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Chapitre 1 :

INTRODUCTION



La drépanocytose constitue I'une des hemoglobinopathies les plus répandues dans le
monde. Elle représente un veritable probleémne de santé publique. Au Mali, la prévalence de la
drepanocytose homozygote dépasse 1 % (33). celle de la forme hétérozygote est estimee a
11.85 % (15).

S1 les aspects moleculaires de cette anomalie de {'hémoglobine et la physiopathologie de
la maladie sont actueltement bien connus, le traitement de fond de l'affection demeure pour les
praticiens un véritable defit Parmi les multiples medicaments proposés en traitement
symptomatique ou préventit de fa crise drépanocytaire. aucun n'a fait sa preuve dans le cadre
d'etudes controlées. La maladie drépanocytaire reste une maladie invalidante qui pose des
problemes socio-économiques certains dans nos regions. Le colt moyen du traitement d'une
crise drépanocytaire en service de pédiatrie a Bamako atteint 30 000 F CFA (37).

Fagara xanthoxyloides (Lam) est un petit arbuste des savanes préforestieres tres
répandu dans de nombreux pays de I'Afrique tropicale dont le Mali. Les vertus
antidrépanocytaires de cette plante ont éte pour la premiere fois étudices en 1971 par
Sofowara (50). Depuis, plusteurs études ont ¢été consacrées aux aspects fondamentaux de son
activité anttdrépanocytaire in vitro.  Chez 'homme, l'inocuité de l'extrait de Fagara a ¢t¢ bien
demontrée par voie orale.

Hormis I'é¢tude de Quattara et collaborateurs (38), peu de travaux ont compare
I'efficacite de cette plante a celle des molécules prescrites actuellement par les praticiens en
periode de crise aigué 1 a eté rapporte récemment que le Kétoproféne est une molecule ayant
une efhicacité nettement supérieure a celles d'autres drogues utilisées jusqu'alors dans le
traitement de la crise douloureuse aigué (47). 1l nous a semblé intéressant de comparer
l'activité¢ de Fagara xanthoxyloides a celle de cette molécule dans le traitement de la crise
douloureuse aigiie chez le drépanocytaire Pour ce fatre, nous nous sommes fixés les objectifs

qui suivent.



Chapitre 11 :

Hypothese et objectifs de travail



- Hypothdse de travail :
Si Fagara xanthoxyloides (Lam} a une activite antidrépanocytaire efficace, son

admimistration chez le malade drepanocytaire en crise aigué douloureuse doit entrainer un effet
de sédation au moins égale a celui d'une molécule de réterence.

2- Objectifs :

2-1- Objectif général :

Demontrer l'efficacité d'un extrait de Fagara xanthoxyloides dans le traitement de la
crise douloureuse osteo-articulaire du drépanocytaire.

2-2- Objectifs spécifiques :

- Tester au sein de 2 groupes l'efficacité de l'administration d'un extrait de Fagara
xanthoxyloides (Lam) versus Kétoproféne par I'évaluation de la douleur ostéo-articulaire, de
I'intensite et de la duree.

- Préciser l'évalution du phenomeéne de falciformation et decrire les paramétres hématologiques
dans les 2 groupes.



Chapitre 111 :

Généraliteés



1- Rappels sur la drépanocytose

1-1 Définition et historique:

l.a drepanocytose (du grec drepanos = faucille} est une hemoglobinopathie  qui se
caractérise par la présence d'une hemoglobine pathologique. Fhemoglobine S
responsable d'une forme particuliere des globules rouges (37).

Elle est I'nemoglobinose la plus anciennement connue puisqu'elle fut décrite pour la
premiere fois en (910 par Herrick (23). C'est dans cette maladie que Pauling et Itano
découvrirent pour la premiere fois une hémoglobine pathologique qui fut initialement désignée
par la lettre B ¢t qui actuellement est dénommeée hemoglobine S (sickle = faucille) (42).

Cette hémoglobine pathologique est facilement detectable par les techniques usuelles de
I'electrophorése

La morphologie des hématies est trés particuliere, en faucille ou en croissant de lune
qut n'existe pas habituellement du moins de fagon permanente dans le sang circulant, mais qui
apparait in vivo ou in vitro dés que les hématies sont privées d'oxygene.

Emmel. en 1915, découvre et étudie le phénomene de la falciformation provoqueée
(14).

Neel en 1947 précise le mecanisme de la falciformation (35).

1-2- Epidémiologie de la drépanocviose :

1-2-1 Répartition géographique :

Les noirs africains de la ceinture "sicklemique” qui se situe entre le |5¢éme parallele de
latitude Nord et lc [5éme paralléle de latitude Sud sont les plus touches par la maladie
puiqu'on trouve dans la population des taux de prévalence atteignant 40 % (§7).

En Afrique de I'Ouest on rencontre 5 a 20 % de porteurs de l'anomalie drépanocytaire.

I.a drépanocytose est également fréquente chez les noirs americains ( 10 % ) et dans les
Antilles frangaises { 12 % ). La prévalence est plus faible au Moyen-Orient. en Turquie et en
Grece. Ces regions ou on trouve des prevalences faibles sont des foyers sécondaires. apparus

du fait des pheénomenes migratoires. Le foyer originel de la drépanocytose est I'Afrique

1-2-2 Relation entre drépanocytose et paludisme :

Des 1974, Lehman et Huntsman remarquent une coincidence entre les zones de forte

endémie drépanocytaire et les zones d'infestation par le Plasmodium falciparum et posent le
probleme de la relation entre ces deux pathoiogies d'origine différente. Des expériences faites
par Tragger et Jensen sur les cultures de parasites et l'infestation des globules rouges in vivo

par Wetherall et d'autres auteurs permettent de conclure que les globules rouges contenant de

o



themoglobine S présentent une différence d'infestation par rapport aux globules rouges
normaux (43, 44. et 59). 1l semble que la présence dhemoglogine S soit defavorable a la

prolifération de Plasmodium falciparum. Ceci pourrait expliquer [a prévalence élevée du géne

dans les zones d'endemie palustre (5).

1-3- Genetique de la drépanocvtose :

La drépanocytose est génétiquement une mutation des génes de structure qui codent
pour la synthese des chaines béta de 'hémoglobine ; 1a mutation intéresse le codon codant pour
la synthese du sixiéme acide aminé de la chaine béta Au niveau de ce codon une adénine est
remplaceée par une uracile (58) . Cette mutation est transmise selon un mode autosomique
codominant. Pour le clinicien, cette affection est recessive car seuls les homozygotes sont
gravement malades. Pour le biochimiste, elle est dominante car I'hémoglobine S est identifiable

aussi bien chez les hétérozygotes que chez les homozygotes (37) .

1-4-Pathogénie :

La drépanocytose est une maladie liée a une anomalic de structure des acides aminés

Elle est caracterisée par le remplacement du sixiéme acide aminé des chaines béta .
normalement 'acide glutamique | par la valine (o,[3,,0glu = val). Cette substitution d'acide
aming est conditionnée par une modification du triplet du nucléotide codant pour l'acide

glutamique.

1-5- Physiopathologie :

Les conséquences cliniques et hématologiques des anomalies structurales des chaines
globiniques sont variables. Dans la plupart des cas et en particulier dans la drepanocytose,
l'anomalic hémoglobinique provoque une modification de [a forme ou de [a consistance des
globules rouges qui entraine une destruction prématurée des hématies qui est a l'origine de la

symptomatologie hemolytique de cette hémoglobinopathie (29).

1-5-1- Formes hématologiques selon le génotvpe :

On distingue 5 génotvpes qui réalisent 3 formes de drépanocytoses :

- la forme majeure anémique :

drépanocytose  homozygote (SSFA2), béta thalasso-drepanocytose dans sa forme
Shéta® thalassemie (SFAZ2)

- la forme majeure non anémique :

drépanocytose double heterozygote (SC). thalasso-drépanocytose dans sa forme

Shéta+ thalassémie (SAFAZ2)

- Forme asymptomatique :

('est la drépanocytose hétérozygote ou trait drépanocytaire AS.



1-5-2- Mecanisme de la falciformation :

L'hemoglobine S posséde une propriété facheuse qui conditionne toutes les
manifestations pathologiques. Elle a tendance a se prendre en gel tactoide lorsqu'il v a une
baisse de la pression en oxygéne. Les hématies sont alors déformées en faucilles ou bananes
(drépanocytes), se prennent en masse et forment un thrombus . ce qui explique la
symptomatologie plus thrombosante qu'hémolytigue .

