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Profil chromatographique et activité anti-falcémiante, anti-inflamma-
toire, anti-oxydante et cytotoxique des feuilles de Ficus exasperata
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Résumé

Le but de cette étude est de mener une analyse phyto-chimique et une évaluation des activités anti-drépanocytaires, anti-inflam-
matoires, anti-radicalaires et cytotoxiques des feuilles de Ficus exasperata. Les résultats de cette étude révélent que la poudre des
feuilles de cette plante médicinale contient des éléments histologiques caractéristiques tels que des fragments de parenchyme, des
cristaux d'oxalates de calcium, des fibres, des vaisseaux annelés, des grains d'amidon et des fragments de vaisseaux ponctués. Elle
contient également des tanins, des saponosides, des flavonoides, des acides phénols, des iridoides, des anthocyanes, des anthrones,
des anthraquinones et des terpénes. La teneur en polyphénols totaux est de 442 mg EAG/g d'extrait, tandis que celle des flavonoides
totaux est de 7,0 mg EQ/g d'extrait. Il est également démontré que 1'activité anti-radicalaire du percolat est supérieure a celle du
décocté, et que les feuilles de F. exasperata ne sont pas cytotoxiques (YoHémolyse <50 a 1000 pg/mL). Ces feuilles possédent des
propriétés anti-inflammatoires, bien que cette activité soit faible pour le décocté (%I=35,8) et moyenne pour le percolat (%I=50,3).
Le décocté et le percolat des écorces de F. exasperata présentent des propriétés anti-falcémiantes in vitro. Les trois composés préa-
lablement isolés des feuilles de cette plante forment un complexe thermodynamique stable avec la désoxyhémoglobine S (AG<0).
Isoquercitrin-6-O-4-hydroxybenzoate forme cinq liaisons hydrogene avec le récepteur (Thr 137, Thr 134, Arg 141, Ser 131, Ser
138) tandis que Quercetin-3-O-B-rhamnoside et Apigenin-7-glucoside forment respectivement trois (Arg 141, Asp 94, Glu 101)
et deux liaisons hydrogeéne (Ser 131, Ser 138) avec cette hémoglobine pathologique. Ainsi, il est souhaitable de réaliser une étude
phytochimique plus approfondie sur les feuilles de F. exasperata afin d'identifier les principes cytotoxiques.

Mots clés: Ficus exasperata, Drépanocytose, Médecine alternative, Pharmacopée, Toxicité

Chromatographic profile and anti-sickling, anti-inflammatory, antioxidant and cytotoxic activity
of Ficus exasperata leaves

Abstract

The aim of this study is to analyze and assess the phytochemical effects of the leaves of Ficus exasperata on anti-stress, inflam-
mation, radiation and cytotoxicity. The results of this study showed that the leaf powder of this drug plant contains characteristic
histological elements such as parenchymal fragments, calcium oxide crystals, fibers, starch particles and fragments of vessels. It
also contains tannins, saponins, flavonoids, phenolic acids, iridoids, anthocyanines, anthrones, anthraquinones, and terpenes. The
total contents of polyphenols are 442 mg GAE/g extract, and the total contents of flavonoids are 7.0 mg EQ/g extract. It was also
shown that the permeated antiradical activity was higher than the dissolved activity and that F. exasperata leaves were not cyto-
toxic (% hemolysis 50 g/mL). These leaves have anti-inflammatory properties, but this activity is weak for distillation (%I=35.8)
and moderate for percolation (%I=50.3). The decoction and permeation of F. exasperata bark exhibit anti-inflammatory properties
in vitro. The three compounds previously isolated from the leaves of this plant form a thermodynamically stable complex with
deoxyhaemoglobin S (AG<0). Isoquercitrin-6-O-4-hydroxybenzoate forms five hydrogen bonds with the receptor (Thr 137, Thr
134, Arg 141, Ser 131, Ser 138) while Quercetin-3-O-B-rhamnoside and Apigenin-7-glucoside form three (Arg 141, Asp 94, Glu
101) and two hydrogen bonds (Ser 131, Ser 138) respectively with this pathological haemoglobin. Therefore, it is desirable to
conduct more in-depth phytochemical research on F. exasperata leaves to identify cytotoxic compounds.
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INTRODUCTION

Congo (RDC), plus de 2% de la population est atteinte de

Ladrépanocytose, également connue sous le nom d’anémie
SS, est une hémoglobinopathie caractérisée par la présence
d’hémoglobine anormale S (Hb S) dans le sang des indi-
vidus atteints. C’est une maladie génétique autosomique
récessive qui se manifeste de maniére trés variable sur le
plan phénotypique (Cheikhouna, 2021; Masengo et al.,
2021a). La présence de Hb S résulte d’une mutation ponc-
tuelle faux-sens sur le sixiéme codon du géne BS situé sur
le chromosome 11 chez I’homme. En effet, cette mutation
remplace I’adénine par la thymine (GAG—GTG), ce qui
entraine la substitution de I’acide glutamique en position 6
par la valine, un acide aminé hydrophobe (Girot et al.,2003;
Cheikhouna, 2021). En Afrique, la drépanocytose constitue
un probléme de santé publique, avec une prévalence trés
¢élevée en Afrique centrale et de ’Ouest (20 a 40% des indi-
vidus porteurs du trait drépanocytaire). Les données épidé-
miologiques indiquent qu’en République Démocratique du

cette maladie, soit prés d’un million et demi de personnes
(Mpiana et al., 2007; Tshilanda et al., 2015).

