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Résumé

Paronychia capitata L. est une plante connue chez les herboristes en Algérie sous le
nom « Bessat-EL-Moulouk ». En Algérie, Il est utilisé pour traiter la lithiase urinaire et
vu la large propagation de cette maladie dont La cristallisation oxalocalcique est la forme
de cristallerie la plus fréguente dans les urines humaines. Nous sommes intéressés dans
cette étude d’évaluer ’activité antioxydante et 1’activité antilithiasique d’extrait aqueux

de la partie aérienne de cette plante.

A cet effet, les parties aériennes de P. capitata a été récoltées a partir Ain-Turck -Oran-
sont extraites par décoction sous un montage a reflux. Il s’en est suivi le screening
phytochimique, le dosage des polyphénols, des flavonoides et I’évaluation de 1’activités

antioxydante et antilithiasique.

L’extraction a donné un rendement faible de 6 % en maticre seche et les tests
phytochimiques ont montré la présence de plusieurs familles chimiques comme :
alcaloides, mucilage, flavonoides, polyphénols, saponosides, terénoides, composes
réducteurs. La teneur de I’extrait aqueux (ExAq) en polyphénols et flavonoide est de
24,18 = 0,227 pg EQAG/mg d’extrait et 5,01 += 0,074 pg EQCa/mg d’extrait
respectivement. Ensuite I’activité antioxydante montre que 1’extrait aqueux posseéde un
pouvoir antioxydant puissant avec un IC 50 = 1.4 pg/ml. L’évaluation du pouvoir
antilithiasique par test turbidimétrie a révélé moins d’efficace d’ExAq de cette plante
que P’inhibiteur de référence (acide citrique) sur 1'inhibition de cristallisation I'oxalate
de calcium qui est de I’ordre 65.95% pour une concentration d’extrait de 0.5 mg/ml.

Cette efficacité a eté confirmeée par la methode de suivi par microscopie.

A la lumiere de ces résultats, nous suggérons d’utiliser cette plante comme remede
antioxydante, par contre 1’efficacité de I’extrait aqueux de cette plante dans le traitement

de la lithiase reste a confirmer par des tests in vivo.

Mots clés : Extrait aqueux, lithiase urinaire, Paronychia capitata L, oxalate de calcium,

activité antioxydante, test turbidimetrie.



Abstract

Paronychia capitata L. is a plant known among herbalists in Algeria under the name
"Bessat-EL-Moulouk”. In Algeria, it is used to treat urinary lithiasis and given the wide
spread of this disease whose oxalocalcic crystallization is the most frequent form of
crystallization in human urine. We are interested in this study to evaluate the antioxidant

activity and the antilithiasis activity of aqueous extract of the aerial part of this plant.

For this purpose, the aerial parts of P. capitata harvested from Ain-Turck -Oran- are
extracted by decoction under a reflux assembly. The phytochemical screening, the
dosage of polyphenols, flavonoids and the evaluation of the antioxidant and antilithiasic

activities followed.

The extraction gave a low yield of 6% in dry matter and the phytochemical tests showed
the presence of several chemical families such as: alkaloids, mucilage, flavonoids,
polyphenols, saponosides, terenoids, reducing compounds. The content of polyphenols
and flavonoid in Aqueous Extract (AgEX) is 24.18 + 0.227 ug EQAG/mg extract and
5.01 £ 0.074 ug EQCa/mg extract respectively. Then the antioxidant activity shows that
the aqueous extract has a potent antioxidant power with an 1IC 50 = 1.4 pg/ml. The
evaluation of the antilithiasis power by turbidimetry test revealed less efficiency of
AgQEx of this plant than the reference inhibitor (citric acid) on the inhibition of
crystallization of calcium oxalate which is of the order of 65.95% for an extract
concentration of 0.5 mg/ml. This efficience was confirmed by the follow-up microscopy

method.

In the light of these results, we suggest to use this plant as an antioxidant remedy, but
the effectiveness of the aqueous extract of this plant in the treatment of lithiasis remains

to be confirmed by in vivo tests.

Key words: Aqueous extract, urinary lithiasis, Paronychia capitata L., calcium oxalate,

antioxidant activity, turbidimetry test
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INTRODUCTION GENERALE

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour [’humanité et plus
particulierement pour la majorité des communautés démunies des pays en voie de développement qui
en dépendent pour assurer leurs soins de santé primaires et leurs subsistances. Elles utilisent la
plupart des espéces végétales, tant ligneuses qu’herbacées, comme médicaments. Une croyance bien

répandue est que toute plante soigne (Salhi S. et al., 2010).

La flore algérienne est caractérisée par sa diversité florale : mediterranéenne, saharienne et une
flore paléo tropicale estimée a plus de 3000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques. Ces
especes sont pour la plupart spontanées avec un nombre non négligeable (15%) d’espéces
endémiques. Ce qui a donné a la pharmacopée traditionnelle une richesse inestimable. Les objectifs
fixés sont I’inventaire ainsi que 1’évaluation chimique et pharmaceutique des plantes médicinales
algériennes dans le double but de valoriser et de rationaliser leur usage traditionnel et d’isoler des
composés d’intérét thérapeutique potentiel dont les antioxydants. (Hadjer, B. N. E. R., 2021). Des
milliers de plantes médicinales recensées a ce jour sont utilisées par 80% de la population mondiale
pour lutter contre diverses maladies. Malgré cette diversité, les potentialités thérapeutiques de la
plupart des plantes médicinales restent a découvrir (Djaroud, S., & Harrache, D. 2013).

Les antioxydants constituent une famille de substances susceptibles de neutraliser les radicaux
libres et prévenir ainsi la survenue des maladies associées au stress oxydant. Parmi les antioxydants
naturels les plus connus, nous pouvons citer 1’atocophérol (vitamine E), I’acide ascorbique (vitamine
C) et les composés phénoliques (Kulawik et al., 2013). Les principales méthodes d’évaluation du
potentiel antioxydant d’un produit pur ou de mélanges ont été examinées et regroupées selon leurs
principes. Elles sont fondées sur la détermination de produits résultant de I’oxydation ou, au
contraire, mesurent I’efficacité d’une substance a piéger des radicaux, souvent en donnant une forme

He. (Marc, F., et al., 2004).

La lithiase urinaire une maladie tres fréquente, multifactorielle, non infectieuse et récidivante
dont certaines formes peuvent conduire a I’insuffisance rénale et par conséquent la perte de la
fonction rénale Cette maladie se definit par la formation des calculs ou concrétions minérales ou des
cristaux dans les reins suite a un processus de lithogénese. Ces cristaux seront dans la majorité des
cas spontanément éliminés sans qu’aucun symptome ne les reléve. Dans les formes sévéres ou
négligées, la manifestation clinique de cette pathologie est la colique néphrétique qui peut causer une

insuffisance rénale terminale chronique définitive (Sekkoum et al., 2015).
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Les limites des thérapies médicamenteuses contre la lithiase et le cout qui relativement élevé
ont pousseé des chercheurs a découvrir d’autres thérapies alternatives telle que les plantes médicinales
(Sadki et Atmani, 2017). En Algérie, les plantes antilithiasiques sont trés utilisées beaucoup plus
sous forme de tisanes et de décoctions (Daudon et al., 2012).

Des études sur I’utilisation des plantes médicinales dans le traitement de la lithiase urinaire ont
montré que la famille des Caryophylaceae est la plus citée, avec une représentation importante des
espéces suivantes : Herniaria hirsuta, Petroselium crispum, Zizyphus lotus et Citrus
limon (Khouchlaa, A., et al. 2017). Parmi les plantes qui appartiennent a la famille des
Caryophylaceae : la plante Paronychia capitata L. connue en Algérie sous le nom Atai el djabel ou

Bissat EI Moulouk, utilisée dans la prévention de la formation des calculs urinaire.

Dans ce contexte, notre étude est pour objectif d’identifier qualitativement la composition en
métabolites secondaire par screening phytochimique et d’étudier 1’activité anti-oxydants et anti-
lithiasique de ’extrait aqueuse de la partie aérienne de la plante Paronychia capitata L. Afin de
réaliser ces objectifs, Nous avons faits ces principales expériences :

« Réalisation d’un screening phytochimique pour rechercher certains groupes phytochimiques.

» Détermination des taux en polyphénols et flavonoides totaux contenus dans I’extrait aqueuse.

« Etude de I’activité antioxydante in vitro (test DPPH) de cette plante.

« Etude de I’activité antilithiasique in vitro (test de turbidimétrie) de I’extrait aqueux de cette plante.

Nos objectifs se réalisent dans ce mémoire qui est subdivisé en deux parties :

1) Une partie bibliographique, qui contient trois chapitres :
= Chapitre I : généralités sur les plantes médicinales et les métabolites secondaires ;
= Chapitre Il : ’activité antioxydante ;
= Chapitre 111 : la lithiase urinaire.
2) Une partie expérimentale qui inclus le matériel et méthodes suivi par les résultats et

discussion. Enfin, on termine avec conclusion générale et un résume.
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Chapitre | : Genéralité sur les plantes médicinales et les métabolites secondaires

1.1 Définition des plantes médicinales :

Une plante médicinale est une plante qui est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers
maux. Les plantes médicinales sont des drogues végétales dont au moins une partie possede des
propriétés médicamenteuses. On peut le définie aussi comme un végétal doué d'un effet thérapeutique
sur l'organisme sans étre toxique a dose normale. Ce qui constitue le plus large éventail de
biodiversité utilise par les étres humains (Elgaj, M. et al. 2007).

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et la synthése des
médicaments non seulement, lorsque leurs constituants sont utilisés directement comme agent
thérapeutique, mais aussi comme matiere premiere pour la synthese des médicaments ou modeéle pour
les composés pharmaco-logiquement actifs (Amenah, G-F. 2006).

Ces plantes représentent un réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites
secondaires qui ont ’avantage d'étre d'une grande diversité de structure chimique et ils possedent un
tres large éventail d'activités biologiques (Zeghad, N. 2009).

1.2 Historique:

Dans le monde, environ 20000 espéeces végétales sont utilisées a des fins thérapeutiques. Selon
L'OMS, pres de 6377 espéces de plantes sont utilisées en Afrique, 1’ Algérie fait partie des pays riches
en ressources phylogénétiques a intérét medicinales et aromatiques. On dénombre plus de 300 espéces
a usage aromatique et médicinale (Bruneton, J. 2009).

1.2.1 En Afrique:

Le continent Africain est doté d’une biodiversité parmi les plantes riches dans le monde, avec
un nombre trés élevé de plantes utilisées comme herbes, comme aliments naturels et pour des buts
thérapeutiques. De nombreuses substances naturelles différentes ont été identifiées et beaucoup
d’entre elles se sont utilisées dans la médecine traditionnelle pour la prophylaxie et le traitement des
maladies, malgré la nature hétérogéne d'une biodiversité immense du continent africain en général
(Zeghad, N. 2009).

1.2.2 En Algérie:

Les premiers écrits sur les plantes médicinales ont été fait aux 1Xéme siécles par Isha-Ben-
Amran et Abdallah Ben- Loungs, mais la plus grande production de livres a été réalisée au XVII1°™ et
au XVIII®™ sigcle (Benhouhou, S. 2015). Méme pendant le colonialisme francais de 1830 a 1962, les

botanistes ont réussi a cataloguer un grand nombre d’espéces médicinales.
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En 1942, Fourment et Roque ont publiés un livre de 200 espéces végétales d’intérét
médicinales, la plupart d’entre elles sont du Nord d’Algérie et seulement 6 especes sont localisées au
Sahara (Benhouhou, S. 2015).

L’ Algérie comprenait plus de 600 espéces de plantes médicinales et aromatique (Mokkadem,
A. 1999). En effet, I’Algérie constitue aujourd’hui un importateur net de plantes aromatique et
médicinales, elle importe presque la totalité de ses besoins en plantes aromatique, médicinales et
huiles essentielles (Algérie Press Service. 2015).

1.2.3 En Maroc :

Les plantes médicinales occupent une place importante dans la médecine traditionnelle et
jouent un grand role dans 1’économie nationale (Bellakhdar, J. 1997).

Au Maroc, la phytothérapie avec d’autres médecines alternatives est considérée comme
particulierement attractive.

Le Maroc possédant une grande richesse en plantes (prés de 42000 espéces dont pres de 600
utilisées en médecine traditionnelle) (Zekkour, M. 2008)

1.3 Modes de préparation et d’utilisation des plantes médicinales :

1.3.1 L’infusion

Une infusion se fait généralement avec les fleurs et les feuilles des plantes, mais dans certains
cas, il est possible de faire également infuser des racines et des écorces. Le principe est simple versez
de I’eau bouillante sur la plante (il faut compter une cuillerée a café de plante par tasse), et vous
laissez infuser entre dix et vingt minutes. Une infusion peut se conserver au réfrigérateur pendant 48

heures maximum. En principe, il est préférable de ne pas sucrer les tisanes(Nogaret, A. 2003).

Figure 1 : Préparation traditionnelle d’une plante médicinale par infusion (Nogaret, A. 2003).

1.3.2 La décoction

Cette méthode s’applique essentiellement aux parties souterraines de la plante, comme les
racines, et aux écorces, qui libérent difficilement leurs principes actifs lors d’une infusion. Par
exemple : la réglisse, les racines de ginseng, sont fréeqguemment utilisées en decoction. Cette methode
consiste a extraire les propriétés des plantes en les laissant « infuser » dans de I’eau portée ensuite a

ébullition. Comptez une cuillerée a soupe de plantes par tasse. Il faut déposer les plantes dans une
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casserole, Portez ensuite a ébullition, et laissez le tout sur le feu pendant une vingtaine de minutes
jusqu’a ce que le liquide ait réduit d’un tiers. Retirez du feu, puis laisser infuser et refroidir pendant
une heure, avant de filtrer. Vous pouvez conserver une décoction pendant trois jours au réfrigérateur
(Nogaret, A. 2003).

Figure 2 : Préparation traditionnelle d’une plante médicinale par décoction (Nogaret, A. 2003).

1.3.3 La macération:

La macération consiste a faire tremper les plantes dans de 1’eau froide pendant plusieurs
heures. Il faut prévoir une cuillére a café de plantes pour une tasse d’eau, une cuillerée a soupe pour
un bol, et trois cuillerées a soupe pour un litre. Les plantes peuvent également macérer dans 1’alcool,
dans la glycérine, ou dans un autre solvant. Ce solvant est un liquide qui retient les principes actifs de
la plante. Il convient de bien sélectionner le solvant en fonction de la plante que 1’on utilise
(Ehrhart, A. 2003).

Figure 3 : Préparation traditionnelle d’une plante médicinale par macération (Ehrhart, A.
2003).

1.4 Laphytothérapie :

Le terme « Phytothérapie », provient du grec « phyton » qui signifie « plante » et « therapein
» qui signifie « soigner » (Vacheron, S. 2010).

