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Slsto Dios Notutions

A . Acétone

AE : Acétone / Eau

Acch : Absorbance de 1’échantillon

Ay :  Absorbance de témoin

CAS :  Chemical Abstracts Service
CCM :  Chromatographie sur couche mince
CS :  Citrate de Sodium

C1l :  Calcul 1 de type acide urique
C2 : Calcul 2 de type urate de calcium
D% :  Constant de dissolution

DRX :  Diffraction des rayons X

E : Eau

GAE . Equivalent en acide gallique (Gallique Acide Equivalent)
1 % . Le pourcentage d’inhibition

M . Méthanol

M.E . Meéthanol / Eau

Mo : Masse du calcul avant contact

ms : Masse du calcul apres contact

PT . Teneur en polyphénol Totaux

R (%) . Rendement d’extraction

Ti :  Temps d’induction

UVv-Vis : Ultra-violet-visible
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RESUME

La richesse de la zone steppique par les plantes médicinales et la diversité d’emplois de ces
plantes en médecine traditionnelle dans la région de Laghouat nous a pousse a faire une étude de
I’effet inhibiteur des extraits de Herniaria fontanesii, Pithuranthos scoparius et Cynodon

dactylon sur la formation des calculs urinaires de type oxalate de calcium.

Tout d'abord, nous avons fait une étude phytochimiques ainsi une analyse quantitative des
composes phénolique de différents extraits des trois plantes. Les résultats obtenus ont prouve que
nos extraits sont riches en tanins catéchiques et en C- et O-hétérosides a génies réduites, avec des
teneurs en phénols totaux allant de 0,867 a 5,160 mg équivalents en acide gallique par 1 g de la

matiére seche.

L'activité d'antiurolithiasique in vitro de divers extraits des plantes a été réalisée par deux
modeles différents. Dans le modeéle turbidimétrique, on se propose de déterminer
spectrophotométriquement I’effet des extraits de concentration 1 g/L sur la cristallisation
oxalocalcique, induite par ajout d’oxalate dans des urines du sujet sain. Tandis que, le modéle
gravimétrique s’appui sur la mesure de la variation de masse des calculs rénaux de type urate de
calcium et acide urique, aprés les mettre en contact avec 5 ml des extraits de concentration 5g/L
pendant 15 jours. Dans les deux tests, 1’activité antiurolithiasique a été comparée a celle de deux
inhibiteur antiurolithogénése de référence : le citrate de sodium et le Succinimide pharbiol. Les
résultats obtenus montrent clairement que I’extrait hydrométhanolique des racines de
Pithuranthos scoparius a donné un pouvoir antiurolithiasique, mesuré par les deux tests, trés

important (>40 % d’inhibition) comparativement aux inhibiteurs de référence.

Toutefois, ce résultat est un grand pas vers la recherche d'un reméde efficace contre la formation
de lithiase urinaire et le travail devra étre confirmé par des études in vivo afin de valider ces
observations in vitro sur les apports de ces trois plantes dans le traitement de la lithiase

oxalocalcique.

Mots clés : Plantes médicinales, screening phytochimique, calculs urinaires, oxalate de calcium, antiurolithiasique.



ABSTRACT

The richness of the steppe zone by the medicinal plants and their diversity traditional uses in the
region of Laghouat, allowed us to study the inhibitory effect of Herniaria fontanesii,
Pithuranthos scoparius and Cynodon dactylon extracts on the formation of calcium oxalate

kidney stones.

Firstly, we have carried out phytochemical screening and quantitative analysis of phenolic
compounds of various extracts from the three plants. The obtained results proved that our
extracts are rich in catechic tannins and C-, O-heterosides, with a total phenolic content ranged

from 0.867 to 5,160 mg of gallic acid equivalent per 1 g of dry matter.

The in vitro antiurolithiasic activity of different plants extracts has been carried out by two
different models. In the turbidimetric assay, we have determined spectrophotometrically the
effect of the extracts (1 g/L) on the oxalocalcic crystallization, induced by addition of oxalate in
urines from healthy subject. Whereas, the gravimetric assay is based to measure the variation of
calcium urate and uric acid renal calculi weight, after putting them in contact with 5 ml of the
extracts (5g/L) during 15 days. In the two assays, the antiurolithiasic activity was compared
with that of two antiurolithogenesis inhibitory standards: sodium citrate and Succinimide
pharbiol. The achieved results measured by the two tests, show clearly that the Pithuranthos
scoparius roots hydromethanolic extracts have provided very important antiurolithiasic power (>

40% of inhibition) compared to the standard inhibitors.

However, this result is a great step forward towards the search for an effective treatment for the
urinary calculi formation. But, this work will have to be confirmed by in vivo experiments in
order to validate these in vitro observations on the contributions of these three plants in the

treatment of the oxalocalcic renal calculi.

Key words: Medicinal plants, Phytochemical screening, Kidney stones, Calcium oxalate, antiurolithiasic.
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Etude de l'effet antiurolithiasique in vitro des extraits de trois plantes médicinales locales

I. Introduction géenérale

Dans les derniéres décennies, les vertus thérapeutiques des plantes médicinales ont les permis
d’avoir une grande importance pour la santé des individus et des communautés (C. Lartigau-
Roussin ,2002). De ce fait, I’Organisation mondiale de la santé a soutenu 1’établissement d’une
base pour la conservation des plantes médicinales et a encouragé les pays en voie de
développement a organiser la médecine traditionnelle dans des cadres réglementaires. Ainsi, des
milliers de plantes médicinales recensées a ce jour sont utilisées par 80 % de la population
mondiale pour lutter contre diverses maladies. Donc la recherche a été concentrée sur
I’évaluation scientifique des drogues traditionnelles de l'origine végétale qui sont riches en des
produits du métabolisme secondaire comme, les polyphénols, les huiles essentielles, les

alcaloides...etc. (Organisation mondiale de la santé, 2003).

En Algérie, la médecine douce est encore largement sollicitée par la population pour plusieurs
raisons qui se trouvent étre les mémes dans d’autres pays. Essentiellement, les patients ne sont
pas satisfaits des traitements qu’ils recoivent et perdent confiance envers leurs médecins et
préférent des cures a base de plantes qui semblent étre plus naturelles, sans effets secondaires
inévitables et pas colteuses. Par exemple dans le cas de la lithiase urinaire, les médicaments
conventionnels comme les diurétiques, les anti-inflammatoires et les inhibiteurs de certains
métabolites sont les seuls médicaments utilisés dans le traitement de la lithiase oxalocalcique,

avec des effets secondaires néfastes (D. Juyal et al , 2010).

La lithiase urinaire, urolithiase ou anciennement « maladie de la pierre » est une maladie due a la
présence de calculs dans le corps humain (rein, vessie, uretére,...), qui est trés fréquente et
connue depuis 1’Antiquité puisque des calculs ont été retrouvés dans des organes de momies
d’Egypte et d’Amérique. Elle est définie comme le résultat d'une précipitation anormale a
I'intérieur du tractus urinaire. Cette précipitation se fait le plus souvent a partir des constituants
normaux de l'urine. On considere que 2 a 15% de la population mondiale souffre de calculs
urinaires. La fréguence est la plus élevée entre 30 et 50 ans, avec une nette prédominance

masculine (F. Atmani et S.Khan , 2000).

La lithiase rénale est devenue trés fréquente dans les pays occidentaux, en parallele avec
I'élévation du niveau de vie et avec les modifications des habitudes alimentaires qui en resultent.
Il est donc certain que les facteurs d'environnement jouent un réle majeur a l'origine de la lithiase
rénale, notamment de la lithiase oxalocalcique qui est devenue la forme prépondérante

puisqu’elle affecte environ 10% de la population dans les pays industrialisés. Toutefois, les
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facteurs génétiques jouent également un réle important, et il existe plusieurs formes de lithiase
d'origine héréditaire ou I'anomalie génétique est la cause directe de la formation des calculs (A.
Guyton et J. Hall, 2006). D’apres les études et 1’évolution de la maladie lithiasique et 1’analyse
d’un calcul on peut préciser les composées les plus fréquentes qui sont ; 1’oxalate de calcium
(sous forme mono- ou di-hydratée), le phosphate de calcium (surtout I’hydroxyapatite), I’acide

urique, le phosphate d’ammonium et de magnésium et la cystine. (F. Atmani et S. Khan, 2000).