Du point de vue physio-pathologique, le stress oxydant
occupe une place prépondérante dans la pathologie de la
drépanocytose et joue un role crucial dans les phénoménes
d’hémolyse, de vaso-occlusion ainsi que dans les atteintes
des organes vitaux. Il correspond a un déséquilibre entre
les antioxydants et les pro-oxydants, favorisant les pre-
miers et entrainant des dommages cellulaires irréversibles.
Par ailleurs, cette maladie se caractérise par une asplénie
fonctionnelle et un dysfonctionnement du shunt des pen-
toses phosphates, ce qui favorise I’apparition de septicé-
mies et un état inflammatoire chronique chez les patients
(Ngbolua, 2019). En conséquence, la prise en charge de
cette maladie génétique doit tenir compte non seulement
des facteurs intrinséques, mais également des aspects
infectieux, inflammatoires et du stress oxydatif. Malgré le
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développement de nombreuses stratégies thérapeutiques
visant a combattre cette hémoglobinopathie, celles-ci ne
se révelent pas totalement satisfaisantes car elles peuvent
étre soit colteuses, soit toxiques, et restent inaccessibles
aux populations a faibles revenus (Mpiana et al., 2007).

Dans cette optique, la médecine traditionnelle offre une
alternative pertinente, car plus de 80% de la population y
arecours pour ses soins de santé primaires (Mpiana et al.,
2010a, b, c; Mpiana et al., 2011; Masengo et al., 2021b).
Les plantes médicinales utilisées sont riches en métabolites
secondaires bioactifs, formant un complexe chimique
équilibré. Cependant, il est important de souligner que
’utilisation excessive et non controlée de ces plantes
peut exposer les consommateurs a des effets secondaires,
malgré la présence de métabolites bioactifs (Gueyraud et
al., 2019). En effet, les doses utilisées dans les différents
traitements traditionnels sont souvent imprécises, d’ou la
nécessité d’évaluer Iefficacité et la toxicité des extraits de
plantes médicinales afin de prévenir les risques d’accidents
thérapeutiques. Dans cette méme perspective, notre choix
s’est porté sur Ficus exasperata, une espece de la flore
congolaise largement utilisée dans la médecine tradition-
nelle du Congo pour traiter la drépanocytose. Nous partons
du postulat que ses feuilles pourraient contenir des métabo-
lites secondaires susceptibles de lui conférer des propriétés
anti-oxydantes, anti-inflammatoires et anti-falcémiantes.

Ainsi, notre travail a pour objectifs spécifiques: (1)
Identifier les grands groupes de métabolites secondaires
contenus dans les feuilles de F. exasperata; (2) Quantifier
les polyphénols totaux et les flavonoides totaux présents;
(3) Evaluer la capacité des extraits de cette plante a réduire
les radicaux DPPH et ABTS, mesurant ainsi son potentiel
antioxydant et (4) Evaluer l'activité anti-inflammatoire,
anti-falcémiante et cytotoxique (hémolytique) des extraits
(décocté et percolat) de F. exasperata.
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L’intérét de cette étude est évident car en effet, en cas de
validation des propriétés pharmacologiques de cette plante,
elle pourrait conduire au développement d’un nouveau
phyto-medicament anti-drépanocytaire. Ceci pourrait
ainsi conduire a la mise en place effective du protocole de
Nagoya sur I’acces et le partage des avantages (APA) liés
al’exploitation des ressources phylogénétiques et connais-
sances traditionnelles y associées.

En outre, une meilleure compréhension des propriétés
médicinales de cette plante peut ouvrir la voie a de nou-
velles possibilités thérapeutiques dans le contexte de la
couverture santé universelle (CSU). En effet, I’intégra-
tion de la médecine traditionnelle dans les systemes de
sant¢ peut offrir plusieurs avantages pour atteindre la
CSU notamment, 1’accessibilité des soins dans les zones
rurales ou défavorisées ; la complémentarité des approches
(la médecine traditionnelle basée sur les évidences scien-
tifiques peut compléter la médecine conventionnelle en
proposant des traitements alternatifs et en abordant certains
problémes de santé qui ne sont pas toujours bien pris en
charge par la médecine moderne) et la connaissance des
cultures locales (les praticiens de la médecine tradition-
nelle sont souvent ancrés dans leurs communautés et ont
une meilleure compréhension des besoins et des pratiques
culturelles locales en mati¢re de santé).

MATERIEL ET METHODES

Les feuilles de Ficus exasperata ont été récoltées dans les
environs de I’Institut National pour I'Etude et la Recherche
Agronomiques Boketa dans le Sud Ubangi en République
Démocratique du Congo (Figure 1).

Les échantillons de Ficus exasperata ont été identifiés
et authentifiés a I’Herbarium de I’Institut National pour
I'Etude et la Recherche Agronomique situé a la Faculté des
Sciences et Technologies de I’Université de Kinshasa par
I’indicateur botaniste Nlandu.
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Figure 1: Situation géographique du village Boketa et de ses environs (Province de Sud Ubangi en RDC)



Rev. Mar. Sci. Agron. Vét. 11(4) (Décembre 2023) 485-494

Apres la récolte du matériel végétal, les échantillons ont
été séchés a I’abri du soleil pendant environ un mois, puis
réduits en poudre fine a l'aide d'un broyeur électrique de
marque HSMFM.

