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ABSTRACT: In Morocco, some so called “forgotten fruits’”” such as the “Zizyphus Lotus” fruits and the ““Arbutus Unedo” fruits
can be valorized in the context of regional sustainable development as local products. In addition, there is a rapidly increasing
prevalence of the urolithiasis in the world. The Urolithiasis involves the formation of crystalline aggregates called "urinary
stones" that are developed in the urinary tract, usually in the kidneys or ureters, but may also affect the bladder or urethra.
The aim of this study is to evaluate the in vitro anti-lithiasic activity of selected ““forgotten fruits”’. The anti-lithiasic activity was
evaluated against the aggregation of calcium oxalate. ““Zizyphus Lotus’ - and “Arbutus Unedo’’ fruits samples were taken from
six zones from Beni Mellal-Khenifra region. The seed of the two fruits species were subjected to a grinding mortar. The samples
have been subsequently, submitted a cold maceration using distilled water during 48 hours. The study of the crystallization of
calcium oxalate has been carried out by the polarizing optical microscope (PLM). Some aqueous extracts have an anti-
crystallization effect on the aqueous solution of the studied lithogenous species.

KEYWORDS: Urolithiasis, calcium oxalate, crystallization, PLM, valorization, Zizyphus Lotus, Arbutus Unedo, anti-lithiasic
activity.

RESUME: Au Maroc, des fruits dits oubliés comme dans les cas des fruits de jujubier (Zizyphus Lotus) et de I’Arbitus Unedo
peuvent étre valorisés dans le cadre du développement durable régional en tant que produits locaux. En outre, la prévalence
d’urolithiase dans le monde augmente rapidement. L'urolithiase consiste a former des agrégats cristallins appelés « calculs
urinaires » développés dans lI'appareil urinaire, habituellement dans les reins ou les uretéres, mais peuvent également affecter
la vessie ou l'urétre. L'objectif du présent travail est d’évaluer I'effet anti-cristallisant, in vitro, des “fruits oubliés’ de choix vis-
a-vis de la formation de |'oxalate de calcium. Les échantillons de fruits de Z. Lotus et d’A. Unedo ont été prélevés dans six zones
de la région de Béni Mellal-Khenifra. Les échantillons de 'amande de Z. Lotus et de fruit de I'A. Unedo ont été broyés a I'aide
d’un mortier de fagon a avoir une poudre fine pour I'amande de Z. Lotus et une purée pour le fruit de I’A. Unedo. En suite les
échantillons ont été soumis a une macération a froid par l'utilisation de I'eau distillée pendant 48 heures. L'étude de la
cristallisation, in vitro, de I'oxalate de calcium a été réalisée grace au microscope optique a lumiere polarisée (MOLP). Certains
extraits aqueux présentent un effet anti- lithiasique sur la solution aqueuse de I'espéce lithogéne étudiée.

MoOTs-CLEFS: Urolithiase, oxalate de calcium, cristallisation, MOLP, valorisation, Zyziphus Lotus, Arbutus Unedo, activité anti-
lithiasique.