Vu la propagation des maladies lithiasiques en Algérie et la richesse de la région de Laghouat en
plantes médicinales, 1’objectif de notre travail est d’améliorer 1’état de santé des populations par
I’utilisation des médicaments a base des plantes médicinales et plus spécifiquement de proposer
une solution possible aux probléemes liés aux lithiases urinaires. De ce fait, nous nous sommes
intéresseé dans ce mémoire a I’étude de ’effet inhibiteur des extraits de Cynodon dactylon (L),
Pithuranthos scoparius et Herniaria fontanesii sur la formation de lithiase urinaire de type

oxalocalcique in vitro.

La premiere partie de ce travail a €té consacrée a la préparation des extraits puis au dosage des
phénols totaux des substances végétales actives a partir des trois plantes choisies. L’étude de
I’activité antilithiasique des extraits in vitro, a été traitee dans la deuxiéme partie. Pour ce faire,
nous avons choisis deux tests. Dans le premier test, dont le but de diminuer le facteur
cristallogéne et d’éviter la formation des calculs par précipitation de I'oxalate de calcium, nous
avons entrepris I'étude in vitro sur I'inhibition de la cristallisation oxalocalcique en présence des
extraits susceptibles d'inhiber le processus de précipitation. L'inhibition de cette cristallisation
oxalocalcique a été étudiée spectrophotométriquement dans un modeéle turbidimétrique des
solutions thermostatées & 37°C a 620 nm. Dans le deuxiéme test, 1I’étude de I’activité
antilithiasique a été achevée par un modeéle gravimétrique par la mise en évidence du pouvoir de
dissolution de deux types des calculs urinaires (urate de calcium et acide urique) a I’aide

d’extraits des plantes antilithiasiques évoquées ci-dessus.
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I1. Matériel et méthodes
11.1. Matériels
11.1.1.Matériels utilisés
e Spectrophotomeétre (Shimadzu 1601) , Appareil de diffraction des rayons X (Philips)

11.1.2. Matériel végétal

Les plantes ont été récoltées de la région de Sidi Makhlouf, environ 40 km du nord-est du centre
ville de la willaya de Laghouat, au mois de décembre 2014 (Tableau 1). Les plantes investiguees
sont séchées a I’abri de la lumiere pendant 2 mois.

Tableau 1: Les plantes investiguées et leur utilisation en médecine traditionnelle

Description de la plante Photo

Nom latin: Herniaria fontanesii

Famille: Caryophyllacées

Nom vernaculaire: Fetat el Hdjar

Description :  Vivace tres ramifiée, suffrutescente et
pubescente (long : 30 cm). Feuilles elliptiques, oblongues
oblancéolées ou oblongues spatulées (long : 5 mm, large : 2
mm), pubescentes, a la base atténuée, a I'apex obtus. Fleurs
avec 5 sépales obovaux (long : 1 mm), et 5 étamines,
apétales, groupées par 3-7 en glomérules axillaires ou
terminaux. Utricules ellipsoides (long : 1 mm).

Utilisation  traditionnelle : Diurétique, troubles
respiratoires, réduire les calculs, hypertension artérielle (A
.Nait Mbark et al, 2000).

Nom latin : Pithuranthos Scoparius

Famille : Apiécée

Nom vernaculaire : Guezah

Description: C’est une plante herbacée, aphyllé, a tiges
souvent trés ramifiées. Ombelle a involucre, ovoide & 6
bandelettes. C’est une plante herbacée, formant des touffes :
tiges floriféres érigées bien plus longues, a ombelles
latérales, a pédoncule court (1 - 3 cm). Les fleurs est de
couleurs blanches.

Utilisation traditionnelle : Purgatif digestible, traitement
des maladies rénales, problémes des voies urinaires (N.
Boutaghane et al ,2004).

Nom latin : Cynodon dactylon (L).

Famille : Poacée

Nom vernaculaire : Enedjem

Description : C’est une plante vivace rhizome longuement
Rampant sur la surface du sol environ 2 & m de long, elle
est trés ramifiée portant de nombreuses feuilles dressées a
longue gaine.

Utilisation traditionnelle : Le chiendent est connu pour ses
effets diurétiques, pour faire disparaitre les calculs rénaux,
pour ses effets fébrifuges et pour soulager les inflammations
de la prostate (A. Rad , 2012).
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11.1.3. Réactifs chimiques
Tous les produits utilisés dans ce travail sont d’un grade analytique élevé (Tableau 2).

Tableau 2 : Réactifs chimiques utilisés

Produit Marque

Acétone, méthanol, Na,COgs, Folin-Ciocalteu, acide gallique, citrate de
Sodium , I’acide sulfurique, cyclohexane, d’éthyle éther, acétate d’éthyle, Sigma- Aldrich
Ammoniac, lode, lodure de potassium, chlorure de fer (Fecls),

Magnésium pure (Mg ), vanilline .

Anhydride acétique, acide acétique, réactif de Fehling, Prolabo
Acide chlorhydrique (37%), Chloroforme, chlorure de mercure Fluka
Oxalate de sodium BHD

CCM analytique 20x20cm gel de silice 60 Merck
Nitrate de bismuth Laboratory reagent

11.2. Méthodes

11.2.1. Préparation des extraits :

Il existe deux méthodes utilisées fréquemment dans 1’extraction des principes actifs ; extraction
a froid « macération » et extraction a chaud « infusion et décoction ». Dans notre travail nous

avons choisi I’extraction par macération et par décoction.

Concernant I’extraction par décoction, 2 g de chaque partie de la plante (la partie aérienne
d’Herniaria fontanesii et la partie aérienne et les racines de Cynodon dactylon et Pithuranthos
scoparius ) a été broyé et protée a I’ébullition dans 100 ml d’eau distillé durant 5 minutes.
Tandis que, I’extraction par macération a été réalisée sur 2 g de la matiere veégétale séche
finement broyée par 4 systémes de solvants: acétone (100%), méthanol (100%), acétone-eau
(50%-50%) et methanol-eau (50%- 50%), pour une durée de 24 heures a température
ambiante. Aprés chaque extraction, le filtrat est évaporé sous vide a 1’aide d’un Rota vapeur,

puis le résidu sec obtenu est pesé et solubilisé dans des volumes différents du méthanol
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absolue, d’acétone et d’eau distillée selon la solubilité des résidus. Les extraits ainsi obtenus
sont conservés a 4°C jusqu’a leur analyse. Nous avons obtenu alors, 5 extraits acétoniques, 5

extraits méthanoliques, 6 extraits aqueux, 5 hydrométhanoliques et 5 extraits hydroacétoniques.
11.2.2. Analyse des extraits par chromatographie sur couche mince (CCM)

Aprés ’extraction, une CCM analytique a été réalisé pour permettre une premiere orientation sur

les classes de composés présentes dans les différents extraits bruts a analyser.

La séparation a été effectuée dans des cuves en verre saturées avec 1’éluant approprié (Ether
diéthylique / acétate d’éthyle 7 / 3 v/ v) en utilisant une plague CCM de dimension 10x10cm en
gel de silice. Apres migration la plaque est séchée a I’air libre et révélée par une lampe UV a une

longueur d’onde A= 366 nm.

Une autre chromatographie sur couche mince (CCM) bidimensionnelle a été menée sur I’extrait
hydrométhanolique des racines de la plante Pithuranthos scoparius pour avoir un apercu de la
nature des constituants que I’on peut concorder cette activité antiurolithiasique. Pour cela,
I’extrait a été ¢lué sur une plaque CCM de silice en utilisant deux solvant appropriés (solvant 1 :
acétate d’éthyle / dichlorométhane / cyclohexane; 4,7 / 35/ 1,76 v / v / v et solvant 2:
dichlorométhane / méthanol / eau 5/ 4,16 / 0,84 v / v / v). L’observation des CCM s’effectue en
lumiére visible et sous UV (254 et 356 nm), avant et apres révélation par les réactifs appropriés.
Les réactifs utilisés pour le présent travail sont ; le réactif a la Vanilline sulfurique (révélateur
polyvalent), le réactif d’AlCl; (révélateur des flavonoides), le réactif de Dragendorff (révélateur

des alcaloides) et le réactif de Liebermann-Burchard (réactif des stérols, stéroides et triterpénes).
11.2.3. Screening phytochimique des extraits

Il s’agit d’une analyse qualitative basée sur des réactions de coloration et/ou de précipitation

effectués sur les extraits préparés selon la méthodologie suivante :
11.2.3.1. Les tanins

2 mL d’une solution diluée des extraits de concentration 1 g/L a été placée dans un tube a
essai. Ensuite, on ajoute quelques gouttes du chlorure ferrique (1%) a l'extrait diluée. En
présence de tanins galliques on observe une coloration bleue noire alors qu'en présence de

tanins catéchiques cette coloration est brune verdatre (A. Rizk, 1982).
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11.2.3.2. Les alcaloides :

Grace aux réactifs généreux de caractérisation des alcaloides nous en avons utilisé deux tests a
savoir le réactif de Mayer et le réactif de Wagner car certains alcaloides peuvent étre sensibles a

certains tests et non détectables par d’autres (R. Randerath, 1971).

