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Summary

Context and objective. The most important
challenge in Sickle cell disease is to improve the
health status of patients in developing countries.
One of the best solutions is the development of
phytomedicine based on the knowledge of the
traditional pharmacopoeia. This study aimed to
evaluate the anti-sickling activities of crude
flavonoids extracted from the phytomedicine
Drépanoalpha® on the one hand and to determine
their chemical profiling by high performance thin
layer chromatography on the other hand. Methods.
Crude flavonoids were obtained by fractionation
of the methanolic extract by flash chromatography
(PURIFLASH COLUMN 30 SILICA HP -12.0g)
and purified using a cartridge (Polymeric
Reversed Phase) then characterized and assayed
by high performance thin layer chromatography
(HPTLC). The anti-sickling activity was carried
out using Emmel, polymerization, Fe?*/Fe®* ratio,
hemolysis and membrane osmotic fragility tests.
Results. Drepanoalpha® powder contained an
amount of total flavonoids of 8.14 mg quercetin
eqg/g extract. The total flavonoids extracted from
Drépanoalpha® have an antisickling activity (with
a maximum reversibility rate of about 90% and a
minimum reversibility concentration of 11.4
pg/mL), an increase rate of the Fe?*/Fe®* ratio of
97.0%, an antihemolytic activity with a
corpuscular membrane fragility of erythrocytes
(FCM) of 0.73 and a polymerization inhibition
rate of 77.5%. Conclusion. Findings from the
present study confirm flavonoids as a phytomarker
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Résumé

Contexte et objectif. Le défi le plus important dans la
drépanocytose consiste a améliorer 1’état de santé des
patients dans les pays en développement. L'une des
meilleures solutions est donc le développement de la
phytomédecine basée sur la connaissance de la pharmacopée
traditionnelle. L’objectif de la présente étude était d’évaluer
les activités anti-drépanocytaires des flavonoides totaux
extraits du phytomédicament Drépanoalpha® d’une part et
déterminer leur profilage chimique par chromatographie sur
couche mince haute performance d’autre part. Méthodes. Les
flavonoides totaux ont été obtenus par fractionnement de
I’extrait  méthanolique  par  chromatographie  flash
(PURIFLASH COLUMN 30 SILICA HP - 12,0 g) et purifiés
a l’aide d’une cartouche (Polymeric Reversed Phase) puis
caractérisés et dosés par chromatographie sur couche mince
haute performance (CCMHP). L’activité anti-drépanocytaire
a été mise en évidence grace aux tests d’Emmel, de
polymérisation, de rapport Fe?*/Fe®*, d’hémolyse et de la
fragilité osmotique membranaire. Résultats. La poudre du
Drépanoalpha® contenait une quantité de flavonoides totaux
de 8,14 mg équivalent de quercétine/g d'extrait. Les
flavonoides totaux extraits du Drépanoalpha® possédent une
activit¢  antifalcémiante (avec le taux maximal de
normalisation d’environ 90 % et une concentration minimale
de normalisations de 11,4 pg/mL), un taux d’augmentation
du rapport Fe?*/Fe®* de 97,0 %, une activité anti-hémolytique
avec une fragilité corpusculaire membranaire des
érythrocytes (FCM) de 0,73 et un taux d’inhibition de la
polymérisation de 77,5%. Conclusion. La pertinence des
résultats de cette étude permet de confirmer les flavonoides
comme phytomarqueur pour le contrdle de qualité et de
standardisation de cet alicament.

Mots-clés : Drépanocytose, Hémoglobine S, Polymérisation,
Méthémoglobine, Flavonoides
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Introduction

La drépanocytose est I’une des maladies génétiques a
transmission autosomique récessive induites par des
mutations des génes codant pour la synthese de
I'hnemoglobine (1). Cette anémie a cellules falciformes
est due a une mutation ponctuelle dans le géne codant
pour sa chaine béta (2) entrainant la substitution de
I'acide glutamique par la valine conduisant ainsi a la
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En République démocratique du Congo (RDC)
comme dans beaucoup de pays de I’ Afrique Sub-

saharienne 1’accés aux soins

classiques
appropriés est un probleme majeur pour les
habitants vivants dans les zones rurales a cause
de la pauvreté. L'une des meilleures solutions
pour ces populations est le développement de la
phytomédecine basée sur la connaissance de la

synthése d'hémoglobine S (HbS) au lieu de
I'némoglobine normale (HbA) (3-4). Dans leurs formes
oxygénées, I'HbA et I'HbS ont la méme solubilité mais,
dans leurs formes désoxygénées, la solubilité de I'HbA
diminue de moitié alors que celle de I'HbS diminue de
50 fois, ce qui entraine sa précipitation et sa
polymérisation intracellulaire modifiant ainsi la
structure des globules rouges qui prennent une "forme
de faucille". Ces drépanocytes ont tendance a se lyser
mais aussi a s'agréger et a obstruer les petits vaisseaux
sanguins, entrainant des complications majeures (5-6).

Le defi le plus important dans cette maladie consiste a
ce jour a améliorer 1’état de santé des patients dans les
pays en développement. L'aspect principal de la prise en
charge globale des patients est I'intervention précoce en
cas de problemes évitables, grace a des médicaments
contre la douleur, des antibiotiques, une alimentation,
une supplémentation en acide folique et un apport élevé
en liquides (7-9).

Le phytomédicament Drepanoalpha® est
administré a une dose choisie en fonction de
I'age des patients de sorte que de (6 mois a 2 ans,
Y cuillére a café ; 3 a 8 ans, 1 cuillere a café ; 9
a 10 ans, 1,5 cuilléres a café ; adultes, 2 cuilleres
a café) de poudre est infusée dans environ 80 mL
d'eau bouillante, que I'on couvre hermétiquement
et que I'on remue de temps en temps pendant 20

pharmacopée  traditionnelle  (10).  Cest min avant de la filtrer ; 60 mL de cette solution
notamment le cas de Drepanoalpha® un sont administrés par voie orale en deux prises (2
médicament  traditionnel amélioré (MTA) x 30 mL ) par jour. Les travaux de (5) sur la

