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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 développent dans les voies
urinaires. Le traitement de cette maladie par les plantes médicinales est une alternative au
traitement par les moyens medicamenteux 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 thérapeutique a fait I’objet
d’une étude phytochimique de I’extrait de ses racines, de son pouvoir antilithiasique et
antioxydant. Le screening phytochimique réalisé par les précédentes études a révélé la
richesse de la plante en molécules bioactives, notamment en flavonoides, tanins, alcaloides,
stérols, triterpénes, et en glucosides cardiotoniques. La teneur en polyphénols totaux a été
déterminée en utilisant le réactif colorimétrique Folin-Ciocalteu, un taux trés important des
polyphénols dans I’extrait des graines de chardon Marie a été enregistré dans des précédents
travaux. L’évaluation de I’activité antioxydante par DPPH a révélé que 1’extrait aqueux de la
partie aérienne de la plante est doté d’un potentiel antioxydant trés intéressant. Le chardon
Marie exerce un effet thérapeutique notamment antioxydant dd aux métabolites secondaires

contenus dans les feuilles reconnus comme agents actifs sur le stress oxydatif.

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

antilithiasique.
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Introduction

Le monde vegétal 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 concrete a plusieurs maladies qui touchent I’humanité. Ces maladies mettent
en exergue le r6le néfaste des processus oxydatifs de type radicalaire dans la genése et le suivi

d’un nombre de plus en plus croissant de maladies mortelles.

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 1’urine, elle affecte 4
a 18 % de la population. En progression dans tous les pays industrialisés depuis la seconde
guerre mondiale, c’est aussi une pathologie qui se transforme avec le temps selon 1’évolution
du niveau socio-économique des populations (Daudon, 2006). Elle est devenue un probléme
de santé publique majeur dans tous les pays du monde, du fait qu’elle conduit a une

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

De nombreux patients lithiasiques ont donc recours a la chirurgie ou a la lithotritie pour
éliminer les calculs urinaires. Cependant, ces moyens sont trés colteux et sont souvent
associes a des effets secondaires non négligeables. Malgré le progres considérable noté dans
le domaine de la thérapie médicale, il y a peu des médicaments satisfaisants pour traiter la
lithiase urinaire. C’est pour cela, depuis quelques années, qu’il y a un regain d’intérét pour la
phytothérapie (Benhelima, 2017). En effet, certains des extraits de plantes utilisés
couramment exercent leurs effets antilithogenes, en changeant la composition ionique de
I'urine comme les ions calcium et les ions magnésium. Beaucoup d'extraits de plantes sont
riches en saponines qui peuvent perturber les suspensions de mucoprotéines favorisant ainsi la
cristallisation (Grases et Costa-Bauza, 1990). C’est le cas du chardon Marie ou
Silybum marianum de la famille des astéracées, connue pour ses vertus thérapeutiques. Elle
présente un intérét médicinal et pharmaceutique important grace a sa richesse en substances
bioactives. Le Silybum marianum est utilisé en médecine traditionnelle comme aide digestif,
anti-inflammatoire, diurétique (Flachowsky et al.,1998). Au dix-neuviéme siécle, il a été
employé pour des problémes du foie, du rein, de la rate, de calculs biliaires, des problémes de
grossesse et de menstruation. Dans les années cinquante les composants du fruit du chardon
Marie ont été isolés et toutes les recherches se sont concentrées sur ces composants qui

représentent exactement 4 a 6% du fruit sec de la plante. Ces composés ont été distribués dans
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des capsules normalisées avec une teneur de 70-80% (Flachowsky et al.,1998). En effet des
épreuves cliniques réalisées sur divers désordres hépatiques comprenant 1’hépatite virale, la
cirrhose suggérent que le chardon Marie diminue ’activité de I’aminotransférase et améliore
certains parametres cliniqgues (Amrani, 2006). Il a été qualifié de cytoprotecteur pour ses
capacités a réduire les dommages du foie lors de I’empoisonnement par 1’amanite phalloide
(Anderson et al., 2000). Par conséquent, compte tenu de 1’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 I’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 ’oxalate de calcium dans 1’urine, en
testant 1’infusion de la plante afin de se rapprocher au mieux de la procédure utilisée par le

malade lithiasique.

Notre présente étude s’inscrit dans cet objectif et elle a porté sur :

e Une ¢tude 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 Dactivité antioxydante de 1’extrait aqueux de la racine du chardon Marie
figure dans I’'un des principaux objectifs des travaux menées afin d’évaluer les principes
actifs en terme de valeur thérapeutique potentiellement utilisable en pharmacie ;

e Une évaluation de I’activité antilitiasique de I’extrait aqueux des racines du chardon

Marie.

Cette étude sera subdivisée en deux parties :

- Une revue bibliographique ou nous apportons des données genérales sur I’espece étudiée et

la lithiase.

- Une seconde partie dans laquelle nous rapportons les méthodes utilisées, une synthese

bibliographique des résultats obtenus par les travaux réalisés suivi des discussions et nous

finirons par une conclusion. Vu la période de la crise sanitaire du COVID-19 cette présente

étude n’a pas été réalisée.
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Chapitre I Synthese bibliographique

1.1. Généralités sur chardon Marie

I.1.1. Présentation du chardon Marie (Silybum 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 espéce servaient le vestige des

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

1.1.2. Classification de chardon Marie
Selon la classification de Deysson (1979) et Spichiger et al. (2000) (Tab.1), le chardon Marie

appartient au :

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

Régne Plante
Embranchement Phanérogames
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Magnoliopsida
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Sous-famille Tubuliflores
Genre Silybum
Espéce Silybum marianum (L)

1.1.3. Noms vernaculaires de la plante

Nom vernaculaire frangais : Chardon argenté, chardon notre-dame, Chardon Marie, chardon

marbré, épine blanche, lait de notre dame, Silybe de Marie (Amrani, 2006).

Nom vernaculaire anglais: Milk thistle, Holy thistle, Lady’s thistle, Marian thistle,

Mediterranean milk thistle (Benchaachoua, 2019).




