie orale (0,17 et 0,3 g/kg).
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Tableau 42D : Lésions tissulaires provoquées par |'extrait brut de Dioscorea antaly Jum. & Perr. en
fonction de la dose, de la voie d’administration et de la durée d’exposition au niveau de l'intestin.

use

au
la

5e

INTESTIN
Durée de Lésions observées selon la voie d’administration
I%?ﬁ::j'r%n Voie orale Voie intra-péritonéale

- Présence de cellules inflammatoires et de - Présence de cellules inflammatoires et de
congestion vasculaire au niveau de la nappe hémorragique au niveau de la muque
muqueuse - Epaississement de la sous muqueuse par de

- Présence de quelques cellules cellules inflammatoires et un cedéme

24 1,2 | inflammatoires au niveau de la 0,17 (colite interstitielle)
musculeuse.

- Epaississement de la séreuse par des
cellules inflammatoires et d'un cedeme.

(colite interstitielle)

- Présence de cellules inflammatoires au - Présence de cellules inflammatoires au nive
niveau de la muqueuse, de la sous de la muqueuse, de la sous muqueuse et de
mugqueuse et de la musculeuse avec musculeuse

48 1,2 K . : 0,17 . .
cedéme et congestion vasculaire - Abrasion partielle de la muqueuse.
importants (colite ulcérative)
(colite interstitielle)
- Inflammation et congestion vasculaire au - Présence de cellules inflammatoires et de
niveau de la muqueuse petites congestions au niveau de la muqueu
7 24 f Epaississement de la musculeuse par de@l?’ - Présence de rares cellules inflammatoires auy
cellules inflammatoires et un cedéme. niveau de la musculeuse. (colite interstitielle
(colite interstitielle)

- Présence de cellules inflammatoires et - Infiltrat inflammatoire marqué de la muqueus
cedéeme de la muqueuse et de la - Quelques cellules inflammatoires au niveau
musculeuse. la sous muqueuse

24 2,4 |- Abrasion de la muqueuse avec nappe | 3 | Epaississement de la musculeuse par la

hémorragique
(colite ulcérative)

présence de cellules inflammatoires et
d’'cedéme
(colite interstitielle)

D

Les doses utilisées sont celles des DLsg et DLygo par voie intrapéritonéale (1,2 et 2,4 g/kg) et par
voie orale (0,17 et 0,3 g/kg).
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Figure 93 : Coupes histologiques de a) cerveau non traité b) cerveau traité par |'extrait a
2,4 g/kg par voie orale aprés un temps d’exposition de 24 h.
1 : méninge ; 2 : parenchyme cérébral ; 3 : infiltrat inflammatoire.

Figure 94 : Coupes histologiques de a) cerveau non traité b) cerveau traité par I'extrait
a 300 mg/kg par voie intra-péritonéale aprés un temps d’exposition de 24 h.

1 : méninge ; 2 parenchyme cérébral ; 3 vaisseau congestif ; 4 : infiltrat inflammatoire ;
5 : cedéme ; 6 : infarcissement hémorragique.
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Figure 95 : Coupes histologiques de a) poumon non traité b) poumon traité par I'extrait a
2,4g/kg par voie orale aprés un temps d’exposition de 7 h.

1 : alvéole ; 2 : capillaires interalvéolaires ; 3 : infiltrat inflammatoire ; 4 : alvéoles éclatées;
5 : nappe hémorragique ; 6 : vaisseau congestif inter-alvéolaire.

Figure 96 : Coupes histologiques de a) poumon non traité b) poumon traité par l'extrait a
2,4g/kg par voie orale aprés un temps d’exposition de 7 h.

1 : alvéole ; 2 : capillaires interalvéolaires ; 3 : infiltrat inflammatoire ; 4 : alvéoles éclatées;
5 : nappe hémorragique ; 6 : vaisseau congestif inter-alvéolaire.
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Figure 97 : Coupes histologiques de a) coeur non traité b) coeur traité par l'extrait a
1,2 g/kg par voie orale aprés un temps d’exposition de 48 h.

1 : péricarde ; 2 : myocarde ; 3 : vaisseau sanguin ; 4 : cedéme ;

5 : cellules myocardiques altérées.

Figure 98 : Coupes histologiques de a) coeur non traité b) coeur traité par I'extrait a
300 mg/kg par voie intra-péritonéale aprés un temps d’exposition de 24 h.

1 : péricarde ; 2 : myocarde ; 3 : vaisseau sanguin ; 4 : cedéme ;

5 : cellules myocardiques altérées.
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Figure 99 : Coupes histologiques de a) rein non traité b) rein traité par I'extrait a
2,4 g/kg par voie orale aprés un temps d’exposition de 7 h.

1 : glomérule ; 2 : tubule ; 3 : vaisseau sanguin intertubulaire ; 4 : nappe hémorragique ;
5 : cellules inflammatoires ; 6 : oedéme.

Figure 100 : Coupes histologiques de a) rein non traité b) rein traité par I'extrait a
2,4 g/kg par voie orale aprés un temps d’exposition de 7 h.

1 : glomérule ; 2 : tubule ; 3 : vaisseau sanguin intertubulaire ; 4 : nappe hémorragique ;
5 : cellules inflammatoires ; 6 : oedéme.
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Figure 101 : Coupes histologiques de a) estomac non traité b) estomac traité par |'extrait a
2,4 g/kg par voie orale aprés un temps d’exposition de 7 h.

1 : cavité gastrique ; 2 : muqueuse ; 3 : sous muqueuse ; 4 : musculeuse ; 5 : séreuse ;
6 : muqueuse ulcérée ; 7 : cellules inflammatoires ; 8 : cedéme.

Figure 102 : Coupes histologiques de a) estomac non traité b) estomac traité par 'extrait a
300mg/kg par voie intrapéritonéale aprés un temps d’exposition de 24 h.

1 : cavité gastrique ; 2 : muqueuse ; 3 : sous muqueuse ; 4 : musculeuse ; 5 : séreuse ;

6 : musculeuse épaissie ; 7 : cellules inflammatoires ; 8 : cedéme ; 9 : artefact.
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Figure 103 : Coupes histologiques de a) foie non traité b) foie traité par I'extrait a

2,4 g/kg par voie orale aprés un temps d’exposition de 24 h.

1 : veine centrolobulaire ; 2 : capillaire sinusoide ; 3 : parenchyme hépatique ;

4 : nappe hémorragique ; 5 : hépatocyte normal ; 6 : hépatocyte altéré avec son noyau
pycnotique ; 7 : capillaire sinusoide dilaté ; 8 : cellules inflammatoires.

Figure 104 : Coupes histologiques de a) foie non traité b) foie traité par I'extrait a

300 mg/kg par voie intrapéritonéale aprés un temps d’exposition de 24 h

1 : veine centrolobulaire ; 2 : capillaire sinusoide ; 3 : parenchyme hépatique ;

4 : infiltrat inflammatoire ; 5 : hépatocyte normal ; 6 : hépatocyte altéré avec son noyau
pycnotique ; 7 : capillaire sinusoide dilaté ; 8 : cellules inflammatoires ; 9 : cedéme.
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Figure 105 : Coupes histologiques de a) intestin non traité b) intestin traité par |'extrait a
2,4 g/kg par voie orale aprés un temps d’exposition de 24 h.

1 : cavité intestinale ; 2 : muqueuse ; 3 : sous muqueuse ; 4 : musculeuse ; 5 : séreuse ;
6 : infiltrat inflammatoire ; 7 : muqueuse ulcérée.

Figure 106 : Coupes histologiques de a) intestin non traité b) intestin traité par I'extrait a
300 mg/kg par voie intra-péritonéale aprés un temps d’exposition de 24 h.

1 : cavité intestinale ; 2 : muqueuse ; 3 : sous muqueuse ; 4 : musculeuse ; 5 : séreuse ;
6 : infiltrat inflammatoire ; 7 : muqueuse ulcérée ; 8 : cedéme.
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6.1.3. EVALUATION DE LA TOXICITE

Le nombre de décés et de survie ainsi que leuantotumulatifs ou somme de
nombre d’animaux décédés et somme d’animaux surisveumulés, selon le cas, pour les

différentes doses constituent les données poualli@tion des Dy,

6.1.3.1. Détermination de la Dy orale

Les données expérimentales sont données daaisléau4 3 ci-apres.

Tableau 43 : Calcul des totaux cumulatifs dans la détermination de la DL50 (24 h) de l'extrait
aqueux de Rhodocodon madagascariensis Baker, par voie orale, selon la méthode de Reed et
Muench (1938).

Dose Nombre de Nombre de souris Totaux cumulatifs
(g/kg de souris) | souris testées| survivantes | mortes | survivantes mortes
0,97 5 5 0 11 0
1,22 5 3 2 6 2
1,53 5 2 3 3 5
1,92 5 1 4 1 9
2,40 5 0 5 0 14
159
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Figure 107 : Courbes des totaux cumulatifs permettant la détermination de la DLsg (24 h)
orale par la méthode de Reed et Muench (1938).

Les valeurs de la DL50 (24 h) orale de lextraiutbmqueux deRhodocodon

madagascariensi8aker, obtenues par la méthode de calcul et la odétlyraphique, sont
respectivement di,09 g/kget1,43 g/kg(figure 107).
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Figure 108 : Courbe effet-dose de l'extrait aqueux de Rhodocodon madagascariensis Baker
par administration par voie orale et sa droite de régression linéaire.

Expérimentalement, en utilisant la droite de régjmslinéaire de la courbe montrant
I'évolution des effets en fonction des doses adstiées, la valeur de la B4(24 h) orale est
estimée d.,52 g/kgde sourisfigure 108).

6.1.3.2. Détermination de la DL50 intra péritonéale

Le tableau ci-aprés présente les données expéafasnt

Tableau 44 : Calcul des totaux cumulatifs dans la détermination de la DLsg (24 h) de l'extrait
aqueux de Rhodocodon madagascariensis Baker, par voie intra péritonéale, selon la méthode de
Reed et Muench (1938).

