République Algérienne Démocratique et Populaire
ealad) Cad) g lad) audail) 3 ) 3 9
Ministere de ’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Gl pa g5 8 9 dana daala
Université M’hamed bougara de Boumerdes
p.slad) 4lg
Faculté Des sciences

Mémoire de fin d’études
En vue de I’obtention du Diplome de Master En Biologie
Domaine : Science de la nature et de la vie
Filiere : Sciences Biologique
Spécialité : Biologie des populations et des organismes

Théme
L’effet antilithiasique de I’extrait aqueux des racines de

silybum marianum (chardon Marie) (Baghlia-Boumerdes))

Réalisé par

Zerrouni chaima & Bouarab lilia

Membre de jury :
» M™ Yahyaoui Karima Professeur (UMBB) Présidente
» M™ Benhabyles Narimen MCB (UMBB) Examinatrice
» M™ Laoufi Razika MCB (UMBB) Promotrice

Année universitaire 2020/2021



;
i

e e

s

N T R AN SR Y L

-

2y

Mo e G TR ST WY

£

q'-‘ A R RN vy et

:
ﬁ
:
5
g
¢

Remerciements

i
En préambule a ce mémoire nous remercions Allah qui nous a aidé et nous &
donné la patience et le courage durant ces longues années d’étude.

Nous souhaitons adresser nos remerciements les plus sincéres aux personnes

LIRS e e ek

-

PRI S

Qui nous ont apporté leur aide et qui ont contribué a l’élaboration de ce

mémoire ainsi qu'a la réussite de cette formidable année universitaire.

Ces remerciement vont tout d’abord au corps professoral et administratif du
Département de biologie, nous tenons a remercier sincerement madame
Benhabyles Narimen , adame Yahyaoui Karima ; les membres de jury et
Madame Laoufi Razika se sont montrés a l'écoute et trés disponible tout au long
De la réalisation de ce mémoire, ainsi que pour linspiration, l'aide et le temps

Qu’ils ont bien voulu nous consacrer. On n'oublié pas nos parents pour leur

- LA TN FES ST IR AT AN W T OR

Contribution, leur soutien et leur patience.
Enfin, nous devons beaucoup a tous ceux qui nous ont aidés et qui de prés ou de ’
Loin ont participé a la réalisation de ce travail :
- Les personnes de laboratoire de faculté de science (UMBB)
» Mimouni sithem
» Feriel hateb

- Les personnes de laboratoire au CRD et surtout madame Hadaddi Samia.

P

i : -
SIILRWEDN « - - G R P55 T v i DT N R ROR W A T P A Tp ey PP e et R ST

VG s sifre AN VAL S ST B BROSVTANR S SR AR T RS

BN 4‘»\“;"“ &

FTMD

N2t

P S e

s

i

D PN S R R S MRS

g
A

L TR

PR A R

S R A R E Rt N g

WD M

X ARSI 5



Je dédie ce modeste travail a : |

mon treés chére pére Ali: pour ses
encouragements son soutien, surtout pour son amour et son
sacrifice afin que rien n'entrave le deroulement de mes études.
La lumieére de me yeux :
\ Ma trés chére mere , Xarima
, qui m’a soutenu toujours par son
amour sa compréhension et son encouragement , qu'elle
trouve ici Lexpression de ma vive reconnaissance
A me trés chéres sceur : Amina
A mes trés chéves fréres : hamza , Aiman
tous les membres de la famille petits et grands
a mes meilleurs amis Siham ,marwa , soumia , hiba
est ma chére binéme chaima
Censemble des étudiants de la promotion M2 Bpo de (année

2020/2021




“Au nom d’Allah le trés Miséricordieux, le tout Miséricordieux, et
PR T avant de remercier quiconque, je voudrais avoir pitié de nos
martyrs en Palestine qui nous ont laissés le jour de LAid, donc

leur aid était au paradis, dieu nous a fait et eux dans le paradis.

Je dedie ce modeste travail d :

A la personne la plus chéve dans mon cceur et qui ma entouré

~ | d affections, et damour et de beaucoup de courage ma chére

grand-mere.

Jadresse ma plus profonde gratitude et tout mon amour d ma
trés chére meére « Kamila » qui a su me faire confiance et me
soutenir en toutes circonstances, qui na pas cessee de
m’encourager durant tout mes années d études, les mots ne
suffiront pas et n'exprimeront pas tout ce que jaimerai te dire,
tu es la personne la plus chére du monde.

A mon cher pére « Said » que jaime beaucoup, qui été toujours a
mes cotés, sans confiomce, ta compréﬁension, ton soutien et
surtout la bonne éducation que tu nous as donnée, je nous sevais

jamais ce que je suis aujourd hui.

A mes chers fréves : Mohamed, en particulier mon frére ainé
Zaki que je considére comme mon deuxiéme pére et mon ami

proche.

A tous mes amis surtout ma cheérve binome et ma sceur « Lilia ».

A tous mes enseignants de pbo.

En fin je dédie ce mémoire d tous mes collégues de la promotion
2020/2021

Chaima




Résumé

La lithiase urinaire est une pathologie fréquente dans tous les pays du monde. Elle se
caractérise par la formation de concrétions cristallines qui se développe dans les voies
urinaires. Le traitement de cette maladie par les plantes médicinales est une alternative au
traitement par les moyens médicamenteux ou chirurgicaux couteux et ayant des effets
secondaires. Dans ce contexte, le Chardon Marie ou Silybum marianum une plante spontanée
de la famille des Astéracées, connue par sa valeur estimable en thérapeutie , donc nous
sommes intéressés a 1’étude phytochimique de I’extrait de ces racines, de son pouvoir
antilithiasique et antioxydant. Le screening phytochimique a révélé la richesse de la plante en
molécules bioactives, notamment en glucosides, saponosides, mucilages. La teneur en
polyphénols totaux a été¢ déterminée, un taux trés important des polyphénols dans I’extrait
aqueux des racines de Silybum marianum de 361.35 mg EAG/g extrait sec, suivi d’un
rendement d’extraction des polyphénols de 19.75% pour 4g de poudre végétale. L’évaluation
de I’activité antiradicalaire par DPPH a prouvé que I’extrait des racines de chardon Marie est
doté d’un potentiel antioxydant plus actif avec une ICso de 2.64pg /ml par rapport au BHT
(1C50=3.37ug/ml). Les résultats obtenus montrent que I’extrait aqueux a un effet
antilithiasique, en particulier la cristallisation de ’oxalate de calcium dans 1’urine. En fait,
I’observation au microscope électronique a balayage a révélé que I’augmentation de la
concentration en extrait a favorisé la réduction de la taille de cristaux. On déduit que ’extrait
aqueux des racines de silybum marianum  possede des propriétés antioxydante et
antilithiasique significatives, mérite d’étre valorisé par son intégration dans des applications

thérapeutiques.

Mots clés: Silybum marianum, racine, polyphénols, activité antioxydante, activité

antilithiasique
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Introduction

Le monde végétal de part sa richesse en végétaux représente une source inépuisable de
composés actifs capables de synthétiser par voie métabolique des molécules bioactives afin de
faire face aux stress biotiques et abiotiques. Ces molécules grace a leurs activités biologiques
sont une réponse concréte a plusieurs maladies qui touchent I’humanité. Ces maladies mettent
en exergue le role néfaste des processus oxydatifs de type radicalaire dans la geneése et le suivi
d’un nombre de plus en plus croissant de maladies mortelles (Ben rahal, 2012).

2

La lithiase urinaire est une pathologie fréquente qui se caractérise par la formation de
concrétions cristallines se développant dans le bassinet et/ou les calices d’un rein et
provoquant une obstruction partielle ou totale a 1’écoulement normal de I’urine, elle affecte 4
a 18% de la population. En progression dans tous les pays industrialisés depuis la seconde
guerre mondiale, ¢’est aussi une pathologie qui se transforme avec le temps selon 1’évolution
du niveau socio-économique des populations (Daudon, 2000).Elle est devenue un probléme
de santé¢ publique majeur dans tous les pays du monde, du fait qu’elle conduit a une

immobilisation prolongée et une perte de la fonction rénale dans certains cas.

En Algérie, de plus en plus de personnes ont recours a la médecine traditionnelle dans
le traitement de cette maladie car d’une part, le colit des médicaments conventionnels est
relativement élevé et d’autre part, ces derniers peuvent avoir un effet limité. A titre
d’exemple, les diurétiques, les anti-inflammatoires et les inhibiteurs de certains métabolites
sont les seuls medicaments utilisés dans le traitement de la lithiase oxalo-calcique, avec des

effets secondaires inévitables (Khitri et al., 2016).

La richesse et la diversité en végétaux du contour méditerranéen et surtout la
particularité de son climat et de ses sols lui confére une place privilégiée pour I’exploitation
des plantes, certaines d’entre elles poussent spontanément et ceci représente un intérét
primordial dans le domaine agronomique et médicinal. C’est le cas du Silybum marianum.L
(chardon Marie) qui autrefois a été employé dans des préparations culinaires. Aujourd’hui,
des pouvoirs hépatoprotecteur, sédatif, digestif, hémostatique, anti-inflammatoire et
diurétique ont été attribués a ce végeétal et des études récentes ont démontré que cette plante
posséde des propriétés anti-tumorales et anti-cancérigenes. Elle est la base de plusieurs
médicaments et de préparations pharmaceutiques en cours d’essais cliniques agissant contre
les Iésions hépatiques causés par le VIH qui fait de plus en plus de ravage dans le monde et

qui crée un réel danger pour I’humanité (Ben rahal , 2012).




Introduction

Par conséquent , compte tenue de I’absence de travaux approfondis et d’études
scientifiques portant sur le potentiel médicinal et 1’effet réel des racines du chardon Marie
dans le traitement naturel de la lithiase urinaire , en particulier dans la prévention des calculs
d’oxalate de calcium , nous nous sommes proposés de déterminer 1’effet de cette plante sur la

sursaturation urinaire de type oxalocalcique.

L’objectif principal de cette étude, est de déterminer si une cure a base des racines du chardon
Marie prévient le risque de cristallisation de I’oxalate de calcium dans I’urine, en testant
I’infusion de la plante afin de se rapprocher au mieux de la procédure utilisée par le maladie
lithiasique.
Notre présente étude s’inscrit dans cet objectif et elle a porté sur :
e une étude phytochimique qui a permis d’identifier certains groupes chimiques
bioactifs contenus dans 1’extrait aqueux de racines de la plante étudiée ;
e Une étude de lactivité antioxydante de I’extrait aqueux de la racine du
chardon Marie.
e Une évaluation de I’activité antilitiasique de 1’extrait aqueux des racines du
chardon Marie.
Cette etude sera subdivisée en deux parties :
» Une revue bibliographique ou nous apportons des données générales sur 1’espéce
étudiee et la lithiase.
» Une seconde partie dans laguelle nous rapportons les méthodes utilisées, les résultats

obtenus suivi des discussions et nous finirons par une conclusion.
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Synthese bibliographique

| .Plantes médicinales

Une plante médicinale est définie selon la pharmacopée comme une drogue végétale. 1l s'agit
de plantes contenant une ou plusieurs substances pouvant étre utilisées a des fins
thérapeutiques ou comme précurseurs dans la fabrication de drogues utiles (Chabrier, 2010).
Autrement dit, on appelle plante médicinale toute plante renfermant un ou plusieurs principes
actifs capables de prévenir, soulager ou gueérir des maladies. En raison de leurs propriétés
préventives ou curatives elles sont présentées a I’égard des maladies humaines ou animales
(Chabrier, 2010).

