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Résumé

Nous avons étudié I’effet anti lithiasique in vitro de I’extrait aqueux de la partie aérienne de
Tamarix africana de la région de Chott El Hodna (M’sila). Le taux d’humidité de T. africana est
relativement élevé (41%) avec un rendement d’extraction de 12.35%. Le dosage des polyphénols
totaux par la méthode Folin- Ciocalteu et des flavonoides par la méthode de trichlorure
d’aluminium a montré que T. africana a une teneur relativement élevée en polyphénols (67.83ug
EAG/mg d’extrait) et une faible quantité en flavonoides estimée par 8.991ug EQ/ mg d’extrait.
L’évaluation de Iactivité anti-lithiasique in vitro par la méthode turbidémitrique et par
microscopique a montré que I’extrait queux de la partie aérienne de T. africana possede un pouvoir

anti-lithiasique important avec un pourcentage d’inhibition maximale 91.83%.

Mots clés: Tamarix africana, oxalate de calcium, activité anti-lithiasique, extrait aqueux,
polyphénols, flavonoides.

Abstract

We studied the anti-lithiasis effect in vitro of the aqueous extract of the aerial part of Tamarix
africana from the region of Chott EI Hodna (M'sila). The moisture content of T. africana is
relatively high (41%) and the extraction yield is 12.35%.The determination of the total polyphenols
by the Folin-Ciocalteu method and flavonoids by the aluminum trichloride method showed that
T.africana has a relatively high content of polyphenols (67.83 pg EAG / mg of extract) and a low
amount of flavonoids estimated by 8,991 ug EQ / mg of extracts. The evaluation of anti-lithiasis
activity in vitro by the turbidemic and microscopic method showed that the extract of the aerial part

of T.africana has a significant anti-lithiasis activity with a maximum inhibition percentage 91.83%.

Key words: Tamarix africana, calcium oxalate, anti-lithiasis activity, aqueous extract,
polyphenols, flavonoids.
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Introduction

Introduction

La lithiase urinaire est une pathologie constitue un probléme de santé publique qui
affecte 4 a 12% de la population des pays industrialisés. Elle releve des causes trés
diverses: métaboliques, nutritionnelles, infectieuses, anatomiques et/ou médicamenteuses
dont I’identification nécessite des investigations cliniques et biologique (Djelloul et al.,
2006). En Algérie, la lithiase ne cesse d’augmenter est surtout la lithiase oxalocalcique,
malgré 1’évolution de nouvelles technologies de traitement de cette pathologie. Ces
traitements médicamenteux ou chirurgicaux sont souvent trés couteux, mal tolérés et
représentent des effets secondaires plus au moins néfastes pour la santé des sujets
lithiasiques (Kouchlaa, 2017). De ce fait, de plus en plus des personnes ont recours aux

plantes médicinales dans le traitement de cette pathologie.

Tamarix africana (Tarfa), est une plante médicinale (halophyte) largement utilisée
dans la médecine traditionnelle algérienne. Plusieurs travaux sont montrées son pouvoir
antioxydant, anti-inflammatoire, anticancéreuse (Karker et al., 2016), antibactérienne et
antifongique ( Khabtane et al., 2017). Ces activités biologiques sont dues a sa richesse en

métabolites secondaires, mais aucune étude sur son pouvoir anti-lithiasique a été réalisee.

L’objectif de notre travail est d’étudier I’effet de 1’extrait aqueux de la partie
aérienne de Tamarix africana récolté de la région du Hodna effet sur la cristallisation

oxalo-calcique in vitro et par conséquent son effet thérapeutique sur la lithiase urinaire.
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Tamarix africana

I.1.1. Présentation de genre Tamarix

Tamarix est un genre d'arbustes appartenant a la famille des Tamaricacées qui
regroupe 112 especes et qui se repartaient en 04 genres. Ces especes sont trés tolérantes a
la salinité et la sécheresse (Ksouri et al., 2011).

Les especes du genre tamarix font partie dans les halophytes qui ont des glandes a
sel responsables de I'élimination du sel (Abou-Jaoudé et De Dato Paolo, 2012); ces glandes
fournissent également un mécanisme pour élimination des ions toxiques (Santose et al.,
2015). Il est bien connu que les halophytes produisent des polyphénols sous forme de
métabolites de stress et pourrait étre un source de composes bioactifs (Karker et al.,
2016).

1.1.2. Description botanique

Tamarix africana est un petit arbre de 2 a 3 métres, les feuilles sont toujours petites
et étroitement imbriquées, vertes, acuminées, embarrassantes et élargies a la base; bractéees
oblongues; ses fleurs printaniéres forment des chatons de couleur rose ou blanc, floraison
mai début juin; capsule ovoide-trigone, insensiblement atténuée au sommet (Battandier,
1907). Elle a une grande distribution dans le monde et plus particulierement au territoire

méditerranéenne.

