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Résumé

Le présent travail contribue a la quantification des polyphénoles et des flavonoides,
I”’évaluation de 1’activité antioxydante in vitro et ’activité anti-inflammatoire in vivo des
différents extraits préparés a partir des feuilles, des gousses et des graines de Sophora
japonica L. Les rendements d’extraction des polyphénoles de 1’extrait des feuilles (83 ,33%)
et des gousses (79,16%), est important par rapport a 1’extrait des graines (24,33%). La
quantification des polyphénoles par la méthode de Folin-Ciocalteu de I’extrait des gousses,
des feuilles et des graines a donné la valeur de ’ordre 0,112 mg EAG/g de matiere seche,
0,088 mg EAG/g de matiere seche et 0,022 mg EAG/g de matiere seche. L’effet antioxydante
a été déterminé par le test de DPPH, la méthode FRAP et le test de blanchissement du [-
carotene. L’évaluation de I’activité antioxydante a montré que les différents extraits de
Sophora japonica L ont une forte activité antioxydante (I’extrait des feuilles dans le test du -
carotene et FRAP et ’extrait des graines dans le test de DPPH). Par ailleurs, L’effet anti-
inflammatoire a été évalué en utilisant la méthode de 1',edéme plantaire provoqué par la
carragénine chez la souris avec une injection sous cutanée sur les pattes postérieur gauche.
Les résultats de cette étude montrent que I’extrait méthanolique des gousses (89,03%), des
feuilles (74,5%) et des graines (72,22%) de Sophora japonica L. présente une efficacité

réductrice de I’cedeme 1égerement inferieure a celle du Diclofénac (94%).

Mots clés: Sophora japonica L, polyphénoles, activité antioxydante, activité anti-

inflammatoire, DPPH, FRAP, 3-caroténe.
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AINS. Anti-inflammatoire non stéroidiens.
AIS. Anti-inflammatoire stéroidiens.
AICl3. Trichlour d’aluminium.

BHT. Butyl-hydoxy-toluéne.

D.O. Densité Optique.

DPPH. 1,1-diphényl-2-Epicrylhydrazyl.
EAG. Equivalent d’ Acide Gallique.

EQ. Equivalent de querétine

ERO. Especes Réactifs de 1’oxygene.
ESM. Erreur standard de Moyen.

FRAP. Ferric reducing antioxidant power.
ICsy. Concentration Inhibitrice a 50 %.

R. Rendement.

TCA. Acide trichloroacétique.
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Introduction générale

INTRODUCTION

Les plantes ont été employées pendant des siecles comme remedes pour les maladies
humaines grace a leurs richesses en composants de valeur thérapeutiques. Le pouvoir de
guérison des plantes provient des effets de leurs métabolites secondaires. On distingue
plusieurs groupes de métabolites notamment les phénols (simples phénols, acides

phénoliques, flavonoides, flavones, flavonols, tannins et coumarines) (Khadhri et al., 2013).

Beaucoup de plantes sont riches en composés phénoliques, qui constituent une classe
importante d’antioxydantes (Yoa et al., 2010; Oancea et al., 2012). Les propriétés
physiologiques attribuées aux composés phénoliques comprennent les effets antidiabétiques,
antiallergiques, antifongiques, anti-inflammatoires, anticancéreux et vasodilatateurs (Del

Bano et al,, 2003 ; Cao et al., 2015).

Au cours de ces dernieres années, des études sur les activités antioxydantes des
principes actifs des plantes ont augmenté de facon remarquable qui est due a un intérét accru
pour leur potentiel d’étre utilis€é en tant que source naturel d’antioxydants (Almani et al.,

2009).

L'inflammation est un processus habituellement bénéfique : son but est d'éliminer
l'agent pathogene et de réparer les 1€sions tissulaires. Parfois 1'inflammation peut étre néfaste
du fait de l'agressivité de 1'agent pathogene, de sa persistance, du siege de l'inflammation, par
anomalies des régulations du processus inflammatoire, ou par anomalie quantitative ou

qualitative des cellules intervenant dans I'inflammation (Rousslet et al., 2005).

Sophora japonica est un arbre, qui appartient a la famille des fabaceae (Panthati et al.,
2012) ; parmi les plantes médicinale employées dans la médicine traditionnelle chinoise
(Xiao, 2013). Ces parties sont souvent utilisés ensemble pour traiter divers problemes de
santé, notamment divers types d'hémorragies (hémoptysie, épistaxis, métrorragie) (Orwa et
al., 2009), des maux de téte (Xiao, 2013), peut faire baisser la tension artérielle, prévenir les

accidents vasculaires cérébraux et éliminer la fatigue(Lucienne B et al., 1980).

Selon notre recherche bibliographique, aucune étude phytochimique de cette plante n'a

été rapportée, c’est pour cela, cette étude est de I’objectif d’estimer la teneur en composés
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phénoliques de cette plante médicinale, par dosage des polyphénols totaux et flavonoides,

comme elle vise a 1’évaluation de leur activité antioxydant in vitro et anti-inflammatoire in

Vivo.
Le contenu de ce mémoire est réparti en trois parties :
La premiere comprend d’une partie bibliographique composé de :

Description botanique de Sophora japonica L et de ses propriétés thérapeutiques.

Les métabolites secondaires.

e Généralités sur I’inflammation et les anti-inflammatoires.

généralités sur les radicaux libres, le stress oxydatif et les antioxydants.
La deuxieéme partie comprend d’une étude expérimentale composée de :

* Extraction des polyphénols.

L’évaluation de I’activité antioxydante par le test DPPH, par mesure du pouvoir

réducteur de fer (FRAP) et le test de blanchissement -carotene.

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire des extraits méthanoliques de Sophora

Jjaponica L.

La troisieme partie contient les principaux résultats obtenus, leur interprétation ainsi que leur

discussion.

Et enfin une conclusion et perspectives.
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Chapitre 1. Présentation de la plante étudiée
I.1.0rigine et distribution

La plante Sophora japonica L. (sophora du japon), aussi connu sous le nom
scientifique de Styphnolobium japonicum est un arbre largement distribué en Chine. Il est
cultivé depuis longtemps au Japon, Corée en Asie mineure et en Caucasie. Il est parfois
planté dans les parcs en Afrique du nord, en Europe occidentale et en Amérique du nord
(Lucienne et al., 1980) (figure 01).

Aujourd’hui rare et protégé dans son pays d’origine qui lui a donné son nom, on ne
trouve plus de cedres a 1’état naturel que dans quelques points du nord de la Syrie et surtout

dans la chaine montagneuse du sud de la Turquie (le Taurus) (Delphine et al., 2007).

Figure 1.Distribution de Sophora Japonica dans le monde d’apres Heywood, (1996).

I.2.Classification taxinomique

La Sophora japonica appartient a la famille des fabacées contenant environ 52 especes,
dix-neuf variétés, et sept formes largement distribuées en Asie, en Océanie, et en iles du
pacifique. Allant des herbacées aux arbres (Sophora japonica L.), ses deux sous-genres sont
sophora (fruits déhiscents charnu et mésocarpe incomplet) et styphnolobium (fruit

indéhiscents charnu et mésocarpe complet) (Panthati et al., 2011).

]
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Figure 2.Photos originales de Sophora japonica au milieu de récolte.
D’apres Linné(1830), la position systématique de S.japonica est la suivante :

Tableau 1. Classification botanique de Sophora japonica (Linné 1830).

Classification phylogénique

Reégne Plantae

Classe Magnoliopsida

Ordre Fabales

Famille Fabaceae

Sous-famille Fabiodeae

Tribu Sophoreae

Genre Styphnolobium

Espece Japonicum

Range Espece

Nom scientifique | Styphnolobium japonicum

Basionyme Sophora japonica

Synonymes Sophora japonica , Sophora korolkowi , Sophora pubescens ,Sophora sinensis

Nom communs Sophora japonica, Sophora du japon (Frangais)
Japanese pagodatree (Anglais)

En
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I.3.Description botanique

S.japonica est un bel arbre de 15 a 20m de hauteur, a croissance rapide qui s’élargit en
vieillissant. Originaire de la chine, aux feuilles composés imparipennées, les fleurs sont
odorantes, jaune pale, de type Papilionacées. Le fruit est une gousse épaisse, brun dressés et
longs de 7 a 11 cm, contentent 14 graines réniformes (des étranglements). Ses grosses
branches sont étalées et étagées. Son tronc est divisé. Son écorce est gris foncé et crevassée

(Lucienne et al., 1980; Xiao, 2013).
L.4.Principaux métabolites secondaires

La composition chimique de Sophora contient divers types de composés
phytochimiques, tels que les flavonoides, les saponines, les acides phénoliques, les acides
gras, les tanins et les pigments. Parmi ces composés, les flavonoides, comprenant la rutine, la
quercétine, la génistéine et le kaempférolsont les composants principaux de S. japonica (Fu-

sheng Zhang et al.,2015).

L.5.Propriétés biologiques et utilisation thérapeutique traditionnelle

S.japonica  possedent une large gamme de propriétés pharmacologiques des
activités sédatives, dépressives, anti-oxydantes, anticancéreuses, anti-asthamatiques, anti-
néoplasiques, antimicrobiennes, antivirales, anti pyrétiques, cardiotoniques, anti-
inflammatoires, diurétiques, analgésiques, hypothermiques, et antispasmodiques (Panthati et
al., 2013).

En médecine traditionnelle S.japonica est utilisée pour traiter divers problemes de
santé, notamment les hémorragies (nasals, digestives, hémorroides, gynécologiques), les
vertiges, les maux de téte, ainsi que la prévention des accidents liée a la fragilité des

capillaires (athérosclérose, hypertension) (Lucienne et al., 1980; Xiao, 2013).

Elle est également utilisée dans la prise en charge des maladies cardiovasculaires,
des déficiences de la rate et de l'obésité chez les personnes agées. Elle peut inhiber
efficacement la réplication des cellules du VIH-1, empéchant ainsi I’entrée du virus et
inactive la transcriptase inverse du VIH-1 (Fu-sheng et al., 2015).

En usage externe, elle est souvent employées dans le traitement de la peau comme

I’eczéma, la colite et le psoriasis (Panthati et al., 2012).

)
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Chapitre I1. Les composés phénoliques
I1.1. Généralités

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des métabolites secondaires
largement répondues dans le regne végétal. Ces métabolites sont trouvés dans tous les fruits et
légumes, depuis les racines jusqu’aux fruits, mais avec une répartition quantitative qui varient
entre les différents tissus (Waksmundazka et Sherma, 2011). Leurs rdles ne sont pas
strictement indispensables a la vie du végétal, cependant ces substances jouent un role majeur

dans les interactions de la plante avec son environnement (Hynes, 2004).