Chapitre I Synthese bibliographique

Nom vernaculaire arabe: Chouk el djemel, Bou-zeroual, Ousdk ez-zerwal, Chouq boutli,

Hacoub et Lichilich, Qortom, Harshaf barri, Shouk el-nasara (Benchaachoua, 2019).

1.1.4. Origine

Le chardon Marie est une plante spontanée originaire du bassin méditerranéen (Bezanger et
al., 1980), il s’étend de la mer a 700-1000 m d'altitude sur les terrains incultes, secs et
rocailleux de I’Europe occidental et méridional (Bayer et Buller, 1990), il est ainsi cultivé en
Afrique du nord comme plante ornementale (Roche, 1991). Cette plante cosmopolite
affectionne les endroits incultes, chauds et ensoleillés et particulierement les sols acides, secs
et caillouteux. On la trouve sur les bords des champs et des chemins et sur les décombres
(Morazzoni et Bombardelli, 1995).

En Algérie, d’aprés Belouahem (2009), le chardon Marie est particuliérement répondu dans
les hauts plateaux, la steppe, le sud de 1’atlas saharien, les paturages sablonneux et les lieux

humides.

1.1.5. Description botanique
Les chardons Marie (Silybum marianum) se reconnaissent a leurs belles tétes violacée
qu’entourent les collerettes un peu défraichies de leurs longues bractées épineuses (Beniston,
1984) ne dégagent pas d’odeur particuliére et se distinguent par une saveur d’artichaut
(Charrié et al., 2017). Chardon Marie est caractérisé par une forte, longue, épaisse et fibreuse
racine (Sindel, 1991) (Fig.1).

Figure 1 : racine du chardon Marie (Amrani, 2006)
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Par une rameuse, robuste, dressée, tige atteignant 30cm a 1,5m de hauteur, elle porte peu de

feuilles sur la partie supérieure (Ditomaso, 2007) (Fig.2).

Figure 2 : tiges du chardon Marie (Ben rahal, 2012)

Feuilles : sont oblongues, pennatilobées, caractérisées par une marge ondulée a bord épineux
et une couleur verte pale luisant, ponctué de marbrures blanches le long des nervures. Les

feuilles supérieures sont engainantes (Charrié et al., 2017) (Fig.3).

Figure 3 : feuilles du chardon Marie (Ben rahal, 2012)
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Fleurs : sont toutes tubuleuses réunies en capitules terminaux, solitaires, dépassant souvent
6cm de diameétre, sont pourvues d’une forte épine atteignant jusqu'a Scm et se réfléchissent

vers I’arriére. Corolle dentée de couleur pourprée. 5 étamines formant un tube autour du style

(Beniston, 1984) (Fig.4).

Figure 4 : fleur du chardon Marie (Benchaachoua, 2019) J

Fruits : sont des akénes luisants, de 6 a 7 mm, plats, lisses et brillants et de couleur s’étend du
marron noir au marbré de jaune, surmontes d’une longues aigrette blanche denticulée en

anneau a sa base (Sindel, 1991 ; Charrié, 2017) (Fig.5).

Figure 5 : akenes de chardon Marie avec leurs aigrette (Mouillé-Richard, 2014) J
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1.1.6. Intérét médicinal et pharmaceutique du chardon Marie

Le chardon Marie est une plante médicinale antique employée pour épurer et protéger le foie,
elle est maintenue dans les hépitaux 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 1 a 4%. Ce substrat a un pouvoir
hépatoprotecteur (Talaj et al., 1989 ; Foster, 1995 et Ody, 2002).

Les mécanismes d’action du chardon Marie ne sont pas encore élucidés. On lui reconnait un
effet antioxydant, anti-inflammatoire et anti-prolifératif, anticancéreux, 1’action
hépatoprotectrice (Jiang et al., 2000 ; Bhatia et Agarwal, 2001).

D’aprés Compos (1989), Schandalik et Perucca (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 [’administration
prophylactique, protection de la cellule hépatique lors des chimiothérapies anticancéreuses,

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

1.1.7. Composition chimique de chardon Marie
Le Silybum marianum est un végétal riche en composeés actifs de point de vue médicinal, ses
propriétés sont dues a la présence de la silymarine. La graine de Silybum marianum contient
un taux ¢élevé de silymarine d’ou I’intérét porté a cette partie de la plante (Karkanis et al.,
2011).
Le fruit du chardon Marie contient entre 1 a 3% de silymarine, un mélange de différents
flavonolignanes issus de la taxifoline et de 1’alcool coniférylique (Saller, 1995). 11 s’agit
notamment de la silybine (silybine A, silybine B), la silychristine, la silydianine et
I’isosylibine (isosylibine A et isosylibine B), ce sont les principaux composés responsables de
’action thérapeutique de la plante. Le fruit contient également d’autres flavonolignanes en
plus faible quantité (déhydrosilibinine, 3-desoxysilihristine, silymonine, siliandrine,
silybinom, silyhermine et neosilyhermine ) (Halbach et Gorler, 1971), des flavonoides
(quércétine, taxifoline, kampferol, apigenine) mais aussi 25-30% de protéines, ainsi que 20-
30% de lipides (avec prédominance d’acide linoléique 60%, d’acide oléique 30% et acide

palmitique 9%) et des stérols 0,63% (cholestérol, camestrol, stigmastérol et sitosterol)

-
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(Meyer et Buchtela, 1999). La silymarine a été isolée pour la premiére fois en 1968, elle a
comme formule moléculaire C12H22010 et son poids moléculaire est de 482,45 (Saller, 1995).

Le chardon Marie présente des teneurs élevées en calcium dans tous les organes du végetal
(feuilles, graines, tige, racines) ce qui donne a cette plante une valeur alimentaire trés
importante (Amrani, 2006). Le phosphore reste le minéral qui distingue les graines de
chardon Marie avec une teneur de 0,6 g.kg MS plus élevée que celle des feuilles et de la tige
respectivement 0,2 et 0,15 g.kg MS. Les feuilles se distinguent par des teneurs importantes en

sodium, en magnésium et en calcium alors que la tige est riche en potassium (Amrani, 2006).