Micrographie des poudres

La micrographie optique des poudres a été réalisée selon
la méthode suivante:

» Déposer avec précaution 2 a 3 gouttes du réactif de Stein-
metz sur une lame porte-objet.

» Déposer délicatement une petite quantité de poudre
soigneusement prélevée a I’aide d’une fine spatule dans
le réactif.

» Couvrir avec une lamelle et appuyer légerement pour
homogénéiser la préparation.

*» Absorber les exces et essuyer le dessous de la lame porte-
objet avec un papier essuie-tout.

* Ensuite, procéder a I’examen micrographique.

Avant de réaliser ’examen, il est essentiel de nettoyer la
surface externe de la lamelle pour éliminer toute trace de
réactif ou de poudre a examiner. Il convient également de
préparer les échantillons avec légéreté afin de bien répartir
les tissus et d’éviter les superpositions (Inkoto ez al., 2021;
Ngbolua et al., 2021b).

Analyse phyto-chimique qualitative
Préparation des extraits

Les extraits ont été préparés en dissolvant les poudres de la
plante dans un solvant approprié selon un rapport de 1:10
(poids/volume).

Réactions en solution

Les réactions de caractérisation ont été réalisées en tubes
(tests en solution) et consistent en une analyse qualitative
basée sur des réactions de coloration et/ou de précipitation.

* Recherche de tanins totaux: On ajoute quelques gouttes
d’une solution de chlorure ferrique (FeCl,) a 1% a2 mL de
la solution obtenue lors du test général des flavonoides. Une
coloration bleue foncée, noire ou verte indique la présence
de tanins (Mpiana et al., 2007).

* Recherche des alcaloides: Dans un erlenmeyer a large
col contenant 1 g de poudre, on ajoute quelques gouttes
d’acide chlorhydrique a 5% dans 5 mL d’eau distillée.
Apres macération pendant 24 heures, en agitant de temps
en temps, on filtre sur un coton d’ouate. Sur 1 mL de filtrat,
on ajoute 5 gouttes de réactif de Mayer (1,36 g de HgCl, et
5 gde Kl dans 100 mL d’eau). La formation d’un précipité
blanc suite a I’ajout du réactif de Mayer indique la présence
d’alcaloides (Mpiana et al., 2007).

* Recherche des Saponosides: Les saponines sont mises en
évidence par I’indice de mousse, qui dépend du degré de
dilution d’un décocté aqueux de la drogue, produisant une
mousse persistante dans des conditions spécifiques. Pour
cela, on chauffe 2 g de poudre de drogue dans 100 mL d’eau
bouillante pendant 30 minutes. Ensuite, dans une série de
10 tubes a essai, on mesure successivement 1, 2, 3, 4...,
10 mL de décocté et on ajuste le volume de chaque tube a
10 mL avec de I’eau distillée. On agite chaque tube dans le
sens de la longueur pendant 15 secondes (deux agitations
par seconde) apres avoir bouché avec le pouce. On laisse
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reposer pendant 15 minutes et on mesure la hauteur de la
mousse. Si la hauteur est inférieure a 1 cm dans tous les
tubes, I’indice est inférieur a 100 (négligeable). Si la hau-
teur estde 1 cm dans I’un des tubes, la dilution de la drogue
dans ce tube est I’indice de mousse (Mpiana et al., 2007).

Screening phyto-chimique par CCM (Ngbolua etal.,2021b)

Pour la recherche des flavonoides et des acides phéno-
liques, nous avons préparé des échantillons en extrayant
1 g de la drogue pulvérisée avec 5 mL de méthanol sous
agitation pendant 10 minutes. Ensuite, nous avons utilisé
10 mL du filtrat pour I’analyse chromatographique sur
couche mince (CCM).

Les conditions chromatographiques étaient les suivantes:
Phase stationnaire: Silicagel F254; Phase mobile 1: acé-
tate d’éthyle-acide formique-méthanol-eau (40:1:5:4) et
Phase mobile 2: dichlorométhane-acide formique-acétone
(40:5:10).

Pour détecter les composés, nous avons observé le chro-
matogramme sous UV a 254 et 366 nm, puis nous I’avons
pulvérisé avec le réactif de Neu (DPBAE/PEG) et observé
sous UV a 366 nm. La présence de flavonoides était
indiquée par des taches fluorescentes de couleurs diverses
(jaune-orange-vert), tandis que les fluorescences bleues
indiquaient la présence d’acides phénoliques.

Pour larecherche des iridoides, nous avons utilisé la méme
solution préparée pour le test des flavonoides et I’avons
déposée en une quantité de 10 pL. Les conditions chroma-
tographiques étaient les suivantes: Phase stationnaire: Sili-
cagel F254; Phase mobile: acétate d’éthyle-méthanol-eau
(50:6,75:5). Pour révéler les iridoides, nous avons chauffé
le chromatogramme pendant 10 minutes a 100 °C et utilisé
une solution d’acide sulfurique a 5% dans 1’éthanol. Les
vrais iridoides ont donné des colorations spécifiques, tandis
que les autres terpenes se sont colorés en noir.

Pour la recherche des anthocyanes, nous avons également
utilisé la solution préparée pour le test des flavonoides,
déposée en une quantité de 10 pL. Les conditions chro-
matographiques étaient les suivantes: Phase stationnaire:
Silicagel F254; Phase mobile: acétate d’éthyle-acide
formique-eau (50:5:20). Nous avons utilisé le témoin
D-catéchine et la révélation avec de la vanilline phospho-
rique. Apres chauffage pendant 10 minutes a 100 °C, les
anthocyanes ont donné des colorations roses.