Preés de 8000 composés naturels appartiennent a cette famille de polyphénols. Ils ont

en commun un noyau benzenique portant au moins un groupement hydrolyse (Stalikas, 2007).

I1.2. Biosynthese

Les polyphénols sont synthétisés par deux voies biosynthétiques :

- Celle de I’acide shikimique, qui conduit aprés transamination et désamination, aux
acides cinnamiques et a leurs nombreux dérivés tels que les acides benzoiques ou les
phénols simples (Knaggs, 2003).

- Celle issue de I’acétate, qui conduit a des composés polycycliques tels que les 1,8-d

rsiteihydroxyanthraquinones ou les naphtoquinones (Bruneton, 1999).

I1.3.Structure chimique

La structure chimique est identique a tous les polyphénols: un ou plusieurs noyaux
aromatiques hydroxyles. Les polyphénols sont classés en différents groupes en fonction du
nombre des noyaux aromatiques qui les composent et les éléments qui les relient (Manllah,

2012).

)
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Figure 3. Structure des polyphénols.

I1.4.Classification des polyphénols

Les composés phénoliques sont classés en plusieurs principaux groupes qui se
distinguent par le nombre d’atomes de carbone constitutifs et la structure du squelette de base

(Robard et al., 1999; Michalak, 2006).

I1.4.1. Formes simples

Présentent des structures chimiques allant de C6 aux C15. On distingue: les Acides

hydroxy benzoiques, les acides hydroxy cinnamiques et les flavonoides.

I1.4.1.1. Acides hydroxy-benzoiques

Ces acides sont dérivés de 1’acide benzoiques, ils sont fréquents sous formes d’esters
méthyliques ou glycolyses chez les gymnospermes et les angiospermes. Ils sont libérés apres
hydrolyse alcaline de certaines molécules en particulier la lignine et certains tanins (Macheix
et al, 2005).Les acides hydrox benzoiques les plus abondants sont répertories dans le

tableau 2:
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Tableau 2.Principaux acides hydro benzoiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

structure R4 R> R; R Acide phénolique
H H H H Acide benzoique
H H OH H Acide phydroxy
benzoique
H OH OH H Acide
R protocatechique
F'saj)::b .COOH |H OCH; OH H Acide vanillique
|
™Y H OH OH OH Acide gallique
Ry
H OCH; OH OCH; Acide syringique
OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

I1.4.1.2.Acides hydroxy-cinnamiques

C’est une classe trés importante qui dérive de I’acide cinnamique. Avec une structure
générale de base de type (C6-C3), ils existent souvent sous forme combinée avec des
molécules organiques. Les degrés d’hydroxylation et de ces molécules sont représentés dans

le tableau 3.

Tableau 3. Principaux acides hydroxy-cinnamiques (Sarni-Manchado et Cheynier,

2006).
Structure 28] Ra Rz Acide
phénolique
H H H Acide
cinnamique
A H OH H Acide
Fon .
| p coumarique
o = - -
Ry~ ¥ ™~ T"COOH | OH OH H Acide cafféique
OCH; OH H Acide férulique
OCH; OH OCH; Acide
sinapique
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11.4.1.3. Flavonoides

Les flavonoides constituent un des principaux groupe de polyphénols avec plus de 9000
composés différents, et distribués de maniere générale dans toutes les plantes vasculaires
(Halliwell et al., 1987). Leur squelette chimique commun posséde 15 atomes de carbones,

constitué de deux noyaux benzéniques A et B reliés par un cycle pyranique central C
(figure4).

Figure 4. Structure de bases des flavonoides.

Les flavonoides différent les uns des autres par la position des substitutions sur les noyaux
A et B, et la nature de C. les flavonoides sont répartis en différentes catégories dont les plus
importantes sont les flavonols, les flavones, les flavanols les isoflavonones, les flavanoneset

les anthocyanes (Tableau 4).

Tableau 4.Les différentes classes de flavonoides (Narayana et al., 2001).

classe Stuctore chimiouie = = = exemple
H OFE H Apienane
F=o =8 ; O EL OFET = TLuteoline
,)‘k‘ PR
o IS N S
| ~ | = [=3=i [ T = = Diosmetine
flavones 7 u
¥ _—
H OFEL = Kasmpfirol
O OFETL = Craerncetme

Flavonoals

="
L N ey
=T

T i 3 O EL OEL O | dAyzecetine
=
g o |

Lo S I )

O EL OFET = Catechine

=
flavramols = i i
= —n —
S e I
FC,\"\/‘/I‘
T T
¥
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H OH H MNaringeénine
2 . OH OH H Erniodictyol
flavanones ("LIR‘
»—ckt:ﬁ Lo S e
T
=
T
CH O
H OH H Pelargonidine
Anthocyamdines = OE OQ = Cramdine
S S -
|
»—C)\_l, = ,C%[ = ,I; o
‘_]./ =y OH OH OH | Delphénidine
Lo o |
E B Py
isoflavones e - :1. _,DH
p\r?ﬂ’ OH OH OH | Genisteine
T
H O-Glu OH | Daidezine

Ces molécules se rencontrent a la fois sous forme libre, mais sont souvent li€es avec des
sucres, on parle alors d’hétérosides constitués d’une partie phénolique aglycone associée a un
sucre. Ils sont plutot présents sous forme de cire dans les feuilles, les écorces et les bourgeons
(Sun et al., 2007).La couleur des fruits, des fleurs et des feuilles et une caractéristique des

flavonoides (Benhammou et al., 2009).
I1.4.2. Formes condensées
11.4.2.1. Coumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygenes ayant comme structure de base le
benzo-2pyrone (Iwueke, 2008). Les coumarines de différents types, se trouvent dans de
nombreuse especes végétales et possedent des propriétés tres diverses. Elles sont capables de
prévenir la peroxydation des lipides et des peroxyles et de capter les radicaux hydrolyses,

superoxydes et peroxyles (Madhavi, 1996).
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Tableau 5. Les principaux types de coumarines.

structure Rs Ry Rs Acide
phénolique
H OH H Umbelliférol
OH OH H Aescultol
s R i
L‘J\ J\ OCH;3 OH H Scopolétol
RO O o
Rg OCH; OH OH Fraxétol
H OH OH Daphnétol
I1.4.2.2.Lignines

Les lignines résultent de la polymérisation tridimensionnelle de 3 molécules
phénoliques de base dénommés monolignols et qui sont les alcools coumaryliques,

coniferiliques et sinapyliques (Macheiket al.,2005).
11.4.2.3.Tannins

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques
Polymériques, ayant une masse moléculaire comprise entre 500 et 3000 qui présente, a coté
des réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et
d’autres protéines (Haslam, 1996; Cowan, 1999). Les tannins sont caractéris€s par une saveur
astringente et sont trouvés dans toute les parties de la plante: I’écorce, le bois, les feuilles, les
fruits et les racines (Scalbert, 1991). On distingue deux groupes de tannins différents par leur
structure et par leur origine biogénétique:

e Tannins hydrolysables ceux sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un
nombre variable d’acide phénol. Le sucre est trés généralement le D-glucose et I’acide
phénol est soit I’acide gallique dans le cas des gallotannins soit I’acide ellagique dans
le cas des tannins classiquement dénommés ellagitannins (Figure 5) (Bruneton, 1993;

Cowan, 1999).

=
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COOH

OH

A B
FigureS. Structure chimique des acides gallique (A) et ellagique (B).

* Tannins condensés : IIs différent fondamentalement des tannins hydrolysables car ils
ne possedent pas de sucre dans leur molécule et leur structure est voisine de celle des
flavonoides. Il s’agit des polymeres flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées
entre elles par des liaisons carbone-carbone. Les proanthocyanidols ont été isolés ou
identifiés dans tous les groupes végétaux, Gymnospermes et Fougeres (Bruneton,
1999).

I1.5. Role des composés phénoliques
I1.5.1. Chez les végétaux

Les polyphénols ont un role dans le contrdle de la croissance et le développement des
plantes en interagissant avec les diverses hormones végétales de croissance. Ils permettent aux
végétaux de se défendre contre les rayons ultraviolets (Makoi et Ndakidemi, 2007). Ils
assurent la pigmentation des fleurs, des fruits et des graines pour attirer les pollinisateurs. Ils
représentent un systeéme de défense contre les microorganismes pathogenes. Ils interviennent
dans la fertilité des plantes et la germination du pollen (Stalikas, 2007).Certains d’entre eux
jouent le role de phytoalexine permettant de lutter contre les infections causées par les

champignons, ou par les bactéries chez les plantes (Makoi et Ndakidemi, 2007).
I1.5.2. Chez les humains

Le role des composés phénoliques est largement montré dans la protection contre
certaines maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de
leurs propriétés antioxydantes (Fleuriet et al, 2005). Contrairement aux antioxydants

synthétiques comme le butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroxytoluene (BHT) et 2.2-

&
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diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), les polyphénols n’ont aucun effet nuisible sur la santé
humaine. Ils sont également utilisés dans 1’industrie agro-alimentaire comme additif, colorant,

ardbme ou agent de conservation (Bruneton, 1999).
I1.6.Propriétés biologiques des composée phénoliques

Ces dernieres années, les recherches sur les composés phénoliques se sont accentuées
en raison de leur activités anti-inflammatoires, antibacteriennes, antifongiques, antioxydantes

et méme anticancéreuses (Moutoro et al., 2005).

v' Activité anti-inflammatoire : Les propriétés anti-inflammatoires des composés
polyphénoliques peuvent étre dues a leurs capacités d’inhiber des enzymes impliquées
dans les processus inflammatoires (Skerget et al, 2005) et leurs activités
antioxydantes.

v Activité antibactérienne: Les polyphénols notamment les flavonoides et les tanins
sont reconnus par leur toxicité vis-a-vis des microorganismes (Basli et al., 2012).

v' Activité anticancéreuse: Les flavonoides et autres phénols peuvent jouer un rdle
préventif dans le développement du cancer (Genoux, 2011). Ils interviennent dans
I’étape d’initiation comme piégeurs des mutagenes électrophiles ou en stimulant la
réparation de I’ADN muté. Durant les étapes de promotion et de progression, ils
agissent comme des agents suppresseurs de tumeurs par différents mécanismes comme
I’induction de I’apoptose et 1’inhibition de la prolifération cellulaire (Gerber et al.,
2002).

v Activité antioxydante: L’activité antioxydante des composés phénoliques est due a
leur capacité a piéger les radicaux libres, donner 1’atome d’hydrogene et électron et
chélater les cations métalliques. La structure des composés phénoliques est 1’élément
déterminant de leur activité. Pour les acides phénoliques, 1’activité antioxydante
augmente proportionnellement avec le degré d’hydroxylation et la présence de
groupement C=CH-COOH (Balasundram et al, 2006). Pour les flavonoides, la
relation structure activité antioxydante est généralement plus compliquée que les
acides phénoliques a cause de la complexité de la molécule de flavonoides (Bors et al.,

1997).
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Chapitre III.L'inflammation
I11.1. Définition

L’inflammation est un processus physiologique complexe de défense utilisée par
I’organisme, apres une agression étrangere, vasculaire et tissulaire, qui vise a éliminer ou isolé

I’agresseur et maintenir 1’intégrité des tissus infectés (Sarkhel, 2015).

