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La drépanocytose ou «sickle cell anemia», est une maladie génétique de
I’hémoglobine (Hb) a transmission autosomique récessive. Elle est due a une
mutation qui entraine le remplacement de ’acide glutamique par la valine en
position 6 de la chaine B-globine de I’hémoglobine.L.’hémoglobine mutante qui
en résulte est appelée 1’hémoglobine S (HbS) [Claster, 2003].Cette maladie a
¢té observée pour la premicre fois en 1904, lorsqu’Herrick James a mis en
¢vidence I’anomalie morphologique érythrocytaire de la drépanocytose, chez un
¢tudiant souffrant d’une anémie [James,1949 ;Ingram,1956].

La drépanocytose est un probléme majeur de santé publique, elle est répandue
au monde surtout en Afrique sub-saharienne [Beyeme, 2004]. Chaque annge,
environ 500 000 enfants drépanocytaires naissent, dont 200 000 en Afrique, la
moiti¢ des enfants meurent avant 1'age de 5 ans, le taux de prévalence du trait
drépanocytaire est de 10% au Sénégal [Romayssae , 2015].

L’expression clinique de la drépanocytose chez un patient, se manifeste par des
crises douloureuses, une anémie et une atteinte de divers organes.

Les traitements actuels modernes, curatifs et symptomatiques, ont permis
d’augmenter considérablement 1’espérance de vie des drépanocytaires, or leur
colit ¢levé est un luxe inaccessible au grand public dont les revenus sont
souvent bas.

La pathogenese de la drépanocytose est lice a la polymérisation de la désoxy-
HbS. Cette formation de polymeére modifie la forme normale de disque
biconcave du globule rouge en une forme irréguliere, instable et rigide [Stuart,
2004].Ce qui provoque une hémolyse intravasculaire avec libération de
I’hémoglobine dans le plasma [Belcher, 2010]. Cette polymérisation a répétition
a un caractere cyclique et peut conduire a I'adhésion des globules rouges avec
I’endothélium vasculaire, a la vaso-occlusion et a des Iésions ischémiques de
perfusion.

Ces manifestations peuvent modifier les niveaux de production des especes

réactives dérivées de 1'oxygene (ROS) et des antioxydants.




Pour se protéger contre 1’effet toxique des ROS, I’organisme a développé des
systémes de défense qui permettent de réguler la production de radicaux libres.
Ces systemes sont composés d’antioxydants non enzymatiques (vitamines
A,C,E), des oligo-¢léments (sélénium, cuivre, zinc...), et d’antioxydants
enzymatiques (glutathion, catalase...)[Sy, 2004].

Connaissant le role important de ces antioxydants dans la prise en charge de la
drépanocytose notre laboratoire d’accueil s’est inscrit dans la dynamique de
contribution a I’évaluation des propriétés antioxydantes des plantes de la
pharmacopée sénégalaise

Ainsi, I’objectif de notre travail est donc de mettre en €vidence 1’activité anti-
falcémiante des extraits méthanolique et d’acétate d’éthyle des feuilles de
Combretum glutinosum mais également d’évaluer D’activité¢ antioxydante de
I’extrait méthanolique de ces feuilles puisque le lien entre stress oxydatif et
drépanocytose a €té mis en évidence.

Dans la premiere partie, nous allons étudier d’abord : la drépanocytose dans ses
aspects historique, physiopathologique, clinique et thérapeutique. Ensuite nous
allons parler de I’¢tude de D’activité¢ antioxydante et enfin nous allons voir
I’é¢tude botaniquede Combretum glutinosum.

La deuxiéme partie de ce travail comportera la méthodologie d’étude, les

résultats, la discussion et la conclusion







Chapitre I : Rappels sur la Drépanocytose

I-GENERALITES

I-1. Définition

La drépanocytose (encore appelée « sickle cell anemia », c'est-a-direanémie a
hématies falciformes) est une maladie génétique héréditaire, detransmission
autosomique récessive. Les génes mutants doivent étre hérités a lafois du pére et
de la mere. Cette pathologie est due a une anomalie de 1'hémoglobine et
caractériséepar des hématies en forme de faucille [GIROT, 2003].

La drépanocytose associe quatre grandes catégories de manifestations cliniques
[GIROT, 2003]

- Une anémie hémolytique chronique

- Des phénomenes vaso-occlusifs

- Une susceptibilité extréme aux infections

- La douleur

I-2. Historique
Il y’a plus de cent ans déja que la drépanocytose a été découverte et les

recherches se poursuivent toujours pour de meilleures conditions de vie
des malades.

En 1910 le Dr James Herrick, médecin cardiologue a Chicago, décrit dans une
de ses publications un syndrome chez un patient noir originaire de Ia
Grenade. Ce syndrome se caractérisait par une anémie séveére associée a une
forme particuliere d’érythrocytes évoquant celle d'une faucille.]HERRICK,
1910]

En 1917, le Dr Victor Emmel démontre in vitro la déformation érythrocytaire
en absence d’oxygene. C’est avec lui que les notions de falciformation et
défalciformation voient le jour ainsi que la notion de test diagnostic (test

d’Emmel).




I1 démontre également I’importance de la réversibilité du cycle et souligne le
role prépondérant de ce mécanisme dans la maladie [EMMEL, 1917].

C’est a partir de 1950 que les connaissances sur la drépanocytose deviennent
de plus en plus concretes avec une intensification de la recherche corrélée aux
innovations scientifiques :

-Linus Pauling et Harvey Itano (1949) montrent par des techniques séparatives
que I’hémoglobine des patients drépanocytaires est différente de celle des
hématies normales [PAULING, 1949] : la drépanocytose est historiquement
la premiére maladie moléculaire scientifiquement démontrée.

- James Neel, médecin généticien démontre que la transmission de Ila
maladie suit une loi mendélienne [NEEL, 1949]

-En 1956 Vernon Ingram et John Hunt démontrent que la maladie est due a
un remplacement d’un acide aminé dans la structure de I’hémoglobine.
[GLADWIN, 2008]

- En 1980, Robert Hebbel est le premier a observer 1’adhérence vasculaire
des cellules falciformes: c’est le début de la connaissance de la physiopathologie

drépanocytaire [HEBBEL, 1980].

I-3. Epidémiologie

Des genes a 1'origine d'hémoglobinopathies sont retrouvés chez environ 5% de la
population mondiale et en 2006, plus de 300 000 enfants présentant une forme
grave d'hémoglobinopathie (en majorité dans les pays a revenu faible) sont nés.
La drépanocytose est particulierement fréquente chez les personnes originaires
d'Afrique subsaharienne et peu fréquente dans des zones comme 1'Inde, I'Arabie
Saoudite et les pays méditerranéens. Dans certaines parties d'Afrique
subsaharienne, la drépanocytose touche jusqu'a 2% des nouveaux nés. Plus
largement, la prévalence du trait drépanocytaire atteint 10 a 40% de la
population en Afrique équatoriale alors qu'elle n'atteint que 1a2% de la

population d'Afrique du Nord [OMS, 2006]

-
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Le trait drépanocytaire est trés présent en Afrique surtout entre le 15 paralléle
nord et le 20°™ paralléle sud (individus exposés de fagon répétifivenau
paludisme) car il confére une protection vis-a-vis de Plasmodium faleiparum,
notamment au cours de la petite enfance, favorisant la survie de T'individu et
donc la transmission du géne anormal. L'HbS ne modifie pas da sensibilit¢ au

plasmodium mais elle atténue l'expression et la gravité de 1'aceées palustre

[CELINE C., 2009].

Figure 1: Répartition dg,l’HbS dans le monde [KECLARD, 2004]

II- PHYSIOPATHOLOGIE DE LA DREPANOCYTOSE
La compréhension scientifique de la drépanocytose passe par un regard
sur ’hémoglobine et les modifications que la pathologie génétique entraine

sur cette derniére,

I1-1. Rappels sur la structure de I’hémoglobine

II- 1-1- Hémoglobine normale

L’h¢moglobine, normale est une chromoprotéine porphyrique de coloration
rouge renfermant du fer. Contenue dans le globule rouge circulant, elle est le

transporteur de 1’oxygene, de D’air vers les tissus ce qui permet une bonne

-



oxygénation de ces derniers. Chaque molécule d’hémoglobine est formée de
quatre sous-unités identiques deux a deux et chaque sous-unité est formée d’un
noyau I’héme et d’une globine. L’ensemble de la structure est stabilisée

grace a des liaisons de faible énergie établies entre les différentes structures.

Figure 2: Structure de ’hémoglobine normale[RUSSEL, 1996]

L’heme, qui contient un atome de fer, permet la fixation de oxygene. La
globine se compose de quatre types de chaines polypeptidiques - a, P,y et
o- qui se différencient parleur s€quence en acides aminés.

Ces différentes globines sont associées chacune a un noyau heéme pour former
des sous-unités o et non o (B, yetod ) qui vont s’associer deux par deux
pour former des dimeres composés d’une sous-unité o et d’une sous-unit€ non
o (dimére af, adou ay).

Deux dimeéres identiques permettent alors de composer 3 types de

tétraméres appeléshémoglobine |

Ainsi on retrouve :

- L’hémoglobine A (HbA) : a2pB2 : majoritaire (> 95%) chez I’adulte

- L’hémoglobine A2 (HbA2): 0262 (2-3% chez I’adulte)

- L’hémoglobine F (HbF) : a2y2 : minoritaire chez 1’adulte mais majoritaire

chez le feetus et le nouveau-né[STRYER, 2003].

-
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Chaque hémoglobine est ainsi définie par la nature protéique des sous-unités qui

la composent.

Figure 3: Evolution de la synthése des chaines de globine en fonction de I'age

L’hémoglobine F présente la capacité de fixation la plus importante a I’oxygene
[STRYER, 2003]
Dans la drépanocytose, seule la globine est modifiée, ’héme conserve ses

Propriétés, mais différentes formes d’Hb vont étre retrouvées chez ces patients.

I1- 1-2- Hémoglobine drépanocytaire ou hémoglobine sickle (HbS)
L’hémoglobine S est formée comme I’HbA de 2 sous-unités a et . Elle résulte

ieme

d’une mutation au niveau du 6 " codon de ’exon “’I’’du gene B-globine. Ce
geneest situé sur le chromosome 11.
Dans cette mutation, le remplacement de 1’acide glutamique par une valine

(B6Glu Val) au sein de la globine B induit un défaut qualitatif d’HbS.

-
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Figure 4: Structure de I’hémoglobine S
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L’hémoglobine S se caractérise par une solubilit¢ de la forme oxygenée

identique a I’HbA normale. En revanche, la forme désoxygénée de I’HbS est

moins stable que celle de ’'HbA avec une diminution de sa solubilité dans

I’hématie. Lors des analyses, cette modification de structure est responsable

de la migration caractéristique de I’HbS en gel d’agar [BASSET, 1978]. En

clinique, elle est responsable de la falciformation des hématies et ainsi des

signes cliniques qu’on observe chez le patient drépanocytaire notamment la

vaso-occlusion.

Concernant cette mutation, un individu peut étre :

- hétérozygote (porteur sain; individu AS) lorsqu’un seul des geénes B de

la globine est muté sur la paire de chromosomes.

- ou homozygote (malade; individu SS) lorsque les deux genes sont mutés.