I.1. Généralités sur chardon Marie ( silybum marianum) :
I.1.1.Présentation du chardon Marie (Silypum marianum) :

Chardon Marie est une plante spontanée ou encore mauvaise herbe identifiée depuis deux
mille ans par sa valeur estimable en thérapeutique (Ben rahal, 2012). C’est une plante
annuelle a bisannuelle appartenant a la famille des Astéracées. Son nom latin Silybum signifie
chardon, marianum fait référence a la vierge Marie. Dans la légende, lors de son voyage en
Egypte, elle aurait caché son fils Jésus sous un buisson de chardons ou elle lui donné le sein.
Les nervures blanches caractéristiques des feuilles de cette espece servaient le vestige des

gouttes de lait de la vierge d’ou le terme de « Milk » en anglais (Mouille et Richard, 2014).

1.1.2- Noms vernaculaires :

Les différentes appellations de la plante en francais, arabe, berbére, anglais et allemands sont

les suivants :

» Noms vernaculaires en arabe: Chouk el djemel, Bou-zeroual, Ouslkez-zerwal,
Chougboutli, Hacoub et Lichilich, Qortom, Harshaf barri, Shouk el-nasara
(Benchaachoua, 2019)

» Noms vernaculaires en anglais : Milk thistle, Holy thistle, Lady’s thistle, Marian thistle,
st Mary thistle, Silybum. Blessed milk thistle, Mediterranean milk thistle, Variegated
thistle (Benchaachoua,2019)

» Noms vernaculaires en francais : Chardon-Marie, artichaut sauvage, chardon argenté,
chardon notre-dame, chardon marbré, épine blanche, lait de notre-dame, silybe de Marie
(Amrani, 2006).

» Noms vernaculaires en targui ou berbére : Tawra, Douj-n’ilour man (Beloued,2009).

» Noms vernaculaires allemands : Mariendistel(Fournier, 1947 ; Beloued, 1998).

)
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I.1.3-position systématique :
La systématique du chardon Marie selon Deysson(1979) ; Guignard et al. (1996) ; Spichiger
et al.(2000) (Tabl) est comme suit :

Tableau 1 : classification de silybum marianum (Deysson, 1979 ; Spichiger et al., 2000 ;
Guianard et al., 1996)

Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Astrales
Famille : Asteraceae(composées)
Sous-famille : Tubuliflores
Genre : Silybum

Silybum marianum.
Espeéces :

I.1.4-Habitat et Origine :

Le chardon Marie est une plante spontanée originaire du bassin méditerranéen (Bezanger et
al., 1980), Selon Bayer et Buller (1990), il s’étend de la mer a 700-1100 m d'altitude sur les
terrains incultes secs et rocailleux de toute I'Europe occidentale et méridionale, ainsi qu'en
Afriqgue du Nord. Le chardon marie est cultive dans les jardins ornementaux (Roche
,1991).Selon Quezel et Santa (1963) cette plante est cosmopolite, préfere les sols secs et les
endroits chauds et ensoleillés. On la trouve dans les champs, les terrains incultes, les
décombres et les bords des routes. En Algérie, d’aprés Belouahem (2009), le chardon marie
est particuliérement répandue dans les hauts plateaux, la steppe, le sud de I’ Atlas saharien, les
paturages sablonneux et les lieux un peu humides.

Selon Sindel (1991) et Gabay et al. (1994), le chardon marie est aujourd'hui répandu en
Amérique du Nord, si bien gu'on le trouve tant au Canada qu'au Mexique, la Nouvelle,
I’ Australie, I'Afrique du Sud, le Chili et I’ Argentine (Fig.1).
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Figure 1 : répartition de Silybum marianum en Afrique (a), en Europe (b) et en Amérique (c)
(Ben rahal. 2012)

1.1.5-Description morphologique

> Racines
Daprés Sindel (1991), la plante est caractérisée par une racine pivotante, forte, longue,

épaisse et fibreuse (Fig.2.a).

> Tiges
Généralement ramifiés, atteignant environ 20 a 150 cm de haut (Couplan, 2007), dressees,
trés souvent rameuses vers le haut (Bezanger et al., 1980), portent peu de feuilles sur la partie

supérieure (Ditomaso, 2007) (Fig.2.b).

> Feuilles
Selon Bayer et al (1990), le chardon Marie est caractérisé par ses grandes feuilles vertes pales
brillantes, tachées de blanc lobées et ondulées, et bordées de dents épineuses a pointe jaune
tres acérée (Quezel et al., 1963). Les feuilles de la base sont pétiolées, découpées en lobes a
bords dentés épineux, en rosettes (Sindel, 1997). Les feuilles supérieures sont plus petites et
plus étroites réduites et embarrassantes, a bord moins découpé, mais trés épineux, avec des

marbrures laiteuses caractéristiques (Morazzoni et al. ,1995) (Fig.2.c).

> Fleurs
Sont toutes tubuleuses réunies en capitules terminaux, solitaires, dépassant souvent 6 cm de

diameétre, sont pourvues d’une forte épine atteignant jusqu’a 5 cm et se réfléchissent vers
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I’arriere. Corolle dentée de couleur pourprée. 5 étamines formant un tube autour du style
(Beniston,1984) (Fig 2.d).

> Fruits

Selon Guittonneau et Huon, (1983), les fruits sont des akenes luisants, de 6 a 7 mm, plats,
lisses, et brillants et la couleur s'étend du noir au brun chiné ou marbré de jaune, surmontés

d’une aigrette  blanche. D’aprés Sindel (1991), les graines ont une aigrette, tombent quand
graines mdrissent (Fig2.e).

Figure 2 : morphologie des différentes parties de silybum marianum (chardon Marie)

a:laracine, b: latige, c: lafeuille, d: la fleur e : akénes de chardon marie avec leur aigrette
e : les graines (Benchaachoua, 2004)
5
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1.1.6-Constituants chimiques de Silybum marianum
1.1.6.1. Principaux composants du fruit

Le fruit du chardon Marie contient entre 1,5 a 3 % de silymarine, un mélange de différents
flavanolignanes, issus de la taxifoline et de I’alcool coniférylique (Saller, 1995). Il s’agit
notamment de la silybine ( silybine A , silybine B) , la silychristine, la silydianine et
I’isosilybine. Ce sont les principaux composés responsables de 1’action thérapeutique de la
plante (Dube, 2010).

Il contient aussi des flavonoides : quercétol, taxifoline, éryodictyol, chrysoériol, naringine et
quelques autres (notamment du dihydrokaempférol, du kaempférol, de I’apigénol et du
naringétol...) qui présentent eux aussi des propriétés intéressantes (Ramawat et Merillon,
2008).

Le fruit renferme des lipides (20 a 30 %) avec prédominance d’acide linoléique (60 %),
oléique (30 %) et palmitique (9 %)). Ainsi que du tocophérol, les stérols, des protéines qui
représentent environ 25 a 30 %, des sucres, et des minéraux (Ramawat et Merillon, 2008 ;
Bruneton, 2016 ; Charrié et al., 2017).

1.1.6.2. Les principaux composants de la partie aérienne

La partie aérienne renferme des flavonoides tels que 1’apigénine, le kaempférol, le lutéolol et
leurs hétérosides. On trouve des stérols dont le campestérol, stigmastérol, sitostérol et des
dérivés polyacétyléniques. Divers composés : acide fumarique, céramide, asperglaucide sont
aussi présents (Charrié et al., 2017).Selon Amrani( 2006) le chardon Marie présente des
teneurs élevées en calcium dans tous les organes du végétal (feuilles, graines, tige et

racines).ce qui donne a cette plante une valeur alimentaire tres important.
1.1.7. Intérét médécinal et pharmaceutique de Silybum marianum

Le chardon Marie est une plante médicinale antique employée pour épurer et protéger le foie,
elle est maintenue dans les hopitaux allemands pour le traitement de secours des intoxications
(Turner et Szczawinski, 1991). En Europe, on trouve de nos jours le chardon Marie dans
plusieurs préparations pharmaceutiques destinées au traitement de divers troubles hépatiques
et biliaires (Morazzoni et Bombardelli, 1995).

Les allemands ont isolé un principe actif des fruits du chardon, la silymarine , qui est contenu
dans les fruits dans les concentrations s’échelonnant de 1a4% .Ce substrat a un pouvoir

hépatoprotecteur (Talaj et al., 1989 ; Foster,1995 et Ody,2002).

e
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Les mécanismes d’action du chardon Marie ne sont pas encore élucidés. On lui reconnait un
effet antioxydant, anti-inflammatoire et anti-prolifératif, anticancéreux, I’action hépato-
protectrice (Jiang et al., 2000 ; Bhatia et Agarwal, 2001).

D’aprés Compos(1989), Schandalik et Peruca (1994), Venkataraman et al. (2000) et
Anderson et al. (2000), le chardon Marie est utilisé dans les applications suivantes : hépatites
et hépatopathies latentes, stéatoses, cirrhoses, meilleurs effets de 1’administration
prophylactique, protection de la cellule hépatique lors des chimiothérapies anticancéreuses,

dépression nerveuse, stimulation de la lactation ...etc.

)
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1.2. les polyphénols

Les polyphénols sont des molécules spécifiques du régne végétal et qui appartiennent a leur
métabolisme secondaire (Mompon et al., 1996 ). On les trouve dans les plantes, depuis les
racines jusqu’aux fruits. Leurs fonctions ne sont pas strictement indispensables a la vie du
végetal, cependant ces substances jouent un role majeur dans les interactions de la plante
(Richter et al., 1993 ), ils représentent une large gamme potentielle d’agents
thérapeutiques, largement exploitée par I’homme dans différents domaines comme la santé et
I’alimentation (Croteau et al., 2000 ; Cragg et Newman , 2010 ; Ncube et al., 2012).
L’¢lément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un phénolique
a 6 carbones (Fig. 3), auquel est directement li€ au moins un groupe hydroxyle (OH) libre ou

engagé dans une autre fonction : éther, hétéroside ou ester (Bruneton et al., 1999 ).