La Phytothérapie peut se définir comme étant une discipline allopathique destinée a prévenir et
a traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de plantes, de
parties de plantes ou de préparations a base de plantes (Wichtl, M. et al. 2003).
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Les plantes peuvent étre présentées de diverses facons : fraiches ou séchées pour faire des
infusions, en gélules, en huile essentielle ou en ampoule buvable. Toutefois, il est conseillé d'avoir
recours a la phytothérapie sur avis médical (Dambri, C. et al. 2014).

1.4.1 Les types de phytothérapies :
On distingue deux types de phytothérapies :
1.4.1.1 La phytothérapie traditionnelle :

C'est une thérapie de substitution qui a pour but de traiter les symptomes d’une affection. Ses
origines peuvent parfois étre tres anciennes et elle se base sur l'utilisation de plantes selon les vertus
découvertes empiriquement. Elles concernent notamment les pathologies saisonnieres depuis les
troubles psychosomatiques légers jusqu’aux symptdmes hépatobiliaires, en passant par les atteintes
digestives ou dermatologiques (Elgaj, M. 2007)

1.4.1.2 La phytothérapie clinique :

C'est une approche globale du patient et de son environnement est nécessaire pour déterminer
le traitement, ainsi qu'un examen clinique complet. Son mode d’action est basé sur un traitement a
long terme agissant sur le systéme neuro-vegétatif. Dans ce type les indications sont liées a une
thérapeutique de complémentarité. Elles viennent afin de compléter ou renforcer 1’efficacité d’un
traitement allopathique classique pour certaines pathologies (Moreau, B. 2003).

1.4.2 Les avantages de la phytothérapie :

La phytothérapie offre de multiples avantages, malgré les énormes progrés réalisés par la
médecine moderne. N'oublions pas que de tout temps a l'exception de ces dernieres années, les
hommes n'ont pas eu que les plantes pour se soigner, qu’ils s’agissent sur de maladies bénignes,
rhume ou toux ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria. Aujourd'hui, les traitements a
base des plantes reviennent au premier plan, car I'efficacité des médicaments tels que les antibiotiques
(considerés comme la solution quasi universelle aux infections graves) décroit, les bactéries et les
virus se sont peu a peu adaptes aux médicaments et leur résistent de plus en plus.

La phytothérapie qui repose sur des remédes naturels est bien acceptée par l'organisme, et
souvent associée aux traitements classiques (lIserin, P et al. 2001).

1.5 Les métabolites secondaires:

Les métabolites sont les produits intermédiaires du métabolisme. Le terme métabolite est
géneéralement, par définition, limité a de petites molécules. Les métabolites ont diverses fonctions, y
compris I'énergie, la structure, la signalisation, un stimulant et des effets inhibiteurs sur les enzymes.

Chez les plantes, les métabolites secondaires sont importants a la survie et a la propagation de
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I'espéce. 1l joue chez celles-ci différents réles, comme des phéromones ou des signaux chimiques

permettant a la plante de s'adapter a I'environnement (Marouf, A. et al.2007).

Ces métabolites secondaires sont classés en plusieurs types comme il est affiché dans le tableau

ci-dissous.

Tableau 1 : Classification et propriétés des différents classe des métabolites secondaires

Classe

Définition

Structure

Les composés
phénoliques

Les polyphénols sont des produits du
métabolisme secondaire des végétaux,
caractérisés par la présence d’au moins d’un
noyau benzénique auquel est directement lié
au moins un groupement hydroxyle libre, ou
engagé dans une fonction ester, éther ou
hétéroside (Bruneton, J. 999).

Les acides
phénoliques

Les phénols simples sont rares dans la nature
(catéchol, phloroglucinol ...). Les acides
phénols sont des dérivés de Il'acide
benzoique (Acides hydroxybenzoiques) ont
une structure générale de base de type (C6-
C1). Ces molécules existent souvent sous
forme d'esters ou de glycosides et liées a des
sucres ou de l'acide cinnamique (Acides
hydroxycinnamiques) (Sarni-Manchado, P.
et al. 2006).

OH

Ol

HO”
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Les flavonoides

Les flavonoides sont des pigments incolores
ou colorés qui sont constitués d'un grand
groupe de composés polyphénoliques ayant
une structure benzo-y-pyroneet de facon
ubiquitaire dans les végétaux (Kumar, S.et
aL. 2013)

Les coumarines

Les coumarines sont des substances
naturelles dont la structure comporte le
noyau benzo-o pyroneet sont des 2H-1-
benzopyran-2-ones, lactonesdes acides
ortho-hydroxyZ-cinnamiques (Cowan,
M. M. 1999)

Les
tannins hydrolysabl
es

IIs sont des esters d’acide gallique qui se
lient aux molécules de glucose. Plus
précisement, un glucose se lie a plusieurs
molécules d’acide gallique (Conrad, J.
et al. 1998).

COOH

HO OH

tanins condensés
(proanthocyanidine
S

IIs sont des composées phénoliques
hétérogenes. lls se trouvent sous forme
d’oligomeres ou polymeres de flavanes,
flavan-3-ols, 5 désoxy-3 flavanols et
flavan-3-4-diols, liées majoritairement
par les liaisons C4-C8 (parfois C4-C6)
(Wollgast, J. et al. 2000)

TANNINS

<

£
o

A

AN
/ oK

HO |
OH

Hydrolysable Tannins

Condensed Tannins

Les terpenes

Les terpénes forment wune classe
d’hydrocarbures, produits par de
nombreuses plantes, en particulier les
coniféeres. Ils sont des composants
majeurs de la résine et de I’essence de
térebenthine produite a partir de résine
(Munada, F. N. 2010).
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Les saponines

Les saponosides sont une classe
d’hétérosides tres répandue chez les
plantes et les animaux marins (Efsa.
2009).

Les alcaloides

Les alcaloides sont des composés
organiques azotés de nature basique qui
doivent leur activité pharmacologique

au groupe aminé qu’ils contiennent en
permanence (Ali-Delille, L. 2013).

Les huiles
essentielles

Les huiles essenticlles n’existent
quasiment que dans les végétaux, elles
sont obtenues a partir de diverses parties
des plantes, telles que les graines, les
bourgeons, les feuilles, les racines, les
fruits, les rhizomes, les écorces et les
fleurs (Ourari, N. et al. 2017).

Les quinones

Les quinones sont des composés
OXygénés  qui  correspondent  a
I’oxydation de dérivés aromatiques avec
deux substitutions cetoniques
(Bruneton, J. 1993).

R
OH
HaoN
O
O
O
CH;
HyC Hy

Les mucilages

Ils forment des solutions a [’aspect
visqueux et colloidal qui calment les
irritations de la toux et les bronchites.
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1.6 Preésentation botanique de la plante Paronychia capitata L :

1.6.1 La famille des Caryophyllaceae:

1.6.1.1 Généralité:

Les Caryophyllaceae (Caryophyllales) forment un clade d'environ 2200 especes d'herbes et de

sous-arbustes traditionnellement répartis dans quelque 70 a 86 genres (Greenberg, K. 2011).

Plusieurs especes de la famille des Caryophyllaceae sont largement utilisées par de nombreuses
communautés ethniques que la médecine traditionnelle a travers le monde. Le plus grand nombre de
plantes de la famille sont utilisés dans la médecine traditionnelle chinoise.

Les études ethno-pharmacologiques de cette famille indiquent que les plantes de la famille
possedent des propriétés anticancéreuses, antibactériennes, antifongiques, antivirales, propriétés
antioxydantes et anti-inflammatoires. D'autres propriétés diverses signalées sont propriétés
d'inactivation des ribosomes, inhibition de I'hypertrophie prostatique chez le rat et inhibition de
I'enzyme intestinale carboxyélastérase chez le rat, activité cérébro-protectrice et anti-obésité chez le
rat. Peu de revues ont été publiées a ce jour, fournissant des informations sur les médicaments plantes
de la famille et leurs propriétés biomedicales. Le présent examen est axé sur la tradition utilisations
médicinales des plantes de la famille des Caryophyllacées ainsi que phytochimiques et études
pharmacologiques de la famille. Principaux constituants chimiques des Caryophyllceae sont des
saponines, des phytoecdystéroides, des benzénoides, des phényl propanoides et de I'azote contenant
composés. La propriété la plus importante des plantes de la famille est I'activité anticancéreuse et est
démontré par le grand nombre d'espéces végétales étudiées (Chandra, R. 2015).

1.6.1.2 Description botanique :

Les Caryophyllaceae sont des plantes herbacées en général ; avec des tiges parfois a anneaux
concentriques de xyléeme et de phloéme. Elles ont des poils variables et des feuilles opposées, simples,
entiéres, souvent étroites, a nervation pennée, les nervures secondaires souvent fugaces et la nervation
paraissant + paralléle, les paires de feuilles reliées par une créte transversale aux nceuds, les noeuds
généralement renflés ; stipules absentes ou présentes. Leurs inflorescences sont déterminées, parfois
réduites a une fleur solitaire, terminales. Les fleurs sont généralement hermaphrodites, actinomorphes,
parfois munies d’un androgynophore. Les tépales 4-5 sont libres a soudés, imbriqués, souvent
sépaloides. Les pétales sont veritablement absents, mais un verticille externe de 4-5 étamines trées
souvent pétaloides et dénommées ici « pétales », ceux-ci sont fréquemment bilobés et parfois
différenciés en une longue et mince partie basale (1’onglet) et une partie apicale élargie (le limbe)
séparees par un appendice articulé. Quant aux étamines 4-10 ; a filets libres ou légérement soudés,

parfois adnés aux « pétales » ; grains de pollen tricolpés ou polyporés et les carpelles 2-5, soudés ; a

10



Chapitre I : Géneralité sur les plantes médicinales et les métabolites secondaires

ovaire supére et placentation centrale libre ou rarement basale ; stigmate réduit a linéaire. Les ovules
sont généralement nombreux, rarement en petit nombre ou solitaires, plus ou moins campylotropes.
Le nectar est produit par un disque ou a la base des étamines. Le fruit est généralement forme d’une
capsule loculicide, s’ouvrant par des valves ou par des dents apicales, mais parfois un utricule ;
I’embryon est généralement courbé tandis que 1’albumen absent est remplacé par un périsperme
(Bouzidi, S. 2018).

1.6.2 Le genre Paronychia :
1.6.2.1 Genéralité :

Le genre Paronychia appartient a la famille Caryophyllaceae et comprend environ 109
especes. Il est le plus présent dans les zones tempérées des Amériques, d'Eurasie et aussi le plus
fourni de toute la flore Africaine (Hartman, R. L. 1974).

En Algérie, il y a environ 40 espéces distribués dans les régions tempérees et subtropicales.
On rencontre principalement les espéces suivantes : Paronychia argentea, P. kapela, P. arabica, P.
echinata, P. capitata, P. chlorothursa... (Ozenda, P. 1991).

1.6.2.2 Description botanique :

Il s'agit des plantes herbacées annuelles, bisannuelles ou vivaces, parfois suffrutescentes. Les feuilles
opposées sont simples et entiéres, et munies de petites stipules connées. Les fleurs actinomorphes et
bisexuées ou plus rarement unisexuées, sont groupées encymes plus ou moins condensées, axillaires
ou terminales et quelque fois, elles peuvent étre solitaires ou apétales, elles se composent de 5
sépales soudés a la base de 5 étamines libres et d'un ovaire supere et uniloculaire. Les fruits sont des
utricules ovoides a globuleuses (Quezel, P. et Santa, S. 1962).

1.6.3 L’espéce Paronychia capitata L. :
1.6.3.1 Origine de nom :

Le nom de Paronychia, dérivé d'un mot grec désignant un panaris (une infection aigué des ongles
des doigts) Para "a c6té de" et onyx, onychos "ongle”, la plante supposée le guérir. Ce nom est
apparu pour la premiere fois dans la littérature moderne en 1763, alors qu'il était utilisé par Adanson,
Capitata du latin Capitatus (capitado) ; sous la forme d'une téte (Quattrocchi, U. 2013).

1.6.3.2 Description botanique :

Paronychia capitata (Figure 12) est une plante vivace formant des touffes denses et possede les
caracteres suivants (Alluola, Z .2016).

v' Les fleurs blanchatres sont regroupées en tétes terminales d’un calice long de 3,5-5 mm.

v’ Les sépales inégaux bien plus longs que la capsule, incurvés a l'apex.

v’ Les bractées ovales-aigués.
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v' Les feuilles linéaires lancéolées-aigués

1.6.3.3 Systématique de la plante :

La plante est classée selon la taxonomie suivante :
Ordre : Caryophyllaceae
Famille : Caryophyllaceae
Sous-famille : Paronychioideae
Tribu : Paronychieae
Genre : Paronychia

Espece : Paronychia capitata Lamarck.

1.6.3.4 Nomenclature de la plante :

Francais : Paronyque en téte
Anglais : Algeriantea
Italien : Téalgerino
Espagnol : Nevadilla, Hierba de la sangre
Arabe : &kl bl ¢ o= )Y Ll en algérien, slsll Ja ) en Syrie
Elle est distribuée dans la région Méditerranéenne et les Aurés a niveau des secteurs

montagneux (Alluola, Z .2016).
sl N ’ g ‘.:

Figure 4 : L’espece Paronychia capitata L. (Tison J-M et al., 2014)

1.6.3.5 Lacomposition chimique -

La plante P. capitata L. se caractérise par la présence de quatre produits naturels constitués de :

% Un glycolipide : I-O-myristoyl-3-O-(6-sulfo-a-D-quinovopyranosyl)-glycérol.
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Figure 5: I-O-myristoyl-3-O-(6-sulfo-a-D-quinovopyranosyl)-glycérol (Boulfous, M. et al. 2012)
« Deux phytostérols: Daucostérol (3-O-p-D-glucopyranosyl Sitostérol) ; 3-O-B-D-glucopyranosyl
Stigmastérol.

Figure 6 :

Figure 7 : 3-O-B-D-glucopyranosyl Sitostérol (Boulfous, M et al. 2012)

«» Un disaccharide: Saccharose.

Figure 8 :Saccharose (Boulfous, M. et al. 2012)
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Chapitre I : Géneralité sur les plantes médicinales et les métabolites secondaires

1.6.3.6 Utilisation médicinale:

L’infusion des feuilles est aphrodisiaque et diurétique. Elle est également employée dans le
traitement de Tuberculose (Abismail, Y.2014).
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Chapitre 11 : les antioxydants et I’activité antioxydante
I1- 1. Généralité :

L’oxygéne est la source de vie pour les organismes aérobies, en utilisant des réactions
d’oxydo-réduction, mais il peut étre également une source d’agression pour ces organismes
lorsqu’il est dévié pour former des radicaux libres ou des espéces dérivées hautement réactifs.
Ces entités oxydantes sont physiologiquement maintenues en équilibre par de nombreux
systéemes antioxydants, si un déséquilibre apparait ce qui est un stress oxydant, il peut étre la
cause de systéme antioxydant défectueux ou d’une quantit¢ d’entités oxydantes produites trop
importante dont les conséquences au niveau de 1’organisme se font ressentir sur I’ADN, les
lipides et les protéines (Sies, H. 1991).