appartenant a la classe thérapeutique des anti-
drépanocytaires. C’est un mélange 50-50 (p/p)
de deux plantes
Vahl
(Acanthaceae ; Herbier MNHN-P-P00719831) et
Moringa oleifera Lam (Moringaceae ; Herbier
MNHN-P-P05401821). Il se présente sous forme
de poudre dans un sachet de 100 g. Sa
résultats de
bioguidage ou les plantes les plus actives in vitro
ont été sélectionnées. Ce remede amélioré a base
des plantes médicinales alimentaires de la RDC,
a une posologie quantifiée. Par ailleurs son
efficacité est scientifiguement confirmée aussi
bien in vitro qu’in vivo et ses limites de toxicité
son

de poudre des feuilles

alimentaires, Justicia secunda

formulation est basée sur les

ont été déterminées confirmant ainsi
innocuité (5,11-14).
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composition chimique et biochimique des
extraits a 1’acétate d’éthyle, au MeOH et a
I’éther de pétrole du Drépanoalpha® ont révélé
la présence de nombreux metabolites
secondaires et nutriments notamment les
polyphénols totaux dont les flavonoides et les
anthocyanes. Ces travaux attribuent 1’activité
pharmacologique in vitro de ce MTA aux
polyphénols.

Dans la présente étude, notre choix a porté sur
les polyphénols dont les flavonoides car la
production excessive de radicaux libres et la
peroxydation lipidique in vivo sont connues pour
étre a l'origine de nombreux types de maladies
comme le cancer, le diabete sucré,
I'inflammation, plusieurs maladies dégénératives
chez I'hnomme et la drépanocytose (15). Ces
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derniers se révelent étre de puissants piégeurs de
radicaux libres, des antioxydants, des agents
anti-inflammatoires, anticarcinogenes,
antidépresseurs et antifalcémiants, mais les
propriétés antioxydantes restent le principal sujet
d'investigation de ces derniéres années (16-17)
alors que les propriétés antifalcémiantes sont de
moins en moins exploitées. Ainsi donc, I’objectif
de la présente étude était d’extraire et analyser
au moyen de la chromatographie sur couche
mince haute performance les flavonoides totaux
contenus dans le phytomédicament
Drépanoalpha® d’une part. D’autre part, 1’étude
a évalué leurs effets antifalcémiant, anti-
hémolytique, leur taux de normalisation sur les
globules rouges falciformes et a déduit le profil
de polymérisation des hémoglobines S en
tactoides et leurs effets sur le rapport Fe*/Fe3*

Méthodes

Produits chimiques et réactifs

Le méthanol utilisé pour I'extraction des
échantillons a été acheté chez VWR Chemicals
et était de qualité analytique. Le méthanol
employé lors des expériences d'isolement et de
purification a été fourni par VWR Chemicals et
était de qualité HPLC. L'éthanol absolu (> 99,8
%), la méthyléthylcétone (98 %), l'acide
formique (98 %) et l'acétate d'éthyle (98 %)
étaient de qualité analytique et ont été fourni par
Chem-Lab. L'eau ultra-pure a été obtenue a
I'aide d'un systeme Purelab Flex (Veolia).

Tous les réactifs étaient de qualité analytique. Le
diphénylborinate de 2-aminoéthyle (97 %),
I'hydrate de quercétine (> 95 %) ont été achetés
aupres de Sigma-Aldrich (Merck) ; le
polyéthyleneglycol 400 (PEG 400) (pour usage
en laboratoire) a été obtenu auprés de VWR
Chemicals. Une solution de 10 g/L d'ester 2-
amino éethylique d'acide diphénylborique (réactif
NP) et une solution de 50 g/L de PEG 400 ont
été préparées dans du méthanol pour la détection
des polyphénols.

Matériel végétal

Le phytomédicament Drepanoalpha®, a été
fourni  par Research  for  Sustainable
Development (RESUD, Kinshasa, RDC),
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producteur et
phytomédicament.
Le sang
L'échantillon de sang dhémoglobine S
homozygote utilisé pour eévaluer les activites
antidrépanocytaires a été obtenu aupres de
patients drépanocytaires venus en consultation
au "Centre de Médecine Mixte et d'’Anémie SS",
situe a la place Mangue, n°9, Quartier Yolo-Sud,
dans la Commune de Kalamu, ville-Province de
Kinshasa, en RDC. Pour étre inclus dans 1’étude,
le sang devrait provenir des malades dont le
statut drépanocytaire a été prouvé par la
technique d’électrophorése d’hémoglobine et
n’ayant pas été transfusé dans les quatre mois
qui précédent la prise de sang. Tous les tests
biologiques antidrépanocytaires ont été effectués
avec du sang fraichement prélevé. Les
échantillons ont été conservés dans un
réfrigérateur a + 4 °C. La manipulation de ces
échantillons de sang et le protocole utilisé a été
approuvé par le Comité d’éthique et le Comité
Scientifique de la Faculté de Médecine de
I’Universit¢ de Kinshasa (Approbation N° :
ESP/CE/237/2019 du 14 aodt 2019).

distributeur ~ agrée  du

Controéle de qualité
physicochimique de la poudre
Examen macroscopique et microscopique
L’examen macroscopique de la poudre des
échantillons a porté sur la description des
caractéres organoleptiques tels que la couleur et
I’odeur.

botanique et

Quant a I’examen microscopique, 10 mg de la
poudre ont été prélevés a I’aide d’une spatule et
placés dans un verre de montre, puis la poudre a
été triturée avec le réactif de Gadzet du
Chatelier. Une petite quantité de ce mélange a
été montée sur une lame de verre propre ensuite
recouverte avec une lamelle. La préparation a été
examinée au microscope optique (de marque
OPTIKA) a l’objectif 40X puis un appareil
photo numérique (marque LEICA ICC50 W)
couplé a I'ordinateur a été utilisé pour enregistrer
les images microscopiques des eérythrocytes
obtenus.
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Densité de la poudre
Au moyen d’une balance analytique de précision
(0,0001g) modéle (OHAUS) le récipient
(pycnométre) vide (P1) ensuite le pycnométre
rempli d’eau (P2) et enfin le pycnométre rempli
de la poudre (échantillon) (P3) ont été peses ; la
densité de la poudre a été déterminée selon la
formule suivante :

P3- Py
4=, P,

Avec d = densité

Extraction

L’extrait sec (rapport poudre-extrait,
28,46/0,785) a é€té obtenu par percolation de
28,46 g de poudre de Drepanoalpha® dans 280
mL de MeOH, répartis dans 8 tubes Eppendorf
de 50 mL puis extraits sous agitation a 3000 tpm
pendant 10 minutes a 1’aide d’un agitateur
électrique (Retsch®, MM400, Retsch GmbH,
Germany), et ensuite centrifugé a ’aide d’une
centrifugeuse (Herolab Unicen MR, GmbH
Laborgerate, Germany) a 4000 g pendant 20
minutes. Les surnageants ont été récupérés et
rassemblés puis filtrés sur ouate et sable dans
une boule a décanter. L’extrait a été concentré au
rotavapor (Bichi R-210) & 40 °C puis secher a
I’étuve (a 40 °C pendant 2 heures).