1mL d’extrait dilué de concentration 1g/L a été introduit dans des tubes a essai, puis 5 gouttes
de réactif de Mayer ou de 2 gouttes du réactif de Wagner ont été ajoutées. Apres 1’agitation, on
laisse les solutions & séjourner pendant 24h. Aprés la centrifugation avec une vitesse de 2000
r/min pendant 5 min, s’il apparait un précipité blanc jaunatre avec le réactif de Mayer ou un
précipité brun avec le réactif de Wagner, c’est qu’on est en présence d’alcaloides (M.Paris et al,
1969).

11.2.3.3. Les anthocyanes

2mL de solution d’HCL (2N) a été ajouté a ImL d’extraits diluée de concentration 1g/L.
Ensuite, on ajoute quelques gouttes d’ammoniac concentré. En présence des anthocyanes on

observe une coloration rose ou rouge qui vire au bleu-violacé (M.Debry et al, 1971).
11.2.3.4. Les flavonoides

La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter 1 mL de I’extrait diluée (1g/L)
avec 1 mL d’AICI3 (2%). Apres 15 min d’incubation & la température ambiante les
flavonoides sont mis en évidence si une couleur jaune s’apparait. (M.Debray et al, 1971;
M.Paris et al, 1969).

11.2.3.5. Les saponines

Pour mettre en évidence les saponines, nous avons introduit 2mL de la solution diluée (1g/l) de
chacun d’extraits dans des tubes a essais. Chaque tube est agité pendant 15 secondes puis,
laissé au repos pendant 15 min. Une hauteur de mousse persistante supérieure a 1cm indique la

présence des saponines (E.Trease et W.Evans, 1987).
11.2.3.6. Dérivés anthracéniques libres

1ml de chacun d’extraits dilués de concentration de 1 g/L est ajouté a 1ml de NH,OH 10 fois
diluée. Apres I’agitation pendant 15 secondes, la coloration plus ou moins rouge indique la

présence d’anthracéniques libres (A.Diallo, 2005).
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11.2.3.7. Les dérivés anthracéniques combinés
v' O-hétérosides

On ajoute 2mL de chloroforme & 2mL de chaque extrait diluée de concentration (1g/L).
Ensuite, on soutire la phase organique et on I’introduire dans un tube a essai puis on
ajoute ImL de NH4OH 10 fois dilué. Apreés I’agitation, la présence d’anthraquinones est

relevée par la coloration rouge plus ou moins intense. (A.Diallo, 2005).
v' O-hétérosides a génines réduites

3 a 4 gouttes de FeCl; a 10% a été ajouté a 1mL de chaque extrait diluée de
concentration 1g/L ; puis, on chauffe pendant 5 min au bain marie a 100 C°. Apreés
refroidissement, on ajoute 2ml de chloroforme. Ensuite, on ajoute 1mL de NH,OH 10
fois dilué a la phase organique. En présence de produits d’oxydation des anthranols ou

des anthrones, une coloration rouge intense apparait. (A.Diallo, 2005).
v' C-hétérosides

On reprend la phase aqueuse qui a été conservé au cours de la caractérisation des O-
hétérosides par ImL d’eau distillée et on ajoute 1ml de FeClz a 10%. Ensuite, on introduit
les tubes & essai dans un bain marie bouillant pendant 30 min, puis on laisse a refroidir et
on ajoute ensuite ImL de chloroforme. Aprés, on ajoute 1mL de NH,OH 10 fois dilué.
Une coloration rouge plus ou moins intense indique la présence de génines de C-
hétérosides (A. Diallo, 2005).

11.2.3.8. Les composes réducteurs

A 1 mL de la solution a analyser de concentration 1g/L, on ajoute 20 gouttes de réactifs de
Fehling puis on chauffe dans un bain marie a 100 C° pendant 1h. L‘obtention d’un précipité

rouge brique indique la présence de composes réducteurs (E.Trease et W.Evans, 1987).
11.2.3.9. Les coumarines :

1 ml de chaque extrait de concentration 1g/L est placé dans un tube a essai. Le tube est
recouvert avec un papier imbibé d’une solution de NaOH et porté a I’ébullition dans un bain
marie pendant quelques minutes. Ensuite, 0,5 ml de NH,OH 10% dilué a été ajouté et deux
taches ont été mises sur un papier filtre qui sont examinées sous la lumiere ultraviolette. La

fluorescence des taches confirme la présence des coumarines (A.Rizk, 1982).
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11.2.3.10. Les stérols et triterpénes :

On mélange 1mL de chaque extrait diluée de concentration 1g/L avec 0,5 mL de I’anhydride
acetique, puis on ajoute acide sulfurique. En cas de réaction positive il se forme un anneau

rouge-brunatre ou violet a la zone de contact des deux liquides (E.Trease et W.Evans, 1987).
11.2.3.11. Les amidons :

ImL d’extrait dilué de concentration 1g/L a été introduit dans des tubes a essai, puis 5 gouttes
de réactif d’amidon ont été ajoutées, L‘obtention d’un coloration bleu violacé indique la

présence d’amidon. (E.Trease et W.Evans, 1987).
11.2.4. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des phénols totaux a été effectué par une méthode adaptée de Singleton et Ross
avec le réactif de Folin-Ciocalteu (N. Boizot et al, 2006). 100 pl de chaque extrait ont été
introduits a 1’aide d’une micropipette dans des tubes a essai, suivis de I’addition de 500 pl
du réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois dilué). Apres incubation pendant 2 minutes, 2 ml de
carbonates de sodium Na,CO3; a 5% ont été ajoutées, puis les solutions ont été secouées
immédiatement et sont maintenues a 1’obscurité pendant 30 minutes a température ambiante.
L’absorbance de chaque solution a été déterminée a 760 nm contre un blanc sur un
spectrophotomeétre UV-Visible de type UV-1601. La teneur en composes phénoliques de
chaque extrait a été calculée a partir une courbe d’étalonnage de 1’acide gallique et exprimée

en milligrammes par gramme de la matiére séche équivalent en acide gallique (mg/g EAG).
11.2.5. Evaluation de I’activité antiurolithiasique des extraits
11.2.5.1. Modéle turbidimétrique

Ce modéle consiste a 1’étude de la cristallisation oxalocalcique entre les urines et ’oxalate de
calcium, sans et avec inhibiteur, afin d'évaluer la capacité inhibante des extraits préparés. Ce
modeéle turbidimétrique permet de travailler a des pH et température contrdlés. (C. Hennequin et
al, 1993).

Les urines de 24 heures, d’un homme sans antécedents lithiasiques, ont été collectées et
conservées dans une bouteille en verre sans ajout d’agent antibactérien. En présence d’oxalate
de sodium et & I’aide d’un spectrophotometre UV-visible (Shimadzu 1601) et d'un bain marie,

maintenant la température de travail a 37°C a un pH de 6,8, I’activité antiurolithiasique des
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extraits a été examinée en termes de formation d’oxalate de calcium par la mesure de

I’absorbance de turbidité a 620 nm.

Pour mieux suivre I'évolution de la cristallisation avec le modéle turbidimétrique mis en place,
nous avons déterminé tout d‘abord le temps réactionnel correspond a la croissance d’oxalate de
calcium est expérimentalement mesurable aprés I’incubation d’urine dans un bain marie a
37C°. Apres 30 min on prend 1mL d’urine et on ajoute un volume de 1 mL d'oxalate de sodium
(25 mM) préalablement maintenu a 37°C, puis on déclenche immeédiatement la mesure. On
obtient ainsi, la courbe de variation de I'absorbance en fonction du temps et on détermine alors,

le temps d'induction T; qui correspond & une durée moyenne de 300 secondes.