Des activités antioxydants liées aux saponines, aux triterpénes aux esters gras dérivant tous
des plantes ont ¢été reportées. Mais [Dactivité antioxydant des extraits de plante est
essentiellement attribuée aux composés phénoliques en particulier aux flavonoides. Ainsi dans
la détermination de [I’activité antioxydant d’extraits de plantes, la teneur en composés
phénoliques totaux et en flavonoides totaux est aussi déterminée afin d’établir une corrélation
essentielle entre teneurs en composeés phénoliques et activité antioxydant et ou entre teneurs
en flavonoides et activité antioxydant (Djeridane, A et al. 2006).

I1- 2. Stress oxydatif :
11-2-1. Définition :

Stress oxydatif est un état de déséquilibre entre la génération d’espéces réactives oxygénées
(ERO) et les défenses antioxydants de I’organisme, en faveur des premiéres (Haleng, J. et al. 2007).
En situation normale, la balance antioxydant/pro-oxydant est équilibrée, mais 1’organisme peut étre
confronté a une surexposition a des composés oxydants lorsque la production endogéne d’espéces
réactives de I’oxygeéne (ERO) devient excessive ou suite a I’exposition a un phénomene toxique
exogeéne. Lorsqu’un tel déséquilibre intervient, on parle de stress oxydatif ou stress oxydant (SO)
(Favier, A. et al. 2003). Actuellement, il est bien admis que méme si un stress oxydant n’est pas une
maladie en soi, il est potentiellement impliqué dans de nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications lors de leur évaluation comme dans le cas de diabéte, le
cancer, les maladies cardiovasculaires et neurodégénérative. Ces dommages sont réalisés par
I’attaque des radicaux libres sur de diverses biomolécules, en particulier les protéines, les lipides et
I’ADN, ayant finalement comme conséquence la dégradation et la mort de cellules (Moon, M. et al.

2009).
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11-2-2. Origine de stress oxydatif :
Le stress oxydatif peut avoir diverses origines, telles que la surproduction endogéne d'agents
pro-oxydants d'origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou méme une

exposition environnementale a des facteurs pro oxydants (Tabac, alcool, médicaments, rayons

ultraviolets, pesticides, ozone, amiante, métaux toxiques) (Magder, S. 2006).

Inflammation Facteurs environnementaux
Crtokines & Métaux

Factenrs de crolssance Fe.Cu, Zn Radiations

Nénobiotiques

Phagocytes A
. ~ . <
. =t Mctabolisme
Lipoosygénase
yclooxy IS

R P P P P PP s

e
Membrane
‘ cytoplasmique

Physiologie/Pathologie

Figure 17 : Origine des radicaux libre et espace réactive oxygéne (Magder S., 2006).
I1- 3. Les radicaux libres :

11- 3-1. Définition :

Un radical libre se définit comme tout atome, groupe d’atomes ou molécule possédant un ou plusieurs
électrons non apparies dits célibataires sur I’orbitale externe (Midoun, T. 2011). Ces molécules une
grande instabilité, et réagie rapidement avec d’autres composants, essayant de capturer 1’électron
nécessaire pour acquérir la stabilité (Martinez-Cayuela, M. 1995).

11- 3-2. Classification des radicaux libres :
La classification des radicaux libre est donnée dans le tableau 1.
Tableau 1 : Espéces réactives de I’oxygene (Kohen, R. et al. 2002).

Especes radicalaires

Anion superoxyde 02"

Radical hydroxyle OH-
Radical peroxyle ROO-

Radical alkoxyle RO
Monoxyde d’azote NO-
Peroxyde d’hydrogéne H202
Peroxyde organique ROOH
Acide hypochlorique HOCI

Oxygeéne singulet 02

Peroxynitrite ONOO™
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11-3-3. Origine de production de radicaux libre :

La production des espéces oxydantes est une conséquence inévitable du métabolisme
a¢robie. En effet, I"organisme a besoin d’O2 pour produire de I’énergie au cours des réactions
dites la respiration oxydative, cependant, une faible partic de 1’oxygeéne échappe a sa réduction
en eau au niveau de la mitochondrie, elle peut alors étre a 1’origine de la production de radicaux
libres oxygénés (Chu, W. et al. 2010). Les autres sources de production de radicaux libres sont classées en
deux catégories ; Les sources endogénes et les sources exogenes (Pastre, J. et al. 2005).
11-3-3-1. Sources de production endogéne :

v Chaine mitochondrial de transport d’électron : nécessite l’utilisation de 4 complexe, ’oxygéne est
converti par le su peroxyde discutasse dans la matrice mitochondriale en H,O2, ce dernier est réduit en
H.O et O, le H,O, réagit avec les métaux pour former le radical hydroxyle OH (Kevin, L. G. et al. 2005).

v" Oxydases : La xanthine oxydase est une des principales sources de ces radicaux libres (Kelley, E. 2010).
Il est issu de 1’oxydation et/ou de la conversion protéolytique de la xanthine déshydrogénase. La xanthine
oxydase est exprimée dans les cellules vasculaires et elle peut circuler dans le plasma et se lier a la
matrice extracellulaire des cellules endothéliales (Wichtl, M. et al. 2003).

v La xanthine oxydase (XO) est une des deux formes de la xanthine oxydoréductase (XOR), I’autre étant
la xanthine déshydrogénase (XDH) chez I’homme. La XOR est chez I'homme la principale enzyme
responsable de la dégradation des bases puriques (Harrison, R. 2002). Elle catalyse les deux derniéres
¢tapes, c’est a dire I’oxydation de 1’hypoxanthine en xanthine et catalyse la xanthine en acide urique
(Nishino, T et al. 2008).

v" Des enzymes du métabolisme de I’acide arachidique : Ce dernier peut étre oxydé soit par les
cyclooxygenases, soit par le ipooxygenases (métallo-enzymes a fer), pour former entre eux des
hydroperoxydes qui sont des précurseurs de leucotriénes, puissants médiateurs de 1’inflammation (Argolo,
A. et al. 2004).

11-3-3-2. Sources de production exogenes :

v/ L'alimentation (antibiotiques, alcool, aliments riches en protéines et/ou en lipides et/ou a indice
glycemique éleve, faible consommation d'antioxydants) ;

v' Le CO2 atmosphérique ;

v' Les polluants (fumée de cigarette, pollution atmosphérique (SO2, NO, 02, hydrocarbures)
métaux occupationnels (métaux de transition tels le mercure, le fer, le cadmium et le nickel,
arsenic, amiante) ;

v' Les métaux lourds ayant une grande affinité avec les groupements sulfhydryles (-SH), ils
inactivent facilement les antioxydants contenant du soufre ;

v Les médicaments (traitements contre le cancer, psoraléne) ;

v" Les radiations (ionisantes, ultraviolets, micro-ondes) (Valko, M. et al., 2007).
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Figure 18 : Source de production des radicaux libre (Bourouis, N et al. 2020)
11- 3-4. Les pathologies liées aux radicaux libres :

Le principal danger des ROS vient de leur capacité a oxyder et endommager les composants de la
cellule. Dans le cas ou les systemes de défense sont dépassés, les radicaux libres attaquent les molécules
biologiques situées dans la région de leur production. Ces radicaux libres étant trés réactifs et ayant une courte
durée de vie alors, toutes les molécules biologiques possédant des doubles liaisons sont susceptibles d’étre
touchées, notamment les lipides, les protéines et les acides nucléiques (Favier, A. 2003).

v" ADN : les radicaux libres peuvent induire des effets mutagénes ou D’arrét des
réplications de I’ADN. Ils agissent en provoquant des altérations de bases, des
pontages ADN-protéine ou des ruptures de brins (Samuni, A. et al. 1983).

v" Les macromolécules : les radicaux libres sont également responsables d’inactivation enzymatique en
particulier des sérine-protéases, d’une fragmentation des macromolécules (collagene,
protéoglycannes, acide hyaluronique), de formation de dimeéres ou d’agrégats protéiniques dans les
membranes cytoplasmiques. Les acides aminés les plus sensibles a leur action sont le tryptophane, la
tyrosine, la phénylalanine, la méthionine la cystéine.

v’ Les lipides : ils sont une cible privilégiée des radicaux libres qui provoquent I’oxydation des acides
gras polyinsaturés (AGPI) des phospholipides membranaires. Le phénoméne d’auto-oxydation ou
peroxydation lipidique consiste en attaque par un radical libre, d’origine exogene ou endogene, de
dérivés lipidiques (Luc, G. et al. 1991).

I1- 3-5. Intéréts biologiques des radicaux libres dans la physiologie cellulaire :

v La phagocytose :

Les radicaux libres jouent un réle essentiel dans le bon déroulement de la réaction immunitaire. La
phagocytose des bactéries et des parasites par les macrophages ou les polynucléaires s’accompagne d’une
production d’espéces réactives de 1’oxygene si brutale et intense qu’elle est connue sous le nom « Bouffée
respiratoire » puis qu’elle s’accompagne d’une augmentation transitoire de la consommation d’oxygéne. Au

sein de phagosome, l'activation de la NADPH oxydase, I'action des superoxydes dismutases (SOD) et la NO
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synthase (NOS) aboutissent a un mélange trés corrosif de O2, H,O,, OH, ONOOH, [I’cau oxygénée
(H) en présence de chlore et sous I’effet de la myeloperoxydase donnera naissance a ’acide hypochlorique
HOCI, ¢’est 1’oxydant microbicide le plus puissant (Favier, A. 2003).

v Lasignalisation cellulaire :

En dehors de leurs actions déléteres, les ERO peuvent agir en tant que molécule de signal et intervenir
dans la communication intracellulaire et intercellulaire. Ils participent a I’expression de certains génes et a leur
régulation. Cela leur confere un réle important dans les phénomeénes de croissance et de mort cellulaire.

Les mécanismes de communication cellulaire faisant intervenir les radicaux libres ne sont pas encore
élucidés. En résume :

= Les radicaux libres joueraient un réle dans la régulation de I’expression des genes.
= La présence de radicaux libres dans le milieu extracellulaire est a 1’origine de I’activation de certains
facteurs de transcription par des mécanismes encore mal compris. Il en résulte ensuite 1’expression des

génes correspondants (Delattre, J. et al. 2005).

= Les radicaux libres peuvent intervenir dans la prolifération, la différenciation, 1’adhésion et la migration
(Jacques R. 2010).
= Les radicaux libres participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signaux
cellulaires ;
= Les radicaux libres jouent un réle dans la régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de
certains neurones et notamment ceux de la mémoire (Favier A. 2003).
I1- 4. Les antioxydants :
11- 4-1. Définition :

D’aprés Halliwel (1994), un antioxydant est toute molécule endogéne ou exogéne présente en faible
concentration qui est capable de prévenir, de retarder et de réduire I’ampleur de la destruction oxydante des
biomolécules. Il capte les radicaux libres et les rendent inoffensifs en interagissant directement avec les
composés réactifs de | ‘oxygéne (Fu R. et al. 2014 ; Léophonte P. 2006).

11- 4.2. Différents types d’antioxydants :
11-4-2-1. Systemes antioxydants enzymatiques :

L’organisme se défend contre les radicaux libres en synthétisant des enzymes qui les neutralisent. Les
principales enzymes antioxydantes sont la superoxyde dismutase, la glutathion peroxydase et la catalase (Li,
S. etal. 2009 ; Vincent, A. et al. 2004).

s La superoxyde dismutase SOD:

La superoxyde dismutase (SOD), est une enzyme qui élimine 1’anion superoxyde par une réaction de
dismutation, elle produit de 1’oxygene et du peroxyde d’hydrogéne. Cette enzyme existe sous deux formes :
une cytoplasmique nécessite comme cofacteur les ions de cuivre et de zinc (CuZnSOD) et I’autre

mitochondriale utilise le manganése comme cofacteur (MnSOD) (Jacques B. et al. 2004).
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20°+2H » H,02+ O

% Lacatalase :
Le peroxyde d’hydrogéne produit par la réaction de dismutation peut subir une réaction de Fenton. Il ne faut
pas donc qu’il s’accumule, c’est le role de la catalase, elle transforme deux molécules de peroxyde

d’hydrogéne en eau et en oxygéne qui sont des composés stables (Jacques, B. et al. 2004).
2 H20O2 =———p H;0 + O2

« La glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase est une enzyme qui constitue 1’'un des plus importants systémes
enzymatiques de protection car elle est capable non seulement de détoxifier le peroxyde d’hydrogeéne, mais
aussi d’autres hydroperoxydes résultant de 1’oxydation du cholestérol ou des acides gras (Ganther, H. E.
1999). La glutathion peroxydase se trouve dans le cytoplasme et dans les mitochondries, elle nécessite la
présence de deux cofacteurs importants : le glutathion réduit et le sélénium. En présence de deux molécules de
glutathion sous forme réduites, la glutathion peroxydase catalyse la transformation de peroxyde d’hydrogeéne
en deux molécules d’eau. Au fur et 2 mesure de sa consommation par la glutathion peroxydase, le glutathion
doit étre régénéré, cela est rendu possible par une glutathion réductase qui consomme une molécule de
NADPH fourni par la voie des pentoses phosphates (Jacques, B et al. 2004). Au total, le mécanisme

réactionnel invoqué dans la détoxication active peut étre résumé dans le schéma suivant :

& . SoD CA'l
0,———» 0, ———> H0,————P> H,0+:0,

GSH < » NADP"

GPx | GR| | Gepp

/
/

/ \ /X
H,0 £ >GSSG — “SNADPH <«

Figures 19 : Le mécanisme réactionnel invoqué dans la détoxication active (Jacques, B et al. 2004).
11-4-2-2. Systemes antioxydants non enzymatiques :

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart de ces composants ne sont pas synthétisés par
I’organisme et doivent étre apportés par 1’alimentation. Dans cette catégorie d’antioxydant nous retrouvons les
oligoéléments, la glutathion réduit (GSH), I’ubiquinone, le cytochrome c et les vitamines E et C.

% Oligoéléments :

Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganése (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont des métaux
essentiels dans la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydantes requiérent un cofacteur
pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a besoin de manganese, la SOD
cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de fer et la GPx de sélénium. Cependant, certains oligoéléments,
notamment le fer, lorsqu'ils sont en excés dans I'organisme et sous leur forme réduite, peuvent avoir une

action pro-oxydante (réaction de Fenton, d'Haber-Weiss).
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% Glutathion :

Le glutathion réduit (GSH), réduit le peroxyde d'hydrogéne et/ou les peroxydes organiques grace a la
réaction catalysée par la glutathion peroxydase (GPX). Il peut aussi réduire les radicaux formés par I'oxydation
des vitamine E et C, baissant ainsi les niveaux de peroxydation lipidique (Power, S. K. et Lennon, S. L.
1999). Le rapport glutathion réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) est souvent utilisé comme un marqueur du
stress oxydant car plus le flux d'H202 est important, plus le glutathion réduit est consommé et le glutathion
oxydé augmenté (Ji L. L., F. et al. 1992).