Fractionnement de [’extrait brut et purification
des flavonoides

L'extrait méthanolique sec (785,2 mg) a éte
mélangé a du gel de silice (2,0 g), puis soumis a
une chromatographie flash (PURIFLASH
COLUMN 30 SILICA HP - 12,0 g) en utilisant
Intrechim, Puriflash215. Un gradient binaire a
été appliqué a un débit de 5 mL /min. La phase
mobile était composée d'heptane (solvant A) et
d'acétate d'éthyle+méthanol 1-7 (solvant B). Le
programme de gradient était le suivant : A =
30%,B=70%at=0min; A=30%,B=70%a
t=25min; A=25%,B=75%at=25min03;
A=25%,B=75%at=30min03;A=20%,B
=80%at=30min06; A=20%,B=80%at=
35min 06 ; A =15%, B=85% at=35min09;
A=15%,B=85%at=40min09 ; A =10%, B
=90%at=40min12; A=10%,B=90%at=
45 min 12 ; A=5%, B =95% at = 45 min 15 ;
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A=5%,B=95%at=50min15; A=0%, B =
100% at=50 min 18 ; A=0%, B=100% at =
65 min. Un total de 18 fractions nommées C1-
C18 ont été récuperées dont 7 retenues (C2-C8)
compte tenu de leur profil et leur pic. Apres
concentration sous vide, les fractions ont été
pesées et soumises au test au 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH®) en utilisant des tubes a
essai (test de bioguidage : C3 et C4 étaient
actifs), puis une chromatographie sur couche
mince (CCM) a été realisée sur les fractions
précédemment concentrées. Les fractions C3-C4
ont été regroupées (m=63,1 mg) et ont été
mélangées avec du gel de silice et ont éte
soumises a une chromatographie flash
(PURIFLASH COLUMN 30 SILICA HP - 4,0
g) en utilisant Intrechim, Puriflash215 et éluées
avec un systeme de solvant a gradient comme
suit : Acétate d'éthyle (Solvant A) ;
Méthyléthylcétone (Solvant B) et mélange
Isopropanol-eau 1:1 (Solvant D) & un debit de 5
mL/min pendant 140 minutes pour obtenir les
sous-fractions nommées Sous Fraction C (SFC).
Le programme de gradient était le suivant : A =
100%, B = 0%, D=0% at =0 min; A =80%, B
= 20%, D=0% at =15 min; A = 75%, B =
25%, D= 0% a t = 15 min03 ; A = 0%, B
100%, D= 0% a t = 40 min 52 ; A = 0%, B
30%, D= 70% a t = 56 min52 ; A = 0%, B =
30%, D= 70% a t = 100 min 53; A = 0%, B =
10%, D= 90% a t = 110 min 53; A = 0%, B =
0%, D= 100% a t = 120 min 53; A = 0%, B =
0%, D= 100% a t = 130 min 53; A = 60%, B =
30%, D= 10% a t = 135 min 53; A = 60%, B =
30%, D= 10% a t = 140 min 53. 29 sous-
fractions ont été collectées mais 11 sous-
fractions ont été retenues sur base des pics
(SFC2-7, 16, 17, 19, 24 et 29). Apres
concentration sous vide, pesée et CCMHP, les
sous-fractions SFC6 et SFC7 ont été regroupées
(selon le profil de similarit¢ sur CCMHP),
concentrées, pesées (8,6 mg) et réfactionnées
dans les mémes conditions. 23 fractions ont été
collectées et nommées Sous-Sous Fraction C
(SSFC) mais seuls 3 fractions (SSFC1, 4 et 21)
ont été retenues sur base leur pic d’absorption au
signal LSD. Aprés CCMHP, la fraction SSFC4
(1,6 mg) a donné un profil intéressant mais avec
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une bande de chlorophylle au-dessus. Elle a donc
été récupérée et purifiée en utilisant une
cartouche.

Caractérisation des extraits/fractions par
chromatographie sur couche mince haute
performance (CCMHP)

Les analyses CCMHP ont été réalisées sur des
plagues CCMHP en verre silicagel 60 F254 (20
x 10 cm ; 0,20 mm ; Merck, Darmstadt,
Allemagne). 5 puL de chaque concentration du
standard ont été injectées en duplicata. Quant a
I’échantillon, 15-25 pL des fractions, sous
fractions et/ou sous-sous fraction (1mg/mL) ont
été injectés sur la méme plaque que le standand.
Au total 13-20 dépbts sont appliqués a un taux
de 150 nL/s sous forme de bande (9 mm de
largeur) a laide d'un échantillonneur
automatique CCM ATS4 (Camag, Muttenz,
Suisse). La distance entre les pistes était de 12,4
mm, la distance du c6té gauche de la plaque était
de 20 mm et la distance du bord inférieur de la
plaque était de 8 mm. Les plaques ont été
développées  dans une  chambre  de
développement automatique ADC2 (Camag,
Muttenz, Suisse) avec contrble de I'humidité (10
min, 33 % d'humidité relative), préalablement
saturée (20 min), en utilisant comme phase
mobile acétate d'éthyle-méthyléthylcétone-acide
formique-eau (60:30:5:5, v/v/v/v). La longueur
de développement était de 70,2 mm et le temps
de développement d'environ 12 min 5s. Apres le
développement, les plagques ont été séchées et la
dérivatisation a été effectuée en utilisant un
dirivatisateur automatique en pulvérisant la
plaque consécutivement avec 2 mL d’une
solution de NP (Nozzle vert, niveau 3 suivie d'un
chauffage a 100 °C pendant 3 min sur une de
plague chauffante CCM) et de 2 mL de
polyéthyleneglycol (PEG) (Nozzle bleu, niveau
2). Les plaques ont été photographiées
immeédiatement aprés la dérivatisation, en
utilisant un systeme de visualisation (Camag,
Muttenz, Suisse), sous UV a 366 nm et au
visible.
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Analyse quantitative de Drepanoalpha® par
CCMHP

Afin d’estimer la concentration en équivalent de
Quercétine prise comme standard pour les
flavavoides dans I’échantillons du
Drépanoalpha, cing concentrations de quercétine
(80, 160, 240, 320 et 400 pg/mL) ont été
préparées ainsi qu’une concentration pour
1’échantillon.