La double mutation est donc la forme SS et représente la cause principale des

syndromes drépanocytaires majeurs (SDM).

Les caractéristiques hématologiques du sang périphérique des patients

drépanocytaires hétérozygotes sont identiques a celle du sang normal.

=



La morphologie des hématies est normale et il n'y a pas de drépanocytes en
circulation.

Cependant [’¢lectrophorése de 1'hémoglobine montre une fraction majeure
d'HbA de 60 a 55 %, une fraction importante d'HbS de 40 a 45 % et enfin une
fraction mineure d'Hb A2 de 2 a 3 %.

La drépanocytose homozygote est caractérisée quant a elle par un taux
d'hémoglobine situé¢ entre 7 et 9 g/dl. L'électrophorése de I'hémoglobine
du sujet homozygote ou la chromatographie liquide haute
performancepermettent de mettre évidence la présence d'HbS, d’HbF, d’HbA2
et I’absence totale d'HbA.

Le nouveau-né normal et le nouveau-né drépanocytaire présentent le méme
pourcentage d’HbF.Vers 5 a 6 mois, chez le nouveau-né normal comme
chez le nouveau-nédrépanocytaire, on a une diminution progressive de
I’HbF. Cette diminution chez le nouveau-n¢ drépanocytaire correspond a la
période d’apparition des premiers signes cliniques. L’HbF a le pouvoir
d’inhiber la polymérisation de I’HbS. Ceci explique que les nourrissons
soient asymptomatiques, en principe dans les premiers mois de vie puis
symptomatique apres ses 5 a 6 mois de vie : ’HbF est un facteur protecteur de la
falciformation. Le but recherché avec les traitements par 1’hydroxyurée est

la production de I’HbF [ALLOGO, 2012].

I1-2. Physiopathologie : cycle falciformation/défalciformation

I1- 2-1- Gel d’hémoglobine S

La physiopathologie de la drépanocytose résulte du remplacement de
I’acide glutamique par une valine en position 6 de la B globine. Cette mutation a
pour conséquence une modification des propriétés structurales de
I’hémoglobine dans sa forme désoxygénée [Labie, 2003].

Normalement, les molécules d’hémoglobine sont présentes sous forme

d’unités isoléesdans les GR, qu’il y ait ou non de I’oxygene lié.
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Elles n’ont pas d’affinité entre elles. Dans la drépanocytose, on aura une
diminution de la solubilit¢ de I’hémoglobine avec une tendance a Ia
polymérisation de sa forme désoxygénée. Cette polymérisation est un
phénomene coopératif qui donne naissance a des structures trés organisées
constituées de  molécules de désoxyhémoglobine S formant un gel
d’hémoglobine S [Eaton, 1987].

Cette gélation est favorisée par 1’augmentation de la température, la
déshydratation, mais elle est inhibée par I’HbF. En effet ’'HbF ne peut pas
former de copolymeéres avec ’HbS d’ou une latence de cette gélation, la
polymeérisation de I’HbS est proportionnelle a la concentration en HbF. Ce gel
d’HbS est responsable de la falciformation des hématies et par conséquent
de I’augmentation de la viscosit¢ sanguine chez les patients drépanocytaires
dont I'une des conséquences est 1’augmentation du risque de crises vaso-

occlusives.

I1-2-2- Déformation du globule rouge drépanocytaire
La polymérisation intracellulaire de I’HbS conduit a la formation de
longues fibres allongées. Ces fibres modifient la forme du globule rouge qui

prend un aspect en forme de faux : le drépanocyte.

Figure 5: Drépanocytes sur frottis [Soubeiga, 2013]
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Cette formation de drépanocytes est encore appelée la falciformation. Le
cycle de falciformation et défalciformation est réversible pendant plusieurs
cycles jusqu'a la fixation définitive de la cellule sous sa forme drépanocytaire
avec une perte complete de sa déformabilité et de sa flexibilité. La perte des
caractéristiques de  déformabilit¢ et de flexibilité du globule
rougedrépanocytaire sont responsables en partie de I’hyperviscosité du sang
drépanocytaire. Cette hyperviscosité est accentuée par des phénomenes annexes

qui concourent au ralentissement du flux sanguin dans la microcirculation.

I1- 2-3- Adhérence des globules rouges drépanocytaires a ’endothélium
vasculaire

L’adhérence des cellules drépanocytaires a 1’endothélium a d’abord éte
démontrée in vitro dans un systetme de culture de cellules endothéliales
provenant de veines ombilicales et aortiques de beeuf [Carton, 2008].

C’est un phénomene dépendant des caractéristiques du flux sanguin. Dans un
flux laminaire, 1’adhérence cellulaire est trés faible voire inexistante dans
certaines conditions. Par contre dans les zones de flux turbulents, on a
une augmentation significative de 1’adhérence cellulaire. Ces zones sont
essentiellement dans les vaisseaux de faible diametre. Ce qui explique la
localisation fréquente de douleurs drépanocytaires dans les extrémités des doigts
et des pieds. Ces zones turbulentes sont majorées lors du port de vétements
serrés avec une majoration du risque de crises douloureuses. L’adhésion des
drépanocytes a 1’endothélium vasculaire provoque un ralentissement du flux

circulatoire ce qui induit une vaso-occlusion [Allogo, 2012].




ITI- MANIFESTATIONS CLINIQUES

Bien que la drépanocytose résulte d'une anomalie du globule rouge, elle est
essentiellement un trouble multi systémique, ce qui affecte presque tous les
systémes d'organes du corps. Les conséquences cliniques peuvent étre divisés en
4 groupes: I’hémolyse et les complications hématologiques, les crises vaso-

occlusives, une infection et un dysfonctionnement des organes|Makani,2013]

ITI-1. Chez le sujet drépanocytaire de forme SS
Les signes cliniques de la maladie font leur apparition apres les premiers mois
de vie, quand I1’hémoglobine drépanocytaire a progressivement remplacé
I’hémoglobine feetale. Des révélations cliniques plus tardives, a I’age de 2-4 ans,
ne sont pas exceptionnelles [BALEDENT, 2006]. La symptomatologie
clinique de la drépanocytose homozygote comporte quatre types de situations :

e les phases stationnaires ;

e les crises vaso-occlusives ;

e les complications aigué€s dont la fréquence diminue avec I’age sans pour

autant disparaitre chez I’adolescent et 1’adulte ;

e les complications chroniques.

III-1-1- Phases stationnaires

III-1-1-1- Signes cliniques

La triade paleur, ictere, splénomégalie modéree, est la reégle avant I’age de 5 ans
chez les enfants drépanocytaires homozygotes. L’anémie est constante
(muqueuses et téguments pales). La paleur inhabituelle des conjonctives et
les modifications du comportement sont des ¢éléments a connaitre pour le
dépistage précoce de 1’aggravation de 1’anémie. L’ictére conjonctival est

variable dans le temps et d’un cas a 1’autre [ Benkerrou, 2003].

.



La splénomégalie est constatée des les premiers mois de vie en méme
temps que s’installe I’anémie et I’ictére. Cette splénomégalie persiste quelques
années pour disparaitre spontanément [Girot, 2003].

Le développement pubertaire se fait souvent de fagon satisfaisante, bien

qu’avec un certain retard par rapport a la population non drépanocytaire.

III-1-1-2- Signes biologiques

La drépanocytose homozygote est caractérisée par un taux d’hémoglobine situé
entre 7 et 9 g/dl, une réticulocytose entre 200 et 600 000/mm’, un volume
globulaire moyen normal. On note €galement la présence constante sur le
frottis sanguin de drépanocytes, une hyperleucocytose a polynucléaires
neutrophiles pouvant atteindre 30 000/mm’ sans infection et une tendance a
la thrombocytose. L’¢lectrophorese de 1’hémoglobine met en évidence la
présence d’hémoglobines S, F et A2; il n’y a pas d’hémoglobine A [Male,
2012].

III-1-2- Crises vaso-occlusives

Les crises « vaso-occlusives », qui sont dues a la « mauvaise » irrigation en sang
de certains organes, se manifestent par des douleurs vives et brutales dans
certaines parties du corps et peuvent, a la longue, entrainer la destruction de
certains organes ou parties d’organes (c’est ce qu’on appelle la nécrose). Ces
douleurs sont les manifestations les plus fréquentes de la maladie : elles peuvent
étre soudaines (ou aigués) et transitoires (c’est-a-dire durer quelques heures ou
quelques jours) ou chroniques (c’est-a-dire durer plusieurs semaines). Il arrive
aussi que les deux types de crises coexistent chez un méme individu (douleur
chronique a laquelle s’ajoutent des crises brutales). Elles sont favorisées par la
déshydratation, c¢’est pourquoi il est recommandé de boire beaucoup d’eau, mais
elles sont aussi favorisées par le froid, I’altitude, le stress, les efforts excessifs,

les infections ...




Toutes les parties du corps peuvent étre concernées, mais certains organes sont
plus sujets que d’autres aux crises vaso-occlusives : les os, les pieds et les mains,
les poumons, le cerveau. Les crises se manifestent différemment selon le ou les
organe(s) atteint(s).
Il peut s’agir de douleurs abdominales, fréquentes chez 1’enfant et plus rarement
chez I’adulte [Orphanet, 2011].
La douleur revét un caractere différent chez I'enfant et 1'adulte :
- Chez le jeune enfant elle atteint fréquemment les extrémités (mains et pieds)
et est trés souvent accompagnée de fievre (sans qu'il y ait une infection sous-
jacente). C'est souvent la premiere manifestation de la crise drépanocytaire.
- Chez le grand enfant et I'adulte, la crise est principalement osseuse et ostéo-
articulaire, moins souvent thoracique et abdominale et rarement musculaire.
Elle peut étre accompagnée de fievre, nausées, vomissements, constipation ...
[Céline. C, 2009].

FACTEURS DECLENCHANTS

e Hypoxémie

e Acidose

e Déshydratation

e Infections

e Toxiques et produits de controles

e Ficvre, changement brutaux de température corporelle [ Karlin,2009].

III-1-3- Complications aigués

La fréquence est trés variable selon les patients. Plus cette fréquence est élevée,
plus le risque de mort prématurée est grand [Platt, 1991]. Méme les patients
peu symptomatiques ne sont pas a ’abri de la survenue d’une complication
grave. Les principales complications aigu€s sont : I’anémie aigue, les infections
graves et les accidents vaso-occlusifs graves (syndrome thoracique aigu,

priapisme, accident vasculaire cérébral).




III-1-3-1- Anémie aigué

La valeur de la concentration en hémoglobine en phase stationnaire est
stable et différente d’un patient a D’autre [Ballas, 2006 ]. Elle représente
un parametre important. Elle est généralement comprise entre 7g/dl et
9g/dl, avec une réticulocytose ¢levée (souvent > 500 000/mm3).
Cependant, [I’anémie peut s’aggraver dans certaines circonstances,
notamment infectieuses, et demander une correction.

Les crises de séquestration splénique sont bien particuliéres aux petits
enfants de moins de 4 ans, et intéresse surtout les patients ayant a 1’état basal
une concentration ¢levée en hémoglobine [Wajeman, 2004 |.

Les crises d’érythroblastopénie peuvent survenir dans la drépanocytose
comme au cours de toute aneémie hémolytique chronique congénitale ou
acquise ; ces accidents d’érythroblastopénie sont souvent imputables au

Parvovirus B 19 [Girot, 2003 ].