OH

Figure 3 : structure du noyau phénol (Sarni-Manchado et al., 2006)

1.2.1. Classification des phénoliques

Les polyphénols peuvent étre subdivisés en plusieurs catégories : anthocyanes, coumarines,

lignanes, flavonoides, tannins, quinones, acides phénoliques.
1.2.1.1.Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont caractérisées par la présence d’au moins un noyau benzénique
auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engage dans une autre
fonction : éther, ester, hétéroside (Bruneton, 1999). Les acides phénols comprennent deux

sous classes :
1.2.1.1.1 .Acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoique sont trés communs aussi bien sous forme libre que sous forme
combinée a I’état d’esters ou hétérosides (Bruneton et al ., 2008 ; Skerget , 2005 ).
Cettcatégorie est abondante dans les végétaux et les aliments notamment les épices, les
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fraises, certains fruits rouges et l'oignon dans lesquels les concentrations peuvent atteindre
plusieurs dizaines de milligrammes par kilogramme de fruits frais (Manach etal ., 2004 ).
Les principaux acides hydroxybenzoiques retrouvés dans les végétaux sont les acides
phydroxybenzoique, protocatéchique, vanillique, gallique et salicylique (Chanforan, 2010).
(Fig. 4) illustre la structure de quelques exemples de ce groupe.

cCO,H

R,

Rz R,

R3

R,=R,=R,;=H. R;=OH Acide p-hydroxybenzoique
R;=R;=H. R>,=R;=OH Acide protocaatéchique
R;=R;=H. R,=OCH;. R;=OH Acide vanillique
R;=H. R>,=R;3;=R,;=OH Acide gallique
R1=0OH. R>=R;=R,;=H Acide salicylique

Figure 4: Structure d’acides hydroxybenzoiques communs ( Chanforan , 2010)

1.2.1.1.2. Acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques représentent un groupe tres important dont la structure
possede un cycle aromatique associé a trois carbones C6- C3 (Fig.5). Le degré
d’hydroxylation du cycle benzénique et son éventuclle modification par des réactions
secondaires sont un des éléments importants de la réactivite chimique de ces molécules.
(Macheix , 2005).

COLH
R;
Rz
R,=R,=H Acide cinnamique (non phénolique)
R,=H, R,=OH Acide p-coumarique
R,=R,=OH Acide caféique

R,=OCH;, R,=OH Acide férulique

Figure 5: structure d’acides hydrocinnamique communs (chanforan ,2010)
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1.2.1.2. Lignines

La lignine est un polymére fortement ramifié, formés par trois alcools phénoliques simples
(Fig.6). Les alcools sont oxydés en radicaux libres par une enzyme ubiquiste chez les plantes ;

la peroxydase. Les radicaux libres réagissent ensuite spontanément et au hasard pour former
la lignine (Hopkins et al., 2003) .

Alcool p-coumarylique ] I Alcool comiférviique [ Alcool sinapyligue |

CH,OH CH,OH

$ &L

Figure 6 : principaux constituants de la lignine (Hopkins,
2003)

1.2.1.3.Lignanes

Ces composés de haut poids moléculaire contribuent a former, avec la cellulose et les derivés
hémi-cellulosiques, la paroi des cellules végétales. Leur distribution botanique est large,
plusieurs centaines de composeés ont €té isolés dans environ soixante dix familles. Ce sont des
polymeres tridimensionnels résultant de la condensation (co-polymérisation) de trois alcools
phénylpropéniques (Fig.7) ( Nkhili et al., 2009).

Figure 7:structure de base des lignanes (a) : phénylpropane (b) lignane (Garcia-
Pérez, 2008)

.
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1.2.1.4. Flavonoides

Le terme « flavonoide » désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en
partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Jensen, 1992).
Tous les flavonoides possédent la méme structure de base (C6-C3-C6), ils contiennent quinze
atomes de carbone dans leur structure de base: deux cycles aromatiques A et B a six atomes
de carbones (Fig.8). liés avec une unité de trois atomes de carbone qui peut ou non étre une
partie d'un troisiéme cycle C (Tapas et al., 2008).

Figure 8 : structure de base des flavonoides (Crozier , 2003)

1.2.1.5.Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques tres abondants chez les angiospermes, les
gymnospermes et les dicotylédones (Konig et al., 1994). lIs ont la capacité de se combiner et
précipiter les protéines. Ces combinaisons varient d’une protéine a une autre selon les degrés
d’affinités, ce qui leur procure la propriété de tanner la peau, c’est-a-dire de rendre
imputrescible. (Dangles et al., 1992 ; Hemingway et Karchesy, 2012 ). Sont caractérisés par
une saveur astringente et sont trouvé dans toute les parties de la plante: 1’écorce, le bois, les

feuilles, les fruits et les racines (Scalbert, 1991).

1.2.1.6. Stilbénes

Les stilbénes présentent une structure en C6-C2-C6, avec un cycle A portant deux fonctions
hydroxyles en position méta et un cycle B portant des fonctions hydroxyles ou méthoxyles en
méta, ortho et para . se trouvent en petites quantités dans I’alimentation humaine (Belkheiri,
2010). lls sont généralement isolés des plantes sous formes hydroxylés, méthylés, esterifiés,

glycosylés ou méme prenylés. Leur solubilité est négligeable dans 1’eau et accrue dans la
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plupart des solvants organiques (Jean-Denisj , 2005) . Les sources principales des stilbenes
sont les raisins, les vins, le soja et les arachides (Crozier et al., 2006).

1.2.1.7.Coumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le benzo-2-
pyrone (Fig.9). Aujourd'hui, prés de 1000 composés coumariniques sont isolés dans plus de
800 espéces de plantes et dans les microorganismes. Elles se trouvent dans la nature soit a

I’¢état libre ou bien combiné avec des sucres. Elles sont responsables de I'odeur caractéristique
du foin (Cowan, 1999).

5 4
S) 3
1 2
7
& B O
coumarin

Figure 9 : structure du benzo-2-pyrone (Muanda, 2010)

1.2.2. Biosynthése des polyphénols

Les composés phénoliques sont issus par deux grandes voies métaboliques : la voie de l'acide

shikimique et la voie de 1’acétate/malonate.

1.2.2.1.Voie de I’acide shikimique

La voie de l'acide shikimique est la voie la plus importante pour la biosynthése des
composés aromatiques dans les plantes et les micro-organismes, y compris les acides aminés
aromatiques : la phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane. Ce sont des métabolites
primaires qui servent de précurseurs pour de nombreux de produits naturels tels que les
flavonoides, les acides phénoliques, les coumarines, les alcaloides... (Ghasemzadeh et
Ghasemzadeh , 2011).Dans cette voie, I’érythrose 4-phosphate et le phosphoénol pyruvate
sont produits par les hydrates de carbones lors de leur dégradation par la voie des pentoses
phosphate et la glycolyse respectivement Ces derniers sont a l’origine des composés
phénoliques C6-C1 formant les tannins hydrolysables et de la chalcone qui est la molécule de

base de tous les flavonoides et tannins condensés (Haslam, 1994 ; Dewick ,1995).
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1.2.2.2. Voie de ’acétate /malonate

La glycolyse et la f-oxydation aboutissent a la formation de ’acétylCoA donnant le malonate.
C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines polycétoniques, obtenues
par condensation répétée d’unités « Acétate » qui se fait par carboxylation de 1’acétyl-CoA.

Cette réaction est catalysée par I’enzyme acétyl-CoA carboxylase (Fleeger et Flipse, 1964 ;
Richter, 1993) (Fig. 10).

I Hydrates de carbone | I Lipades I

Acides gras
A

Q"mc des Pcntosc‘ P > CGI}'CC"_\'SC ) i
l l ( Oxydation )

P Er\'throsc-& P P-énol Pyruvate l
v ~ S X / e
ACIDE T+ AcétylCoA
Acide shikimique S
GALLIQUE l
NH: —= \‘—
, == NH: I MalonylCoA |
o
Tyrosine Phénylalanine l

Acide cinnamiquce

\ / / 3 MalonylCoA

NH;

TANINS Polyéthyleétone
HYDROLYSABLES ( Cyclisstion
CHA C ONES

I—LA\O {OIDES

!

ANTHOCYANES

l

TANINS CONDENSES

Figure 10 : représentation des voies de biosynthése des polyphénols (Akroum, 2011)




Synthese bibliographique

1.3.Lithiase urinaire

La lithiase urinaire est connue depuis les temps les plus reculés et s’avére indissociable de
I’histoire de I’humanité. Reflet des conditions sanitaires, des habitudes alimentaires et de
niveau de vie des populations, la lithiase évolue sans cesse tant du point de vue de ses
caracteristiques épidémiologiques que de ses facteurs étiologiques. Les modifications de la
maladie lithiasique sont comparables dans tous les pays du monde, avec un rythme propre a
chaque pays ou chaque groupe de population considéré (Asper, 1984). La lithiase urinaire est
évoluée avec le niveau socio-économique et sanitaire des populations. Dans les pays en
développement, comme pour les pays industrialisés depuis la fin de la 2 éme guerre mondiale,
la fréquence de la maladie lithiasique semble augmenter parallelement avec 1’augmentation du

niveau de vie (Fournier et al., 1991) .

I. 3.1. Définition

Le terme « lithiase urinaire » désigne la maladie caractérisée par la formation de calcul dans
les reins ou dans les voies urinaires (les calices, les uretéres, la vessie, I’urétre). Le mot
lithiase vient du grec : lithos (pierre) et celui de calcul vient du latin : calculus, (Hymam et
al., 1996). Est une pathologie fréquente dans la plupart des pays développés (khitir et al.,
2016). Elle a un impact économique et sanitaire négatif sur la population car elle affecte
préférentiellement une population active (Sadki et Atmani, 2017). La majorité des calculs
releve de mauvaises habitudes alimentaires mais certains sont la conséquence de maladies

métaboliques génétique ou acquises (Cotton et al., 2014).

1.3.2 Epidémiologie

La lithiase des voies urinaires est devenue un probléme de santé publique majeur dans
tous les pays du monde du faite quelle conduise une immobilisation prolonge et peut
conduire la perte de la fonction rénale dans certain cas. De fait, une crise de colique
nephretique est le signe révélateur de plus des deux tiers des cas. Elle consiste en une
précipitation de cristaux conglomeres de taille et de formes variées dans les cavités du rein.
Le recueil de données épidémiologiques de cette maladie se heurte de multiples difficultés,
qui tiennent la diversité des criteres retenues pour apprécier la prévalence et I'incidence de

cette maladie (besancenat , 1992 ; tosukhowong et al., 2007).
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1.3.3.Lithogeneése urinaire

La lithogenese regroupe I’ensemble des processus qui conduisent a la formation d’un calcul
dans les voies urinaires. Le calcul est une agglomération de cristaux liés par une matrice
organique (Alsheyab et al.,2007).