Cette déformation falciforme est réversible ; les globules rouges reprenant leur forme
discoide normale si le sang est réoxygéne  La gélification se produit pour une concentration
d'Hb S dépendant des conditions physico-chimiques, de 'hématocrite et du taux des autres
hemoglobines présentes (la concentration nécessaire est plus elevée en présence d'Hb ¥ que
d'Hb A, moins élevée en présence d'Hb C). Chez les hetérozygotes, fa concentration intra-
érythrocytaire de I'Hb S est trop faible pour que la falciformation se produise in vivo, sauf dans
certaines circonstances exceptionnelles. En revanche, chez les homozygotes. elle se produit
dans les capillaires lorsque la pression partielle en oxygene (PO, ) est inferieure a 45 mm de Hg.

Elle est favorisée par l'acidose. la deshydratation, I'élevation de la température. les

infections, I'hypoxie, l'exposition au froid, 'anesthésie mal controlée, Veffort physique excessif

1-5-3- Crise vaso-occlusive :

En cas de prvation prolongée d'oxygene, la déformation falciforme devient
irréversible, Je drépanocyte perd alors sa déformabilité et devient une cellule rigide inapte a la
circulation dans les petits vaisseaux. Il s'aggiutine et determine locclusion de la

microcirculation et des infarctus déclenchant ains1 la classique crise vaso-occlusive.

1-5-4-Hémolyse

Les globules rouges falciformes de fagon irréversible sont fixes et détruits rapidement
par les elements du systeme réticulo-endothélial d'ou I'hyperhemolyse. Cette hemolyse
exagérée aura pour conséquence l'ictere, les lithiases biliaires. les anomalies osseuses, parfois
I'msuflisance medullaire par eryihroblastopénie.

Toute la symptomatologie de la drépanocytose est conditionnée par les deux
phénomenes de l'hyperhémolyse et des microthromboses, qui dépendent tous deux de la
mauvaise solubilité de la desoxyhemoglobine entrainant la formation des drépanocytes.

L'hémolyse et la thrombose vasculaire créent un cercle vicieux que matenalise le
schéma suivant :

Falciformation = ischemie = hypoxie = acidose — falciformation.

Ce qui entretient et aggrave les troubles.



2- Cractéristiques de Fagara xanthoxvloides (Lam) :

Fagara xanthoxyloides appartient a la famille des Rutacées.

Les Rutacees sont des plantes souvent ligneuses qui ont des poches sécrétrices
schizolysigenes Cette famille compte plus de 700 espéces en grande partie arborescentes et
appartenant aux pays chauds. Suivant les variations de l'ovaire et du fruit, les Rutacées se
divisent en 3 sous familles :

- Les Rutoideées.

- Les Toddalioidées.

- Les Aurantinoidées

Le genre zanthoxylum est une sous famille des rutoidées

2-1-Synonymes:
- Fagara zanthoxyloides (Lam)

- I'agara senegalensis (DC) A chev
- Zanthoxylum senegalense (DC) A chev
- Zanthoxylum polyganum Schum

- Zanthoxylum (Fagara) zanthoxyloides Waterm

2-2- Description botanique :

Fagara xanthoxyloides {L.am) est un petit arbre de 5 3 6 m de hauteur,

Les feuilles sont alternes, composées- imparipennées. comprenant 5 a 9 paires de
folioles. Celles ¢i sont glabres, entiéres, en coin a la base. arrondies et souvent émarginées au
sommet ce qui permet de différencier Fagara xanthoxyloides (Lam) d'autres espéces a folioles
acuminées.

Les rameaux. le rachis et parfois la nervure mediane portent de grosses ¢pines
recourbécs.

Les fleurs, groupées en panicules terminales. sont petites, blanches, pentameres,
unisexuées par avortement

Les fruits de la grosseur d'un pois, sont des capsules s'ouvrant par deux valves et
contenant une seule graine d'un beau noir brilfant.

[.es tiges se présentent sous forme de fragments cvlindriques de 3 a 5 cm de diametre.

Le bois est jaune clair ( d'ou le nom de_xanthoxylum }, trés dur, la moelle est a peine
visible.

L'écorce, relativement mince de 2 a 3 mm, d'un brun legérement violace, est assez lisse:
la saveur de I'écorce est amere . la mastication entraine un picotement de la langue et un

accroissement de la salivation.



Les racines mesurent 2 a 4 ¢cm de diametre : le bois est jaune, a texture compacte,

f'ecorce est peu épaisse ( 1 a 2 mum ) se détachant facilement ; la surface externe. brun-clair,

striée Jongitidinalement. sillonnée transversalement, présente de place en place des taches

jaunes vives.

La saveur, plus intense que celle de la tige, est aromatique, puis ameére ¢t poivrée (4)

2-3-Noms vernaculaires

Le tableau ci-dessous indique les noms vernaculaires selon les pays (10).

Pays Ethnies / Dialectes Appellation
Bénin Fon hé
Goun hé
Yoruba igui ata
Congo Bambara | wankare
Mali Bambara WO | g0zZo-ngua W
Malinke WO
Peulh bulébarkelé ; barkeley
II\Tger Haoussa fasakwart
Egéria Yoruba igui ata ; ata
Senégal Bambara W w0 , ROZO-ngua
Wolof guene gui deg
Toucouleur dori
@0 Diola diembereng niseédet
Diola fogny bbusan
Niom inok
Peulh barkeley : bulebarkele
Serere noc ; samatino
Socé nden : horapolé ala
Wolof dengidek ; gémdec , nden ; horapolé ala
Akassélem bidjakogoro
AKpossa owlawu
Bassa dikambidjumbi
Moba djomédiaq
Tem abalatchang' ai

2-4- Habitat et distribution géographigue ;

Espéce des savanes préforestiéres et des fourrés littoraux, répandue en Afrique
tropicale dans l'aire des massifs forrestiers guinéo-congolais, Fagara xanthoxyloides (Lam) est
connu au Ghana, au Mali, en Céte d'Ivoire, au Nigeria, au Sénégal, au Togo et au Bénin 1l
pousse spontanément en Afrique et de préference dans les sols frais et humides.
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2-5- Composition chimique :

2-5-1 Coustituanis des feuilles :

Groupe de substances

Substances tsolées

Références

Huiles essentielles

Dipenténe
Linalo!
Methyl nonyi-cétone

Stamm (1984)

ir

1]

Coumarine

Bergaptene

2-5-2 Constituants des tiges :

Groupe de substances Substances isolées Références
Gomme Arabinose Stamm (1984}
Galactose "

Ac-4-0- méthyl glucuronique
Acide aldobiuronique

n

Torto (1966)

2-5-3 Constituauts des fruits :

Groupe de substances

Substances isolées

Références

Huiles essentielles

M¢éthyl nonyl-cétone
Linalol

Ester caprique

Ester acétique
Sesquiterpenes

Stamm (1984)

Coumarines

Xanthotoxine
Bergaptene

Kerharo (1979)
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2-5-4 Constituants des racines :

Groupe de substances Substances isolées Références

Alcoloides 3-dimethyl allyl 4 méthoxy 2-quinone Stamm (1984)
Skimmianine Paris (1947)
Berberme Hegnauer
Chélérythrine !
Artarine (9-éthoxychelérythrine) Paris (1947)
Angoline (9-méthoxychélérythrine) Palmer (1956)
Fagarine Messmer (1972)
Magnoflorine Hegnauer

N-méthylcorydine
N-methyl isocorydine

Tembetarine
Candine-6-one Sofowora (1975)
Lignane Fagarol Thoms (1911)
Sésammne | et - Kerharo (1973)
Phénol Xanthoxylol Eshiet (19606)
Amide N-1so-butyldécadiennamide Bowden (1963} in
Hegnauer
Acide phenol Ac-2-hydroxyméthyl benzoique Sofowora (1975)

Acide vanillique
Ac p-hydroxybenzoique

Les écorces de racines ont ete €tudiees des 1887 par Giacosa et Marari qui 1soléerent
deux substances alcaloidiques (18). La principale, amorphe, de formule brute C21H2304N. fut
appelée par les auteurs artarine, du nom "artar" en italique donné a la drogue. Quant a la
seconde, base existant en trés faible quantité, elle était caractérisée en particulier par sa couleur
rouge sang . Par la suite Paris el Moyse-Mignon rapprochent de ['artarine une substance
alcaloidique {du groupe de la berbérine) obtenue sous torme de chlorhydrate pur, pour laquelle
ils proposent la formule C23H250sN (41). Ils pensent en outre avoir isolés la base rouge sang
pour laquelle ils proposent la formule brute CisH2407N et la dénomination fagaridine. Pour
Torto et coll : l'artarine ou substance Az est un artefact qu'ils ont identifiés par son spectre a la
9- ¢thoxy chélérythrine groupe de la benzophenanthidine (56).