I.2. Les composés phénoliques
Les composés phénoliques sont des meétabolites secondaires largement répandues dans le
régne végeétal étant trouvé dans tous les fruits et les Iégumes. Ces composés sont présents dans
toutes les parties des plantes mais avec une répartition quantitative qui varient entre les
différents tissus. Ils sont caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzénique auquel
est directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction :
éther, ester, hétéroside. lls sont aussi communément subdivisés en acides phénoliques (dérivés
de I’acide benzoique ou dérivés de 1’acide cinnamique), coumarine, stilbénes, flavonoides,

lignanes, lignines, tanins (Boubekri, 2014).
1.2.1. Classificatuion des composés phénoliques

1.2.1.1. Acides phénoliques
Les acides phénoliques ou encore acides-phénols, présents dans tous les fruits et Iégumes,
sont les principaux polyphénols retrouvé dans 1’alimentation. On distingue deux classes
d’acides phénoliques : les dérivés de 1’acide benzoique et de 1’acide cinnamique (El Gharras,
2009).
¢ Acides hydroxybenzoiques

Sont des dérivés de I’acide benzoique de structure Ce-C1 possedant au moins une fonction
carboxyle et un hydroxyle phénolique. Ces composeés sont tres communs sous forme libre et
sous forme conjuguée d’ester ou d’hétéroside. Les principaux acides phénoliques benzoiques
sont I’acide p-hydroxybenzoique, acide protocatéchique, vanillique, gallique, salicylique et
gentistique (Bruneton, 2009 ; Crozier et al., 2006) (Tab.2).

-
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Tableau 2 : structure de quelques hydroxybenzoiques (Macheix et al., 2005)

Acides hydroxybenzoiques

R: R R3 R4 Formule
Acide parahydroxybenzoique H H OH H
Acide protocatéchique H OH OH H R2 1
Acide vanillique H OCHjs OH O
Acide gallique H OH OH OH R3
Acide syringique H | OCH:; | OH | OCHs OH
Acide salicylique OH H H H R4
Acide gentisique OH H H OH

¢ Acides hydroxycinnamiques

Sont des dérivés de ’acide cinnamique aussi connus sous le nom de phénylpropanoides. Leur
structure en Ce-C3 est caractérisée par un squelette de base constitué d’un noyau benzénique
et d’une chaine aliphatique a 3 carbones avec un ou plusieurs groupements hydroxyles. Les

principaux acides hydroxycinnamiques sont ’acide férulique, p- coumarique, caféique et

sinapique (Matou, 2019) (Tab.3).

Tableau 3 : composes hydroxycinnamiques (Macheix et al., 2005)

Acides hydroxycinamiques

Ri1 R2 Rs Formule
Acide paracoumarique H OH H o1
Acide caféique OH OH H

R NS

Acide férulique OCH3 OH H
Acide sinapique OCHjs OH OCHjs R,
E-anéthole H OCHs H Ry
Acide 3,4-diméthoxycinamique OCH; | OCH; H
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1.2.1.2. Lignines
Ces composeés de haut poids molécules contribuent a former, avec la cellulose et les dérivés
hémicellulosiques, la paroi des cellules végétales. Ce sont des polymeéres tridimensionnels
résultant de la condensation de trois alcools phénylpropéniques, possédant une structure de
type (Cs-C3)n (Nkhili, 2009) (Fig.6).

(2 =] oOH

L 1}

Figure 6 : structure des lignines (Manchadon, 2006)

1.2.1.3. Lignanes
Les lignanes sont principalement localisées dans les tissus lignifiés notamment les écorces, les
tiges, les racines et les graines. Ce sont des phytonutriments largement distribués dans le
regne végétal possédant une structure de type (Cs-Cs)2, composés diméres formés par le
couplage de deux fragments monolignos (Cs-Cs) dérivés de la voie des phénylpropanoides (EI
Gharras, 2009) (Fig.7).

Figure 7 : structure des lignanes (Manchadon, 2006)
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1.2.1.4. Flavonoides

Les flavonoides sont des composeés possedant un squelette de base a quinze atomes de
carbone, constitués de deux noyaux aromatiques et d’un hétérocycle central de type pyrane,
formant une structure Ce-C3-Cs. Ce sont les composés les plus abondants parmi tous les
composes phénoliques. lls interviennent dans la pigmentation des fleurs et dans les processus
de défense contre le rayonnement UV, les herbivores et les attaques microbiennes. Les
flavonoides sont présents dans une grande variété d’aliments (fruits et Iégumes, céréales, jus
de fruit, thé et vin...). Il existe plusieurs classes de flavonoides, dont les principales sont les
flavones, les flavonols, les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavonones et les anthocyanidines
(Achat, 2013) (Fig.8).

Figure 8 : structure des flavonoides (Ghedira, 2005)

1.2.1.5. Tanins
Les tanins sont des composés phénoliques complexes, de masse moléculaire comprise entre
500 et 3000 Da, capables de se lier aux protéines en solution et de les précipiter. 1l existe deux
grands groupes qui différent a la fois par leur réactivité chimique et par leur composition : les
tanins hydrolysables et les tains condensés (Bruneton, 2009 ; Medjdoub, 2013 ; Legrand,
2015) (Fig.9).

HC C
\
—_— OH m( (O]
O T o
| n
oL C = s ¥
HO T o
HC 1K (o U\
OH |
(&2}

A : Structure des tannins hydrolysables B : Structure des tannins condensés

Figure 9 : structure des tannins hydrolysables et des tannins condensés (Talbi, 2015)
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1.2.1.6. Stilbénes

Les stilbénes ont une structure en Ce-C2-Cs : deux cycles benzéniques sont reliés par deux
carbones, eux- méme unis par une double liaison. Ils existent généralement sous la forme
(trans-1,2-diphényléthyléne E-Stilbene). Ils peuvent étre libres ou hétérosidiques, parfois
polymeriques. lls sont présents dans de nombreuses familles de vegltalaux supérieurs (la
vigne, I’arachide...). Les bis (bibenzyls), rares chez les végétaux, sont caractéristiques des

hépatiques (Sahli, 2017).

1.2.1.7. coumarines
Les coumarines qui sont aussi les dérivés de Ce-Cs, appartiennent au groupe des composés
connus par des benzo-a-pyrone et toutes sont substituées en 7 par un hydroxyle. 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 (Belyagoubi, 2012) (Tab.4).