II1-1-3-2- Infections graves

Les infections sont responsables d’une part importante de la mortalité et de la
morbidité de la drépanocytose. La plus forte incidence des infections est
observée chez les petits enfants dans les premiéres années de la vie. La
fréquence des accidents infectieux diminue avec 1’age, mais leur risque persiste
toute la vie.

L’altération de la fonction splénique liée a la survenue répétée d’infarctus est a
I’origine de la susceptibilité aux infections constatée dans la drépanocytose. Les
méningites et les septicémies sont les infections les plus graves car elles peuvent
mettre en jeu le pronostic vital et laisser des séquelles. Les ostéomyélites sont
des complications infectieuses courantes dans la drépanocytose par infection
secondaire de régions osseuses infarcies.L’ostéomyé¢lite est localisée surtout au

niveau des os longs, souvent multifocales, pouvant évoluer vers la chronicité.




En ce qui concerne le paludisme, il a ét¢ montré que la drépanocytose conférait
une protection relative mais non absolue a 1’égard des formes pernicieuses de
cette parasitose. Cependant il ne doit pas y avoir d’ambiguité sur le fait que le
risque d’infection par ce parasite li¢ a I’aggravation de I’hémolyse chez les
homozygotes reste élevé, et que la prophylaxie est indispensable dans les

zones a risque [Lionnet,2009].

III- 1-3-3- Syndrome thoracique aigu

o) eme

Le syndrome thoracique est le motif d’hospitalisation. 11 s’agit d’une
pathologie potentiellement grave dont la mortalité approche 5 % dans certaines
séries et qui représente pres de 25 % des causes de déces chez 1’adulte.

Il est caractérisé par la survenue d’une douleur thoracique associée a une
symptomatologie pulmonaire (dyspnée, toux, expectoration) et une fievre. Il
existe un foyer pulmonaire clinique ou radiologique, associ¢ dans 50 %des cas a
un épanchement pleural. Le syndrome thoracique est accompagné d’une crise
vaso-occlusive osseuse dans plus de 80 % des cas chez 1’adulte, alors qu’il est
souvent isolé chez I’enfant.Il existe une hyperleucocytose méme en 1’absence
d’infection. Les gaz du sang artériel révelent une hypoxémie, associée a une
hypercapnie témoignant d’une hypoventilation alvéolaire, dans presque 50 %
des cas. Les prélevements bactériologiques sont le plus souvent négatifs, car le

syndrome thoracique est rarement d’origine infectieuse chez [’adulte.La

physiopathologie est en effet complexe et non univoque [Anoosha , 2004 |.

III- 1-3-4- Priapisme

Le priapisme est défini par une érection prolongée, souvent douloureuse,
survenant indépendamment de toute stimulation. Une prise en charge urgente est
indispensable afin de réduire le risque de séquelles fonctionnelles graves
[Gbadoé, 2007]. Dans la majorité des cas, il est di @ un mécanisme vaso-

occlusif dans le corps caverneux.




Il en résulte un blocage du drainage veineux, une stase, une ischémie, une
anoxie a I’origine de la douleur, pouvant évoluer, en I’absence detraitement, vers
une nécrose du muscle lisse puis une fibrose et une impuissance définitive

[Fowler, 1991].

IT1-1-3-5- Accidents vasculaires cérébraux

Les accidents vasculaires cérébraux surviennent principalement dans I’enfance
et concernent 10 % des patients drépanocytaires homozygotes. La vasculopathie
cérébrale chez les adultes drépanocytaires a été peu étudiée et la plupart des
données actuellement utilisées sont retranscrites d’études faites chez les enfants.
Les accidents vasculaires cérébraux (AVC) sont de type ischémique dans la
majorité des cas surtout chez les enfants, les accidents hémorragiques survenant
essentiellement chez les adultes. Le risque de récidive aprés un premier
AVC est €leveé, estimé a 67%, survenant dans les 2-3ans apres le premier

¢pisode [Ohene-Frempong, 1998].

I11-1-4- Complications chroniques

Sous ce terme, on regroupe les complications de la drépanocytose
d’expression non aigué€, liées aux atteintes organiques provoquées par cette
maladie, essentiellement du fait de la vasculopathie. Ces complications

représentent une spécificité de la drépanocytose a I’age adulte.

I11-1-4-1- Ulcéres de jambes

Les ulceres concernent 30 a 50% des malades drépanocytaires. Ils sont rarement
cause de mortalit¢ mais contribuent trés largement a la morbidité de la
drépanocytose. Les ulceres se situent le plus souvent au tiers inférieur des
jambes, au niveau des malléoles internes et externes et en regard du tendon

d’Achille, ils sont souvent bilatéraux.




Il est intéressant de noter qu’il n’a jamais été rapporté¢ de transformations
carcinomateuses d’ulcéres chroniques au cours de la drépanocytose [Lionnet,

2009].

I11-1-4-2- Atteinte ostéoarticulaires chroniques :

La complication la plus fréquente chez I’adulte reste la nécrose épiphysaire. Les
hanches et les épaules sont les principales articulations atteintes par les nécroses
osseuses dans la drépanocytose. Les nécroses de 1’épaule sont généralement
soumises a un traitement par kinésithérapie [Hernigou, 2003]. Quant a Ia
nécrose de la hanche, au début elle est insidieuse, progressive et le plus souvent

peu douloureuse.

I11- 1-4-3- Atteintes oculaires

La drépanocytose est I’hémoglobinopathie qui donne les atteintes rétiniennes les
plus fréquentes et les plus graves. Les complications oculaires les plus
habituelles sont les rétinopathies prolifératives responsables de malvoyance,

voire de ceécité lorsque le suivi et la prise en charge ne sont pas rigoureux

[Pelosse, 2003 ; Tshilolo, 2006]

III-2. Chez le sujet drépanocytaire de forme AS

- Sur le plan clinique :

En principe, elle est pratiquement asymptomatique. On observe que derares
thromboses lors d’hypo-oxygénation profonde (anesthésie, voyage en avion non
pressurisé).Elles peuvent se révéler par une hématurie ou un infarctussplénique.
Lorsqu’il existe une anémie franche, méme si elle est hémolytique, il faut
rechercher systématiquement une autre cause. L’espérance de vie ne différe pas

de celle des sujets AA [Bernard, 1998].




- Sur le plan biologique :

Les caractéristiques hématimétriques du sang périphérique des patients
drépanocytaires hétérozygotes sont identiques a celle du sang normal. Tant en ce
qui concerne la lignée érythrocytaire que les lignées leucocytaire et plaquettaire.
La morphologie des hématies est normale et il n’y a pas de drépanocytes en
circulation. Cependant, lorsque les hématies sont incubées dans un milieu privé
d’oxygene (test d’Emmel), le phénomene de falciformation se manifeste et fait
apparaitre des drépanocytes.

Une microcytose constatée chez un drépanocytaire hétérozygote doit faire
penser a une carence martiale ; une macrocytose doit suggérer une carence
vitaminique, notamment en acide folique ou en vitamine B12.L’¢lectrophorese
de I’hémoglobine montre une fraction majeure d’hémoglobine A de 55 a
60%, une fraction importante d’hémoglobine S de 40 a 45% et
enfinunconstituant mineur d’hémoglobine A2de 2 a 3%. Cet ¢état doit étre
différenci¢ du sujet drépanocytaire homozygote transfus€¢ ; dans cette
situation, I’hémoglobine A du donneur disparait du tracé électrophorétique dans

les semaines qui suivent la transfusion[ Hazoumé, 1984].

IV- DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE DE LA DREPANOCYTOSE
IV-1. Tests de dépistage
Il existe deux types de tests de dépistage dont la positivité évoque la

présence de I’hémoglobine anormale S.

IV-1-1- Test d’Emmel ou test de falciformation

Mis en évidence en 1917, ce test permet de mettre en évidence in vitro la
falciformation des hématies en hypoxie, témoins de la présence de
I’hémoglobine S. On utilise le métabisulfite de sodium a 2% pour provoquer

I’hypoxie.
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Figure 6: Résultats test ’EMMEL

IV-1-2- Test d’Itano ou test de solubilité

Il est fondé sur I’hypo solubilit¢ en tampon phosphate concentré d’une solution
d’hémoglobine S désoxygénée par le dithionite et se manifeste par un précipité
dans la solution ainsi constituée.

Ce test n’est toutefois que semi-quantitatif et ne peut valablement faire la
distinction entre les diverses formes génétiques de la maladie. De méme
il ne saurait étre utilisé chez le nouveau-né ou chez un sujet porteur d’un taux

faible d’HbS chez qui il peut étre faussement négatif [Wajeman, 2004].




Figure 7: Résultats test d’Itano : Gauche (Témoin négatif) ; Droite (présence
d’HbS)

IV-2. Tests de confirmation

Le diagnostic de la drépanocytose repose dans tous les cas sur 1’identification
formelle de ’HbS.

IV-2-1- Electrophorése de I’hémoglobine

Elle se fait sur acétate de cellulose a pH alcalin ou acide. Elle met en
évidence I’hémoglobine S et d’autres hémoglobines anormales.

Dans la drépanocytose homozygote seule sont présentes :

I’hémoglobine S majoritaire (75 a 95%) ;

I’hémoglobine A2 sensiblement normale (2 a 3,5%) ;

I’hémoglobine F dont le taux est variable (0 a 20%).

L’absence d’hémoglobine Al est un ¢lément fondamental du diagnostic.

IV-2-2- Isoéléctrofocalisation
C’est une variante ¢lectrophorétique qui peut remplacer les électrophoréses
a différents pH ainsi qu’une partie des tests complémentaires nécessaires a

I’identification d’un variant de 1’hémoglobine.

-



C’est une technique de choix avec un excellent niveau de sensibilité et de
spécificité pour détecter les hémoglobines anormales pendant la période

néonatale [Deme, 2007].

Figure 8: Isoélectrofocalisation en gel d’agarose (Isolab®) d’agar
[BASSET, 1978].

IV-2-3- Chromatographie en phase liquide a haute performance (CLHP)

La CLHP, technique plus difficile a mettre en ceuvre, elle permet 1’identification
et la quantification précise de la plupart des hémoglobines. C’est la technique
de choix utilisée dans le suivi des drépanocytaires traités par I’hydroxyurée
(hydréa), patients chez qui il est important de doser précisément le taux
d’Hb F. De plus, grace a I’analyse des temps de rétention, la CLHP est un outil
précieux pour préciser ou confirmer 1’identification d’Hb anormal [Siguret,

1997].

V- TRAITEMENT DE LA DREPANOCYTOSE

V-1- Principes généraux du traitement« classique»

Il n'existe quasiment aucun traitement curatif contre la drépanocytose, exception
faite de la greffe de moelle osseuse mais I'on peut intervenir efficacement contre

les douleurs et les autres aspects de la maladie.

g



Le plus important est une intervention précoce, des la connaissance du
diagnostic afin d'éviter les complications de la maladie.