Pour la recherche des anthraquinones (hétérosides anthra-
céniques), nous avons utilisé la méme solution préparée
pour le test des flavonoides. La phase mobile était consti-
tuée du mélange des solvants acétate d’éthyle-méthanol-
eau (50:6,75:5). Nous avons révélé les anthraquinones en
observant le chromatogramme sous UV a 254 et 366 nm,
puis en le pulvérisant avec une solution de KOH éthano-
lique a 10%. Les anthraquinones sont apparues colorées en
rouge et ont donné une fluorescence rouge a 366 nm, tandis
que les anthrones (aloine) ont donné une couleur jaune.

Pour la recherche des terpénes, nous avons préparé les
échantillons en extrayant 1 g de la drogue pulvérisée avec
6 mL d’acétate d’éthyle pendant 15 minutes, puis en dépo-
sant 10 uL dela solution ainsi obtenue. Les conditions chro-
matographiques étaient les suivantes: Phase stationnaire:
Silicagel F254; Phase mobile: toluéne-acétate d’éthyle
(27:3). Nous avons utilisé les témoins thymol, menthol et
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acide oléanique, ainsi que la révélation avec la vanilline
sulfurique. Apres chauffage pendant 10 minutes a 100 °C,
les terpénes ont montré diverses couleurs avec ce réactif.

Pour la recherche des coumarines, nous avons utilisé¢ la
solution préparée pour le test des terpenes, déposée en
une quantit¢ de 10 pL. La phase mobile est le mélange
toluéne-¢éther (1:1, saturé avec de 1’acide acétique a 10%).
Nous avons révélé les coumarines en observant le chroma-
togramme sous UV a 254 et 366 nm, puis en le pulvérisant
avec une solution de KOH ¢éthanolique a 10%. Les couma-
rines émettent une fluorescence bleue.

Analyse phyto-chimique quantitative

Pour le dosage des polyphénols totaux, nous avons utilisé
la méthode de Folin-Ciocalteu, en utilisant une solution de
10 mg/mL d’extrait dans du méthanol a 80%. Les résultats
ont été exprimés en mg équivalents d’acide gallique (GAE)
par gramme d’extrait sec. Pour le dosage des flavonoides
totaux, nous avons utilis¢ la méthode spectrophotomé-
trique avec du trichlorure d'aluminium. Les résultats ont
été exprimés en mg équivalents de quercétine (QE) par
gramme d’extrait sec. Le détail des protocoles utilisés sont
repris dans nos travaux antérieurs (Djolu et al., 2023).

Evaluation des propriétés antioxydantes

Test au radical ABTS
Préparation du radical ABTS*+
* Dissoudre une quantité du radical ABTS correspondant
a 20 millimoles dans 500 uL d’eau distillée: solution A.
* Dissoudre une quantité de persulfate de potassium
(K,S,0,) correspondant a 10 millimoles dans 500 uL. d’eau
distillée: solution B.
» Mélanger a parts égales la solution A et la solution B, puis

conserver le mélange a 1’abri de la lumiére pendant 12 a
16 heures: solution mére du radical ABTSe+.

* Diluer la solution mére du radical avec du méthanol pour
obtenir une solution d’analyse dont I’absorbance varie
entre 0,6 et 0,8.

Test d’inhibition du radical ABTS*+

* Dans un tube a essais, placer 20 uL de méthanol avec
1980 uL de la solution du radical ABTSe+: solution témoin
(a répéter 3 fois).

* Dans un autre tube a essais, placer 20 pL de la solution
de I’échantillon pour chaque niveau de concentration (a

répéter 3 fois). Ajouter a chaque tube 1980 puL de lasolution
d’analyse du radical ABTSe+.

* Laisser incuber a I’abri de la lumiere pendant 30 minutes.

» Mesurer 1’absorbance a 734 nm au spectrophotometre
pour chaque solution (a répéter 3 fois): le contrdle négatif
(méthanol) et les solutions des échantillons.

* Calculer le pourcentage d’inhibition du radical ABTSe+
par D’extrait a ’aide de la formule: %I = [1 — (Ax/Ac)] x
100, ou Ax représente 1’absorbance du radical ABTSe+ en
présence de I’extrait et Ac I’absorbance du radical ABTSe+
dans la solution témoin.

Test au radical DPPH
Préparation du radical DPPH
* Dissoudre 0,25 mg de DPPH dans 200 mL de méthanol.

* Conserver la solution a 1’abri de la lumiére pendant au
moins une heure.
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Test d’inhibition du radical DPPH

* Dans un tube a essai, placer 20 uL de méthanol avec
1980 pL de la solution du radical DPPH: solution témoin
(a répéter 3 fois).

* Dans un autre tube a essai, placer 20 pL de la solution de
I’¢échantillon pour chaque concentration (a répéter 3 fois).
Ajouter a chaque tube 1980 pL de la solution d’analyse
du radical DPPH.

* Laisser incuber a I’abri de la lumicre pendant 30 minutes.

* Mesurer 1’absorbance a 517 nm au spectrophotométre
pour chaque solution (a répéter 3 fois): le contrdle négatif
(méthanol) et les solutions des échantillons.

e Calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH
par I’extrait a I’aide de la formule: % [ =[1 — (Ax/Ac)] x
100, ou Ax représente 1’absorbance du radical DPPH en
présence de I’extrait et Ac 1’absorbance du radical DPPH
dans la solution témoin.