% Ubiquinones et cytochrome :

Il a été décrit précédemment que les Ubiquinone, sous leur forme semi-radicalaire, jouaient un réle
fondamental dans la production de ROS. Inversement, il a pu étre défini que la forme "ubiquinol" agissait
comme antioxydant (Power, S. K. et Lennon, S. L. 1999). L’ubiquinol protége les membranes de la
peroxydation lipidique par une diminution de la formation et de la propagation de radicaux peroxyls.
L’ubiquinone est également impliquée dans la régénération de la vitamine E ce qui amplifie son role
protecteur contre les ROS (Packer, L. et al. 1997). Le cytochrome c présent dans I'espace inter membranaire
a un role de détoxification en captant 1'électron libre d’Oz2( - produit au niveau de la chaine respiratoire. Ainsi
réduit, il céde cet électron au complexe IV formant du cytochrome ¢ oxydé et de I'H20 (Skulachev, V. P.,
1998).

% Vitamine E et vitamine C :

Les vitamines E (a-tocophérol) et C (acide ascorbique) semblent étre des plus importants dans la
lutte contre le stress oxydant. La vitamine E étant liposoluble, elle se fixe aux membranes et peut ainsi
séquestrer les radicaux libres empéchant la propagation des réactions de peroxydation lipidique (Evans, W.
J. 2000). La vitamine C, hydrosoluble, se trouve dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire ; elle peut
capter directement 1’02 ~ et I’OH.. Elle peut aussi réduire le radical a-tocophérol et ainsi permettre une

meilleure efficacité de la vitamine E (figure 20) (Evans, W. J. 2000)

LOO™\ /it E 7 Vit €y, /GSH, LA..

LOOH # \Vit. E/ \ Vit C¥ \GSSG, DHLA...

Figure 20 : Réaction d’¢élimination des radicaux lipidique par les vitamine E et C (Evans,
W. J. 2000)
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2) Les molécules plégeuses d'électrons

I Les vitamines A, E, C, béta caroténe, flavonoides, oligo-éléments... ]

Figure 21 : Les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Menvielle-Bourg, 2005).
11-4-3. Mécanisme d’action des antioxydants :

L’action des antioxydants repose sur leur capacité a inactiver les radicaux libres. Ils inhibent la
propagation des réactions radicalaires en fournissant des hydrogénes aux radicaux libres présents. Un
antioxydant prévient la formation des radicaux libres et peut intervenir par différents mécanismes. Les
flavonoides (un énorme potentiel antioxydant naturel) rentrent dans cette catégorie d’antioxydants. IIs agissent
en piégeant les radicaux libres et en complexant les métaux pro-oxydants. Antioxydants action sur le potentiel
redox du milieu, la température, la pression en oxygéne, la lumiere (Kerbouche, L. 2010).

I1- 5. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydant :

Les méthodes d’évaluation du caractére antioxydant peuvent &tre qualitatives ou quantitatives. Les
méthodes qualitatives, utilisées pour repérer 1’activité antioxydant de composés, sont relativement peu
nombreuses et font intervenir en général, la coloration ou la décoloration d’un réactif spécifique en présence
d’agents antioxydants. Une des méthodes les plus utilisées pour la détection d’antioxydants est la
chromatographie sur couche mince (CCM), qui donne naissance a des réactions colorées en présence de tels
composeés (Li, p. et al. 1999).

D’autres méthodes, moins pratiques, nécessitent la pulvérisation successive de deux solutions
différentes. Une phase reversée de chromatographie (chromatographie sur couche mince), a été proposée par
Glavind et Holmer.Combinée avec la détection visuelle pour 1’évaluation de I’activité de balayage de radical
libre des fractions antioxydantes en employant 1,1-Diphényl-2-Picryl —Hydrazyl (DPPH) (Glavind, J. et
Holmer, G. 1967).

En ce qui concerne 1’évaluation quantitative de 1’activité antioxydante, beaucoup des méthodes

peuvent étre appliquées pour estimer directement 1’activité antioxydant. La génération de radical libre est
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directement reliée avec 1’oxydation dans les nourritures et les systémes biologiques. Les méthodes principales
comportent le balayage des radicaux de superoxyde (02, le balayage de peroxyde d’hydrogéne (H20>), le
balayage d’acide hypochloreux (HOCI) (Sanchez, M. Y. Wang et al. 2002). Le balayage du radical
d’hydroxyle (OH), ou le balayage du radical de peroxyle (ROO).

Parmi ces méthodes, nous citons ceux qui emploient I’azote composant pour produire des radicaux de
peroxyles, tels que la méthode de PIEGE (paramétre total d’antioxydant de radical piégeage) ; la méthode
ORAC (capacité d’absorbance du radical de I’oxygéne) ; La méthode d’ABTS (le balayage du radical cation
2,2’-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). Le balayage du radical stable 1,1-Diphényl-2-Picryl —
Hydrazyl (la méthode DPPH) (Molyneux, P. 2004). La méthode de DMPD (lebalayage du radicale cation N,
N'—p-di-méthylique-phénylénediamine,ou la méthode photochemiluminescence (PLC).

Actuellement, une des méthodes analytiques les plus communes pour déterminer 1’oxydation des lipides est
I’analyse de TBA qui mesure un complexe thiobarbituriqguemalonaldéhyde (TBA-MA) avec un maximum
d’absorbance a 593 nm. La méthode TBA a certaines limitations dans des systémes de nourriture. Le TBA
réagit non spécifiqguement avec des composés tels que les sucres, I’acide ascorbique, et les produits non

enzymatiques de brunissement souvent actuels en nourritures (Magin, D. et al. 2002).
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CHAPITRE 11l : LA LITHIASE URINAIRE

I11- 1. Généralités sur la lithiase urinaire :

La lithiase urinaire est connue depuis les temps les plus reculés et s’avere indissociable de
I’histoire de 1’humanité. C’est une pathologie fréquente, hautement récidivante, reflétant des
conditions sanitaires, des habitudes alimentaires et le niveau de vie des populations.

La lithiase évolue sans cesse tant du point de vue de ses caractéristiques épidémiologiques
que de ses facteurs étiologiques, sa fréquente atteint 5 a 10 % de la population, essentiellement entre
20 et 60 ans, avec une sex-ratio de 3 hommes pour 1 femme (Ryall, R. L. et al. 2005).

I11- 2. Définition de la lithiase urinaire :

Le terme lithiase urinaire anciennement appelé « maladie de la pierre » désigne la maladie qui
est caractérisée par la formation des calculs dans les reins ou dans les voies excrétrices urinaires
(cavités rénales, uretéres, vessie). Le mot lithiase vient du grec lithos qui signifie pierre (Daudon, M.
et al. 2008).

I11- 3. Historique :

La lithiase urinaire est connue depuis les temps les plus reculés et s’avére indissociable de
I’histoire de I’humanité (El Lekhlifi, Z. et al., 2014). Sa connaissance remonte a 1’haute antiquité.
Elliot Smith, il y a environ 5000 ans, en décrivait le premier cas chez un jeune égyptien de 15 ans au
décours de 9000 autopsies pratiquées sur des momies (Benaamar, S. 2018).

I11- 4. Epidémiologie :

Jusqu’a la fin du XIX siécle, la lithiase urinaire (LU) était essentiellement vésicale, constituée
de purines et de phosphate de calcium et touchait principalement les jeunes garcons (Traxer, O.
2007). La prévalence est d’environ 5 a 10 % dans la tranche d’age des 20-60 ans, la lithiase urinaire
reste une pathologie souvent épisodique. Le risque de récidive aprés la découverte d’un premier
calcul est de I’ordre de 50 % a 5-10 ans dans la population des 20 a 60 ans (Dalibon, P. 2015).

Les études épidémiologiques européennes, américaines et asiatiques montrent que la prévalence
de la LU a progressivement augmenté au cours des 50 dernieres années, notamment des
modifications alimentaires davantage tournées vers un régime salé et carné (Castiglione, V. et al.
2014).

I11- 5. Types des lithiases urinaires :

Plusieurs types de calculs existent qui different par leur composition chimique qui sont les

calculs calciques représentent la majorité des pathologies lithiasiques et englobent notamment les

calculs a base d’oxalate de calcium (75 %) et de phosphate de calcium ; ainsi les calculs d’acide
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urique sont communs alors que les magnésien (Struvite) sont moins fréquents. Les calculs de cystine
sont plus rares (Battu, C. 2016).
I11- 5 -1. La lithiase calcique :

Environ 75 a 80 % de tous les calculs rénaux contiennent du calcium. La plupart sont
composés d’oxalate de calcium, seul ou en combinaison avec du phosphate de calcium (Denu
Ciocca, C. et al. 2011).

Les calculs d’oxalate de calcium (figure 22 a et b) sont bruns ou gris, petits, et bien
circonscrits sur les radiographies. Les cristaux d’oxalate de calcium peuvent apparaitre comme des
halteres ou des pyramides. Il existe deux types de calculs oxalate de calcium.

e Les calculs d’oxalate de calcium mono-hydratés (whewellite): sont connue sous le nom
minéralogique de whewellite (C1) de formule chimique Ca(COO). (H20). C’est la forme cristalline
la plus couramment observé (77,98%). Elle a pour principale étiologie une hyperoxalurie
e Les calculs d’oxalate de calcium dihydratés (weddellite) : sont moins radios, de couleur jaune et
spiculés), connue sous le nom minéralogique de weddellite (C2) de formule chimique Ca(COO);
(2H20) (Traxer, O 2007).

Les calculs de phosphate de calcium (Figure 22 c¢) sont de couleur beige ou blanche et cristaux
d’apatite et de brushite (Cynthia, J. et al. 2011).

Figure 22 : (a) Calcul de type Whewellite. (b) Calcul de type Weddellite ; (c) Calcul de type
phosphocalcique (Fazil Marickar et al., 2009 ; Daudon et al. 2018)
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Tableau 2 : Les constituantes de lithiase calcique (Cotton et al., 2014 ; Denu- Ciocca et al., 2011).

Type Sous type

Oxalate de
calcium
Lithiase
calcique

Phosphate
de calcium

I11- 5 -2. Lithiase urique :

Dénomination Nom
Oxalate de

monohydrate

Oxalate de

cristallin  Morphologie

Whewellite '

Whewellite

Carbatite
ou brushite

Caractéristiques

Bruns ou jaune pale,
petits, et bien
circonscrits  sur les
radiographies.

Elles peuvent
apparaitre comme des
halteres  ou des
pyramides.

Couleur beige ou
blanche

Les calculs d’acide urique (Figure 23) comptent pour 5 a 10 % des lithiases mais dans les

pays méditerranéens, ils interviendraient dans prés de 30 % des cas. De couleur jaune ou orange

(Cynthia, J. et al. 2011). 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

’acide urique (Traxer, O. 2007).

Figure 23 : Calculs d’acide urique (Dominique, S. 2014)
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Tableau 3 : Caractéristiques et morphologie de lithiase urique (Denu-Ciocca, C.J et al., 2011).

Type Caractéristique Morphologie

o Jaune ou orange, transparents sur les radiographies
Lithiase )

_ standard. Elles prennent plusieurs formes, losanges,
urique o

rosettes, aiguilles.

I11- 5 -3. Calculs de struvite (phosphate ammoniaco-magnésienne)

Dans la lithiase phospho-ammoniaco-magnésienne, les calculs se forment au cours
d’infections urinaires a germe uréasique en pH alcalin (Dalibon, P. 2015). Les calculs de struvite
(Figure 24). Ces calculs représentent 10 a 15 % de tous les calculs, causes principales des calculs

coralliformes, sont plus fréquentes chez les femmes. Leur coloration est brune claire (Cynthiaet, J.

et al. 2011).

Figure 24 : Calcul de type struvite (Sekkoume, K. 2011)

Tableau 4 : Caractéristiques et morphologie de lithiase ammoniacomagnésien (Denu-Ciocca, C. J.
etal. 2011).

Type Nom cristallin | Morphologie Caractéristiques

Brun clair a la radiographie,

Ip;rllt:;s:\?;l?ee _ feuil_letée._ IIs sont ass_ociés a

Ammoniac Struvite de:s |r_1fect|ons des voies

magnésien urinaires par des bactéries
productrices d’uréase.
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I11- 5 -4. Calcul de cystine :

La lithiase cystinique résulte d’une anomalie héréditaire du transport maline héréditaire du
transport transépithélial rénal et intestinal de la cystine et des acides aminés dibasiques. L’excrétion
urinaire excessive de cystine, le moins soluble de tous les acides aminés, entraine la formation
répétée de calculs de cystine (Figure 25) La lithiase cystinique représente environ 1% des lithiases
(Jungers, P. et al. 2001).

Figure 25 : Calcul de cystine (Cochat, P. et al.2012)
Tableau 5 : Caractéristiques et morphologie de lithiase cystinique (Denu-Ciocca, C. J. et al. 2011)

Type Caractéristiques Morphologie

Lithiase Jaune-vert et homogenes a la
cystinique radiographie. Les cristaux de cystine
prennent une forme hexagonale ; les
lithiases sont souvent bilatérales et
peuvent étre coralliformes.

I11- 5 -5. La lithiase médicamenteuse :
IIs représentent 1 a 2% des lithiases rénales. Dans certains cas, le médicament ou ses
métabolites entrent dans la composition du calcul. Dans les deux cas, la substance lithogéne peut

provoquer le processus lithiasique ou se fixer sur un calcul déja présent (Servais et al., 2006).

Figure 26 : Calcul de métabolites du triamtéréne + Calcul d’amoxiciline + cristaux d’amoxiciline

(Servais, A. et al. 2006).
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I11- 6. Facteurs favorisants la formation de calcul :

Plusieurs facteurs de risque lithogenes ont été identifiés (Dalibon, P. 2015).
e Antécédents familiaux dans 40 % des cas;
e Apports alimentaires accrus en produits laitiers, protéines animales, sel, aliments riches en oxalate,
purines (favorise I’hyper calciurie) ou sucres rapides (fructose notamment);
e Consommation faible en fibres alimentaires;
e La teneur de calcium dans 1’eau de boisson est élevée;
e Infection urinaire;
e Anomalies du pH urinaire (normal a 5,8), acide (calculs d’acide urique, de cystine et d’oxalate de
calcium) ou encore alcalin (calculs de phosphate de calcium);
e Anomalies anatomiques favorisant la stase urinaire, donc la formation des calculs;
¢ latrogénie médicamenteuse dans 1 % des cas (sulfamides, vitamine C...);

D’autres sont identifiés telle que le voyage prolongé récent, 1’activité sportive, le séjour en
pays chaud, le travail en ambiance surchauffée et la modification du régime alimentaire (Dalibon, P.
2015).

e C(ertaines maladies (cancer, hyperthyroidie, cancers métastatique...). Les calculs rénaux
apparaissent souvent sans raison particuliere. Toutefois, une consommation d’eau insuffisante
joue un réle clé dans leur formation, de méme que de mauvaises habitudes alimentaires.