Fig.01 : Tamarix africana (www.tela-botanica.org).

1.1.3 Les synonymes de Tamarix
- nom scientifique : Tamarix

- nom Francais : Tamaris, Tamarin

- nom Anglais : Tamarisk

- nom Arabe : Tarfa



Tamarix africana

1.1.4. Classification
La classification classique de Tamarix africana (Cronquist, 1988):
Régne: Plantae
Sous regne: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Sous-classe: Dilleniidae
Ordre: Violales
Famille: Tamaricaceae
Genre: Tamarix

Espéce: Tamarix africana
1.1.5. Composition chimiques

Les espéces de Tamarix synthétisent et accumulent une grande variété des
composes phénoliques compris: glycérides phénoliques, les gallo-tannins monoméres, et
ellagi-tannins oligomeres, flavonol glycosides, coumarines et alcools (Sharma et Parmar,
1998). Tamarix africana est caractérisée par sa richesse en composés polyphénoliques
parmi les: les acide phénolique, les flavonoides, les tannins (Karker et al., 2016).

Arab et al (2009) ont trouvé que Tamarix africana de région de Biskra présente
déférents composants chimiques tels que: matiére seche, matiére minérale (Zn, Mg, Na, k),

matiére organique, matiere grasse, cendres insolubles, matiere azotée totale.

1.1.6. Utilisation en médicine traditionnelle

La médecine traditionnelle appliquée dans le monde utilise les plantes médicinales ;
parmi ces plantes T.africana. En Algérie, les feuilles de Tamarix africana sont utilisés en
infusion et en décoction dans le traitement des troubles de voie digestif (Benabdallah et al.,
2014). Elle est utilisée aussi comme: apéritif, stimulus de la transpiration et diurétique
(Saidana et al., 2006); in addition, les différentes parties de Tamarix espéces (feuilles,
fleurs et galles) dans la médecine asiatique utilisée comme anti-inflammatoire, anti-

diarrhéique, cicatrisants et antiseptiques (Younos et al., 2005) .

El Rahffari et Zaid (2004) ont illustré 1’usage des espéces de Tamarix dans la

médecine traditionnelle marocaine, ont rapporté que les galles en infusion sont utilisées
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pour le traitement de douleurs dentaires, maux d’estomac, ulcére gastrique; les feuilles en
décoction sont utilisées pour le traitement de douleurs et gonflement de la rate, la partie
aérienne en décoction pour le traitement de bronchite, asthme, tuberculoses; les tiges

feuillées sous forme de tisane pour le traitement de I’inflammation de 1’utérus.

1.1.7. Activités biologiques

La médecine traditionnelle consiste a se soigner a 1’aide des plantes médicinales qui
possédent plusieurs activités biologique, permis ces plantes T.africana qui présente une
source importante des principes actifs qui possedent plusieurs activités tel que:
antibactérienne, antifongique (Khabtane et al., 2017), anti-inflammatoire, antioxydant et

anticancéreuse (Karker et al., 2016) .
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1.2. La lithiase urinaire

1.2.1.Définition

Le mot lithiase vient du grec lithos (pierre) et celui de calcul du latin calculus,
c’est-a-dire des petits cailloux. La lithiase urinaire est la maladie de la pierre, par ce que la
plupart des calculs sont comme des pierres dont ils ont la dureté (Daudon et al., 2012).

La lithiase appelée aussi le néphrolithe (figure 01), est une particule solide comme

du gravier qui peut toucher toutes les parties du systéme urinaire (Wientarsih et al., 2012).

Fig.02 : La lithiase urinaire (formation des calculs rénaux) (Tostivint, 2019).

1.2.2. Historique

La lithiase urinaire est ’'une des plus anciennes affections de 1’homme dont la
connaissance est depuis la haute antiquité (Kaboré et al., 2013). L’évolution de la maladie
dépend des conditions sanitaires, des habitudes alimentaires et du niveau de vie des
populations. La lithiase évolue sans cesse tant du point de vue de ses caractéristiques
épidémiologiques que de ses facteurs étiologiques (Daudon et al., 2008 a ).

Le premier calcul vésical connu remonte aux environ de 4800 ans avant Jésus
Christ, il a été découvert chez un garcon de 15-16 ans dont les restes ont été exhumés du

cimetiére de EI-Amra en haut d’Egypt (Daudon, 2004).
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1.2.3. Epidémiologie

La lithiase urinaire est une pathologie qui touche 2 a 3% de la population générale
soit 140 & 210 millions des personnes. Le risque de developper une lithiase urinaire serait
de 549 % en Europe, 12 % au Canada et 13 & 15 % aux Etats-Unis d’Amérique. Des
études épidémiologiques de ces 30 dernieres années montrent une augmentation de la
fréquence de lithiase dans les pays développés ou les pays industrialisés (Ngaroua et al.,
2017).