Evaluation de la cytotoxicité
Test de cytotoxicité qualitative (Prajitha et Thoppil, 2017)

* Traiter les échantillons de sang avec 0,1% d’extrait pen-
dant 1 heure a température ambiante, en utilisant du NaCl
0.9% comme témoin.

 Préparer des frottis sanguins a partir des échantillons
traités et les colorer.

* Observer les frottis sanguins au microscope optique pour
évaluer les dommages membranaires sur les globules rouges.
Test de cytotoxicité quantitative (Gbolo et al., 2022)

» Mélanger 1 mL de sang dilu¢ a 2,5% avec 1 mL d’extrait
(1 mg/mL).

* Préparer des controles positifs (eau distillée + sang dilué)
et négatifs (solution physiologique + sang dilug).

* Incuber les mélanges a température ambiante pendant 30
minutes, puis centrifuger.

* Mesurer la densité optique du surnageant a 540 nm au
spectrophotométre.

* Calculer le taux d’hémolyse a I’aide de la formule: %H=
(Extrait-Contrdle négatif)/(Contrdle positif-Controle
négatif) x 100.

Test anti-inflammatoire (Dénaturation thermique de I 'ova-
lbumine)

* Préparer un mélange réactionnel contenant de I’albumine

d’ceuf, un tampon phosphate salin (PBS) et de I’eau dis-
tillée ou de I’extrait.

* Incuber le mélange a différentes températures.

* Mesurer 1’absorbance a 650 nm et 690 nm au spectro-
photométre.

* Calculer le taux d’inhibition de la dénaturation thermique
de I’ovalbumine a I’aide de la formule: %I = (DO témoin
négatif - DO échantillon) / DO témoin négatif x 100.

Le protocole détaillé est repris dans les travaux de Djolu
et al. (2023) et Kumari et al. (2015).

Evaluation de l'activité anti-drépanocytaire (Mpiana et al.,
2007; Mpiana et al., 2008; Kitadi et al., 2020)

* Préparer des solutions meéres d’extraits de plantes a dif-
férentes concentrations.

¢ Diluer le sang drépanocytaire avec un mélange d’extraits
et de Na,S 0, 2%.
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* Réaliser des préparations microscopiques et observer les
¢échantillons au microscope optique apres incubation.

« Evaluer l'effet de I'extrait sur les globules rouges drépa-
nocytaires en conditions d’hypoxie.

Modélisation moléculaire

La modélisation moléculaire est réalisée selon les proto-
coles précédemment décrits par Mpiana et al. (2020) et
Ngbolua et al. (2022).

Considérations éthiques

Le protocole de recherche a été approuvé par le Comité
d’éthique du département de Biologie de 1I’Université de
Kinshasa, et 1’étude a respecté les principes de la décla-
ration d’Helsinki. Toutes les régles de confidentialité et
d’éthique, ainsi que les régles d’acces et de partage des
avantages liés a I’utilisation des ressources génétiques en
vigueur en République démocratique du Congo, ont été
respectées dans cette étude.

RESULTATS

Caractéristiques microscopiques

Lafigure 2 (A et B) donne les résultats de I’examen micros-
copique de la poudre des feuilles de Ficus exasperata.

Il ressort de cette figure la présence des fibres (A) et d’un
poil tecteur (B). Ces ¢léments histologiques sont caracté-
ristiques des feuilles de cette plante et peuvent donc servir
a son authentification.

Criblage phyto-chimique
Le screening phyto-chimique a été réalisé suivant deux

méthodes: réactions de coloration en solution (Tableau 1)
et la chromatographie sur couche mince (Figure 3).

Il ressort du tableau 1 que les extraits de Ficus exasperata
renferment les tanins totaux, les alcaloides, les terpénoides,
les anthocyanes, les saponosides et les flavonoides. Ils ne
contiennent cependant pas de quinones.

Les résultats de ’analyse chromatographique sur couche
mince ont révélé la présence des flavonoides (Figure 3A),
acides phénoliques (Figure 3B), iridoides (Figure 3C),
anthocyanes (Figure 3D), coumarines (Figure 3E) et ter-
penes (Figure 3D) dans les extraits de Ficus exasperata.

Les résultats du dosage des métabolites secondaires
indiquent aussi que les extraits des feuilles de Ficus exas-
perata présentent une teneur élevée en polyphénols totaux

i -
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(soit 397 £ 0,77 mg EAG/g), et une teneur en flavonoides
totaux de I’ordre de 6,69 = 0,039 mg EQ/g.

Activité anti-radicalaire
Lévaluation de I’activité anti-radicalaire des extraits testés du
Ficus exasperata est déterminée par les tests ABTS et DPPH.