Tableau 4 : principaux types des coumarines (Macheix et al., 2005)

Principaux types des coumarines

Rs R7 Rs formule
Umbelliférol H OH H
Aescultol OH OH H & ~
Scopolétol OCHs OH H s m
Rs
Fraxétol OCHs OH OH
Daphnétol H OH OH

1.2.2. Biosynthése de polyphénols
Les composés phénoliques des végetaux sont issus de deux grandes voies métaboliques, la

voie de I’acide shikimique et la voie de 1’acétate.

1.2.2.1. Voie de I'acide shikimique
La voie de I'acide shikimique est la voie la plus importante pour la biosynthése des composes
aromatiques dans les plantes et les micro-organismes, y compris les acides aminés

aromatiques. Ce sont des métabolites primaires qui servent de précurseurs pour de nombreux

-
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produits naturels tels que les flavonoides, les acides phénoliques, les coumarines, et les
alcaloides (Ghasemzadeh et Ghasemzadeh, 2011).

Dans cette voie, 1’érythrose 4-phosphate et le phosphoénol pyruvate sont respectivement
produits par les hydrates de carbones lors de leur dégradation par la voie des pentoses
phosphate et la glycolyse Ces derniers sont a 1’origine des composés phénoliques. Aussi, il est
intéressant de préciser que la tyrosine et la phénylalanine dérivent de cette voie métabolique.
Ce sont des intermédiaires métaboliques entre 1’acide shikimique et 1’acide cinnamique

(Chaouche, 2014).

1.2.2.2. Voie de I’acétate / malonate
La glycolyse et la B-oxydation aboutissent a la formation de 1’acétyl CoA 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
I’acétyl-CoA. Cette réaction est catalysée par I’enzyme acétyl-CoA carboxylase (Chaouche,
2014).

I GLUCIDES ]

Acides gras

l/ Voie des Pentoses P ( Glycolyse ) 1
o ) S ' u /
l l f\ B-oxydation -)
I Erythrose 4 -P P-énol Pyruvate l
ACIDE - T vl C
GALLIOUE | Acide shikimique | ‘I\unt)l CoA
NH,; — =— NH,
| Malonyl CoA |
- I'yrosine Phényvlalanine
TANINS 3 Malonyl CoA

HYDROLYSABLES Nu_.o\ ——=NH,
“vclisation

Acide cinnamique
~ Polyéthylcétone

e ¥

CHALCONES

|

FLAVONOIDES

I

ANTHOCYANES

|

TANINS CONDENSES

Figure 10 : représentation des voies de biosynthese des composés phénoliques
(Chaouche, 2014)

|



Chapitre I Synthese bibliographique

1.3. Lithiase urinaire

La lithiase urinaire ou formation des calculs dans les voies urinaires, est une pathologie
fréquente dans la plupart des pays développés (Khitri 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 des maladies métaboliques

génetiques ou acquises (Cotton et al., 2014).

1.3.1. Définition
Le terme de lithiase anciennement appelé « maladie de la pierre » désigne la maladie résultant
de la formation de calculs dans les reins ou les voies urinaire. Le mot lithiase vient du grec

lithos (pierre) et celui de calcul du latin calculus (Daudon et al., 2012).

1.3.2. Epidémiologie
La lithiase urinaire est considérée comme une maladie multifactorielle fréquente, qui résulte
de I’interaction entre les facteurs environnementaux et les facteurs génétiques de susceptibilité
(Fig.11). Les études épidémiologiques ont identifié divers facteurs de risque, qui incluent la
race, le sexe, I’indice de masse corporelle, I’alimentation, le volume de boisson, certains
médicaments, la localisation géographique et les changements climatiques (Knoll, 2010 ;
Hess, 2011 ; Curhan, 2011).

Facteurs génétiques Facteurs d’environnement
Déterminant Prédisposant Nutritionnel Climatique
Lithiases héréditaires Lithiase calcique ou urigue commune commun

Figure 11 : interaction entre les facteurs environnementaux et les facteurs
génétiques de susceptibilité (Abbassene, 2019)

.
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L’incidence qui désigne le nombre total de cas présents a un moment donné dans une
population, trés souvent, ne représente que l’incidence hospitaliére et n’incluse pas la
fréquence des cas qui ne font pas recours a [’hospitalisation surtout a la premicre
manifestation clinique. Méme remarque a été faite pour la prévalence qui évalue le nombre de
nouveaux cas découverts chaque année dans la méme population. Des études de prévalence
fondées sur des enquétes de population ont été entreprises en de nombreux endroits du monde

(Tab.5) (Besancenot, 1992 ; El Kabbaj et al., 2000 ; Oussama et al., 2000 ; Brikowski et
al., 2008).

Tableau 5 : prévalence de la maladie lithiasique dans différents pays du monde
(Besancenot, 1992 ; Tosukhowong et al., 2007)

Pays | Etats-Unis | Grande-Bretagne | Suede | Allemagne | Taiwan | France

%o 8.90 9.10 6.20 9.80 9.75 9.90

1.3.3. Lithogenése urinaire
Le terme de 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 (Khan et Hackett, 1993 ; Ryall et al., 2005).

1.3.4. Etapes de lithogenese

La lithogeneése comporte plusieurs phases qui s’expriment successivement ou simultanément
(Fig.12).

On peut distinguer deux grandes étapes : La cristallogenéese et la calculogenése (Ghazal,
2016). La cristallogenése correspond a la formation des cristaux a partir des substances
initialement dissoutes dans les urines et ne constitue pas en soi un processus pathologique
(Ryall et al., 2005). La calculogenése proprement dite se définit généralement par la rétention
de la croissance des cristaux et agrégats cristallins a un niveau quelconque de 1’appareil

urinaire (Daudon et al., 2008).

.
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1.3.4.1. Cristallogenése

1.3.4.1.1. Sursaturation des urines
Elle est définie par un exces de concentration d’une substance dissoute dans 1’urine par
rapport aux capacités solvants de celle-ci. Dans des conditions physicochimiques définies

(température, pression, pH...) (Daudon et al., 2008).