L'inflammation est une réponse protectrice normale a une lésion tissulaire
provoquée par un traumatisme physique, un agent chimique nocif ou un agent microbien.
C'est la réponse du corps a inactiver ou a détruire les organismes envahisseurs, a éliminer les

irritants et a préparer le terrain pour la réparation des tissus (Sangita et al., 2012).

Ce processus comprend :

* Des phénomeénes généraux: exprimés biologiquement par le syndrome
inflammatoire et cliniquement de fagon variable, le plus souvent par de la fievre et
éventuellement une altération de I’état général (Rousselet et al., 2005).

* Des phénomenes locaux: linflammation se déroule dans le tissu conjonctif
vascularisé. Les tissus dépourvus de vaisseaux (cartilage, cornée) sont incapables de
développer une réaction inflammatoire complete. Les tissus épithéliaux n'ont pas de
role actif dans le déroulement de la réaction inflammatoire mais ils peuvent étre altérés
par l'agression qui déclenche l'inflammation puis étre réparés au cours de la phase
terminale de l'inflammation (Rousselet et al., 2005).

I11.2.Facteurs étiologiques
* Agents endogenes
Ce sont essentiellement les antigenes, les complexes immuns circulant, également les cristaux
formés dans les liquides biologiques (Zerbato, 2010).
* Agents exogenes
Ce sont les pathogenes microbiens, piqiire d’insecte, produits chimiques ou biologiques

(Zerbato, 2010).
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Figure 6. La réaction inflammatoire schématisée (Prin et al., 2009).

IT1.3.Types d’inflammation
II1.3.1.Inflammation aigue
L’inflammation aigue est caractérisée par quatre phénomenes typiques, qui sont
I’cedeme, la douleur, la chaleur et la rougeur de courte durée (Jacques-Paul et al., 1988).
Les inflammations aigu&s guérissent spontanément ou avec un traitement, mais peuvent

laisser des séquelles si la destruction tissulaire est importante (Rousslet et al., 2005).

II1.3.2.Inflammation Chronique

C’est une inflammation de durée prolongée, due a la persistance des facteurs
d’agression (Jackson et Evers, 2006). Elle est caractérisée par une réponse immunitaire
adaptative, elle fait intervenir des cellules lymphocytaires spécifiques sur I’endothélium
vasculaire, permettant leur transmigration dans les compartiments extravasculaires. Par
I'apparition de molécules d'adhésion, sur la surface des cellules endothéliales (Cavaillon,

1993).
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I11.4.Anti-inflammatoires
I11.4.1.Anti-inflammatoires non stéroidiens AINS

Les anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) sont une des classes thérapeutiques les
plus utilisées dans le monde en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires, anti-pyrétique
et antalgiques (Nicolas et al, 2001).Son rdle principale c’est 1’inhibition de la
cyclooxygenase, enzyme qui permet la production de prostaglandine a partir de 1’acide

arachidonique (Krzesinski et al.,2002).

Phospholipides membranaires

'}

Hydroperoxydes { ] Acide arachidonique ————
‘ [ i B Reactions catalysees
- - par les cyclooxygeénases
Leucotriénes PGG2 -
e s AINS
e
Prostaglandines . . Tt =
= Prostacycline PGIZ2 wromboxane A2

PGD2, PGEL, PGFla

Figure 7.Mécanisme d’action des AINS (Nicolas, 2001).

I11.4.2.Anti-inflammatoires stéroidiens (AIS)

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS), constituent une vaste famille de
médicament dérivé de cortisol, principale glucocorticoides surrénaliens. Les glucocorticoides
sont des substances dérivées de cholestérols, sous 1’action de I’hormone adrenocorticotropine
(ACTH) de I’hypophyse (Weill et al., 2003).

Le mécanisme opposé est appelé transrépression. Le récepteur hormonal activé
interagit avec des facteurs de transcription spécifiques et prévient la transcription des geénes-
cibles (figure 8). Les glucocorticoides sont capables d'empécher la transcription de tous les

genesimmuns, incluant celui codant I'[L-2(Barnes, 1998).
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Figure 8.Mécanisme d’action des glucocorticoides (Barnes, 1998).

I11.4. 3.Anti-inflammatoires d’origine végétale

Le nombre de composés phytochimiques, trouvait dans le régne végétal est tres vaste,

et leur spectre d'activité est tout aussi grand. Certains de ces composés phytochimiques ont

des propriétés anti inflammatoires (Fiebich et Chrubasik, 2004). Le tableau suivant montre les

effets anti-inflammatoires de quelques plantes médicinales.

Tableau 6. Exemples de plantes médicinales douées d’activités anti-inflammatoires (Barnes,

1998).
Nom scientifique Famille Partie Nom commun Utilisation
utilisée

arthrose, migraine,
Zingiber officinale Zingiberaceae Rhizome Gingembre douleurs

rhumatismales
Urticadioica Ortie Ortie Feuilles, Rhinite allergique,

Racines eczéma goutte

Helleborusorientalis | Ranunculaceae Racines Lenten-rose Oedemes, douleurs

rhumatismales
Laurocerasus Laurier Rosaceae Feuilles Fievre, douleurs
officinalis d’estomac
Laurocerasus Rosaceae Feuilles Laurier Fievre, pharyngite,
officinalis R douleursd’estomac
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Chapitre IV. Le stress oxidatif
IV.1.Les radicaux libres

Un radical libre est définie comme toute molécule chimique possédant un ou plusieurs
électrons célibataire qui lui confere une réactivité vis -a-vis d’autres molécules (Milane,
2004).Cette molécule est tres instable et réagie rapidement avec d’autres composants asseyant
de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir la stabilité. Une réaction en chaine débute
lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en lui arrachant son électron,

et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre (Martinez- cayuela, 1995).
IV.2.Les especes réactives de I’oxygene (ERO)

Parmi toutes les ERO, on distingue un ensemble restreint de ces composes qui jouent
un rdle particulier en physiologie et que nous appelons les radicaux primaires a savoir :
I’anion superoxyde (O,), le radical hydroxyle (OH), le monoxyde d’azote (NO). Les autres
radicaux libres, dits radicaux secondaires tels que 1’oxygene singulet O,, le peroxyde
d’hydrogene (H,0,) et le nitroperoxyde (ONOOH)), le radical peroxyle (ROO), se forment par

réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule (Favier, 2003).

Notre organisme produit donc en permanence ces ERO, leur production est nécessaire
pour le maintien du statut redox de I’organisme, ainsi ces especes sont impliquées dans la
régularisation des activités cellulaires, signalisation et différenciation cellulaire, activation

des voies métaboliques et immunité (Manea et al., 2010).

Les sources de ces radicaux libres sont trés variées : la pollution atmosphérique, le
tabac, le rayonnement UV, les radiation ionisantes, le métabolisme cellulaire (activité
mitochondriale, réaction enzymatiques), I’information et les métaux toxiques (chrome, cuivre)

(Uttara et al., 2009).
IV.3.0rigine de production des ERO

Les radicaux libres nocifs sont produits dans 1’organisme au cours du métabolisme
normal. Cette production augment en rapport avec 1’élévation de la consommation d’oxygene.
(Gonzaliz et al., 2010). Plusieurs mécanismes et systemes responsables de la production de

radicaux libres ont été identifiés jusqu’a présent, parmi eux nous citons:
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-Des fuits d’électrons au niveau de la chaine respiratoire de la mitochondrie (Aurausseau,
2002).

-Des processus inflammatoire produits par les cellules phagocytaires activées (Milane,

2004;Van Antwerpen, 2006).

-Des agressions de I’environnement, comme les agents infectieux, la pollution, les UV, la

fumée de cigarette et le rayonnement (Tamer, 2003).

IV.4. Le stress oxydant

Le stress oxydant apparait dans une cellule quand 1’équilibre entre les especes pro-

oxidantes et anti-oxidantes est rompu en faveur des pro-oxidantes.

Dans les systemes vivants, une production physiologique ou provoquées pour des
facteurs exogenes, une surproduction de ces especes réactives est possible. Les défenses
antioxydantes, dont une partie est dépondant de 1’alimentation, peuvent €tre insuffisantes pour

empécher les dégats cellulaires que peuvent causer les radicaux libres de I’oxygene (Valko et
al., 2007) (figure9).
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Figure 9.La balance d’équilibre entre les systemes pro et antioxidant(fiever, 2006).
IV.4.1.Les causes d’un stress oxydant

Diverses conditions peuvent entrainer un stress oxydant, on peut notamment citer les
UV. en effet, ils sont connus pour induire des dommages directs de ’ADN pouvant mener a
des mutation déléteres (Brash et al, 1991). Les UV sont également responsables de la

production de ROS dans divers compartiments cellulaires (Black et al., 1987). En ce qui
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concerne la température, il a été démontré que des chocs thermique aussi bien vers des
température élevées (Davidson et al., 1996) que des températures faibles (Prasad et al., 1994)
étaient a I’origine d’une surproduction de ROS (Flanagan et al., 1998). Dans les deux cas,
cela lie directement a la chaine respiratoire mitochondriale. Comme les mitochondries sont la
principale source de ROS dans la cellule, une augmentation de leur activité entraine une
augmentation de la production de ROS. Dans le cas d’une exposition a des faibles
températures, la diminution de certaines enzymes de la chaine respiratoire entrainerait une

augmentation de la fuite d’électrons a 1’origine de la production de ROS.
IV.4.2.Les conséquences moléculaires du stress oxydatif

I est important d’évoquer alors le paradoxe de 1’Oy:il est indispensable au
fonctionnement cellulaire mais il est aussi la source des ROS pouvant provoquer des
dommages aux macromolécules biologique (ADN, protéines, phospholipides membranaires)
(Droge, 2002). Les ERO sont impliqués dans la prolifération cellulaire et la mort cellulaire
programmée en agissant comme second message en activeant différents facteurs ou genes
impliqués dans le développement de diverses pathologies (Parke et Parke, 1995; Thannickal
et fanburg, 2002).