Les analyses CCMHP ont été réalisées comme
décrites ci-haut. La méthode de mesure de la
surface des pics a été utilisée. La courbe
d'étalonnage CCMHP a été construite en tragant
les surfaces des pics en fonction des
concentrations de quercétine.

Evaluation des activités anti-drépanocytaires in
vitro

Test d’hémolyse

Certains constituants des plantes tels que les
saponines  peuvent présenter un risque
d'’hémolyse pour les globules rouges. Nous avons
a cet effet évalué I'hnémolyse des globules rouges
en mesurant I'absorbance a 540 nm aprés contact
avec la solution des flavonoides totaux de
Drepanoalpha®. Ainsi, les globules rouges dans
le NaCl 0,9 % sont considérés comme 0%
d'hémolyse (contrble négatif), tandis que ceux
dans l'eau distillée sont considérés comme une
hémolyse & 100 % (contrdle positif).

De fagon concréte, nous avons incubé 1,5 mL
d'érythrocytes a 2,5 % en suspension dans du
NaCl 0,9 % avec 1 mL de la solution des
flavonoides totaux de Drepanoalpha® en
suspension dans du NaCl 0,9 % (2 mg/mL) a 37
°C pendant 30 min, pour obtenir une
concentration finale des extraits de flavonoides
totaux de 1 mg/mL. Apres centrifugation (380 g,
5 min), la teneur en hémoglobine dans le
surnageant (triplicatas de 2 mL) a été mesurée a
540 nm a l'aide d'un spectrophotométre (Jenway
7315, Laboratoires Humeau, France).

Ann. Afr. Med., vol. 16, n° 1, Décembre 2022



Les activités hémolytiques potentielles des drogues végétales sont examinées uniquement a la
concentration élevée de 1 mg/mL. L'hémolyse a été quantifiée a I'aide de la formule suivante :

Aextrait - Acontréle négatif (NaCl 0,9%)

Y is = ~ = —
Yohemolysis Acontrble - Acontrole négatif

Ce test peut étre recommandé comme indicateur
principal de seélection et de confirmation dans le
choix des extraits des plantes devant étre utilisés
pour la prise en charge de la drépanocytose.
Ainsi donc, pour qu'un extrait soit pris en
compte, son activité hémolytique devrait étre
inférieure ou égale a 5 % afin de ne pas
introduire des biais dans les résultats attendus en
modifiant la quantité des globules rouges lors
des expérimentations.

Induction et inhibition de la falciformation
L'hypoxie et la falciformation sont créées en
utilisant du NaxS:0s 2 % et du vernis incolore.
En bref, 950 pyL de sang total préalablement
dilué sont mélangés a 50 pL de NaxS:0s 2 % et
homogénéisés. 5 pL du mélange sont placés sur
une lame et recouverts d'une lamelle couvre-
objet, puis badigeonnés de vernis transparent.
L'effet du Na>S20s 2 % sur la falciformation est
observé par microscopie optique au temps zéro
et au temps 60 minutes. Un appareil photo
numérique (marque LEICA ICC50 W) couplé a
I'ordinateur est utilisé pour enregistrer les images
microscopiques des érythrocytes obtenus. Les
cellules falciformes et les cellules totales sont
comptées a partir de cing champs
microscopiques différents sur la lame. Le
pourcentage de cellules falciformes est calculé a
I'aide de la formule :

ND
F(%) = NT X 100

ou F : pourcentage de cellules falciformes ; ND :
nombre des drépanocytes et NT : nombre totale
des globules rouges.

Ainsi, pour qu'un échantillon de sang soit pris en
compte, le rapport doit étre supérieur ou egale a
8015 %.

La solution mere des extraits des flavonoides
totaux de Drepanoalpha® utilisés lors de ces
expérimentations sont préparées par dissolution
de 5,5 mg de ces extraits dans 5,5 mL de 1’eau
physiologique.
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x 100

L'effet de ces extraits sur la falciformation des
globules rouges a été observé comme décrit ci-
haut. Le pourcentage d’inhibition de la
falciformation a été calculé a l'aide de la
formule :

NT - ND
NT
ou | est le pourcentage d'inhibition de la
falciformation, ND : Nombre des drépanocytes

et NT : Nombre Total des globules rouges.

%I1= x 100

Détermination de la concentration minimale de
normalisation (CMN)
Pour la détermination de la CMN, nous avons
ajouté a 990 uL de sang drépanocytaire (GR SS)
10 pL d’une solution de flavonoides totaux ou de
Cromoglycate de sodium & différentes
concentrations (10  pg/mL-1000  pg/mL).
L'expérience a été suivie comme mentionné ci-
dessus. Le pourcentage d’inhibition de la
falciformation a été calculé tant pour le témoin
que pour chaque concentration et ce pourcentage
a été déterminé de la méme maniere. Ces
pourcentages ont permis de calculer le taux de
normalisation de chaque concentration selon la
formule suivante :

Ro-R

0

(R) de « Reversibility » en anglais est le taux de
normalisation (%), (RO) est le pourcentage initial
d’inhibition de la falciformation (ou de
normalisation) pour le témoin ou contréle négatif
et (Rn) est le pourcentage maximum d’inhibition
de la falciformation (ou de la normalisation)
obtenu avec différentes concentrations de 10 a
1000 pg/mL
Les courbes dose-effet ont été obtenues a I'aide
du logiciel Origin 6.1.