Dose Nombre de Nombre de souris Totaux cumulatifs
(mg/kg de souris) | souris testées| survivantes | mortes | survivantes| mortes
123 5 5 0 11 0
154 5 3 2 6 2
192 5 2 3 3 5
240 5 1 4 1 9
300 5 0 5 0 14
151
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Figure 109 : Courbes des totaux cumulatifs permettant la détermination de la DLsg (24 h)
intra péritonéale par la méthode de Reed et Muench (1938).
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Les valeurs de la D (24 h) intra péritonéale de I'extrait brut aqueleRhodocodon
madagascariensi®aker, obtenues par la méthode de calcul et ldnadét graphique sont
respectivement d&70,6mg/kg et 179 mg/kg(figure 109.

1501
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Figure 110 : Courbe effet-dose de I'extrait brut de Rhodocodon madagascariensis Baker par voie
intra péritonéale et sa droite de régression linéaire.

Expérimentalement, en utilisant la droite de régjmaslinéaire, la valeur de la B4
(24 h) est estimée 83 mg/kgde sourisfigure 110).

6.2. EFFETS DE L’EXTRAIT SUR D'AUTRES ESPECES A SANG CHAUD

La sensibilité d’autres especes animales a saagdobst comparée a celle de la souris.
Les doses correspondant aux DL100 orale et intitapéale ont été utilisées. Les résultats
sont présentés danstébleau45.

Tableau 45 : Effets de I'extrait brut de Rhodocodon madagascariensis Baker sur différentes
espéces animales a sang chaud.

, Do_se_ / Vo€ Souris Rat Cobaye Poussin
d’administration
*
2,4 glkg 6 H 10 H 3H 24H
Voie orale
0.3gkg™ 20 min 6 H 10 min 20 min
Voie intra péritonéale

* : Cette dose correspond a la valeur de la DLgq par voie orale chez la souris.
** . Cette dose correspond a la valeur de la DLy par voie intrapéritonéale chez la souris.

Les chiffres indiquent le temps de survie aprésiagtnation de I'extrait.

Les especes testées sont toutes sensibles aifeadx doses utilisées. Les effets sont
similaires chez toutes les espéces. Par consédegmtoses provoquant la mort de 100% des

animaux chez la souris sont aussi létales pouralgses especes. Avec le deux voies
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d’administration le cobaye s’avere étre le plussg#a. Le rat et le poussin sont les moins
sensibles respectivement par voie intra péritongiabar voie orale.

6.3. ACTIVITE ICHTYOTOXIQUE

6.3.1. EFFETS DE L'EXTRAIT AQUEUX DE Rhodocodon madagascariensis
Baker SUR LES EMBRYONS DE MEDAKA, Oryzias latipes

Le poisson médaka est couramment utilisé dansdesihes de la toxicologie et de
I’écotoxicologie car il présente plusieurs avantageatiques (Cf. « Etude expérimentale », 8
3.2. p. 189)

6.3.1.1. Effets sur des embryons de 6 jours

Pour ce premier test, il a été observé que la reambryonnaire a lieu a la
concentration de 2 mg/mltableau46). Pour les concentrations 1 et 0,5 mg/mL de laktr
aqueux deR. madagascariensiBaker, il n'y a pas eu d'éclosion. Tandis que ptar
concentration de 0,25 mg/mL, un retard d’éclosianrapport au témoin est observé. Avec la
concentration de 0,125 mg/mL, la vitesse d’éclosésh identique a celle du lot témoin
(tableau4?).

Tableau 46 : Données expérimentales sur la toxicité de I'extrait aqueux de R. madagascariensis
Baker, sur des embryons de médaka de 6 jours (nombre d’embryons tués sur nombre d’embryons
testés)

Jour Témoins | 2mg/mL | 1 mg/mL | 0,5mg/mL| 0,25 mg/mL | 0,125 mg/mL

1 A:0/5 A :5/5 A:0/5 A:0/5 A:0/5 A:0/5
B:0/5 B:3/5 B:0/5 B:0/5 B:0/5 B:0/5
C:0/5 C:3/5 C:0/5 C:0/5 C:0/5 C:0/5
2 A:0/5 A :5/5 A:0/5 A:0/5 A:0/5 A:0/5
B:0/5 B:5/5 B:0/5 B:0/5 B:0/5 B:0/5
C:0/5 C:5/5 C:0/5 C:0/5 C:0/5 C:0/5
3 A:0/5 A :5/5 A:0/5 A:0/5 A:0/5 A:0/5
B:0/5 B:5/5 B:0/5 B:0/5 B:0/5 B:0/5
C:0/5 C:5/5 C:0/5 C:0/5 C:0/5 C:0/5

Cumul 0/15 15/15 0/15 0/15 0/15 0/15
Mortalité 0 100% 0% 0% 0% 0%

Survie 100% 0% 100% 100% 100% 100%

- 165 -



Etude deRhodocodon madagascariendsaker

Tableau 47 : Données expérimentales de |'extrait aqueux de Rhodocodon madagascariensis Baker,
sur I'éclosion des oeufs de médaka (nombre d’ceufs éclos sur nombre d’ceufs testés)

Jour | Témoins | 2mg/mL| 1 mg/mL | 0,5mg/mL | 0,25 mg/mL| 0,125 mg/mL
1 A:1/5 A:M A: 0/5 A:0/5 A: 0/5 A : 0/5
B:0/5 B: M B:0/5 B:0/5 B:0/5 B:0/5
C:3/5 C:M C:0/5 C:0/5 C:0/5 C:0/5
2 A:1/5 A:M A:0/5 A:0/5 A:1/5 A:2/5
B:0/5 B: M B:0/5 B:0/5 B:0/5 B:1/5
C:3/5 C:M C:0/5 C:0/5 C:0/5 C:1/5
3 A:2/5 A:M A:0/5 A:0/5 A:2/5 A:2/5
B:2/5 B: M B:0/5 B:0/5 B:0/5 B:2/5
C:3/5 C:M C:0/5 C:0/5 C:2/5 C:3/5
Cumul 7/15 M 0/15 0/15 4/15 7/15

M : mort embryonnaire

A partir de cette premiere expérience, un retardé@eloppement a été observé chez
les embryons non éclos. Ce qui a dicté la deuxi&xpérience consistant a tester I'extrait sur
des embryons de 1 jour.

6.3.1.2. Effets sur des embryons de 1 jour : sta@g@nbryonnaire 17

Cette expérience avec des ceufs fécondés d'un jeumgb de mieux suivre le
développement embryonnaire avec les differentsestaé développement. Les effets de six

concentrations ont été ainsi évalués.

Lors de ce test, un important retard de développémest observé chez les embryons
placés dans les milieux a fortes concentrationexrait deRhodocodon madagascariensis
Baker. Cette observation est faite en comparaisec & développement normal décrit par
Yamamoto (1975) et lwamatsu (2004) et les pourgmstad’inhibition du développement
embryonnaire sont évalués par rapport au développeambryonnaire des témoins qui suit
un développement normal et qui est supposé avoiteurloppement équivalent a 100%. Un
effet-dose est ainsi observé : pour les milieuxcasle concentrations de 4 et 3 mg/mL, le
développement embryonnaire est inhibé de 40-30% IBe milieux a 2 et 1 mg/mL, le taux
de développement est aux environs de 80% par ragpda normale. Les plus faibles
concentrations (0,5 et 0,25 mg/mL) s’averent sdifet avec un développement quasi-normal
> 90%).
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Tableau 48 : Les différents stades de développement embryonnaire en fonction des concentrations
des milieux en extrait aqueux de Rhodocodon madagascariensis Baker.

Jour | Témoin | 4 mg/mL | 3mg/mL | 2 mg/mL | 1 mg/mL | 0,5 mg/mL | 0,25 mg/mL
0 17 17 17 17 17 17 17
1 30 18 19 23 27 28 28
2 34 20 21 24 29 32 32
3 36 23 25 27 30 35 35
4 37 23 26 28 32 36 36
404 L

- -~ temoins

% 30- : 431mg/mL

S mg/mL

Is) =¥ 2mg/mL

\% 202 - Img/mL

; -&- 0,5mg/mL

% 104 -8 0,25mg/mL

m C T T T ) 1

0 1 2 3 4 5

Jour d'exposition

Figure 111 : Evolution des stades de développement embryonnaire en présence de différentes
concentrations d’extrait de Rhodocodon madagascariensis Baker.

Pour illustrer ce retard de développement embryiognau bout de 6 jours
d’expérimentation, un embryon traité dans un mikell mg/mL se trouve encore au stade 23
de son développement (correspondant a un embryonahale 1 jour et 17 h) alors qu’un

embryon non traité est au stade 36 de son dévetogpe(embryon normal de 6 jours)

(figurell?).

D’aprés les observations ainsi que les donnéesndeataires [Iwamatsu, 2004],
pour I'embryon au stade 23, la partie antérieuretuhe cardiaque s’étend au-dessous de
I'extrémité postérieure de la vésicule oculairdest vaisseaux sanguins ainsi que les veines
vitéllocaudales commencent a se former. Par comed)i au stade de développement
embryonnaire 36 est marqué par le développemediacare. L'extrémité de la queue atteint
la vésicule otique et I'étendue de la courbure aerdgion atrio-ventriculaire du cceur

augmente de fagon a ce que l'oreillette et le veultr soient contigus 'un a l'autre.
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Figure 112 : Comparaison de deux embryons de 6 jours : a) embryon traité par I'extrait aqueux de
Rhodocodon madagascariensis se trouvant au stade 23 de son développement, b) embryon témoin
se trouvant au stade 36.