Plus récemment (1969). en confirmant la présence de skimmianine dans les ecorces de
racine du Ghana les mémes auteurs y ont isolé la dihydro-cheleérythrine et confirme la présence
de chélérythrine.

Qutre les bases tertiaires et quaternaires (8), les écorses de racines renferment une

substance non azotée dénominée fagarol qui ful séparée par Priess en 1909 (45) avani d'étre

12




obtenue a I'état cristallise par Thoms et Priess en 1911 (54). La formule brute exacte C20HizOc
lui fut alors assignee.
Le N-isobutyl décadiene amide est un 1éger anesthésique local des muqueuses et donne

la saveur piquante aux eécorces de racine.



2-6- Donngées pharmacoloegigues connues :

Extrait Méthodes de culture Résultats Références
Extrait aqueux de racine |Méthode des plaques|Z.z preésente des | El Said (1971)
strices sur la flore| propriétés
buccale antibactériennes

Extrait aqueux de racine

Meéthode des boites
de pétri, en cupules
sur la flore buccale

Zone d'inhibition en mm:
-gélose au sang: 11.5
-gélose nutritive: 11

El Said (1971)

Extrait aqueux de racine

Meéthode des boites
de pétri, en cupules
sur 1a flore buccale

Zone d'inhibition en mm:
-gélose au sang; 23
-gélose nutritive: 23

Fadulu

Xanthotoxine

Sur poisson

Substance ichtyotoxique
aux concentrations de
1/100.000

Stamm (1984)

Extrait aqueux de racine
et fractions

Méthode des boites
de pétri, en cupules
sur la flore buccale

Activité  antimicrobierne
attribuee a 4 alcoides:
-canthine-6-one

Odebivyi (1979)

-chélerithrine
-berbérine et x
-les  acides phénols
interviennent aussi
Extrait aqueux de racine | Action sur hématies | Mise en évidence | Sofowara (1971}

dissous dans TC 199

en suspension dans
TC 199 +
méthabisulfite de Na

d'hématies crénelées. 5%
avec Zz. 70% sans Zz.

Mise en évidence
d’hématies falciformes
40% avec Zz, 95% sansZz

Extrait aqueux et fraction | Action sur hématies a| Le taux d'hematie | Sofowara (1971)
contenant  l'acide  2|globine A et globine S | falciforme  diminue de
hydroxybenzoique en suspension dans|75% a 30% en présence
TC 199 de l'acide 2
hydroxybenzoique
Extrait aqueux Sur sang total de|L'extrait s'est revelé Honing (1975)
malade souffrant | n'avoir aucune influence

d'anémie falciforme +
25 mg d'ext / ml

sur la transformation des
hématies {alciformes

Extrait ethere

Sur sang total HbS +
2% de métabisulfite
de Na

Diminution nette du taux
d'hématies falciformes
pour une concentration de
6. 7mg/ml

Headings {1976)

Fagaronine

Sur souris atteinte de

Prolongation de la vie de

leucémie + fagaronine | l'animal par ammal de
controle de:

- 25 mg/kg -190%

- 50 mg/ke -210%

-100 mg/kg -265%

Messner (1972)
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2-7- Données toxicologiques :

Type d'extrait Animal Résultats Référence
Extrait  aqueux  de{Culture de cellules| D 50 Isacs-Sodeye et Coll
racine 1 mg/ml d'embryons de: (1973)

- canard 0.09
- poulet 0.06
Fxtrait  aqueux  de|Oeuf embryonné de: | Dy 50 Isacs-Sodeye et Coll
racine | mg/mi - canard 0,1ai,5ml (1975)
- poulet 0,1842,3 ml
Extrait  aqueux  de] Souris 50 g/kg n'entraine | Isacs-Sodeye et Coll
racine 1,25 mg/ml aucun effet mortel per | (1975)
o0s Dy 20 g/kg/Ip
Extrait  aqueux  de| Souris Dy 30: 8 g/kg/lv Isacs-Sodeye et Coll
racine 1.25 mg/ml 1,25 ml d'extrait’kg/j| (1975)
pendant 7 jours ne
provoque aucun effet
pathologique per os

2-8-Historique de I'utilisation de la plante, toxicité et action curative :

2-8-1-Historigue de l'utilisation de la plante :

La racine de “"Guene guidey" est trés utilisée au Sénégal comme frotte-dents. Elle a une
saveur piquante tres appreciée et utilisée pour calmer les douleurs dentaires et les infections.
C'est d'ailleurs en examinant les propriétés antibactériennes d'un extrait de la plante sur un
milieu de culture contenant du sang que le professeur Sofowora au Nigeria constata que le
sang sur lequel on avait déposé le "guene guideve" restait rouge trés longtemps (50). 11 en
déduisit que la plante devait empécher I'hémolyse des globules rouges. Depuis quinze ans, plus
de trente publications ont précisé l'action antidrépanocytaire de la plante c'est-a-dire le pouvoir
important qu'elle posséde de redonner aux globules rouges leur forme ronde normale chez les
malades et de permettre un meilleur apport d'oxygéne. Le principe actif de la plante a d'ailleurs
€té 1solé et des comprimes prépares au Nigeria. Une "étude comparée du traitement de la crise
drépanocytaire par le Fagara et la Dihydro-ergotoxine " a été réalisée au Burkina Faso, a

l'institut de Recherche sur les substances naturelles (38)

2-8-2-Toxicité et action curative de la plante :

La toxicité de la plante a été bien étudiée par lsacs-sodeye et collaborateurs (25).
Aucune toxicte n'existe par voie orale et elle est trés faible pour les autres voies.

Un extrait de la plante donné par voie orale, correspondant a 1 g de poudre de racine
trois fois par jour a un drépanocytaire trés malade fait disparaitre completement les crises qui
sont en moyenne de 25 par an. Les principes actifs responsables de l'action antidrépanocytaire

sont des acides dont le principal est l'acide hydroxy-méthylbenzoique et aussi le xanthoxylol.




Chapitre IV :

METHODOLOGIE DE TRAVAIL
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1- Travaux preliminaires :

Avant de procéder a I'étude de 'éfficacite de Fagara xanthoxyloides (Lam) in vivo nous

avons effectue des travaux préliminaires visant a extraire et a conditionner le produit puis &

évaluer 1n vitro son pouvoir antifalciformant

1-1- Extraction et conditionnement :

I-1-1-Extraction :
L'extrait de la plante utilis¢ dans le cadre de notre étude a ¢te obtenu a partir des

¢corces de racines recueillies par nous mémes.

1-1-1-1 Matériels utilisés :

* couteau

* mortier

* pilon

*tamis n°30 en soie
* tasse en porcelaine
* percolateur

* géluber officinal.

Cette extraction a éte faite selon la méthodologie qui suit

1-1-1-2 Technique :
- Mondation i la main :
Les écorces de racines, ont ét¢ triées afin de les débarrasser de certaines parties
mutiles.
- Dessication:
Elle a éte faite a l'air libre pendant dix jours .
- Pulvérisation au mortier:
Elle a été réalisée a I'aide d'un pilon pour l'obtention de la poudre.
- Tamisage:
Pour le tamisage, nous avons eu recours a un tamis simple en soie n” 30. La poudre
obtenue est fine et de degre de finesse identique 2 elie méme.
- Macération :
Elle consiste a laisser en contact a froid la substance avec le solvant. Elle peut étre
employée aussi conume une opération préliminaire afin d'amener les produits trés difficiles a
imbiber a un état tel que le traitement consécutif soit facilité (lixiviation). C'est cette technique

que nous avons utilisés A partir du tableau de mouillage, nous avons obtenu de l'alcool a 50° a

partir d'alcool a 90°.