R(%) = " x 100

Inhibition de la polymérisation de I’HbS

La polymérisation a été évaluée en mélangeant
4,4 mL de métabisulfite de sodium a 2 % en tant
qu’agent réducteur ou désoxygénant avec 0,5
mL de la solution physiologique (NaCl 0,9 %) ;
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0,1 mL de la solution d’hémoglobine (préparé
comme suit : la solution d’hématies lavés et
dilués avec le NaCl 0,9 % a été centrifugé a
3000 tours par minute pendant 10 minutes. Le
culot de globules rouges a été ensuite hémolysé
avec de I'eau distillée, a 1: 2 (v/v) et incube. Le
mélange a ensuite été centrifuge a 3500
tours/minute pendant 5 minutes ; le culot
constituant la membrane érythrocytaire et le
surnageant, la solution d’hémoglobine ; ont été
introduits dans la cuvette et insérés dans le
spectrophotomeétre puis la lecture a été effectué a
700 nm a un intervalle de 60 minutes pendant
240 minutes.
Pour la solution a tester, 0,5 mL de la solution
physiologique (NaCl 0,9 %) a été remplacée par
0,5 mL de la solution des flavonoides totaux
(100 pg/mL); I’eau distillée a été utilisée comme
le blanc. Les taux de polymérisation ont été
calculés ; le pourcentage relatif de
polymérisation et le pourcentage relatif
d’inhibition ont été déterminés par rapport au
témoin ; ces parameétres ont tous été déterminés a
partir de la formule ci-dessous (18) :
DOs - DOy

t
ou = Taux de polymérisation, =Densité optique
finale, = Densité optique initiale, t=temps.

Taux de polymérisation = R, =

Le taux d'inhibition de la polymérisation est
estimé en calculant la tangente du graphique
donnant la variation de l'absorbance dans le
temps.

Evaluation de la
membranaire

10uL des hématies lavées ont été diluées dans
1990ul d’une série des solutions hypotoniques
tamponnées a différentes concentrations (0,2-
0,8% de NaCl). 10uL des drogues
vegetales/Cromoglycate de sodium (contrdle
positif) ou NaCl 0,9 % (témoin) ont ensuite été
ajoutés au mélange.

L'effet des flavonoides totaux de Drepanoalpha®
sur I'némolyse dans chaque concentration a été

fragilitt  osmotique
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observé  par  microscopie  optique  au
grossissement  40X. Un appareil photo
numerique (marque LEICA ICC50 W) couplé a
I'ordinateur est utilisé pour enregistrer les images
microscopiques des érythrocytes obtenus. Les
cellules totales ont été comptées a partir de cing
champs microscopiques au temps zéro et au
temps 60 minutes. Le pourcentage d'hémolyse a
été calculé a l'aide de la formule ci-dessous :

No-N
%hemolyse = ONo 2 x 100

ou No est le nombre de globules rouges au temps
t=0 et Neo est le nombre de globules rouges au
temps t=60 minutes.

La fragilité corpusculaire membranaire (FCM)
qui est la concentration en NaCl qui cause 50 %
d’hémolyse des érythrocytes a été calculée sur
base de I’analyse par régression linéaire des
paires de concentration en NaCl-% hémolyse a
I’aide du logiciel ORIGIN 6.1.

Evaluation du rapport Fe?*/Fe®*

Le culot de globules rouges a été hémolysé avec
de l'eau distillée, dans un rapport 1 : 2 (v/v), et
centrifugé (1500 g, 10 min). L'hémolysat a été
incubé a température ambiante, en présence ou
en absence des flavonoides bruts/cromoglycate
disodique, et I'évolution des absorbances a été
mesurée a 540 et 630 nm pour I'némoglobine
(Fe?*) et la  méthémoglobine  (Fe®),
respectivement, a l'aide d'un spectrophotomeétre
(Jenway 7315, Laboratoires Humeau, France).
La proportion de méthémoglobine a été calculée
a chaque instant comme suit :

__ (Aew)p

"~ (Asa0)? + (As30)? 8
ol Fe**, Asso, Asao et Aszo sont la proportion de
méthémoglobine et les absorbances a 540 et 630
nm, respectivement.

Pour apprécier la cinétique de la réaction en
présence ou en l'absence d'extrait, des courbes, -
temps ont été obtenues en ajustant les données a

e

utilisant le logiciel Origin 8.5.

Fe®* 100

I'équation  suivante
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Résultats

Parametres physicochimiques

Les analyses des caractéres organoleptiques, la macroscopique dans la lumiére visible et la densité de
1’échantillon de poudre de Drepanoalpha® montre que ce phytomédicament a une couleur vert sombre,
une odeur semblable au chromolaena odorata et une densité de 0,275.

Caractéristiques microscopiques de la poudre du matériel végetal
Les caractéristiques microscopiques de la poudre de Drepanoalpha® sont reprise sur la figure 1.

Figure 1. Caractéristiques microscopique de la poudre du Drepanoalpha®

Analyse qualitative de Drepanoalpha®
La figure 2 présente le chromatogramme flash, le profil CCM, les conditions d’élution des fractions
retenues ainsi que les chromatogrammes HPTLC de la sous-fraction 4 purifié.

Figure 2. Chromatogrammes flash (a), CCM (b) et énalyse qualitative au radical DPPH° (c) des fractions de
’extrait méthanolique brut du Drepanoalpha®. Recherche des Flavonoides (Systéme d’élution : AcOEt-MEK-AF-
EAU 60/30/5/5 %/%/%/% ; Révélateur : NP, PEG, UV-360 nm)
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Figure 3. Empreintes CCMHP des flavonoides dans I'extrait de Drepanoalpha®. Tracks: 1-Quercétine 0,40
mg/mL, 2-SSFC4, 3- Quercétine 0,32 mg/mL, 4- Quercétine 0,24 mg/mL, 5- Quercétine 0,16 mg/mL, 6-SSFC4,
7- Quercétine 0,08 mg/mL, 8- Quercétine 0,40 mg/mL, 9- Quercétine 0,24 mg/mL, 10- SSFC4, 11- Quercétine
0,32 mg/mL, 12- Quercétine 0,16 mg/mL, 13- Quercétine 0,08 mg/mL. Phase mobile : MEK-AcOEt-AF-EAU
30/60/5/5 %/%/%/% ; Révélateur : NP (chauffage a 100 °C pendant 3 min), PEG, (a) UV-360 nm, (b) Visible, (c)
UV-254 nm

Quantification des Flavonoides dans Drepanoalpha®
Les résultats de I’analyse quantitative de la poudre Drepanoalpha® sont repris dans le tableau 1.