Tableau 1: Screening phyto-chimique par réactions de
coloration et précipitation

Phytomarqueurs Réactifs utilisés Résultats
Tanins totaux FeCl, +
Alcaloides Mayer +
Saponosides Test de mousse +
Quinones liées Borntrager -
Quinones libres Borntrage -
Terpénoides Lierberman +
Anthocyanes HC120% +
Flavonoides Shinoda +

(+): Présence de la substance recherchée; (-): Absence de la substance
recherchée

Figure 3: Chromatogramme des composés présents dans les
feuilles de Ficus exasperata

Figure 2: Eléments microscopiques de la poudre des feuilles de Ficus exasperata
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La figure 4 donne I’évolution du taux d’inhibition du
radical DPPH en fonction de la concentration en extrait
de Ficus exasperata.
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Figure 4: Taux d’inhibition du radical libre DPPH en fonc-
tion de la concentration de Ficus exasperata

Il ressort de cette figure que I’activité antiradiculaire vis-a-
vis duradical DPPH est faible. Aussi, I’activité anti-radica-
laire du percolat est supérieure a celle du décocté. Cepen-
dant, on peut noter que cette activité est faible puisque a 100
pg/mL, le taux d’inhibition du percolat est de 55,3 % alors
que celui du décoctén’est que de 18,8 %, ce qui correspond

a une réduction d’activité de 65,9 % de cette plante par la
60
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Figure 5: Taux d’inhibition du radical libre DPPH en fonc-
tion de la concentration des extraits de Ficus exasperata

chaleur comme on peut le constater sur la figure 5.
La figure 6 donne le taux d’inhibition du radical ABTS en
fonction de la concentration de percolatde Ficus exasperata.

Il ressort de cette figure 6 que ’activité anti-radicalaire
vis-a-vis du modele ABTS est faible (CI50 > 10 pg /mL).
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Figure 6: Taux d’inhibition du radical libre ABTS en fonc-
tion de la concentration de percolit de Ficus exasperata

Masengo et al.: Profil chromatographique et activité des feuilles de Ficus exasperata

Activité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire a été évaluée a partir de taux
d’inhibition de la dénaturation thermique de I’ovalbumine
in vitro (%l) par ’extrait aqueux et organique de Ficus
exasperata (Figure 7).
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thure 7: Taux d’inhibition de la dénaturation thermique de
Povalbumine in vitro par I’extrait aqueux et organique de
Ficus exasperata (100 ug /mL)

Il ressort de cette étude que le percolat des feuilles de Ficus
exasperata (FEP: 12,54 10,7 %) n’est pas actif tandis que
le décocté (FED: 52,0 £ 19,7 %) est actif comparativement
au contrdle positif, le diclofénac sodique (46,7 £ 19,1).

Cytotoxicité

Les résultats d’évaluation de I’activité cytotoxique effectuée
avec I’extrait aqueux (Figure 8B) de Ficus exasperata qu’en
I’absence d’extrait de Ficus exasperata, les érythrocytes
sont en forme biconcave normale (Figure 8A). En effet, on
y observe les érythrocytes ayant le bord lisse. Cependant, en
présence d’extrait de Ficus exasperata, les bords des éry-
throcytes prennent la forme crénelée. Ces résultats indiquent
donc que Ficus exasperata est cytotoxique, ceci ne garantit
donc pas la sécurité d’utilisation de cette plante en médecine
tradltlonnelle pour la prise en charge de la drépanocytose.

Figure 8: Effet de la drogue (1000 ,ug/mL) sur les érythro-
cytes (cytotoxicité) (500x): (A) Erythrocytes normaux (bord
lisse); (B) Erythrocytes avec bord crénelé
La figure 9 donne le taux d’hémolyse compar¢ des extraits

aqueux et organique de Ficus exasperata.
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Figure 9: Taux d’hémolyse induit par les extraits de Ficus
exasperata (1000 ug /mL)
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Il ressort de a figure 9 que le percolat présente une activité
hémolytique faible (% Hémolyse = 34,2 + 12,5) que le
décocté est plus toxique (% Hémolyse = 74,7 + 15,2).
Activité anti-falcémiante in vitro

La figure 10 donne le phénotype des globules rouges du
sang SS non traité (t¢émoin négatif: Figure 10A) et traité

respectivement avec des extraits des feuilles de Ficus
exasperata (Figures 10B et 10C).

Figure 10: Microphotographie optique du sang drépanocytaire
témoin (A) et traités par le décocté (B) et le percolit (C) de
Ficus exasperata (100 ug/mL) [Na,S,0, 2%; NaCl 0,9%; 500x]

La figure 10A montre qu’en 1’absence d’extraits de Ficus
exasperata, les érythrocytes sont en forme de faucilles, ce
qui confirme la nature falciforme du sang utilisé. En effet,
on y observe de nombreux érythrocytes falciformes. Dans
nos conditions expérimentales, cette falciformation a été
induite par le métabisulfite de sodium a 2%. Cependant, les
figures 10B et 10C indiquent qu’en présence des extraits
organique et aqueux de Ficus exasperata, les érythrocytes
reprennent la forme biconcave normale, alors qu’ils sont
placés dans les mémes conditions d’hypoxie que le témoin
négatif. Ces résultats montrent que Ficus exasperata est
dou¢ d’effet antifalcémiant.
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La figure 11 donne la structure moléculaire 2D et les pro-
priétés physico-chimiques de trois flavonoides isolés des
feuilles de Ficus exasperata.