Le traitement « classique » est basé sur :

- 'administration d'analgésiques de palier I, II ou IIl (paracétamol, codéine,
dextropropoxyphéne, morphine ... ) en fonction de l'intensité de la douleur
afin de calmer la souffrance liée aux crises vaso-occlusives, au priaprisme, au
syndrome thoracique aigu, a la séquestration splénique ... [HABIBI, 2004 ;
HAS, 2005]

- l'administration d'antibiotiques et la vaccination en vue de prévenir les
infections ;

- Une antibioprophylaxie par pénicilline est recommandée chez I'enfant atteint
de drépanocytose SS, SC et SB a partir de 2 ans jusqu'a 1'age d'au moins 5 ans a
la posologie de 100000 VI/Kg/jour jusqu'a 10kg puis 50000 VI/kg/jour de 10 a
40kg répartie en deux prises par jour.

- Les enfants drépanocytaires, comme les autres enfants, doivent recevoir la
prévention vaccinale prévue selon le calendrier vaccinal contre la diphtérie, le
tétanos, la poliomye¢lite, la coqueluche, les infections a Haemophilus influenzae
de type B, la rougeole, les oreillons, la rubéole, la tuberculose et I'hépatite B.
En plus, ils doivent recevoir la vaccination antipneumococcique, antigrippale
(deés 6 mois), antiméningococcique (de€s 2 mois), contre I'hépatite A (deés 1 an si
zone d'endémie), contre la typhoide (dés 2 ans si zone d'endémie). Ils doivent
étre incité au repos et eviter des facteurs de risques (stress physique,
psychique, hypoxie ...)

- une alimentation adéquate ;

- la supplémentation en acide folique : 1 comprimé a 5 mg tous les deux jours
chez l'enfant et 1 a 2 comprimés par jour chez l'adulte tous les jours. L'acide
folique est nécessaire au maintien de I'hématopoicse et donc a la synthese des
globules rouges. Un déficit en acide folique chez un drépanocytaire contribue a

aggraver l'anémie.




- I'absorption de grande quantit¢ de liquide afin d'éviter le déclenchement

des crises vaso-occlusives [DE MONTALEMBERT, 2004 ; HAS, 2005].

V-2- Traitements spécialisés

Parfois des procédures invasives telles que les transfusions sanguines et les
interventions chirurgicales peuvent se révéler nécessaire :

- Les transfusions sanguines ont pour but d'augmenter la capacité de transport
de I’oxygeéne du sang et de diminuer le nombre de drépanocytes. Elles sont
notamment indiquées en cas de séquestration splénique aigué en vue de corriger
I'anémie et 1'hypovolémie, et en cas de syndrome thoracique aigu pour
diminuer I'hypoxie. Soit la transfusion est ponctuelle pour traiter une
complication, soit elle est chronique dans un but de prévenir d'éventuelles
complications.

- Les interventions chirurgicales sont indiquées dans certains troubles
ophtalmologiques (hémorragie vitréenne, décollement de rétine), dans certains
troubles cardio-vasculaires ...

De nouveaux traitements ont €¢galement été développés. Ils sont indiqués dans
les formes graves de drépanocytose.

L'hydroxyurée est une molécule réactivatrice de la synthése d'HbF (par blocage
de la synthése d’ADN ce qui entraine une myé¢losuppression et l'altération de la
maturation de la lignée érythroide). L'HbF ne s'intégrant pas dans les polymeéres
d'HbS empéche la polymérisation et donc la falciformation des globules rouges.
Il semblerait ¢galement que I'hydroxyurée diminue I'adhésion des réticulocytes a
'endothélium vasculaire et régule le processus inflammatoire.L'hydroxyurée est
indiquée chez l'adulte et 1'enfant ayant plus de 3 crises vaso-occlusives par an
hospitalisés et/ou plus de 2 syndromes thoraciques aigus par an.

La posologie ne fait pas 1'objet d'un consensus mais généralement la dose
initiale est de 15mg/kg/jour avec une augmentation de Smg/kg/jour toutes

les 8 semaines sans dépasser 35mg/kg/jour pour éviter la toxicité au niveau de la




moelle osseuse. Les effets indésirables avec cette molécule sont relativement
peu nombreux compte tenu de son mécanisme d'action : des cas de
thrombopénies et neutropénies (due a la myélotoxicité), une azoospermie
réversible a l'arrét du traitement est quasi inéluctable, dans certains cas des
manifestations  cutanées ont  ¢été révélées (éruptions, ulceres) [DE
MONTALEMBERT , 2004 ;HAS, 2005; GIROT R, 2003 ; ODIEVRE,
2008].

- La greffe de moelle osseuse ou greffe de cellules souches
hématopoictiques (CSH) est le seul traitement potentiellement curateur,
permettant d’espérer le remplacement pour lavie de toutes les cellules
hématopoiétiques par celles du donneur. A ce jour, pres de 200 greffes ont été
réalisées dans le monde (approximativement 1/3 en France, 1/3 en Belgique et
1/3 aux Etats-Unis) a partir d’un donneur familial HLA identique de la fratrie
AA ou AS [Bernaudin, 2004].

Il est tres encourageant de noter que les résultats se sont ameliorés avec le
temps, puisque le risque actuel de rejet n'est plus que de 2% et qu'il n'y

a eu aucun déces au cours des 30 dernieres greffes réalisées dans le monde.

V-3- Recherche : quelques exemples

Les scientifiques se sont orientés vers la recherche d'autres molécules ayant le
méme mécanisme d'action que 'hydroxyurée (réactivation de la synthese de
I'HbF) mais dépourvues de toxicité. Le 5-aza-2'-déoxycytidine est en cours
d'é¢tude. D'autres molécules inhibant la déshydratation cellulaire, ou encore le

monoxyde d'azote ou la phénylalanine font I'objet d'étude.

La recherche en Afrique a également permis de mettre au point, dans certains
pays, des agents thérapeutiques efficaces pour la prévention des crises ou la
réduction de leur fréquence et de leur gravit¢ [DE MONTALEMBERT M.,
2004].

-



Deux articles scientifiques ont été¢ publiés dans le journal Nature Genetics en
septembre 2010 concernant le géne KLFI, impliqué dans l'activation de
1"hémoglobine adulte (HbA) et dans la répression de 1'hémoglobine foetale
(HbF). Lorsque les chercheurs bloquent partiellement 1’activit¢é de ce gene
(KLF1) chez la souris, celle-ci exprime 1"hémoglobine foetale HbF de fagon
beaucoup plus importante chez 1’adulte. Et un effet similaire a été observé dans
des cellules humaines. Ces ¢études sont le point de départ d'une piste a suivre : si
le blocage partiel de ce geéne chez les souris drépanocytaires améliore leur état,
on pourrait rechercher un traitement qui aurait le méme effet chez 1’homme. Le
travail est encore long, mais la piste semble intéressante... Effectivement, on sait
que certains drépanocytaires qui font peu de crises présentent beaucoup plus
d’HbF que la normale. D'autre part, I'hydroxyurée a aussi pour conséquence
d'augmenter le taux d'HbF : il s'agirait donc de développer un traitement
alternatif a I'hydroxyurée[Journal Nature genetics, 2010-2011].

Un nouveau traitement contre la douleur est en cours de recherche. Il s’agit
d’une molécule de synthése appelée conolidine qui semble avoir un mécanisme

d’action inhabituel [Tarselli, 2011].

V-4 — Phytothérapie
Des traitements a base de plantes africaines ont été¢ développés pour pallier les
souffrances parmi ces plantes on peut citer :
» Zanthoxylum fagara et ses extraits
Eugenia caryophllum
Sorgul bicolor
Piper guineense
Pterocarpus osun
Cajanus cajan

Carica papaya

YV V VYV V V V V

Alchornea cordifolia

.



Deux préparations présentées sous forme galénique industrielle, I'une au Bénin
par le Docteur MEDEGAN, le VK500 a base du fameux Zanthoxylum fagara et
I’autre au Burkina Faso, dont le promoteur est le Pr. Pierre GUISSOU qui a mis
au point un mélange appelé FACA a base de Zanthoxylum fagara et de
Calotropis procera|Zouibaa, 2015]. Ces plantes agissent en synergie contre les

principaux symptomes de la crise drépanocytaire.

.



Chapitre I1 : Méthode d’étude de I’activité antioxydante

I-1-Rappel sur le stress oxydatif et la toxicité des radicaux libres
L’oxygene est normalement transformé en molécules d’eau au niveau de

la chaine respiratoire mitochondriale. Cette réaction est cruciale puisqu’elle
apporte a la cellule toute 1’énergie nécessaire (sous forme d’adénine triphosphate
(ATP)) pour assurer ses multiples fonctions. Mais 1I’oxygene peut étre également
une source d’agression pour les organismes aérobies [ Ekoumou, 2003].

Une faible partie de 1'oxygéne (2 a 5%) est convertie en especes
oxygeénées actives (EOA) particulierement réactives [Pincemail , 2001].

Le stress oxydant se définira donc comme un déséquilibre de la balance entre la
formation d’EOA a caractere pro-oxydant et les antioxydants qui régulent leur
production en faveur des premieres

Tableau I: Principaux radicaux libres et leur formule chimique.

Radicaux libres Formule chimique
Anion superoxyde 0,”

Radical hydroxyde OH°

Monoxyde d’azote NO°

Peroxyde d’hydrogéne H,0,

Acide hypochloreux HOCI

Oxygene singulet '0,

Peroxynitrite ONOO

Radical alcoxy RO

Radical peroxy ROO

Ces radicaux libres (RL) pourront dés lors s’attaquer a toute série de substrats
biologiques importants tels que les acides nucl€iques, les protéines, les lipides,

etc.

.



I-2-Principe général d’étude de P’activité antioxydante
L’¢étude de I’activité anti-oxydante repose sur le principe selon lequel deux

especes chimiques réactives sont mises ensemble dans des conditions et des
proportions définies par un protocole expérimental. L’espéce chimique dont on
¢tudie le pouvoir antioxydant est un réducteur ¢’est-a-dire un élément chimique
capable de céder (donner) un électron, un proton ou un atome d’hydrogene a
une autre espece chimique appelée oxydant qui capte ’espéce chimique cédée.
Parallélement et au méme moment, on prépare une solution de contrdle qualifiée
de blanc (pas de principe antioxydant) et ne contenant que les solutions de
préparation utilisées pour la préparation des gammes de concentration en plus de
I’espece réactive utilisée comme oxydant. Une autre solution de référence
contenant une substance pure doué¢e d’activité anti-oxydante est utilisée
parallélement pour une meilleure interprétation des résultats des substances a
tester.
Il existe différentes méthodes pour déterminer le potentiel antioxydant d’un
produit [Blois, 1958]
On peut proposer trois types d’analyses :

- Le test ABTS (2,2’-azinobis-(acide  3-éthylbenzothiazoline-6-

sulfonique)) ;
- Le test ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) avec ’AAPH
(2,2’-azobis-2-méthyl-propanimidamide dichlorhydrate) ;

- Le test au DPPH (1,1 diphényl-2-picryl-hydrazyle).
Les antioxydants peuvent réduire les radicaux primaires par deux mécanismes :

» transfert d’¢lectrons singulets (ABTS et DPPH) et

» transfert d’atomes d’hydrogeéne (ORAC).
Il existe souvent des différences de valeurs entre les méthodes, selon que les
sources de radicaux libres soient différentes, et que les antioxydants répondent

différemment aux méthodes de mesures.