Elle comporte plusieurs phases qui s’expriment successivement ou simultanément. Certaines
étapes, qui concernent les premieres étapes de la lithogenése et que I’on peut désigner sous le
terme de cristallogenése, correspondent a la formation de cristaux a partir de substances
initialement dissoutes dans les urines et ne constituent pas en soi un processus pathologique.
Il est en effet bien connu que la cristallisation s’observe dans de nombreuses urines normales
(Ryall et al .,2005), traduisant 1’Etat de sursaturation de celles-Ci vis-a-vis de plusieurs solutés

urinaires.

1.3.4. Etapes de lithogeneése

Le processus de la lithogenese peut a étre décomposé en neuf étapes qui se succedent
s’entremélent au cours de la formation d’un calcul. Ces étapes sont les suivantes: la
cristallogenese, la sursaturation des urines, la germination cristalline, la croissance des
cristaux, 1’agrégation des cristaux, 1’agglomération cristalline, la Calculgenése, la rétention

des particules cristallisées, la croissance du calcul.

1.3.4.1. Cristallogenese
La cristallogenése, qui correspond aux différentes étapes de formation des cristaux. Est
considérée comme un processus multifactoriel non pathologique en soi (Daudon, 2013).
D’un point de vue strictement physicochimique, la cristallogenése a pour objet de diminuer
sursaturation des urines en un ou plusieurs solutés dont la concentration est excessive. Elle
comporte les phases de : la sursaturation, la germination, la croissance et de l’agrégation

cristalline (Sbahi ,2017).

1.3.4.1.1. Sursaturation des urines
La sursaturation traduit un excés de concentration d’une substance dissoute dans I'urine par
rapport aux capacités solvants de celle-ci. Dans des conditions physicochimiques définies
(température, pression, pH...), une substance peut étre dissoute dans un solvant, en

I’occurrence I’eau, jusqu’a une certaine concentration qui représente le produit de solubilité
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de cette substance dans le solvant. Dans les urines ou pression et température peuvent étre
considérées comme constantes, le pH est le principal modificateur de la solubilité des
substances qui y sont sensibles. Le produit de solubilité est une caractéristique physique de la
substance considérée. Lorsque la concentration de la substance égale son produit de solubilité,
On dit que la solution est saturée vis-a-vis de cette substance. Lorsque la concentration de la
substance excéde son produit de solubilité, la solution est sursaturée vis-a-vis de cette
substance et des cristaux de celle-ci peuvent en principe se former (Werness et al.,1981).

1.3.4.1.2. Germination cristalline

Le niveau de sursaturation a partir duquel les cristaux se forment rapidement, c’est-a-dire
pendant le temps de transit de 1’urine au travers du rein, définit un seuil de risque désigné sous
le terme de produit de formation.

A partir de ce seuil peuvent se manifester toutes les consequences de la cristallisation, y
compris la rétention cristalline, donc la lithogenese. Le produit de formation dépend de la
composition de 1’urine et varie d’un individu a I’autre et, dans de moindres proportions, chez
un méme individu, d’un prélevement a I'autre. Ce seuil est propre a chaque substance
cristalline. 11 differe donc pour les oxalates de calcium, les phosphates de calcium, les acides

uriques ou les urates (Werness et al., 1981).

1.3.4.1.3 Croissance cristalline
Les cristaux grossissement par captation de nouvelles molécules ou de nouveaux ions de la
substance en sursaturation pour former des particules dont la taille varie du micrométre au

dixieme de millimetre (Dalibon, 2015).

| .3.4.1.4.Agrégation cristalline

Contrairement la croissance, 1’agrégation cristalline, qui met en jeu des phénomenes
d’attraction électrostatique en fonction de la charge superficielle des cristaux, est un
processus rapide. Elle peut, de ce fait, engendrer des particules volumineuses dans un
délai trés court, inférieur au temps de transit de I’urine travers le rein.

A cause de leur taille, mais aussi de leur forme tres irréguliére et de la présence de
nombreuses aspérités (cristaux anguleux), les agrégats ainsi formes sont susceptibles
d’étre retenus dans les segments terminaux des néphrons, sur 1’épithélium papillaire ou dans
les cavités excrétrices du rein. L’agrégation cristalline est considéré aujourd’hui comme une

étape importante de la lithogenése et plusieurs travaux ont montré que les urines de




Synthese bibliographique

sujets lithiasiques avaient une moindre aptitude réduire 1’agrégation des cristaux que les

urines de sujets normaux (Daudon et al., 2008).

1.3.4.1.5.Agglomération cristalline

L’agglomération des cristaux implique des macromolécules urinaires protéiques chargées
négativement, pouvant se fixer a la surface des cristaux et servant de point d’ancrage a de

nouveaux cristaux (Dalibon , 2015).

1.3.4.2.Calculgeneése

Elle conduit au processus lithiasique proprement dit et rend compte des processus de
rétention, d’accrétion et de conversion cristalline responsables de la formation, de Ia
croissance et de la transformation du calcul. Par définition, cette phase, contrairement a la

cristallogenése, ne s’observe que chez les patients lithiasiques (Daudon, 2013).

1.3.4.2.1. Rétention des particules cristallines

Cette étape peut étre considérée comme la premiére étape du processus lithogéne proprement
dit, a partir de laquelle des particules cristallines formées au cours des différentes phases de la
cristallogenese vont étre retenues dans le rein ou les voies urinaires et vont croitre pour
former un calcul. Elle est favorisée par la présence d'aspérités lies aux arétes pointues de
certains cristaux qui s‘accrochent facilement ou par la création d'une zone de stase due a une

déformation tubulaire ou un étranglement des conduits excréteurs (Daudon ,2008).

1.3.4.2.2. Croissance de calcul

La vitesse de croissance du calcul initié par la rétention cristalline est ensuite tres
variable, dépendant du niveau de sursaturation des urines et donc de la nature des anomalies
métaboliques présentes . Lorsque la lithogenése résulte de fautes diététiques, son expression
est intermittente et la croissance du calcul se fait par pousses au gré des sursaturations
urinaires (Alsheyab et al ., 2007).

Lorsque la cause est une maladie génétique, le calcul se développe de maniere plus réguliére
et de nouvelles particules retenues dans le rein sont le point de départ de nouveaux calculs
qui grossissent généralement au méme rythme que les premiers, ce qui explique la différence
de taille observe entre les calculs les plus anciens, généralement les plus volumineux, et

les calculs plus récents. Parfois, pour des raisons anatomiques ou de flux urinaire, certains
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calculs ont la possibilité de capter de nouvelles molécules plus facilement que d’autres et vont

alors croitre plus rapidement (Low et al., 1997).
1.3.5. Différents types de calculs

Les calculs sont classés selon leur nature chimique, admise par les différentes sociétés savant
d’urologie, environs 10% des calculs sont constitués d’un seul composants chimique

(Daudon et al., 2004). Les principaux types de calculs sont les suivants :
I .3.5.1. Calculs minéraux :
1.3.5.1.1. Oxalate de calcium

L’oxalate de Calcium c’est le composant le plus fréquent (preés des 75 % des calculs). Sont de
petite taille, irréguliers, tres durs spéculés ou muriformes, ils sont radioopaques (Coulibaly
,2000) connu dans les urines sous trois formes cristallines distinctes. Mono, di et tri- hydratée
Il est aussi I’espece chimique dont la sursaturation est la plus prédominant dans ['urine
(Daudon M, 1999).

» Lawhewellite , ou oxalate de calcium monohydrate :

On le voit quand le rapport calcium /oxalate est inférieur & 5. C’est une forme rare de
cristallisation d'oxalate de calcium (Daudon, 1987 ; Daudon et al., 1992). Elle se présente
sous forme de feuillets monocliniques mais dans la majorité des cas celle-ci précipite sous
forme de lamelles ovales. La Whewellite se rencontre dans des situations de précipitation

massive d'oxalate de calcium. Son pH est compris entre 5,2 et 7,8 (Fig.11).
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Figure 11: oxalate de calcium monohydraté (Whewellite) (Benabbou, 2011)

a : Cristaux de Whewellite b: calcul de Whewellite
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> La weddellite, ou oxalate de calcium dihydraté
La weddellite est observé quand le rapport calcium/oxalate est supérieur a 14 (Daudon,
1987 ; Daudon et al.,1992). La forme classique de celle-ci est la tétragonal bi-pyramide a huit
faces. Au microscope. Oxalate de calcium dihydraté se reconnait facilement par sa forme qui
rappelle une enveloppe. Son pH est compris entre 5,2 et 5,6 (Fig.12).

Figure 12: oxalate de calcium dihydraté (Weddellite) (Benabbou, 2011)

a : Cristaux de Weddellite b: Calcul de Weddellite

» Forme trihydratée

Elle présente une forme des aiguilles ou forme triclinique (trés rarement observé dans I’urine)
(Bimbenet et al., 2002).

1.3.5.1.2.Phosphates de calicium :

La lithiase phosphocalcique se présente principalement sous la forme de deux espéces
moléculaires, la carbapatite (Fig.13.b) et la brushite (Fig.13.C). Dans la majorité des cas la
phosphate de calcium(Fig.13.a) carbonaté est associée a 1’oxalate de calcium dihydraté, et
signe une hyper calciuri, lorsque elle est associée a la phosphate ammoniac magnésien elle
indique une infection urinaire (Graf et Féraille, 2000). Il est observé lorsque le PH est

alcalin, supérieur a 7 (Beygrine, 2011).

Figurel3 : différents types des calculs :a -les calculs les phosphates de m
calcium ; b- les calculs carbatites ; c- les calculs brushite (Daudon, 2008)
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1.3.5.1.3.les calculs de sturvite ou Phosphate ammoniaco-magnésien

ces calculs sont forment au coursd’infections urinaires & germe uréasique en pH alcalin
(Dalibon, 2015),les calcules de sturvite représente 10% a 15% de tous les calcules , causes

principales des calculs coralliformes , sont plus fréquentes chez les femmes (Cynthia et al.,
2011) (Fig.14).

Figurel4 : les calculs Struvites (Al-Mamari, 2017) J

1.3.5.2.Calculs organiques
1.3.5.2.1.Acide urique

L’acide urique est le produit du métabolisme des bases puriques dont la solubilité¢ urinaire
dépend du pH. Lorsque le pH urinaire est acide (5-6) on note la cristallisation de I’acide
urique (Traxer ,2007), les calculs d’acide urique comptent pour 5a 10% des lithiases, mais
dans les payes mediterranéens, ils interviendraient dans pres de 30% de cas (cynthia et al.,

2011). 1l existe sous deux formes cristallines, une forme anhydre et une forme dihydratée
(Merigot ,2013) (Fig.15).

Figurel5 : calcul d’acide urique. (a) : aspect brut d’une section coupée

(b) : micrographie électronique. (Al-Mamari, 2017)
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1.3.5.2.2.Cystine

Ces calcules résulte d’une anomalie héréditaire du transport transépithélial rénal et intestinal
de la cystine et des acides aminés dibasique, 1’excrétion urinaire excessive de cystine, le
moins soluble de tous les acides aminés, entraine la formation répétée de calculs de cystine
(Jungers et al., 2001) (Fig.16).