6.3.2 EFFETS DE L'EXTRAIT AQUEUX DE Rhodocodon madagascariensis
Baker SUR LES LARVES DE MEDAKA, Oryzias latipes

6.3.2.1. Effets sur les larves

Pour cette expérience, les effets de I'extrait aguieR. madagascariensBaker sont
analysés sur des larves de médaka juste aprestidassons (10 jours apres fécondation). Les
données expérimentales sont consignées dateblesux49 et50 et les courbes montrant les

effets-doses sur ldgures113 et 114 Un effet dose de toxicité est observé en foncties

concentrations du milieu. Ainsi, pour une concdrarainférieure ou égale a 0,25 mg/mL,
aucun effet toxique n’a été deétecté. Le taux deiswtes larves testées est de 100%. Pour les
larves placées dans des milieux dont les conc@nrtsasont comprises entre 0,5 et 4 mg/mL,
les taux de survie des larves sont réduits de 500&. La valeur de la Gb.= 0,25 mg/mL

est ainsi déterminée.

Tableau 49 : Données expérimentales sur les effets de I'extrait aqueux de Rhodocodon
madagascariensis sur |'éclosion des larves (nombre d’individus vivants sur nombre d’individus
testés).

Jour | Témoin 4 3 2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625
g/mL | mg/mL | mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
1 A:10/10| A:0/10 | A:0/10 | A:0/10 | A:10/10 | A:10/10 | A:10/10 | A:10/10 | A:10/10
B:10/10| B:0/10 | B:0/10 | B: 0/10 | B: 8/10 B:10/10 | B:10/10 | B:10/10 | B:10/10
C:10/10/ C:0/10 | C:0/10 | C:0/10 | C:10/10 | C:10/10 | C:10/10 | C:10/10 | C:10/10
2 A:10/10{ A:0/10 | A:0/10 | A:0/10 | A:6/10 A:10/10 | A:10/10 | A:10/10 | A:10/10
B:10/10| B:0/10 | B:0/10 | B:0/10 | B: 6/10 B:4/10 B:10/10 | B:10/10 | B:10/10
C:10/10/ C:0/10 | C:0/10 | C:0/10 | C: 8/10 C:10/10 | C:10/10 | C:10/10 | C:10/10

3 A:10/10| A:0/10 | A:0/10 | A:0/10 | A:0/10 A 0/10 A:10/20 | A:10/10 | A:8/10
B:10/10| B:0/10 | B:0/10 | B: 0/10 | B: 0/10 B:0/10 B:10/10 | B:10/10 | B:10/10
C:10/10| C:0/10 | C:0/10 | C:0/10 | C:0/10 C:0/10 C:10/10 | C:10/10 | C:10/10

4 A:10/10{ A:0/10 | A:0/10 | A:0/10 | A: 0/10 A:0/10 A:6/10 A:8/10 A:8/10
B:10/10| B:0/10 | B:0/10 | B: 0/10 | B: 0/10 B:0/10 B:4/10 B:10/10 | B:10/10
C:10/10/ C:0/10 | C:0/10 | C:0/10 | C: 010 C:0/10 C:6/10 C:8/10 C:10/10

1

=
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Figure 113 : Taux de survie de larves de medaka incubés dans des milieux contenant d’extrait de
Rhodocodon madagascariensis Baker a de différentes concentrations (allant de 0,0625 a 4 mg/mL)

Tableau 50 : Données expérimentales sur les effets de I'extrait aqueux de Rhodocodon
madagascariensis Baker sur les larves (nombre d’individus morts sur nombre d’individus testés).

Concentration A B C
Témoin 0/10 0/10 0/10
4 mg/mL 10/10 10/10 10/10
3 mg/mL 10/10 10/10 10/10
2 mg/mL 10/10 10/10 10/10
1 mg/mL 10/10 10/10 10/10
0,5 mg/mL 10/10 10/10 10/10
0,25 mg/mL 4/10 6/10 6/10
0,125 mg/mL 2/10 0/10 2/10
0,0625 mg/mL 2/10 0/10 2/10

150
g
2 1004
8
S
=
2 50-
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}_
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Figure 114 : Courbe montrant I'effet-dose et la mortalité de larves de medaka dus a l'extrait de
Rhodocodon madagascariensis Baker.

6.3.2.2. Effets sur le développement embryo-larvagr

Lors de cette expérience, les effets de toxiciéilaires a ceux avec les larves sont
observés. Les embryons sont traités 24 h avantosin (stade 39 du développement
embryonnaire). Les concentrations 4, 2 et 1 mg/onit Etales pour ces embryons et la CL50
est évaluée a 1,07 mg/mL.
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6.4. PREPARATION D’APPATS EMPOISONNES

Un des objectifs visés dans I'étude Rleodocodon madagasarien®sker consiste a
valoriser I'utilisation empirique des bulbes deplante comme raticide. Aussi, avons nous

cherché a confectionner des appats empoisonnésiradea bulbes.

Nous avons introduit dans la provende (mélange esitaire granulé) des souris

élevées au laboratoire, différentes quantités siéjut provenant de bulbe.

Les appats sont préparés comme suit : les gradal@sovende sont imbibés de jus de
bulbe, puis séchés au soleil. Les granulés, prieatednt pesés, sont donnés aux souris placées
une par cage. Le reste de granulés non consomnaéEstpese, ce qui permet de déduire la
guantité de granulés absorbée par souris et pdidgaotvalent en bulbes frais.

Pour avoir la correspondance entre le poids deulbebet le volume du jus brut
exprimé, notons qu’un bulbe frais de 16 g proeuaitiron 8 mL de jus brut. Ainsi, 1 mL de
jus est approximativement I'équivalent de 2 g dibésifrais.

Les conditions des expériences ainsi que lesteésubbtenus sont présentés dans le
tableau51.

Tableau 51: Conditions expérimentales des essais sur la confection d’appats empoisonnés pour la
souris et résultats obtenus

Volume de jus Equivalent de

brut ingéré (uL) | bulbe ingéré (mg) Principaux symptomes

- Piloérection, démangeaison au niveau des museaux
- Diminution de l'activité motrice

50 0,1 - Enophtalmie

- Spasmes au niveau des membres

- Rétablissement au bout de 12 h.

- Piloérection et démangeaison au niveau des mxseat
200 0,4 - Ataxie et paralysie des membres accompagnéeg d’'u
augmentation de la fréquence respiratoire

- Mort de I'animal au bout de 12 h.

-

- Piloérection accompagnée de démangeaison auwnivea
des museaux,

- Augmentation de la fréquence respiratoire,

400 0,8 - Ataxie et spasmes au niveau des membres,

- Paralysie générale de I'animal qui semble éwgotos
conscient

- Immobilité permanente

- Mort de I'animal au bout de 6 h.

Poids moyen des souris : 25g £ 2g
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D’apres ces résultats, environ 400 mg de bulbés $wfisent a tuer une souris de 25
g au bout de 12 h et 800 mg au bout de 6 h. Aveseuhbulbe frais d’environ 16 g, avec la

dose toxique de 400 mg/souris, il est donc tueirenvi0 souris.

6.5. ACTIVITES ANTIMICROBIENNES

Sur les six souches testées, aucune n'a été semsll@xtrait aqueux dB&hodocodon

madagascariensiBaker.
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7 — RESUME - DISCUSSION - CONCLUSION

Les résultats des enquétes ethnobotaniques onéléréyue Rhodocodon
madagascariensiBaker est une plante dont les bulbes sont commengmntilisés comme
raticide dans la localité d’Amboasary. Toutefoig, ree lui connait pas d’'autres utilisations
empiriques. Cela est certainement lié a la petifiges de la toxicité de la plante.

Trois composés ont été isolés des bulbeRhiedocodon madagascarien&aker Il
s’agit de la scillirosidine, du scilliroside et ldrigénine. Ces trois produits appartenant a la
classe des bufadiénolides ont déja été isolésré'mespeces d’Hyacinthaceae. Ainsi :

* la scillirosidine, a été décrite auparavant clseflla maritima[Wartburg et Renz
1959] etUrginea sanguine@Krenn et al. 1993].

» le scilliroside ou 39-B-glucoside de la scillirosidine, a été isolé&Jdjinea maritima
[Verbiscar et al. 1986 ; Kopp et al. 1996] dt/dpancration[Kopp et al. 1990]

* ['hellébrigénine, a été mise en évidence chez #mtplHelleborus nigerpuis aussi

chez le crapauBhinella jimi

Il est a noter que ces produits ont été obtenusréir ple I'une seulement des 8
fractions butanoliques. Par ailleurs, les compapéantitativement minoritaires dans cette
fraction n'ont pu étre isolés a ce jour. Toutefaies produits purs ont été obtenus en trop
faibles quantités pour leurs évaluations biologggd®u I'utilisation de I'extrait aqueux pour

les différents tests.

L’extrait aqueux dRhodocodon madagascarien®aker est toxique pour la souris.
Par voie orale, la Dig 24 h est de l'ordre de 1,4 g/kg et par voie intégitonéale de 0,17
g/kg. Ces valeurs classent I'extrait parmi les prtsddangereux (WHO, 1996). Les doses
létales d’extrait pour la souris le sont égalenpmir d’autres especes animales a sang chaud
dont le rat, le cobaye et le poussin. Cependantde survient beaucoup plus tot chez le
cobaye par les deux voies d’administration, tamgis chez le rat et le poussin elle est plus

tardive respectivement par voie intrapéritonéalgaetvoie orale.

Les symptbmes qui se développent chez la sourisamministration de I'extrait a
des doses létales et sub-létales par voies oratdgratpéritonéale sont similaires. Certaines

caractéristiques dont notamment l'ataxie, la paialydes membres et les convulsions
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cloniques suggérent une atteinte du systeme nersenitxal. Etant donné que les principes
toxiques isolés sont connus pour leurs effets otrdiques, les effets neurotoxiques

pourraient étre les conséquences d'une action pena niveau du cceur ou dus a des
principes neurotoxiques présents dans I'extraiisrgae nous n’avons pas encore isolés. Il se
pourrait que les bufadiénolides agissent égalediemttement sur le systeme nerveux, auquel

cas, il s’agirait d’une propriété non encore deécrit

Les lésions plus ou moins graves observées aulnidgeaous les organes examingés
rendent compte de la forte toxicité de I'extraittet de la rapidité de la mort les animaux. La
péricardite et myocardite séveres ainsi que I'cedameiveau du coeur confirment les effets
toxicardiagues connus des bufadiénolides. La méring@t le ramollissement cérébral
caractérisé par la présence d’cedeme et d'infarissehémorragique expliquent les effets
neurotoxiques de I'extrait. L'isolement et I'études propriétés des autres composés dans les
autres fractions non encore étudiées permettrordéterminer le ou les réle(s) de chaque

principe actif.