1 INTRODUCTION

La prévalence de l'urolithiase augmente de plus en plus dans le mondeet I'oxalate de calcium (CaC204) est le principal
constituant de la majorité des calculs urinaires développés dans I'appareil urinaire des patients lithiasique [1]. L'oxalate de
calcium peut exister sous trois formes cristallines plus ou moins hydratées et déterminées selon le nombre de molécule d’eau
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dans la formule chimique. On distingue I'oxalate de calcium monohydraté CaC.04,1H20 : OCM ou Whewellite ; I'oxalate de
calcium dihydraté CaC:04,2H20 : OCD ou Weddellite et I'oxalate de calcium trihydraté CaC204,3H20 : OCT [2]. Le jujubier
(zizyphus lotus) est un arbuste épineux appartenant a la famille des Rhamnacées et communément appelé au Maroc Sedra,
Zarb, Azouggar ou Tazougart[3].Au Maroc, cette espéce est localisée dans différentes régions, principalement dans des zones
semi-arides telles que la région de Béni Mellal — khenifra. Z. Lotus est dormant d'octobre a mars et fleurit des plantes matures
en mai et juin et produit des fruits en ao(t [4]. Les fruits de cette plante sont utilisés dans la médecine traditionnelle pour le
traitement de diverses maladies telles que la bronchite ; diabete, diarrhée et abcés [5]. D’ailleurs, des extraits de cette plante
possederaient des activités thérapeutiques : activité anti-ulcére [6] ; activité anti-inflammatoire et analgésique [7] et activité
antispasmodique [8]. L'Arbitus Unedo (Ericaceae) est parmi les plantes médicinales utilisées pour traiter des maladies
cardiovasculaires, le diabéte et I’hypertension. En fait, il améliorerait la fonction rénale [9], [10], [11]. L’A. Unedo pourrait étre
exploité comme conservateur naturel des denrées alimentaires [12]. L’A. Unedo serait riche en antioxydants : les caroténoides
comme le B-carotene, Violxanthan et Neoxanthine [13] ; les polyphénols tel que le flavonol glycosides et tanins [14]. LA.
unedoa un effet inhibiteur in vitro de I'agrégation des plaquettes humaines [15], [16]. Son extrait aqueux pourrait de prévenir
les processus d’oxydations et des inflammatoires grace aux activités antioxydantes qu’il posséderait [17]. L'extrait aqueux de
I’A. Unedo aurait une activité antibactérienne contre Escherichia coli et Staphylococcus aureus, grace aux constituants
suivants : quinones, anthraquinones, anthocyanines, les tannins et les flavonoides [18]. La plante médicinale Arbutus Unedo
possederait une activité antileishmaniale [19]. Ainsi, le présent travail a pour objectif de chercher I'effet inhibiteur, in vitro, des
extraits aqueux de I'amande de Z. Lotus et du fruit de I’A. Unedo sur la cristallisation de I'oxalate de calcium en tant qu’espéce
lithogene rencontrée dans les calculs des patients atteints d’urolithiase.

2  MATERIELS ET METHODES
2.1 MATERIEL VEGETAL

Les échantillons des fruits de jujubier (Zizyphus Lotus) ont été collectés depuis le mois septembre 2015-2016 dans six zones
de la région de Béni Mellal - khenifra : Oulad Ayyad, Oued Zem, Taglaft, El Ksiba, Tagzirt et Béni Mellal. Les fruits ont été d’abord
dénoyautés puis I'amande de la graine a été broyée a 'aide d’un mortier afin de conserver les composantes principales de
'amande et pour obtenir une poudre fine qui sert a la préparation des extraits aqueux (figurel). Les fruits de I’A. Unedo ont
été collectés de la région Moulay Aissa Ben Driss en avril 2018 et conservés au réfrigérateur. lls ont été rapés en utilisant le
mortier afin d’obtenir une purée qui sert a préparer des extraits aqueux (figure 2).

(a)

Fig. 1.  (a) : Différentes parties de Zizyphus Lotus : 1a : le fruit ; 2a : la pulpe ; 3a : le noyau ; 4a : I’amande, (b) : Poudre fine
de I'amande de Zizyphus Lotus
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Fig. 2.  (a): Fruit de I’Arbutus Unedo, (b) : Purée du fruit de I’Arbutus Unedo
2.2 PREPARATION DES EXTRAITS AQUEUX

Les extraits aqueux de I'amande de Z. Lotus et du fruit de I'A. Unedo ont été préparés dans I'eau distillée a des
concentrations de 1, 3, 5, 7, 8, et 10 mg/ml. Chaque extrait aqueux a été soumis a une macération a froid dans I'eau distillée
durant 48 heures a 4°C.

23 CRISTALLISATION DE L’OXALATE DE CALCIUM IN VITRO EN PRESENCE D’EXTRAITS AQUEUX

Le suivi de La cristallisation de I'oxalate de calcium de concentration 102 mol/l en présence d'extraits aqueux de 'amande
de Z. Lotus et du fruit de I’A. Unedo se fait sous agitation en milieu aqueux a pH 6,5 et a une température de 37°C au Bain
Marie afin de se rapprocher des conditions physiologiques de I'urine. Les extraits aqueux ont été préparés a des concentrations
de 1, 3,5, 7, 8, et 10mg/ml de la poudre de 'amande de Z. Lotus et de la purée du fruit de I'A. Unedo afin de détecter la
concentration minimale correspondant a I'éventuel effet anti-lithiasique de I'espéce lithogene étudiée.