IV.5. Les antioxydants

Les antioxydants sont des molécules ayant la capacité de neutraliser les radicaux
libres qui sont responsables de nombreuses maladies. Les antioxydants sont des composés qui
inhibent ou retardent le processus d’oxydation en bloquant I’initiation ou la propagation des
chaines de réactions oxydatives (Behera et al., 2006).

Les antioxydants naturels ou synthétiques sont utilisés pour prévenir de nombreuses
maladies (cardiovasculaires et neurodégénératives, inflammation, diabete...) et le
vieillissement, dus a la formation exagérée des radicaux libres. Les antioxydants sont
également utilisés dans les aliments pour retarder la détérioration, le rancissement ou la
décoloration qui est souvent due a 1’oxydation causée par la lumiere, la chaleur et certains
métaux (Méda et al., 2005). IIs peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation

cellulaire et leur origine selon le tableau 6.




Revue bibliographique

Tableau 7. Localisation et fonction des antioxydants enzymatiques et non enzymatiques

(Favier, 1997; Orban, 2011).

L’antioxydant

Localisation et fonction

Enzymatiqu

€

Le superoxyde

localisés dans le cytoplasme, la mitochondrie et les milieux

dismutase extra cellulaires. Il catalyse la dismutation de I’anion
(SOD) superoxyde en peroxyde d’hydrogene (H202) et en
oxygene
Catalase localiser dan la mitochondrie, le peroxysome et le cytoplasme.
(CAT) Elle est capable de transformé le peroxyde d’hydrogene, produit
généralement par la SOD en eau et oxygene moléculaire.
Glutathion localise dans le cytosol (cGPx), la matrice Mitochondriale, le
Peroxydase plasma (pGPx) et au niveau de la membrane cellulaire (HPGPx).
(GPx)

La vitamine E

Elle est présente dans tous les organes, a I’exception du cerveau.

Elle empéche la réaction de peroxydation lipidique

Non La vitamineC qui se trouve dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire. Elle
enzymatique peut piégé directement I’anion super oxyde (O2), le radical
hydroxyle (OH) l'oxygene singulier et réduit le peroxyde
d’hydrogene en eau, Elle permet la régénération de la forme non
radicalaire de la vitamine E.
Les comportent nombreuses doubles liaisons conjuguées, au sien de
caroténoides leur structure, qui lui offre une activité antioxydant.
Assurés par trois mécanismes, soit par I’abstraction d’hydrogene,
Non transfere d’électrons et addition de radicale.
enzymatique | [es Sont des molécules de métabolisme secondaire ils .sont capables
polyphénols de piéger des radicaux libres, d’inhiber la peroxydation lipidique
en réduise les radicaux libres
Les IIs ont la capacité de piéger les radicaux libres, comme O2+, le
flavonoides OH-, pyroxyle et alotoxyle, par transfére de 1’hydrogene.
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Le présent travail porte sur I’évaluation des deux activités anti-inflammatoires et
antioxydantes de I’extrait polyphénolique des gousses, graines et feuilles de Sophora japonica
L.

La partie expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire de Biologie des
Population et des Organismes (BPO) ainsi qu’a 1’Animalerie de la faculté de Biologie de

I’universit¢é M’Hamed Bougara de Boumerdes (UMBB).

I. Matériel
I.1. Matériel biologique

I.1.1.Matériel végétale

Le matériel végétal est constitué des gousses, graines et feuilles de Sophora japonica
L. récoltés dans la région de Boumerdes. Notre recherche bibliographique confirme que cette
plante détient plusieurs avantages thérapeutiques, et son utilisation en médecine traditionnelle

est tres fréquente.

> Récolte
La récolte des gousses a été réalisée au mois de Mars et des feuilles au mois d’ Avril

2019. Cette collecte a été faite au niveau de la région centre de wilaya de Boumerdes.

Figure 10. Gousses de Sophora japonica L. Figurell. Feuilles de Sophora japonica L.

E
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Figurel2. Graines de Sophora japonica L.
> Séchage

La maticere végétale est séchée en plein air et a ’abri de la lumiere. Cette étape de
dessiccation est tres importante car elle consiste a abaissé la teneur en eau contenue a

I’intérieur de la drogue végétale (Wichtl et Anton, 1999; Ghestem et al., 2001).

» Broyage et conservation

Les gousses, les graines et les feuilles séchées sont réduites en poudre fine a 1’aide
d’un broyeur électrique. La poudre obtenue est conservée a I’abri des agents pouvant entrainer
leur altération tels que : I’air, I’humidité, la lumiere, les champignons et les insectes...etc

(Ghestem et al., 2001).

E
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a- poudre des feuilles b-poudre des gousses c¢- poudre des graines

Figure 13. Poudre végétale de la plante Sophora japonica L.

1.1.2. Matériel animale

Des souris Swiss albinos femelles dont le poids varie entre 23 et 30g, ont été utilisées
lors de 1’étude in vivo. Ces animaux ont été procurés aupres de 1’ Institut Pasteur d’Alger. Les
souris ont été placées dans des cages recouvertes d’une grille en acier inoxydables avec une

couche de sciure déposée au fond. Les animaux ont acces libre a I’eau et a 1’alimentation.

E
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Figure 14. Souris Swiss albinos femelles.

I.2. Matériel non biologique

Le matériel non biologique utilisé pour réaliser notre étude est composé

d’appareillage, de verrerie, et d’'un ensemble de réactifs et produit chimique (Annexel).

1.3. Présentation de la région d’étude

Boumerdes est une ville d’ Algérie située a 45 km a lest d’Alger et 52 km a I’ouest de
Tizi-Ouzou. Cette région appartient au climat méditerranéen, caractérisé par un hiver pluvieux

et doux et un été chaud et humide. La figure 15 représente la situation géographique de la

willaya.
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Figure 15. Carte géographique de la région de Boumerdes indiquant la zone de récolte.
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I1. Méthodes

Plusieurs méthodes sont utilisées pour extraire, caractériser et tester 1’activité anti-
inflammatoire in vivo et antioxydante in vitro des substances bioactives de la plante Sophora

Japonica. Les différentes étapes de ce travail sont résumées dans la figure 16.

Les gousses, les graines et les feuilles de Sophora japonica L. 1

S
Récolte, Séchage, Broyage 1

Extraction e caractérisation des composés phénoliques 1

-

¢

Evaluation de I’activité anti-
inflammatoire in vivo et antioxydante
in vitro

Figure 16. Schéma récapitulatif des différentes étapes du travail.
I1.1. Extraction des polyphénols

L’extraction des composés phénoliques a été faite par macération selon la méthode de
Mahmoudi et al., (2013).Pour cela, 0,1g de la poudre des feuilles et 0,4g de la poudre des
gousses et graines ont été mélangés avec 20ml de solvant d’extraction (méthanol60%). Les
macéras ont été mis sous agitation magnétique pendant lheure. Les extraits sont récupérés
apres centrifugation a 5000tr /min pendant 10min et filtration du surnageant. Le méthanol est

évaporé dans I’étuve a 45°C. Les différents extraits récupérés sont conservés (Figure 17).

&
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a- extrait des gousses b- extrait des feuilles c- extrait des graines
Figure 17. Extraits des polyphenols de Sophora japonica L.

Un récapitulatif des étapes effectuées durant cette €tude sont représentées dans la figure 18.

[ 0,4¢g de la poudre des gousses ou graines ] [ 0,1g de la poudre des feuilles ]

20ml de méthanol a 60% ]

L

[ Macération pendant lheurs a I’abri de la lumiere ]

<l

[ Agitation pendant lheurs ]

4L

[ Centrifugation a 5000tr /min pendant 10min ]

el

[ Evaporation du filtrat a 45°C ]

L

[ Les extraits méthanolique de Sophora japonica L. ]

Figure 18.Protocole d’extraction des composés phénoliques (Mahmoudi et al.,2013).
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I1.2.Expression du rendement de I’extraction

Le rendement de D’extraction est défini comme étant le rapport entre la masse
de I’extrait sec obtenue apres évaporation du solvant et la masse de la poudre végétale

utilisée. Ce rendement est calculé par 1I’équation suivant:

(m —m0) x 100

R% =
% mT

Tel que :

R(%): Rendement en %.

m0: Masse du bécher vide.

M: Masse du bécher apres évaporation.

mT: Masse de la matiere seche.

I1.3. Analyse quantitative des composés phénoliques

I1.3.1. Dosage des polyphénols totaux

» Principe
Le teneur des polyphénols est effectué par la méthode utilisant le Folin-Ciocalteu
(Figurel9) décrite par Skerget et al.,(2005). Cette méthode est basée sur 1’oxydation en
milieu alcalin de ce réactif par les groupements oxydables des composés phénoliques,
conduisant a la formation d’un mélange d’oxyde bleu. L’intensité de la coloration produite
qui a une absorbance maximale a 765nm, est proportionnelle a la quantité des polyphénols

présente dans I’extrait analysé (Georgé et al., 2005).

» Mode opératoire

Un volume de 200ul de chaque extrait est ajouté a un 1000ul du réactif Folin-Ciocalteu
dilué a 1/10. Apres une incubation de Smin a température ambiante et a I’obscurité, on ajoute
800l de carbonate de sodium (75%) au mélange. Par la suite une incubation a 50°C pendant
Smin, 1’absorbance est mesurée a 765nm. La courbe d’étalonnage est effectuée par 1’acide

gallique, en suivant les mémes étapes du dosage.
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200ul d’extrait +1ml de réactif de Folin-Ciocalteu (1N) dilué a 0,1N ]

N

Incubation 5 min ]

|

T

0,8ml de solution de carbonate de sodium (75g/1) J

|

N

Incubation a 50°C pendant Smin ]

|

g

Mesure d’absorbance a 760nm ]

Figure 19. Protocole de dosage des polyphénols totaux (Skerget et al., 2005).

I1.3.2. Dosage des flavonoides
Principe

Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le trichlorure
d’aluminium. Les flavonoides donnent des complexes jaunatres par chélation des métaux (Fer
et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (AL) perd deux électrons pour s unir a deux
atomes d’oxygenes de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons

(Ribereau-Gayon et al., 1972).

Mode opératoire
Une prise de 1ml des différentes concentrations de chaque extrait est mélangée avec
Iml du Trichlorure d’Aluminium (AICls) a 2%. L’absorbance est mesurée a 450nm apres

incubation a température ambiante et a I’abri de la lumiere pendant 10min.
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1ml d’extrait + 1ml de Chlorure d’ Aluminium (Alcl3, 6H20) a 2%

|

B

Homogénéisation

|

g

Incubation a température ambiante et a I’abri de la lumiere pendant10min.

|

N

Mesure de 1’absorbance a 450nm

Figure2(. Protocole de dosage des flavonoides (Lamaison et Carnat, 1990).