La mesure de I’effet antiurolithiasique des extraits a été déterminée comme suit: 100l
d’extrait diluée (1 g/L) a été ajouté a 1 ml d'urine incubé dans un bain marie a 37 C° et 1 ml
d’oxalate de sodium. Aprés 300 secondes d’incubation a 37 C° et a I’obscurité, on mesure
I’absorbance du mélange réactionnel a 620 nm contre un blanc. Nous avons utilisé également
deux substances chimiques comme bon inhibiteurs de cristallisation de calculs ; le citrate de
sodium qui présente une sensibilité et une fiabilité assez importante et le SUCCINIMIDE
PHARBIOL qui est classé comme 1’un des médicaments ont un usage tres important dans le
domaine pharmacologique contre la maladie de la lithiase rénale. Tous les tests ont été
effectués en quintiplicate. Les mesures de densités optiques en présence de chaque solution
d’extrait et de références a des concentrations égales 1g/L nous ont permis d’exprimer

I’activité antiurolithiasique par le pourcentage d‘inhibition (I %).

1 % = ((Ac- A ) A x 100

A:: Absorbance mesuré en absence d’inhibiteur ; A, : Absorbance mesuré en présence d’inhibiteur
11.2.5.2. Modéle gravimétrique

Evaluation de I’activité antiurolithiasique par la meéthode gravimétrique des extraits prépares
ainsi que les standards ont été entrepris par la mesure de la masse éliminée (dissoute) de calcul.
L’étude de ce modele a été effectuée par deux types de calculs rénaux (Urate de calcium et
acide urique) (voir annexe). La premiere étape consiste a laver les fragments de calculs par de
I’eau distillée et les mettre dans 1’étuve a température 40C° pour le séchage. Apres le séchage,
les fragments des calculs on été mises en contact avec 5 ml de chaque extrait (ou réféerence) de
concentration 5g/L dans 1’étuve a température de 37C° pendant quinze jours. Aprés cette
période de contact, les calculs ont été sortis du milieu expérimental, lavés a 1’eau distillée,

séchés a 40°C durant 16 heures, puis pesés a I’aide d’une balance de précision pour évaluer la
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perte de masse. L’activité antiurolithiasique a été exprimée par le pourcentage de dissolution du

calcul rénal (D %).

D % = ((mo— m; )/ mp) x 100

D% : constant de dissolution, my: masse du calcul avant contact ; ms : masse du calcul aprées contact
I11. Résultats et discussion

I11.1. Analyse des extraits par chromatographie sur couche mince

Pour un essai d’analyse qualitative de nos différents extraits on a eu recours a I’utilisation de la
chromatographie sur couche mince (CCM), puisqu’elle est I’une des méthodes de séparation des
différents constituants d’un extrait végétal et qui est plutdt simple a mettre en ceuvre. Dans notre
étude, nous avons réalise une chromatographie sur couche mince pour les fractions
méthanoliques et acétoniques , hydrométhanolique , hydroacétonique , aqueux , des deux parties
de chaque plante étudiée sur une plaque de gel de silice en utilisant le systéme suivant : (Ether
diéthylique/ acétate d’éthyele ) (7/ 3) (viv).

Apres observation des plaques dans une chambre noire d'une CCM et en s'appuyant sur les
données de la bibliographie quant a la séparation des composés phénoliques par CCM et leur
observation sous UV, on peut éventuellement prédire les composés ou les familles de composés
les plus probables qui peuvent dans la composition des extraits de plantes. Par le biais de ce
systeme, nous avons pu mettre en évidence plusieurs taches qui absorbent a une longueur d’onde
de 366 nm (Figure 1). Ces différents spots présentent des taches de couleur violette, bleue,
blanche fluorescente, jaune, orange et marron, qui peuvent correspondre a plusieurs classes de

métabolites secondaires (C. Manach et al, 2004).

A AE M ME E A AE M ME E A AE M ME E A AE M ME E A AE M ME E

Herniaria Cynodon dactylon Cynodon dactylon Pithuranthos Pithuranthos
fontanesii partie (L) partie aérienne (L) Racines scoparius partie scopz_irius
aérienne aérienne Racines

Figure 1 : Photo de la plague CCM analytique des extraits sous lampe UV (366 nm)
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Dailleurs, nous avons enregistré que tous les différents extraits de chaque partie de plante
présentent presque les mémes chromatogrammes. De plus, les extraits des racines de la plante
Pithuranthos scoparius et les extraits de la parie aérienne de Herniaria fontanesii renferment un
grand nombre de molécules comparativement aux autres extraits. Ainsi et aprés une simple
comparaison entre les chromatogrammes des différents extraits, il apparait clair et évident que
certains taches sont communes. En revanche, d’aprées 1’analyse qualitative et 1’étude de I’activité
antiurolithiasique de ces extraits qui ont montre des différences significatives, on peut constater
I’existence des produits actifs qui n’ont pas été détectés sur le chromatogramme. En effet, il
existe une relation étroite entre la fluorescence du composé, sa nature et son mode de

substitution.

I11.2. Analyse phytochimique des extraits

Dans le but de rechercher les différentes classes des substances secondaires dans les extraits
d’Herniaria fontanesii, de Pithuranthos scoparius et de Cynodon dactylon, nous avons effectué
un screening phytochimique par la mise en place d’un ensemble de réactions de caractérisation
de différents composés chimiques a savoir : les flavonoides, les saponines, les tanins, les
alcaloides, les anthocyanes, les terpénes, les amidons, les coumarines, les dérivés anthracéniques

et les composés réducteurs.

La mise en évidence des différentes classes des métabolites secondaires constituants une plante,
nous permet d’avoir une bonne idée sur ses activités pharmacologiques. Pour cela nous avons
réalisé les tests phytochimiques sur les deux parties des plantes étudiées avec différents solvants

d’extraction.

Ces tests sont en relation avec I’intensité du précipité et de turbidité ou la coloration est
proportionnelle a la quantité de la substance recherchée. Ainsi, une réaction franchement positive
est représentée par (+++), une réaction moyennement positive est représentée par (++), une
réaction faiblement positive est repreésentée par (+) et I’absence de la substance est représenté par
(-). Les réactions de caractérisation ont permis de mettre en évidence plusieurs groupes

chimiques. Les résultats sont présentés dans le tableau 3.

On constate d’un test a I’autre que les tanins catchéchiques et les O. Hétérosides a génie réduits
sont les groupes chimiques les plus fréquents. On les retrouve dans les différentes parties des
trois plantes et on note 1’absence de tanins galliques, dans tous les échantillons. C’est aussi le
cas des anthocyanes, des amidons, des coumarines, des dérivés anthracéniques libres et des

stérols et triterpénes.
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Tableau 3: Résultats du screening phytochimiques
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A : Acétone (100%), A.E : Acétone/eau (50%/50%). M.E : Méthanol / eau (50%/50%), E : eau (100%) ; (-) Absence de
principe actif ; (+) Traces de principe actif ; (++) Présence moyenne de principe actif ; (+++) Riche en principe actif.
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Dailleurs, les alcaloides sont présents dans tous les extraits d’Herniaria fontanesii. La réaction
de Wagner est positive dans toutes les fractions par contre la réaction de Mayer est négative
pour la méme plante. Pour les autres extraits, les résultats varient d’un extrait a I’autre et d’un

échantillon a [’autre.

Les résultats ont affirmé aussi que les saponines présents dans tous les extraits aqueux de
différentes parties des plantes testées. lls montrent aussi 1’absence des O. Hétérosides dans

tous les extraits de plantes etudiés.

L’apparition des composes réducteurs est aussi constatable dans presque tous les extraits de
Pithuranthos scoparius et de Cynodon dactylon notamment ceux qui renferment de 1’cau, sauf

les extraits de la plante Herniaria fontanesii qui donne des tests négatifs en ces composés.

Les flavonoides sont aussi présents dans presque tous les extraits des plantes étudiées sauf les
racines de la plante Cynodon dactylon. lls se présentent en quantités variables, avec une

dominance importante dans les extraits de la partie aérienne d’Herniaria fontanesii.

Les tests phytochimiques réalisés sur les extraits des deux parties de trois plantes ont révélé une
considérable présence des C. hétérosides dans tous les extraits, notamment la plante

d’Herniaria fontanesii.

Cette étude phytochimique qualitative montre que tous les groupes chimiques identifiés au
niveau de tous les extraits de trois plantes étudiées, leur conferent des propriétés
pharmacologiques remarquables, ce qui pourrait justifier ses multiples indications
thérapeutiques et pour lesquelles elle est utilisée en tradithérapie. Toutefois, peu d’étude a été
réalisées sur le plan phytochimique de la plante d’Herniaria fontanesii (A. Nait Mbarek et al,
1996).