I11- 6. Réle du pH dans la formation des calculs :

L’importance du pH urinaire ne doit pas étre négligée, car il conditionne souvent le risque
lithiasique. Ainsi, lorsqu’il est inférieur a 5.3, cela favorise la cristallisation de I’acide urique, de la
cystine, de la xanthine. Lorsqu’il est supérieur a 6.5, cela favorise la cristallisation du phosphate de
calcium et du complexe phospho-ammoniaco-magnésien (Cochat, P. et al. 2012).

I11- 7. Symptomes des lithiases urinaires :

Dans la plupart des cas, un calcul urinaire est totalement asymptomatique, découvert de fagon
fortuite sur un ASP ou une échographie demandés pour un autre motif. Les manifestations cliniques
sont multiples, indépendantes de sa nature physico-chimique (Traxer, 0.2007).

Il peut se révéler par un syndrome douloureux, une hématurie, une infection urinaire avec risque
de septicémie et de choc septique ou une insuffisance rénale aigué ou chronique (Zoung-Kanyi, J .et
al 1990).

I11- 8. Physiopathologie de la lithogéneése :
La lithogenese regroupe 1’ensemble des processus qui conduisent a la formation d’un calcul

dans les voies urinaires (Daudon, M. et al. 2008).
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I11- 8-1. Les étapes de la lithogénese :

I11- 8-1.1. Sursaturation des urines :

La sursaturation urinaire est le moteur de la formation de cristaux dans les reins. Depuis la
formation de particules cristallines doit évidemment & partir de la sursaturation, la sursaturation est
sans aucun doute essentielle pour formation de pierre (Tsujihata, M. 2008).

I11- 8-1.2. Nucléation cristalline :

Lorsque le niveau de sursaturation est suffisant, les molécules dissoutes se rassemblent pour
constituer des germes cristallins, premier stade des particules solides conduisant & la formation des
calculs (Daudon, M. et al. 2008).

I11- 8-1.3. La croissance des cristaux :

Cette étape assure la transformation des germes cristallins initiaux mesurant quelques
centaines d’angstrom A° en cristaux de plusieurs microns. Les cristaux possédent au niveau de la
couche externe des ¢électrons libres qui peuvent attirer des cations présents dans 1’urine. Il en résulte
des sites de croissance a la surface de chaque face du cristal ou s’effectue 1’incorporation de
nouvelles entités. Cette croissance peut étre stoppée par le blocage par des substances présentes dans
le milieu (inhibiteur) (Basavaraj, D. et al. 2007).

111- 8-1.4. L’agrégation des cristaux :

Contrairement a la croissance, I’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 délaiter court, inferieur
au temps de transit de I’urine a travers le rein.

A cause de leur taille, mais aussi de leur forme trés irréguliére et de la présence de
nombreuses aspérités (cristaux anguleux), les agrégats ainsi formés 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 considérée aujourd’hui comme une étape importante de la
lithogenése et plusieurs travaux ont montré que les urines des sujets lithiasiques avaient une moindre
aptitude a réduire I’agrégation des cristaux que les urines des sujets normaux (Basavaraj, D. et al.
2007).

Parfois, I’accumulation des cristaux plus petits en amont d’un agrégat retenu dans le tube
collecteur en raison de sa grande taille peut entrainer une obstruction qui peut, lui aussi, étre le point

de départ d’un processus lithiasique (Laube, N. et al. 2004).
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I11- 8-1.5. 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, P. 2015).

I11- 8-1.6. La rétention des particules cristallines :

Des particules cristallines formées au cours des différentes phases de la cristallogenése vont
étre retenues dans le rein ou les voies urinaires et vont croitre pour former un calcul (Daudon, M. et
al. 2008).

I11- 8-1.7. La croissance du calcul :

La vitesse de croissance du calcul initié par la rétention cristalline est ensuite trés variable,
dépendant du niveau de sursaturation des urines et donc de la nature des anomalies métaboliques
présentes (Daudon, M. et al. 2008).

Sursaturation

"y
D . . LS e
Germination cristalline a?g¢.;, o®
. <
. l _ 1\, <. a
Croissance cristalline o® O P

|

Agregation/agglomeration cristalline

l

Rétention cristalline

|

Formation et croissance du calcul

Figure 27 : Principales étapes de la lithogénése (Daudon, M. et al. 2008)
I11- 9. Promoteurs et inhibiteurs de la lithogénése :
I11- 9-1. Les Promoteurs :

Les ions qui participent a la formation des espéces insolubles sont appelés promoteurs de la
cristallisation. Ils s’associent trés souvent par deux ou par trois pour former une substance
cristallisable qui, elle-méme, peut se presenter sous plusieurs especes cristallines (Daudon, M. et al
2008).
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Promoteurs | ‘ Substances cristallisables J | Espéces cristallines
wh
% Oxalate '_‘;. Oxalates de calcium —+ Whewellite, weddellite, caoxite
- Calcium ——— Phosphates de calcium —— Carbapatites, brushite, phosphate
© >< 7 VRTINSO T R octocalcique pentahydraté, PACC
osphate de calcium ) p
E Phosphate >—<P magnésium — Whitlockite
% Magnésium “— Phosphates ammoniaco- — Struvite, dittmarite
2 / magnésiens
& | Ammonium 7 Urate d?ammonium — Urate acide d7ammonium anhydre
' i Uricite, acide urique monohydraté,
Urate \\—P Acide urique " acide Urique dihydraté
- Urate de sodium — Urate acciide de sodium
@ | Sodium . monohydrate
=
= Urale da sodium et — Urate de sodium et potassium
& | Potassium “~_ \ pansam
Urate de potassium — Urate acide de potassium anhydre
Dihydroxy- . o y =
28-adénine Dihydroxy-2,8-adenine  — Dihydroxy-2,8-adenine
| _Xanthine + H*——— Xanthine —* Xanthine
Cystine + H* — Cystine —— Cystine

Figure 28 : Promoteurs, substances cristallisables et especes cristallines (Daudon, M. et al. 2008).
I11- 9-2. Les Inhibiteurs :

Les inhibiteurs peuvent, selon leur nature, intervenir a toutes les étapes de la cristallogenése.
Ils sont présents aussi bien chez les sujets normaux que chez les patients lithiasiques, mais sont
globalement moins efficaces chez ces derniers pour s’opposer a la formation des cristaux, soit parce
que leur quantité est insuffisante par rapport a celle des promoteurs de la cristallisation, soit parce
qu’ils présentent des modifications structurales qui alterent leur efficacité (Jaggi, M. et al. 2007).

Tableau 6 : Les principaux inhibiteurs la cristallisation (Gupta, M. et al. 2011).

Nature Inhibiteurs Effets sur la cristallisation
Inorganique Citrate Agissent sur la phase de croissance en
(micromoléculaire) Madanési formant des complexes solubles avec les
gnesium o . ..
substances cristallisables et diminuant ainsi la
sursaturation.
Pyrophosphate Agit sur la croissance et 1’agrégation
Organique Osteopontine
(macromoleculaire) Tamm-Horsfall (TPH) Agissent sur la nucléation, la croissance, et
Glycosaminoglycans agrégation et ils exercent leur action

directement sur les cristaux en blogquant les

Lithostathine sites de croissances situes a leur surface.

Nephrocalcine
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I11- 10. Traitement de la lithiase urinaire :
I11- 10-1. Traitement pharmacologique :

La prise en charge, multidisciplinaire est faite essentiellement par des medicaments
specifiques selon le type de lithiase (Dalibon, P. 2015). Ce traitement a pour but de diminuer la
fréquence des récidives et de réduire la morbidité due aux calculs (Benhlima, A. 2017).

I11- 10-2. Traitement chirurgical :

Le traitement chirurgical vise a éradiquer tout calcul dans 1’arbre urinaire. L’urologue prend
en compte la localisation du calcul, sa taille, sa composition, I’anatomie des voies urinaires et la
morphologie du patient (Dalibon, P. 2015).

I11- 10-3. Traitement préventif :

Le patient doit adopter un régime alimentaire équilibré, normalisé en calcium (800 mg a 1
g/jour), en sel (< 9 g/jour) et en protéines animales (< 1,2 g/kg/jour). Les aliments riches en fibres
naturelles contiennent de I’acide physique ayant la capacité a se lier au calcium pour former des
complexes inabordables (Dalibon, P. 2015). De plus la base du traitement de toute lithiase est la
dilution des solutés contenus dans 1’urine grace a 1’augmentation de la diurése, et donc de

I’hydratation (Cochat, P. et al. 2012).
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Chapitre I : Matériel et méthodes

Chapitre | : Matériel et méthodes

Introduction et objectifs d’étude :

Notre étude expérimentale est réalisée au niveau de laboratoire pédagogique au sein de
département SNV dont I’objectif est d’identifier qualitativement la présence de certains métabolites
secondaires par des tests de screening Phytochimique et d’étudier 1’activité antioxydant et anti-
lithiasique de I’extrait aqueux de la partie aérienne de la plante Paronychia capitata L. (tige, feuille et
fleurs) dont la partie la plus abondante dans la plante est les fleurs.

I- Matériel et méthodes :
I- 1. Matériel végétal

La plante médicinale de notre étude appartient a la famille de Caryophyllacée sous le nom
scientifique : Paronychia capitata L. qui est connue en Algérie par le nom vernaculaire : Bessat El
Moulouk ou Tai El-Djabel.

I- 1.1. Origine géographique et période de récolte :

La récolte de la plante s’effectue par un arboriste au niveau d’Oran dans une paturage
floristique pierreux a coté des plages de la région Ain-Tirck -Oran-(Ouest d’Algérie) au moi Avril-
Mai (la période de floraison) 2021 (figure 29).

I- 1.2. Les coordonnées geographiques de la zone de récolté :
La zone de récolte se caractérise par les coordonnés géographiques suivants :

v' Latitude: 35.73
v Longitude: 0.75 35° 43’ 48" Nord; 0° 45’ 0” Ouest

v L’Altitude a la surface de la mer : 66 m
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Figure 29:Localisation de la région de récolte par image satellitaire (Google Maps, 2022)

I- 2. Taux d’humidité (teneur en eau) :

La détermination de la matiére séche a été réalisée selon la méthode proposée par (Benkhaled,
2018) avec quelques modifications. Juste a ’arrivée des échantillons au laboratoire, la dessiccation
est réalisée par évaporation a I’étuve a 104-110°C de 1 g de matiére végétale jusqu’ a ce que le poids
devienne pratiqguement constant. La teneur en eau est définie comme étant la perte de poids subi lors
de la dessiccation.

La détermination de teneur en eau se fait par le calcul de la différence de poids avant et apres

la dessiccation selon la formule suivante :

M1 : masse en g de I'échantillon avant séchage.
M2 : masse en g de 1’échantillon aprés séchage.
I- 3. Préparation de matériel végétal :

I- 3.1. Séchage et broyage :

La plante fraichement récoltée, a été lavée afin de la débarrasse de poussicre et d’autres
particules. La partie aérienne est séchée dans un endroit airé a 1’abri e la lumiére pendant 10-15 jours.
Aprés le séchage de matériel végétal récolté, il est ensuite broyé a 1’aide d’un broyeur électrique
jusqu’a I’obtention d’une poudre fine et homogene permettant d’améliorer le rendement d’extractions

(Anonyme,A. 2018).
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Figure 30 : Nettoyage et broyage la plante
I- 3.2. Conservation :

Avant de stocker les plantes, vérifier qu'elles sont parfaitement seches. La moindre humidité
déclencherait un processus de moisissure qui rendrait le produit inutilisable. Les plantes sont
suffisamment séches lorsqu'elles se brisentet se cassent avec un bruit sec (Delille,L. 2007).Une fois la
plante est bien séchée, on peut les conserver, a 1’abri de la lumiére, de l'air, de I'humidité et de la
poussiere dans des sacs de papier fort fermes grace a une bande adhésive. L'emballage portera une
étiquette visible avec le nom de la plante et la date de récolte (Delaveau,D. et al. 1985).

I- 4, Préparation d’extrait aqueux :
» Par décoction sous reflux :

La décoction s'opeére en faisant bouillir les plantes, le plus souvent dans de I'eau. Elle convient
surtout aux écorces, aux racines, aux tiges et aux fruits. On laisse bouillir pendant un temps plus ou
moins long selon les espéces, en général de 10 a 30 minutes. Pour extraire le maximum des principes
actifs, il faut avoir soin de couper les plantes en menus morceaux (Debuigne,G et Couplan,H. 2009).

On pése 20 g de poudre séchée, on I’inverse dans un ballon (1000 ml) puis on verse 500 ml de

I’eau distillée ; on met le tout sous un montage a reflux porté a I’ébullition pendant 20 min (figure 31).
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Figure 31 : Le montage d’extraction de la plante sous reflux (Décoction)

Figure 32 : Filtration sous vided’extrait Figure 33 : Séchage d’extrait dans 1’étuve a
60°C

4§60 Z20OZ/€0/60

Figure 34 : Obtention d’extrait aqueux aprés séchage
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- 5. Le rendement d’extraction :
Le rendement est exprimé en pourcentage de la matiere seche (% ms) calculé selon I’équation

suivante (Benkhaled,A et Sinator,A. 2015) :
R%=( m/M) *100

R% : rendement exprimé en % ms
m : masse de 1’extrait sec (aprés séchage)

M : masse de la poudre végétale séchée

20 g de poudre dans 500 ml
Nettoyage, séchage, I’eau distillée pendant 20 min
broyage (décoction)

Partie aérienne
(Feuilles/fleurstti

ge de la plante

Filtration par tissu Filtration par
papierWattman N°3

Extrait aqueux

Séchage dans I’étuve
a60°C

Figure 35: Organigramme de protocole d’extraction sous reflux par décoction
I- 6. Le screening Phytochimique :

Il s’agit d’une étude qualitative visant la recherche des principaux groupes chimiques
(alcaloides ; polyphénols ; flavonoides ; tanins ; saponosides ; composé réducteurs ...). Les tests de
caractérisation sont basés sur des réactions de précipitation et de complexassions avec formation de
complexes insolubles et colorés. La coloration observée est provoquée par I’utilisation d’un réactif
appropriée qu’est due généralement a la formation d’une conjugaison ou d’une instauration dans une
molécule.

I- 6.1. Test des flavonoides :

2 ml de I’extrait est traité¢ avec quelques gouttes d’HCL 37%, et avec 0.5 g de tournure de
magnésium (Mg). Le test positif qui caractérise les flavonoides est marqué par I'apparition d'une
couleur rouge ou orange (Karumi,F. et al. 2004).