I1.4. Evaluation in vitro de I’activité antioxydant des extraits de Sophora japonica L.

L’activité antioxydant des extraits de Sophora japonica L. est évaluée par trois
méthodes différentes : I’activité anti radicalaire par le DPPH, le pouvoir réducteur de fer

(FRAP) et le teste de blanchissement par la 3 carotene.

I1.4.1. Méthode de piégeage du radical libre DPPH

> Principe

Dans le test du DPPH, les antioxydants réduisent le radical DPPH (diphénylpicryl-
hydrayl) ayant une couleur violette en un composé jaune (diphénylpicryl-hydrazine). Il
présente une absorbance caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517. Cette
couleur disparait rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényl picrylhydrazine par un

composé a propriété anti radicalaire (Sanchez-Moreno, 2002).

» Mode opératoire

Pratiquement, une solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH
dans 100 ml de méthanol. Un volume de25 pul des différentes concentrations de chaque extrait
a été incubé avec 975ul de la solution méthanolique de DPPH. Apres agitation, les tubes sont
placés a I’obscurité et a température ambiante pour une période d’incubation de 30 minutes.

Les absorbances ont été lues trois fois par un spectrophotometre a 517nm.
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Le pourcentage d’inhibition (I%) du radical DPPH par les extraits de S.japonica a été
calculé comme suit:

(Ac — Ag) x 100

% =
% Ac

Tel que :
1% : pourcentage de 1’activité anti-radiculaire.
Ac: absorbance en absence de I’inhibiteur (contrdle négatif).

Ag: absorbance en présence des extraits.

25 ul DE I’extrait + 975ul de DPPH }

|

v

Incubation de 30 min ]

|

v
Lecteur la DO a 517nm 1

Figure 21. Protocole de la méthode du DPPH.

11.4.2.Méthode de la réduction fer (FRAP)

» Principe
Dans ce test, le pouvoir chélateur est évalué selon la méthode décrite par Karagozler et

al.,(2008).

» Mode opératoire

Iml de chaque concentration de chaque extrait, est mélangé avec 2,5ml d’une solution
tampon phosphate (0,2 M, Ph: 6,6) et 2,5ml de la solution aqueuse d’hexacyanoferrate de
potassium [K3Fe] a 1%. Apres 30min d’incubation a une température de 50°C, 2,5ml de la

solution d’acide trichloracétique [TCA] a 10% est ensuite centrifugé pendant 10min a
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3000tr/min. 2,5 ml du surnagent sont ajoutés a 2,5ml d’eau distillée et 0,5ml de la solution

aqueuse de FeCl; a 0,1 % puis I’absorbance est mesurée a 700nm.

Iml de I’extrait+ 2,5mltampon phosphate (0,2 M, Ph : 6,6) ]

|

s g

2,5ml de solution d’hexacyanoferrate de potassium [K3Fe] a 1% ]

g

Incubation 30min w

it g

2,5ml de TCA a 10% w

g

Centrifugation pendant 10min a 3000tr/min ]

S

2,5 ml du surnagent + 2,5ml d’eau distillée + 0,5ml deFeCls a 0,1 %

g

Mesure d’absorbance a 700nm

Figure 22. Protocole récapitulant la méthode FRAP (Karagozler et al., 2008).

I1.4.3.Test de blanchissement de la p-Carotene /acide linoléique

» Principe
Dans ce test ’activité anti radicalaire des extraits est déterminée en mesurant I’inhibition
de la dégradation oxydative du B-caroteéne par les produits d’oxydation de 1’acide linoléique

selon la méthode décrite par (Barros et al., 2007).
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» Mode opératoire

0,5mg de la B- Carotene sont ajouté a Iml du chloroforme. 25ul d’acide linoléique et
200mg Tween 40 sont ajouté a I’émulsion précédente apres évaporation du chloroforme a I’air
libre. 100 ml d’eau distillée saturée en oxygene sont ajoutés. 2,5 ml de cette préparation sont
ajoutés a 0,5 ml de chaque extrait et le standard BHT. L’incubation est réalisée dans un bain-
marie pendant 2 heures de temps a 50°C. L’absorbance TO est mesurée a 490nm, et cela des
I’ajout de I’émulsion a 1’échantillon, puis 1’absorbance est lue a chaque fois avec un intervalle

de 20 min.

0,5mg B-Carotene +1ml de chloroforme ]

l

v
2,5 uL acide linolique +200mg tween 40 ]

l

v

100ml d’eau oxygene l

l

v

2.5ml de solution +0,5ml extrait w

l

v
Lire DO a 490nm (incubation 50°C)

TO, T20min, T40min, T120 min

Figure 23. Protocole du test de blanchissement de la B-Carotene /acide linoléique.
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I1.5.Evaluation de P’activité anti-inflammatoire des extraits de S .japonica L.

La recherche de la propriété anti-inflammatoire a été réalisée sur les extraits

méthanolique de Sophora japonica L.

» Principe

L'activité anti-inflammatoire a été évaluée par I'injection de la carragénine, agent utilisé
pour induire des foyers inflammatoires (cedeme a la carragénine) dans la sous-région
plantaire de la patte arriere gauche chez des souris suisses albinos. Cela crée un cedéme qui
peut étre réduit par I’administration d’un produit anti-inflammatoire. Cette expérience permet
de comparer la réduction de l'cedeme de la patte induit par le carragenine apres
I’administration des extraits méthanolique testés et le produit de référence correspondant au

Diclofénac. Cette étude est inspirée de celle décrite par (Winter et al., 1970).

> Meéthode

Dans ce test, 5 lots contenant 3 souris chacun, dans le poids corporel est compris entre

23et30g.

% un lot traité par I’extrait des feuilles.
% un lot traité par I’extrait des gousses.
% un lot traité par I’extrait des graines.
% un lot traité par I’anti-inflammatoire standard, Diclofénac 75mg/ml.

¢ un lot témoin traité par le Na CI.

Les souris sont laissées a jeun 16 h avant I’expérimentation avec un acces libre a 1’eau,
et cela pour faciliter 1’absorption des solutions (Ndiaye et al., 2006).Les souris ont été traitées

par voie orale avec une micropipette.

- Au temps T, le traitement des souris des cinq lots est regroupé dans le tableau 8.
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Tableau 8. Les différentes doses injectées par voie sous cutané.

Souris Lot témoin Lot Lot extrait | Lot extrait | Lot extrait
W référence des feuilles | des gousses | des graines
Na Cl

100ul/kg 0 0 0 0
Diclofénac
0 100ul/kg 0 0 0
Extrait des
feuilles 0 0 300mg/kg 0 0
Extrait des
gousses 0 0 0 300mg/kg 0
Extrait des
graines 0 0 0 0 300mg/kg

- 30 minutes apres 1’administration orale des différentes substances, on crée un cedeme
expérimental par injection de la solution de carragénine a 1% par voie sous -cutanée
au niveau de I’aponévrose de la patte postérieure gauche (PG) avec un volume de 50ul
pour toutes les souris. La patte arriere droite (PG) non traitée est considérée comme un

témoin.

La différence du volume entre la PG et la PD a été mesurée en utilisant le pied a coulisse

chaque heure depuis 5 heurs apres 1’induction de I’inflammation par la carragénine.
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-Administration des extraits

a I’aide d’une micropipette.

-Injection sous cutanée de la

carragénine dans la patte gauche des souris.

-La mesure de la patte avec un
pied a coulisse chaque heure.

Figure 24.Etapes d’évaluation de I’activité anti-inflammatoire.
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- Au temps TS, les souris sont sacrifiées par dislocation cervicale.

> Expression des résultats

L’activité anti inflammatoire est exprimée en variation de la moyenne du volume de la
patte gauche des groupes traités et ont été comparées avec celle du groupe témoin.

Les pourcentages d’augmentation de 1I’cedéme sont calculés selon la formule suivante :

(VG -VD) x 100
VD

% d'augmentation =

Tel que :

VG : est le volume de I’cedeme de la patte arriere gauche.

VD : est le volume de I’cedeme sur la patte arriere droit.

Le pourcentage de réduction de I’cedéme est calculé chez les souris traitées par les

extraits méthanolique et Diclofénac par rapport aux témoins selon la formule suivante :

(% d’oedéme témoin (Na Cl) - % d oedeme traité) x 100
% d'oedéme témoin (Na Cl)

% de réduction =

» Analyse statistique

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + I’Erreur Standard a la Moyenne
(M£ESM). La comparaison des moyennes est effectuée par le test ¢+ de student pour des
échantillons appariés. La valeur trouvée par le calcul du ¢ peut affirmer que les populations
sont différentes avec un risque d’erreur p tel que:

p > 0,05 =la différence n’est pas significative ;
0,05 > p > 0,01 = la différence est significative;
0,05 > p > 0,001 = la différence est hautement significative ;

p < 0,001 = la différence est tres hautement significative.

La moyenne arithmétique (X), I’écart-type (S) et I’erreur standard a la moyenne (E.S.M) sont

calculées par les formules suivantes:

-
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Y=t Xi
" n

B /(Xi—X)z
5= n—1

ESM=—
T n

X

Avec :
- X : Moyenne arithmétique.

- Xi : Valeur individuelle.

n : Effectif (nombre d’individu).

S : Ecart-Type.

- E.S.M : Erreur standard a la moyenne.




Résultats et discussion

Dans cette partie du travail, nous allons présenter les résultats relatifs a I’extraction,
la caractérisation et a 1’évaluation de D’activité anti-inflammatoire et antioxydante des

composés phénoliques des extraits des feuilles, des gousses et des graines.

IT1.1.Extraction et caractérisation des extraits phénoliques

II1.1.1. Rendement de I’extraction
L’extraction des polyphénols par macération a froid au méthanol des différentes

parties de la plante étudiée, nous a permis de déterminer les rendements d’extraction.

Le rendement de chaque extrait obtenu est calculé a partir de la masse de I’extrait
avant et apres évaporation par rapport a la masse de la matiere seche de la poudre végétale.

Les résultats sont rapportés dans le tableau 9.

Tableau 9.Rendement des extraits des feuilles, gousses et graines en composés phénoliques.