Cependant, 1‘absence de certains principes actifs dans les extraits des différentes parties de
plantes investiguées comme les coumarines, les anthocyanes, les stérols et les terpénes ne
justifie pas que ces plantes sont pauvres en ces composés mais, les méthodes d'extraction et les
systémes de solvants utilisées dans notre travail ne sont pas satisfaisantes pour 1’extraction des

métabolites désirés.

Par exemple, des tests phytochimiques réalisés par certains chercheurs (A. Houaria et al, 2014,
H. Adida et al, 2015 ; M. Dahiaa et al, 2009 ;) sur les extraits des deux parties de Pithuranthos
scoparius ont révelé une forte présence de coumarines dans certains extraits. De plus, les

terpénoides sont présents aussi dans presque tous les extraits étudiés. Tandis que, nos extraits
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présentent des tests negatifs en ces métabolites. D'ailleurs, certains chercheurs (N. Arumugam
et al, 2014 ; K.Suresh et al, 2008) rapportent dans leurs travaux que la plante Cynodon dactylon

contiennent des stérols et des terpénoides, ce qui ne corrobore pas avec nos résultats.
111.3. Quantification des composées phénoliques

Les résidus de chaque extraction sont pesés pour calculer le rendement ; celui-ci varie en
fonction de I’espéce végétale, 1’organe utilisé dans I’extraction, les conditions de séchage, la
richesse de chaque espece en métabolites et de la nature du solvant utilise dans I’extraction ou le
fractionnement et de sa polarité. Les résultats obtenus (Tableau 4) montrent que les extraits secs
obtenus représentent un aspect visqueux de couleurs différentes avec des rendements qui varient
entre 2,4 et 38, 835 %.

Cependant, les rendements les plus importants sont enregistrés dans les parties aériennes suivis
des racines. La valeur la plus importante est convienne a I’extrait hydrométhanolique de la partie
aérienne de Herniaria fontanesii, tandis que la valeur la plus faible est trouvée dans 1I’extrait
acétonique des racines de Pithuranthos scoparius. Il est constatable aussi, que les plus faibles
quantités du résidu sec ont été apercues dans les extraits acétoniques comparativement aux autres
extraits. De ce fait, on peut déduire que les plantes étudiées renferment un matériel riche en
composés a caractére polaire.

Tableau 4 : Rendement d’extraction et teneur en polyphénols totaux

Cynodon dactylon (L.) Pithuranthos scoparius Herniaria fontanesii
Partie aérienne Racines Partie aérienne Racines Partie aérienne
R(%) PT (mg/g) R(%) PT (mg/g) R(%) PT (mg/g) R(%0) PT (mg/g) R(%) PT (mg/g)
1,377 0,867 2,143 0,984 4971
30,46 7,57 5,05 2,40 7,23
+0,025 +0,021 +0,016 +0,016 +0,036
AE 2,710 2,051 4,839 1,542 2,755
32,00 12,73 22,02 15,67 34,31
+0,118 +0,017 +0,140 +0,053 +0,026
1,880 1,333 3,58 6,230 2,489
20,57 13 91 12,72 10,49 37,27
+0,0276 +0,017 +0,132 +0,091 +0,013
M.E 5,160 0,822 2,133 4,745 4,926
16,57 12,90 10,44 16,21 38,83
+0,197 +0,015 +0,069 +0,249 +0,030
2,759 1,369 4,607 2,754 0,968
20,13 13,42 19,43 18,01 25,65
+0,026 +0,051 +0,075 +0,022 +0,042

(R (%) : Rendement d’extraction, PT : Teneur en polyphénols totaux (mg/g)
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Le dosage des phénols totaux a été effectue par la méthode de Singleton et Ross avec le réactif
de Folin-Ciocalteu. C’est I’'une des méthodes adoptées dans la plupart des travaux concernant les
antioxydants naturels. Elle est considérée comme étant la meilleure méthode

spectrophotométrique pour la quantification des polyphénols totaux.

La teneur en composés phénoliques de chaque extrait de plante a été alors calculée a partir de la
courbe d’étalonnage de ’acide gallique (Figure 2) et exprimée en milligrammes équivalent en

acide gallique (GAE) par gramme de la matiere seche. Les résultats obtenus sont présentés dans
le (Tableau 4).

D’apres la synthése de 1’ensemble de résultats obtenus lors de la quantification des phénols
totaux, on constate que les taux en composés phénoliques sont variables et qui s’étalent entre
0,867et 5,160 mg GAE/g de la matiere seche.

1,2 q
y =3,8528x
1 R?=0,9981
E 0,8
D
c
]
Z06
=
=]
£
g 0,4
]
a
0,2 +
0 T T T T T 1
0 0,05 0.1 0,15 0,2 0,25 0,3
[Acide gallique] (g/1)

Figure 2: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

Les taux des composés phénoliques les plus élevés ont été détectés dans les extraits
méthanoliques et hydrométhanoliques. Tandis que, les teneurs les plus faibles sont remarquées
pour les extraits acétoniques. En outre, nous avons enregistré que les extraits méthanoliques qui
ont donné un rendement le plus important en résidu sec ont offert aussi une teneur importante en

phénols totaux. Ce résultat pourra étre expliqué par le fait que la polarité des extraits influe sur le
type de composes extraits.



Etude de l'effet antiurolithiasique in vitro des extraits de trois plantes médicinales locales “

Aussi, nous avons constaté la partie aérienne contiennent des proportions plus élevées de
polyphénols comparativement aux racines de mémes plantes et la méme remarque pour le
rendement. Ces résultats montrent principalement que les composés phénoliques ne sont pas
abondants au niveau des racines ce qui revient probablement a la solubilité relative des
polyphénols présents dans cette partie. En fait, la solubilité des polyphénols est conditionnée par
le type de solvant utilisé. Ainsi, pour une haute récupération de polyphénols, le méthanol est le
solvant approprié (Z. Mohammedi et F. Atik, 2011 ; Z.Wissam et al , 2012 ; W. Aboshora et al,
2014). D'ailleurs, la répartition inégale des polyphénols dans les différents organes d’une plante a

été rapportée par plusieurs auteurs (V.Rao, 2012 ; F. Gianmaria et al, 2011 ; G.Pace et al, 2014).

L’inconvénient majeur de ce test est que le réactif du Folin-Ciocalteu n’est pas spécifique aux
composés phénoliques, mais il réagit avec tous autres composés qui contiennent un groupement
OH comme les sucres, les protéines et les pigments par ce qu’une telle extraction ne donne pas
que les composés phénoliques. De-ce-fait, les valeurs obtenues en phénols totaux ne
représentent pas les teneurs réelles de ces substances dans les plantes investiguées.

[11.3. Evaluation de P’activité antiurolithiasique

La maladie de lithiase urinaire a affligé I'numanité depuis I'antiquité et peut persister avec des
consequences médicales graves, durant toute la vie d'un patient. En outre, l'incidence des
calculs rénaux a été augmentée dans les sociétés occidentales dans les derniéres années, en

association avec le développement économigue (P. Rieu , 2005).

Actuellement, la phytothérapie ou la médecine traditionnelle a été employée pour I'évaluation
d'antiurolithiasique, et certaines plantes médicinales sont utilisées d’une maniére traditionnelle
pour le traitement des calculs urinaires. Parmi les plantes antiurolithiasiques les plus réputées

des familles : les caryophyllacées, les fabacées et les apiacées (A. Amar et al, 2010).

Dans notre étude on a choisi trois plantes médicinales locales a savoirs ; Herniaria fontanesii,
Pithuranthos scoparius et Cynodon dactylon. Le chois de ces plantes est basé sur des données
ethnopharmacologiques indiquant leur 1’utilisation en médecine traditionnelle locale contre la

lithiase urinaire.

L’évaluation de l'activité antiurolithiasique in vitro des extraits des plantes investiguées a été
effectué par deux tests (modeles) chimique in vitro ; un modéle turbidimétrique mesurant ainsi

I’inhibition de formation d’oxalate de calcium en présence et en absence d’inhibiteur et un



Etude de l'effet antiurolithiasique in vitro des extraits de trois plantes médicinales locales

modeéle gravimétriqgue mettant en évidence le pouvoir de dissolution des calculs urinaires

composés d’urate de calcium et d’acide urique par les extraits de nos plantes.