Figurel6 : calcul de cystine ; a: apparence grossiere ;
b : micrographie électronique. (Al-Mamari, 2017)

1.3.5.3.Calculs médicamenteux

Les lithiases médicamenteuses représentent 1 a 2% d’ensemble des calculs urinaires (Daudon
et Knebelman, 2011). Il existe deux voies de formation des calculs médicamenteux qui sont:

» Calculs induit par les effets des médicaments sur 1’excrétion de solutés lithogenes ou sur le pH
urinaire contribuant aussi a augmenter la sursaturation en composés habituels des urines (Servais
et al., 2006).

» Calculs constitués en tout ou partie d’un médicament «sulfamides, glafenine, triamtéréne,

amoxicilline...» ou de ses métabolites urinaires (Servais et al., 2006).(Fig.17).

Figurel? : lithiases médicamenteuses: (a) Calcul de métabolites du
triamtérene,
(b) Calcul d’amoxiciline, (¢) Cristaux d’amoxiciline di-hydratée (Servais et
al.,2006)
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Tableau 2 : caractéristiques et morphologie des difféerents types de calculs

Type

Sous type

Dénomination
chimique

Nom
cristallin

morphologie

Caractéristiques

Lithiase
minérale

Oxalate de
calcium

Oxalate de
calcium
monohydraté
(COMmM)

whewellite

Oxalate de
calcium
déshydraté
(COD)

weddellite

Phosphate
de calcium

Carbatite ou
brushite

Bruns ou jaune pale,
petits, et bien circonscrits
sur les radiographies.
Elles peuvent apparaitre
comme des haltéres ou
des pyramides.

(Cotton et al., 2014)

Phosphate
ammoniaco-
magnesien

Sturvite

Couleur blanche ou beige
géneralement trés durs.
(Cotton et al., 2014)

Brun clair a la
radiographie, feuilletée.
Ils sont associés a des
infections des voies
urinaires par des bacteries
productrices d’uréase.
(Sekkoum, 2011)

Lithiase
organique

Lithiase
urique

Anhydre

dihydratée

Jaune ou orange,
transparents sur les
radiographies standard.
Elles prennent plusieurs
formes, losanges,
rosettes, aiguilles.
Jaune-vert et homogeénes
a la radiographie.
(Denu-Ciocca et al.,
2011)

Lithiase
cystinique

Les cristaux de cystine
prennent une forme
hexagonale ; les lithiases
sont souvent bilatérales et
peuvent étre
coralliformes.
(Denu-Ciocca et al.,
2011)
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1.3.6.Méthodes d’analyses des calculs urinaires

L’analyse du calcul urinaire est ’étape primordiale de I’enquéte étiologique chez un patient
lithiasique. elle est indispensable, car permet au clinicien de poser le bon diagnostic est donc
de mettre en route un traitement thérapeutique adéquat ( Abbassene , 2019) .

1.3.6.1.Méthodes chimiques

Ces techniques classiques conventionnelles présentent plusieurs inconvénients dans 1’analyse
des calculs urinaires (Nayer, 2002)

» Ne permettent pas d’analyser les petits calculs a cause de la quantité de prise
d’échantillon nécessaire a cette technique (Herring, 1962) ;
Ne donnent aucune information sur le systeme cristallin (Daudon, 2000) ;
Ne différencie pas entre les zones de nucléations ;

Les réactifs utilisés ne supportent pas une longue durée de conservation ;

Y V V V

Le pourcentage d’erreur est important dans ces techniques (Nayer ,2002)

1.3.6.2.Méthodes chromatographiques

La chromatographie est une technique baseée sur les différences dans les rapports de
distribution des composants d’un mélange entre une phase stationnaire ( solide) et une phase
mobile ( non miscible) . cette technique peut étre appliquée dans 1’analyse des calculs
organiques (acide urique, xantine , ......... ) elle présente quelques inconvénients comme
I’inadéquation a I’analyse des calculs minéraux , I’appareillage couteux et un protocole
analytique long et délicat mais elle peut étre utilisée comme méthode complémentaire de
I’analyse ( Ochmanski et al., 1999).

1.3.6.3. Méthodes cristallographiques

Avec un microscope optique a polarisation, il est possible d’établir la présence du matériel
cristallin et d’obtenir les constantes optiques qui sont utiles dans son identification, le
microscope a polarisation peut également étre le seul moyen disponible pour observer et
identifier des cristaux. quelques propriétés optiques qui peuvent étre déterminées sont le
systéme cristallin, le signe optique, I’indice de réfraction, ’angle de I’extinction, et la

présence de la biréfringence (Rosenfeld , 2001 ; Kaloustian et al., 2002).
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Ces propriétés peuvent étre comparées aux données connues, ainsi I’utilisation appropriée du
microscope a polarisation exige beaucoup de compétence, de patience et d’expérience.

La microscopie a polarisation n’est pas applicable a 1’analyse des calculs qui contiennent
seulement les composés amorphes, tels que les phosphates amorphes de calcium et les
protéines, ce qui limite la validité de cette méthode ( Kaloustian et al.,2003) .

1.3.6.4.Méthodes spectroscopiques (Spectroscopie UV-Visible)

La spectrophotométrie UV-Visible est une méthode spécifique et avantageuse pour la
détermination des médicaments et /ou des métabolites des médicaments dans les calculs
urinaires. Leur intérét se voit dans sa capacité de détecter et identifier les composants du
calcul qui sont solubles dans I’eau , des alcools , des acides minéraux dilués et d’autres
solvants .Les composés solubilisés peuvent étre détecté et identifier avec des concentrations
aussi faibles que des microgrammes par millilitre , lui faisant une des plus sensibles de toutes
les méthodes spectroscopiques pour 1’analyse des calculs urinaires (Houlgatte et fournier ,
2004).
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Notre étude s’inscrit dans I’objectif de la caractérisation phytochimique de I’extrait végétal
des racines de Silybum marianum, et de 1’évaluation de son pouvoir antioxydant et
antilithiasique. Elle englobe deux aspects :
e Le premier est d’ordre phytochimique, comporte d’un c6té une extraction et une mise
en évidence et d’un autre coté une quantification des composés phénoliques ;
e Le second aspect est consacré a une évaluation de deux activités biologiques, 1’activité
antioxydante et I’activité antilithiasique.
Ces deux parties sont élaborées au niveau du laboratoire de Biologie des Populations de la
Faculté des sciences de I’Université M’hamed Bougara de Boumerdés et le Centre de
Recherche et de Développement (CRD)
I1.1. Matériel

11.1.1. Matériel biologique
e Lesracines de chardon Marie ;

e Les urines humaines.

11.1.2. Matériel végétal
Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué¢ des racines de I’espéce Silybum
marianum, la cueillette d’échantillon a été faite avant la période de floraison au mois de

Février 2021 dans la région d’baghlia, situé¢e a 79 ,6 Km a I’est de la wilaya de Boumerdes.

11.1.3. Matériel non biologique
Le matériel non biologique utilisé est composé de verrerie, d’équipements et d’appareil. 11

comprend aussi un ensemble de réactifs et de produits chimiques.
11.2.Méthodes

11.2.1. Séchage, broyage et conservation

Aprés récupération de la plante, les racines ont été bien nettoyées et séchées naturellement a
’ombre dans un endroit sec et aéré durant 15 jours. Apres séchage, le matériel vegetal a été
finement broyé jusqu’a I’obtention d’une poudre afin de procéder a I’extraction. Par la suite,
la poudre obtenue a été conservée dans des flacons fermés, a ’abri de ’humidité et de la
lumiére jusqu’au moment d’utilisation. Les différentes étapes du travail sont résumeées dans la

figure 18.

&
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Récolte de la plante (racines)

Nettoyage séchage broyage conservation

Préparation de I’extrait aqueux (décoction et lyophilisation)

Screening phytochimique Extraction des polyphénols

Révélation des métabolites Dosage des polyphénols
primaires et secondaires

Activités biologiques

Activité antilithiasique Activité antioxydante

Figure 18 : schéma récapitulatif des différentes étapes du travail
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11.2.2.Screening phytochimique

Le test phytochimique réalisé sur la plante de chardon Marie est un test qualitatif qui permet
de mettre en évidence les substances bioactives (les métabolites primaire et secondaire) de
cette plante basée sur des réactions de coloration et/ou de précipitation. Ces tests s’effectuent
soit sur la poudre de la plante soit sur son infusé a 5%. Les méthodes d’identification utilisées

dérivent de celle décrites par Paris et Nothis (1978).

e Préparation de I’infusé a 5%
5g de poudre végétale ont été mélangés avec 100 ml d’eau distillée bouillante. Le mélange est
filtré aprés 15 a 20 min. puis on ajuste a 100 ml d’eau distillée pour préparer I'infusé a 5 %

des racines de chardon Marie.

e Identification des tanins totaux
A 5 ml d’infusé, on ajoute quelques gouttes déchlorure ferrique(FeCls) a 5%. La réaction

positive donne une couleur bleu-noir en présence de tanins.

e Identification des tanins galliques

A5 ml d’infusé, on ajoute 2g d’acétate de sodium et quelques gouttes de FeCls. La coloration

bleue foncé indique la présence des tanins galliques.

e Identification des tanins catéchiques
Pour 15 ml de I’infusé, on ajoute 7 ml de réactif de Stiansy. La réaction positive donne une

coloration rouge.

e Identification des glucosides
On ajoute quelque goutte de I’acide sulfurique (H2SOs4) a 2g de la poudre végétale. La

présence des glucosides se manifeste par I’apparition d’une coloration rouge brique.

e Identification des coumarines
2g de poudre végétale et 20 ml d’alcool éthylique sont laissés bouillir a reflux pendant 15 min
puis filtrer. On ajoute 5 gouttes d’hydroxyde de potassium (KOH) 10% et quelques gouttes
d’acide chlorhydrique (HCI) 10% au filtrat obtenue. La présence des coumarines donne la

formation des troubles.