En Algérie, 1’épidémiologie de la lithiase est mal connue, mais quelques travaux
ont rapporté que cette pathologie ne cesse d’augmenter est surtout la lithiase
oxalocalcique (Djaroud et al., 2012). Une autre étude, qui est intéressée a la composition
des calculs de I'enfant en Algérie, montre que les calculs sont plus fréquents chez les
garcons (75.4 %) et sont majoritairement localisés au niveau de la vessie (55.8 %), bien

que les calculs du haut appareil soient plus fréquents aprés 10 ans (Harrache et al., 1997).
1.2.4. Différents types de lithiase

Selon la composition de calcul on peut distinguer plusieurs types de lithiase les
plus répandus sont les suivants :

1.2.4.1. La lithiase calcique

La lithiase calcique représente plus de 80% de la lithiase urinaire. Sa prévalence
augmente probablement avec des facteurs nutritionnels (Benkhnigue et al., 2016). Elle peut
se présenter sous deux formes: des calculs d’oxalate de calcium (figure 03) sur deux types ;
weddellite (oxalate de calcium dihydraté) et whewellite (oxalate de calcium monohydraté)
a ’aspect brun foncé et lisse, ou de phosphate de calcium de couleur plus claire (figure
04).Ces calculs se rencontrent dans les reins ou le bas de I’appareil urinaires (Bensallem et
Ikni, 2012).

Fig. 03: Calcul d'oxalate de calcium Fig. 04: Calculs de phosphate de
(Dembele, 2005). calcium (Chevallier, 2009)
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| .2.4.2. La lithiase cystinique

La lithiase cystinique (figure 05) représente environ 1 % des calculs chez 1’adulte et
10 % chez I’enfant. Elle résulte d’'une anomalie de transport rénal et intestinal de la cystine
et des acides aminés dibasiques qui se traduit par une fuite rénale de ces aminoacides, au
plan clinique, par une cristallisation de la cystine dans ’appareil urinaire a 1’origine de

calculs multi récidivant (Meiouet et al., 2011).

Fig. 05: Calculs de cystine (Casal et al, 1995).

1.2.4.3. La lithiase urique

C’est la deuxiéme en fréquence apres la lithiase calcique, elle est due a la faible
solubilité de I’acide urique a pH acide. Elle peut étre aussi la conséquence d’une hyper

production ou hyper excrétion d’acide urique (Daudon, 1997).

1.2.4.4. La lithiase médicamenteuse

Les lithiases urinaires d’origine médicamenteuse représentent environ 1.5% de
I’ensemble des calculs. Elles sont classées en deux groupes selon le mode
physiopathologique de constitution du calcul. Le premier rassemble les calculs constitués
d’un médicament sous sa forme native et/ou de I’'un de ses métabolites. Les principaux
représentants sont 1’indinavir (figure 06), le triamtéréne et la sulfadiazine. Font partie du
deuxiéme groupe les lithiases induites par des médicaments dont 1’action modifie la

composition métabolique et/ou électrolytique des urine (Barbey et al., 2004).
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Fig.06: Calcul d’indinavir (Servais et al., 2004).

1.2.5. La lithogenese urinaire

La lithogenése est définit comme 1’ensemble des étapes qui conduisent a la formation
d’un calcul qui est une agglomération de cristaux liés par une matrice organique, dans 1’un
des voies urinaires, la lithogenése se traduit par une succession d’événements parfois trés
espacés dans le temps, parfois trés rapprochés, et souvent d’expression discontinue, ce qui
peut rendre difficile la compréhension des processus lithiasiques observés (Daudon et al.,
2008 b).

1.2.5.1. Les étapes de la lithogenese

Le processus de la lithogenéese peut étre décomposeé en 7 étapes qui se succedent

ou s’entremélent au cours de la formation d’un calcul (figure 07). Ces étapes sont les
suivantes ( Daudon et al., 2008 b ):

o sursaturation urinaire;

o germination cristalline (Nucléation);

o croissance des cristaux;

o agrégation des cristallines;

o agglomeération cristalline;

o rétention des particules cristallisées;

° croissance du calcul.
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Fig.07: Principaux étapes de la lithogenése (Daudon et al., 2012).

1.2.5.2. Les promoteurs de la lithogenese

Les promoteurs de la lithogenese sont les substances secrétées par les reins dont la
concentration excessive génere une sursaturation des urines (figure 08) et conduit a la
formation des cristaux. Les principaux promoteurs de cristallisation sont les ions calcium,

oxalate, urate et phosphate (Daudon, 2015).