1.2.4.1.2. Germination cristalline (nucléation)
Lorsque le niveau de sursaturation est suffisant, les molécules dissoutes se rassemblent pour
constituer des germes cristallins, premier stade des particules solides conduisant a la

formation de calculs (Daudon et al., 2008).

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

dixieme de millimetre (Dalibon, 2015).

1.3.4.1.4. Agrégation des cristaux
C’est un processus rapide, elle peut de ce fait, engendrer des particules volumineuses dans un
délai trés court. Les agrégats formés par leur forme irréguliére sont retenus plus facilement

dans les voies urinaires (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. Calculogenese

1.3.4.2.1. Rétention des particules cristallines
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 (Daudon
et al., 2008).

0
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1.3.4.2.2. Croissance de calcul
Lorsque la sursaturation est liée a une anomalie métabolique de forte amplitude, le calcul qui
en résulte est généralement pur. Dans le cas contraire, il peut fixer des composants divers au
gré des sursaturations urinaires, ce qui explique le fait que la plupart des calculs urinaires

renferment plusieurs espéces cristallines (Daudon et al., 2008).

Hypercalciurie hyperoxalurie hyperuricurie hypocitraturie

Sursaturation urinaire

7 Concentration molaire et/ou \ ionisation
Inhibiteurs de Citrate, magnésium

In i mian Dilution, variation du PH
Inhibiteurs de la

croissance cristalline . X
Germination

Néphrocalcine, bikunine, stabilisants de
phase cristalline (ex : magnésium)

Croissance cristalline

Inhibiteurs de

I"agrégation cristalline

Protéine de tamm-horsfall
non polymérisée, Citrate

Agrégation
Inhibiteurs de I'adhésion des Protéine de tamm-horsfall
cristaux de I’épithélium polymérisée, Uroprotéine

Rétention

Sursaturation élevée
permanente ou fréquente

Accrétion de nouveaux cristaux ou houveaux

Ou sursaturations multiples

Croissance du ou des calculs

Ou sursaturation modérée Etape facultative

Conversion cristalline

Figure 12 : principales éetapes de la lithogenése (Hannache, 2014)
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1.3.5. Différents types de calculs
La classification des calculs est en fonction de leur nature chimique, admise par les différentes
sociétés savantes d’urologie. Environs 10% des calculs sont constitués d’un seul composant
chimique (Daudon et al., 2004).
Les principaux types de calculs sont les suivants :

1.3.5.1. Calculs minéraux

1.3.5.1.1. Oxalate de calcium
C’est le composant prédominant de la plupart des calculs (80% des calculs) (Rathod et al.,
2014), généralement de petite taille, irréguliers, trés durs spéculés ou muriformes, ils sont
radio-opaques (Hannache, 2014).
Trois espéces cristallines distinctes de I'oxalate de calcium peuvent étre observées dans les

urines humaines, qui sont, par ordre de fréquence :

» Forme monohydratée ou whewellite
Stable thermodynamiquement (Basavaraj et al., 2007), oxalo-dépendante, se formant dans
des urines hyperoxaluriques (Graf et Féraille, 2000) ces calculs sont hexagonaux ou
présentent une forme de dendrite, et sont plus denses et plus lisses que ceux d’oxalate de

calcium dihydraté (Debré et al., 2004) (Fig.13).

A : calculs de whewellite type la B : calculs de whewellite type lla

Figure 13 : image représente les calculs whewellite A : type la. B : type lla
(Daudon, 2004)
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» Forme dihydratée ou weddellite
Cette forme est fréquente dans les urines hypercalciuriques, elle se cristallise typiquement
avec une forme tétragonale bipyramidique (Graf et Féraille, 2000) (Fig.14).

A : calculs weddellite type Ic B : calculs de weddellit type 1lb
Figure 14 : image représente les calculs weddellite. A: type Ic. B: type Ilb (Daudon, 2004 ;
Oulghoul, 2015)

» Forme trihydratée

Elle présente une forme triclinique ou forme des aiguilles (Bimbenet et al., 2002).

1.3.5.1.2. Phosphates de calcium

Ces calculs sont radio-opaque et les plus rare, jaunes ou bruns généralement durs, de taille
variable en radiographie, ils sont disposés en couches concentriques lamellaires (Debré et al.,
2004) (Fig.15.A).

Ils se forment lorsque le pH est alcalin, supérieur a 7 (Beygrine, 2011). La lithiase
phosphocalcique se présente principalement sous la forme de deux especes moléculaires, la
carbapatite et la brushite. Dans la majorité des cas, la carbapatite (phosphate de calcium
carbonaté) est associée a l'oxalate de calcium dihydraté, et signe une hypercalciurie.
Lorsqu'elle est associée a la struvite (phosphate ammoniacomagnésien), elle indique une

infection urinaire (Graf et Féraille, 2000).

1.3.5.1.3. Phosphate ammoniaco-magnésien ou struvite
Ces calculs sont jaunes, friables, souvent coralliformes (Fig.15. B). lls se développent en

milieu alcalin infecté par des germes types Proteus, klebsiella, Pseudomonas et Enterobacter,
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ces derniers produisent I’uréase en milieu alcalin et sont radio opaques. Ces cristaux
s'observent a pH 6,6-9,2 et ont des formes trés diverses. Le sédiment est souvent abondant et
blanchatre (Daudon, 1995).

1.3.5.2. Calculs organiques

1.3.5.2.1. Acide urique
Ces calculs sont arrondis, lisses, verts foncé ou rouges brun, trés durs, souvent multiples et de
taille variable (Fig.15.C). lls sont radio-transparent quand ils sont purs, sauf 1’urographie
intraveineuse permet de le mettre en évidence (Debré et al., 2004).
Ces calculs se développent a cause d’une 1'hyperacidité urinaire pH < 5,5 (Hambuer et al.,
1980), souvent accompagnée d'une diurese insuffisante (Graf et Féraille, 2000).
L’éthologie principale de la formation de ces calculs est I’hyperuricurie, souvent secondaire a

une uricémie, une autre cause plus rare, est la cytolyse a une chimiothérapie.