I- 6.2. Test des polyphénols :

Quelques gouttes de Perchlorure ferrique (FeCl3) (10%) sont ajoutées a 2 mld’extrait, la
formation d’une précipité noir-vert intense fut le signe de la présence des polyphénols
(Rajeshwari,P.Rajeswari, G 2013).
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I- 6.3. Test des alcaloides :
2.5mld'HCl a | %, sont ajoutés a 0.1 ml d'extrait, et incubés au bain marie pendant 10 min. La
solution obtenue est divisée en deux parties. On ajoute a I'une le réactif de Mayer et a l'autre le réactif
de Wagner. L'apparition d'un précipité blanc ou brun révéle la présence des alcaloides.
% Reéactif de Mayer : Dissoudre 1.358 g d'HgCI2 dans 60 ml d'eau distillée puis 5 g de KI dans
10 ml d'eau distillée. Mélanger les deux solutions et ajuster le volume total a 100 ml.
% Réactif de Wagner : Dans 75 ml d'eau distillée, dissoudre 2 g de Kl et 127 g de 12. Le volume
obtenu est ajusté a 100 ml avec I'eau distillée (Majob,G. 2003).
- 6.4. Test des tanins :

La présence des tannins est mise en évidence en ajoutant a 1 ml de chaque extrait, 1 ml d’eau
et 1 a 2 gouttes de solution de FeClzdiluée a 1%. L’ apparition d’une colorationvert foncé ou bleue
verte indique la présence des tanins (EL-Haou, H.et al.2018).

- 6.5. Test des saponoside :
On ajoute 1 ml d'eau distillée a 2 ml de I’extrait, puis la solution est agitée pendant 1 minute.
La présence des saponosides est confirmée par I'apparition d'une mousse qui persiste durant 15
minutes. Le test est considéré comme positif si I'épaisseur de la mousse dépasse 1cm (N’Guessan,T.
et al. 2009).

I- 6.6. Test de mucilage :

La poudre végétale est mélangée avec 1’éthanol 10 %, puis porter a 1’ébullition pendant 15
minutes-Le mélange est ensuite filtré.A 1 ml de I’extrait, on a ajouté 5 ml d’éthanol absolu.L’apparition
d’un précipité floconneux indique la présence du mucilage (Majob,G. 2003).

I- 6.7. Test des quinones libres :

A un volume de 1 ml de I’extrait, on ajoute quelques gouttes de NaOH a 1%. L'apparition d'une

couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones libres (Oloyede, O.2005).
I- 6.8. Test des composeés réducteurs :

On ajoute a 1 ml d’extrait a 0.5 ml de Liqueur de Fehling A et B puis on chauffe le tube au bain
marie a 100°C. Un test positif est indiqué par I'apparition d'un précipité de couleur rouge brique
(Trease,GE. et al., 1989).

I- 7. Dosage des polyphénols totaux :

L’estimation de la teneur en phénol totaux contenue dans I’extrait de Paronychia capitata L.

est réalisée par dosage spectrophotométrique. Cette méthode repose sur 1’utilisation du réactif de Folin-

Ciocalteu (Tigrine, N. 2016).
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- 7.1. Principe :

La teneur totale en composés phénoliques a été estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu, qui
consiste a utiliser ce réactif qui est réduit par les groupes hydroxyles phénoliques, conduisant a la

formation d'un produit bleu en solution alcaline (Aouachria,S. 2017).
I- 7.2. Mode opératoire :

En bref, 200ul de dilution d’extrait aqueux par décoction ont été ajoutés a 1 ml de solution de
Folin-Ciocalteu diluée au 1/10. Aprés I’incubation pendant 4 min, le mélange réactionnel a été
neutralisé avec 800ul de carbonate de sodium saturé Na>COs (10%). Par la suite, on laisse le mélange
incuber a 1’obscurité et a la température ambiante pendant 2 h. Aprés incubation, 1’absorbance est

mesurée a 765 nm en utilisant un spectrophotometre UV-Visible.

La catéchine (200-1,56 pg/ml) a été utilisé comme standard pour la courbe d'étalonnage. Les

résultats ont été exprimés en pg équivalent de catéchine par milligramme de matiére séche du plante
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Puis ajouter 1 ml de solution de Folin-Ciocalteu dilué
(1/10)

- -—

- -

(10%).
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_____________ 1
________ 1

Laisser le mélange reposer pendant 2 h a la température |
ambiante |

1

,,,,,

~
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_——— -

________

- -

——————

Figure 36 : Organigramme des étapes du dosage de polyphénols
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- 8. Dosage de flavonoides totaux :
- 8.1. Principe :

Les flavonoides sont le type de polyphénol possédant un groupement OH libre en position 5,
susceptible de donner, en présence de chlorure d’aluminium, un complexe jaunatre par chélation de
I’ion AI™3 I’intensité de la coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de flavonoides

présente dans 1’extrait (Tigrine, N. 2016).
I- 8.2. Mode opératoire :

La quantification de contenu flavonoids a été estimée par la méthode colorimétrique au
trichlorure d’aluminium (AICl3) et la soude (NaOH). Le trichlorure d’aluminium forme un complexe
jeun avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose qui absorbe dans le visible a
510 nm.

On prend 250 pl de I’extrait préparé dans le méthanol (C= 1 mg/ml) a été mélangé avec 1250
ul d’eau distillée dans un tube a essai, puis on ajoute 75 ul d’une solution de nitrite de sodium NaNO>
a 5%. Six minutes d’incubation, 150 ul d’une solution de chlorure d’aluminium AICI3z a 10% a été
ajoutée et reposer pendant 5 minutes avant d’ajouter 500 pl de solution NaOH a 1 M. le mélange a été
porté a 2,5 ml avec I’eau distillée et bien mélangé par vortex. L’absorbance a été lu immédiatement a

510 nm par spectrophotomeétre UV-Visible (Wong,F. et al .2006).

e -—

~
1
! La solution d’extrait ou de catéchine préparée dans le
|
1

méthanol (C= 1 mg/ml)

i 250 pl de la solution préparée + 75 pl de solution |
! NaNO: & 5%. :

- -——<

L’ajout150 pl d’une solution de chlorure d’aluminium AlClz a E
10% !

___________

Figure 37 : Organigramme des étapes du dosage des flavonoides
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I- 9. Evaluation de ’activité anti-oxydante (pouvoir anti-radicalaire DPPH) :

- 9.1. Principe :

Le test DPPH est basé sur la mesure de I’aptitude d’un antioxydant a exercer un effet Scavenger
sur le radical libre DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl). Le radical DPPH est réduit en hydrazine
lorsqu’il réagit avec un donneur d’hydrogene. La réduction du DPPH s’accompagne par le passage de

la solution d’une couleur violette a une couleur jaune.

L’absorbance est mesurée par spectrophotométre a 517 nm. Une faible absorbance indique une

meilleure activité anti-radicalaire (Tigrine,N. 2016).

i
O~ \E/J\\\ _NO; ON-
/J/
T HOR—)
HO NO>

1.1-Diphéayl-2-picrylhydsazyl (DPPH) (DPPH):H
violet jaune
Figure 38 : La réaction de réduction de DPPH par la présence d’un antioxydant.
I- 9.2. Mode opératoire :

On prépare une solution DPPH de 2,4 mg dans 100 ml de méthanol a 90%. On prépare la
solution meére de I’extrait dans le méthanol et par la réalisation des dilutions successives, différentes
concentrations sont préparés (2, 1, 0.5, 2.5, 1.25, 0.062 mg/ml). On prend 50 ul de I’extrait de chaque
concentration puis on ajoute 1950 pl de la solution de DPPH et chaque échantillon avec son blanc
specifique, dans le blanc spécifique, dans le blanc on remplace le DPPH par le méthanol. En plus le
standard contient 50ul de méthanol + 1950 ul de DPPH Apres agitation au vortex, les tubes sont incubés
dans I’obscurité a température ambiante pendant 30 min.

La mesure de I’absorbance a été effectuée a I’aide d’un spectrophotométre UV-Vis a 517 nm.

Dans les mémes conditions et le méme mode opératoire, on remplace 1’extrait par 1’acide ascorbique

qui est considéré comme standard (Tigrine, N. 2016).
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Extraits de la plante ou I’acide ascorbique dans le méthanol a
différentes concentrations

}

Un volume de 50l est ajouté a 1950 ul de la
solution du DPPH (0,024 g/l)

Incuber a I’obscurité pendant 30 min et a la

température ambiante

La lecture des absorbances a 517 nm

Figure 39 : Organigramme de mesure de I’activité anti-DPPH des extraits d’une plante

I- 9.3.Expression des résultats et paramétre a calculée :

L’activité anti-radicalaire est estimée selon 1’équation suivante :

A. A% = [(Abs (Standard) — Abs (échantillon)/ Abs (Standard)] x 100

A.A% : I’activité anti-radicalaire %
Abs (Standard) : Absorbance de standard
Abs (échantillon) : Absorbance d’échantillon.
Des valeurs IC50 ont été calculées d’extrait et d’acide ascorbique pour déterminer 1’inhibition de 50%
des radicaux DPPH (Tigrine, N. 2016).
I- 10. Evaluation du pouvoir anti-lithiasique :

Dans notre travail, on s’intéresse a évaluer le pouvoir inhibiteur de I’extrait aqueux de partie
aerienne de Paronychia capitata L. sur la cristallisation oxalocalcique in vitro, en reposant sur le
principe de turbidimétrie, suivi par étude microscopiques.

I- 10.1. Cristallisation d’oxalate de calcium :

L’oxalate de calcium (CaC204) est un cristal ionique insoluble dans 1’eau. Il est leprincipal
composant des calculs urinaires. La cristallisation ou la formation des calculs d’oxalate de calcium se

fait par précipitation selon I’équation suivante :

CaCl2(2H20) + Na2Cz07Ca8C204+ 2NaCl +2H20
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|- 10.2. La turbidimétrie et le taux d’inhibition :

La turbidimétrie est une méthode optique qui mesure 1’absorbance de la solution, et assure le

suivi de la cinétique de cristallisation d’une fagon continue (Abdelmalek,F.et al.2001).
I- 10.2.1. L’allure générale de la courbe de turbidimétrie sans inhibiteur :

La courbe peut étre divisée en trois parties (figure $).

0.18] > .
j agrégation
0167 "‘“oo
0141
% pente «@— Croissance cristalline
0,107
0.087
" 1 nudléation
0 1 2 3 4
Temps(mn)

Figure 40 : Allure générale de la courbe turbidimétrique (Abdelmalek,F.et al.2001)
La premiere partie : correspond a I’étape de nucléation (germination).
La 2¢™partie : correspond a I’étape de croissance cristalline (caractérisée par la penteturbidimétrique).
La 3®™partie : correspond a I’étape d’agrégation cristalline.

I- 10.2.2. Etude de la cristallisation oxalocalcique par méthode turbidimétrique :

La cristallisation oxalocalcique a été induit au mélange de deux solutions ; une solution de
CaCl2(20 mM), et de 1’oxalate de sodium Na>C204 (2 mM). Les dilutions ont été préparées avec une
solution de NaCl (0.15 M)

Figure 41 : Model d’étude d’inhibition de cristallisation oxalate de calcium par méthode
turbidimétrique
I- 10.2.2.1. Test en absence d’inhibiteur :
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Un volume de 1,5 ml de CaClzest placé dans un cuve, placé dans un spectrophotomeétre et tarer
au zéro, aussi tot 1,5 ml de Na2C20a4 est versé rapidement sur la solution de CaClz. La mesure de
I’absorbance est déclenche immédiatement chaque 6 s pendant 10 min (Abdelmalek,F.et al. 2001).

- 10.2.2.2. Test avec inhibiteur :

L’évolution de la cristallisation oxalocalcique en présence de 1’extrait aqueux de Paronychia
capitata L. est la méme que celle utilisée en absence d’inhibiteur.

On ajoute 1 ml de la solution inhibitrice de différentes concentrations (0.5 mg/ml, 0.2 mg/ml,
0.1 mg/ml, 0.05 mg/ml) & 1 ml de CaCl, (20 mM). Tarer le spectrophotomeétre au zéro aussitot 1 ml de
Na2C20, (2 mM) est versé rapidement. La mesure de 1’absorbance est déclenche immédiatement
chaque 6 s pendant 10 min (Abdelmalek,Fet al. 2001). La manipulation se fait contre un inhibiteur de
référence est ’acide citrique avec les concentrations (1 mg/ml, 0.5 mg/ml).

» Le pourcentage d’inhibition :
Les pourcentages d'inhibition déterminés a partir des pentes turbidimétrie enprésence et en

absence d'inhibiteur sont calculés par la formule suivante :

P1 % = [1 - (Asi / Aan)] X 100

Asi : Absorbance sans d’inhibiteur.
Aai 1 Absorbance avec d’inhibiteur.
I- 10.3. Le suivi microscopique de la cristallisation de ’oxalate de calcium :

Le développement et I’agrégation des cristaux de 1’oxalate de calcium sont effectués par la
préparation de 1’urine synthétique a partir des solutions aqueuses : KCI (0.2 M), CaClz (0.1 M) et
d’oxalate de sodium (0.1 M). La procédure de préparation est comme suite :

Dans un erlenmeyer de 100 ml sont introduits : 75 ml de solution de KCI, 15 ml de tampon phosphate
(pH=6.0) et 1.5 ml de solution aqueux de CaCl2. La solution est portée sous agitation magnétique (150
tpm), ensuite 5 ml de I’eau distillée sont ajouté pour 1’étude sans inhibiteur. Un volume de 1.5 ml de
la solution d’oxalate de sodium est introduit. Le volume de solution est ajusté a 100 ml avec la solution

de KCI (Sbahi, K. 2017)

/

Dans un erlenmeyer de 100 ml on introduit 75 ml de KCI (0.2 M)
+ 15 ml de tampon phosphate (pH=6.0) et 1.5ml de solution 44
aqueuxde CacCl.
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Figure 42 : La procédure de préparation de 1I’urine synthétique.

Figure 43 :Model expérimental de suivi de cristallisation oxalate de calcium par microscope optique
(X 40)
I- 10.3.1. La cristallisation en absence d’inhibiteur :

L’urine synthétique est maintenue sous agitation magnétique (150 tpm) a 37°C. Apres
’agitation,on pose une goutte de la suspension entre cellule de Malassez et lamelle a 1’aide d’une
pipette pasteur et grace au microscope optique (1I’objectif X 40), on détermine le nombre des cristaux
et d’agrégats d’oxalate de calcium di-hydraté. La cinétique est suivie 10 min pendant 55 minutes
(Sbahi,K. 2017).