*L'alcool 4 50° est obtenu en gjoutant 800 ml d'eau distillee a 1 litre d'alcool a 907 .

Nous avons pris 800 g de poudre fine d'écorce de racine + 1800 ml d'alcool a 50° pour
la maceration qui a dure 24 heures. L'extrait obtenu est soumns a l'air libre afin que le maximum
d'alcool puisse se volatiliser. Cette technique aboutit a une solution-mére trés concentrée dont
le volume est €gal a 150 ml, Ia concentration C =5.33 g/mi et le pH = 5.

*Une gamme d'étalonnage est constituée a partir de la solution-mére. Une dilution
successive a €t€ faite au quart et au huitieme.

- La lixiviation ou percolation :

Elle a consisté a faire passer le solvant ordinairement a froid, lentement, régulierement
et de haut en bas a travers un filtre la drogue convenablement divisée et disposee en couches
suffisament €paisses dans un percolateur.

Ce procede de dissolution réalise généralement I'épuisement le plus complet avec le
minimum de solvant.

Nous avons ainsi obtenu un extrait mou a consistance de miel ¢pais qui a ¢t€ repris

avec une poudre inerte (talc) pour le conditionnement en gélule.

1-1-2- Conditionnement :

Le conditionnement a été fait en gélule n® 000 ou capsule par emboitement ou encore
capsule dure de couleur rouge fournie par {a coopération pharmaceutique frangaise. Le produit
final a été introduit dans chaque gélule a l'aide d'un gélulier officinal (appareil manuel) de
maniére a obtenir un poids de 750 mg/gélule. Le gélulier se présente comune une plaque
perforée destinée a recevoir les parties inféneures des enveloppes. Les bords de celles-ci
affleurent exactement au niveau supérieur des plaques. Le remplissage se fait par arasage.
L'opération de répartition terminée, un systéme qui varie permet de soulever légerement les
demi-capsules pleines. 1l suffit d'emboiter alors les demi-capsules supérieures.

Une opération annexe consiste au nettoyage aprés remplissage des particules de poudre qui
adhérent aux parois extemes des gélules. Le nettoyage se fait par brossage manuel avec un
tissu propre.

I.e contrdle de qualité a consisté¢ a la détermunation du poids moyen de la contenance des
g€lules.

Pour ce faire nous avons pris au hasard 10 gelules et nous les avons pesé. Soit P le
poids. Chaque gelule est ensuite vidée Les dix enveloppes vides sont pesees ensemble ; soit P

leur poids. Le poids moyen du contenu d'une gelule est €gal a :
(P-P)/10

Puisque le poids est égal a 750 mg, la précision est alors de +/- 10 % (30)
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2- Etude de l'efficacité de l'extrait in vitro :

2-1-Matériel d'étude :

* Produit végétal :

Le produit veégétal est un extrait hydroalcoolique préparé a partir d'ecorces séchees,
pulverisées a l'aide d'un broyeur de laboratoire de Fagara xanthoxyloides en vue dun

“screening” chimique et des tests d'activité pharmacologiques in vitro et in vivo.

* Echantillons étudiés :
Le sang a été prelevé sans selection chez 12 drépanocytaires dges de 0 a 19 ans au
debut de leur crise dans les hopitaux de Gabriel Touré et Point "G" . [.es enfants appartiennent

aux deux sexes et sont surtout de groupes sanguins 0+ et A+.

* Métabisulfite de Na (Naz28:205) :
C'est une preparation faite extemporanément en raison de 0.5 g de NazS:20s pour 25

ml d'eau distiliée. La solution obtenue est a 2 %o.

* Bougie:
La bougie est liquefiée par chauffage. Ce qui permet de sceller les lamelles.
* Lames et lamelles de verre :
* Pipette Pasteur (ou pipette compte-gouttes)
* Tubes a essai sans anticoagulant
*Tubes a essai avec anticoagulant ( citrate en poudre)
* Prélévement sanguin :
Le sang veineux est prélevé par ponction d'une veine a 'avant-bras apres le port d'un
garrot..
*Plaque d'acetate de cellulose (laboratoire Helena)
*Micropuits
*Applicateur Helena
*Micropipettes de S pl
*Tampon Buffer HR (laboratoire Helena)
*Cuves a électrophorése
*Papier filtre
*Générateur Titan 3 (laboratoire Helena)
*Densitomeétre Quick Scan Jr (laboratoire Helena)
*Rouge Ponceau

*Méthanol pur
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*Acide acétique dilué

*Liquide transparisant (Clear Aid)

2-2- Techniques de 'étude :

2-2-1 Electrophorése de I'hémaoglobine :

Le profil hémoglobinique a été determiné par électrophorése sur acétate de cellulose
selon la technique proposee par les laboratoires Helena. Cette technique a eté réalisée en
pratique selon la procedure suivante (20)

Réalisation pratique :

Nous avons utilisé pour notre ¢lectrophorése standard le matéricl HELENA.

Les différents temps d'électrophorese peuvent se résumer ainsi

a) Nous avons preparé un culot globulaire lavé a trois reprises dans le sérum
phystologique (Nacl & 9 pour mille )

b) Le culot globulaire a ét¢ hémolyse a l'aide du réactif hémolysant spécial des
laboratoires HELENA. Cette hémolyse a été effectuée dans des micropuits analogues aux
plaques utilisées pour 'hémagglutination proposées par les laboratoires HELENA

¢) Les bandes d'acétate de cellulose ont ét¢ ¢mergées lentement dans un tampon
triborate EDTA a pH = 8.6 (tampon Supérieur Heme HELENA), pendant 20 mn puis séchées
au papier buvard juste avant I'emploi.

d) Les dépdts dhémolysat ont éte effectues sur les plaques d'acétate a 'aide d'un
apphicateur HELENA permettant de réaliser simultanément 8 dépdts homogénes sur la méme
plaque sans aucune difficuite.

e) La bande d'acétate de celluisoe est ensuite placée dans la cuve a
¢lectrophorese, dont les contacts électriques sont assurés par le tampon tnborate EDTA a pH
8,6 (ce tampon rempht d'abord les cuves latérales et impregne des bandes de papier-filtre en
contact d'une part avec les bandes d'acétate de cellulose et d'autre part avec le liquide des
cuves latérales).

f) La migration a duré 20 mn sous 350 voilts.

g) La coloration des plaques pour chaque opération, a utilis¢é du Rouge
Ponceau.

h) La deécoloration des plaques a ét¢ faite dans Vacide acétique dilue a 5 % dans
'eau simple.

i) Les plaques ont été ensuite transparisées dans une solution d'acide acétique
a 29 % contenant du meéthanol a 67 % et de Clear- Aid a 4 % puis sechées a l'aide d'un seche-
cheveux.

j) Les fractions d'hémoglobines ont été déterminées par densitométrie.
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2-2-2-Test d'Emmel :

L'application du test dEmmel aux prélevements sanguins des malades drépanocytaires

homozygotes SS en absence et en présence d'extrait hydroalcoolique de Fagara aux ditterentes
concentrations a éte réalisée en vue de la mise en évidence de son activité anti-falcémante
{(pourcentage de drépanocytes), comparativement a un blanc témoin (sans produit).

L'influence de la concentration du produit sur la falciformation de méme que sa
cinétique d'action (delai, durée, reversibilité d'action) ont été recherchee. A cet effet les
observations au microscope optique sont faites aux intervalles de temps Tis mn, T30 mn, Tas
mn, Teo mn; Too mn, Tizo mn, Ti3s mn en vue de 'observation de falciformation. Le nombre
d'hématies falciformées est noté dans un champ de 100 hematies , en fonction du temps de
contact sang-produit.

Technique :

e Ry

Sérum physiologique 100ul  Sang SS 100wl Solution a examiner (Témoin)

+ L. —

p— S

—

Extrait a différentes concentrations 100ul  Sang SS 100ul Solution a examiner

- On depose une goutte de solution (10 ul) sur la lame et une goutte de réactif au
métabisulfite de Na.

- Les deux gouttes sont soigneusement meélangées en s'aidant de l'angle de la lamelle
avec laquelle on recouvre le melange, on s'assure qu'il n'y a pas formation de bulle d'air.