1.3.5.2.2. Cystine
Tres rares, ils sont dus a une cystinurie excessive, ils sont récidivants dans la majorité des cas
(Debré et al., 2004).
Ces calculs sont arrondis, lisses, dures, jaune clair d'apparence cireuse. Multiples ou
coralliformes bilatéraux et faiblement radio-opaques, d'aspect homogéne (Fig.15.D)
(Oulghoul, 2015).

1.3.5.3. Calculs médicamenteux
Certains médicaments sont susceptibles de cristalliser dans les tubules rénaux, et de provoquer
une insuffisance rénale ou une lithiase. L'analyse du calcul permet alors d'identifier le
médicament responsable et/ou ses métabolites, associés parfois a d'autres composants de
I'urine. Actuellement, l'indinavir est l'une des substances les plus fréquemment impliquées
dans les lithiases médicamenteuses, alors que des antibactériens (sulfadiazine, amoxicilline,

etc.) sont trouves occasionnellement (Graf et Féraille, 2000).

-
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A : calcul de phosphate de calcium B : calcul de struvite

C : calcul d’acide urique D : calcul de cystine

Figure 15 : différents types des calculs A : calcul de phosphate de calcium ;

B : calcul de struvite ; C : calcul d’acide urique ; D : calcul de cystine (Sekkoum, 2011)

1.3.6. Méthodes d’analyses des calculs urinaires
L’analyse du calcul urinaire est 1’étape primordiale de 1’enquéte étiologique chez un patient
lithiasique. Elle est indispensable, car permet au clinicien de poser le bon diagnostic et 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 systéme cristallin (Daudon, 2000) ;
% Ne différencie pas entre les zones de nucléations ;
% Les réactifs utilisés ne supportent pas une longue durée de conservation ;

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

21
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1.3.6.2. Méthodes chromatographiques
La chromatographie est une technique basée 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 1’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, 1’angle de [’extinction, et la
présence de la biréfringence (Rosenfeld, 2001 ; Kaloustian et al., 2002).

Ces propriétés peuvent étre comparées aux données connues, ainsi 1’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 1’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).

-



Chapitre 11

Matériel et méthodes “#



Chapitre II Matériel et méthodes

Notre étude s’inscrit dans 1’objectif de la caractérisation phytochimique de 1’extrait végétal
des racines de Silypum 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 c6té 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’Universit¢é M’hamed Bougara de Boumerdés et le Centre de
Recherche et de Développement (CRD).

Vu la période de la crise sanitaire du COVID-19 cette présente étude n’a pas été réalisée.
I1.1. Matériel

I1.1.1. 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 1’espéce Silybum
marianum, la cueillette d’échantillon a été faite avant la période de floraison au mois de

Février 2020 dans la région d’EL-karma, située a 2.5 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. I

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

11.2.1. Séchage, broyage et conservation
Apres récupération de la plante, les racines ont été bien nettoyées et séchées naturellement a
I’ombre dans un endroit sec et aéré durant 15 jours. Aprés séchage, le matériel végétal a été
finement broy¢ jusqu’a 1’obtention d’une poudre afin de procéder a I’extraction. Par la suite,

la poudre obtenue a été conservée dans des flacons fermés, a 1’abri de I’humidité et de la

<
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lumiére jusqu’au moment d’utilisation. Les différentes étapes du travail sont résumées dans la

figure 11. ; :
Récolte de la plante (racines)

Nettoyage séchage broyage conservation

Préparation de 1’extrait aqueux (infusion et lyophilisation)

Préparation de 1’extrait polyphénolique (par macération)

SClesningnyiociinique Extraction des polyphénols

Révélation des métabolites

primaires et secondaires Dosage des polyphénols

Activités biologiques

Activité antilithiasique Activité antioxydante

Figure 16 : 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 ’infusé a 5%
5¢g de poudre végetale ont été mélanges 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 1’infusé a 5 %

des racines de chardon Marie.

e Identification des tanins totaux
A 5 ml d’infusé, on ajoute quelques gouttes de chlorure 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 indiqué 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 1’acide sulfurique (H2SO4) a 2g de la poudre végétale. La

présence des glucosides se manifeste par 1’apparition d’une coloration rouge brique.

e |dentification des coumarines
2¢g 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, 50 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 senosides apres 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 Identification alcaloides
5 g de poudre végétale sont humecté avec I’ammoniaque 50% ensuite pendant 24 heures
macérés 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 laissé 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 1’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
2¢g 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’HCI1 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) Iégerement modifiée.

La plante est lavée plusieurs fois a I’eau distillée pour la débarrasser de la poussiere et des
résidus de terre. Ensuite, une solution mére de la plante, & 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 um. Des solutions filles dans 1’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 1’extrait
obtenu sur la masse totale de la poudre végétale utilisée dans I’extraction selon la formule

suivante :

R% = (m — m0) x 100/mT

Avec :
m : La masse du ballon apres extraction ;
Mo : La masse du ballon vide (avant 1’extraction) ;

(m-mo) : La masse de I’extrait sec ;

-
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mT : La masse totale de poudre végétale utilisée dans I’extraction.

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 I’oxydation des composés phénoliques par ce
réactif, dans une solution alcaline. Le réactif est constitu¢é par un mélange d’acide
phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMO12040). Il est réduit,
lors de ’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungstéene (WgO23) et de
molybdéene (MOgO23). La coloration produite est proportionnelle a la quantité de polyphénols

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

e Mode opératoire
Une quantité de 0.5ml de chaque échantillon est prélevée dans des tubes a essai, 1ml du
réactif de Folin-Ciocalteu (dilué 10 fois) est ajouté, aprés 3 a 5 min d’incubation, 1ml de
carbonate de sodium a 20% est additionné. L’ensemble est bien mélangé et incubé pendant
une heure a température ambiante et a 1’abri de la lumiere. L absorbance de 1’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 1’échantillon. Les résultats sont exprimés en mg d’équivalent acide gallique

par 100g 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 genéralement le substrat le plus utilisé pour
I’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme
radicale libre et la simplicité de I’analyse. Le test consiste a mettre le radical DPPH de
couleur violette en présence des molécules dites antioxydantes afin de mesurer leur
capacité a réduire ce radical (Fig.12). La forme réduite de couleur jaune n’absorbe plus, ce
qui se traduit par une diminution de 1’absorbance a cette longueur d’onde (Haddouchi et
al., 2016).

va \% i ?: A et Q + A
: =0 ' ?_/
\ o A

DPPH’ DPPH-H

Ou AH est un composé antioxydant capable de céder un H' au radical DPPH.