Les essais de confection d’appéats empoisonnéspsomtetteurs. Avec un seul bulbe
frais on peut préparer des appats pour environquagantaine de souris. Des appats a base
d’ingrédients plus accessibles par les paysans etamrestes de nourritures ou des sous-

produits (déchets et autres) seraient plus apg@®pri

L’extrait est également toxique sur les animawadg froid tels les poissons. La4gL
surOryzias latipesest de 0,8 mg/ml. Il provoque chez ce poissoreterd de développement

embryonnaire et une atteinte cérébrale des larves.

L’extrait brut s’est révelé non toxique sur lestidaies testées. Des tests sur d’autres

souches permettront de vérifier la présence osé&nabe de propriétés antimicrobiennes.
En conclusion

» Les résultats de nos travaux constituent les presigonnées sur les plans chimique
et biologique, a la fois suRhodocodon madagascariendtaker et sur le genre
Rhodocodoren général.

e L'utilisation des bulbes d&hodocodon madagascarien®aker comme raticide est
vérifiee. Cependant, étant donné la forte toxisité d’autres especes animales, des

précautions doivent étre prises lors de leur atilis.
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» La présence de bufadiénolides est en faveur digsification du genr&hodocodon

dans la famille des Hyacinthaceae qui fait toujalélsat parmi les systématiciens.
Dans le futur nous envisageons d’entreprendre,

* L’extension des enquétes ethnobotaniques a d'auég®ns des Hauts Plateaux
Madagascar ou pous$thodocodon madagascarienddaker et ou vivent d’'autres
ethnies dans le but de rechercher si la plantel'tdjet d’utilisations empiriques
similaires a celles décrites pour des Hyacinthaétamgeres,

» |'achévement des travaux sur les autres fractiohigtede des propriétés biologiques
des composeés isolés,

e la poursuite des travaux sur les micro-organismagiésant d’autres germes tests,

» La continuation des essais sur la préparation dspgmpoisonnés avec des matiéres-
premieres plus disponibles,

» |'extension de travaux similaires aux autres espée®Rhodocodon

- 174 -



Troisieme partie :

Partie experimentale




Troisieme partie Partie expérimentale

1 - MATERIELS ET METHODES

1.1. CHIMIE EXTRACTIVE

CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE

Il s’agit de chromatographies liquides, soit sur des colonnegrbes a pression
atmosphérique, soit sur des colonnes & moyennsi@nesoit encore sur des colonnes hautes

performances.
1.1.1 Chromatographie sur colonne ouverte de gel dg&ephadex® LH-20

Il s’agit d'un gel réticulé de dextran permettanieuséparation des constituants d'un

mélange par tailles moléculaires décroissantesobant utilisé a été le méthanol.
1.1.2. Chromatographie sur colonne ouverte de résend’Amberlite XAD 4

C’est une résine qui se présente sous forme desbike polymeéeres synthétiques
poreuses non polaires. L'adsorption fait intervedies interactions hydrophobes. La
séparation des molécules se fait selon I'hydromhobies molécules hydrophiles, non
adsorbées par la résine, sont éluées par un préswge a I'eau distillée. Les molécules
hydrophobes sont ensuite €luées par un solvanitdigél moins polaire que I'eau (mélange

eau/ alcool, puis alcool pur, méthanol ou éthanol).
1.1.3. Chromatographie sur colonne ouverte de sikcen phase normale

La phase stationnaire utilisée est un gel de siitid Kieselgel Merck® (40-63um).

Le poids de silice utilisée est selon les cas da 200 fois celui de I'échantillon a purifier.
1.1.4. Chromatographie liquide moyenne pression (MEC)

L'appareillage comprend une pompe KNAUER un détecteur KNAUER UV
detector k-200®, un collecteur de fractions GILSON Micro@®lun enregistreur GILSOM

(facultativement).
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Des colonnes de gel de silice, pré-remplies AIT CHIRATO® ont été utilisées : FC-
25 Sl, 40-60 um, de 25¢g, de 10 g, de 59 et de 2g.

Pour une extrapolation des conditions en HPLC &e<ale la chromatographie a
moyenne pression, la polarité de la phase mobileaegmentée de 10% par rapport au
gradient utilisé en HPLC. Une colonne de phasersevdIT CHROMATGR FC-3 C18, 40-
60 um de 3 g est utilisé en mode isocratique, aeeaeme éluant le systeme CH3CN-H20/

0,1% TFA (20 : 80), avec un débit de 1 ml/min eddédection est & = 220nm.

1.1.5. Chromatographie liquide a haute performancéHPLC)

L’'appareillage utilisé comprend :

- une pompe GILSON 321 Purgp
- un détecteur GILSON 170 Diode Array Dete@outilisant les canaux allant de

A=190 a 700 nm. La détection a été faitle=220 nm et a=254 nm.

En HPLC analytique, a été utilisée comme phasestaire, une colonne de silice en
phase inverse KROMASIR C18 (5u), de dimension (250 x 4,6) mm, (référdd@®31783)
et en mode gradient. Le systeme de solvant étaiposé d’'un gradient de CH3CN (€luant A)
et d'H20/0,1% TFA (éluant B) de 5/95 a 95/5. Le id&éait de 0,8 ml/min et le volume

d’échantillon injecté était de 20 pl.

1.1.6. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Des plaques de gel de silice, Kieselgel 60 F254ck&y sur support d’aluminium ont
été utilisées pour les CCM analytiques. Différaystéemes d’éluants ont été utilisés selon les
conditions de séparation. Un détecteur UV Biobldskientific® est utilisé pour la

visualisation des taches.
Les révélateurs utilisés sont :

- l'anisaldéhyde / sulfurique modifié (anisaldéhydd thl + EtOH 9 ml + H2SO4
0,5 ml + AcOH 0,1ml) : c’est un révélateur général

- le réactif de Komarowsky (2% de solution de 4-hygtenzaldéhyde dans MeOH
(5:1) et 50% de H2SO4 (10: 1) ;
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- solution éthanoliqgue de chlorure ferrique 2% paardétection des composés
phénoliques ;
- vanilline sulfuriqgue (vanilline 1 g + H2SO4 2 mlI BBOH 100 ml) : réactif a

spectre large permettant la détection des sudaesnfes, terpenoides, phénols.

Apres pulvérisation, sauf pour la solution éthanodi de FeCI3 2%, la plaque a été
chauffée a 100 °C pendant 5 min.

1.2. CHIMIE ANALYTIQUE ET STRUCTURALE

1.2.1. SPECTROMETRIE DE MASSE

La technique de la spectrométrie de masse condistmiser un cComposé ou une
molécule en général neutre, en phase vapeur,éiaies des ions produits selon leur rapport
m/z (m étant la masse et la charge de l'ion produit). L’ionisation est réae par
élecronébulisation (Electrospray - ESI) conduisanka formation d’'ions non-fragmentés
protonés du type (M+nH)n+ en mode positif ou dessidéprotonés du type (M-nH)n- en

mode négatif.

Dans le cas ou I'appareil fonctionne en mode MS-M&) moléculaire obtenu subi
une fragmentation (sélection de I'ion d’intérét caractéristique par un filtre quadripolaire,
Q ; sélection selom/z = f (UV) permettant d’obtenir des informationsustiurales sur la

molécule.

L’analyseur a temps de vol (TOF) permet la sépamatuniquement en fonction de
I'énergie cinétique acquise apres l'accélératiomsdde champ électrique. La distance

parcourue est fonction ame.

L’'appareil utilisé est un spectrométre PE SCIEX APETAR® Pulsar i

Les données d’'un spectre de masse permettentdderdh masse moléculaire d’'une
molécule d'intérét et d'en déduire, lorsque la rmageoléculaire est mesurée avec

suffisamment de précision, sa formule brute.
1.2.2. ACTIVITE OPTIQUE

Les pouvoirs rotatoires des compoBasl’ (8-épidiosbulbine E)D5 (antadiosbulbine

A) et D6 (antadiosbulbine B) ont été mesurés sur un agfRERKIN ELMER Polarimeter
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341®, en utilisant une lampe a sodiuh € 589 nm). Les échantillons analysés ont été

solubilisés dans du chloroforme a une concentratidenviron 0,40 g/100ml.

1.2.3. SPECTROMETRIE de RMN

La résonance magnétigue nucléaire ou RMN est fosdékes propriétés magnétiques
gue posseédent certains noyaux (noyaux présentaspiannucléaire). Dans des conditions
appropriées, en présence d’'un champ magnétiquesmtees noyaux entrent en résonance.
La fréequence de résonance correspondante dépendiéléenent considéré, de son
environnement électronique et du champ magnétigpkgaié. Cette fréquence est traduite en
termesde déplacement chimique(en ppm) par rapport a une référence qui estianéthyl-
silane (Si(CH3)4, TMS). Des informations sur lesistantes de couplage sont également

fournies.

Les déplacements chimiques des carb@i¢en ppm), sont mesurés par rapport a la

raie centrale du solvant utilisé.

1.2.3.1._Spectres a une dimensidRMN 1D)

lls ont été réalisés sur un appareil Bruker AC BMz® opérant a 300 MHz pour les

protons et a 75 MHz pour les carbones.

= Le spectreRMN 'H donne des informations sur les déplacements chisigiu
proton PH) permettant ainsi de déterminer les régions dictsp caractéristiques
de certains groupements chimiques (ou sites pmpies). L'intensité du signal
ainsi que celle de la courbe d’intégration sontpprdonnelles au nombre de
protons représentés par le pic (ou le multipletjreto

» Le spectreRMN *°C J-modulé permet d'observer directement les groupes
fonctionnels contenant les carbones et d'en dédlete nombre et leurs
déplacements chimiques. Ce spectre permet égalaetaetistinguer les carbones

secondaires et quaternaires des carbones prineditediaires.