Tableau 1 : Teneur en Quercétine dans I’échantillon de Drepanoalpha® réalisée par CCMHP

Drepanoalpha®

Parametres Application 1 Application 2 Moyenne
Volume injecté 2 uL 5puL 3,5uL
Concentration 87,54 pg/MlI 46,89 pg/mL 67,22 pg/mL
Coefficient de variation 42,76 %

Quantité 175,1 ng 234,5ng 204,8 ng

Qualitt (en mg eq

Querc/g d’extrait) 8,14

Evaluation des activités anti-drépanocytaires in vitro

Evaluation des effets hémolytiques des flavonoides totaux extraits du Drepanoalpha®

Les résultats des effets hémolytiques des extraits des flavonoides totaux de Drepanoalpha® sur les
globules rouges sont repris dans le tableau 2.

Tableau 2 : Effet hémolytique des flavonoides extraits de Drepanoalpha® et le cromoglycate de sodium

Extraits Absorbance (n=3) % Hémolyse
H,O distillée (contrdle positif) 0,45+0,2 100,0

NaCl 0,9 % (contr6le négatif) 0,003£0,0 0,0
Cromoglycate de sodium (Test positif) 0,012+0,0 2,1
Flavonoides totaux 0,004 +0,0 0,1

Nos résultats montrent que l'activité hémolytique est faible pour ces deux extraits 0,1 % et 2,1 % pour
les flavonoides totaux et le cromoglycate de sodium respectivement. A cet effet, I'némolyse survenue
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lors de I'exposition au cromoglycate de sodium (2,1 %) peut étre considérée comme négligeable. Ainsi,
ces deux extraits peuvent étre appliqués aux globules rouges sans induire de biais dans le test, c'est-a-
dire sans modifier la quantité des globules rouges au fond des tubes pour le méme hématocrite.

Activité antifalcémiante

Les figures 4 ci-dessous donnent les micrographies phénotypiques des drépanocytes non traités (témoin)
et traités avec le Cromoglycate de sodium et les flavonoides totaux extraits du Drepanoalpha® dans les
mémes conditions (Na2S;0s 2%).

Extraits Absorbance (n=3) % Hémolyse
H.O distillée (controle positif) 0,45+0,2 100,0

NaCl 0,9 % (contrdle négatif) 0,003+0,0 0,0
Cromoglycate de sodium (Test positif) 0,012+0,0 2,1
Flavonoides totaux 0,004 +0,0 0,1

Nos résultats montrent que l'activité hémolytique est faible pour ces deux extraits 0,1 % et 2,1 % pour les
flavonoides totaux et le cromoglycate de sodium respectivement. A cet effet, I'némolyse survenue lors de
I'exposition au cromoglycate de sodium (2,1 %) peut étre considérée comme négligeable. Ainsi, ces deux
extraits peuvent étre appliqués aux globules rouges sans induire de biais dans le test, c'est-a-dire sans
modifier la quantité des globules rouges au fond des tubes pour le méme hématocrite.

Activité antifalcémiante

Les figures 4 ci-dessous donnent les micrographies phénotypiques des drépanocytes non traités (témoin) et
traités avec le Cromoglycate de sodium et les flavonoides totaux extraits du Drepanoalpha® dans les mémes
conditions (Naz2S20s 2%).

Figure 4. Micrographie phénotypique des drépanocytes (A) non traités (NaCl 0,9%), et traités respectivement
avec flavonoides totaux extraits du Drepanoalpha® (B : 100ug/mL) et le Cromoglycate de sodium (C : 250

pg/mL).

La figure 4A montre que la majorité des globules rouges sont falciformes cela confirme la nature du sang SS
utilisé. Mais lorsque le cromoglycate de sodium (contréle positif, Figure 4B) ou les extraits de flavonoides
(figure 4 C) sont ajoutés, les GRs présente une forme circulaire (biconcave) et normale.

Détermination de la concentration minimale de Normalisation
La figure 5 ci-apreés donne 1’évolution du taux de normalisation des érythrocytes SS en fonction des
concentrations des flavonoides totaux extraits du Drepanoalpha®.
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Figure 5. Evolution du taux de normalisation des érythrocytes en fonction de différentes concentrations des
flavonoides totaux extraits du Drepanoalpha®

Il ressort de cette figure 5 que le taux de normalisation des drépanocytes en condition hypoxique
augmente avec la concentration en flavonoides totaux jusqu’a atteindre le seuil maximum au-dessus
duquel ce taux de normalisation reste constant quelle que soit ’augmentation de la concentration.

Le taux maximal de normalisation (TN max) et la concentration en extrait pour laquelle 50 % des
drépanocytes sont normalisés (ED50) ont été évalués par régression non linéaire grace au logiciel
ORIGIN 6.1.

Il faut noter que les flavonoides extraits du Drepanoalpha® ont présenté un taux TN max au-déla de 85
% et une CMN largement inférieure a 100 pg/mL. Ceci montre que 1’activité antidrépanocytraire de ce
phyotomédicament serait due entre autres a la présence de ces polyphenols qui ont déja prouvé leur
activite antifalcémiante par Lukyamuzi et al. (16).

Profil d'inhibition de la polymérisation de I'némoglobine drépanocytaire
Le tableau 3 ci-apres donne le profil d’inhibition de polymérisation des drépanocytes

Tableau 3: Taux de polymérisation de I'HbS et son inhibition par les flavonoides extraits de
Drepanoalpha® et le cromoglycate de sodium (n = 3 réplicats techniques)

Extraits Taux de polymérisation % Relatif de % Relatif
polymeérisation d’Inhibition

Contrdle négatif 0,67 +£0,4 100+ 0,0 0,0+0,0

Cromoglycate de sodium de 0,15+0,2 225+0,3 775+0,7

sodium (250ug/mL)

Flavonoides totaux C 0,15+0,7 225+1,0 775+0,0

(100pg/mL)

Il découle du tableau 3 ci-dessus, que les flavonoides extraits du Drepanoalpha® (100ug/mL) réduisent
sensiblement la polymérisation d’hémoglobine drépanocytaire avec un taux d’inhibition de 75,5 %
identique a celui du cromoglycate de sodium (témoin positif : 75,5%).