I- 10.3.2. La cristallisation en présence d’inhibiteur :
Nous avons Observés le développement des cristaux d’oxalate de calcium dans la solution
aqueuse en présence de d’extrait aqueux de P. capitata L. avec ces concentrations : 5 mg/ml, 0.2

mg/ml, 0.1 mg/ml, 0.05 mg/ml. Le volume d’eau distillée (5 ml) est remplacé par 5 ml de l'extrait
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aqueux. De la méme fagon précédente on suivit la cinétique de cristallisation pendant 55 minutes
(Sbahi,K. 2017).
< Pourcentage d'inhibition (I %0) etle taux d’agrégation :

Le pourcentage d’inhibition (%) est calculé pour évaluer le développement du nombre de

cristaux. Il se calcule comme suit :
PI1% =1 - (Al / SI) x 100

Al : Absorbance avec inhibiteur.
Sl : Absorbance sans inhibiteur.

Le taux d’agrégats (TA) représente le pourcentage d’agrégats par rapport au nombre total de

cristaux et qui est déterminée par la formule suivante :

(Nombre d’agrégats x 100)

TA=
(Nombre de cristaux isolés + Nombre d’agrégats)

- 11. Présentation et Analyse statistique des résultats :
Les courbes et les histogrammes sont traces par le Microsoft Excel 2016. Les résultats des tests
effectués sont exprimés en moyenne * écart-type (n=3). Les valeurs d’IC 50 (concentration inhibitrice
a 50%) sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe [inhibition% = f

(concentration)].
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RESULTATS ET DISCUSSION

II- RESULTATSET DISCUSSION :

- 1. Caractérisation et le rendement d’extraction :

Les caractéristiques de I’extrait aqueux de décoction (ExAq D) sont affichées dans le (tableau

10).
Tableau 7 : Les caractéristiques organoleptiques des extraits de la plante P. capitata L.
Extrait Aspect Couleur
ExAq D | Liquide (non visgeuse) Jaune clair

Le rendement de chaque extrait a été calculé selon la relation suivante :
R d’extraction (%)= (m1 extrait seché/mo plante) x 100
R : Le rendement.
ma extrait : La masse d’extrait aprés le séchage (g).
mo plante : La masse de la plante au départ (g).
Le rendement d’extraction de chaque extrait est figuré dans le (tableau 11).

Tableau 8 : Le rendement d’extraction des extraits

Extrait ExAq D
Masse de la plante (g) 20 ¢
Volume de solvant d’extraction 500 mi
Masse de I’extrait apreés séchage 1.2
Rendement % 6

L’opération de I’extraction par décoction de la partie aérienne de Paronychia capitata L. a
permis d’obtenir un résidu sec d’extrait brute avec un rendement faible d’ordre 6 % dont 1’extrait
obtenue est sous forme poudre et de couleur jaune clair.

I- 2. Test d’humidité et séchage :

L’appréciation de la matiére seche repose sur la détermination de la teneur en eau des
échantillons a analyser qui ont été récoltés au mois Avril-Mai 2021.

L’analyse de notre échantillon montre un taux d'’humidité trés élevé équivalent a 91 %. Ce
résultat montre que plus de % du poids de la plante fraiche est constitue par I'eau, le reste (9 %) étant

de la matiére séche (figure 44).
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B Taux d'humidité (%) B Taux de matiére séche

Figure 36 : Taux d’humidité (%) de la partie aérienne de Paronychia capitata L.

Il est difficile de comparer notre résultat avec ceux de la littérature, car I’extraction est
influencée par la nature chimique de solvant utilisée, la méthode d’extraction employée, la taille des
particules de I’échantillon, ainsi que la présence des substances interférentes (Stalikas, P. 2007).

I- 3. Résultats de screening Phytochimique :

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur I’extrait aqueux préparé a partir de la partie
aérienne de Paronychia capitata L. Ces tests consistent a détecter les différentes familles des
composés existant dans la partie étudiée.

Dans notre étude, les résultats de caractérisation de certains métabolites secondaire de la plante
étudiée par les tests phytochimiques sont affichée dans le (tableau 12). Ces réactions de
caractérisation sont basées sur des phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs

spécifiques a chaque famille de composés (Hagerman, M et al. 2000).
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Tableau 9 : Résultats des tests phytochimiques d’extrait aqueux de Paronychia capitata L.

Métabolite

secondaire

Test (Méthode)

Résultats observés

Alcaloides

Test de Wagner

Test positive

Présence
ou

absence

Test de Mayer

La formation d’un
précipité orange ou
coloration rouge

oronge.

+++

Tanins

Tanins galliques

Apparition d’un
précipité rouge

orangé

Tanins

catéchiques

Le chlorure ferrique
développe une
coloration bleu-
noiratre

Formation d’un

precipité
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Apparition d’un

supérieure a 1cm

Mucilage L +++
précipité floconneux
Flavonoides I Décoloration 4+
La formation d’une
Polyphénols précipité noir-vert ++
intense
Une hauteur de
) mousse persistante
Saponosides +++
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Quinone libre

L’apparition d’une

fluorescence intense

Stérols et

triterpénes

La réaction positive
donne une

coloration rouge.

Terpénoides

Formation d’une

anneau

Apparition de deux
phases et un couleur
marron en

interphase

+++
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Composés Apparition d’une

+++

réducteur précipitation marron

Lecture des résultats de screening Phytochimique (analyse qualitatif) :
- : Test négatif

+  :Trace

+  : Test faiblement positif

++ : Test positif

+++ : Test fortement positif

D’aprés le (tableau 12), I’extrait aqueux de P. capitata en decoction contient comme
métabolites secondaires : les alcaloides, les mucilages, les flavonoides, les polyphénols, les
saponosides, les terpénoides et les composés réducteur, tandis les alcaloides, les tanins, les
coumarines, les quinones, les stérols et les triterpénes sont absents.

Parmi les études précédents sur cette plante, I’étude de Alloua Z. (2016) qui ont trouvé la
présence de six classes des métabolites secondaires les extraits acétate d’éthyle et n-butanolique de
cette plante : quatre glycolipides comportant un glycocérébroside et trois sulfoglycolipides ; un lignane
a squelette furofuranuide, trois flavonoides comportant deux aglycone et un C-glycosylés, six
phytostérols ; un triterpene et un disaccharide ; qui ont montré leur présence par des tests
phytochimiques préliminaires.

- 4. La teneur en polyphénols totaux :

Pour la détermination de la teneur totale des polyphénols de I’extrait aqueux, on a utilisé le
dosage spectrophotométrique via le test Folin-Ciocalteu ou les concentrations sont établis par
I’utilisation d’une courbe d'étalonnage de standard : I’acide gallique a différents concentrations (figure

45).
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Figure 37 : La courbe étalonnage d’acide gallique

Les quantités en polyphénols correspondantes ont été rapportées en mg équivalent acide
gallique par mg d'extrait, sont déterminées par une équation (y = 0,007 x + 0,064) avec un coefficient
de corrélation (R? =0,961), donc la teneur en polyphénols dans 1’extrait aqueux de la plante = 24,18 +
0,227 ng EQAG/mg d’extrait. En comparaison aux études précédentes, Alloua Z (2016) ont trouvé
une valeur 10,199 + 2,24 ug EAG/mg d’extrait, ce valeur est inférieur a notre résultat, mais notre teneur
en polyphénols est trés élevé par rapport aux résultats de Bouzidi S. (2018) qui est de I’ordre 1,000 pg
EAG/ mg d’extrait.

Les teneurs et la composition en polyphénols des extraits préparés difféerent d’un auteur a un
autre, cela est probablement dii a différents facteurs comme le type d’extraction utilisé, la complexité
de ces composés, le type du solvant et la différence de la période et de la région de récolte. De plus la
méthode d’extraction et technique du dosage influencent sur les teneurs en composés phénoliques
(Boulkroune, F. 2012).

- 5. Dosage des flavonoides totaux
La teneur en flavonoides totaux de I’extrait aqueux de Paronychia capitata L. est dosé selon la
méthode de trichlorure d’aluminium (AlCl3) basée sur la courbe d’étalonnage de la catéchine (figure

46)
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Figure 38 : La courbe étalonnage de la catéchine

Les quantités des flavonoides correspondantes ont été rapportées en mg équivalent catéchine
par mg d'extrait, sont déterminées par une équation : y = 0,0012 x + 0,0007 avec un coefficient de
corrélation (R? = 0,9913). Donc la quantité en flavonoides dans I’extrait aqueux de la partie aérienne
de Paronychia capitata L. est d’ordre 5,01 £+ 0,074 ng EQCA/mg d’extrait.

Comparativement a d’autres études, notre résultat presque conforme avec celui obtenu par
Allaoua Z (2016) qui ont trouvé 6.077 + 0.443 pg EQCA/mg d’extrait, et notre résultat est supérieur
a ceux de Bouzidi S (2018) qui ont trouvé 1,000 ung EQCA/ mg d’extrait. Cette différence trouve
probablement son explication dans la différence du standard utilisé pour le dosage des flavonoides.
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Figure 39 : Comparaison de la teneur en flavonoides et polyphénols totaux d’extrait aqueux de

ug ESTD/ mg d'extrait aqueuse

Paronychia capitata L.
D'apres les résultats précédents, on constate que la teneur en polyphénols de Paronychia capitata

L est supérieure a celle des flavonoides (figure 47)
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- 6. Résultats sur pouvoir anti-radicalaire par le test DPPH :
Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous avons introduit le parametre 1C50 qui la

concentration efficace du substrat qui cause la réduction de 50% du DPPH en solution.
100

y =10.6097x-19.2412
80 RZ = 0.8373
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40
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Figure 40 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de I’acide

ascorbique.
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Figure 41 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de
I’extrait aqueux
Les valeurs d’IC50 de notre extrait (Figure 49) et de standard 1’acide ascorbique (Figure 48),
ont été estimees en utilisant la courbe de régression linéaire : y = 1,4877 x + 12,063 qui donne une
valeur d’IC50 (Extrait) = 1.4 pg/ml et la courbe de régression linéaire : y = 10.6097 x-19.2412 qui
donne une valeur d’IC50 (acide ascorbique) = 6.56 ng/ml
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La (figure 50) représente la capacité antioxydante, exprimée en pourcentage d’inhibition du

radical DPPH, de I’extrait aqueux et de 1’acide ascorbique.

7

IC50 %

l l
0
AC ASCORBIQUE Ex Pronychia capitat
Figure 42 : le taux d’IC50 de I’acide ascorbique et de I’extrait aqueux de la plante Paronychia
capitata L.
Ces résultats montrent que cet extrait possede une bonne capacité de piégeage du radical libre

DPPH par rapport a 1’acide ascorbique, qui a un bon pouvoir antioxydant.

- 7. Pouvoir anti lithiasique :

Depuis toujours, les plantes ont constitué la source majeure de médicaments grace a leur
richesse en métabolismes secondaires. Dans la plupart de cas, les patients utilisent les plantes
médicinales comme un remede alternatif pour traiter lithiases urinaires. Dans notre travail on a testé
I’effet inhibiteur de 1’extrait aqueux de la partie aérienne de Paronychia capitata L sur la cristallisation

oxalo-calcique qui représente un modéle d’étude de 1’activité anti-lithiase urinaire in vitro.

Il- 7.1 Suivi la cinétique de la cristallisation oxalocalcique par turbidimétrie :

Le suivi de la cinétique de cristallisation oxalocalcique permet d’évaluer ’activité inhibitrice
de I’extrait aqueux de Paronychia capitata L. Plusieurs tests ont été réalisés afin de déterminer les
paramétres caractérisant 1’évaluation de la cristallisation & savoir : la pente turbidimétrique et le

coefficient de régression linéaire (R?).
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- 7.1.1. Test en absence d’inhibiteurs :

Les valeurs de la pente et la régression linéaire (R?) de la courbe de la cristallisation sans inhibiteur

sont ressemblent dans le tableau suivant :

Tableau 10 : Paramétre turbidimeétrique de la cristallisation oxalocalcique en absence d’inhibiteur.

Concentration (mmol/l) Pente R?

CaClz (20 mM)
0.349854 0.8317
Na2C204 (2 mM)

En général, la courbe turbidimétrique sans inhibiteur est divisée en trois phases : nucléation,
croissance et agrégation (Abdelmalek, F. et al. 2001). Par contre, notre courbe posséde seulement
deux phases : la croissance et I’agrégation. La phase de nucléation cristalline n’apparait pas, puisque
cette étape est caractérisée par un temps de latence durant lequel I’absorbance est pratiquement nulle.

0,4
0,35
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0,25
0,2

0,15
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-0,05
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® (-) d'inhibiteur

Figure 43 : Cristallisation oxalo-calcique en absence d’inhibiteurs
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- 7.1.2 Test avec I'acide citrique :

La cristallisation oxalocalcique en présence de l'acide citrique a été testée avec des
concentrations de 0.5 et 1 mg/ml. L'évolution de la cristallisation pour les différentes

concentrations de I'acide citrique est donnée par la (figure 52)
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0,1

Absorbance a 620 nm

0,05

0 2 4 6 8 10 12
-0,05
Temps (min)

Figure 44 : Cinétique de I’effet de I’acide citrique sur la cristallisation oxalo—calcique.

- 7.1.3 Test avec inhibiteurs (En présence des extraits de la plante) :

L'activité antilithiasiques in vitro des extraits a été évaluée par la méthode de turbidimétrie. Dans
cette méthode l'inhibition de la formation d'oxalate de calcium a été mesurée en termes de trouble
turbidimétrique en utilisant un spectrophotomeétre. Plus la turbidimétrie est faible, plus I'inhibition est
forte et moins l'absorbance sera observée dans le spectrophotometre. L'inhibition de la formation
d'oxalate de calcium en présence de l'extrait a été comparée a un contrdle positif (acide citrique).
L’étude a été réalisée a 37 © C avec une agitation constante a pH 6.

Les figures 44 au 48 présentent les courbes de cristallisation oxalocalcique en présence d’extraits
aqueux de PC a différentes concentrations (0.5 mg/ml, 0.2 mg/ml, 0.1 mg/ml, 0.05 mg/ml), et
(tableau 14) regroupent les paramétres turbidimétrique dans la présence d’extrait de la plant et d’acide

citrique.
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Figure 45 : Courbe de cristallisation oxalocalcique en présence d’extrait aqueux de pc a 0.05 mg/ml
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Figure 46 : Courbe de cristallisation oxalocalcique en présence d’extrait aqueux de pc a 0.1 mg/ml
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Figure 47 : Courbe de cristallisation oxalocalcique en présence d’extrait aqueux de pc a 0.2 mg/ml
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Figure 48 : Courbe de cristallisation oxalocalcique en présence d’extrait aqueux de pc a 0.5 mg/ml

Tableau 11 : Paramétres turbidimétrique de la cristallisation oxalo-calcique en présence d’inhibiteur

(Acide citrique, Extrait aqueux PC)

Concentration

Pourcentage d’Inhibition

Inhibiteur ma/mi Pente R? Pl (%)

Ac citrique 1 0,0054494 | 0,9296 94,75 + 0,0140

Ac citrique 0,5 0,0140813 | 0,9669 46,87 +£0,0448
ExAq PC 0,5 0,0420197 | 0,9805 56,95 + 0,0180
ExAq PC 0,2 0,0723094 | 0,9586 54,14 + 0,0374
ExAq PC 0,1 0,0645348 | 10,9865 54,70 + 0,0437
ExAq PC 0,05 0,0420197 | 0,9794 69,57 + 0,0498

La figure 57 montre que les extraits de la plante exercent leurs effets d’inhibition dans les deux

faces : la face de cristallisation qui se présente par le changement dans les pentes des courbes d’extrait

par rapport au courbe sans inhibiteur et aussi il y a une inhibition dans la face d’agrégation par la

diminution dans les absorbances qui signifie que le taux d’agrégation est diminué par la diminution de

nombre des agrégats en présence d’extrait.
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Figure 49 : Cinétique de I’effet de I’extrait aqueux sur la cristallisation oxalo-calcique.