[ Promoteurs I I Substances cristallisables I I Espéces cristallines
w
% Oxalate 7 Oxalates de calcium — Whewellite, weddellite, caoxite
"_>‘2 Calcium ——— Phosphates de calcium —— Carbapatites, brushite, phosphate
o >< e octocalcique pentahydraté, PACC
Phosphate —— Fnosphatedecalclumet ___ \ypuiockite
2 P >< magnésium
_g Magnésium “——= Phosphates ammoniaco- — Struvite, dittmarite
2 / magnésiens
& Ammonium 7 Urate d?ammonium — Urate acide d?7ammonium anhydre
5 " s . Uricite, acide urique monohydrate,
Urate \ paerae acide urique dihydrate W
- Urate de sodium — Urate acide ge sodium
8 Sodium > monohydrat
§ WUrata:da sodidm:ot ——= Urate de sodium et potassium
Q. Potassium —— polasTIUm
Urate de potassium — Urate acide de potassium anhydre
Dihydroxy- 3 o pi 2
2.8-adénine Dihydroxy-2,8-adénine —— Dihydroxy-2,8-adénine
| Xanthine + H*—— Xanthine — Xanthine
Cystine + H+ —= Cystine —— Cystine

Fig. 08: Promoteurs, substances cristallisables et espéces cristallines (Daudon et al.,
2008).
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1.2.5.3. Les inhibiteurs de la lithogenese

Les urines contiennent de nombreux molécules capable de s’opposer par divers
mécanismes aux différents étapes de la lithogénes, les inhibiteurs sont présents chez les
sujets normaux comme les patients lithiasiques, mais globalement moins efficaces chez ces
derniers pour empécher la formation des cristaux (Daudon, 2004). Ces inhibiteurs peuvent
étre divisés en deux classes (tableau 01): les molécules de faible poids moléculaire comme
le citrate et le magnésium et les macromolécules comme les glycoprotéines et les

glycosaminoglycanes (Ombra, 2003).

Tableau 01 : Principaux inhibiteurs urinaires (Daudon, 2004).

Inhibiteurs de faible poids moléculaire |Inhibiteurs de haut poids moléculaire

Acide et aminoacides dicarboxylique

Magnésium Glycosaminoglycane
Zinc Glycoproteines :

Citrate Proteine de Tam-horsfall
Isocitrate Uropontine
Pyrophosphate Calprotectine
Phosphocitrate Bikunine

Fragment | de la prothrombine

Lithostathine

1.2.6. Les facteurs de risques de la lithogéne

La lithiase urinaire est une maladie multifactorielle, plusieurs facteurs de risque
lithogenes ont été identifiés: antécédents familiaux dans 40 % des cas ; apports
alimentaires accrus en produits laitiers, protéines animales, sels, aliments riches en oxalate,
ou sucres rapides (fructose notamment); consommation faible en fibres alimentaires;
infection urinaire a germes uréase-positifs (Dalibon, 2015). En plus de I’age, sexe, le
climat et les facteurs ethniques, le défaut de boissons est la premiére cause de lithiase.
Cette caractéristique n’est pas propre au sujet lithiasique mais concerne I’ensemble de la

population (Daudon, 2005).
1.2.7. Les symptomes de la lithiase

Les manifestations cliniques de la lithiase sont communes a tous les types

chimiques de calculs, la plus fréquente est la colique néphrétique qui est un syndrome
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douloureux-abdominal aigu due a une tension brutal de la voie excrétrice du haut appareil
urinaire en amont d’une obstruction et évolue selon la taille du calcul et de la vitesse de sa
propagation. Chez certains patients se produisent des crises lombalgies intenses peuvent se
développer est donnent certains complications tel que I’insuffisance rénale et I’infection.

Il existe d’autres signes notamment d’une hématurie (présence du sang dans les urines
(Daudon et al., 2012).

1.2.8. Traitements de la lithiase urinaire

- Régime alimentaire: La réduction des aliments trés riches en oxalate et en calcium
absorbable en premier lieu le chocolate, la diminution de I’apport sodé est souvent

efficace, ainsi qu’une supplémentation en potassium.

-Traitement medical: Le but du traitement médical, hormis dans la cystinurie ou il
peut dissoudre de petits calculs, est essenticllement d’éviter la formation de nouveaux
calculs par une dilution des urines, toujours indispensable, et la correction des troubles
métaboliques a I’origine de la lithogenése, si possible (Gagnadoux, 2004).

Le traitement de référence fait appel aux anti-inflammatoires non stéroidiens pour traiter
la colique néphrétique car ils diminuent le débit de filtration glomérulaire et I’inflammation

et d’autres médicaments spécifiques a chaque type de calcul. (Dalibon, 2015).