1.2.3.2._Spectres a deux dimensioRMN 2D)

Les spectres RMN 2D ont été réalisés sur un ap@iReICKER Avance 400 MH®

opérant a 400 MHz pour le proton.
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Le spectreCOSY (COrrelation Spectroscoly) permet de mettre en évidence
I'existence du couplage scalaireJf2H et IH-H et parfois 4H-H) présent entre
deux noyaux grace a la présence de taches de atmnélh l'intersection des
déplacements chimiques de deux noyaux. Le speetfRMIN monodimensionnel
apparait sur la diagonale tandis que les corrélatientre les protons couplés
apparaissent de part et d’autre de cette diagahate maniere symétrique. Cette

expérience permet de déterminer des fragmentsuldisie.

Le spectreHSQC (HeteronucleaSingle QuantumCorrelation) met en évidence
les corrélations entre protons et carbones diremémies (ICH). Il permet donc
de distinguer les carbones protonés des carborasrgaires.

Le spectreHMBC (HeteronucleaMultiple Bond Coherence) : cette expérience
détecte les corrélations entre protons et carbarleague distance, c’est-a-dire a
travers plusieurs liaisons (couplag#CP, 3JCH parfois méme JCH). Le spectre

HMBC permet ainsi d’assembler les fragments decsira obtenus lors des

expériences précédentes.

Le spectreNOESY (NuclearOverhauseEffect Spectroscoly) : ce spectre met en
évidence les couplages dipolaires<(d},5 A) (corrélations des protons proches
dans I'espace). En effet, cette expérience fodstinformations stéréochimiques
permettant ainsi de vérifier la structure et desdwéiner la configuration relative

de la molécule.
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2 — EXTRACTION, FRACTIONNEMENT ET PURIFICATION

2.1. ETUDE DEDioscorea antalhdum. & Perr.

2.1.1. EXTRACTION

Une série d’extractions avec des solvants de pésacroissantes a été effectuéeur
la premiere extraction, 546 g de poudre de tubescséchés et broyés ont été macérés dans
du cyclohexane sous agitation a température angb@eridant une heure. Apres évaporation
du solvant sous pression réduite, un extrait cy@tahique de 0,8 g a été ainsi obtenu, soit un
rendement de 0,15 %.

Le marc est ensuite traité cinq fois avec du Me@Huglisant a chaque fois 1 | de
MeOH. 15,96 g d’extrait méthanolique ont été a#tsi obtenus apres évaporation du solvant
sous pression réduite, soit un rendement de 2,Ruis, 14,93 g de cet extrait ont été dissous
dans 180 ml d’une solution aqueuse d’'acide acégReén et ensuite extraits trois fois avec
180 ml d’AcOEt. Apres ces traitements, les phasgaroques (AcOELt) ont été rassemblées,
évaporees a sec et 6,16 g d’'extrait sec obtenususorendement de 1,13 %. La phase
agueuse a été ensuite alcalinisée avec de I'hydomg¢bonate de sodium (NaHCO3) en
poudre, puis traitée par du dichlorométhane poundpn0,33 g d’extrait dichlorométhane.

2.1.2. FRACTIONNEMENT DE L’EXTRAIT PAR L’AcOEt

5,72 g de I'extrait ACOEt ont été chromatograplsésune colonne de 200 g de gel de
silice avec comme systeme d’élution un gradientsyaddohexane/AcOEt/MeOH : 90/10/0 a
0/07/100). Le dépot a éteé fait a sec. Des foastide 100 ml ont été recueillies et rassemblées
selon leurs profils en CCM. La chromatographiegelrde silice a utilisé comme solvants de
migration le gradient cyclohexane/AcOEt : 95/5 a3M), puis CH2CI2/MeOH : 95/5 a 85/

15) (Tableau52).
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Tableau 52 : Fractionnement de I'extrait par I’AcOEt des tubercules de Dioscorea antaly Jum. &
Perr.

Cyclohexane-AcOEt-MeOH Tubes [Fractions] Masse (emq)
90:10:0 4-9[1-1] 127 F1
80:20:0 10-20 [1-4] 167 F2
70:30:0 21-29 [1-7] 245 F3
60:40:0 30-40 [1-11] 290 F4
50:50:0 41-44 [1-14] 183 F5
20:80:0 45-48 [1-16] 560 F6
0:100:0 49-53 [1-17] 1183 F7
0:90:10 54-57 [1-18] 346 F8
0:80:20 58-60 [1-19] 1473 F9
0:80:20 61-63 [1-20] 559 F10
0:70:30 64-67 [1-21] 339 F11
0:70:30 68-69 [1-22] 119 F12
0:60:40 70-74 [1-23] 194 F13

2.1.3. PURIFICATION DES DIFFERENTES FRACTIONS

Les purifications ont été faites par des chromatplgies successives sur colonne de
Sephade® LH-20, de gel de silice (MPLC et colonne ouvertet)par HPLC. Les fractions
des chromatographies sur Sepha&lelxH-20, ont été analysées par CCM avec comme
systeme de migration des plagues le mélange AcGEMNIcyclohexane : 20/2/2, tandis que
pour les chromatographies sur gel de silice, destolvant d’élution. Le révélateur utilisé
étant I'anisaldéhyde.

Les fractions apolaires [1-1] a [1-10] (639 mg)omt pas fait I'objet de purification
complémentaire car elles sont pour I'essentiel titmdes par des composés de type acide gras
a longues chaines tels représentés dans leursespdetRMN.

1) Les fractions [1-11] a [1-13] (290 mg) présentarg Iméme profil
chromatographique sur CCM ont été rassembléesriéiéps par chromatographie
sur colonne de SephadeX_ H-20 (volume de gel environ 160 ml, colonhe=
2,6 cmet H = 30 cm) et avec comme systeme d’élgaatml d’'un mélange de
MeOH/CH2CI2 :90/10). Dix fractions ont été ainsit@tues dont une était formée
d’'un composé pur: cest le compos#l (17 mg) qui est un flavonoide.
[Révélateur CCM: anisaldéhyde ; systeme de migmati
AcOEt/MeOH/cyclohexane : 20 /2 /2].
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2) La purification de la fraction [1-16] (560 mg) soolonne Sephadé&x LH-20
(0=16 cm; H = 77 cm) avec le systeme déluant MeCHECI2 (90 : 10)
(V=350 ml) a permis d’isoler :

- 25 mg du composB2

- 20 mg du composb3

- 1 mg du composB4

- 294 mg d’'un premier mélange A

- 161 mg d’'un deuxiéme mélange B

Le premier mélange A est re-purifséir MPLC et a fourni 7 mg du compoBé.
[Conditions chromatographiques : 10 g de gel de2Si@epodt liquide, systeme éluant :
CH2CI2 / AcOEt 1%, volume éluant : 1400 ml]

Les re-purifications du second mélange B par tMRLC successives a fourni le

composéD6 (25 mg). Les conditions chromatographigues sansilgvantes :

Masses dépbt / SiO2 Eluant Volume éluant
MPLC 1 161 mg/10¢g CH2CI2 / MeOH (1%) 500 ml
MPLC 2 80mg/5¢g CH2CI2 / acétone (de 100 /0 a 98/ 2)| 250 ml
MPLC 3 17mg/ 29 CH2CI2 / acétone (1%) 100 mi

3) La purification de la fraction [1-17] (1183 mgiir colonne Sephad@&xLH-20 a
permis d’isoler 150 mg du compoB8 et 162 mg du compode10 [Conditions
chromatographiquesd = 2,4 cm ; H = 36 cm ; éluant : MeOH ; volume élua
2 L]. Une deuxieme purification par MPLC en phasarnmale a fourni les
composédD7 (16 mg),D5 (3 mg) etD6 (3 mg) [Conditions chromatographiques :
25 g SiO2 ; dépébt liquide ; systeme éluant : CHA@EOH gradient de 1 a 5% ;
volume éluant: 1250 ml]. Le compo$# (1mg) a été obtenu a partir de la
purification de la sous-fraction 6-16 (15 mg) paPM sur phase inverse (silice
RP 18) avec le systeme éluant ACN/H20 0,1% TFA/8@@n mode isocratique
(tr = 14).

4) A partir de la fraction [1-18], 20 mg du compd38 et 2 mg deD10 ainsi qu’un
mélange des composB$ etD7 ont été isolés par chromatographie sur colonne de
Sephade® LH-20 avec du MeOH (100%) comme éluant.
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5)

6)

La recristallisation de la fraction [1-19] (1 473)rdans le MeOH a fourni 502 mg
du composd 11 qui est le composé majoritaire de I'extrait. Larigtallisation de
la fraction [1-20] (559 mg) a fourni 34 mg d’'un cposé proche d®11 appelé
D11’, ainsi que 26 mg de compoBé 2.

Le composé13 (32 mg) a été obtenu a I'issue de deux purificetisuccessives
sur colonne de Sephad@X_H-20 éluée par MeOH a partir de la fraction [1-21

dont les conditions chromatographiques sont lesastgs :

Masse | O colonne| Hauteur | Eluant Volume
dépot colonne eluant

LH-201

339 mg 3cm 42 cm MeOH / CH2CI2 : 90/10 900 ml

MPLC 2

42 mg 1,3cm 29 cm MeOH (100%) 300 ml
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2.2. ETUDE DERhodocodon madagascariendgaker

2.2.1. EXTRACTION ET FRACTIONNEMENT

Une premiére extraction par 'EtOH a été faite 102 de bulbes frais ont été broyeés
avec 3,5 L d’EtOH pour donner 149,19 g d’extraiitbr

Cet extrait brut est de nouveau re-extrait par-Bu@H : les 149,19 g d’extrait sont
repris dans 600 mL d'eau distillée puis fractionmdr 600 mL de n-BuOH. La phase
butanolique a donnée 5,57 g d’extarit par le n-BugDkh phase aqueuse 143,62 g d’extrait.