La cristallisation de diverses substances a fait I'objet de nornbreux travaux, particulierement celle
de l'oxalate de calcium. On retrouve plusieurs modéles de cristallisation in vitro qui ont en
commun des solutions sursaturées en ions cristallisable. Certains modeles reposent sur la
variation de la concentration des substances cristallisables, alors que d'autres se basent sur
I'ensemencement de la solution par des cristaux qui amorcent la cristallisation (F. Abdelmalek et
al, 2001 ; S. Vamsi et al, 2014). Aprés avoir provoqué la cristallisation, le but reste a évaluer cette
derniére par différentes techniques telle que la conductimétrie, la spectrophotométrie et la
méthode sur gel (A. Kumar et al, 2013 ; A. Patil et al, 2014).

Pour I'ensemble de ces études, la premiére espéce cristalline qui se forme est I'oxalate de calcium
trihydraté (CaC,0,4.3H,0), cette forme instable donne spontanément la structure la plus stable
qui est I'oxalate de calcium monohydraté ou whewellite (A. Aggarwal et al , 2010 ; S. Tayal et al,
2012).

Les travaux réalisés sur les processus de cristallisation et d'inhibition in vitro ont permis de
préciser les conditions thermodynamiques et cinétiques de la cristallisation de l'oxalate de
calcium et de tester I'activité et le pouvoir d'inhibition de substances chimiques et/ ou naturelles.
Le modéle d'étude des inhibiteurs de la cristallisation oxalocalcique que nous avons adopté est
basé sur le principe de la turbidimétrie se référant sur la croissance cristalline qui comporte la
nucléation, la croissance et l'agrégation. La turbidimétrie est une méthode optique qui mesure le
trouble (absorbance) qui existe dans une solution. La valeur de I'absorbance A est déterminée par

rapport a une valeur de référence

Dans notre travail, la cristallisation de 1’oxalate de calcium in vitro, a été effectué par le modéle
turbidimétrique dans un systéeme fermé a 37C°, car il est plus simple, posséde une bonne
reproductibilité, suit la cristallisation d’une fagon continue et capable de montrer clairement les

trois phases (P. Antinozzi et al, 1992).

L’allure générale des courbes obtenues par la turbidimétrie est représentée par trois parties
(Figure 3). Une premiere partie correspond a I’étape de nucléation cristalline qui est caractérisé
par un temps d'induction Ti. Une phase ascendante de forte croissance, linéaire sur une large
partie de temps correspondant a la croissance cristalline qui est caractérisée par un deuxieme

parameétre cinétique qui est la pente turbidimétrique. Enfin, une lente décroissance passant par un



Etude de l'effet antiurolithiasique in vitro des extraits de trois plantes médicinales locales “

maximum et traduisant la phase d'agrégation qui présente un intérét important dans I'étude de la

cristallisation (F. Abdelmalek et al , 2001 ).

Absorbance
Agrégation

Germinption

, Iemps (mn)

Figure 3: L allure générale de la courbe turbidimétrique (F. Abdelmalek et al , 2001 )

La formation du calcul rénal est un processus complexe qui résulte d'une succession de plusieurs
événements physico-chimiques comprenant, la nucléation, la croissance de noyau et en fin
I’agrégation qui caractérisé par une croissance puis une stabilité de densité (S. Dodola et al,
2008). Pour empécher ce défaut de fonctionnement physiologique, différents extraits de trois
plantes médicinales locales (Herniaria fontanesii, Pithuranthos scoparius et Cynodon dactylon)

sont employées par 1’étude de leur activité antiurolithiasique comparativement a deux inhibiteurs

de référence choisi.

Dans notre étude, I’incubation d’urine de 24h d’un homme sans antécédents lithiasiques avec
I’oxalate de sodium de concentration 25 mM a 37 C° et a pH=6,8 résulte la précipitation de
I’oxalate de calcium. Les mesures des densités otiques d’oxalate de calcium formés en

fonction du temps nous on permit de tracer la courbe suivante (Figure 4) :

1,0000 T T

——— Le contrdle

0,80001

0,40001

Abs ( 620nm)

0, 20001

0,0000 L L
0,0000 100,0000 200,0000 300,0000

Temps ( seconde)

Figure 4: Courbe de cristallisation d’oxalate de calcium sans inhibiteur
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Premiérement, la courbe ci-dessus possede une allure similaire a celle obtenue par turbidimétrie

et rapporté dans des travaux courants (A.Bensatal, 2010 ; F. Abdelmalek et al, 2001 ).

D’aprés cette courbe, on constate que le temps réactionnel correspond a la croissance d’oxalate
de calcium est égale a 300 secondes. Apres la détermination de ce paramétre d’agrégation, nous

avons tenté ensuite a I’étude du pouvoir antiurolithiasique de nos extraits.

Apreés avoir déterminé les conditions optimales qui répondent au mieux au modele retenu, nous
avons entrepris ensuite I'étude proprement dite de la cristallisation en présence de nos extraits.
Egalement, nous avons testé deux substances inhibitrice comme référence ; le citre de sodium
I'inhibiteur le plus étudié dans d'autres modéles et le succinamide pharbiol pour son action
inhibitrice vis-a-vis d’oxalate de calcium. Pour tous les inhibiteurs étudiés (extraits et
références), nous avons travaillé avec des concentrations égales a 1g/L. Chaque courbe de
cristallisation de différents extraits de chaque partie de plante a été comparée a celle sans

inhibiteur (contréle) et a celle avec référence (Figures 5-11).

Dans un souci de simplicité de courbes obtenues, nous avons utilisé les abréviations suivantes :
A : Extrait acétonique, AE : Extrait hydroacétonique, M : Extrait méthanolique, ME : Extrait

hydrométhanolique, E : Extrait aqueux et CS : Citrate de sodium.

1,0000 T ———— Leconwdle
A

0,2000 — E

— C5

— ME
10,6000 M

AE

Abs (620 nm)

|
0,0000 100,0000 20:0,0000 00,0000

Temps (seconde)

Figure 5 : Cristallisation de ’oxalate de calcium dans les urines de sujet sain en présence des
extraits de la partie aérienne d’Herniaria fontanesii



Etude de l'effet antiurolithiasique in vitro des extraits de trois plantes médicinales locales

1,0000 . —
———  Leconmdle
— A
0,8000 M
- Cs
—— E
080001 AE
s ME
o]
=
v 0,4000f
=
0,20001 .
0,0000 ' '
0,0000 100,0000 200,0000 300,0000

Temps (seconde)

Figure 6: Cristallisation de I’oxalate de calcium dans les urines de sujet sain en présence des
extraits de la partie aérienne de Pithuranthos scoparius
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Figure 7: Cristallisation de I’oxalate de calcium dans les urines de sujet sain en présence des extraits
des racines de Pithuranthos scoparius
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Figure 8: Cristallisation de I’oxalate de calcium dans les urines de sujet sain en présence des
extraits de la partie aérienne de Cynodon dactylon
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Figure 9: Cristallisation de I’oxalate de calcium dans les urines de sujet sain en présence des
extraits des racines de Cynodon dactylon
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Figure 10: Cristallisation de ’oxalate de calcium dans les urines de sujet sain en présence de la tisane
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Figure 11: Cristallisation de I’oxalate de calcium dans les urines de sujet sain en présence de
Succinamide pharbiol
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D’apreés les figures précédentes (5-11), on observe que les courbes de cristallisation en présence
d’extraits ont méme allure qu’on absence d’inhibiteur. IS montrent aussi, que I'inhibition change
avec la nature de I’extrait. Le temps d'induction (Ti) varie aussi avec la nature de 1’extrait

suggeérant que le mode d'inhibition est une complexation.