Ainsi, selon la matrice testée, I’une ou l’autre méthode est applicable. Par
exemple, pour des extraits végétaux, les trois tests sont applicables. En revanche
pour du plasma sanguin, la méthode ORAC semble plus indiquée du fait que les
radicaux péroxyles utilisés dans ce test sont couramment rencontrés dans le
corps humain. La valeur en est de fait plus significative.
En dehors des trois méthodes (ABTS, ORAC, DPPH) que nous avons détaillées
ci-apres, et mises a part les variabilités de protocole que nous pouvons retrouver
dans certaines études, nous distinguons :

- le test de réduction des ions ferreux (Fe’") en ions ferriques (Fe*") ;

- les tests de piégeage de radicaux oxygénés spécifiques d’un type de

radical oxygéné (O,, H,O,, HO, ROO) ;

- la méthode de decoloration du B-caroténe.

Dans notre étude nous avons utilisés la méthode au DPPH dont la description se

trouve dans la partie « matériels et méthodes ».




Chapitre I1I : étude botanique et chimique de Combretum glutinosum

Perr.ex DC

I-1- Généralités sur Combretum glutinosum Perr.ex DC
Combretunm glutinosum, couramment appelé¢ Kinkeliba coriace (Ratt en

Wolof) est une plante de la famille des Combretaceae. Cette famille est
constitu¢e de 18 genres dont 370 especes de Combretum [Malgras, 1992 ; Mc
Gaw, 2001].

I-2-Classification et appellations
» Classification : (Creté. P, 1965)

e Regne: Végétal

e Sous regne : Eucaryotes

e Embranchement : Spermatophytes
e Sous embranchement : Angiospermes
e C(lasse: Dicotylédones
o Série: Dialypétales

e Ordre: Myrtales

e Famille : Combretaceae
e Sous famille : Combretoideae
e (Qenre: Combretum

e Espcce: glutinosum

» Synonymes :[Maydell , 1980]
- Combretum passargei Engl. Et Diels
- Combretum leonense Engl. Et Diels
- Combretum hypopilinum Diels

» Noms vernaculaires
Francais : chigomier

Wolof : ratt

-



Sérére yay

I-3-Description botanique :

Combretum glutinosum(ratt) se présente sous forme d’arbre ou d’arbuste
pouvant atteindre 12m de haut. La plante est facilement reconnaissable par ses
grosses feuilles alternes, verticillées ou opposées, et se distingue des autres
especes de Combretum par ses sept a dix nervures saillantes [Maydell, 1980].
Le tronc est souvent tordu et recouvert d’une écorce rugueuse. Les feuilles sont
trés polymorphes sur le méme arbre. FElles sont collantes et poisseuses, tres
profondément réticulées a la face inférieure avec une pubescence blanchatre ou
parfois presque glabre. Le revétement tomenteux des rameaux, toujours visible
a la loupe, est un signe caractéristique typique de I’espece.

Combretum glutinosum présente des fleurs en épis axillaires de couleur jaunatre,
mesurant 6 a 10cm de long.

Les fruits sont des akénes indéhiscents, avec quatre ailes membraneuses,
renfermant une graine dépourvue d’albumen. Ils sont sans écailles, 1égérement
collants, mesurant 2,5 a 3cm de long sur 2,8 cm de diametre. Ils sont verts dans
la jeunesse, a maturité rouge-vif, et ficelés [Malgras, 1992 ; Kerharo et Adam,

1974].




Figure 9: Combretum glutinosum Perr.ex DC [Bassene, 1985]

I-4-Répartition géographique
Combretum glutinosum est une plante originaire de 1’Afrique tropicale. Elle

existe dans les régions soudano-guinéennes, du Sénégal jusqu’au Soudan.
C’est une espéce également retrouvée dans les savanes boisées a 1’intérieur du
Sénégal et aux environs du lac des Guiers [Kerharo et Adam, 1974].

Combretum glutinosum est rencontrée au Sahel sur les dunes fixées, dans le
Sahel soudanais, sur les sols pierreux, ainsi que dans la zone soudanienne sur
les latérites. C’est un arbre qui colonise les jacheres. Il est retrouvé au bord
des mares, ainsi qu’en Mauritanie ou il existe avec 200 mm de pluie. C’est
une espece qui resiste a la sécheresse [Maydell, 1980 ; Kerharo et Adam,

1974].




I-5- Chimie de la plante
Dans les feuilles de 1’espéce sénégalaise, ont été¢ décelés les constituants

chimiques suivants :

e quatre hétérosides flavoniques ;

e des composés poly phénoliques :

e des tanins hydrosolubles.
La combreglutinine est un tanin hydrolysable isolé¢ de I’extrait méthanolique au
Soxhlet des feuilles de ’espece sénégalaise. Trois autres tanins ont été isolés de
cet extrait. Il s’agit du 2,3 — (S) hexahydroxydiphénoyl - D — Glucose, de la
punicaline et de la punicalgine [Akino, 1994].

e des flavonoides ;

e des stilbenoides (combretastatines) ;

e des acides organiques : acide gallique, acide ellagique, acide férulique ;

e des leucocyanidols et leucodelphinidols.
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I-6-Données pharmacologiques et toxicologiques
Une ¢étude clinique portant sur les différentes indications thérapeutiques

signalées a été réalisée. L’expérimentation réalisée avec le décocté aqueux de
feuilles (cinq feuilles pour wun litre d’eau) a mis en évidence une action
intéressante comme diurétique et hypotenseur d’appoint [Enda.sn, 2003] De
plus, une observation a été faite dans un cas de lithiase rénale et une autre dans
un cas d’ictere hépatique [Kerharo et Adam, 1974].

Par ailleurs, il a été rapporté que les extraits chloroformiques et méthanoliques
des feuilles et des tiges ont inhibé la croissance de Bacillus substilis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli. Par contre,
I’extrait aqueux a ét¢é inactif [Keita, 2002].

Par ailleurs, une expérimentation réalisée chez la souris a mis en évidence
I’activité antitussive et antispasmodique [Pousset, 2004].

L’espece  Combretum  glutinosumest peu toxique. L’expérimentation
toxicologique réalisée a Dakar par Daffé (Enda.sn, 2003 a montré une toxicité

quasi nulle [Enda.sn, 2003].

I-7- Utilisations en médecine traditionnelles
Combretum glutinosum est ’espece de Combretum la plus répandue au

Sénégal et la plus prescrite par les thérapeutes traditionnelles dans le
traitement des affections courantes sur I’ensemble du territoire[ Kerharo et

Adam, 1974].




La grande considération dans laquelle elle est tenue se refléte méme dans
certains de ses noms vernaculaires. Ainsi, le nom Sérére « Yaye » signifie
« la mere des médicaments» ; le nom Socé « Diambakatan » signifie « la
feuille qui ne décoit pas » [Gaba, 1980].

La plante est employée en médecine populaire dans le traitement des affections
hépato-biliaires, les affections urinaires, les cedémes, 1’hypertension artérielle,
la toux, le paludisme, les gastrites infantiles, la protéinurie [Enda.sn, 2003].La

tisane obtenue a partir des feuilles est trés utilisée par la population.







I- Matériels et méthodes

I-1- Matériels

I-1-1- Matériel végétal

Le matériel végétal est constituée de feuilles de Combretum glutinosum obtenu
au marché Fass de Dakar dans une des boutiques dont le propriétaire a été formé
par ’ONG ENDA Tiers-monde (environnement et développement appliquée au
tiers-monde). Cette ONG est une organisation internationale a caractere
associatif et a but non lucratif dont I’'une de ses activités est la valorisation de
certaines plantes médicinales avec sensibilisation au techniques de cultures et a

’utilisation thérapeutique des plantes.

Figure 10:Espace vente d’un tradipraticien (marché fass de Dakar) [Thiam,
2016]

.



I-1-2- Matériels de laboratoires utilisés dans ce travail
e Broyeur a marteau
e Balance sartorius
e Erlenmeyer
e Becher de 200 ml
e Entonnoir
e Etuve
e Portoir
e Chauffe-ballon
e Agitateur magnétique chauffant
e Pompe a vide
e Papier-filtre
e Fiole de Kisato
e Rotavapor type Biichi R-124
e Spectrophotometre
e Lames et lamelles
e Vernis a ongle
e Micropipettes

e Microscope optique

I-1-3- Matériel chimique
Ce matériel contient les réactifs et les solvants utilisés durant toutes les
manipulations. Tous les solvants ont été distillés avant leurs utilisations
e Mc¢thanol
o Acétate d’éthyle
e Dihydrogénophosphate de sodium (NaH,PO,)
e Diméthylsulfoxide (DMSO)
e Hydrogénophosphate de sodium (NaHPO,)
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e Chlorure de sodium (NaCl)

e Carbonate de sodium (Na,COs)
e Chlorure ferrique (FeClI3)

e Réactif de stiasny

e Acétate de sodium

e Alcool chlorhydrique

e Alcool iso amylique

e Copeaux de magnésium

I- 2- Méthodes
I-2-1- Broyage
Les feuilles de Combretum glutinosum bien séchée a 1’abri de la lumiére, ont été
finement broy¢es a 1’aide d’un broyeur a marteau et la poudre obtenue a servi de

soluté d’extraction pour le reste des manipulations.

I-2-2- Extraction

I-2-2-1- Solvants utilisées

Les solvants utilisés, par ordre de polarité décroissante, pour la macération sont :
le méthanol et ’acétate d’¢éthyle.

Tableau II: Caractéristiques des solvants utilisés

Solvant Méthanol Acétate d’éthyle
Formule CH;0H C4HoO,

Indice de polarité 5,1 4 4

Densité 1,061 897,00 Kg/ m’
Point d’ébullition 65 °C 77,1 °C

Point de fusion —98 °C -83,6 °C

.



I-2-2-2 Macération et filtration
Les macérations ont €té faites avec ces deux solvants selon le protocole suivant :
e Dans un erlenmeyer, 60 g de poudre de la plante ont été mélangés a 300
ml de méthanol et le tout est soumis a une agitation magnétique pendant
48 h.
e Pour I’acétate d’éthyle, 40 g de poudre ont été utilisés pour 200 ml de
solvant. le mélange a ét€¢ soumis a une agitation mécanique pendant 48 h.
Les deux macérats ont été filtrées et évaporées au rotavapor R-124 (figure
11) pour obtenir respectivement 1’extrait sec methanolique et 1’extrait sec

d’acétate d’¢thyle.

Figure 11: Etape de la macération et filtration de 1’extrait méthanolique

[Thiam, 2016]

I-2-3- Screening phytochimique

I-2-3-1- Caractérisation des polyphénols

La présence de polyphénols est mise en évidence a 1’aide du perchlorure
ferrique.

Mode opératoire

Nous avons préparé une infusion de 5% autrement dit 2 100 ml d’eau bouillante

on a mis 5 g de poudre. Le mélange est laissé reposer pendant 30 mn puis filtrer.

.



A 2 ml de I’infusé est ajouté quelques goutte de solution alcoolique de FeCls.
Une quantité égale d’infusé a été mis dans un autre tube a essai pour servir de
témoin.

NB : cet infusé servira également a caractériser les tanins et les flavonoides.

T= tube témoin ; R= tube contenant le réactif

I-2-3-2- Caractérisation des tanins
- Tanins catéchiques ou condensées ou non hydrolysables :

e Mode opératoire: a 1 ml de I'infusé est ajouté 0,5 ml du réactif de
Stiasny (méthanal, acide chlorhydrique) ; le mélange obtenu est chauffe
au bain marie a 90°C pendant 15 mn. L’ apparition d’un précipité montre
la présence de tanin catéchiques.