L’extrait par le n-BuOH a été fractionné sur colemAD4 en utilisant une colonne
de 4 cm de diametre et de 30 cm de haut. Desdrectle 50 mL ont été ainsi collectées et
rassemblées selon leurs profils sur CCM. Les tableaapres Tableaux53 et 54) résument

les conditions et résultats de ce fractionnement.

Tableau 53 : Fractionnement de l'extrait par le n-BuOH de Rhodocodon madagascariensis Baker
sur colonne XADA4.

Eluant Volume Tubes
H20 (100%) 250 mL 1-5

MeOH-H20 (20 : 80) 250 mL 6-9

MeOH-H20 (30 : 70) 250 mL 10-14
MeOH-H20 (50 : 50) 250 mL 15-18
MeOH-H20 (70 : 30) 250 mL 19-22
MeOH (100%) 500 mL 23-40

Tableau 54 : Rasemblement des fractions.

Fraction Masse Tubes
F1 398 mg 2

F2 3680 mg 3-5
F3 540 mg 6-9
F4 24 mg 10-11
F5 181 mg 12-15
F6 88 mg 16-24
F7 349 mg 25-34
F8 68 mg 35-40

2.2.2. PURIFICATIONS DES DIFFERENTES FRACTIONS

Les trois composés purs ont été isolés a partladeaction F2 (3,68 g) [Conditions
chromatographiques : 92 g SiO2 ; dép6t a sec esyseluant : ACOEt/MeOH gradient de 2 &
70% ; volume éluant : 3 L]. Ce premier fractionneiree donné 23 sous fractions.
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1)

2)

3)

CCM

Les sous fractions 8 et 9 (18 mg) présentant le enprofil chromatographique sur
CCM ont été rassemblées et purifiées par chromapbig sur colonne de SiO2
[Conditions chromatographiques : m SiO2 = 3 g {&sye eluant : CH2CI2-MeOH 1 a
10%, volume = 150 mL] pour donner le prodRit (2 mg).

La purification de la sous fraction 21 (18 mg) smonne de SiO2 [Conditions
chromatographiques : m SiO2 = 3 g ; systeme élu@ht2CI2-MeOH 2%, volume =
50 mL] suivie d'une chromatographie sur colonne Haglex® LH-20 [Conditions
chromatographiquesl = 1 cm ; H = 14 cm ; éluant : MeOH ; volume éluan0

mL] a fourni le produiR2 (5 mg).

Le composdR3 (17 mg) a été obtenu a I'issue de deux purificetisuccessives de la
sous fraction 23, dabord sur colonne Seph&dexX H-20 [Conditions
chromatographiquesll = 3 cm ; H = 33 cm ; éluant : MeOH-H20 85-15 ;wuok
éluant = 400 mL] suivie d'une chromatographie saloene de SiO2 [Conditions
chromatographiques : m SiO2 = 20 g ; systeme étu@m2Cl2-MeOH 10 a 20%,

volume = 400 mL].

Pour cette étude dehodocodon madagascarie®sker, le systeme de migration des

est le Butanol/Acide acétique/Eau (6: 2: 2) les révélateurs utilisés sont

I'anisaldéhyde / sulfuriqgue modifié et la vanillialfurique.
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| 3— TESTS TOXICOLOGIQUES |

3.1. ACTIVITE TOXIQUE SUR LES ANIMAUX A SANG CHAUD

3.1.1. ACTIVITE TOXIQUE SUR SOURIS

Les souris utiliséesMus musculusappartiennent a la souche « Tana Swiss » de
I'IPM. Elles proviennent des élevages du Laborataie Biochimie Appliquée aux Sciences
Médicales du Département de Biochimie Fondamesetadgpliquée ainsi que du Laboratoire

de Pharmacologie de la Faculté des Sciences d’Angaivo.

3.1.1.1. Evaluation de la toxicité

Les animaux testés recoivent I'extrait de deux ®w&s, soit par injection par voie
intrapéritonéale soit par administration orale @adé d’'une aiguille a gavage. Pour chaque

test, un lot de 5 souris males d’environ 25 g chaast utilise.

3.1.1.2. Détermination des DL50

Plusieurs essais préliminaires sont nécessaires lpaidélimitation des doses et des
intervalles avant la détermination de lagphroprement dite. Compte tenu du nombre élevé
d'animaux utilisés, l'expérience est faite en uneuls fois. Pour chaque mode
d’administration, cinq doses en progression geamqrde raison 1,25 sont préparées pour
les déterminations des DL50. La premiere doseaedbse la plus faible qui provoque 100%
de mortalité chez les animaux testés et la cinqaiéest celle la plus forte n’entrainant aucun

déces.

La méthode de détermination dessp[24 h) ou dose tuant 50% des animaux testés
en 24 h comporte deux variantes :
 la premiére (méthode graphique) est fondée sur taux cumulatifs :
l'intersection des courbes des totaux cumulatifs derts et des survivants en
fonction des doses donne la valeur de laJ@R4 h). Le total cumulatif indique la
somme des animaux morts ou des animaux survivamie aose donnée, compte
tenu des doses précédentes. Il est calculé eniaudint le nombre d’animaux

morts ou survivants jusqu’a la dose considérée.
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+ |a deuxiéme variante utilise la formule suivante :

(0,5-N)
log DL50 =logB + ————og R
(M —N)

ou : B est la dose immédiatement inférieure a &ML
N : la mortalité provoquée par la dose B ;
M : la mortalité provoquée par la dose immédiateinsepérieure a la DL50 ;

R : la raison de la progression géométrique.

3.1.2. ACTIVITES TOXIQUES SUR D’AUTRES ESPECES

Deux autres espéces de mammiféres, le Rattys rattuy et le cobaye Gavia
porcellug ainsi que le poussirGallus gallug, recoivent une dose correspondante a la dose
létale 100 %.

Les poussins d'un jour ont été achetés aupres dureCdvicole Avitech, sis a
Mandrosoa Ivato (Antananarivo), tandis que le tdeecobaye proviennent de I'élevage du

Laboratoire de Pharmacologie de la Faculté des\8esed’Antananarivo.

Les extraits a tester, correspondant auxoptes souris, ont été administrés par voie
orale pour les trois espéces, par injection sotsnée pour les poussins et par voie i.p. pour

les mammiferes.

3.1.3. EXAMENS ANATOMOPATHOLOGIQUES

Les techniques d’étude en anatomie pathologiquepodent plusieurs étapes : le
prélevement et la fixation des organes ; I'inclasi@a microtomie et I'étalement des coupes ;
la coloration des coupes et le montage des lameslfiH1984 ; Phat et al., 1986 ; Dielbold et
al., 1991 ; Rosai, 2004].

3.1.3.1. Prélevement et fixation des organes

La fixation des prélevements permet la conservaties cellules dans I'état le plus
proche possible de I'état normal, en évitant leéshydratation prématurée et surtout la
putréfaction des tissus.
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Aprés la mort ou sacrifice des souris testées et striris témoins, les organes
(cerveau, cceur, poumons, foie, reins, estomactegtin) sont rapidement prélevés et placés
immédiatement dans un liquide fixateur (Formol &).0La durée de la fixation des organes

préleveés est environ de 48 h.

Chaque organe est ensuite découpé en minces fregmdiaide d'un bistouri. Les

fragments tissulaires ne doivent pas dépasser %'éaisseur.

3.1.3.2. Inclusion

L’inclusion consiste a incorporer des fragmentsuiigires dans des blocs de paraffine.
Avant l'inclusion proprement dite, une série depamations de ces fragments, appelée

« circulation » est faite.

3.1.3.2.1. Circulation

La circulation consiste a remplacer I'eau tisselgiar de I'alcool, puis I'alcool par un

solvant de la paraffine (toluene) afin de permdiimgorégnation tissulaire de la paraffine.

Les fragments tissulaires contenus dans des @sseftISSUE-TEK IlI® » sont mis
en circulation dans un circulateur automatique degoue SHANDON® citadel 1000 pendant

24 h. La circulation comprend ainsi :

- la déshydratation des fragments au moyen de 'atcoo
- I'imprégnation des fragments d’un solvant de laaffare ;

- I'imprégnation des fragments de paraffine.

3.1.3.2.2. L’inclusion proprement dite

Le fragment tissulaire issu de chaque cassettersstite plongé dans la paraffine a
56°C coulée dans un moule de métal (TISSUE-TEK®} Imoules sont placés a 4°C afin de
solidifier la paraffine. En se refroidissant, lagment tissulaire imbibé de paraffine se trouve

inclus dans un bloc solide de paraffine a partiual va s’effectuer la microtomie.

3.1.3.3. Microtomie et étalement des coupes

Des coupes minces réguliéres de 5 um d’épaissatifates a I'aide d’'un microtome

rotatif (LEICA®). Les coupes sont étalées dans uwainbthermostaté, puis déplissées

- 188 -



Troisieme partie Partie expérimentale

délicatement au moyen d'un scalpel. Elles sont isndixées sur une lame préalablement

enduite de colle.

3.1.3.4. Coloration des coupes et montage des lames

Les coupes sont débarrassées de la paraffine avéaluene, puis réhydratées. Le
tissu rendu incolore, est coloré avec des colorbassques comme I'hématoxyline (teintant
les noyaux en bleu ou en noir) et des colorantdeadelle I'éosine (teintant le cytoplasme en
rose ou en rouge). Le safran se fixe sur le tiggjooctif. Les lames colorées sont ensuite
déshydratées par I'alcool et rincées au toluene gbutte de baume de canada sur lamelle
recouvre chaque lame. L’'observation et la priseplletographie des coupes colorées sont

effectuées sous un microscope optique (LEICA®).

3.2. ACTIVITE ICHTYOTOXIQUE

L’espéceOryzias latipesou médaka est utilisée pour les raisons suivantes

* C'est un poisson reésistant et robuste qui toléee lakges gammes de
températures (allant de 0 a 40°C) et de salindé (luce a eau saumatre) bien

gu’étant une espéce d’eau douce ;
» C’est un poisson facile a élever et peu exigeant ;

* il est prolifigue (40 & 50 ceufs par femelle) avee weproduction facilement

contrélable par la gestion des cycles lumineux ;

* les ceufs peuvent étre facilement cultivés dansbdées de Pétri avec un
développement externe et visualisable au traverghduion transparent de
I'ceuf.