D’aprés les courbes de cristallisation obtenues, nous avons tenté de quantifier le pouvoir
inhibiteur (1) exprimé en % par rapport a un témoin. Ce pourcentage d’inhibition oxalocalcique a
été calculé a partir de cing essais manuels effectués afin de réduire au minimum des erreurs
expérimentales systématiques. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant
(Tableau 5) :

Tableau 5: Pourcentage d’inhibition de cristallisation oxalocalcique des extraits et standards
pour des concentrations égales a 1 g/L

Pourcentage d’inhibition (%)
Cynodon dactylon (L.) Pithuranthos scoparius Herniaria fontanesii
aépﬁggf]e Racines Partie aérienne Racines Partie aérienne
Acétone 16,79 +0,71 40,53 +0,53 8,92 +0,40 11,40 +0,45 4,59 +0,12
Acétone/Eau 35,88 10,62 31,79 0,62 40,22 +0,67 30,43 0,55 47,05 0,75
Méthanol 41,77 +0,76 23,00 0,53 19,40 +0, 41 36,63 +0,52 24,69 +0,85
Méthanol/Eau 25,27 +1,09 40,27 +0,75 51,14 +0,51 40,35 0,80 22,43 0,56
Eau 12,12 +0,61 50,59 +0,61 22,04 0,48 18,69 +0,75 11,34 +0,99
Tisane Citrate de Na Sli)cﬁ;rr“br?cjlde
49,78 +0,08 21,14 20,21 60, 39 +0,49

Dans la médecine, il existe plusieurs traitements médicaux possibles contre la lithiase rénale.
Parmi les médicaments les plus prescris pour le traitement d'appoint des lithiases rénales de
nature oxalique prédominante est le Succinimide pharbiol (Ministre chargé de la Santé et de la
Sécurité Sociale, 2006). De ce fait, ’activité antiurolithiasique de nos extraits a été référée a ce

médicament de référence.

D’aprés les résultats obtenus, on apercoit que les extraits testés découvrent des activités
antiurolithiasique remarquables avec des pourcentages d’inhibition supérieurs a 20 %. En
revanche, ils existent certains extraits ont une activité anticristallooxalocalcique relativement

faible par rapport au standard (Citrate de sodium). Mais comparativement au médicament de
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référence, seul 1’extrait hydrométhanolique de la partie aérienne de Pithuranthos scoparius et
I’extrait aqueux des racines de Cynodon dactylon ont offert des pourcentages d’inhibitions
(51,14 et 50,59%) proches a ce standard.

D’autre part, on observe que les valeurs du pourcentage d'inhibition (4,59-50.59%) obtenus
varient selon le type du solvant d’extraction et la partie de la plante utilisée. D’ailleurs, ces
valeurs atteignent une valeur maximale de 50,59% pour I’extrait aqueux de la partie racines de
Cynodon dactylon. Toutefois, les extraits hydrométhanoliques et hydroacétoniques exhibent les
valeurs anticristallooxalocalcique les plus importants. De méme, aucune corrélation positive n’a

été détectée entre les pourcentages d’inhibition et les teneurs en phénols totaux.

D’apreés les analyses phytochimiques, les extraits qui renferment des composés flavonoidiques
octroient des activités anticristallooxalocalciques marquantes et cela concorde avec les
conclusions formulées dans la littérature qui indiquent que les flavonoides réduisent la

cristallisation oxalocalcique (F. Grases et al, 2009).

Ainsi, D’extrait hydroacétonique de la partie aérienne de Herniaria fontanesii qui est
prescrite pour le traitement des calculs urinaire (F. Atmani et S.Khan , 2000) a donné un taux
d’inhibition élevé de 47, 05%. Ceci est probablement di a la présence des polyphénols qui

forment un complexe avec les cations du calcium (S. Doddola et al, 2008).

Egalement, on remarque que ’extrait hydrométhanolique de Pithuranthos scoparius de la partie
aérienne et des racines empéchent 51,14% et 40 ,35% respectivement la précipitation d’oxalate
de calcium. Ceci peut étre interprété par le fait que les extraits possédent des composés
inhibiteurs tels que les tanins. Ces composants renferment des fonctions acides directement
impliqués dans la complexassions des ions de calcium et par conséquent la cristallisation

oxalocalcique se réduit (1. Das et al, 2005 ; J. Catherina et al, 1988).

A la méme concentration, I’extrait hydrométhanolique et I’extrait hydroacétonique de la partie
aérienne de Cynodon dactylon inhibent la cristallisation oxalocalcique avec des pourcentages
excédant 35%. Cela peut étre d0 a la présence des alcaloides. En revanche, I’extrait acétonique et
I’extrait aqueux inhibent de faibles taux d’inhibition. D'ailleurs, les extraits acétonique et aqueux
des racines de la méme plante accordent de bonnes inhibitions (supérieure a 40,50%), ce qui peut

étre d a leur richesse en saponines (P. Soundararajan et al, 2006).
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Ainsi, nous avons constaté que les extraits inhibant de pourcentage d’inhibition oxalocalcique
supérieur a 47 %, possedent tous des tanins catéchiques, des C-Hétérosides et des O-Hétérosides
a genines réduits. On pense alors, que I’activité anticristallooxalocalcique d’extraits pourra étre

due a I’existence de ces trois familles phytochimiques.

Apreés le screening anticristallooxalocalcique de nos extraits par le modele turbidimétrique, un
autre essai a été réalisé pour tester la dose la plus efficace des extraits examinés vis-a-vis la
dissolution des calculs rénaux ; c’est le modéle gravimétrique. Pour cela, nous avons comparé
I’effet des extraits ayant des pourcentages d’inhibition supérieure a 40 %, en les mettant en
contact avec des fragments de deux types de calculs collectés chez différents patients souffrant

de lithiase rénale.

Bien qu’en Algérie comme dans tous les autres pays, 1’oxalate de calcium soit la forme
cristalline la plus courante. Pour cela, nous avons choisi des calculs de type acide urique et son
sel I’'urate de calcium parce que ce type de calcul est souvent plus difficile a traiter et a prévenir

par les procédures urologiques et médicales actuellement disponibles.

Tout d’abord, des analyses structurales par diffraction des rayons (DRX) sont menées sur les
deux types de calculs afin d’identifier leur structure cristalline. D’apres les diffractogrammes
obtenus des deux type de calculs et comparativement aux diffractogrammes de deux composés
de référence (acide urique et urate de calcium) (Voir annexe), on a pu affirmer que le type du
calcul 1 c’est I’acide urique de numéro de CAS : 54495-64-6 et de formule CsH4N4O ; tandis
que, le deuxiéme calcul est a base d’urate de calcium de numéro de CAS: 36-1619 et de
formule C1gHsCaNgOs.

L’exposition des calculs aux extraits choisis ayant des concentrations de 5 g/L, n’a entrainé
aucunes modifications perceptibles ni aprés 24 heures ni apres trois jours. Alors, les calculs ont
été laissés au contact des extraits pendant deux semaines et I’activité des extraits a été évaluée en
calculant le taux de dissolution de calculs aprés séjour dans le milieu expérimental en comparant
le poids résiduel de calculs par rapport a leur poids initial (L. Saso et al, 1998). La capacité de
dissolution des calculs par les différents extraits ainsi que les inhibiteurs de référence durant

deux semaines est illustrée dans le tableau suivant (Tableau 6) :
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Tableau 6: Effet des extraits de plantes sur la dissolution in vitro des calculs urinaires

Pourcentage de dissolution (D%o)
Cynodon dactylon (L.) Pithuranthos scoparius Herniaria fontanesii
Partie aérienne Racines Partie aérienne Racines Partie aérienne
C1 Cc2 Cc1 Cc2 Cc1 Cc2 C1 Cc2 C1 Cc2
Acétone - - 9,11 | 1,35 - - - -
Acétone/Eau : - : - | 1026 | 30,33 16,49 17,89
Meéthanol 8,96 3,07 - - - - - - - -
Méthanol/Eau - - 6,30 28,6 | 13,44 9,68 46,39 | 14,72 - -
Eau - - 14,68 | 5,45 - - - - - -
Tisane Citrate de Na Slfocﬁ;?:)?;?e
C1 C2 C1 C2 C1 C2
17,33 | 24,56 | 11,72 6,88 42,47 | 75,95

(C1: calcul 1 de type acide urique ; C2 : calcul 2 de type urate de calcium)

Dfaprés les résultats mentionnés dans le tableau 6, les extraits de plantes se sont révéles
qualitativement et quantitativement plus actifs que la solution de citrate de sodium et moins
actifs que le médicament (Succinimide pharbiol) utilisés comme références. D’ailleurs, la
solution de citrate de sodium a donné des taux de réduction de masse vaux 11,72% et 6,88%
du calcul 1 et du calcul 2 respectivement. Tandis que, I’emploi du médicament a montré un
pouvoir de solubilisation supérieur par rapport aux extraits et cela en présence des deux types
morphologiques de calculs C1 et C2 avec de pourcentages de dissolution vaux a 42,47% et

75,95% respectivement.