Partie Aspect de | Masse de Masse de Rendement
utilisée I’extrait ballon Ballon avec | m-m( mT (%)

vide(g) Iextrait(g)

Extrait des
gousses Liquide 54,957 55,907 0,95 1,2 79 ,16%

Extrait des

graines Liquide 69,785 70,077 0,292 1,2 24.33%
Extrait des
feuilles Liquide 42.82 43.07 0,25 0,3 83,33%

Les résultats révelent que les feuilles et les gousses de Sophora japonica présentent un
bon rendement en composés phénolique par rapport aux graines (figure 25).Toutefois, il est
difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie, car le rendement en
polyphenols dépend de la nature, de la région de récolte, de ’espece et de la méthode
d’extraction utilisée, ce qui a été confirmé par les travaux de (Nazck et Shahidi, 2004; Mazit,

2009).
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100,00% - 79,16% 83,33% ® Rendement %

80,00% -

60,00% -

24,33%
40,00% -

Rendement %

20,00% -

0,00%

Extraitdes  Extraitdes  Extrait des
gousses graines feuilles

Figure 25.Rendement des extraits phénoliques des feuilles, gousses et graines de Sophora

Jjaponica L.
I1I .1.2.Dosage des polyphénols totaux

A partir de la courbe d’étalonnage obtenue par les différentes concentrations d’acides
gallique (figure26), la concentration des composés phénoliques est déterminée en

milligramme équivalant en acide gallique par gramme de maticre végétale seche (mg
EAG /g d’extrait).

2,5
y =2,016x + 0,349
R2=0,979
= 2
s
‘£ *
= 1,5
>
g
n 1
3
Z *®
T 05
0

0 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5 0,6 0,7 0.8 0,9

Concentrations d'acide gallique mg/ml

Figure 26. Courbe d’étalonnage d’acide gallique (mg/ml).
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Les résultats du dosage des polyphénols sont indiqués dans le tableau 10 :

Tableau 10. Concentration des polyphénols des différents extraits méthanoliques.

Partie Absorbance Facteur Concentration en
Utilisée (A) de mg d’équivalent
a 760nm dilution d’acide gallique par

1g de matiere

végétale
Extrait des feuilles 0,514 1 0,088
Extrait des gousses 0,576 1 0,112
Extrait des graines 0,307 1 0,020

Les résultats illustrés dans le tableau 10 ont permis de donner des estimations sur les
quantités des polyphénols totaux contenus dans les extraits de sophora japonica. L’ extrait des
gousses est le plus riche en polyphénols (0,112 mg EAG/g). Alors que les extraits des feuilles
et des graines ont des faibles teneures avec des valeurs respectives de 0,088 mg EAG/g et
0,02 mg EAG/g, ce qui montre que notre extrait est moyennement riche en polyphénols. La
quantité des composés phénoliques varie considérablement a travers les diverses parties de la

plante (Atmani et al., 2009).

Les valeurs des polyphenols totaux dans les trois extraits sont beaucoup plus faibles
que les teneurs trouvées par Belmokhttar, (2015) et Boulanouar et al.,(2014)dans I’extrait
méthanolique de Retama monosperm L.(Fabaceae) (239,85mgEAG/g) et Cytisus
monosulanus L (66,61 mg EAG/g) respectivement.

La variabilit¢ des teneurs en polyphénols chez les especes végétales est due
probablement aux conditions biotiques (organe et I’étape physiologique) abiotiques (facteurs

édaphiques) (Ksouri et al., 2008)et a la nature du sol (Atmani et al., 2009).
I1I .1.3. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode d’AlCl; en se référant a

I’équation linéaire de la courbe d’étalonnage de la quercétine (figure 27).
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Figure 27. Courbe d’étalonnage de la Quercétine.

Les teneurs en flavonoides sont rapportés dans le tableau 11 et sont exprimées en
milligramme équivalant de quercétine par gramme de matiere végétale seche (mg EQ /g

d’extrait).

Tableau 11. Concentration des flavonoides de I’extrait méthanolique de S. japonica.

Partie Absorbance (A) Facteur Concentration en mg
utilisée a450nm de dilution d’équivalent d’acide

gallique par g de matiere

végétale
Extrait des feuilles 0,475 1 1,07
Extrait des gousses 0,271 1 0,64
Extrait des graines 0,16 1 0,36

Les résultats montrent clairement que la meilleur teneur est celle de I’extrait des
feuilles (1,07mg EQ/g de matiere végétale seche), suivi par I’extrait des gousses (0,64mg
EQ/g de matiere végétale seche) et par I’extrait des graines (0,36mg EQ/ g de matiere seche).

Ces résultats suggerent que la plante S. japonica moyennement riche en flavonoides.
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Les résultats obtenus durant cette étude sont inferieure a ceux trouvés chez une plante
de la famille des Fabaceae, Cytisus monospessulanus L. qui a une teneur de 20,44 mg EAG/g

matiere seche (Boulanouar et al., 2014).

La différence entre les teneurs en flavonoides est en fonction de la partie de la plante.
La grande distinction entre les parties apparait au niveau de la richesse de certaines et la

pauvreté des autres (Atmani et al., 2009).
I11.2.Evaluation de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits a ét€ évaluée in vitro par trois méthodes
différentes. Il s’agit du piégeage du radical libre DPPH, le pouvoir réducteur du fer ferreux

(FRAP) et le test de blanchissement de la -carotene.
I11.2.1.Méthode de piégeage du radical libre DPPH

L’activité anti-radicalaire a été estimée spectrophotométrie en suivant la réduction
de DPPH a 517nm (Maisuthiaskul, 2007). Le radical DPPH est souvent utilisé comme un
indicateur pour tester la capacité de 1’extrait a donner un atome d’hydrogene ou un électron et

donc I’activité antioxydante (Tepe et al., 2005).

Les résultats montrent un virage de la couleur des extraits phénolique a différentes

concentrations via la méthode de DPPH.

Plusieurs facteurs influent sur le potentiel antioxydant et la cinétique de la réduction,
notamment les conditions de la réaction (temps, rapport Antioxydant/DPPH, type de solvants)
et le profil phénolique en particulier. Le mécanisme principal d’action des composés
phénoliques est le piégeage des radicaux libres par le transfert de 1’atome d’hydrogene sur le

DPPH alors transformé en une molécule stable DPPH (Popovici et al., 2010) .

Les résultats de I’inhibition du radical libre DPPH par les extraits méthanoliques et le

standard sont représentés dans le tableau de I’annexe 5 et illustrés par la figure 28.

&



Résultats et discussion

100 -
90 _—+ ——Extrait des graines

80 —=—Extrait des gousses

70
60 -
50 -

——Extrait des feuilles
—=— Acide ascorpique

%inhibition

10 -

0,2 0,4 0,6 0,8

Concentration (mg/ml)

Figure 28. Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction de la concentration

des extraits et de 1’acide ascorbique.

Les résultats de 1’inhibition du DPPH montrent que tous les extraits ont une activité
anti-radicalaire dose dépendante. Les courbes illustrées dans la figure 28nous montrent que
tous les extraits testés sont capables de neutraliser le radical DPPH en fonction de la
concentration des antioxydants, ceci se traduit par la diminution de la concentration initiale de

ce radical en comparaison avec le contrdle, 1’acide ascorbique.

A une concentration de 0,8 mg/ml, le pourcentage de 1’activité anti-radicalaire de
I’extrait des graines, des feuilles, de I’acide ascorbique et des gousses sont respectivement de

I’ordre de 92,66%=0,1 et 90,32%+0,45 et 67,41 puis 34,28%=0,01.

Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous avons introduit le parametre IC
50 (la valeur qui correspond a 50% d’inhibition). Plus I'IC 50 est faible plus I’effet
antioxydant est élevé (Boumarfegue et al., 2012). Les IC50 des extraits et du standard ont été
déterminés graphiquement a partir des courbes de tendances représentant les taux d’inhibition.

Les différents IC50 sont représentées dans le tableaul2 et la figure 29.
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Tableau 12. Les valeurs d’IC50 des trois extraits méthanolique de la plantes et de I’acide

ascorbique.
Extrait IC50 (mg/ml)
Extrait des feuilles 1,83 +0,005
Extrait des graines 0,020+0,008
Extrait des gousses 2,64+0,01
Acide ascorbique 0,46+0,11

Les valeurs représentent la moyennex E.S.M (moyenne de 3 essais).

Le tableau 11montre que le potentiel anti-radicalaire global des extraits des gousses et
des feuilles a été significativement supérieur a celui de 1’acide ascorbique avec des IC50
respectives de 2,64+0,01mg/ml et 1,83+0,005mg/ml, 0,46+0,11 mg/ml (p<0,001). L’ extrait
des graines représente 1’IC50 la plus proche de celle du standard (0,02+0,008mg/ml)
(»<0,05). Plus la valeur de I'IC50 est faible, plus I’activité anti-radicalaire d’un composé est
appréciable. De ce fait, I’extrait des graines présente le pouvoir antiradicalaire le plus fort

suivi de celui de I’acide ascorbique de I’extrait des feuilles et enfin celui des gousses.

3 -
5 B Extrait des feuilles
2,5 7 B Extrait graines
s 2 y B Extrait des gousses
8 B Acide ascorbique
PIREE
L
S0
o [
O X

Extrait des feuilles  Extrait graines  Extrait des gousses Acide ascorbique

Figure 29. Histogramme représentant les IC50 des extraits méthanolique et de 1’acide

ascorbique.

Chaque point représente la Moyenne + E.S.M (moyenne de 3 essais). Test de student :*
P<0,05la différence est significative, ** P<0,01 la différence est hautement significative, ***
p<0,001 la différence est tres hautement significative. Echantillons comparés avec I’Acide

ascorbique.
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Le pouvoir antioxydant de I’extrait des feuilles est inférieur a celui obtenu par
(Ghalem et al.., 2012) sur les feuilles d’Anthyllis vulneraria (Fabaceae) dont I'IC50 est égale
a 15+0,024 mg/ml. Egalement, I’extrait méthanolique de Genista vurali avait présenté une

activité antiradicalaire plus active a celle de I’extrait des gousses avec une IC50 égale a

0,78mg/ml (Duran et al.,2015).

I11.2.2. Pouvoir réducteur de fer (FRAP)

Cette activité est basée sur la capacité des constituants des extraits a réduire le fer
ferrique Fes'en fer ferreux Fe,". Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes pour
chaque extrait. Les résultats représentés dans la figure 30 montrent que la capacité de

réduction est proportionnelle a I’augmentation de la concentration des échantillons.

1,2

—o—Extrait des graines
—=—Extrait des gousses

Extrait des feuilles
0,8 -

DO (nm)
=
(@)

0,25mg/ml  0,5mg/ml  0,75mg/ml Img/ml

Concentration mg/ml

Figure 30.Absorbance des extraits de S. japonica.