-Traitement chirurgical: Le choix de la technique chirurgical a utiliser est guidé
par les caractéristiques du calcul, de la voie excrétrice et du patient de la valeur
fonctionnelle du rein, du plateau technique disponible et de 1’expérience de 1’urologue.
(Traxer, 2003). Au cours des 20 dernieres années, les progres technologiques ont permis
d’¢largir considérablement 1’arsenal thérapeutique des calculs urinaires. L’apport récent de
la laparoscopie et la lithotritie extracorporelle et I'endo-urologie constituent une nouvelle
alternative au traitement chirurgical ou endoscopique de certains calculs pyéliques (Meria
et Duc, 2003).
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I1.1.Matériels et Méthodes
11.1.1. Récolte et séchage

T. africana (halophyte) a été récoltée de la région du Chott EI Hodna exactement de
lieu de Maarif a 40 km de sud du chef de centre de wilaya m’sila (figure 09). La partie

aérienne de notre plante est récupérée puis nettoyee.

Son séchage se fait dans une étuve a 60 °C; la stabilisation du poids de la plante

(échantillon) refléte 1’arrét de séchage. Une fois séchée, la plante est broyée jusqu’a

I’obtention d’une poudre fine.

it

Saharamn Atlas
National Park

faarman ralm v a0 El Houoamed

" )‘.IE

Al

Fig. 09: Site de la récolte de Tamarix africana (Google maps).

11.1.2. Test d’humidité

On introduit 3 échantillons de la plante de poids 1g juste apres la récolte dans des
récipients préalablement pesés puis placés dans une étuve a 104 °C pendant 4 heures. Les

récipients sont retirés de 1’étuve et placés dans un dessiccateur puis pesés. La teneur en eau

de la partie aérienne est déterminée par la formule suivante:
Teneur en eau (%)= [(Mf-Ms)/Mf]

Mf: Matiére fraiche

Ms: Matiere seche
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11.1.3.Extraction

Une masse de 20 g de poudre de la partie aérienne est infusée dans 200 ml d’eau
distillé préalablement chauffé sous agitation continue pendant 2 heures. Le mélange subit 2
filtrations successives; la premiére sur un gaz est pour éliminer les grosses particules et les
déchets de la plante, la deuxiéme par papier Wattman (n°3) éliminer les particules fins. Le
filtrat obtenu subit une évaporation dans une étuve a 40 °C jusqu’a 1’obtention d’un extrait
sec (Benkhaled et Senator, 2015).

Matiere végétale

Nettoyage, Séchage, Broyage

20 g de poudre de la partie aérienne dans 200 ml d’eau distillé + Agitation 2h

Filtration par papier Wattman (n°3)

Evaporation dans 1’étuve 60° C

Extrait aqueux sec
Fig.10: Protocole d’extraction aqueuse.

Le rendement d’extraction exprimé en pourcentage de la matiére séche (% ms) est

calculé selon la formule suivante: mex

R% =—" X 100
ms

R%: Rendement (ms%)
Mey: masse de 1’extrait sec.

ms: masse de la matiére séche.
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11.1.4. Dosage de polyphénols totaux

La détermination des polyphénols totaux a été effectuée selon la méthode de Li et
al en (2007). Un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW1,040) et d’acide
phosphomolypdique (HsPMo12040) est réduit, lors de 1’oxydation de polyphénols, en un
mélange bleu d’oxyded de tungsténe (WgOy3) et de molybdéne (MogO,3) qui présent une
absorbance a 765nm et I’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration

des polyphénols (Georgé et al., 2005).

200 uL d’extrait sont ajoutés a 1000uL de réactif de Folin-Ciocalteau (10%). Apres
4 min, 800puL de la solution de bicarbonate de sodium (10%) sont additionnés. Les tubes
sont incubés pendant 2 heures a température ambiante et a I’obscurité puis 1’absorbance est

mesurée a 765 nm.

La concentration de I’extrait en polyphénol est déterminée par une gamme
d’étalonnage de I’acide gallique (10-100pg/ml). Les résultats sont exprimés en g

d’équivalent d’acide gallique par mg d’extrait (ug EAG/mg EX).

11.1.5. Dosage des flavonoides totaux

La détermination quantitative des flavonoides a été réalisée selon la méthode du
trichlorure d'aluminium (Bahorun et al., 1996), ce réactif de couleur blanc est forme des
complexes acides stables avec le groupe d’hydroxyle de carbone C-3 ou-5 de flavones et
de flavonols. La coloration jaune produite, dont I’absorption maximum est a 430 nm est
proportionnelle a la quantité de flavonoide présents dans les extraits végétaux (Lagnika,
2005).

Fig.11: Principe de la réaction entre les flavonoides et le AICI3 ( Lagnika, 2005)
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1 ml de I’extrait est ajouté a 1 ml de solution d’Alcl3 (2%) préparée dans le
méthanol. Apres 10 minutes d’incubation, I’absorbance est lue a 430 nm. La concentration
en flavonoide est déterminée par une gamme d’étalonnage de quercétine (2.5-20pg/ml).

Les résultats sont exprimés en ug d’équivalent de quercétine par mg d’extrait (ug EQ/mg
EX).

11.1.6. Evaluation du pouvoir anti-lithiasique

L’activité anti-lithiasique de I’extrait aqueux de T. africana a été réalisée par deux

méthodes déférentes.