Un autre tube contenant 1 ml de I’'infusé a été utilisé comme témoin.

-Tanins hydrolysables ou galliques :
Mode opératoire : pour révéler les tanins galliques, 0,5 ml de I’infusé
précédent a été prélevé. Cette solution a été ensuite saturée avec 1’acétate

de sodium, a ce mélange 0,1 ml d’une solution de FeCl; a 2% est ajouté.

I-2-3-3- Caractérisation des flavonoides
Mode opératoire : a 1 ml de I'infusé est ajouté 1 ml d’alcool chlorhydrique
(concentré a 50%). A ce mélange est ajouté 1 ml d’alcool iso amylique et
quelques copeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration :

v" Rose orangé indique la présence de flavones

v" Rose violacé indique la présence de flavanones

v" Rouge indique la présence de flavonols




I-2-3-4- Caractérisation des saponosides

Pour mettre en évidence une drogue a saponosides, il suffit de mettre en
¢vidence leur pouvoir aphrogéne en observant la mousse qu’elle génere.

Mode opératoire : un décocté de 1% est préparé (1 g de poudre dans 100 ml
d’eau bouillante). On maintient une ébullition légeére pendant 15 mn avant de
filtrer la suspension. On introduit dans 10 tubes a essai de 1 a 10 ml du filtrat et
en complétant avec de I’eau jusqu’a 10 ml. On agite le contenu de chaque tube
pendant 15 secondes. La hauteur de la mousse est mesurée 15 mn apres
agitation. L’indice de mousse est calculé a partir du numéro de tube (N) dans

lequel la hauteur de mousse est de 1 cm.

I-2-4- Préparation des solutions extraits

I-2-4-1- Préparation de la solution tampon phosphate a pH 7.4

La solution tampon phosphate saline est un milieu physiologique qui permet de
maintenir les fonctions biologiques. Le pH utilisé (7,4) est celui du milieu
intérieur.

Les quantités requises pour la préparation de 1 litre de solution tampon
phosphate sont :

- 0,16 g de NaH,PO, (Dihydrogénophosphate de sodium)

- 0,98 g de NaHPO, (Hydrogénophosphate de sodium)

- 8,10 g de NaCl (Chlorure de sodium)

Ces différents composés sont dissouts dans 1’eau distillée. On utilise un agitateur
mécanique pour dissoudre et homogénéiser la solution. On contrdle le pH

a I’aide d’un pH-meétre.

.



I-2-3-2- Préparation des dilutions
¢ Préparation des solutions méres
Concernant notre étude, deux solutions meres ont été préparées a partir des
extraits secs (méthanolique et d’acétate d’éthyle)
Mode opératoire :
- solutions meres a partir d’extraits secs méthanoliques
A 100 mg d’extraits secs, on compléte a 10ml avec la solution tampon
phosphate a pH 7,4 ce qui donne une concentration de 10 mg /ml.
- solutions meres a partir d’extraits secs d’acétate d’éthyle:
- A 50mg d’extraits secs, on complete a 5 ml avec la solution tampon phosphate
a pH 7,4 et on obtient une concentration de 10 mg / ml
¢ Préparation des solutions filles de 5 ; 0,5 et 0,05 mg / ml
PRINCIPE :
Elle repose sur le fait que la solution initiale et la solution finale contiennent

autant de quantité de matiere de soluté :

(1) N initiale = N finale

>

(2) CiVi = CfVf

avec : Ci = concentration initiale de la solution mere qui a servie a la dilution

V1= volume de la solution mere

Cf = concentration de la solution fille (5 ; 0,5 ou 0,05 mg / ml)

Vf=volume de la solution fille (a fixer de maniere arbitraire)
Ainsi en calculant & partir de la formule (2) le volume de solution meére a
prélever (Vi) et connaissant le volume de la solution fille (Vf ), nous pouvons
connaitre le volume de solution tampon a ajouter pour obtenir la concentration
finale (Cf) escomptée

V solution tampon = Vf — Vi

.



I-2-4- Evaluation de P’activité anti-oxydante

Cette activité a été testée sur I’extrait méthanolique et la méthode utilisée est
celle au DPPH.

La méthode est basée sur la dégradation du radical DPPH (Figure 12). Ce
dernier est un radical libre de coloration violette qui présente une bande
d’absorption caractéristique a 517 nm liée a la résonance des électrons non
appariés. En présence d’une substance chimique anti-radicalaire (anti-oxydante),
les ¢électrons non appariés sont capturés de facon stéochiométrique, ce qui
provoque une baisse de 1’absorption liée a la décoloration de la solution de
DPPH en jaune. Un antioxydant aura la capacité¢ de donner un électron singulet
au radical synthétique DPPH de coloration violette pour le stabiliser en DPPH
de coloration jaune. La mesure de la décroissance de coloration violette au cours
du temps permet de déterminer la concentration inhibitrice a 50% notée Clsy,
temps au bout duquel 50% de la coloration violette est perdue. Généralement,
Clsg est interprétée sur la base de la quantit¢ d’un antioxydant nécessaire pour
faire diminuer de 50% la quantité initiale de DPPH . Le résultat est dépendant de
la concentration en DPPH® initiale. On peut aussi exprimer la capacité anti-

oxydante par le pourcentage d’inhibition.
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Figure 12:Structure du DPPH avant et apres réaction avec I'antioxydant (AH)




I-2-4-1 Protocole opératoire de la méthode au DPPH

La méthode utilisée est celle de Molyneux (2003). Une quantité de 4 mg de
poudre de DPPH® sont dissout dans 100 ml d’éthanol. La conservation de la
solution se fait a I’abri de la lumiére pendant 12 heures. Puis dans une série de
tubes a essai contenant 0,1 ml d’extrait a différentes concentrations, sont
ajoutés 3,9 ml de la solution de DPPH°. Les extraits sont testés aux
concentrations suivantes : 0,25 - 0,5 - 0,75 - 1 et 5 mg/ml.

L’acide ascorbique utilis¢ comme antioxydant de référence est aussi testé. La
lecture de [D’absorbance se fait au bout de 30 minutes au
spectrophotometre a 517 nm en utilisant 1’é¢thanol comme blanc. L’absorbance
de la solution de DPPH est relevée a T,

Trois essais ont ¢t¢ effectués pour chaque concentration testée (n = 3). Les
résultats sont d’abord exprimés en pourcentage d’inhibition (PI) de ’activité
antiradicalaire et en Cls, (Concentration en antiradicalaire permettant de pié¢ger
50% de radicaux libres).

La Clsy s’obtient a partir du graphe représentant le pourcentage de
piégeage (% PI) en fonction de la concentration (mg/ml). Cette valeur
dépend de la concentration de DPPH utilisée pour le test [Fall, 2013]. Plus la
valeur de Cls, est petite, plus 1’activité de I’extrait est grande [Pokorny, 2001].
Calcul des pourcentages d’inhibition (PI)

Les pourcentages d’inhibition sont calculés suivant la formule suivante :

Pl= (AQ_A]_)* 100/A0

A, = absorbance du DPPH
A, = absorbance aprés ajout de I’extrait a une concentration donnée aprés un

temps donné.
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I-2-5- Collecte de sang

Le sang est obtenu par ponction veineuse au niveau du pli du coude sur un tube
contenant de ’EDTA (anticoagulant), ensuite un test ’EMMEL est effectué
afin de savoir si le patient est drépanocytaire ou pas. Si tel est le cas, une
centrifugation est effectuée puis une électrophorése permet de confirmer la
nature SS ou AS du patient. Dans notre étude, nous avons travaillé uniquement

avec du sang de patients drépanocytaire SS.

I-2-6- Protocole du test au laboratoire

Le principe est le méme que celui du test d’Emmel. Une goutte de sang est
placée sur une lame, au contact d’une goutte sensiblement équivalente de
métabisulfite de sodium et d’extrait. L’¢talement et le mélange sont faits avec
les rebords de la lame ; ensuite du vernis a ongle permet de fixer la
lamelle sur la lame empéchant ainsi toute entrée d’air ; I’ensemble lame et
lamelle est observé au microscope au bout de 15 mn. Pour chaque prélevement
un premier test est effectué directement sur du sang frais qui n’a encore subi
aucune manipulation (témoin). Toutes les 30 mn, un décompte des
drépanocytes est effectué¢, ce qui donne pour chacune d’elle un total de 5
tests respectivement aux To, Tz, Teo, Tog, €t Ti9 mn. Par rapport a la lame
témoin nous appréecions a Ty, Tsg, Teo, Too, Ti120 le nombre de drépanocytes
sur chacune de nos prélévements.

Un décompte est opére sur chaque lame pour déterminer le taux de drépanocytes
résiduels. Dans la pratique nous choisissons cinq champs, comportant chacun
approximativement une centaine d’éléments et nous évaluons ainsi le nombre
moyen de drépanocytes pour 100 hématies.

Le temps T, est en réalité la premicre lecture effectuée au moins 15 mn apres

avoir privés les hématies d’oxygene.




Le pourcentage de drépanocytes résiduels représente le rapport entre le nombre

de drépanocytes a 7j et le nombre de drépanocytes a T,.

moyenne des drépanocytes a Ty

* 100

% de drépanocytes résiduels = - -
moyenne des drépanocytes aT,

I-2-7- Dosage des composés polyphénolyques totaux (PPT)

La teneur en phénols totaux des feuilles Combretum glutinosum a ¢été
déterminéepar la méthode Folin Ciocalteu.

Le principe de la méthode est basé sur ’oxydation des composés phénoliques
par ce réactif, elle entraine la formation d’un nouveau complexe molybdéne-
tungstene de couleur bleue qui absorbe a 765 nm, le dosage de PPT est effectu¢
par la comparaison de ’absorbance mesurée a celle obtenue par un étalon
d’acide gallique de concentration connue [Saikat, 2013].

Un volume de 0,5 ml d’extrait méthanolique de Combretum glutinosum (0,1
mg/ml) est mélangé avec 2,5 ml du réactif de Folin Ciocalteu dilué au 1/10° avec
de ’eau distillée et 2 ml de carbonate desodium 0,5 M (Na,CO;). Apres 30 mn
d’incubation a température ambiante, I’absorbance est lue au spectrophotometre
a 765 nm. L’acide gallique est 1’antioxydant de référence. Des concentrations de
0;0,01;0,015;0,025;0,05; 0,075; 0,1 0,15; 0,2 mg/ml sont préparées dans
des tubes a hémolyse. Dans chaque tube, on rajoute 2,5 ml du réactif de Folin
Ciocalteu dilué au 1/10° et 2 ml de carbonate de sodium. Les tubes sont incubés
a température ambiante pendant 30 mn puis lus au spectrophotometre a 765 nm
contre un blanc (méme solution sans la solution d'acide gallique). Les résultats
obtenus ont permis de tracer la courbe d’étalon (I’absorbance en fonction de la
concentration). La projection de la valeur de la DO de I’extrait sur la courbe
permet de déterminer la teneur en phénols en termes d’équivalent d’acide

gallique (mg/g de matiere seche). Toutes les analyses sont réalisées en triplicata.
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I1- Résultats et discussion

I1-1- Résultats

II-1-1- Calcul des rendements

Soit X la masse de I’extrait sec et ME la masse de la prise d’essai.
Le rendement (R) de I’extraction est donné par la formule suivante :
R=X/ME x 100

Ainsi le rendement des différents extraits secs sont mis dans le tableau suivant :

Tableau II1: Rendements des différents extraits secs

Extrait sec Méthanolique Acetate d’¢thyle
Prise d’essais 60 g 40 g
Masse en g 4,47 0,22
Rendement (%) 7,45 0,55

II- 1- 2 Screening phytochimique

Le screening phytochimique est un moyen indispensable pour mettre en
¢vidence la présence de groupes de familles chimiques présente dans une drogue
donnée. Toutefois ce screening phytochimiques ne renseigne point sur la nature
des molécules chimiques.