D’apres les résultats obtenus, on constate que la variation de la densité optique
augment en fonction de la concentration de 1’extrait. A une concentration de 0,75 mg/ml,
I’extrait des feuilles possede un pouvoir réducteur maximum de 1’ordre 0,976, tandis que
I’extrait des gousses et des graines montrent des valeurs plus faibles a la méme concentration
(0,499 et 0,424 respectivement). Ceci signifie que I’extrait des feuilles est le plus actif pour

I’évaluation du pouvoir réduction de fer pour Sophora japonica L.
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La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de
Fe3+/Fe2+ Complexe ferricyanide a la forme ferreuse. Par conséquent, Fe2+ peut étre évalué
en mesurant et en surveillant 1’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu
réactionnel a 700 nm (Bougandoura et Bendimerad, 2012). Beaucoup de publications
actuelles ont indiqué qu’il y a une relation directe entre les activités antioxydantes et la

puissance de réduction des composants de quelques plantes (Bentabet et al., 2014).

Le pouvoir réducteur des extraits de la plante est probablement dii a la présence de
groupements hydroxyles dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur
d’électron. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et
inactivateurs des oxydants (Bougandoura et Bendimerad, 2012). Les études menées par Van
Acker et al.,(1995) sur la chélation des ions du fer par certains flavonoides ont mis en

évidence les sites essentiels pour la chélation des ions métalliques :

- Les groupes 3’-hydroxy et 4’-hydroxy du cycle B (les fonctions catéchol),
- Les groupes 3-hydroxy et 4-oxo du cycle C.

- Les groupes 4-oxo et 5-hydroxy en position 3.
I11.2.3. Test de blanchissement du p- carotene/acide linoléique

Le mécanisme de blanchiment de PB-caroténe est un phénomeéne a médiation des
radicaux libres résultant d' hydroperoxydes formés a partir d'acide linoléique. Ces radicaux
libres vont par la suite oxyder le B-caroténe entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge,
qui est suivie spectrophotométriquement a 490 nm. Cependant, la présence d’un antioxydant
pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique et/ou inhibé I’oxydation

donc prévenir le blanchissement du -carotene (Naidu et al., 2011).

Apres un temps d'incubation en présence des extraits de Sophora japonica et le
témoin positif (le BHT), Tous les extraits de la plante inhibent le blanchiment du 3-caroténe a

différentes valeurs (Figure31).
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Figure 31.Cinétique de blanchissement du B-caroténe a 490 nm en présence de 1’extrait
méthanolique du Sophora Japonica L. et du BHT .
Le BHT est utilisé comme contrdles positifs. Chaque point représente la

moyenne + E.S.M (moyenne de 3 essais).

Le potentiel antioxydant des extraits et le BHT est évalué par la détermination

de la capacité d’inhibition de 1’oxydation du B-caroténe.
D’apres ces résultats, il est évident que I’extrait de S. Japonica et le BHT testés sont
capables d’inhiber 1’oxydation couplée de 1’acide linoléique et du B-caroténe par rapport au

controle négatif qui représente une faible inhibition de blanchissement du B-caroténe.

L’extrait des feuille sa présenté la plus grande inhibition suivie par le BHT, I’extrait
des gousses et des graines. En effet, une corrélation linéaire remarquable et significative est
trouvée entre l'activité antioxydante relative des extraits et la teneur en polyphénols. Ces
résultats sont probablement due a la haute spécificité de 1’essai du blanchissement du -

carotene pour les composés lipophiles (Gachkar et al., 2007).
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II1.3.Evaluation de ’activité anti-inflammatoire

Le diametre de la patte mesuré par le pied a coulisse a donné les résultats illustrés dans les

tableaux de 1’annexe 6.

Afin de mettre en évidence l’effet anti-inflammatoire de nos extraits, on a calculé les
pourcentages d’augmentation de 1’cedeme en fonction du temps (heures). Les résultats sont

rapportés dans le tableau de I’ Annexe 6 et illustré par la figure 32.

30 ~

B Na CI

B Référence

= Extraits des graines
25 - B Extraits des feuilles
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[\®}
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% de 1'augmentation de loedéme
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Temps (H)

Figure 32.Pourcentages d’augmentation de 1’cedeme chez toutes les souris pendant cinq

heures.

Chaque point représente la Moyenne + E.S.M (moyenne de 3 essais). Test de student : *
P<0,051a différence est significative, ** P<0,01 la différence est hautement significative, ***

p<0,001 la différence est tres hautement significative. Echantillons comparés avec le Na CI.

Le pourcentage d’augmentation de I’cedeme des pattes augmente considérablement en

fonction du temps apres injection de la carragénine, qui est le plus utilisé pour examiner
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I’activité anti-inflammatoire en raison de sa simplicité d’exécution, et de sa rapidité de
I’induction des symptomes caractéristiques de l’'inflammation (Cuzzocrea et al.,1998 ;

Jilroyet al., 1999).

On remarque que I’augmentation est importante chez le t¢émoin (Na CI) alors qu’elle

est significativement diminuée chez les lots traités par les extraits et le Diclofénac (p<0,001).

D’apres nos résultats, les souris du groupe témoin qui ne recevait que le Na Cl et la
carragenine, développent un cedeme maximal a la 3éme heure (25,92 %) suivi d’une phase de
régression. Par contre, les souris ayant recu comme traitement les extraits des graines et des
feuilles, I’augmentation de 1’cedéme est plus importante par comparaison a celles traités par le
diclofénac (23,37% et 20,56% et 20,46% respectivement) (p<0,05). D’autre part, le
pourcentage d’augmentation de I’cedeme chez les souris traitées avec 1’extrait des gousses est

inférieure a celui de la référence (16,52%) (p<0,05).

A partir de la troisieme heure, le pourcentage de 1’augmentation du volume des pattes

des souris commence a se réduire progressivement.

Apres cinq heures d’expérimentation le pourcentage de I’augmentation du volume des

pattes des souris témoins est significativement diminué comparé a celui de la premiere,

deuxieme et troisieme heure (p<0 ,05).

Pour comparer les résultats trouvés pour la référence et les extraits par rapport au témoin (Na
Cl), on a calculé le pourcentage de la réduction de I’cedeme. Les résultats sont représentés

dans le tableau de 1’ Annexe 6 et illustrés dans la figure 34.
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Figure 33. Pourcentages de la réduction de 1’cedéme chez toutes les souris pendant cinq

heures.

Chaque point représente la Moyenne + E.S.M (moyenne de 3 essais). Test de student : *
P<0,05la différence est significative, ** P<0,01 la différence est hautement significative, ***
p<0,001 la différence est trés hautement significative. Echantillons comparés avec le

référence (Diclofénac).

La figure 33 montre que la réduction de 1’cedéme est plus importante chez les souris traitées
avec la référence, le Diclofenac, avec un pourcentage de diminution de I’ordre de 94% a la
5°™ heure, par rapport a I’extrait des gousses, des feuilles et des graines, qui eux, possedent
des pourcentages de diminution de 1’ordre de 89,03% , 74,5% et 72,22% respectivement
(p<0,01).

Le diclofénac, utilisé dans cette étude comme substance anti-inflammatoire de référence,

se caractérise par un intervalle d’absorption de 2 a 3 heures apres son administration orale
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(Jacqz-aigrain et Guillonneau, 1998) ce qui explique I’augmentation du pourcentage
d’inhibition dans les trois premieres heures et son élimination induit une diminution
progressive dans les heures qui suivaient (Gupta et al., 2006, Priya et al., 2008; Shedhara et
al., 2009).

Nos résultats ne peuvent €tre comparés a ceux publiés, car d’apres nos recherches
bibliographiques, aucun travail n’a été effectué sur I’activité anti-inflammatoire des

polyphénols de Sophora japonica.

Le développement de I’oedéme apres une injection de carragénine au niveau de la patte
d’une souris est attribué a la libération d’histamine, sérotonine, kinins et de prostaglandines

(Akinedele et Adeyni, 2007 ; Subhan et al, 2007). Elle comporte trois phases distinctes :

e Une premiere phase qui fait intervenir l'histamine et la 5-hydroxytryptamine
(sérotonine) qui favorisent la vasodilatation, la transsudation plasmatique et I’cedeme
(entre Oh a 1,5h) (Gao et al., 2009).

* Une seconde phase qui fait appel aux kinines (bradykinines) comme médiateurs
augmentent la perméabilité vasculaire (2,5h apres injection) (Sanogo et al., 2006 ;
Marzouk et al., 2011).

* Une troisieme phase (3 a 6 heures apres injection de la carragénine) liée a la libération
des protéases, lysosomes et prostaglandine associée a la migration leucocytaire dans la
zone enflammée (Sanogo et al., 2006 ; Marzouk et al., 2011).

Il est a noté que le contenue phénolique dans la plante S. japonica est

responsable de I’activité anti-inflammatoire observés (Sahu et Saxena, 2013).

De plus, de nombreuses études semblent indiquer que les flavonoides possedent des
propriétés anti-inflammatoires et qu'ils sont capables de moduler le fonctionnement du
systéme immunitaire par inhibition de l'activité des enzymes qui peuvent étre responsables
des inflammations (Gallego et al,2007),d'autres flavonoides sont capables d'inhiber

I'histamine (Kim et al., 2004).
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Conclusion et perspectives

Le regne végétal est une source inépuisable des molécules pouvant présenter un intérét
thérapeutique. Notre étude a été consacrée a 1’étude des activités antioxydantes et anti-
inflammatoires des extraits des différentes parties de la plante Sophora japonica de la région
de Boumerdes.

Les résultats de nos recherches bibliographiques et de nos études expérimentales nous

ont permis de mieux connaitre Sophora japonica L.

Dans la premiere partie, nous avons axé notre travail sur 1’extraction et quantifications
des polyphénols des feuilles, des gousses et des graines de la plante étudi€e. L’extraction des
polyphénols a permis d’obtenir des extraits méthanoliques des feuilles et des gousses avec un
meilleur rendement de 1’ordre de 83,33% et 79,16%, suivi par le rendement de I’extrait des

graines (24,33%).

La quantification par les méthodes spectrophotométrique nous a permis de déterminer
les teneurs en phénols totaux par le réactif du Folin-Ciocalteu et en flavonoides par le
trichlorure d’Aluminium. Le dosage des polyphénols totaux de I’extrait des feuilles, des
gousses et des graines révelent la présence des quantités moyennement importantes en
phénols totaux (0,088 mg EAG/g d’extrait),(0,112mg EAG/g d’extrait),(0,020mg EAG/g
d’extrait). D’autre part, le dosage des flavonoides de I’extrait des feuilles, des gousses et des
graines a révélé des teneurs respectives de 1,07 mg EQ/g d’extrait, 0,64mg EQ/g
d’extrait,0,36mg EQ/g d’extrait. Ces résultats suggerent que la plante S. japonica est

moyennement riche en flavonoides.