Il ressort du tableau 2 que les trois composés forment un
complexe thermodynamique stable avec la désoxyhémo-
globine S (AG<0). Isoquercitrin-6-O-4-hydroxybenzoate
forme cinq liaisons hydrogéne avec le récepteur (Thr 137,
Thr 134, Arg 141, Ser 131, Ser 138) tandis que Quercetin-
3-O-B-rhamnoside et Apigenin-7-glucoside forment
respectivement trois (Arg 141, Asp 94, Glu 101) et deux
liaisons hydrogene (Ser 131, Ser 138) avec cette hémoglo-
bine pathologique. Notons que la liaison hydrogene joue
un role déterminant dans la stabilité¢ des complexes entre
les ligands et les récepteurs dans un systéme biologique.
En effet, elle est une interaction faible mais importante
qui se forme entre un atome d’hydrogene lié a un atome
¢électronégatif du ligand et un autre atome ¢lectronégatif
du récepteur (Pauling, 1948). Cette liaison contribue a la
spécificité et a ’affinité de ’interaction entre le ligand et
le récepteur, favorisant ainsi la formation du complexe et
I’activité biologique du métabolite secondaire. L affinité
qui est la mesure de la force de I’interaction entre le ligand
et le récepteur est exprimée en termes d’énergie libre de
Gibbs (AG) (Mpiana et al., 2020; Ngbolua et al., 2022).

Une affinité élevée (grande stabilité) permet au ligand de
rester li¢ au récepteur pendant une durée suffisante pour
exercer son effet pharmacologique. Dans cette étude in
silico, la meilleure affinité est obtenue avec Isoquercitrin-
6-O-4-hydroxybenzoate. Par contre, la spécificité qui se
réfere a la sélectivité de l’interaction ligand-récepteur,
permet donc d’éviter les effets secondaires ou indésirables
en impliquant spécifiquement la cible souhaitée qui est
I’hémoglobine S.

‘*"f?

Figure 11: Structure moleculatre 2D optimisées des flavo-
noides isolés des feuilles de Ficus exasperata: A (Apigenin-

7-glucoside); B (Isoquercitrin-6-0-4-hydroxylbenzoate); C
(Quercetin-3-0-f-rhamnoside) [Bamigboye et Oluwatoyin, 2014]

U
o

Tableau 2: Propriétés physico-chimiques de trois flavonoides isolés des feuilles de Ficus exasperata

Composés AG Binding (kcal/mol)

Acides aminés impliqués dans la liaison hydrogéne

Apigenin-7-glucoside -8,2+0,12

Ser 102 (C), Glu 101 (D)

Isoquercitrin-6-O-4-hydroxybenzoate -9,240,11

Thr 137 (A), Thr 134 (C), Arg 141 (A), Ser 131 (C), Ser 138 (A)

Quercetin-3-O-f-rhamnoside -9,1£0,10

Arg 141 (A), Asp 94 (A), Glu 101 (D)
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DISCUSSION

La drépanocytose est une maladie génétique héréditaire du
sang qui affecte les globules rouges. Elle est causée par une
mutation dans le géne de ’hémoglobine, ce qui entraine
la formation de globules rouges anormaux en forme de
faucille plutot que d’avoir une forme de disque normale.
Ces globules rouges anormaux peuvent provoquer des
obstructions dans les vaisseaux sanguins, entrainant une
mauvaise circulation, des douleurs intenses, des problémes
d’organes et une anémie (Girot et al., 2003). L’utilisation
des plantes médicinales, y compris Ficus exasperanta,
dans la prise en charge de la drépanocytose est I'une des
stratégies a encourager car en effet, la drépanocytose est
une maladie complexe et multifactorielle et nécessite une
approche médicale globale et multidisciplinaire pour une
prise en charge adéquate.

L’importance de I’utilisation des plantes médicinales dans
la prise en charge de la drépanocytose est liée aux raisons
suivantes: (1) Soulagement de la douleur: les crises dou-
loureuses sont 1'un des symptdmes les plus courants de la
drépanocytose. Certaines plantes médicinales peuvent avoir
des propriétés analgésiques et anti-inflammatoires qui pour-
raient aider a soulager la douleur associée aux crises (Yimer
etal.,2020); (2) Propriétés anti-inflammatoires: les crises de
drépanocytose sont souvent déclenchées par I’inflammation
et ’obstruction des vaisseaux sanguins.

Ainsi, certaines plantes médicinales peuvent avoir des
effets anti-inflammatoires qui pourraient aider a réduire
I’inflammation et prévenir les complications (Djolu et al.,
2023); (3) Effets antioxydants: les personnes atteintes de
drépanocytose peuvent avoir une augmentation du stress
oxydatif di a la présence de globules rouges anormaux.
Les plantes médicinales riches en antioxydants pourraient
aider a neutraliser les radicaux libres et protéger les cel-
lules des dommages (Djolu et al., 2023); (4) Amélioration
de la circulation sanguine: Certaines plantes médicinales
peuvent avoir des effets vasodilatateurs, ce qui signifie
qu’elles aident a élargir les vaisseaux sanguins, amélio-
rant ainsi la circulation sanguine et réduisant le risque de
blocages (Fatiany et al., 2016); (5) Soutien au systéme
immunitaire: Les personnes atteintes de drépanocytose ont
unrisque accru d’infections. Certaines plantes médicinales
peuvent renforcer le systéme immunitaire, aidant ainsi a
prévenir ou a gérer les infections (Alhazmi et al., 2021).

La présente étude a montré que Ficus exasperata constitue
source de composés antioxydants naturels, en particulier
les polyphénols tels que les flavonoides, dont I’activité
anti-radicalaire et anti-drépanocytaire in vitro est bien éta-
blie (Gbolo et al., 2022). 11 a été rapporté dans la littérature
que I’activité anti-oxydante peut étre due a I’inhibition des
enzymes impliquées dans la production des radicaux libres
tels que le cytochrome P450, la lipooxygénase, la myelo-
peroxydase, la NADPH oxydase et la xanthine oxydase
(Costa et al., 2018).