- La préparation est scellée avec une lamelle en s'aidant de la bougie de maniere a
priver la preparation d'oxygene.

- La lecture de la préparation se fait aux différents temps (a I'objectif 40 x).
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3- Etude clinique :

Letude clinique a consisté en une enquéte hospitaliére

3-1-Sujets étudiés :

Notre ¢tude a porté sur des enfants et adolescents de O-22 ans tous sexes confondus
Le recrutement a €té systématique
Les malades ont €té réguliérement suivis dans le service de pédiatrie de I'hdpital Gabriel

Touré par les internes.

3-2-Les produits testés :

* L'extrait de Fagara xanthoxyloides (Lam) :

('est un extrait hydro-alcoolique obtenu aprés macération et lixiviation des écorces de
racine de fagara xanthoxyloides (L.am) initialement séchées et pulvérisees. L'extrait est ensuite
mélange avec une poudre inerte (talc) pour le conditionnement en gélules . Les gélules ont été

gardées dans des flacons étanches, secs et sertis . Le contenu d'une gélule est estime a 750mg.

*Le kétoproféne :

C'est un anti-inflammatoire non stéroidien, un antalgique, un anti-aggrégant
plaquettaire et un anti-pyretique.

Nous avons transvasé le contenu d'une gélule de kétoproféne dosée a S0mg dans une

gélule vide ayant le méme numéro et la méme couleur que les gélules de fagara xanthoxyloides.
Les ampoules injectables de kétoproféne dosées a 100mg ont et¢ également utilisces.

3-3-Méthodologie :

3-3-1 Période :
L'etude s'est déroulee de Décembre 1992 a Décembre 1994,

3-3-2 Lieux ;
Le travail a eu lieu dans les formations sanitaires suivantes:
- Hopital Gabriel Touré (service de pediatrie 3 )
- Laboratoire d'hématologie de I'école nationale de médecine et de pharmacie.

3-3-3 Echantillonnage :
Vingt malades ont fait l'objet de notre étude, ont éte considérés comme

thalasso-drépanocytaires (SF) tous les malades qui avalent une microcytose et un taux
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d'hemoglobine F supérieur ou égale a 20 %.

3-3-4 Critéres d'inclusion des malades :

- Sujets dgées de 0 a 40 ans quelque soit le sexe.

- Drépanocytaires SS. SF, SC.

- Malade n'ayant pas regu de traitement anti-falcémiant depuis plus de 72heures.
- Crise douloureuse ostéo-articulaire non compliquée.

- Obtention du consentement verbal des patients uo de leur parent.

3-3-5 Critéres d'exclusion des malades :

-Malade dge de plus de 40 ans.

- Défaillance viscérale majeure (insuffisances :cardiaque, respiratoire et hépatique )

- Douleurs non drépanocytaires.

- Crises hémolytiques pures.

- Refus du traitement.

- Malade ayant recu un traitement anti-falcemiant dans les 72heures avant son

hospitalisation.

3-3-6 Evaluation clinique de la douleur :

Elle est faite selon le protocole chnique présenté en annexe.

Ce protocole prévoyait au départ, une ¢tude en double aveugle. A cause de la raréte
des cas de malades agés de plus de 5 ans et de la contre indication du kétoproténe avant cet
age, nous avons du proceder en deux phases :

* Dans une prémiére phase, l'extrait de Fagara xanthoxyloides a été administre chez 10
premiers malades répondant aux critéres d'inclusion dans notre protocole. Les gélules de
Fagara xanthoxyloides (Lam) étaient données aux malades par nous méme, mais l'évaluation
clinique de la douleur était faite par 3 internes de médecine qui ignoraient la nature de la
médication. L'évaluation chez chagque malade etait faite par un seul interne du debut a la fin du
traitement.

* Dans une deuxieme phase, l'évaluation de la douleur a éete faite a l'aide du méme
support de données chez un groupe de 10 enfants pour qui le kétoproféne était prescrit par les

pediatres.



3-3-7 Modalités d'administration :

* Comme décrit plus haut 'administration des produits a procédé en deux phases.

*Voie d'administration :

. Le kétoprofene a éte administre en perfusion dans 500 ml de sérum sale ou glucosé les
deux premiers jours. Le relais a été pris par les gélules les jours suivants.

. L'extrait de Fagara xanthoxyloides a dans tous les cas été administré par voie orale
sous torme de gélule.

* Début du traitement :
Le traitement a débuté dés I'hospitalisation du malade apres le bifan imtial nécessaire

pour l'inclusion dans le protocole

* Doses et rythme d'administration:

Extrait de fagara xanthoxyloides :
- 1 gélule toutes les 8 h de 0 4 10 ans.

- 2 gélules toutes les § hde 11 a 22 ans

Kétoproféne :
- 100 mg toutes les 12 hde 0 a 10 ans
- 200 mg toutes les 12 hde 11 a 22 ans

* Nombre d'administration par 24 h:
- Fagara xanthoxyloides: trois

- Keétoproféne: deux

* Durée du traitement :

Les produits ont €té administrés pendant quatre jours consécutifs.

3-3-8 Traitements associés :

Une perfusion de solutés isotoniques a été décidée dans tous les cas de coma et chez
tous les enfants recevant du kétoprofene les deux premiers jours.

Les antibiotiques, les anti-paludéens , les anti-pyretiques ont eté utilisés dans certains
cas. Les antalgiques ont été egalement utilisés dans les cas ou la douleur a persisté au dela de
48 h.
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3-3-9 Bilan initial :

3-3-9-1 Clinigue :
Ce bilan clinique a eu pour but de détecter toute defaillance majeure, pouvant

representer un critére d'exclusion. Il a été fait par les internes de medecine.

3-3-9-2- Biologique :

*Hémogramme :

Un hémogramme a €té fait systématiquement chez tous les malades inclus dans I'étude
avant et a la fin du traitement. Cet hémogramme a €te complété par un dosage des
réticulocytes lorsque le taux d'hémoglobine était inférieur a 10 g/ di.

La numération globulaire a ¢éte¢ faite a l'aide d'un compteur automatique type S560. Le
dosage des reticulocytes a procédé par une numération sur frottis color¢ au bleu de crésyl
brillant.

* L'étude du type d"hémoglobine :

Pour préciser le type d'hémoglobine nous avons eu recours a une électrophorese sur
acétate de cellulose a pH = 8,6 suivie d'une étude densitometrique visant a préciser les

differentes fractions.

* Test d'Emmel :

Un test d'Emmel quantitatif a été fait avant et en fin de traitement chez tous les malades
apres un mélange a quantité égale entre le sang préleve et du métabisulfite de sodium. Ce
dosage quantitatif a consisté a numérer les drépanocytes retrouvés parmi 100 hematies IS mn

aprés le mélange.

3-3-10 Exploitation statistique des résultats :

Les tests statistiques utilisés ont €té : Chi 2 et le test exact de Ficher



Chapitre V :

Reésultats
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1- Etude préliminaire :

1-1-_Sang testé in vitrg :

Le test in vitro a eté effectue sur le sang prélevé chez 12 malades drépanocytaires
homozygotes SS.

1-2- Efficacité de 'extrait de Fasara xanthoxyloides in vitro :

1-2-1- Resultats descriptifs :

Le tableau 1 montre les pourcentages moyens de falciformation parmi les globules
rouges mis en contact avec le sérum physiologique ( blanc témoin ) et l'extrait de Fagara
xanthoxyloides (Lam) a différentes concentrations en fonction du temps.

Le pourcentage moyen des globules rouges falciformes au contact du sérum
physiologique est resté constant toute la durée de I'expérimentation.

Ce pourcentage est de 66,750 %. [l diminue lorsque les globules rouges sont en contact

avec l'extrait de Fagara. Cette diminution est statistiquement significative p= 1075 .

Tableau 1 = Pourcentage moyen de globules rouges falciformés en présence de sérum

physiologique (S) et de l'extrait de Fagara xanthoxyloides (Lam).