Figure 17 : 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 (1ImM).

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

I’obscurité et a une température ambiante.




Chapitre II Matériel et méthodes

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical DPPH par ’antioxydant,
calculés suite a la diminution de I’intensité¢ de la coloration du mélange, selon la formule

accordée a Yen et Duth (1994) ; Ben rahal (2012) :

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

1% : pourcentage d’inhibition.

11.2.5.2. Activité antilithiasique
Dans notre travail, on s’est intéressé a évaluer ’effet de 1’extrait aqueux des racines de

Silybum marianum sur la cristallisation oxalocalcique in vitro.

11.2.5.2.1. Mode opératoire
La méthodologie 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=0,5g/l, C3=0,25g/l, C2 =0,125 g/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 1’oxalate
de calcium est induite par 1’addition de 100 pl 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 um. 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 caractere 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
trés résolues a basse tension (< 5 kV), ce qui a I’avantage d’éviter d’endommager les

échantillons.

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

Les analyses phytochimiques permettent de révéler la présence ou I’absence des métabolites
secondaires dans la plante a partir de son extrait, cherchons ainsi les tanins totaux, les
iridoides, les tannins galliques, les tannins cathéchiques, les alcaloides, les flavonoides, les
sénosides, les quinones, les coumarines et les mucilages.

Les résultats récents de Benchaachoua (2019) réalisés sur les extraits des différentes parties
de Silybum marianum obtenus par macération et décoction ont révélé la présence de cinq
groupes de composés bioactifs dans tous les extraits, la présence remarquable des flavonoides,
des tanins, des alcaloides, des stérols, des triterpénes, et des glucosides cardiotoniques. Les
anthraquinones sont présentes en faible quantité, et un résultat négatif indique I'absence totale
de saponosides.

Akhtar et al. (2015) ont montré que les résultats du screening phytochimique effectué sur
I’extrait aqueux obtenu par macération des parties aériennes de la plante Silybum marianum
révelent la présence de tanins et d’alcaloides et 1’absence des terpeénes, des glucosides, des
saponines, des quinones, et des coumarines.

Cette différence dans la richesse en métabolites est attribuée a 1’adaptation évolutive li¢e
étroitement aux conditions biotiques (I’espéce elle-méme) et abiotique (milieu). Selon Fadili
et al. (2015), les conditions climatiques (température élevée, exposition solaire, sécheresse,
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 diftérences peuvent étre dues a certains facteurs €cologiques, en particulier 1’age de la
plante, la période du cycle végétatif, et les caractéres édaphiques des sols ou méme a des
facteurs génétiques (Athamena, 2009).

Ces etudes ont également montré I’existence d’une réelle biodiversité moléculaire, qui
confere a la plante des vertus médicinales importantes a valorisées. Parmi les métabolites
secondaires mis en évidence, les flavonoides ont un important champ d’action et possédent de
nombreuses vertus médicinales ; antioxydantes (Iserin, 2001), anti-inflammatoires,
inhibiteurs d’enzymes, antiallergiques, antiulcérogénes, et effets protecteurs vasculaires
(Ghedira, 2005), et antimicrobiens (Cushnie et Lamb, 2005). Les tanins avec leurs
propriétés de former des complexes avec les protéines, présentent des propriétés anti
diarrhétiques, antibactériennes et antifongiques (Bruneton, 2009). Les anthocyanes sont des
puissants antioxydants (Iserin, 2001). Les coumarines ont des propriétés antipyrétiques,

analgésiques, sédatives, antioedémateuses et anti-convulsivantes, ainsi qu’une capacité de
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favoriser I’expulsion des gaz intestinaux entrainant une diminution des ballonnements et des

flatulences (Mpondo et al., 2015).

111.2. Dosage des polyphénols

Le taux des polyphénols a été estimé par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu. C’est
I’une des méthodes les plus anciennes congue pour déterminer le taux des polyphénols.
L’acide gallique est le standard le plus souvent employ¢ dans cette méthode.

Le travail réalise par Alaoui (2016) a révélé un taux des polyphénols dans 1’extrait
éthanolique des graines de Silybum marianum récoltées en mois d’octobre au bord des
champs a Rabat égale a 45.31 mg EAG/g MS.

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’aot
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).

II1.3. Evaluation de I’activité antioxydante

Le test 2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH) est une méthode largement utilisée dans
I’analyse de I’activité antioxydante. L’objectif du protocole mis en ceuvre est d’évaluer la
capacité de chaque échantillon a réduire le radical stable qui est le DPPH. En effet, le DPPH
se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres stables (Benchaachoua, 2019).

La réduction du radical DPPH par un antioxydant peut étre suivie par spectrophotométrie UV
visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 515-518 nm provoquée par la présence
des extraits phénoliques. Le DPPH est initialement violet. Il se décolore lorsque 1’électron
célibataire s’apparie. Cette décoloration est représentative de la capacité des composés
phénoliques a piéger ces radicaux libres indépendamment de toutes activités enzymatiques.
Ce test permet alors d’obtenir des informations sur le pouvoir anti radicalaire direct de
différentes substances phénoliques des extraits (Molyneuxs, 2004).

Selon les résultats de Benchaachoua (2019) I’extrait aqueux des feuilles de Silybum
marianum obtenu par macération a donné une 1C50 de 133.75 pg /ml. Par contre les résultats
d’Akhtar et al. (2015) rapportent un pouvoir antioxydant assez intéressant de 1’extrait aqueux

de la partie aérienne de la plante Silybum marianum avec une 1C50 de 25 pg /ml.
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La comparaison entre ces deux études est résumee dans le tableau 6.