&
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e Identification des sénosides
On introduit respectivement 2,5g de poudre végétale, S0 ml d’eau distillée et 2 ml d’HCI
concentré. Le mélange obtenu est chauffé au bain Marie pendant 15 min. Apres
refroidissement le mélange est agité avec 40 ml d’éther qui sera par la suite séparé, séché avec
le sulfate de sodium anhydre et évaporé a siccité. Au résidu refroidi sont ajoutés 5 ml
d’ammoniaque 50% générant une coloration jaune ou orange. L’apparition d’une couleur
violette indique la présence des sénosides aprés chauffage de la solution au bain Marie

pendant 2 min.

e Identification anthocyanes
Quelque gouttes d’acide chlorhydrique (HCI) a 1 ml d’infusé, une coloration rouge indique la

présence d’anthocyane.

e ldentification alcaloides
5 g de poudre végétale sont humecté avec ’ammoniaque 50% ensuite pendant 24 heures
macerés dans 50 ml du mélange éther/chloroforme (3 volumes/1 volumes). Le filtrat récupéré
est épuisé par HCI 2N, et enfin on ajoute quelques gouttes de réactif de Dragendroff. La

présence d’alcaloides se manifeste par I’apparition d’une coloration rouge.

e Identification des flavonoides
On mélange 5 ml d’infusé, 5 ml d’HCI, 1 ml d’alcool iso-amylique et un coupon de zinc. La

coloration rouge orangée indique la présence des flavonoides.

e Identification du mucilage
1 ml d’infusé est ajouté a 5 ml d’éthanol absolu, le mélange est laiss¢ 10 min. L apparition

d’un précipité floconneux indique la présence du mucilage.

e Identification de ’amidon
Dans un bain Marie, chauffé 5 ml de I’extrait aqueux avec 10 ml d’une solution de NaCl
saturée jusqu’a I’ébullition. Puis on ajouter la solution d’amidon. La présence d’amidon se

manifeste par I’apparition d’une coloration bleue violacée.
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e Identification des quinones libres
2g de poudre sont humectés par 2 ml d’HCI et 20 ml de chloroforme. Aprés 3 heures, le
mélange est filtré puis agité en présence de 5 ml d’ammoniaque 50%. La présence des

quinones libres donne une coloration rouge.

e Identification des iridoides
2 ml d’infusé sont chauffés en présence de quelques gouttes d’HCI concentré. La présence des

iridoides donne une coloration bleue.

e Identification des saponosides
Quelques gouttes d’acétate de plomb sont ajoutées a 2 ml d’infusé. La présence des

saponosides se lit sur la formation d’un précipité blanc.

11.2.3. Extraction des polyphénols
L’extraction des polyphénols a été effectuée en utilisant la méthode décrite par Laoufi et al.
(2020) legerement modifiée.
La plante est lavée plusieurs fois a I’eau distillée pour la débarrasser de la poussi¢re et des
résidus de terre. Ensuite, une solution mere de la plante, a 40 g/l dans I’eau distillée
bouillante, a été préparée. Apres infusion durant dix minutes, la solution est filtrée sous vide
et sur membrane 0,2 pum. Des solutions filles dans I’eau distillée a différentes concentrations
(0,0625-1 g/l) ont été préparées.

e Calcul du rendement de I’extraction

Le rendement d’extraction est calculé en pourcentage du rapport de la masse de I’extrait

obtenu sur la masse totale de la poudre végétale utilisée dans I’extraction selon la formule

R% = (m —m0) x 100/mT

suivante :

Avec :

m : La masse du ballon apres extraction ;

Mo : La masse du ballon vide (avant I’extraction) ;
(m-mo) : La masse de I’extrait sec ;

mr : La masse totale de poudre végétale utilisée dans I’extraction.
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11.2.4. Dosage des polyphénols totaux

e Détermination de la teneur en polyphénols
La quantification des polyphénols totaux est effectuée par un spectrophotometre « Optizen
2120/U », en utilisant le réactif colorimétrique Folin-Ciocalteu selon la méthode citée par
Wong et al.(2006).

e Principe
Le principe de cette méthode est basé sur 1’oxydation des composés phénoliques par ce
réactif, dans une solution alcaline. Le réactif est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique (Hz3PMO12040). Il est réduit,
lors de I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe(WsO23) et de
molybdéne (MOgO23). La coloration produite est proportionnelle a la quantité de polyphénols

présente dans les extraits végetaux (Charpentier et Boizot, 2006).

e Mode opératoire
Une quantité de 0.5ml de chaque échantillon est prélevee dans des tubes a essai, 1ml du
réactif de Folin-Ciocalteu (dilué 10 fois) est ajouté, aprés 3 a 5 min d’incubation, Iml de
carbonate de sodium a 20% est additionné. L’ensemble est bien mélangé et incubé pendant
une heure a température ambiante et a I’abri de la lumiére. L’absorbance de I’extrait est
mesurée a 760 nm contre un blanc. Le blanc est représenté par 0,5 ml d’éthanol additionné a 1

ml du Folin-Ciocalteu et 1ml de bicarbonate de sodium 20%.

e Expression des résultats
Le taux de polyphénols totaux a été calculé a partir d’une courbe d’étalonnage linéaire établie
avec des concentrations précises de I’extrait d’étalon « acide gallique », dans les mémes
conditions que I’échantillon. Les résultats sont exprimés en mg d’équivalent acide gallique

par extrait sec de poudre végétale.
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11.2.5. Tests des activités biologiques
11.2.5.1. Activité antioxydante
11.2.5.1.1. Méthode de piégeage du radical libre DPPH

e Principe
Le 2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl (DPPH) est généralement le substrat le plus utilisé pour
I’évaluation rapide et directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme
radicale libre et la simplicité de ’analyse. Le test consiste a mettre le radical DPPH de
couleur violette en présence des molécules dites antioxydants afin de mesurer leur capacité
a réduire ce radical (Fig.19). La forme réduite de couleur jaune n’absorbe plus, ce qui se

traduit par une diminution de I’absorbance a cette longueur d’onde (Haddouchiet al.,2016).
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Ou AH est un composé antioxydant capable de céder un H' au radical DPPH.

Figure 19 : forme réduite du radical DPPH (Haddouchi et al., 2016)

e Mode opératoire
Le protocole expérimental suivi est celui de Sanchez-Moreno et al. (1998).1ml de chaque
solution éthanolique des extraits a différentes concentrations sont ajoutés a 2 ml de la

solution éthanolique du DPPH (1mM).

e Expression des résultats

La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc a 517nm aprés 30 minutes d’incubation a

I’obscurité et a une température ambiante.
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Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical DPPH par I’antioxydante,
calculés suite a la diminution de I’intensité de la coloration du mélange, selon la formule

accordee a Yen et Duth (1994) ;Benrahal(2012) :

Avec :
Ao : Absorbance moyenne du radical seul ;
Ai : Absorbance du radical libre en présence d’antioxydante aprés trente minutes de contact ;

1% : pourcentage d’inhibition.

11.2.5.2. Activité antilithiasique
Dans notre travail, on s’est intéressé¢ a évaluer I'effet de I’extrait aqueux des racines de

Silybum marianum sur la cristallisation oxalocalcique in vitro.

11.2.5.2.1. Mode opératoire

La meéthodologie utilisée est analogue a celles de travaux antérieurs de Laoufi et al. (2020)
sur I’étude des feuilles de la plante d’Urtica dioica. Les urines de 24 heures, de sujet masculin
sans antécédents lithiasiques, ont été collectées et conservées dans une bouteille en plastique,
sans ajout d’agent antibactérien. Une aliquote de 4 ml d’urine et de 100 ul d’infusion de la
plante a différentes concentrations (C5 =1 g/l, C4 =0,5 g/l, C3=0,25g/l, C2 =0,125g/l, C1
= 0,0625 g/l) ont été placés dans plusieurs tubes. En paralléle, un tube sans extrait de plante
est laissé comme référence. Tous les tubes sont incubés a 37 °C. La cristallisation de I’oxalate
de calcium est induite par ’addition de 100 ul de solution d’oxalate de sodium a 0,1 mol/l,
préalablement conservée a 37 °C. Puis, tous les tubes sont incubés a nouveau a 37 °C, pendant
30 minutes. La lecture de la densité optique (DO) de chaque échantillon se fait a 620 nm.
Enfin, les échantillons ont été filtrés sous vide et sur membranes 0,2 pm. Les filtres ont été

observés par microscopie électronique a balayage (MEB)
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11.2.5.2.2. Observation au MEB

L’observation au MEB a nécessité une préparation préalable des échantillons afin de pallier
au caractére isolant de ces derniers. Dans un premier temps, les échantillons constitués de
morceaux de 1 cm de coté environ (papier-filtre) ont été collés avec de la laque d’argent sur
un porte- échantillon adaptable au porte-objet du MEB. Une métallisation par pulvérisation
cathodique a été ensuite réalisée afin de déposer une couche d’or d’environ 20 nm sur
I’ensemble, ce qui permet 1’évacuation des charges ¢électriques lors de I’observation. Le MEB
utilisé est un LEO Gemini 982 a canon a effet de champ (FEG) pouvant obtenir des images
tres résolues a basse tension (< 5 kV), ce qui a ’avantage d’éviter d’endommager les

échantillons.

Figure 20 : microscope électronique a balayage (MEB) Zeiss SUPRAS5VP/Gemini
(LPS) (Hannache, 2014)

11.2.6.Analyses statistiques

L’analyse statistique a été faite par le logiciel Statistica (6). Les résultats sont présentés sous
forme de moyennes * ES (erreur standard). Une différence significative est représentée par un
p < 0,05.
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I11.1. Screening phytochimique

Le screening phytochimique effectué a pour objectif la mise en évidence de familles de
composés phénoliques existant dans les extraits. Les résultats de ce criblage phytochimique
sont reportés dans le tableau 3. Il révele la présence ou ’absence d’un groupe de métabolites

secondaires.

Tableau 3: résultats de la phytochimie qualitative des extraits des racines de

Silybum marianum par décoction.

Groupe chimique Indicateur Résultats

Tanins totaux Couleur bleu-noir

Tanins galliques Couleur bleu -foncé

Tanins catéchique Coloration rouge

Glucosides Rouge brique
+++
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Coumarines Formation des troubles
Anthocyanes Coloration rouge
Flavonoides Rouge orangee
Mucilage Apparition d’un

Précipité floconneux
Amidon Bleu violacée

+++

Quinones libres

Coloration rouge

liridoides

Coloration bleu
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Saponosides La formation
d’un précipité blanc
+++

(-) : absence de substance
(+) : faible présence de substance
(++) : présence moyenne de substance

(+++) : fort présence de substance

Les résultats phytochimiques réalisés sur les extraits de la racine de Silybum marianum
obtenus par décoction, ont révelé la présence de trois groupes de composés bioactifs, la
présence des glucosides, des mucilages, et des saponosides.

nous observons une absence totale de tanins totaux, tanins galliques, tanins catéchiques
coumarines, anthocyanes, flavonoides, amidon, quinones libre, iiridoides.

Sur I’ensemble des résultats obtenus, nous remarquons que la plante étudiée est plus ou
moins riche en métabolites secondaires. Les tests phytochimiques réalisés nous ont permis
d’avoir une idée genérale sur la composition chimique de la plante étudiée.

Le travail mené par Akhtar et al., (2015), sur 61 espéces collectées au Pakistan montre que
les résultats du screening phytochimique effectué sur I’extrait aqueux obtenu par macération
des parties aériennes de la plante Silypbum marianum, révélent la présence de tanins et
d’alcaloides et I’absence des terpenes, des glucosides, des saponines et des coumarines.