Tis mn T30 mn | T+s mn | Teo mn | Too mn | Tizo Tiis p1
mn mn
S 66,750 | 66,750 | 66,750 | 66,750 | 66,750 | 66.750 | 66,750 Ns
p2 S S S S S S S
X 11,000 | 13,250 | 12,667 | 10,750 | 8833 | 6,167 | 5,000 Ns

Fagara | X /4| 13,5583 | 18,167 | 20,333 | 19,167 | 18,583 | 18,500 | 17,333 Ns
X /8| 14,583 17,833 | 19,500 | 17,417 | 17,833 | 18,167 | 18,500 Ns

- p3 Ns Ns Ns Ns Ns Ns Ns

pt = probabilite de variations des pourcentages de falciformation en présence de serum
physiologique ou de l'extrait dans le temps.

p2 = comparaison entre sérum et Fagara xanthoxyloides (Lam) aux différents temps.

p3 = compare l'activite des différentes concentrations de Fagara aux différents temps.

§ = significative ; Ns = non significative.



1-2-2 Résultats analytiques :

Les tableaux 2 a 4 montrent les pourcentages moyens des globules rouges falciformes
en fonction de la concentration de Pextrait de Fagara xanthoxyloides et du temps de contact.
Quelque soit la concentration utilisée on n'observe aucune différence statistiquement

significative entre les taux moyens de falciformation en fonction du temps de contact.

Tableau 2 : Pourcentage moyen des globules rouges falciformés en présence de I'extrait pur

(X) de Fagara xanthoxyloides (Lam) a differents temps.

Temps Moyenne Variance Ecart-type

Tis X 11,000 196,000 14,000

T X 13,250 306,386 17,504

Tas X 12,667 315,879 17,773
F_" Teo X 10,750 170,932 13,074

Tos X 08,833 156,152 12,496

Tiz0 X 06,167 038,333 06,191 |
‘ Tis X 05,000 030,909 | 05,560

Test F=0,69 . p=0,66

Tableau 3 : Pourcentage moyen des globules rouges falciformés en présence de l'extrait dilue
au L /4

‘} —
Temps Moyenne Variance Ecart-type
Tis X /4 13,583 226,265 15042 |
T X /4 18,167 633,600 25,172
Tas X /4 20,333 668,242 25,850
Teo X /4 19.167 671,970 25922 |
Too X /4 18 583 677,902 26,037
Tizo X /4 18,500 635,545 25210
Tis X /4 17,333 590,061 24291

Test F = 0,09 ; p=0,99
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Tableau 4 : Pourcentage moyen des globules rouges falciformeés en présence d'extrait dilué au

1/8
Temps Moyvenne Variance Ecart-type
Tis X/8 14,583 222,269 14.921
T X/8 17,833 249 606 15,799
Tas X/ 8 19,500 387,545 19,686
Tev X/8 17,417 222,083 14,902
Too X/8 17,833 347 788 18,649
Ti2o0 X/8 18,167 443,606 21,062
Tizs X/8 18,500 508,636 22,553

Test F=008 ; p=0,99

1-2-3 Pourcentage de réduction de la falciformation :

Le tableau 5 montre les pourcentages de reduction de la falciformation par rapport au
serum physiologique. Ces pourcentages sont calculés de la maniere suivante:

Soient A = % moyen de falciformation avec le sérum physiologique

B = % moyen des globules rouges falciformés aux différents temps et avec les

différentes concentrations.
Le pourcentage de réduction = {(A - B) / A} 100 exprimé en pourcent.
1l laisse apparaitre globalement des pourcentages de réduction plus importants avec le produit
utilis¢ pur. Mais la différence observée n'est qu'apparente puisque statistiguement non

significative.

Tableau 5: Pourcentage de reduction de la falciformation a différents temps et a différentes

concentrations
Produit pur (X) Dilution (X/4) Dilution (X/8)
Tis 83.5 79.6 78,1
T30 80,1 72,7 73,2
Tas 81.0 69,5 70,7
Teo 83 8 71,2 73.9
Ty 86,7 72,1 73.2
T1z20 90,7 722 727
Tiss 925 74,0 722




1-2-4 Choix de Ja concentration pour I'essai clinigue :

Ce choix a été oper¢ sur la base des résultats ci-dessus rapportés . ne montrant pas de

différence entre le produit utilisé pur ou dilu¢.



2 Etude clinique :

2-1 Caractéristiques des sujets étudiés :

2-1-1 Répartition ethnigue :

Nos malades se répartissent entre 7 ethnies. Les ethnies predomnantes dans les 2

groupes sont les Bambara et les Malinke, comme il est classique de l'observer a Bamako
{Tableau 6)

Tableau 6: Repartition ethnique des malades

Ethnie Groupe 1 Groupe 2 Fréquence {%)
Malinké 0 5 25
Bambara 3 2 25
Sarakole 1 2 15

Maure 1 1 10

Peulh 3 0 15

Senoufo ] 0 5

Haoussa I 0 5
Total 10 10 100

2-1-2 Répartition des malades selon 1'dige ¢

Nous avons fait notre réapartition en classes d'age selon le tableau de KAIN (26). La
moyenne d'dge pour I'ensemble des malades est egale a 133,5 mois avec un maximum de 264
mois ¢t un minimum de 9 mois pour le groupe |, un maximum de 240 mois et un minimum de
36 mois pour le groupe 2. Le tableau 7 montre globalement une répartition identique dans les
3 tranches d'dge. Lorsqu'on compare cependant les effectifs des malades dans les 2 groupes et
par tranche d'dge, on constate plus de malades dgés de 0 a 59 mois dans le groupe | que dans
le groupe 2; une différence inverse est notée pour la tranche d'dge d'enfants agés d'au moins
132 mois. Dans la tranche d'dge intermédiaire on ne note pas de différence significative
(Tableau 7).
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Tableaun 7: Répartition des malades selon l'dge

Age (mois) Groupe 1 Groupe 2 Fréguence (%)
0as9 5 ] 30
60al3l 3 4 35
132 et plus 2 35
Total 10 10 100

T=5539 p<10

2-1-3 Repartition des malades en fonction du sexe :

Globalement nos malades se recrutent plus parmu les gar¢ons que parmi les filles avec
un sexe ratio égal a 1,2 . La comparaison des 2 groupes laisse apparaitre une différence de
répartition selon le sexe: on observe plus de gargons dans le groupe 1 que dans le groupe 2 et

inversement plus de filles dans le groupe 2 (Tableau 8).

Tableau 8: Répartition des malades en fonction du sexe

Sexe Groupe | Groupe 2 Fréquence {%)
Masculin 7 4 55
Féminin 3 6 45

Total 10 to 100

T=12,704 p<l10+

2-1-4 Répartition des malades selon le type d’hémoglobine :

L.e tableau 9 fait apparaitre la répartition des malades selon le type d'hémoglobine.
Globalement les formes homozygotes SS préedominent dans tes 2 groupes de malades.

Tableau 9 : Répartition des malades selon le type d'hemoglobine rencontre

Groupe / Hémoglobine SS SF SC
Groupe | 9 0 |
Groupe 2 3 |

Total 15 3 2
Fréquence (%) 75 15 10
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2-1-5 Répartition selon le groupe sanguin ABO et Rhésus :

Parmi nos malades 11 ont pu béneficier d'un groupage dans les systémes ABO et Rhésus.
Dans le systéeme ABO, le groupe O est le plus fréquement rencontre. L'antigéne D est retrouve

chez tous nos malades. Ces résultats sont indiqués dans le tableau 10.

Tableau 10 : Répartition selon le groupe sanguin ABO et Rhésus.

Groupe sanguin Nombre de cas
A+ 3
B+ 3
O+ 4
AB-+ ]
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2-2 Comparaison entre les taux moyens des paramétres hématologigues

dans les 2 groupes de malades a2 Ho et H72:

Que l'on considere le taux moyen des globules rouges, de I'némoglobine ou de
I'hématocrite, on ne constate aucune différence significative entre les malades a l'inclusion dans

letude et 72 heures apres le début du traitement (Tableau 11).

Tableau 11 : Comparaison entre les taux moyens des parametres hématologiques dans les 2
groupes de malades a Ho et H72

Ho H72
Groupe 1 | Groupe 2 | p Groupe 1 | Groupe 2
Taux d'Hb (g/d}) 7,363 8.343 Ns 7,620 8,800 Ns
Globules rouges (10712 /1) | 2,375 3,107 Ns 2,886 3,110 Ns
Hématocrite (%) 19,730 24,600 Ns 23,650 25,470 Ns

Ns = non significative
Hb = hémoglobine
2-3 Evolution de la symptomatologie dans les 2 groupes :

Le tableau 12 montre 'évolution de la symptomatologie douloureuse chez nos malades.
A l'inclusion on observe une répartition identique dans les deux groupes selon l'intensiteé de la
douleur.