2.4 MICROSCOPE OPTIQUE A LUMIERE POLARISEE

Aprés 2heures d’agitation de la solution aqueuse de I'oxalate de calcium en présence d’extraits aqueux, une goutte de cette
solution est déposée entre lame et lamelle a I'aide d’une pipette pasteur. La visualisation de |'effet inhibiteur de 'amande de
Z. Lotus et du fruit de I’A. Unedo sur la cristallisation de I’oxalate de calcium dans la solution aqueuse selon la teneur croissante
des deux fruits de I'étude a été réalisée grace a un microscope optique a lumiere polarisée, marque OLYMPUS (Figure 3).

Fig. 3. microscope optique a lumiere polarisée, marque OLYMPUS
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La préparation des cristaux de CaC204 se fait par I'utilisation de deux réactifs : dichlorure de calcium CaCl: et I'oxalate
d'ammonium ((NH4)2C204), dans lI'eau distillée selon la réaction: CaClz + (NH4)2C204+ xH20 - CaC04, xH20 +2NH4Cl ;
(x =1: whewellite ; x = 2: weddellite).

L'indice d'hydratation (x) est évalué par Microscope Optique a Lumiere Polarisée. Des résultats d’un travail antérieur réalisé
par notre équipe [20] ont montré qu’il ya réduction des agrégats des cristaux de I'oxalate de calcium in vitro en quantité sous
I’effet de la dilution par I'eau distillée. Et pour éviter |'effet de la dilution sur les agrégats de I'oxalate de calcium de la solution
aqueuse par l'ajout de I'extrait aqueux, nous avons utilisé un méme volume aussi bien de I'extrait aqueux des deux fruits de
I’étude que de la solution aqueuse de 'oxalate de calcium de concentration 10°2mol/l et en jouant sur la teneur croissante des
extraits aqueux. Apres trois essais pour chaque concentration de I'extrait aqueux, nous avons mis a la température de 37°C et
a pH 6,5 un volume de 10 ml des extraits aqueux de 'amande de Z. Lotus et du fruit de I’A. Unedo et un volume de 10 ml de la
solution aqueuse de I'oxalate de calcium de concentration de 102mol/I. Aprés 2 heures d’agitation magnétique nous avons
observé sur microscope optique a lumiére polarisée a un grossissement de 200 le développement des cristaux de I'oxalate de
calcium de la solution aqueuse. Ensuite nous avons modifié la teneur des extraits aqueux de I'amande de Z. Lotus et du fruit
de I’A. Unedo afin de pouvoir détecter, éventuellement, la concentration minimale de I’extrait aqueux susceptible d’inhiber la
cristallisation de I'oxalate de calcium in vitro.