Le principe est soit basé sur la formation de complexes insolubles en utilisant
les réactions de précipitation, soit sur la formation de complexes colorés en
utilisant des réactions de coloration.

Pour notre plante (Combretum glutinosum perr.) nous avons fait une
caractérisation genérale des polyphénols puis celles des tanins, des flavonoides

des alcaloides et des saponosides.

.



II-1-2-1- Caractérisation des polyphénols

La présence de polyphénols est mise en évidence a 1’aide du perchlorure

ferrique.

Figure 13:Caractérisation des polyphénols présents dans les feuilles de C.
glutinosum [Thiam, 2016]

T= tube témoin ; R= tube contenant le réactif
Conclusion : la coloration bleue noiratre étant bien observée, nous pouvons

conclure qu’il y’a présence de polyphénols dans les feuilles de C. glutinosum.

I1-1-2-2- caractérisation des tanins :
- tanins catéchiques ou condensées ou non hydrolysables :
e Résultats : aucun précipité n’a €té observé dans le tube contenant le
réactif.
e Conclusion : le test de mise en évidence des tanins catéchiques est

négatif ce qui signifie leur absence dans les feuilles de C. glutinosum.

-



-tanins hydrolysables ou galliques :
Résultat : 11 a été observé le développement instantané d’une coloration bleue
noire intense révélatrice de la présence de tanins galliques non précipités par le

réactifs de Stiasny.

Figure 14:Caractérisation des tanins hydrolysables dans les feuilles de C.
glutinosum [Thiam, 2016]

e Conclusions : le test est donc positif et 1l y’a présence de tanins

hydrolysable dans les feuilles de C. glutinosum (Figure 14).
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II-1-2-3- caractérisation des flavonoides:

Résultat : une forte coloration rose orangé a été observé (Figure 15)

Figure 15:Caractérisation des flavonoides dans les feuilles de C. glutinosum
[Thiam, 2016]

E



Conclusion : il y’a présence de flavonoides dans les feuilles de C. glutinosum
II-1-2-4- caractérisation des saponosides :

Pour mettre en évidence une drogue a saponosides, il suffit de mettre en
¢vidence leur pouvoir aphrogéne en observant la mousse qu’elle génére.
Résultat : Le tube numéro 10 a une hauteur de mousse égale a 1 cm (voir figure

16)

Im=1000/N=1000/10=100

Figure 16:Mise en évidence des saponosides dans les feuilles de C. glutinosum
[Thiam, 2016]
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En résumé :

Groupes | Polyphénols | Tanins Tanins flavonoides | saponosides
chimique catéchiques | hydrolysables

S

Résultats | +++ - et et ++

+++ = forte présence ; ++ = présence moyenne ; + = faible présence ;

- =absence

I1I-1-3- Résultats de Pactivité anti-oxydante de I’extrait méthanolique des

feuilles de combretum glutinosum

Les tableaux

suivants

donnent les

pourcentages d’inhibition de I’extrait

méthanolique et de I’acide ascorbique a différentes concentrations

Tableau IV: Pourcentage d’inhibition extrait méthanolique

Concentration | PI 1 P12 P13 Moyenne
(mg/ml)

0,25 24,96 25,2 28,11 26,09

0,5 36,14 31,71 324 33,41
0,75 57,04 57,89 59,27 58,06

1 70,02 70,67 70,85 70,51

5 87,1 84,76 85,94 85,93
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Tableau V: Pourcentage d’inhibition de I’acide ascorbique

Concentration | PI 1 P12 P13 Moyenne
(mg /ml)

0,096 27,20 2391 26,57 25,89

0,1 28,25 27,39 29,62 28,42
0,15 45,79 44,89 46,74 45,81

0,2 60,71 60,97 63,13 61,60
0,25 77,94 74,34 77,41 76,56

0,5 92,12 92,82 92,64 92,53

La méthode DPPH a ¢été utilisée pour effectuer les tests. A toutes les
concentrations testées, l’extrait méthanolique des feuilles de Combretum
glutinosum inhibe moyennement le DPPH° de maniére dose-dépendante

comme I’atteste la figure 17 .

100

—— Extrait méthanoligue
acide ascorbigue

% d'inhibition du DPPH

T T T T T T T T
o 1 2 3 4

concentration en mg/ml

Figure 17:Action de I’acide ascorbique et de I’extrait méthanolique des feuilles

de Combretum glutinosum sur le radical DPPH
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D’apres la figure précédente on peut affirmer que la Clsy de I’acide ascorbique
est de 0,17 mg/ml alors que pour notre extrait méthanolique elle est de 0,65

mg /ml

I1-1-4- Résultats dosage des composés phénoliques totaux

L’extrait méthanolique total de notre plante, aprés lecture au spectrophotometre,
a donné une absorbance moyenne égale a 0,233. A D'aide de la courbe
d’¢étalonnage de 1’acide gallique suivante nous allons déterminer la teneur en
phénols totaux exprimée en mg équivalent d’acide gallique /g de poudre de

notre plante.

—— Acide gallique
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Figure 18:Courbe d’étalonnage de I’acide gallique




Tableau VI: Tableau des différentes absorbances de 1’acide gallique en
fonction de la concentration

Concentrations | Abs 1 Abs 2 Abs 3 | Moyenne | Ecart
type

0,015 0,198 0,191 0,213 0,200 0,011
0,05 0,574 0,585 0,577 0,578 0,005
0,075 0,842 0,846 0,837 0,841 0,004

0,1 1,09 1,091 1,088 1,089 0,001

0,15 1,652 1,664 1,554 1,623 0,060

La teneur en phénols totaux est calculée a partir de la formule de la droite de
régression :
Y= ax+b
Y = absorbance
X = concentration en mg /ml
a =10,038
b = 0,0831 (constante)
La concentration en phénols (X) correspondant a I’absorbance 0,233 :
X =y-b/a
X=0,233-0,0831/10,038
X =10,015 mg /ml
Connaissant la valeur de X et la concentration d’extrait méthanoliques utilisées
(0,1 10” g/ml) nous pouvons calculer la teneur (T) en polyphénols totaux de
I’extrait méthanolique secs des feuilles de Combretum glutinosum

T=0,015/0,1.10"

T =150 mg équivalent d’acide gallique(EAG)/g
d’extrait sec

.



I1-1-5- Résultats des tests biologiques

A partir de la formule permettant de calculer le pourcentage de drépanocytes

résiduels, on a pu dresser les tableaux et graphiques suivants :

Tableau VII:Pourcentage de drépanocytes en fonction du temps a la

concentration 10 mg/ ml

Temps Témoin(%) | EM (%) |EAE (%) | Arg (%)
(mn)

T 45,58 100 100 100
T30 55,88 70,64+2,93 | 69,61+0,92 | 78,6
T60 69,11 50,03+0,72 | 52,89+1,03 | 60,86
T90 88,23 37,03+0,95 | 46,32+2,12 | 43,47
T120 100 19,42+1,75 | 31,18+1,06 | 26,08

Témoin = sang+métabisulfite ; EM = extrait méthanolique ; EAE = extrait

d’acétate d’¢thyle ; Arg = arginine
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Figure 19:Evolution moyenne des drépanocytes en fonction du temps a la

concentrations de 10 mg/ml
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Tableau VIII: Pourcentage de drépanocytes en fonction du temps a la

concentration de 5 mg/ml

110
100 —-
90 —-
80 —-
70 —-
60 —-
50 —-

40 4

% de drépanocytes résiduels

30

20

Temps Témoin(%) | EM (%) EAE (%) | Arg (%)

(mn)

TO 45,58 100 100 100

T30 55,88 58,86+2,43 | 62,29+0,55 | 59,00+0,7

T60 69,11 42,01+£1,19 | 58,27+0,54 | 51,00+0,5

T90 88,23 30,06+0,92 | 37,34+0,54 | 47,00+0,9

T120 100 22,47+1,48 | 33,71+0,71 | 39,00+0,3
—=— temoin
—e—EM
—A— EAE
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temps en minutes

Figure 20:Evolution moyenne des drépanocytes en fonction du temps a la

concentration de Smg/ml




Tableau IX: Pourcentage de drépanocytes en fonction du temps a la

concentration de 0,5 mg/ml

Temps Témoin EM EAE Arg
(mn)
TO 45,31+0,60 | 100 100 100
T30 60,93+0,80 |59,41+0,83 | 76+1,41 |80,76+0,75
T60 76,56+0,90 |50,19+4,44 | 54+1,41 |61,53+0,85
T90 87,5+1,40 3431+1,39 |44,5+0,71 | 46,15+0,9
T120 100 28,03+1,94 | 39,5+0,71 | 30,76+1,4
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Figure 21:Evolution moyenne des drépanocytes en fonction du temps a la

concentration de 0,5 mg /ml
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I1-2- Discussion
e Rendement
I’extrait méthanolique total des feuilles de C. glutinosum donne un rendement
¢gale a 7,45 % proche de celui obtenu par Amadou [2005] qui est de 7,69 %
(rendement obtenu avec les écorces de tronc et racines de C. glutinosum).
L’extrait d’acétate d’éthyle donne un rendement trés faible (0,55) comparé a
I’extrait méthanolique. Ceci s’explique par le fait que le méthanol est plus
polaire que 1’acétate d’éthyle et donne par conséquent un rendement d’extraction
plus élevé.
e Screening phytochimique

Le screening phytochimique montre une forte présence de composés
polyphénoliques révélés par le perchlorure ferrique (FeCl;). Ces derniers sont
essentiellement constitués de tanins hydrolysables (figure 14) et de flavonoides.
En effet d’apres une étude effectuée par Akino et ses collaborateurs en 1994,
quatre tanins galliques ont été isolés de la plante : la combreglutinine, le 2,3-(S)-
hexahydroxyphenoyl-D- glucose, la punicalline et la punicalgine. Ces composés
polyphénolyques sont des substances reconnues pour leur propriété
antioxydante [Traoré, 1999]. En plus des tanins et des flavonoides, des
saponosides ont été¢ également mise en évidence, cependant on note une absence
d’alcaloides. Pour la mise en évidence des alcaloides on a effectués, en plus des
tests chimiques, la chromatographie sur couche mince qui s’est révéle neégatif.
Ces résultats sont confirmés par [Albagouri 2014, Yahaya 2012] lors de leur
screening phytochimique réalisés sur les feuilles de C. glutinosum. La seule
différence est qu’ils ont révéle €également la présence d’alcaloides. Ceci peut étre
expliqué par la nature différente des solvants utilisés, la période de récolte des

feuilles ainsi que le type de sol ou la plante a poussée.
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La caractérisation des saponosides (figure 16) donne un indice de mousse égal a
100, inférieur a celui obtenu par Amadou en 2005 avec les écorces de tronc
(143,33) et de racines (500). Ces substances, comme les tanins, sont
présentes dans la plupart des espéces de Combretum et peuvent Etre
responsables de [1’activit¢ antibactérienne [Kerharo et Adam, 1974 ;
McGaw et al, 2001 .
Les flavonoides ont ét¢ mis en évidence a 1’aide de trois réactifs : alcool
chlorhydrique, alcool isoamylique, et copeaux de magnésium. Ils justifient en
partie 1’action diurétique (Pousset, 2004).