Shah et al., (2011) ont rapporté la présence de flavonoides, de phénols et de tanins de
I'extrait aqueux de cette plante.

Les travaux de Syed Muhammad et al., (2011), montrent que les fleurs de Silybum
marianum sont riches en flavonoides, en phénols et en tanins, alors que les saponines et les
alcaloides n'ont pas été détectés.

Cette différence dans la richesse en métabolites est attribuée a 1’adaptation évolutive liée
étroitement aux conditions biotique (1’espéce elle-méme) et abiotique (milieu). selon Fadili

etal ., (2015) . les conditions climatiques (température élevée, exposition solaire , secheresse ,

=
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salinité ,qui stimulent la biosynthese des métabolites secondaires influencent la composition
chimique a différents lieu de croissance , tout au long du développement de la plante .
Ces différences peuvent étre dues a certains facteurs écologique, en particulier ’age de la
plante, la période du cycle végétatif , et les caractéres édaphiques des sols ou méme a des
facteurs génétiques (Athamena, 2009) .
Les résultats précités, prouvent que la présence ou I’absence de certains métabolites
secondaires varie selon les parties de la plante. Pour chaque espece végétale et au sein de la
méme espece, la nature des composants phytochimiques est a ['origine des activités
biologiques de chaque extrait ou fraction. Ces activités dépendent aussi de la teneur de la
substance ou des substances biologiquement actives (Mohammedi, 2013).

I11.2 . Rendement
Le rendement d’extraction par décoction des racine de Silybium marianum est de ’ordre de
19.75%.
Selon étude de Ikhtiar Khan et al., (2007) ont trouve que la racine de Silybium marianum a
un rendement de 26.05%, ce rendement est supérieure par rapport au resultat trouve dans
notre étude.
Cette différence dans le rendement peut étre expliquée par les conditions environnementales,
climatiques et période de collecte ainsi que par les facteurs génétiques et les conditions
expérimentales.
Selon benchachouaa (2019), les extractions par décoction montrent que I’extrait aqueux
présente le rendement le plus élevé (24.65%) et I’extrait hydroéthanolique présente le plus
faible rendement (12.13%).
Plusieurs travaux montrent que les rendements sont plus élevés pour I’extrait aqueux que
I’hydro-méthanolique (Bonnaillie et al., 2012). Cela peut s’expliquer par le fait que I’eau est
un solvant fortement polaire connu pour extraire une large gamme de molécules dont une
quantité¢ importante de composés non phénoliques. En effet, ’eau est le solvant universel
utilisé pour I’extraction (Scalbert, 1992 ; Cowan, 1999).
Selon Békro et al., (2007), les substances solubles dans 1’eau sont présentes en quantité
importante. Elles sont I'une des causes essentielles de l’augmentation du rendement
correspondant a la méthode d’extraction a I’eau chaude ou par décoction. Ces substances
peuvent étre de nature protéique ou glucidique. Il a été démontré que I’extraction par solvants
a température élevée permet d’obtenir des rendements plus élevés en extraits secs qu’a
température ambiante et aussi plus élevés pour les extraits aqueux que méthanolique
(Majhenic et al., 2007).
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Le rendement d’extraction varie non seulement d’une plante a une autre de la méme famille
mais la diversité structurale de chaque plante est aussi responsable de la grande variabilité des
propriétés physico-chimiques influencant I'extraction des polyphénols (Koffi et al., 2010 ;
Mahmoudi et al., 2013).

Selon Perva-Uzunalic et al., (2006) ; Penchev (2010) et Michel (2011). Le rendement
d’extraction varie en fonction de plusieurs paramétres, tels que les paramétres de 1’extraction
solide- liquide des polyphénols, la nature du solvant et de sa polarité, la température, le temps
de contact du matériel végétal avec le solvant d’extraction ainsi que la diminution de la taille

des particules pour augmenter le coefficient de diffusion du solvant et le degré d’agitation.
111.3. Dosage des polyphénols

La quantification et I’identification des polyphénols des extraits végétaux sont considérées
comme la premiére étape vers 1’évaluation de la capacité antioxydante.

Dans ce contexte, nos extraits ont été caractérises quantitativement par spectrophotométrie,
afin de déterminer leurs teneurs en polyphénols totaux.

La concentration en polyphénols totaux de I’extrait aqueux de Chardon Marie, déterminée
selon la procédure de Folin-Ciocalteu, est calculée a partir de la courbe d’étalonnage de

I’acide gallique (Fig.21).
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Figure 21 : courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des
polyphénols totaux
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Les résultats révelent que la teneur on polyphénols de I’extrait aqueux des racines de
chardon Marie est de 361,35 mg EAG/g extrait sec.

Le travail réalisé par Alaoui (2016) a révele un taux des polyphénols de 45. 31mg EAG/ ¢
MS .dans I’extrait éthanolique des graines de silybum marianum récoltées en mois d’octobre
au bord des champs & Rabat. Les résultats de Ben rahal (2012) ont montré un taux de
polyphénols égale a 14.7 mg EAG/g dans I’extrait des graines de silybum marianum récoltées
en mois de mai jusqu’ au mois d’aotlt au sud de la Tunisie obtenu par le soxhlet, une méthode
classique pour I’extraction solide-liquide.

Ces différences notées sont probablement dues a la partie de la plante utilisée, le type et la
concentration du solvant, la méthode d’extraction, la période et la région de récolte

(Benchaachoua, 2019).

I11. 4. Activité antioxydante

L’activité anti radicalaire est réalisée par la méthode du radical 2,2-diphényl-1
picrylhydrazyle (DPPH) qui est une méthode fréequemment utilisée pour sa simplicité. Cette
méthode est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH en présence d'un
antioxydant qui donne un hydrogéne ou un électron, la forme non radicalaire DPPH-H est
formée (Bortolomeazzi et al., 2007). L’inhibition de la décoloration du radical DPPH est en
fonction de la concentration des différents extraits utilisés et du témoin BHT (antioxydante de
référence).

L’activité antioxydante des extraits est exprimée en ICsp, elle définit la concentration efficace
du substrat qui cause la perte de 50% de I’activité du radical DPPH.. Tous les extraits ont un
pouvoir anti-radicalaire envers le DPPH. , plus la valeur de I’'ICsg est petite plus 1’extrait est

considéré comme un antioxydante puissant.
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Figure 22 : variation de I’inhibition de DPPH en fonction de la

concentration d’extrait aqueux des racines de chardon Marie et de BHT
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Figure 23 : activité anti-radicalaire de I’extrait aqueux des racines de
chardon marie et de BHT

En conclusion, nos données in vitro ont prouvé que les racines de Chardon Marie possede une
puissante propriété antioxydante avec une 1Cso =2,64 pg/ml et le BHT il a montré aussi une
activité anti radicalaire intéressante avec une 1Cs0=3,37ug/ml .mais le BHT s’aveére moins

actifs que I’extrait des racines de silybum marianum.
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Selon Benchaachoua (2019), I’extrait aqueux des feuilles par macération a donné une 1Cso de
133,75 ug/ ml. Cette valeur est quatre fois supérieure a celle trouvée par Gamil et al., (2013)
indiquant une valeur de’ICso de 30.34 pg /ml. Par contre 1’extrait aqueux de feuilles par
décoction a donné une valeur d’ICso de 48,64 ug / ml (Tab.4).

Tableau 4 : comparaison des études réalisées sur le pouvoir antioxydant de silybum marianum

Nomdela | La Méthode Solvant Résultats Références
plante partie | d’extraction | d’extraction | I1C50

utilisée
Silybum Feuille | macération Eau 133,75ug/ml | Benchaachoua(2019)
marianum
Silybum Feuille | macération Eau 30,34pg/ml | Gamil et al.,(2013)
marianum
Silybum Feuille | décoction Eau 48, 64pg/ml | Gamil et al.,(2013)
marianum
Silybum Racine | décoction Eau 2,64pg/ml | Etude présentée
marianum

Cette différence entre les résultats peut-étre due a la methode d'extraction ou expliquer par la
composition, la teneur en composes phénoliques et respectivement I'activité antioxydante qui

varient selon les organes de la plante, I’origine géographique et a la période de la récolte.

Benchaachoua(2019).
I11.5. Activité antilithiasique

Les observations faites par le microscope électronique a balayage ont fait ressortir selon les
échantillons les résultats suivants : Pour I’échantillon 1, la référence (non traité¢ par 1’extrait
phénolique), on note une absorbance de 0,404+0,001. L’observation au MEB des cristaux
retenus dans le filtre de cet échantillon a révélé la présence de deux sortes de cristaux : des
cristaux d’oxalate de calcium monohhydraté arrondis avec un centre légerement plus foncé,
ou Whewellite, et quelques cristaux d’oxalate de calcium dihydraté, ou weddellite de forme

octaédrique (en enveloppe carré), de taille comprise entre 11-17um (Fig. 24)
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Figure24 : photo d’échantillon de Figure25 : photo de I’échantillon en
référence sans extrait. présence d’extrait chardon marie
prise par MEB

La valeur relevée lors de la lecture de I’absorbance de 1’échantillon 2 en présence d’extrait
chardon marie a une concentration de C1=0,0625¢/l est de 0,403+0,002. Les cristaux observés
étaient de taille plus élevée que celle observée pour le reste des échantillons, soit 13-15um
(Fig. 25 et 26).

(a) : agrandissement 1000x (b) : agrandissement 5000x

Figure 26 : photos de I’échantillon 2 en présence de ’extrait chardon marie a
la concentration C1=0,06g /I prises par le MEB

La valeur de I’absorbance relevée sur 1’échantillon 3 traité par I’extrait chardon marie a une
concentration C 2=0,12¢g/l est de 0,383+0,001. L’observation en MEB des cristaux retenus
dans le filtre de cet échantillon a montrée la présence de cristaux de taille allant de 9 a 11 um
(Fig. 28a et 28b).

Figure 27 : photo de I’échantillon 3 traité par I’extrait chardon marie a la 23

concentration C2=0,125¢g/l prise par MEB (vue globale)
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-
<

(a) : grandissement 1000x (b) : agrandissement 5000x

Figure 28(a.b) : photos de I’échantillon 3 traité par I’extrait chardon marie
a la concentration C2=0,125g/I prises par le MEB

En présence d’extrait chardon marie a la concentration C3=0,25 g/l (échantillon 4),
I’absorbance retenue est de 0,325+0,001. Les cristaux et les agrégats observés sont illustrés

dans la figure 29a- 29b. La taille des cristaux varie entre 9 et 11um.