La deuxieme partie a été consacrée a I’étude des propriétés antioxydantes de 1’extrait
des graines, des feuilles et des gousses par trois méthodes : la méthode de réduction du radical
libre DPPH, la méthode de réduction du fer (FRAP) et le test de blanchissement de la -

carotene/acide linoléique.

Pour le test au DPPH, les résultats révelent que 1’extrait méthanolique des gousses et
des feuilles de Sophora japonica L. présentent une activité antioxydante supérieure a I’acide
ascorbique avec des IC50 respectives de 1,83+0,005mg/ml, 2,64+ 0,01mg/ml. L’extrait des

graines a présenté une meilleur IC50 de I’ordre de 0,020 +0,008mg/ml.
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Aussi, la technique de réduction du fer (FRAP), qui représente un indicateur significatif
du pouvoir antioxydant des plantes, a montré que 1’extrait des feuilles est le plus actif par

rapport a I’extrait des gousses et des graines.

Le teste de blanchissement de la B-caroténe a montré également que 1’extrait des
feuilles est le plus actif comme inhibiteurs de 1’oxydation de I’acide linoléique couplée a celle

du B-carotene par rapport au BHT.

L’activité anti-inflammatoire de 1’extrait des feuilles, des graines et des gousses a été
validée par des pourcentages de réduction importants de 1’cedéme dans les pattes gauches des
souris causé€ par la carragénine. Ces résultats sont comparables a celle du traitement par le
médicament anti-inflammatoire non stéroidien (Diclofénac), permettant ainsi, de valider

scientifiquement 1’utilisation de Sophora japonica L. dans la médecine traditionnelle chinois.

D’autre part, cette étude peut confirmer la richesse des parties de Sophora japonica L.

étudiées en substances a caractere anti-inflammatoire.

Des études complémentaires sont a envisager dans le but d’étudier la composition
chimique, d’évaluer I’efficacité des substances identifiées contre les inflammations aigiies et

chroniques.
Cette étude doit €tre compléter par les tests suivantes :

Chromatographie a haute performance HPLC.
Evaluation de la vitesse de sédimentation sanguine.
Identification de la protéine de 1’inflammation (protéine réactif C) (CRP).

Evaluation de la formule numérique sanguine (FNS).

AN N NN

Les tests de toxicité du la plante pour connaitre 1’effet néfaste ou symptomes

indésirable.
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Annexe 1. Appareillage et matériel utilisés au laboratoire.

Verreries et petit matériel

Equipements et appareillages

Bécher

Erlenmeyer

Flacon en verre

Béchers graduées

Cuvette de spectrophotometre
Seringue

Eprouvette graduée

Tube a essai

Spatule

Pipette

Portoir tubes

Spectrophotometre OPTIZEN 2120UV

Balancede précision Dhurus
Etuve Brinder
Réfrigérateur ENIEM
Micropipette

Broyeur WARINO

Bain marie NUVE BATH
Centrifugeuse HETTICH

Annexe 2. Liste des produits chimiques et solvants.

Produit chimique

Formule chimique

Acide trichloroacétique (TCA)

Carbonate de sodium

Carragénine

Chloroforme

Chlorure ferrique

DPPH

Eau distillée saturée en oxygene

Folin- ciocaltea (acide phosphotungestique +
acide phosphomolybdique)

Hexacyanoferrate de potassium

Méthanol

Trichlorure d’aluminium

40

Tween

(polyxyéthyléneMonopalmitatedesorbitan)

CC1;0,H
NaCO 3

CHCI;
FeCl 3
CisHi12Ns06

(FCR):H3PW12040+H3PM012040

KsFe (CN)g

CH;0H
AlCl;




Annexe 3. Préparation des solutions

Préparation 1 : solution de trichloroacétique a 10%

Trichloroactique ...........cooveiiiiiiiiiiiiiiiii e, 10g

Leau distillée .......ooueiniiiii 100ml
Préparation 2 : Chlorure ferrique

Chlorure ferrique. ........c.oovviiiiiiiiiii e, g

Leau distillée .......cooeiiiiiiii e 100ml

Préparation 3 : Tampon phosphate
Solution A : 13,6g de KH2PO4 dans 1000ml d’eau distillée
Solution B : 17,8g de Na2HPO4 dans 1000ml d’eau distillée

Solution finale : 60 ml de la solution A + 40ml de la solution B

Annexe 4.

= Valeurs du dosage des polyphénols exprimée en densité optique (D O) par les extraits
méthanoliques des feuilles, des gousses et des graines du Sophora japonica en

fonction des concentrations (mg /ml) :

Concentrations 0,2 0,4 0,6 0,8
DO extraits des 0,147 0,235 0,367 0,514
feuilles

DO extraits des 0,038 0,173 0,498 0,576
gousses

DO extraits des 0,119 0,129 0,197 0,307

graines




= Valeurs du dosage des flavonoides exprimée en densité optique (DO) par les extraits
méthanoliques des feuilles, gousses et graines du Sophora japonica en fonction des

concentrations (mg /ml) :

Concentrations 0,2 04 0,6 0,8
DO extraits des 0,157 0,237 0,316 0,475
feuilles

DO extraits des 0,06 0,108 0,129 0,271
gousses

DO extraits des 0,041 0,055 0,086 0,160
graines

Annexe 5. Les activités antioxydantes

* Me¢éthode du piégeage du radical DPPH

oncentration(mg/ml)

0,2 0,4 096 098
% d’inhibition
Extrait des gousses 10,02 32,91 33,48 34,28
Extrait des graines 62,85 63,01 82,99 92,66
Extrait des feuilles 28,55 46,26 89,15 90,32

Acide ascorbique 29,87 46,47 52,84 47,41




* Le pouvoir réducteur de fer (FRAP)

Extrait des graines Extrait des gousses Extraits des feuilles
0,25mg/ml 0,348 0,38 0,905
0,5mg/ml 0,405 0,41 0,956
0,75mg/ml 0,424 0,499 0,976
1mg/ml 0,432 0,589 1,072

* Teste de blanchissement 3-caroténe

Temps Omin 20min 40min 120min
Extraits des gousses 0,406 0,337 0,299 0,186
Extraits feuilles 0,77 0,536 0,515 0,337
Extraits des graines 0,356 0,285 0,278 0,255
BHT 0,582 0,513 0,38 0,292

controle négatif 0,081 0,073 0,055 0,061




Annexe 6. Activité anti-inflammatoire

* Diametre des pattes mesuré par le pied a coulisse.

NaCl Référence Extrait des Extrait des Extrait des
graines feuilles gousses
Diametre 0,2 0,18 0,23 0,22 0,2
des pattes 0,25 0,22 0,25 0,23 0,215
Droites 0,18 0,2 0,27 0,18 0,235
Moyenne 0,21 0,2 0,25 0,21 0,2166667
ESM 0,0255713 0,0141844 0,0141844 0,0187642 0,0124535
Diametre 0,25 0,19 0,235 0,225 0,215
des pattes 0,26 0,225 0,26 0,24 0,22
gauche (1H) 0,2 0,21 0,295 0,2 0,24
Moyenne 0,2366667 0,2083333 0,2633333 0,2216667 0,225
ESM 0,0227982 0,0124535 0,0213749 0,0143314 0,0093821
Diametre 0,26 0,22 0,28 0,26 0,235
des pattes 0,27 0,23 0,25 0,248 0,225
gauche (4h) 0,22 0,21 0,31 0,215 0,27
Moyenne 0,25 0,22 0,28 0,241 0,2433333
ESM 0,0187642 0,0070922 0,0212766 0,0165265 0,0167582
Diametre 0,26 0,23 0,295 0,26 0,265
des pattes 0,3 0,25 0,3 0,27 0,25
gauche (3h) 0,23 0,24 0,329 0,227 0,28
Moyenne 0,2633333 0,24 0,308 0,2523333 0,265
ESM 0,024907 0,0070922 0,0130195 0,0159588 0,0106383
Diametre 0,215 0,19 0,23 0,225 0,21
des pattes 0,26 0,23 0,26 0,23 0,215
gauche (4h) 0,2 0,21 0,29 0,19 0,235
Moyenne 0,225 0,21 0,26 0,215 0,22
ESM 0,0221454 0,0141844 0,0212766 0,0154571 0,0093821
Diametre 0,21 0,18 0,23 0,221 0,201
des pattes 0,26 0,22 0,255 0,233 0,215
gauche (5h) 0,19 0,202 0,275 0,182 0,238
Moyenne 0,22 0,2006667 0,2533333 0,212 0,218
ESM 0,0255713 0,014208 0,0159902 0,0189111 0,0132493




*  %de I’augmentation du I’cedeme

Na Cl Référence Extraits des Extraits des Extraits des
graines feuilles gousses
H1 13 4,27 5,14 5,62 3,98
H2 20 10,59 14,85 15,15 12,35
H3 26 20,47 23,37 20,56 17
H4 7,54 4,58 4 2,61 2
HS 5 0,33 1 1,15 0,59
* % de réduction du I’cedeme
Référence Extrait des Extrait des Extrait des
graines feuilles gousses
H1 58,68 36,06 34,72 53
H2 48,57 35,02 18,05 38,34
H3 22,22 9,04 19,15 34
H4 34 44 73,26 77,78
HS5 94 72 75 89
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Abstract

The present work contributes to the quantification of polyphenols and flavonoids, the evaluation of in
vitro antioxidant activity and the in vivo anti-inflammatory activity of the various extracts prepared
from the leaves, pods and seeds of Sophora japonica. L. The extraction yields of polyphenols from leaf
extract (83, 33%) and pods (79.16%) are significant compared to the seed extract (24.33%).
Quantification of the polyphenols by the Folin-Ciocalteu method of the pod extract, leaves and seeds
gave the order value 0.112 mg EAG / g dry matter, 0.088 mg EAG / g dry matter and 0.022 mg EAG /
g dry matter. The antioxidant effect was determined by the DPPH test, the FRAP method and the -
carotene bleaching test. The evaluation of the antioxidant activity showed that the various extracts of
Sophora japonica L have a strong antioxidant activity (leaf extract in the test of f-carotene and FRAP
and the extract of the seeds in the DPPH test) . In addition, the anti-inflammatory effect was evaluated
in an animal model using the method of plantar edema caused by carrageenin in mice with
subcutaneous injection on the left hind paws. The results of this study show that the methanolic extract
of the pods (89,03%), leaves (74,5%) and seeds (72,22%) of Sophora japonica L. has a reducing
efficiency of edema slightly lower than that of Diclofenac(94%).

Key words: Sophora japonica L, polyphenols, antioxidant activity, anti-inflammatory activity, DPPH,

FRAP, B-carotene.