Cependant, 1’étude comparative du pouvoir de dissolution des extraits de plantes sur les deux
calculs durant 15 jours, affirme que I’extrait de hydrométhanolique des racines de Pithuranthos
scoparius avait un effet plus marqué avec un pourcentage de 46,39 % de réduction de la masse
du calcul 1. Alors que I’extrait hydroacétonique de la partie aérienne de Pithuranthos scoparius,
I’extrait méthanolique des racines de Cynodon dactylon et I’extrait de tisane entrainaient
respectivement une perte de poids du calcul 2 égale a 30, 33 %, 24, 56 et 28,6 %. Par contre
on marque une faible réduction de poids sur les deux types du calcul par les extraits
méthanolique et les extraits acétoniques des deux parties de Cynodon dactylon avec des
pourcentage de dissolution compris entre 1,37 et 9,11 %.




Etude de l'effet antiurolithiasique in vitro des extraits de trois plantes médicinales locales “

Par ailleurs, certain extraits dissolvaient aussi bien les calculs de type acide urique que de type
urate de calcium et vice versa. Cela suggere que la dissolution des calculs par les extraits de
plantes est un processus dont le mécanisme est probablement indépendant de 1’état de surface du
calcul, ce qui pourrait expliquer I’efficacité observée du medicament sur les deux types de

calculs.

Le bon pouvoir dissolvant de I’extrait hydrométhanolique des racines de Pithuranthos scoparius
sur les calculs étudiés résulte d’une interaction entre 1’acide urique et les molécules présentes
dans cet extrait au cours du processus de dissolution. D’aprés 1’analyse phytochimique de cet
extrait, on pense que son activité dissolvante pourra étre due a la présence de polyphénols de
type tanins ou flavonoides ainsi que les drivés anthracéniques. Cette constatation est soutenue

par certains travaux de recherche (K.Tanzeer, 2009 ; N. Oyewo et al, 2012).

Dailleurs, le screening phytochimique par CCM mono et bidimensionnelle de cet extrait a
permis de mettre en évidence la présence de flavonoides (Réactif d’AlCls, fluorescence jaune
sous lumiere UV) (Figure 12-15). Aussi, on peut émettre 1’hypothése que les composés polaires,

qui apparaissent en marron révélés a la vanilline sulfurique, sont des hétérosides (Figure 16).

Les spots semblent contenir des triterpenes apparaissent en coloration bleue violette par
révélation a la vanilline sulfurique (Figure 16) et fluorescence bleu a 366 nm par révélation avec
le réactif de Liebermann et Burchard) (Figure 17). Ces constats ont été faits par certains
chercheurs (M Akhanovna et al, 2012). Subséquemment, I’objectif de ce travail sera

ultérieurement focalisé a isolement les composés majoritaires de cet extrait afin de tester leur

pouvoir antiurolithiasique.

Figure 12 : Photo de la plague CCM Figure 13 : Photo de la plaque CCM
analytique monodimensionnelle de I’extrait analytique bidimensionnelle de I’extrait
hydrométhanolique des racines de hydrométhanolique des racines de
Pithuranthos scoparius sous lampe Pithuranthos scoparius sous lampe

UV (366nm). UV (366nm)
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Figure 14 : Photo de la plaque CCM Figure 15 : Photo de la plague CCM
analytique bidimensionnelle de ’extrait analytique bidimensionnelle de I’extrait
hydrométhanolique des racines de hydrométhanolique des racines de
Pithuranthos scoparius sous lampe Pithuranthos scoparius sous lampe UV
UV (254nm) (366nm) apres pulvérisation avec AICl; (1%b)

Figure 16 : Photo de la plaque CCM analytique Figure 17 : Photo de la plaque CCM analytique
bidimensionnelle de I’extrait hydrométhanolique bidimensionnelle de I’extrait hydrométhanolique
des racines de Pithuranthos scoparius apres des racines de Pithuranthos scoparius sous lampe
pulvérisation par la vanilline sulfurique UV (366nm) aprés pulvérisation par le réactif de

Libermann- Burchard
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L’examen de I’ensemble des constituants chimiques présents dans les différentes plantes utilisées
suggére qu’un mécanisme d’action indépendant du pH est responsable de 1’effet solvant constaté.
Cet effet pourrait étre lié a la formation de complexes calcul-principe actif, par exemple acide
urique-flavonoides, acide urique-tanins ou encore acide urique-alcaloides dont la stabilité serait
assurée par des liaisons hydrogénes et des liaisons hydrophiles entre les groupements
fonctionnels des principes actifs et les fonctions carbonyles ou amines de la molécule d’acide
urique ou son sel I’'urate de calcium. Les complexes formés seraient beaucoup plus solubles que

I’acide urique lui-méme, entrainant ainsi la dissolution des calculs.

En conclusion, les résultats des expériences de dissolution in vitro des calculs ont démontré
I’efficacité des extraits des trois plantes particulierement 1’extrait hydrométhanolique des racines
du Pithuranthos scoparius. Le screening phytochimique réalisé sur cet extrait a prouvé par
ailleurs, qu’elles contiennent différents groupes de composés chimiques qui seraient a 1’origine
de son activité biologique. Ces extraits pourraient donc constituer un traitement intéressant pour

les calculs urinaire.
IV. Conclusion générale

Dans le but de traiter un probleme de santé (la lithiase urinaire), de diminuer le facteur
cristallogéne et d’éviter la formation des calculs par précipitation de I'oxalate de calcium, nous
avons entrepris I'étude in vitro sur l'inhibition de la cristallisation oxalocalcique (méthode
turbidimétrique) et la dissolution des calculs rénaux (méthode gravimétrique) en présence de
différents extraits des trois plantes sahariennes de la région de Laghouat a savoir Herniaria

fontanesii, Pithuranthos scoparius et Cynodon dactylon.

La méthode turbidirnetriqgue nous a permis de suivre la cinétique de formation de lithiase
calcique et de déterminer le pouvoir d'inhibition dans les différents extraits des plantes étudiés.
D’aprés les résultats obtenus, tous les extraits de trois plantes, présentent un pouvoir
antilithiasique confirmé notamment 1’extrait hydrométhanolique de Pithuranthos scoparius,
comparativement aux inhibiteurs de synthése (Citrate de sodium et Succinimide pharbiol). Le
pouvoir antiurolithiasique de ces plantes est di probablement a la présence des tanins
catéchiques, aux flavonoides et aux O-hétérosides a génines réduites. Outre, D’activité
antiurolithiasique de Herniaria fontanesii et Cynodon dactylon est déja connue dans la médecine
traditionnelle, cependant la plante Pithuranthos scoparius qui présente un effet antilithiasique
tres important est inconnue. D'ailleurs, aucune étude de 1’effet antiurolithiasique n’a été effectue

sur Herniaria fontanesii et Pithuranthos scoparius.
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L’effet de ces plantes a été étudie également par modéle gravimétrique. Les changements dans
les caractéristiques structurales par la perte de masse des calculs rénaux de type urate de calcium
et acide urique aprés traitement avec les extraits de plantes, suggerent que seul I’extrait
hydrométhanolique des racines de Pithuranthos scoparius exerce un effet de solubilisation
remarquable sur les calculs oxalocalcique comparativement a deux solutions de référence de
Citrate de sodium et de Succinimide pharbiol (5 g/L). Ce résultat est un grand pas vers la

recherche d'un reméde efficace contre la formation de lithiases urinaires.

Enfin, cette étude valide scientifiquement 1’usage traditionnel de ces plantes dans le traitement
de la lithiase urinaire, mais il serait nécessaire de confirmer ce travail par des études in vivo afin
de valider ces observations in vitro sur les apports de ces plantes dans le traitement de la lithiase
oxalocalcique. Egalement, des essais complémentaires seront essentiels pour objectiver un
bénéfice scientifiquement démontre de certains des extraits testes sur la solubilisation d’autre
types de calculs rénaux. Par ailleurs, 1l serait nécessaire de chercher a déterminer les molécules

responsables a I’activité antiurolithiasique des racines de la plante Pithuranthos scoparius.
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Figure 18: Spectre de diffraction des rayons X du calcul 1
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Figure 19: Spectre de diffraction des rayons X du calcul 2
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Figure 20: Diffractogramme de I’analyse qualitative du calcul 1
(Courbe rouge : acide urique, Courbe jaune : calcul recherché)

counts

3000

2500

2000

15004

10004 5

500 P

] IIIIIIIIII IIIIIIII""I"'I'II""I""II'I'I'“'.:':'IIIII :I'I"II""I""I'"'I""I""I'"'I""
10 20 30 40 £D ] 70 a0 a0
LTheta

Figure 21: Diffractogramme de I’analyse qualitative du calcul 2

(Courbe rouge : urate e calcium ; Courbe jaune : calcul recherché)
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