11.1.6.1.Model expérimental d’étude de la cinétique de cristallisation de I’oxalate de

calcium par la méthode turbidimétrique

La turbidimétrie est une méthode optique qui mesure le trouble (absorbance) qui
existe dans une solution. Cette méthode simple et rapide possede une bonne productivité et
une bonne précision (Abdelmalek et al., 2001).

Toutes les solutions sont préparées dans NaCl (0.15 M) et les deux expériences sont
réalisées en présence et en absence d’inhibiteur (I’extrait de plant, inhibiteur standard).

e Test en absence d’inhibiteur

Un volume de 1.5 ml de CaCl2 (20mM) est placé dans un cuve, puis placé dans un
spectrophotométre et tarer au zéro, aussi t6t 1.5 ml de Na2C204 (2mM) est rapidement
additionnée a la solution présidente.

L’absorbance (620nm) est mesurée chaque 6s pendant 20min.

e Test avec inhibiteur

La procédure est réalisée avec I’ajout de 1ml de solution inhibitric(extrait) a différents
concentrations 100% (1mg/ml), 50 % (0.5mg/ml), 10% (0.1mg/ml), 1% (0.01mg/ml).

On a placé dans un cuve 1 ml de solution CaCl2 (20 mM) et tarer au zéro puis on a
versé rapidement 1 ml de Na2C204 (2 mM) et lire I’absorbance chaque 6 s pendant 20 min
(Abdelmalek et al., 2001) . Les absorbances sont lue a 620 nm contre un control positif
qui est I’acide citrique avec la concentration (100%).

L’effet anti-lithiasique et déterminé par le calcul du pourcentage d’inhibition (1%) :
1% = ((Tc - Ti) / Tc) x100)
Tc : Pente turbidimétrique en absence d’inhibition

Ti : Pente turbidimétrique en présence d’inhibiteur
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11.1.6.2. Cinétique de la cristallisation de I’oxalate de calcium par microscopie

Afin de mettre en ceuvre le pouvoir anti-lithiasique de I’extrait aqueux de T.
africana in vitro, la méthode proposée par Jungers et al (1989) a été appliquée.
Ce modéle comporte 1’étude de la cristallisation en absence d’inhibiteur et en présence
d’inhibiteur.

Pour la préparation de I’urine synthétique on introduit dans un fiole jaugée de 100 ml:
75 ml de solution de KCI (0.2 M) puis 15 ml de tampon phosphate pH 6.0 et 1.5 ml de
solution aqueuse de CaCl (0.1 M) . Le mélange obtenu est soumis a une agitation contenue
(150 tpm) a 37 °C, on ajoute 5 ml de I’cau distillée pour I’étude sans inhibiteur puis 1.5 ml
de solution aqueuse d’oxalate de sodium (0.1 M ). On compléte le volume jusqu’a 100 ml

avec la solution de KCI (0.2 M). La cristallisation est suivie cinétiquement.

o Cristallisation en absence d'inhibiteurs

Apres agitation, un prélévement de la suspension homogene est effectue a I'aide d'une
pipette pasteur et placé en cellule de Thoma puis examiné sous microscope optique
(grossissement X40) pour la détermination du nombre de cristaux et d’agrégats d’oxalate
de calcium di-hydraté. La cinétique est suivie chaque 5 min pendant 55 min de
cristallisation, chaque expérience a été répétée 03 fois (Sbhahi, 2017).

e Cristallisation en présence d’extrait aqueux de T. africana
Le modele de cristallisation adopté est le méme que celui de 1’étude sans inhibiteur en
remplacant l'eau distillée par 05 mL de l'extrait aqueux de T. africana avec les
concentrations (100%, 50 %, 10%, 1%).
e Paramétres détermines
Deux parametres sont déterminés : le pourcentage d'inhibition (I %) et le taux
d’agrégation (Sbahi, 2017). Le pourcentage d'inhibition (I %) utilisé pour évaluer le

développement du nombre de cristaux est déterminé selon la formule suivante :
(1%) =1 - (Al /SI) x 100
Al : Nombre des cristaux et des agrégats avec inhibiteur.

SI : Nombre des cristaux et des agrégats sans inhibiteur.

Le taux d’agrégation est considéré comme 1’un des principaux facteurs de la

formation des calculs. L’intérét de la détermination du taux d’agrégation réside
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essentiellement dans 1’appréciation du potentiel lithogéne de I’urine et dans 1’évaluation de
I’efficacité de I’extrait destinée a réduire le risque de récidive.
TA= (Nombre d’agrégats x 100) / (Nombre de cristaux isolés + Nombre d’agrégats)

e Les analyses statistiques
Les résultats des différentes expériences sont exprimés en moyenne + SD, les courbes
d’étalonnage ont été calculées par la méthode de régression linéaire, la différence
significative entre le control et les différents concentrations de I’Ex a été déterminée par le

test ’ANOVA univarié suivi du test de Dunnett (comparaison multiples).
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Résultats et Discussion

1.2 Résultats et Discussion
11.2.1.Test d’humidité

Le taux d’humidité de la partie aérienne de T.africana est de 41% + 0.042. Ce
taux est relativement élevé, ce qui indique que notre plante (halophyte) récoltée de la
région de Chott El Hodna, est bien adaptée avec son environnement saline (Sebkha)
(Ben Khaled, 2018).