(a) : agrandissement 4000x (b) : agrandissement 8000x

Figure 29 : photos de I’échantillon 4 en présence d’extrait chardon marie a la
concentration C3=0,25g/I prises par MEB

En présence d’extrait de chardon marie a la concentration C4=0,5 g/, I’absorbance relevée est
de 0,236. Des cristaux de Weddellite sont observés dans la figure 32, dont la taille est

comprise entre 7 et 10 um. D’autres cristaux sont obsérvés dans les Fig. 31a et 31b.
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Figure 30 : photo de I’échantillon 5 en présence d’extrait chardon
marie & la concentration

(a) : agrandissement 2000x (b) : agrandissement 4000x

Figure 31(a.b) : photos de I’échantillon 5 en présence d’extrait chardon
marie a la concentration C4=0,5¢g/prises par le MEB

La lecture de I’absorbance de I’échantillon 6, en présence d’extrait chardon Marie a la
concentration C5=1g/l est de 0,220+0,002. Plusieurs cristaux Weddellite ont été observés

dans la figure 33a -33b avec une taille inferieur a 5 pum.

Figure 32 : photo de I’échantillon 6 en présence d’extrait de
chardon marie a la concentration C=1g/l prises par MEB (vue
globale)

.
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(a) : agrandissement 1000x (b) : agrandissement 2000x

Figure 33(a.b) : photos de I’échantillon 6 en présence d’extrait de chardon
Marie a la concentration C5=1g/l prises par MEB

A Tissue de ces observations, il ressort une €volution forte intéressante en passant de
I’échantillon de référence aux échantillons en présence de différentes concentrations de
I’extrait chardon Marie. Il s’agit de la disparition compléte de 1’oxalate de calcium
monohydrate Whewellite suite a I’ajout de I’extrait polyphénolique chardon marie, et ce a
toutes les concentrations prises. La présence de la Whewellite dans I'urine est un parametre de
risque lithogene (Daudon et al., 2004). Cette modification de la composition des urines est en
faveur de corroborer ’effet antilithiasique chardon marie a différentes concentrations prise
dans cette étude.

L’extrait de la plante pourrait contenir des substances inhibitrices de la croissance de 1’oxalate
de sodium monohydrate. Cette propriété chardon marie pourrait étre trés intéressante dans la
prévention des lithiases oxalocalcique dont la fréquence est élevée (Harrache et al., 1996 ;
Harrache et al., 1997 ). En effet, plus la concentration de I’infusion de la plante augmente et
plus la DO augmente, a cause de I’augmentation du nombre de cristaux et par conséquent la
sursaturation diminue. Ainsi, I’augmentation de la concentration de I’extrait testé favorise

une réduction de la taille des cristaux dans 1’urine.

Les travaux réalisés par laoufi et al.(2020) sur ’extrait polyphénolique des feuilles d’urtica
dioica ont montré la disparition compléte de ’oxalate de calcium monohydraté Whewellite
suite a ’ajout de I’extrait végétal et ce a toutes les concentrations prises .On constate que
I’extrait de la plante pourrait contenir des substances inhibitrices de la croissance de I’oxalate
de sodium monohydraté. Cette propriété d ‘urtica dioica pourrait étre tres intéressante dans la
prévention des lithiases oxalocalcique. cependant, les cing échantillons en présence de

I’extrait de la plante contiennent des cristaux de Weddellite , ce qui a permis de constater que

&
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I’infusion d’Urtica dioica a un effet inducteur de la cristallisation de I’oxalate de calcium
dihydraté dans des urines de sujets sains , puisque sa présence a concentration élevée a eu
pour effet ’augmentation du nombre de cristaux . Cependant, la seule présence de cristaux
dans les urines est une condition insuffisante pour développer un calcul urinaire, puisque
toutes les urines peuvent en contenir. En outre, la présence d’agrégats cristallins de weddellite
, en présence de I’extrait aqueux de la plante , quelle que soit la concentration , peut étre un
indice d’un déficit en inhibiteurs de cristallisation qui s’ajoute a la sursaturation du milieu .
dans ce modéle biologique qui est I'urine totale, Urtica dioica a montrée des propriétés
controverseées, elle est d’une part inhibitrice de la cristallisation de ’oxalate de calcium
monohydrate, et présent d’autre part un effet promoteur amoindri a des concentrations
diluées, sur la cristallisation de la weddellite(Laoufi et al., 2020)

Selon les travaux menés par Atmani et Khan (2000) afin d’évaluer I’efficacit¢ d’un extrait
de Herniaria hirsuta sur la cristallisation de 1’oxalate de calcium in vitro, ont révélé que
I’extrait végétal a favorisé¢ la précipitation des particules d’oxalate de calcium dans 1’urine
totale. Les observations au MEB ont montré qu’il y avait plus de cristaux, mais plus petits,
avec des concentrations croissantes d’extrait. Ces résultats ont été codés dans une expérience
indépendante de nucléation, qui a montré que I’extrait contenait des agents
nucléateurs .L’extrait de Herniaria hirsuta induit plus de cristaux dans 1’urine totale, ce qui
réduit la sursaturation et la taille des particules. Cette propriété est donc avantageuse pour
prévenir la formation des calculs urinaires, en induisant 1’excrétion des petits cristaux et
réduire le risque de leur rétention dans les voies urinaires. De plus, I’extrait de la plante
favorisé la formation de ’oxalate de calcium dihydraté plutot que de cristaux monohydratés ,
donc il peut contenir des substances qui inhibent la croissance des cristaux whewellite . 1L
peut également contenir des substances qui inhibent I’agrégation des cristaux de I’oxalate de
calcium .Ces propriétés de Herniaria hirsuta pourraient étre bénéfiques pour prévenir la

formation de calculs rénaux.
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Tableau 5 : tableau comparatif des études réaliseées par des extraits végétaux sur la
cristallisation oxalocalcique

Nom de la La partie
plante utilisée

Urtica dioica | feuilles

Herniaria La plante
hirsuta entiere
Silybum Les racines
marianum

Meéthode
d’extraction

infusion

décoction

décoction

Résultats références
-inhibe la cristallisation de Laoufi et
al.(2020)

I’oxalate de calcium
monohydraté.

-favorise la cristallisation de
I’oxalat de calcium dihydreté.
-favorise la nucléation des Atmani et
cristaux. Khan (2000)
-inhibe la formation de
I’oxalate de calcium
monohydraté

-favorise la formation de
I’oxalate de calcium dihydraté.
-favorise la cristallisation de Etude
I’oxalate de calcium dihydraté. BLESEriLE:
-inhibe la formation de

I’oxalate de calcium

monohydraté.

Malgré la différence de plante, de la partie utilisée et de la méthode d’extraction, on remarque

que les résultats constatés sont presque les mémes. les trois extraits végétaux sont inhibiteurs

de ’oxalate de calcium monohydraté et promoteurs de 1’oxalate de calcium dihydraté, de plus

L ’herniaria hirsuta favorise la nucléation des cristaux.

.






Conclusion

Pour combattre les diverses pathologies, I’homme a utilisé des différents médicaments, mais
ces derniers peuvent causer quelques complications graves. C’est pour cela qu’il a recourt a la
médecine traditionnelle par I'utilisation des substances naturelles assimilables par I’organisme

et qui représentent le premier réservoir de nouveaux médicaments.

Dans ce travail, nous avons tenté de traiter un probléeme de santé (la lithiase urinaire) par
l'utilisation des racines de la plante de silypbum marianum de la région de baghlia
(Boumerdes). L’effet de I’extrait aqueux des racines de cette plante a été étudié sur la
formation des calculs d’oxalate de calcium et sur activité antioxydante in vitro.

Le screening phytochimique de silybum marianum a révelé sa richesse en polyphénoals,

saponosides, mucilage et en glucosides.

Qauntitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adaptant la méthode
colorimétrique de Folin-ciocalteu a révelé un taux tres important des polyphénols (361, 35 mg
EAG/g) dans I’extrait des racines de chardon Marie, suivi d’un rendement d’extraction de

polyphénols égale a 19.75%.

L’activité antioxydante des extraits de silypbum marianum a été évaluée par méthode de
piégeage de radicale libre DPPH. Les résultats obtenus montre que I’extrait aqueux des
racines de silybum marianum posséde une grande activité antioxydante (2.67ug/ml) par
rapport au témoin positif (3,37ug/ml) .Cela est peut étre lié a sa richesse en composés
phénoliques qui possedent la propriété de piéger les radicaux libres et de reduire les

oxydants.

L’extrait aqueux des racines de chardon Marie a montré des résultats significatifs pour 1’effet
antilithiasique en particulier la cristallisation de I’oxalate de calcium dans ’urine. En fait
I’observation au microscope a balayage a révélé que I’augmentation de la concentration en
extrait a favorisé la réduction de la taille des cristaux, inhibe la cristallisation de I’oxalate de

calcium monohydraté et favorise la formation de I’oxalate de calcium dihydaté.

Enfin, I’ensemble des résultats obtenus ont démontré Il'efficacité de I’extrait aqueux des
racines de Silybum marianum dans l'inhibition de la cristallisation de l'oxalate de calcium.

Ce résultat prometteur est un grand pas vers la recherche d'un remeéde efficace contre la
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formation de lithiase urinaire dans I’avenir et ceci par la caractérisation et la détermination

des substances bioactives responsables a cette activite.
Afin de compléter ce travail, il serait intéressant de :

v’ Valoriser I’extrait de la plante par des tests sur autre activités biologiques ;

v' Donner plus d’importance aux racines de chardon Marie puisque a notre
connaissance, c’est la premicre mention de cette partie dans une approche
phytochimique ;

v' Elargir I’étude du pouvoir antilithiasique aux autres parties de la plante ;

v Accompagner cette étude in vitro avec une autre in vivo.
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Summary:

Urolithiasis is a common pathology in all countries of the world. It is characterized by the formation of
crystalline concretions that develop in the urinary tract. The treatment of this disease with medicinal
plants is an alternative to treatment with expensive drugs or surgery with side effects. In this context,
Milk Thistle or silypum marianum, a spontaneous plant of the Asteraceae family, known for its
estimable value in therapy, has been the subject of a phytochemical study of the extract of these roots,
of its antilithiasic and antioxidant power. The phytochemical screening revealed the richness of the
plant in bioactive moleculs, in particular in glucosides, saponosides, mucilages. The total polyphenol
content was determined, a very high rate of polyphenols in the aqueous extract of the roots of Silybum
marianum of 361.35 mg EAG / g ms, followed by a polyphenol extraction yield of 19.75% for 4 g of
vegetable powder. . The evaluation of the anti-free radical activity by DPPH proved that the extract of
the roots of milk thistle has a more active antioxidant potential with an 1Cso of 2.64ug / ml compared
to BHT (ICso = 3.37ug / ml). The results obtained show that the aqueous extract has an antilithiasis
effect, in particular the crystallization of calcium oxalate in the urine. In fact, observation with a
scanning electron microscope revealed that increasing the concentration of the extract helped to reduce
the size of the crystals. It is concluded that the aqueous extract of the roots of silypum marianum has
significant antioxidant and antilithiasis properties, deserves to be enhanced by its integration in
therapeutic applications.

Key words: silybum marianum, root, polyphenols, antioxidant activity, antilithiasis activity.