3.2.1. EVALUATION DE LA TOXICITE SUR LES EMBRYONS D E MEDAKA

Les géniteurs sont placés dans un aquarium en derr@ litres de capacité a une
température comprise entre 26 et 28°C sous un eégitificiel de reproduction avec un cycle
de 10 h de lumiére et 14 h d’obscurité. Les ceuferféés sont délicatement récupérés des
femelles. Les ceufs ainsi collectés sont séparésniesles autres et placés dans des boites de
Petri contenant du milieu Yamamoto spécifique piélevage des embryons [Yamamoto,
1975].
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Pour les expérimentations, les embryons de médakansis a incuber dans du milieu
Yamamoto avec différentes concentrations d’extraitsdans les mémes conditions que
précédemment (c'est-a-dire a une température de @5avec des cycles de lumiére de 10 h
et d’'obscurité de 14 h). Pour ce faire, 5 embrysast placés dans chaque puits d’'une
microplaque a 12 puits. Les observations et leseprde photos a l'aide d’un microscope
(LEICA®) sont faites journalierement jusqu’au tieime jour de post-éclosion correspondant

au 14eme jour de post-fécondation. Les milieux pgdmentation sont changés tous les 48 h.
3.2.2. EVALUATION DE LA TOXICITE SUR LES LARVES DE MEDAKA

Cette série de tests est réalisée avec des l@&wesiment écloses (10eme jour apres la
fécondation). Comme pour I'étude de la toxicité ks embryons, les larves testées sont
placées dans les puits d’'une microplaque a 12 |bitarves par puits) dans lesquels sont
ajoutées les différentes concentrations d’exttais observations sont faites chaque jour et les

milieux contenant les extraits sont changés tosig&h.

3.3. ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

3.3.1. SPECTRE D’ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

L’activité antimicrobiennan vitro des extraits et produits purs a été évaluée par la
mesure, du diametre du halo d’'inhibition de laissance microbienne autour du disque sur
lequel la substance a tester a été déposee. Ldwmatesont évalués en se référant aux normes
utilisées par I'lPM {ableau ).

Tableau 55 : Normes utilisées pour la lecture des résultats par la méthode des disques selon
I'IPM : le diamétre du disque est 6 mm.

Diametre du halo d’inhibition (X) | Sensibilité des g@rmes Résultats
X<7mm Insensible -
7mm<X<8mm Assez sensible +
8mm< X<9mm Sensible ++
X>9mm Trés sensible +++

Les milieux gélosés Miuller-Hinton, Marine Agar eald®uraud, contenus dans des
boites de Petri, sont uniformément ensemencéslesgermes ciblés :
- milieu Muller-Hinton : pour Escherichia coli Staphylococcus aureust
Salmonella typhj
- milieu Marine Agar : pou¥ibrio fischerietVibrio harveyi;

- et milieu Sabouraud po@andida tropicalis
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Des disques de papier buvard stérilisés, de 6 mmliateétre, sont imprégnés avec
2000 pg d’extrait a tester et avec 100 pug de ptgoui. Les échantillons a déposer sont

solubilisés dans des solvants appropriés. Chagtiesedupliqué.

Les incubations se font a 37°C et pendant 24 h @taphylococcusaureus
Escherichiacoli et Salmonellatyphi, a 27°C pendant 48 h po@andida tropicalis,a 25°C
pendant 72 h pouribrio harveyiet V. fischeri

Apres ces temps d’incubation, le diametre d’infdiitde la culture microbienne est mesuré.
3.3.2. DETERMINATION DE LA CMI

La CMI ou concentration minimale inhibitrice estplus faible concentration d’'une
solution qui provoque l'inhibition totale de la fifération d’'une souche microbienne aprés

incubation.

Dans notre travail, la CMI a été déterminée pam&thode de diffusion sur disque
d’antibiogramme et elle correspond a la plus faddacentration d’extrait a tester qui donne
un halo de 7 mm de diametre (le disque de papemtayn diametre de 6 mm). Les différentes

concentrations d’extraits a tester ont été obtepaeslilution en cascade.

3.4. ACTIVITE ANTIMYCOBACTERIENNE

Le test est réalisé dans des microplaques a 96. jueis produits a tester sont dilués
avec du DMSO pour avoir une concentration de 100mhget I'inoculum est préparé a partir
de la souche déycobacterium bovigultivée dans du milieu Dubos enrichi avec 10%
d’ADC (Albumine, Dextrose et Catalase).

Un microlitre de chaque échantillon a tester edanmg® directement dans chaque puits
avec 100 pL de milieu Dubos pour donner une dosE)@q.g puis avec 100 pL d’inoculum.
Chaque test est fait en double. Les microplaquessi apréparées sont recouvertes
hermétiguement puis incubées a 37°C pendant 6.jdurdout de 6 jours, 30 pL de solution
de résazurine sont ajoutés dans chaque puits atitgsplagues sont de nouveau incubées a
37°C pendant 24 h.

Le virage de la coloration bleue en rose indique wéduction de la résazurine

signifiant ainsi une croissance de la souche myaébanne. Dans le cas ou il n'y a pas de
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changement de coloration, la croissance Mgcobacterium bovisest alors inhibée.

L’isoniazide est utilisé comme produit de référepositive.

3.5. ACTIVITE ANTI-INFLAMMATOIRE

Le test pratiqué est un test enzymatique sur hition de la phospholipase A2
(PLA2). Elle catalyse spécifiguement I'hydrolyse ld liaison Sn-2 des phospholipides pour
libérer un acide gras, lI'acide arachidonique. Gatlea ainsi libéré sert de précurseur a la
biosynthese des éicosanoides (prostaglandinesmibs@nes et leucotriénes), puissants
médiateurs de linflammation. Les composés quibehi la PLA2 sont donc des agents

thérapeutiques potentiels dans le traitement dédinmation.

L’enzyme utilisée est donc la PLA2 du venin de é#lle Apis melliferaet le substrat
est la lécithine d’ceuf & 3,5 mM dans 7 mM de Tri¥ikt00, 100 mM de NaCl, 10 mM de
CaCl2 et 0,055 mM de rouge de phénol. Le pH deecsttution est ajusté a 7,6 avec du
NaOH 40 mM afin d’obtenir une DO entre 1,8 et 58 Bm.

L’activité de la PLA2 est évaluée par une méthodéoramétrique utilisant un
indicateur de pH, le rouge de phénol (rouge enemilbasique et jaune en milieu acide)
permettant de suivre I'hydrolyse du substrat (leo# de I'ceuf) par 'enzyme (PLA2) en
présence ou en absence du produit a tester.

Pour le test, 25 g de produit a tester, dissons da pL de DMSO sont incubés en
présence de 1 pL de la solution enzymatique (PLAZv@g/mL dans le DMSO) pendant 1 h,
puis 200 pL de la solution de substrat sont ajoettéme premiére lecture de DO a 558 nm est
immédiatement effectuée au temps t0, une deuxieotare apres 5 min donne le résultat au

temps t. Chaque test est effectué en double. UaiteBMSO est réalisé.

3.6. ACTIVITE ANTIPLASMODIALE IN VITRO

L’activité antipaludique est évaluée par incorporatd’hypoxanthine tritiée dans
I’ADN parasitaire, selon la technique mise au ppat Desjardins et al. (1979).

La souche utilisée, FcB1 ou souche chloroquincstéste dd’lasmodium falciparum
isolée en Colombie, est maintenue en culture sartdgnaties humaines, dans du milieu
RPMI contenant 7,5% de sérum humain, et selon lhadé décrite par Trager et Jensen
(1976).
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Les tests se déroulent dans des plaques a 96cputisnant :
- 100 pL de I'échantillon a tester a la concentratien5 pug/mL dans le premier
puit, puis une dilution au ¥ est appliquée auxgsitivants ;

- 100 pL de suspension d’hématies parasitées damslidu de culture.

Les plaques préparées sont incubées pendant 237/4Ca en atmosphére enrichie en
CO2. Apres ajout de 25 pL, d’hypoxanthine triticensl chaque puit, les plaques sont de
nouveau incubées pendant 24 h. Les cellules deuehamit sont ensuite lysées par
congélation-décongélation. L’ADN est récupéré dilied. Les filtres sont séchés et mis en
présence de liquide de scintillation. Un compteuscantillation permet de déterminer la
radioactivité pour chaque puit. L'inhibition de ¢aoissance pour chaque concentration-test
est déterminée par la comparaison de la radiosgtincorporée aux cultures traitées avec
celle du témoin. Les hématies étant anuclééespfporation de I’hypoxanthine tritiée reflete
ainsi uniqguement la croissance parasitaire donhikiition est marquée par une baisse de la

radioactivité.

Les concentrations provoquant I'inhibition de laissance de 50% des parasites
(IC50) sont déterminées a partir des courbes dens&s — concentrations. Les résultats sont
exprimés selon la moyenne + avec les déviationsdata déterminées a partir de trois

réponses car les expériences sont faites en traitie;

Les matériels utilisés pour cette étude sont :
- Milieu de culture : RPMI (Roswel Park Memorial litste)
- 25 uM d’'HEPES ajusté a pH 7,5 ; 27,5 mM de NaHQQ mM de glucose ;
100 Ul/mL de pénicilline ; 100 pg/mL de streptommeei 5% de sérum humain
décomplémenté (par chauffage a 56°C pendant 3Q min)

- Hématies : hématies humaines, groupe O, hématoeiite

3.7. ACTIVITE CYTOTOXIQUE

Des cellules embryonnaires diploides pulmonaireadimes ou MRC-5 sont placées
dans des microplaques a 96 puits avec 5000 celhadepuits. Aprés 24 h, les cellules sont
lavées et mises en contact avec différentes comtemts des échantillons a tester pendant 5
jours, a 37°C et sous une atmosphere a 5% de Ca@aiité cytotoxique est déterminée par

la méthode colorimétrique MTT [Mossman, 1983] de adst évaluée en fonction de la
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réduction d’absorbance a 540 nm des cultures é&sipar rapport & un témoin positif, un

produit déja connu (la camptothécine) et a un tdmeégatif, qui est une culture non traitée.