Pour les niveaux d'intensité 3 et 4, on ne note pas de différence significative entre les
deux groupes de malades durant les 72 premieres heures de traitement. Pour les mveaux | et 2
il apparait une diftérence a partir de 48 heures de traitement qui devient statistiquement
significative des les 72 emes heures. Ces résultats ne sont pas modifiés lorsqu'on exclu du

groupe | les enfants agés de motins de 5 ans (Tableau 12).

Tableau 12 : Evolution de la symptomatologie dans les 2 groupes

Ho Hz4 His H72
Gl G2 p | GI G2 p Gl G2 p Gl G2 | p
I-1 10 10 Ns [0 9 Ns 4 9 Ns 0 S
I-2 10 10 Ns 10 10 Ns 7 10 Ns 0 L0 S
I-3 10 10 Ns 10 10 Ns 10 9 Ns 3 Ns
I-4 6 6 Ns 5 4 Ns 0 3 Ns 0 2 Ns

I =intensité¢ , S = significative

G = groupe Ns = non significative



2-4 Evolution du pourcentage moven de globules rouges lalciformés dans

les 2 groupes de malades 4 Ho et 72 heures :

Comme 1] apparait sur le tableau 13. le pourcentage moyen de globules rouges

falciformés ne differe pas d'un groupe a l'autre a l'inclusion dans le protocole ou au bout de 72

heures de traitement. Il n'existe pas non plus de différence entre les pourcentages de

falciformations a l'inclusion et a 72 h pour les groupes considéres séparément (Tableau 13).

Tableaun 13 : Evolution du taux moyen de globules rouges falciformes dans les 2 groupes de

malades a Ho et 72 heures.

Ho H»
G1 G2 p GI G2 p
Taux de falciformation | 83,600 84,500 Ns 67,700 81,800 Ns

2-5 Traitements associeés :

La distribution des malades dans les deux groupes en fonction des traitements associés ne

montre pas de différence statistiquement significative (Tableau 14).

Tableau 14 - Traitements associés

Traitement Groupe Groupe 2 p
Antibiotiques 3 8 Ns
Antalgiques 6 8 Ns
Antipatludéens 3 3 Ns
Antipyrétiques 4 4 Ns

Anti-inflammatoire 2 0 -
Serum saleé 6 7 Ns
Serum glucosé 6 4 Ns




Chapitre V1 :

Discussion



1- Méthodologie :

Fagara xanthoxyloides (Lam) est une Rutacée de laquelle plusieurs principes sont
extractibles.

Selon plusieurs etudes l'activité antifalcémiante de la plante est assurée principalement
par l'acide- 2 hydroxy methyl benzoique et le xanthoxylol. Ces deux principes actifs se trouvent
a des quantités identiques aussi bien dans les extraits éthanoliques que aqueux (16, 51, 38 ).

Ces donnees motivent le choix de l'extrait hydro-alcoolique dans notre étude aussi bien
pour le test in vitro que pour I'étude clinique.

Expérimentalement Fagara xanthoxyloides (Lam) est connu pour plusieurs activités
dont essentiellement son action sur la membrane des giobules rouges responsable de son
activite antifalcémiante (51)

Le chotx du test dEmmel pour l'appréciation de cette activité au cours de nos €tudes
préliminaires et chez les malades traités s'exphique par le souci de comparaison de nos données
avec celles d'études déja disponibles (38). 1l s'explique ¢galement par sa simplicité, sa rapidité
d'exécution (11, 24 )

It était important pour nous avant de passer a I'étude de procéder a un essai phase 1
pour prouver l'effet antifalcémiant de notre extrait hydro-alcoolique.

Nous avons choisi de conduire notre étude dans le service de pédiatrie de 1'hopital
Gabriel Touré parcequ'il s'agit d'un service qui regoit plus d'enfants drépanocytaires et dispose
de structures d'urgence et de suivi garantissant une prise en charge efliciente des malades.

Ce volet clinique de notre étude devait se faire en double aveugle mais les effets
secondaires potentiels de 'administration du kétoproféne chez les enfants de moins de 5 ans, la
rareté des crises ostéoarticulaires apres cet dge (57 ) expliquent que nous avons du conduire
I'étude en deux phases.

I est important de souligner toute fois qu'au cours de la premiére phase
l'expérimentateur chargé d'évaluer la cnse douloureuse ignorait la nature du médicament pris
par le malade et que pour chaque malade la douleur ¢€tait appréciée par un seul
experimentateur. Dans cette phase I'dge n'a pas constitue un critére d'exclusion car a notre
connaissance aucun effet indésirable de l'extrait de Fagara xanthoxyloides (lam) li¢ a 'age n'a
éte rapporte lorsqu'il est administre par voie orale (25)

Hormis les autres antalgiques, ce traitement a été associ€ chaque fois que cela €tait
nécessaire, a un traitement spécifique.

2- Efficacité de I'extrait de Fagara xanthoxyloides (L.am) in vitro :

L'appréciation de 'efficacité de l'extrait de Fagara xanthoxyloides (Lam) in vitro et a
différentes concentrations montre une activité anti-falcémiante trés hautement significative par
rapport au blanc témoin. Le phénoméne est apparent dés la 15¢me minute aprés le melange
entre le sang et l'extrait, Cette différence est observée jusqu'au temps 135 mn. Ces résultats
concordent avec ceux obtenus par Ouattara (38 )

Dans cette étude l'activité anti-falcémiante n'est pas modifiée en fonction de la
concentration de l'extrait. Quattara et coll (38) constatent le méme phénomene avec les
concentrations de 1% et 2%

Contrairement a ces auteurs nous n'avons pas observé cependant une perte du pouvoir
falcémiant significativement différent entre les différentes concentrations au bout de 2 h 30 mn
d'expérimentation. Nous trouvons des taux d'inhibition de la falciformation identiques a ceux
trouvés par ces auteurs a Tismn ( 83,6% et 84,5% respectivement pour nos groupes 1 et 2
contre 93% pour ces auteurs).
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Cette contradiction s'explique soit par un biais méthodologique, soit par le fait que
l'effet de saturation ne s'observe que pour des concentrations plus faibles que celles que nous
avons ¢tudiges.

3- Efficacité de I'extrait de Fagara xanthoxvyloides { Lam} chez nos malades :

3-1 Caractéristiques des malades :

La répartition selon 'age, Pethnie ou le sexe de nos malades, n'offre rien de particulier.

Cette repartition corobore les résultats des travaux antérieurs effectués dans le méme
service (57 ). La répartition dans les deux groupes montrent un age moyen plus élevé dans le
groupe 2 que dans le groupe 1. Ceci s'explique par un biais méthodologique : alors que l'age
n'était pas un critere de sélection pour le groupe 1. Seul étatt inclus dans le groupe 2 les sujets
dgés de plus de 5 ans.

La distribution de nos malades en fontion du type d'hémoglobine montre que les
drépanocytaires homozygotes sont plus nombreux. Cette distribution est celle observée par
Traoré (57 ) dans le méme service en 1992, Elle refléte les prevalences des différents types
d’hémoglobinopathies rencontrées a Bamako et la fréquence plus élevée des crises
drépanocytaires chez le sujet homozygote SS (35, 23).

3-2 Evolution de la crise douloureuse :

L'évaluation clinique de la douleur permet de noter une supériorité de l'extrait de
Fagara xanthoxvloides sur le kétoprofene chez les seuls malades dont I'intensité de la douleur
n'atteint pas le niveau 3. Quatre hypothéses peuvent étre discutées pour expliquer ce resultat -

- Un biais methodologique.

- La reversibilité des drépanocytes.

- La réversibilite des drépanocytes formés et la prévention de la formation d'autres
drépanocytes.

- La prevention de la falciformation.

Certains resultats observes au cours de ce travail plaident plutot en faveur de la 4 eme
hypothese. En effet, si I'extrait de Fagara xanthoxyloides (Lam) a un effet sur les drépanocytes
irréversibles, il devrait étre actif aussi bien dans les crises douloureuses moderces que dans les
formes graves. D'autre part, le poucentage des drépanocytes observés sur lame aussi bien dans
['étude préliminawre in vitro que chez les malades traités par l'extrait, n'est pas modifié dans le
temps. Enfin, il n'existe aucune différence significative entre nos 2 groupes de malades selon
I'age ou les traitements associés.