Par contre, I’activité anti-inflammatoire se traduit I’inhibi-
tion du facteur nucléaire pro-inflammatoire NF-kB et/ou de
la cyclooxygénase (Vardhini et al., 2022). Les flavonoides
peuvent aussi chélater certains ions métalliques (Fe?,
Cu?"), ce qui peut inhiber le métabolisme de 1’oxygene et
des oxydes d’azote ou arréter 1’action des radicaux libres.

Masengo et al.: Profil chromatographique et activité des feuilles de Ficus exasperata

Les flavonoides sont donc caractérisés par leur affinité
pour les protéines, les acides nucléiques et les ions métal-
liques, ainsi que par leur capacité a catalyser le transport
d’¢électrons et a séquestrer les radicaux libres (Kapepula,
2017). Notons que I’activité biologique observée pourrait
étre attribuée aux polyphénols tels que les anthocyanes et
les flavonoides, qui agissent en empéchant la polymérisa-
tion des molécules de désoxyhémoglobine S en tactoides,
comme cela a été rapporté précédemment (Gbolo et al.,
2022; Mpiana et al., 2008; Ngbolua et al., 2017).

La République démocratique du Congo (RDC) est un véri-
table réservoir de biodiversité (Asimonyio et al., 2015 a, b;
Kambale et al., 2016 a, b, ¢c; Omatoko ef al., 2015). Selon
I’Organisation mondiale de la santé¢ (OMS), plus de 80 % de
la population en Afrique, et en particulier en RDC, arecours
aux plantes médicinales pour résoudre les problémes de
santé primaires (OMS, 2002).

Leregain d’intérét pour I’utilisation des plantes médicinales
dans le traitement des maladies est non seulement un choix,
mais également une conséquence de la pauvreté et des
cotts ¢levés des médicaments modernes (Ngbolua et al.,
2011 a, b). C’est pourquoi il est urgent d’évaluer I’activité
bio-thérapeutique de ces ressources phytogénétiques a haut
potentiel biopharmaceutique, en vue de leur valorisation a
travers la création d’usines pour la production et la com-
mercialisation de médicaments issus des connaissances
traditionnelles.

La valorisation de Ficus exasperata peut jouer un role
essentiel dans 1’amélioration des conditions de vie des
détenteurs du savoir traditionnel, en accord avec la Conven-
tion sur la Diversité Biologique (CDB). Cette valorisation
permet ainsi de reconnaitre I’expertise et le savoir-faire
des détenteurs traditionnels et favorise le respect de la
culture et des pratiques séculaires liées a la santé tout en
garantissant un partage juste et équitable des avantages
économiques découlant de I'utilisation commerciale des
médicaments qui peuvent découler de cette plante. Cela
signifie que les détenteurs du savoir traditionnel devraient
bénéficier financierement des produits dérivés des plantes
qu’ils ont protégées et transmises au fil des générations.
A cet effet, la création d’entreprises ou d’usines pour la
production et la commercialisation de médicaments a base
de plantes peut stimuler le développement économique au
niveau local. Cela peut créer des emplois et contribuer a
réduire la pauvreté tout en encourageant la conservation de
la biodiversité pour des fins médicinales. En effet, dans de
nombreuses régions rurales ou ¢loignées, les plantes médi-
cinales sont parfois la seule option de traitement disponible.
Ainsi, la valorisation de ces ressources peut contribuer a
améliorer 1’acces aux soins de santé et a soulager la charge
des systemes de santé modernes. Il est donc important que
la valorisation des plantes médicinales se fasse de maniére
respectueuse des savoirs traditionnels, en impliquant acti-
vement les détenteurs des connaissances dans les processus
de recherche, de développement et de commercialisation
(approche participative).

En favorisant un partenariat équitable, la valorisation
des plantes médicinales peut contribuer a une meilleure
santé, a la préservation de la biodiversité et a I’améliora-
tion des conditions de vie des communautés locales qui en
dépendent.
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CONCLUSION

Dans cette étude, notre objectif était de valider scienti-
fiquement I’utilisation des feuilles de Ficus exasperata
Vahl dans le traitement de la drépanocytose en médecine
traditionnelle dans la région du Sub-Ubangi en République
Démocratique du Congo.

Les principaux résultats de cette é¢tude sont les suivants:

* La poudre des feuilles de F. exasperata contient des fibres
et des poils protecteurs.

» L’analyse phyto-chimique de ces feuilles a révélé la
présence de polyphénols, tanins, alcaloides, iridoides,
anthocyanes, terpénes, anthraquinones et coumarines.

* La teneur en polyphénols totaux de ces feuilles est plus
¢levée que celle en flavonoides totaux.

* Le décocté et le percolat de ces feuilles ont montré une
grande activité anti-falcémiante in vitro et in silico. Cepen-
dant, leur activité anti-inflammatoire ou anti-radicalaire est
modérément active et en plus, ces feuilles présentent une
cytotoxicité vis-a-vis des érythrocytes humains.

Bien que cette plante présente des propriétés anti-falcé-
miantes, il est important de 1’utiliser a faible dose pour
éviter toute intoxication chez les patients. Par conséquent,
il serait souhaitable de mener des études chimiques et phar-
macologiques plus approfondies pour isoler et caractériser
les principes toxiques, dans le but de les développer en tant
que médicaments anti-cancéreux.
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