Tableau 6: tableau comparatif des études réalisées sur le pouvoir antioxydant de

Silybum marianum

Nom de la La partie Solvant Méthode Résultats Références
plante utilisee d’extraction | d’extraction | 1C50 (ug/ml)
Silybum Feuilles Eau Macération | 133,75+0,75 | Benchaachoua
marianum (2019)
Silybum Partie Méthanol Macération 25 Akhtar et al.
marianum aérienne (2015)

Cette différence entre les résultats peut étre due a la méthode d’extraction, aux solvants
d’extraction ou expliquée par la composition, la teneur en composés phénoliques et
respectivement 1’activité antioxydante qui varient selon la nature des groupements

fonctionnels (Benchaachoua, 2019).

111.4. Evaluation de ’activité antilithiasique

Les travaux réalisés par Laoufi et al. (2020) sur I’extrait polyphénolique des feuilles d’Urtica
dioica ont montré la disparition compléte de 1’oxalate de calcium monohydraté Whewellite
suite a 1’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 1’oxalate
de sodium monohydraté. Cette propriété d 'Urtica dioica pourrait étre trés 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
I’infusion d’Urtica dioica a un effet inducteur de la cristallisation de 1’oxalate de calcium
dihydraté dans des urines de sujets sains, puisque sa présence a concentration élevée a eu pour
effet I’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

cemodele biologique qui est ’urine totale, Urtica dioica a montrée des propriétés
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controversées, elle est d’une part inhibitrice de la cristallisation de I’oxalate de calcium
monohydrate, et présente d’autre part un effet promoteur amoindri, a des concentrations
diluées, sur la cristallisation de la Weddellite (Laoufi et al., 2020).

Les travaux menés par Atmani et Khan (2000) afin d’évaluer I’efficacité d’un extrait de
Herniaria hirsuta sur la cristallisation de 1’oxalate de calcium in vitro, ont révélé que 1’extrait
végétal a favorisé la précipitation des particules d’oxalate de calcium dans '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 reésultats ont été codés dans une expérience
indépendante de nucléation, qui a montré que l’extrait contenait des agents nucléateurs.
L’extrait d’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 de calculs urinaires, en induisant I’excrétion des petits cristaux et réduire le risque
de leur rétention dans les voies urinaires. De plus, 1’extrait de la plante a favorisé la formation
de I’oxalate de calcium dihydraté plutoét 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 1’agrégation des cristaux de 1’oxalate de calcium. Ces propriétés
de Herniaria hirsuta pourraient étre bénéfiques pour prévenir la formation de calculs rénaux.

Une comparaison entre ces deux études est résumee dans le tableau 7.

Tableau?7 : tableau comparatif des études réalisées sur I’effet de 1’Urtica dioica et I’Herniaria

hirsuta sur la cristallisation oxalocalcique

Nom de la | La partie Méthode Reésultats Reéférences
plante utilisée | d’extraction
Urtica Feuilles Infusion Inhibe la cristallisation de 1’oxalate | Laoufi et al.
dioica de calcium monohydraté (2020)

- Favorise la cristallisation de

I’oxalate de calcium dihydreté

Herniaria | La plante | Décoction- | - Favorise la nucléation des cristaux | Atmani et
hirsuta entiére | lyophilisation | - Inhibe la formation de 1’oxalate de Khan
calcium monohydraté (2000)

- Favorise la formation de 1’oxalate

de calcium dihydraté

-



Chapitre III Discussion des résultats

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 deux extraits vegétaux sont inhibiteurs

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

I’Herniaria hirsuta favorise la nucléation des cristaux.

*







Conclusion et perspectives

Dans le but de contribuer a 1’évaluation du pouvoir antioxydant et antilithiasique des racines
de chardon Marie (Silybum marianum), la présente étude a été menée a partir de laquelle une
caractérisation phytochimique a été effectuée, suivie d’une quantification des polyphénols

totaux ainsi qu’une évaluation des deux activités biologiques.

L’estimation qualitative des différentes parties de Silybum marianum selon les précédentes
études a montré la richesse de cette plante en flavonoides, tanins, alcaloides, stérols,
triterpénes, et en glucosides cardiotoniques.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adaptant la méthode
colorimétrique de Folin-Ciocalteu réalisés par les précédentes études a révélé un taux trés

important des polyphénols dans 1’extrait des graines de chardon Marie.

L’activité antioxydante des extraits de Silybum marianum a été évaluée par méthode de
piégeage de radical libre DPPH. Les résultats réalisés par les précédentes études sur I’extrait
des feuilles de Silybum marianum ont montré que I’extrait aqueux posséde une activité
antioxydante relativement faible par rapport au standart, contrairement aux résultats réalisés
sur ’extrait aqueux de la partie aérienne de la plante qui rapportent un pouvoir antioxydant

assez intéressant.

Il était souhaitable de faire une étude sur I’effet de 1’extrait aqueux des racines de chardon
Marie sur la cristallisation oxalocalcique, mais vue la période de la crise sanitaire du COVID-

19 cette présente étude n’a pas €té réalisée.
Afin de compléter ce travail, il serait intéressant de :

> Valoriser I’extrait de la plante par des tests sur autres activités biologiques ;

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

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

» Accompagner cette étude in vitro avec une autre in vivo.

<
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Abstract :

Urinary lithiasis is a common pathology in all countries of the world, is characterized by the
formation of crystalline concretions developing in the urinary tract. The treatment of this
disease with medicinal plants is an alternative to treatment with expensive drugs or surgery
and with side effects. In this context, the Milk thistle or Silybum marianum, a spontaneous
plant of the Asteraceae family, known for its valuable therapeutic value, has been the subject
of a phytochemical study of the extract of its roots, its antilithiasic and antioxidant power. The
phytochemical screening carried out by previous studies revealed the richness of the plant in
bioactive molecules, including flavonoids, tannins, alkaloids, sterols, triterpenes, and
cardiotonic glucosides. The content of total polyphenols was determined using the
colorimetric reagent Folin-Ciocalteu, a very high level of polyphenols in the extract of Milk
Thistle seeds was recorded in previous work. The evaluation of the antioxidant activity by
DPPH revealed that the aqueous extract of the aerial part of the plant has a very interesting
antioxidant potential. Milk thistle has a therapeutic effect, particularly antioxidant, due to

secondary metabolites in leaves recognized as active agents on oxidative stress.
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