La corrélation entre le pourcentage des drépanocytes irréversibles et la gravite cimque
de la drépanocytose est cependant bien démontrée (7,49) et nous n'avons pas €tudié au cours
de ce travail, I'etfet de doses de l'extrait plus importantes.

La diminution du volume cellulaire et 'augmentation de la concentration en
hémoglobine constituent les prealables indispensables a la falciformation irréversible du globule
rouge (7 ). La diminution du volume cellulaire traduit des modifications au niveau de la
membrane de la cellule drépanocytaire avec perte de matériel membranaire ( 3,32) et
redistribution des lipides de la couche interne de la membrane ( 31). La conséquence de ce
phénomene est la diminution du rapport surface / volume et donc une augmentation de la
concentration corpusculaire en hémoglobine ; facteur le plus important de la polymérisation
(29). Ce phénoméne s'accompagne également d'une augmentation intracellulaire des cations
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Un traitement de fond généralisable a tous les malades drépanocytaires reste encore a
decouvrir. La drépanocytose est une maladie douloureuse, handicapante. La répetition des
crises douloureuses, Ia survenue possible et fréquente des complications rendent sa prise en
charge extrémement colteuse pour des populations en général sans ressources suffisantes et
sans
couverture sociale. Le traitement de la douleur drépanocytaire est encore mal codifie, faute du
médicament régulierement actif, Ainsi la prescription des antalgigues connus reléve souvent de
I'expérience et des habitudes du prescripteur. De fagon générale, tous les antalgiques utilisés
sont des produits importes, non accessibles a tous les drépanocytaires a cause de leur prix
élevé. Ceci explique l'intérét des malades pour les plantes locales facilement accessibles et a
moindre coiit.

Parmu ces plantes, figure Fagara xanthoxyloides (Lam) deja utilise par de nombreux
drépanocytaires maliens, mais dont l'efficacité reelle est mal cernée. C'est pourquoi nous avons
voulu conduire un essai clinique sur l'extrait de cette plante pour des actions de santé publique
au pres de notre population de drépanocytaires.

L'étude menee ici, montre que l'extrait hydro-alcoolique de Fagara xanthoxyloides
(Lam) a une activit¢ anti-falcémante in vitro. Son efficacité in vivo par rapport au kétoproféne
n'est apparente que pour les crises algiques moderees chez le drépanocytaire. Ces données
permettent de conclure que l'activité anti-falcémiante de Fagara xanthoxyloides (L.am) s'exerce
surtout au niveau de la prévention du phénomene de falciformation et que l'extrait de cette
plante peut étre intéressante en traitement de prévention des crises douloureuses du
drépanocytaire.

Ce travail ne nous permet pas cependant de savoir si les molécules anti-falcémiantes de
cet extrait ont des propriétes de se lier a 'hemoglobine comme c'est le cas pour certaines
molécules responsables d'une inhibition du phénomene initial de la falciformation ; la
polymérisation du pigment protéique. Nous ne savons pas non plus l'efficacite d'un traitement
associé et cet extrait a d'autres molécules d'action différente. C'est pourquoi nous préconisons
les récommadations suivantes :

- Le recours a des antalgiques d'action rapide et plus puissante pour les crises
drepanocytaires graves avec niveau d'intensité au moins égal a 3.

- Le développement des recherches sur la cinétique de lextrait de Fagara
xanthoxyloides (Lam) in vivo et sur ses interactions eéventuelies avec I'hémoglobine.

- La conduite d'é¢tudes contrdlées sur l'efficacité de l'extrait de Fagara xanthoxyloides
(Lam) dans la prévention des crises douloureuses osteéo-articutaires des drépanocytaires et des
complications de la maladie .

- la conduite d'essais controlés sur l'interét de l'association de l'extrait de Fagara
xanthoxyloides (Lam) a d'autres antalgiques de mécanisme d'action diftérent dans le traitement

de la crise douloureuse osteo-articulaire du drepanocytaire.

- La mise a la disposition des praticiens d'une forme galénique administrable des la
naissance.
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Chapitre VIII :

Résumeée
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(19). Lintégrité de la membrane du globule rouge chez le drepanocytaire est donc
fondamentale pour le maintien d'un taux bas de drépanocytes irréversibles dans le sang
periphérique.

Plusieurs molécules omt éte utilisées pour leur propriété de liaison avec la membrane
cellulaire. Ces molécules modifieraient les mouvements des cations responsables d'une entrée
massive d'eau dans Ia cellule dont la consequence est un gonflement cellulaire et une
diminution de la concentraton corpusculaire en hémoglobine (6.39.48) ou fluidifieraient la
bicouche lipidique (12). Les données physico-chimiques connues de l'extrait de Fagara
xanthoxyloides (Lam) autorisent a penser que son action anti-falcémiante s'exerce a l'instar de
ces molécules au niveau de la membrane de la cellule. Mais il n'existe pas d'études sur la
cinetique intracellulaire des molécules a activites anti-falcémiantes de Fagara xanthoxyloides
(Lam). On ne peut donc pas exclure une activité inhibitrice par liaison avec 'hémoglobine
comme cela est le cas pour certaines molecules rapportées par plusieurs auteurs (1, 9, 28, 46).
Aucun travail & notre connaissance n'explore cet aspect du probléme. Les données obtenues
par certaines études laissent penser en tout cas que l'activité de Fagara xanthoxyloides (Lam)
s'exerce plus au niveau du globule rouge que du vaisseau (38).
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Fiche d’'Identification
NOM L e s e s e s Age ’ ‘ ans
PRENOM .. vttt i i sttt enee e Poids [ { \ kg
SEXE ..... M I:I F I——_I Taille ‘ ‘ ‘ CTR
Ethnie ...t Profession .........c...
Description de 1'épisode actuel
Début de la crise date 1  — Lt 1 1§ heure L—L—Jh

Admission 4 1'hdépital date
Service . .iviveaa. N” 1it .....
Symptomatologie 4 1’admission :
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Spl énomégalie
Hépatomégalie
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Doooooon.
oo ododu
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Traitement associé
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- 58

Autres
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2) Autre traitement

( Classe Doses Voles Durée
‘Antibiotique

(Antalgiques

{Antipaludéensj
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Echelle algométrique

Svmptomes

HO

HE

H16

HZ4

H32

H40

H48

H56 |

H64

-1

| ]

Percepticn
douloureuse

-gémisse-
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souvent dou-
loureux.

-gémisse-
ments cons-
tants,faciés
constamment
douloureux.

Mobilisa-
tion

-Mobilisa-
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te et par-
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cerbation de
la douleur.

~-Position
antalgique
avec 1mmobi-
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totale et
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fonctionnel-
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Psychisme

-Angoisse
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ou d'agita-
tion & mini-
ma .
-Angoisse
extréme et/
ou d'agita-
tion vive.

-Quelques
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sommeil.
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Parasitologie
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Bactériologie

(Les examens bactériologiques seront prescrits en fonction de la
symptomalogie de chaque malade).
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Radiologie
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Biochimie-Hématologie

]

UR|TRANSAMI |CREA |P.AL|G.S |V.S T.EMM JEL.Hb RETICULOCYT.]
|

ALA | ASA

H56
-

HE64 X

wre |||




Serment de Galien :

Je jure, en présence des Maitre de la faculté, des conseillers, de ordre des pharmaciens
ef de mes condisciples :

Dhonorer ceux qui m'ont instruit des les préceptes de wmon art et de lear téimorgner ma
recoraissaiice e restant fidele a lenr cuseignement, d'exercer, duns Uintérét de la santé
publique, ma profession avec conscience ef de respecter non senlement la législation en vignenr
mais anssi les régles de 'honnenr, de la probité et du désintéressement |

De ne jamais onblicr ma responsabilité ef mes devairs envers la maladie et la diguité
hunenine |

Lo aucinn cas, je ne cousentirais & mtiliser mes connaissances ef Mon Stdt pour corronpre
les moenrs ef favoriser des actes criminels.

Oue les hommes m'accordent lenr estime si je snis fidéle a mes promesses ;

Onie je sois convert d'opprobre et méprisé de mes confréres si j'y manqie.