Evaluation du rapport Fer?*/Fer®* dans les hémoglobines S in vitro
La figure 6 et le tableau 4 présentent la modulation de la formation de méthémoglobine en présence les
flavonoides totaux extraits de Drepanoalpha® et de cromoglycate de sodium
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Tableau 4 : Modulation de la formation de méthémoglobine en présence les flavonoides totaux extraits de
Drepanoalpha® et de cromoglycate de sodium (moyenne + SD ; n = 3 réplicats techniques)

Echantillon % Hb (Fe?*) % MétHb (Fe®*) Fe2+/Fe®* % d’augmentation
Contrdle Négatif 33,5+0,0 66,5+ 1,0 0,50+0,0 0,0£0,0
Cromoglycate de sodium 929+ 0,6 7,1+0,6 13,1+15 96,1+1,0

(250 pg/mL)

Flavonoides totaux (100 94,3+0,0 57+1,0 16,62 + 0,01 97,0+0,0
pg/mL)
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Figure 6. Evolution du taux d’Hb en fonction du
temps

Comme illustré dans la figure 6 et le tableau 4,
les flavonoides totaux extraits du
Drepanoalpha® (100ug/mL) ont réduit la teneur
en méthémoglobine et augmenté les valeurs du
rapport Fe?*/Fe®",

Evaluation de la fragilitt osmotique de la
membrane des drépanocytes
La figure 7 donne les resultats du test de fragilité
osmotique des drépanocytes non traités et traités
aux  flavonoides  totaux  extraits  du
Drepanoalpha® (100pg/mL).

Ann. Afr. Med., vol. 16, n° 1, Décembre 2022

Figure 7. Evolution comparée du taux d'hémolyse en
fonction de la concentration de NaCl (FCM : la
Fragilité Corpusculaire Médiane)

On constate sur ce graphique que le taux
d'hémolyse des érythrocytes diminue avec
l'augmentation de la concentration en NaCl. A
partir de ces graphiques, nous avons déterminé
par interpolation les valeurs de la Fragilite
Corpusculaire  Mediane (FMC) qui est la
concentration de NaCl pour laquelle 50% des
érythrocytes sont hémolysés.

Discussion

La présente étude avait pour objectif d’évaluer
I'effet des flavonoides totaux extraits du
Drepanoalpha® sur la falciformation, la
polymérisation, I’induction ou non de
’hémolyse et le rapport Fe?*/Fe®* du sang Hb S.
Les caractéres organoleptiques et physiques des
poudres de Drepanoalpha® dans le visible
montre apres analyse que cette poudre possede
une couleur vert sombre dans le visible et une
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odeur semblable au Chromolaena odorata la
densité est de 0,275 (inférieure a celle de I’eau a
+4°C).

L’analyse de cette poudre révele la présence de
plusieurs types de tissus pouvant permettre de
faire un contrdle qualitté sur le plan
microscopique en cas de doute sur la nature de
I’échantillon. On peut citer le fragment de fibre
(Fig. 1A), les parenchymes (Fig. 1B), les cellules
épidermiques allongées (Fig. 1C), et les stomates
(Fig. 1D).

L’analyse par CCMHP des poudres de
Drepanoalpha® a confirmé la présence de
flavonoides (figures 2), ce qui était attendu. Ces
résultats ont montré que les fractions C3 et C4
(track 3 et 4, figure 2b) ont un profil similaire
sur CCM. L’apparition de la bande jaune et verte
(c) pour les deux fractions confirme la présence
des flavonoides comme 1’indique aussi le témoin
positif, la quercétine utilisée (track 4). Ces
résultats ont été confirmeés par le test qualitatif au
DPPH°® réalisé en tube (figure 2d). Les deux
fractions (puits 4 et 5, figure 2d) ont réduit le
radical DPPH° contrairement aux autres
fractions. En effet, le DPPH° est largement
utilisé comme technique standard pour
I’évaluation de I’activité anti radicalaire.

C’est un radical stable de couleur mauve ou
violette qui peut étre réduit en Diphényl
picrylhydrazine de couleur jaune lorsqu’il est
mis en présence d’un antioxydant. Ces résultats
sont confirmes par ceux de la quercétine (puit 2)
indiquant que les fractions C3 et C4 contiennent
des flavonoides.

La cinétique de la réaction entre le DPPH® et la
quercétine s’est avérée plus rapide que celle des
fractions. Cela serait di a leur impureté
caractérisée entre autres par la présence des
chlorophylles (couleur rouge) dans I’échantillon.
En outre, ces résultats montrent que
Drepanoalpha® contient des flavonoides totaux
mais parmi ceux-ci on peut compter la
quercétine (tableau 4). Ces résultats corroborent
ceux obtenus par Gbolo et al. (5) qui ont trouvé
dans D’extrait éthanolique de Drepanoalpha®
286,1+14,2 mg équivalent de quercétine. La
teneur élevée en composés phénoliques dont la
quercétine confére a Drepanoalpha® les
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propriétés antiradicalaires. Ces composés
pourraient également agir comme
antiinflammatoires, anticoagulants et stimulant
de ’immunité (5).

Il faut aussi noter que les flavonoides qui sont
plus abondants dans Drepanoalpha® peuvent
étre choisis comme phytomarqueurs pour le
contrdle de qualité et de la standardisation de cet
alicament.

La bioactivité a été évaluée en fonction de la
falciformation des globules rouges (GR) comme
marqueurs de phénotype (figure 4 A). Cette
figure montre que la majorité des globules
rouges sont falciformes. Cela confirme que le
sang utilise est vraiment du sang SS.

Lorsque le cromoglycate de sodium (contrdle
positif) est ajouté, les GRs montrent une forme
circulaire (biconcave) et normale (figure 4 B).
Les  flavonoides  totaux  extraits  du
Drepanoalpha® ont montré des  effets
remarquables d'inhibition de la falciformation.
Les érythrocytes  drépanocytaires  traités
présentent un phénotype/morphologie tres
similaire a celui des érythrocytes normaux
(figure 4 C). Le changement morphologique est
similaire a celui du contrble positif, ce qui
confirme I'effet antifalcémiant de Drepanoalpha®
(5).

Les résultats de la figure 5 montrent que le taux
de normalisation moyen de NaCl 0,9 % utilisé
comme contrdle négatif est nul. Cependant, il a
été constaté que les flavonoides totaux extraits
du Drepanoalpha® montrent une forte inhibition
de la falciformation au méme titre que le
cromoglycate de sodium utilisé comme contréle
positif. La comparaison de ces différentes
valeurs avec celle du NaCl 0,9 % prouvent que
le NaCl 0,9 % ne contient aucun principe actif
capable d'inhiber la formation des drépanocytes
alors que flavonoides totaux possedent une
activité antifalcémiante prouvée et que le
cromoglycate de sodium posséde une molécule
active bien connue (16,19).