La figure 58 montrent que la variation de I'absorbance décroit progressivement avec
'augmentation de la concentration d'extrait, et on observe que la dose plus élevé d’extrait aqueux (0.5
mg/ml) a moins d’inhibition (56.95 %) par rapport a 1’acide citrique (94.75%) a la dose (1 mg/ml);

I’inhibition d’extrait a concentration (0.5 mg/ml) élevé que 1’inhibition d’extrait a concentration (0.1

mg/ml).
M (+) EqCs 0,5 mg/ml M (+) EqCs 0,2 mg/ml M (+) EqCs 0,1 mg/ml
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Figure 50: Pourcentage d’inhibition de I’acide citrique et de 1’extrait PC a différentes
concentrations.
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L’analyse des différents graphes avec inhibiteur nous permet de I’extrait a différentes
concentrations montre un pouvoir inhibiteur dose-dépendante.
I1- 7.2 Suivi microscopique de cinétique de la cristallisation de I’oxalate de calcium :

Afin de valider les résultats obtenus par le modéle turbidimétrique, et de déterminer a quelle étape
de cristallisation (nucléation, croissance, agrégation) il agit notre extrait, nous avons suivi la cinétique
de formation des cristaux et des agrégats d’oxalate de calcium par microscope optique en absence et
en présence de I’extrait aqueux. Le taux d’inhibition est calculé & partir de nombre moyen des cristaux
et des agrégats.

I1- 7.2.1 En absence de I’extrait de Paronychia capitata L :

D’apres les résultats obtenus on remarque que le taux d’agrégation augmente au cours du temps
(tableau 16), en paralléle les photographies obtenues montrent la diminution du nombre des cristaux
d'oxalate de calcium et I’augmentation de nombre et le volume des agrégats (tableau 17).

I1- 7.2.2 En présence de I’extrait PC :

L’étude microscopique de la cristallisation oxalocalcique en présence de I’extrait aqueux de
Paronychia capitata L, a différents concentrations montre une diminution remarquable du nombre des
cristaux et des agrégats oxalocalcique, avec ceux formés en absence de 1’extrait. (Tableaux 15 et 16).

L’extrait a la concentration de 0.05 mg/ml engendre une diminution du nombre des cristaux a
partir de la 20°™ minute (63,74 %), cette inhibition atteint une valeur maximale & la 10°™ minute
(72,03%) ce qui a retarder 1’apparition des agrégats. Ce temps correspond a la phase de croissance. A
partir de 45°™ minute ce pourcentage diminue progressivement pour atteindre une valeur minimale
(59,18 %) a la 55°™ minute.

L’extrait aux concentrations 0.1; 0.2 et 0.5 présentent respectivement des pourcentages
d’inhibition maximale 49.07%, 45.26% et 43% entre I’intervalle 10 et 20°™ minutes.

Ces résultats peuvent étre interprétés par la présence de substances inhibitrices qui peuvent
bloquer la croissance de certaines faces cristallines, et engendrer la modification de la forme du cristal

par I’extrait de Paronychia capitata L.
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Tableau 12 : Evolution du taux d’agrégation et du pourcentage d’inhibition Paronychia capitata L.

o C+A 12300 10500 7800 4800 2400

- TA 17,88 25,71 24,36 18,75 20,83
= C+A 55200 44800 39400 32600 20200
“31 ° TA 32,97 26,78 31,47 34,97 41,58
= Pl % 72,03 63,74 61,80 59,99 59,18
3 C+A 20900 21700 12200 20600 11500
“31 =2 TA 10,04 10,14 17,21 15,53 23,48
= Pl % 49,07 29,90 21,47 13,62 10,11
3 C+A 20100 20600 11100 8800 15700
TR TA 6,96 14,56 11,71 13,63 17,83
=S Pl % 45,26 21,92 10,99 0,80 3,75
3 C+A 142500 107500 87500 68000 88000
% P TA 5,47 5,39 9,37 13,82 20,90
= Pl % 43,00 6,94 2,27 48,13 16,43

Tableau 13: Photo de la cristallisation d’oxalate de calcium en absence et en présence de 1’inhibiteur

sous microscope optique (X 40)

Temps (min)

| sues

|w/Bw 50‘0
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D’aprés les résultats de la méthode turbidimétrique et de la méthode microscopique, on peut
confirmer que 1’extrait aqueux de Paronychia capitata L, monte une pouvoir anti-lithiasique vis-a-vis
la cristallisation oxalocalcique.

L’effet inhibiteur de 1’extrait aqueux pourrait étre 1ié a sa richesse aux molécules bioactives telles
que les polyphénols et les flavonoides qui agissent probablement par leur capacité a former des espéces
solubles (complexe : principe active-calcium) ce qui diminue la formation des cristaux d’oxalate de
calcium. De ce fait il peut étre utilisé comme agent inhibiteur pour la prévention et/ou le traitement

des calculs urinaires.
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CONCLUSION GENERALE :

Les plantes médicinales restent toujours une source finale des principes actifs d’intérét
thérapeutiques, ils représentent une source inépuisable de substances et composes naturels bioactifs
qualifiés de métabolites secondaires comme les plantes médicinales anti-lithiasique peuvent offrir des
avantages pour une meilleure prise en charge de la lithiase rénale et ouvrent des perspectives
thérapeutiques.

Dans ce travail, nous avons tenté a extraire les métabolites secondaires de la plante Paronychia
capitata L. récolté de la région Ain- Tirck (Oran) par chauffage a reflux dont le but de connaitre la
nature de ces métabolites par le screening phytochimique, ainsi que d’évaluer 1’effet antioxydant de
cette extrait aqueux par le test DPPH et son activité antilithiasique avec le test turbidimétrique (test
d’inhibition de la cristallisation d’oxalate de calcium in vitro).

Le screening phytochimique de Paronychia capitata L. a révéle la présence de ces métabolites :
alcaloides, mucilage, flavonoides, polyphénols, saponosides, terénoides, composes réducteurs.
Concernant 1’évaluation de I’activité antioxydante, le dosage spectrophotométrique des substances a
effets antioxydante montre que la teneur en polyphénols dans I’extrait aqueux de cette plante (24,18 +
0,227 pug EqAG/mg d’extrait) est supérieure a celle de flavonoides (5,01 + 0,074 ug EqCa/mg
d’extrait). L’évaluation de I’activité antioxydante de cette I’extrait aqueux, par le test au DPPH révéle
que I’extrait posséde un pouvoir antioxydant puissant avec un IC 50 = 1.4 pg/ml en comparant avec
I’IC 50 de standard (Acide ascorbique) = 6.56 pg/ml.

L’activité antilithiasique par la méthode turbidirnétrique nous a permis de suivre la cinétique de
cristallisation oxalocalcique en présence de I’extrait étudié comme un inhibiteur. Ce test montre que
I’extrait a une concentration de 0,5 mg/ml a un taux d’inhibition moyenne (56,95%) qui correspond a
un taux d’agrégation faible = 20,9 % en comparaison avec un inhibiteur de référence (1’acide citrique)
qui ayant un taux d’inhibition de 94,75. La confirmation de ces résultats s’effectue par le suivi de la
cristallisation et I’agrégation de 1’oxalate de calcium d’urines synthétique par microscopie qui montre
une diminution faible de nombre des cristaux et le taux d’agrégation.

Ce resultat prometteur est un grand pas vers la recherche d'un remede efficace contre la formation
de lithiases urinaires dans 1’avenir et ceci par la caractérisation et la détermination des substances

bioactive responsables de cette activite.
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Annexe

Annexe 1: Tableau du matériel de laboratoire et appareillage et produits utilisés dans nos

expériences

Matériel consommable et verreries

= Erlens Mayer et béchers

= Réfrigérant a boules

= Flacons hermétiquement fermes
= Ballon de 250 ml

= Boites pétries

= Barreau magnétique

= Papier filtre Wattman (3 mm)

Cristallisoir

Tubes en verre + support
Tubes a essai + support
Cuve chromatographique
Plaque CCM

Cellule de Malassez
Pipette Pasteur

Appareillage

= Etuvea60°C

= Broyeur électrique

= Etuve ventilée 104 °C

= Spectrophotometre UV-Vis

= Vortex

= Bain-marie agitateur et thermostaté
= Agitateur magnétique (150 tpm)

Agitateur magnétique (150 tpm)
Centrifugeuse a 3000 tr/min
Microscope optique couplée a
I’appareil photo

Dessiccateur

Centrifugeuse a 3000 tr/min
Microscope optique couplée a une
appareil photo.

Annexe 2 : Tableaux des réactifs (produits et solvants) utilisés dans nos expériences

Produits Solvants Réactifs

- Chlorure de calcium |- Eau distillée Réactif de Mayer (iodure de
(CaCly) - Solution d’HCI diluée s .

- Oxalate de sodium |- Chloroforme Reéactif  de  Liebermann
(Na2C204) - Méthanol (acide sulfurique +
&réllozgrg Md)e potassium (EOeTli5th§IS|olog|que NacCl anhydride acétique)

- Ferricyanure de | - Tampon phosphate (0,2 Réactif de Folin
potassium (1%) M; pH 6,6)

- DPPH (50 uM) - Acide sulfurique

- Acide sulfurique concentré
concentré - Hydroxyde d’ammonium

- Liqueur de Fehling NH4OH (25%)

- Standard : Acide | - Perchlorure ferrique
gallique (FeCls), [C] = 10% et 1%

- Standard: catéchine

- Acide trichlorure
acetique (10%)

- Chlorure ferrique (1%)
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Annexe

Annexe 3 : Quelques résultats des manipulation réalisés au la boratoire

Résultats de I’ensemble des tests Résultat de dosage de I’activité antioxydante de
phytochimiques 1’acide ascorbique

Résultat d’¢talonnage des flavonoide par le Résultat d’étalonnage des polyphénol par le
standard catéchine standard acide gallique

76



Résumé

Paronychia capitata L. est une plante connue chez les herboristes en Algérie sous le nom « Bessat-EL-Moulouk ». En Algérie, Il est
utilisé pour traiter la lithiase urinaire et vu la large propagation de cette maladie dont La cristallisation oxalocalcique est la forme de
cristallerie la plus fréquente dans les urines humaines. Nous sommes intéressés dans cette étude d’évaluer I’activité antioxydante et
I’activité antilithiasique d’extrait aqueux de la partie aérienne de cette plante.

A cet effet, les parties aériennes d’P. Capitata récoltées a partir Ain-Tiirck -Oran- sont extraites par décoction sous un montage a
reflux. Il s’en est suivi le screening phytochimique, le dosage des polyphénols, des flavonoides et I’évaluation de I’activités
antioxydante et antilithiasique.

L’extraction a donné un rendement faible de 6 % en maticre seche et les tests phytochimiques ont montré la présence de plusieurs
familles chimiques comme : alcaloides, mucilage, flavonoides, polyphénols, saponosides, terénoides, composés réducteurs. La teneur
de I’extrait aqueux (ExAQ) en polyphénols et flavonoide est de 24,18 + 0,227 ug EQAG/mg d’extrait et 5,01 + 0,074 pg EQCa/mg
d’extrait respectivement. Ensuite I’activité antioxydante montre que ’extrait aqueux possede un pouvoir antioxydant puissant avec un
IC 50 = 1.4 pg/ml. L’évaluation du pouvoir antilithiasique par test turbidimétrie a révélé moins d’efficace d’ExAq de cette plante que
I’inhibiteur de référence (acide citrique) sur l'inhibition de cristallisation l'oxalate de calcium qui est de 1’ordre 65.95% pour une
concentration d’extrait de 0.5 mg/ml. Cette efficacité a été confirmée par la méthode de suivi par microscopie.

A la lumiére de ces résultats, nous suggérons d’utiliser cette plante comme reméde antioxydante, par contre I’efficacité de I’extrait
aqueux de cette plante dans le traitement de la lithiase reste a confirmer par des tests in vivo.

Mots clés : Extrait aqueux, lithiase urinaire, Paronychia capitata L, oxalate de calcium, activité antioxydante, test
turbidimétrie.

Abstract

Paronychia capitata L. is a plant known among herbalists in Algeria under the name "Bessat-EL-Moulouk”. In Algeria, it is used to
treat urinary lithiasis and given the wide spread of this disease whose oxalocalcic crystallization is the most frequent form of
crystallization in human urine. We are interested in this study to evaluate the antioxidant activity and the antilithiasis activity of
aqueous extract of the aerial part of this plant.

For this purpose, the aerial parts of P. capitata harvested from Ain-Tirck -Oran- are extracted by decoction under a reflux assembly.
The phytochemical screening, the dosage of polyphenols, flavonoids and the evaluation of the antioxidant and antilithiasic activities
followed.

The extraction gave a low yield of 6% in dry matter and the phytochemical tests showed the presence of several chemical families such
as: alkaloids, mucilage, flavonoids, polyphenols, saponosides, terenoids, reducing compounds. The content of polyphenols and
flavonoid in Aqueous Extract (AqEXx) is 24.18 + 0.227 ug EQAG/mg extract and 5.01 + 0.074 pg EQCa/mg extract respectively. Then
the antioxidant activity shows that the aqueous extract has a potent antioxidant power with an IC 50 = 1.4 pug/ml. The evaluation of the
antilithiasis power by turbidimetry test revealed less efficiency of AgEx of this plant than the reference inhibitor (citric acid) on the
inhibition of crystallization of calcium oxalate which is of the order of 65.95% for an extract concentration of 0.5 mg/ml. This
efficience was confirmed by the follow-up microscopy method.

In the light of these results, we suggest to use this plant as an antioxidant remedy, but the effectiveness of the aqueous extract of this
plant in the treatment of lithiasis remains to be confirmed by in vivo tests.

Key words: Aqueous extract, urinary lithiasis, Paronychia capitata L, calcium oxalate, antioxidant activity, turbidimetry test
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