11.2.2.Extraction

Par une extraction aqueuse, notre plante T.africana donne un rendement estimé a
12.35% par rapport a 20 g de poudre de la partie aérienne (figure 12); cette valeur est
inférieure a celle que trouvé par Benabdallah et al (2014) qui est de 19% a partir de
I’extraction aqueuse. Cette différence peut étre due a la région de la récolte de la plante
et la méthode d’extraction utilisée.

L’extraction est une étape limitant qui précéde toute activité et le rendement
d’extraction dépend plusieurs facteurs parmi ces facteurs: la méthode d’extraction, le

solvant extracteur.
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Fig.12: Rendement de I’extrait aqueux de T.africana
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11.2.3. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols sont des métabolites secondaires qui possedent plusieurs
activités biologiques. Dans notre travail le dosage des polyphénols est effectué par la

méthode de Folin-Ciocalteu.

Nous avons obtiens une moyenne de (67.938 pg EQ AG/ mg d'extrait) (figure
13). Ce résultat est en concordance avec ceux de Chekroun et al. (2019) qui ont
travaillés avec 1’extrait aqueux des feuilles récoltés de la région d’oran (sebkha) ou la
teneur en polyphénols est de (61.06 mg EQ AG/g d'extrait ). D’apres Benabdallah et al.
(2014), la teneur en polyphénols dans I’extraits aqueux de Tamarix africana est elevée
(140 mg EQ AG / g d'extrait). Cependant Karker et al. (2016), en Tunisie ont trouvés

que la teneur en polyphénols pour I’extrait méthanolique est 151.1mg/ g.

La teneur de polyphénols est influencée par la méthode d’extraction et le type
de solvant d’extraction; la région et la période de la récolte, des facteurs climatiques et
environnementaux ( la zone géographique, sécheresse, sol, agressions et maladie)
(Ebrahimi et al., 2008).

11.2.4. Dosage des flavonoides totaux

Les flavonoides sont des composés largement répandues dans le régne végétal.
La méthode de trichlorure d’aluminium est trés utilisée pour la détermination des
flavonoides totaux. Les résultats de ce dosage est de 8.991 ug EQ/ mg d’extrait (figure
13).

Benabdallah et al. (2014), ont constatés que les extraits d’acétate d’éthyle et
aqueux des feuilles de T.africana récoltés de la région de Bordj Bou Arreridj renferment
des proportions différentes en flavonoides et qui sont respectivement (332.2 mg/g d'Ex)
et (14.2 mg/g d'Ex). Karker et al. (2016), ont trouvés une teneur de (23.9 mg /g d'EX).
Notre résultat semble étre inférieur a ceux de la littérature. Par contre Khabtane et al.
(2017) ont trouvés 4.85 mg/g et 14.33mg/g respectivement pour I’extrait aqueux et
I’extrait d’acétate. Celle valeur est nettement inférieure a celle de notre extrait. Des
études ont montre que les facteurs extrinséques (tels que les facteurs géographiques et
climatiques) , les facteurs génetiques, mais également le degré de maturité de la plante
et de la durée de stockage ont une forte influence sur le contenu en flavonoides (
Pedneault et al., 2001).
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Donc la partie aérienne de T. africana contient une teneur considérable en

polyphénols et en flavonoides totaux.
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Fig. 13: La teneur de I’Ex aq de T. africana en polyphénols et en flavonoides.

11.2.5. Evaluation du pouvoir anti-lithiasique

11.2.5.1. Model expérimental d’étude de la cinétique de cristallisation de I’oxalate

de calcium par la méthode turbidimétrique.

Les figures 14 et 15 représentent respectivement la variation de I'absorbance en
fonction de temps pour les essais sans et avec inhibiteurs.
Pour la figure (14), on remarque que la courbe de cristallisation sans inhibiteur présente
une allure similaire a celle de la figure 16 qui représente ’allure générale des courbes
turbédimétriques. Cette courbe met en évidence les 3 phases de la cristallisation a savoir

la germination, la croissance et 1’agrégation.
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Fig.15: Effet inhibiteur de I'extrait aq de T.africana et de I’acide citrique sur la

cristallisation oxalo-calcique.
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Fig. 16: Allure générale des courbes turbidimétriques (Djemoui, 2003).