La falciformation des globules rouges est un
processus qui résulte de la polymérisation de
I'Hb S dans des conditions d'hypoxie et de
déshydratation cellulaire par perte d'ions (K+, CI°
, Mg*™) et d'eau (20-21). La crise vaso-occlusive
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(CVO) au cours de la drépanocytose résulte de la
falciformation des globules rouges sous I'effet du
stress oxydatif au cours duquel I'hnémoglobine se
polymérise au sein du globule rouge rendant
difficile sa déformation et obstruant les
capillaires sanguins avec pour conséquence
directe, l'obstruction des capillaires sanguins
jusqu'a l'os, ce qui provoque des infarctus osseux
particulierement douloureux qui ameénent les
patients drépanocytaires aux urgences (22-23).
Or, les flavonoides ont la capacité de réhydrater
les globules rouges falciformes et donc
d'empécher l'augmentation de la concentration
intracellulaire en Hb S.

Cette capacité des flavonoides totaux extraits du
Drepanoalpha® & inhiber la polymérisation
(tableau 3) justifie son pouvoir sur la
réversibilité des drépanocytes (figure 4). Ces
potentialités confirment donc [I'utilisation du
Drepanoalpha® dans la prise en charge de la
drépanocytose en RDC (11-12). Il est bien établi
que le globule rouge dense et déshydraté peuvent
contenir des polymeres d'HbS dans des
conditions d'hypoxie modérée et joue ainsi un
role crucial dans les manifestations aigués et
chroniques de la drépanocytose basées sur les
vaso-occlusions et la réduction du flux sanguin
dans les vaisseaux en conséquence de la
falciformation dans les petits vaisseaux (20).
Dans nos conditions expérimentales, il a été
trouvé que les valeurs FCM des globules rouges
drépanocytaires traités avec le cromoglycate de
sodium et les flavonoides totaux extraits du
Drepanoalpha® sont plus élevées que celles des
globules rouges drépanocytaires non traités
(figure 7). Cela montre que les flavonoides
totaux extraits du Drepanoalpha® améliorent la
capacité d'hydratation des drépanocytes. La
capacité des flavonoides totaux extraits du
Drepanoalpha® a améliorer I'hydratation des
globules rouges facilite la réduction de la
concentration intra-érythrocytaire d'HbS,
prolongeant ainsi le temps de retard de la
polymérisation de I'Hb S ce qui confirme donc
leur effet sur I'inhibition de la polymérisation.
Certaines enzymopathies erythrocytaires telle
que le déficit en glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G-6-PD, généralement associé
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a la drépanocytose), provoquent 1’oxydation de
I'hnemoglobine en méthemoglobine conduisant a
la perte de sa propriété a se combiner avec
l'oxygene (24-26). Cette oxydation de
I'hémoglobine (Fe?*) en méthémoglobine (Fe**)
est due au stress oxydatif élevé dans les globules
rouges drépanocytaires (27). A cet effet, la
concentration de méthémoglobine peut étre
utilisée comme un bioindicateur du stress
oxydatif dans les érythrocytes drépanocytaires.
Ainsi, une plante qui diminue le profil de
méthémoglobine a un effet antioxydant sur les
globules rouges drépanocytaires (28).

Les résultats du tableau 4 montrent que dans le
tube a essai non traité, le rapport Fe?*/Fe3* est
faible, confirmant la diminution de l'affinité de
I'HbS pour l'oxygéne, ce qui conduit a sa
polymérisation et a la falciformation des
globules rouges. Cependant, dans les tubes a
essai de sang SS traités avec le cromoglycate de
sodium et les flavonoides totaux extraits du
Drepanoalpha®, on observe une augmentation de
ce rapport. Cette action du cromoglycate de
sodium et des flavonoides sur I'amélioration du
rapport Fe?*/Fe®* est assimilée & une inversion de
I'état fonctionnel des érythrocytes
drépanocytaires vers leur structure biconcave
d'origine, augmentant ainsi l'affinité¢ des
drépanocytes pour l'oxygéne. Ces resultats
indiquent effectivement que les flavonoides
totaux extraits du Drepanoalpha® empécheraient
la falciformation des érythrocytes et I'oxydation
in vitro de I'hémoglobine. Cette capacité du
cromoglycate de sodium et des flavonoides
totaux extraits du Drepanoalpha® a réduire la
méthémoglobine en hémoglobine in vitro a été
suggérée  pour indiquer  leur  activité
antioxydante, bien connue pour les polyphénols
dont les flavonoides (5, 29). Ainsi, la présence
de ce métabolite secondaire dans le
Drepanoalpha® pourrait protéger les érythrocytes
contre le vieillissement prématuré et l'apoptose
induite par les radicaux libres chez les
drépanocytaires.

Forces et faiblesses de [’étude
La determination de la capacité dun
phytomédicament a normaliser ou protéger les
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globules rouges contre la falciformation et le fait
de combiner tous les tests anti-drépanocytaires
afin d'évaluer son efficacité in vitro n‘avaient pas
encore été réalisés au paravent ; ceci constitue la
force de cette étude. Cependant, elle a comme
limite le fait d’avoir utilisé les extraits totaux des
flavonoides a la place d’un type spécifique de
molécule pure extrait de ce phytomédicament.

Conclusion

Il ressort de la présente étude que la poudre du
Drépanoalpha® contient un équivalent égale a
8,14 mg/g d’extrait; sa densité est de 0,275 et est
composée des fragments de fibre, parenchymes,
cellules épidermiques allongées et stomates. En
outre, les flavonoides totaux extraits du
Drépanoalpha®  possédent  une  activite
antifalcémiante (avec le taux maximal de
normalisation ~ d’environ 90% et une
concentration minimale de normalisations de
11,4 ug/mL), un taux d’augmentation du rapport
Fe?*/Fe3* de 97,0%, une activité réhydratante
avec une fragilité corpusculaire membranaire des
érythrocytes (FCM) de 0,73, un taux d’inhibition
de la polymérisation de 77,5% et n’induisent pas
I’hémolyse des globules rouges (% d’hémolyse
0,1 %). L’¢étude a donc permis de confirmer les
flavonoides comme phytomarqueur pour le
controle de qualité et de standardisation de ce
phytomédicament.
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