Dans notre cas, les tests de cytotoxicité ont féiés sur deux des produits nouveaux
qui sont I'antadiosbulbine A et 'antadiosbulbine B
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CONCLUSION GENERALE

Les résultats que nous avions obtenus lors dediéétleDioscorea antalyJum. &
Perr, plante utilisée comme aliment de substitution eriopé de disette et soupgonnée
toxique, et deRhodocodon madagascarien®sker, plante communément utilisée comme
raticide, constituent les premieres données chiesict toxicologiques sur ces deux plantes

malgaches.

Dans les deux cas, les principales molécules resites des effets observés ont été
isolées et caractérisées et I'étude de leurs s&gibiologiques entreprises.

De Dioscorea antalyJum. & Perr. nous avons isolé une quinzaine de composés dont
neuf composés phénoliques qui se répartissent ag derives du stilbene et du
phénanthréne : le 3,7-dihdroxy-2,4-diméthoxy, leéptannol, le 3,4,3',5'-tétrahydroxy-
dihydrostilbene ou dihydropicéatannol qui estscilé d’une source naturelle pour la premiére
fois, la cassigarol D, la scirpusine B et quatedhoides : la catéchine, le kaempférol, le 3-
O-[B-D-glucose-(6->1)-L-rhamnose]-kaempférol et la quercétine. Cinqg rgi@es dont
quatre originaux de la classe des clérodanes aher@gnt été isolés a partir des tubercules de
cette espece, les antadiosbulbines A et B, la ®légbulbine E, la 8-épi-diosbulbine G, ainsi
gu’'un composé décrit antérieurement dans les tuleraeD. bulbiferg la diosbulbine E.
Ces derniers composés de la classe des diterpenesesponsables de I'amertume de la

plante.

lIs peuvent étre considérés comme des facteurswuritionnels dont plusieurs
principes actifs déja reconnus comme responsaldeka doxicité de diverses espéeces de
Dioscorea bulbifera Toutefois nous n’avons pas observé la présenalealbides toxiques
comme la diocorine et ses analogues, ni malgréecateerche poussée, de saponosides décrits
comme étant responsable de la toxicité Descorea Il est intéressant de noter les points
communs entr®. bulbiferaet D. antalyJum. & Perr. qui ne renferment pas de saponosides

mais en revanche des diterpénoides de type cléeodan

Etant donné la diversité et la gravité des lésique les tubercules de la plante
provoquent chez les animaux, les techniques dexidétmn, déja en vigueur, doivent étre
conduites avec soins et rigueur pour garantir ums@mmation sans risque des tubercules de

la plante.

-195 -



Trois bufadiénolides (scillirosidine, scillirosidet hellebrigénine), toxiques et
également présents chez d’autres Hyacinthaceadliatelae toxiques, ont été isolés de
Rhodocodon madagascariensiaker. A eux seuls, ils expliquent la forte totécile la plante
et son utilisation comme raticide. Une sensibiiatde la population sur la toxicité des

bulbes devrait précéder toute vulgarisation délisation de ce rodenticide végétal.

Nos résultats sur la chimie deioscorea antalyJum. & Perr. et deRhodocodon
madagascariensiBaker constituent des arguments supplémentaieeslassification actuelle

des ces plantes, comme cela a été exprimé daosriekisions concernant chaque partie.

L’ensemble des résultats obtenus contribue a l'immadion des connaissances et a la
valorisation de la biodiversité végétale malgachiamment des plantes toxiques.

Il ouvre de nouvelles pistes de recherche suréex ghlantes étudiées et le détail des
perspectives dans chaque cas a été exposé darmnidgsions spécifiques des deux parties

de ce travail.
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RESUME

Deux plantes endémiques de Madagas€doscorea antalyJum. et Perr.une
Dioscoreaceae consommeée apres traitement pendaéritade de soudure &hodocodon
madagascariensiBaker une Hyacinthaceae utilisée comme raticide onéttdiées du point
de vue chimique et toxicologique.

Quinze composés, dont cing diterpénoides de tygreddne, quatre flavonoides, une
catéchine et cing stilbénoides ont été isolés dlesrtules ddioscorea antaly Quatre des
diterpénoides, les antadiosbulbines A et B et l&pi@iosbulbines E et G sont originaux
tandis que les onze autres composés avaient d&jdéeétits dans d’autres especes, soit de
Dioscoreaceae, soit d’autres plantes. L’extrait loies tubercules est toxique pour diverses
especes animales a sang chaud tels la sourist, e reobaye et le poulet et aussi pour le
poisson. Chez la souris, les DL50 24 h, par voi@eoet par voie intrapéritonéale sont
respectivement de 5 g/kg et 1 g/kg. Chez cet anifeatrait provoque au niveau de différents
organes (cerveau, cceur, foie, poumons, reins, ast@nintestin) des lésions comprenant
notamment des congestions vasculaires, des réactdiammatoires et des cedémes. La
nature et I'importance de ces dommages tissulamesnt selon la voie d’administration, la
dose administrée et la durée de I'exposition. lraktorut ne provoque pas de modifications
anatomopathologiques évidentes chez le poisson kag@ayzia latipe3, a I'exception du
foie qui présente une augmentation de la largeded®paisseur des capillaires sinusoidaux.
L’extrait brut est toxique pouEscherichia coli Staphylococcus aureu¥ibrio fischeri V.
harveyi mais inactif suSalmonella typhet Candida tropicalis Il n’est pas cytotoxique et ne
posséde pas d’activité anti-malariale, ni de péipranti-inflammatoire. Les tuberculese
antaly doivent étre correctement détoxiqués avant consaiom

Trois bufadiénolides, le scilliroside, la scillifdme et I'hellébrigénine ont été isolés
des bulbes dB&hodocodon madagascarien&iaker ; ils avaient été caractérisés chez d’autres
espéeces de Hyacinthaceae et chez le crapaud. ditextyueux brut de cette plante est toxique
pour la souris, le rat, le cobaye et le pouletsiaque pour les tétards de grenouille et le
poisson. Chez la souris, il provogue des lésionataamopathologiques au niveau de
nombreux organes : cerveau, cceur, foie, poumoirs, restomac et intestin. Comme pour
I'extrait de D. antaly, la nature et l'importance des lésions qui sont rgdéement des
réactions inflammatoires, des congestions vasedait des cedemes varient selon la dose, la
voie d’administration et le temps d’exposition @xkrait. Le cerveau, le foie, les poumons et
le coeur sont les plus atteints. Cl@yzia latipes I'extrait deR. madagascariensigtarde le
développement embryonnaire. L'extrait n'‘a pas pEsed’activité antimicrobienne.
L'utilisation comme pesticide deR. madagascariensidevrait étre accompagnée de
précautions.

Mots-clés Dioscorea antaly Dioscoreaceadihodocodon madagascariensi$yacinthaceae,
diosbulbines, diterpénes, bufadiénolides, toxiquisions tissulaires, propriétés anti-
microbiennes, raticide, appats empoisonnés.



SUMMARY

Two malagasy plantsDioscorea antalyJum. & Perr. (Dioscoreaceae), which is
consumed during food shortage after detoxificatiggrocess and Rhodocodon
madagascariensifaker (Hyacinthaceae), which is used as rat poisas studied from
chemical and toxicological points of view.

Five clerodane diterpenoids, four flavonoids, @agechin and five stilbenoids were
isolated fromDioscorea antalydum. & Perr. tubers. Among the diterpenoids fampounds,
antadiosbulbins A and B and 8-epiosbulbins E andchase new structures. The other
substances were previously isolated either fronerddioscoreaspecies or from other plants.
The crude aqueous extract of the tubers was showe toxic to various warm blood animal
species, such as mouse, rat, guinea pig and chamkgmlso to fish. In mouse, the LD50 (24
h) by oral and intraperitoneal routes were 5 g/id & g/kg, respectively. In this animal, the
crude extract provoked various lesions in differergans (brain, heart, liver, lungs, kidneys,
stomach and intestine), which essentially includecular congestions, inflammatory
reactions and edemas. The nature and the importdribe lesions varied accordingly to the
administration route, dose levels and exposure.tifhe crude extract did not cause obvious
anatomopathological lesions on the medaka®@syria latipes except on the liver for which
an increase in sinusoidal capillary width and thiess was observed. This crude extract was
shown also toxic té&escherichia coli Staphylococcus aureu¥ibrio fischeri V. harveyj but
not toxic toSalmonella typhand Candida tropicalis.lt was not cytotoxic and had neither
anti-malarial nor anti-inflammatory activitieB. antaly tubers must be properly detoxified
before consumption.

Three bufadienolids, scilliroside, scillirosidindahellebrigenin, were isolated from the
bulbs of Rhodocodon madagascarien®sker. They were previously described from other
Hyacinthaceae or Liliaceae species. The plant cextiact was shown to be toxic to mouse,
rat, guinea pig and chicken, and also to frog tépaand fish. In mouse it caused
anatomopathological lesions in brain, heart, livengs, kidneys, stomach and intestine. The
nature and the importance of the lesions variedrdargly to the administration route, the
dose levels and the exposure times. The lesionse weostly vascular congestion,
inflammatory reactions and edemas. Brain, livenghiand heart were the most concerned.
With Oryzia latipes the crude extract delayed the embryonic developnido antimicrobial
activity on various microorganisms was observed fbe extract. The use oR.
madagascariensitibers as pesticide should be done with propeiaa.

Keywords: Dioscorea antalyDioscoreaceg®hodocodon madagascariensiyyacinthaceae,
diosbulbins, bufadienolids, toxic, organ lesiongj-anicrobial activity, rat poison, poisonous
baits.
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