e Dosage des composés phénoliques totaux
Le dosage a été effectu¢ selon la méthode de Folin-Ciocalteu. Apres lecture au
spectrophotometre de notre extrait méthanolique nous avons eu une absorbance
¢gale a 0,233. Cette absorbance nous a permis de calculer la teneur en composés
phénoliques totaux (TPT) de notre plante qui est de 150 mg EAG / g de matiére
seche. Ces résultats sont meilleurs que ceux obtenus par [Yahaya, 2012]. En
effet, il a obtenu une TPT égale a 130 mg EAG/g de mati¢re seche. Ces valeurs
montrent une teneur élevée en composés phénoliques si 1’on compare C.
glutinosum a d’autres combretacées. En effet, d’apres les ¢tudes de Kabran en
2012, le C. paniculatum présente une TPT ¢égale a 14,42 mg EAG/ g de matiere
seche. Les ¢tudes de Karou en 2006 sur le C. micranthum ont donné une TPT
¢gale a 37,80 mg EAG / g de maticre séche. L’ extraction par le méthanol influe
¢galement sur le rendement de 1’extraction.

e Résultats des tests biologiques
Seuls les extraits méthanoliques (EM) et d’acétate d’¢thyle (EAE) présentent
une activité  antifalcémiante. Les  extraits  dichlorométhaniques et
cyclohexaniques ont donné des résultats négatifs.

# A la concentration la plus élevées (10 mg/ml), ’EM présente un

pourcentage de réversibilité de la falciformation a Ty supérieur a 80%. Il

a la plus grande activité antifalcémiante (figure 18). Ceci peut étre justifié

.



par le fait que le méthanol est le solvant le plus polaire parmi les deux
solvants utilisés et a donc un pouvoir extractible plus ¢levés. La référence
donne un pourcentage de réversibilit¢ a Ty environ égale a 75%
légerement inférieur a celui de PEM. L’EAE est moins actif que ’EM et
montre un retour de falciformation environ égale a 70%.

+ A 5 mg/ ml (figure 19) les pourcentages de réversibilité a T,y de 'EM
(77%) et de ’EAE (65%) restent €levés mais diminuent par rapport aux
valeurs obtenus avec les concentrations précédentes. Cependant I’EM est
toujours plus actif que la référence (75%). On peut également souligner
un effet dose dépendant car plus la concentration augmente plus le
pourcentage de réversibilité est importante.

£ A 0,5 mg /ml ’extrait méthanolique reste toujours plus actif. Dés la 30°™
minute on note un pourcentage de réversibilit¢ de plus de 60% contre
25% pour D’extrait d’acétate d’éthyle et 20% pour la référence. A Ty
I’extrait méthanolique et la référence ont presque le méme pourcentage de
réversibilité (environ 70%) alors que D’extrait d’acétate d’éthyle donne
une reversibilité de 60%.

A toutes les concentrations nous observons que la meilleure réponse est
toujours observée pour I’extrait méthanolique. Les extraits acétate d’éthyle,
arginine sont les moins actifs face a la réversibilité de la falciformation. La
dominance de [Dactivité de [’extrait méthanolique pourrait étre liée a la
présence de flavonoides qui sont de véritables antioxydants. Les flavonoides
sont impliqués dans I’inhibition des effets déléteres des espéces réactives
de I’oxygéne produites au cours de la drépanocytose. Dans la littérature, il a
¢té démontré que les flavonoides tels que la myricétine, la quercétine et la
rutine ont des effets protecteurs contre les especes réactives de ’oxygene. De
plus, les flavonoides améliorent la fonction endothéliale en permettant
I’activation de la synthése de I’oxyde nitrique vasorelaxant pouvant donc

jouer un role important dans le traitement de la drépanocytose.




La vaso-relaxation entraine une meilleure circulation sanguine, ce qui permet

d’éviter la survenue de crises vaso-occlusives [Seck, 2015].

Une des principales caractéristiques de la [drépanocytosg est la production d'une

grande quantité de radicaux libres conduisant a un stress oxydatif sévere et la
consommation de monoxyde d'azote par les radicaux libres d'oxygeéne. Le stress
oxydatif affecte également le rapport Fe’"Fe®', trés élevé dans les drépanocytes
et impliqué dans 1'hémolyse [Pius 2016]. L'identification des propriétés
antioxydantes d’une plante indiquerait sur son action favorable sur la prise en
charge de la drépanocytose. En effet, nous avons démontré in vitro que I'extrait
meéthanolique de la poudre de feuilles de Combretum glutinosum inhibe 1'activité
du radical DPPH avec une Cls, de 0,65 contre 0,163 pour l'acide ascorbique. La
teneur en composés polyphénoliques déterminée a partir de la courbe
d'étalonnage de l'acide gallique est de 150 mg EAG / g. Ces résultats montrent
que l'extrait méthanolique agit ¢galement sur la réduction du stress oxydatif

engendré par la drépanocytose.



http://www.rapport-gratuit.com/




La drépanocytose ou anémie falciforme est une maladie héréditaire récessive
autosomique touchant les globules rouges. Elle induit la formation d'une
hémoglobine anormale : HbS. Cette anomalie résulte d’une substitution de
'adénine par la thymine dans le codon 6 du géne de la chaine B de la globine
entrainant la substitution d'un acide glutamique par une valine dans la chaine
protéique. Cette altération de la protéine provoque une déformation du globule
rouge en forme de faucille dans certaines conditions.

La drépanocytose reste la plus fréquente des hémoglobinopathies dans le monde
avec environ 120 millions de personnes atteintes. En Afrique, elle est ’anomalie
génetique la plus fréquente avec 10 a 40 % de porteurs de ’HbS. Au Sénégal,
1,2 million de personnes sont porteurs du gene de la maladie soit 10% de la
population avec pres de 1 700 naissances d’enfants présentant la forme grave de
la drépanocytose c’est-a-dire la forme SS.

Cette anomalie de I’hémoglobine entraine des crises vaso-occlusives qui se
manifestent par I’anémie, la douleur, la fievre, la jaunisse. Lorsqu’elle n’est pas
prise en charge, la drépanocytose peut engendrer de nombreuses complications
comme des accidents vasculaires cerébraux, des ulceres de jambes, des
rétinopathies, des complications ostéoarticulaires.

Le traitement de cette pathologie est, de nos jours, essentiellement
symptomatique. C’est pourquoi il faut insister sur la prophylaxie en effectuant
d’abord le test prénuptial avant le mariage ou alors éviter les facteurs favorisant
les crises tels que le froid, I’hypoxie, les voyages en hautes altitudes...
Combretum glutinosum est 1’espece de Combretum la plus répandue au
Sénégal et la plus prescrite par les thérapeutes traditionnelles dans le
traitement des affections courantes sur 1’ensemble du territoire.

L’objectif général de notre travail était d’évaluer les activités antifalcémiante et
antioxydante des feuilles de Combretum glutinosum. Pour ce faire il a fallu
passer par quelques objectifs spécifiques que sont :

» Larécolte, le séchage et le broyage des feuilles de Combretum glutinosum




» La macération de la drogue par quatre solvants de polarité décroissante
(méthanol, acétate d’éthyle, dichlorométhane, cyclohexane)

» La filtration et I’évaporation des macérés afin d’obtenir les résidus secs ce
qui nous a donner les rendements suivants: 7,45% pour D’extrait
méthanolique (EM), 0,55% pour I’extrait d’acétate d’éthyle (EAE), 2,42%
pour D’extrait dichlorométhanique (ED) et 3,15% pour [’extrait
cyclohexanique

» Le screening phytochimique qui a permis de caractériser plusieurs
groupes chimiques a savoir :

- Les composés phénoliques
- Les tanins
- Les flavonoides

- Les saponosides

» L’étude de I’activité antioxydante qui a abouti a la détermination de la
Clsg de I’extrait méthanolique des feuilles de notre plante (0,65mg/ml)

» Le dosage des composés phénoliques totaux qui a donner une teneur T =
150 mg équivalent d’acide gallique (EAG)/g d’extrait sec. Ceci est une
valeur ¢élevée comparée a d’autres especes de Combretum telles que C.
micranthum et C. punicalatum d’apres des €tudes faites sur ces plantes.

» Enfin les tests sur ’activité antifalcémiante :

Seuls les extraits méthanolique et d’acétate d’¢thyle présentent une
activiteé antifalcémiante. En effet le méthanol et ’acétate d’éthyle sont des
solvants tres polaires et possedent un pouvoir extractibles élevé.

A toutes les concentrations testées, 1’extrait méthanolique donne les
pourcentages de réversibilité des drépanocytes les plus élevés a T.Ceci
s’explique par la présence dans cet extrait de quantité importante de
flavonoides qui sont de véritables antioxydants et qui améliorent

¢galement la fonction endothéliale en permettant [’activation de la




synthése de I’oxyde nitrique, vasorelaxant pouvant donc jouer un role
important dans le traitement de la drépanocytose. En effet la vaso-
relaxation entraine une meilleure circulation sanguine, ce qui permet
d’éviter la survenue de crises vaso-occlusives.
- A 10mg/ml on note, pour I’extrait méthanolique, un pourcentage de
réversibilité des drépanocytes environ égale a 80% contre 70% pour
I’acétate d’éthyle
- A 5mg/ml I’extrait méthanolique provoque un retour de falciformation
de 78% des drépanocytes contre 67% pour I’extrait d’acétate d’éthyle.
- A 0,5mg/ml 72% de drépanocytes retrouve leur forme normale a T,
contre 61% pour 1’acétate d’éthyle.
D’apres ces données on observe un effet dose-dépendant peu significatif,
néanmoins ’activité antifalcémiante reste élevé pour toutes les concentrations
testées. On peut donc dire que les extraits méthanoliques et d’acétate d’éthyle
possedent un fort pouvoir antifalcémiant. La comparaison de 1’activité de la
référence utilisée (Arginine) avec celle de nos extraits a révélé que ces dernicrs
¢taient généralement plus actives.
Ces travaux constituent un premier pas fructueux dans 1’étude des activités
antifalcémiante et antioxydante des feuilles de Combretum glutinosum. 1ls
doivent étre poussés afin de détecter les groupements chimiques impliqués dans
la réversibilité des drépanocytes et €lucider leurs mécanismes d’action. L’étude

toxicologique des extraits doit tre également menée.

Tous ces travaux pourront aboutir a la mise en place d’un phytomédicament a
partir de Combretum glutinosum seul ou en association avec d’autres plantes
aussi utilisées dans les crises vaso-occlusives, a I’image du Faca au Burkina

Faso et du Niprissan au Nigeria.
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