3 RESULTATS ET DISCUSSION

Nous avons trouvé que la concentration optimale de la solution de I’oxalate de calcium qui nous a permis de pouvoir étudier
les effets inhibiteurs des différents extraits aqueux est de 5.103mol/l. D’ailleurs Deeptiet al [21] ont approché I'effet anti-
lithiasique d'extrait aqueux de feuilles d'album de Chenopodium album en étudiant la cristallisation in vitro de 'oxalate de
calcium. D’aprés L’étude de Montealegre et al, la dose de 0,5 et de 1 mg/ml de I'extrait de Blumea Balsamifera va diminuer la
taille du cristal de I'oxalate de calcium, aussi tend a déplacer la phase des cristaux vers la phase d’oxalate de calcium dihydraté
(COD) et inhibe I'agrégation des cristaux [22]. Sarsimtha et al [23] ont travaillé sur des extraits aqueux et alcoolique de rhizome
de Bergenia Ciliata en interpelant leur effet inhibiteur de la nucléation et I'agrégation des cristaux de |'oxalate de calcium. Un
travail antérieur a décrit une méthode d'isolement des fractions solubles et insolubles dans le méthanol provenant de
Humuluslupulus L. riche en composés qui inhibent la formation d'oxalate de calcium. En fait, les deux fractions pourraient étre
efficaces dans le traitement de la maladie des calculs rénaux [24]. De méme, I'effet anti-cristallisant vis-a-vis de I'oxalate de
calcium par extrait de la graine de dolichosbiflorus in vitro a été confirmé [25]. En outre, Le Magnésium, le citrate et le phytate
sont des Inhibiteurs de cristallisation de |'oxalate du calcium, empéchant la formation de monohydrate et de trihydrate de
I'oxalate de calcium et permettant d’éviter la cristallisation de 'oxalate de calcium en diminuant sa supersaturation [26].
Finalement, les résultats obtenus dans notre travail antérieur déja publié [20] ont montré que 4 mg/ml de I'extrait aqueux de
la poudre de la pulpe de Z. Lotus inhibe I'agrégation de I'oxalate de calcium. A travers le présent travail, Les cristaux de I'oxalate
de calcium de concentration 5.10° mol/l sans extrait sont de grande taille et forment des agrégats (figure 4). Aprés I'ajout des
extraits aqueux et avec la croissance de la teneur des extraits aqueux de 'amande de Z. Lotus et du fruit de I'A. Unedo ; il ya
inhibition de la cristallisation de I'oxalate de calcium a partir de la concentration de I'ordre de 3 mg/ml de 'amande de Z. Lotus
et du fruit de I’A. Unedo. En présence de 10mg/ml de 'amande de Z. Lotus du fruit de I’A. Unedo ; il y a une dissociation
remarquable des agrégats (Figure 5 et 6).

Fig. 4. Micrographie par microscopie optique a lumiére polarisée (Grossissement=200) de la solution aqueuse de I’oxalate de
calcium de concentration 5.103mol/I, en absence d’extrait
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(g} dj

Fig. 5. Micrographie par microscopie optique a lumiére polarisée (Grossissement=200) de la solution aqueuse de I'oxalate de

calcium de concentration 5.10-3 mol/| avec extraits de Zizyphus Lotus : (a) 1 mg/ml de I’extrait aqueux de I'amande de Z. Lotus,

(b) 3mg/ml de I’extrait aqueux de I’'amande de Z. Lotus, (c) 5mg/ml de 'extrait aqueux de I’'amande de Z. Lotus, et (d) 10 mg/ml
de 'extrait aqueux de I’lamande de Z. Lotus
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(b)

(c) (d)

Fig. 6. Micrographie a partir du microscope optique a lumiére polarisée (Grossissement=200) de la solution aqueuse de
l'oxalate de calcium de concentration 5.103 mol/I avec extraits de ’Arbutus Unedo : (a) 1 mg/ml de I’extrait aqueux de I’A.
Unedo, (b) 3mg/ml de I’extrait aqueux de ’A. Unedo, (c) 5 mg/ml de I’extrait aqueux de I’A. Unedo, et (d) 10 mg/ml de I’extrait
aqueux de I’A. Unedo

4 CONCLUSION

Le présent travail a montré que les extraits aqueux de 'amande de Zizyphus Lotus et du fruit de I’Arbutus Unedo présentent
un effet inhibiteur de la cristallisation de I'oxalate de calcium in vitro a partir d’'une concentration de 3 mg/ml. Le présent travail
préconise une étude complémentaire au présent travail sur I'urine humaine afin de pouvoir porter un éclaircissement sur
I'urolithiase. En plus, grace au présent travail la Microscopie Optique en Lumiére Polarisée (MOLP), qui est a priori une
technique de routine en termes d’analyses dans les laboratoires, pourrait étre optimisée et valorisée pour I'étude de la
lithogénése urinaire. L’étude in vivo et les essais cliniques restent déterminants et tranchants dans la question de la valorisation
thérapeutique et médicamenteuse de telles plantes le Zizyphus Lotus et I’Arbutus Unedo.
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