Les pourcentages d’inhibition des courbes de la cristallisation sans inhibiteur,

avec l’acide citrique et avec les différentes concentrations de I’extrait aqueux de

T.africana sont donnés dans le tableau 02. Chaque valeur est la moyenne de 03 essais.

Tableau 02: Pourcentage d’inhibition de la cristallisation oxalo-calcique en présence de

I’acide citrique et I’extrait aqueux de T.africana.

Parametres Pente R? Pourcentage
d’inhibition (1%)

Sans inhibiteur 0.0098 0.9778 0%
Acide citrique 100% 0.0003 0.9943 97.6% +1.838
Extrait aqueux 100% 0.0007 0.9987 91.83% +1.44
de T.africana 50% 0.0021 0.9998 79.06% +0.69
10% 0.0036 0.9995 64.28% +1.44
1% 0.0056 0.9996 44.85% +2.16
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Fig.17: Effet inhibiteur de I’acide citrique (AC) et les différentes concentrations de
I’extrait aqueux de Pa de T.africana. (* représente une différence significative entre les

concentrations de I’extrait et I’acide citrique, P<0.05, test de Dunnett).

D’aprés les résultats de la figure (17), on constate que ’extrait aqueux de
T.africana avec les différentes concentrations présente une différence tres significative

par rapport I’acide citrique.

D’aprés les résultats obtenues, on observe que la pente de la courbe de la
cristallisation sans inhibiteur est élevée (0.0098) mais elle diminuée avec I’utilisation de
I’inhibiteur. Ainsi on remarque que le pourcentage d'inhibition de 1’acide citrique est de
97.6% pour une concentration 100 %, cette valeur est similaire a celle de Abdelmalek et
al. (2001), avec une concentration 6 mmol.L (90.5 %).

D'autre part, on observe que 1’extrait aqueux de la partie aérienne de T .africana
présent une activité anti-lithiasique considérable qui traduite par un pourcentage
d’inhibition élevé qui est de ’ordre de 91.83% pour une concentration 100 %. Ce
pourcentage d’inhibition décroit au fur et & mesure qu’on diminue la concentration de
I’extrait. Toutefois cette inhibition atteint une valeur relativement grande de 44.85%

pour une concentration minimale de 1%.
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Bensatal et Ouahrani (2008) ont trouvés avec les feuilles de Tamarix gallica
(région de Dijelfa) des pourcentages d’inhibitions 71.37%, 80.46%, 84 .71%
respectivement pour des concentrations 10%, 50%, 100%. Ces résultats sont en

concordance avec ceux que nous avons trouveés.

De méme, une étude faite par Djemoui (2003) a montré que le pouvoir anti-
lithiasique de D’extrait aqueux de Album zvgophvlum pour les concentrations 10%,
50% et 100% sont respectivement 69.57%, 69.82% et 92.81%. Ces valeurs assez

proches de nos résultats.
11.2.5.2. Cinétique de la cristallisation de 1’oxalate de calcium par microscopie

Nous avons utilisé la methode microscopique pour montrer le pouvoir anti-
lithiasique de 1’extrait aqueux de T.africana.

e Cristallisation en absence et en présence de |’extrait aqueux de T.africana

Les résultats de la cristallisation oxalo-calcique obtenus par la méthode
microscopique sont regroupés dans les tableaux 03 et 04.

En absence d’inhibiteur (tableau 03), on observe que le nombre des cristaux est plus
élevé pendant la 10°™ min puis diminue avec le temps. Ceci se traduit par une
augmentation du nombre et de taux d’agrégat.

Tableau 03: Evolution du nombre de cristaux et d’agrégats d’oxalate de calcium en

présence des différentes concentrations d’extrait aqueux de T.africana.

Temps (min) 5 10 20 25 40 55

Sans inhibiteur | NB 4600 6560 2960 4800 2680 1560

TA 4.34 6.09 12.16 20 22.38 30.76

1% | 1% 34 56 40 56 56 42
TA 18.18 31.50 33.33 38.52 40 44.78
10% | 1% 53 58 23 40 41 35
Ex aq TA 19.44 34.61 36.84 38.20 45 45.71
50% | 1% 55 67 65 60 47 26
TA 30.90 31.03 33.33 38.18 44.44 65 .38
100% | 1% 58 75 64 60 56 6
TA 29.72 32.65 41.37 45.23 50 55.92

NB: Nombre total des cristaux et des agrégats, TA: Taux d'agrégation
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Aprés I’ajout de I’extrait aqueux de Tamarix africana de concentration 1% et
10% (tableau 03); on observe que le nombre total des cristaux et des agrégats est réduit
et son effet d’inhibition devient notable a partir a la 5°™ minutes. Les meilleurs résultats
ont été notés a la 10°™ minute avec des pourcentages d’inhibition de 56% et 58%

5eme

respectivement. Cet effet persiste jusqu’a la 2 minute puis diminue au cours du

temps.

De méme, pour la concentration 50%, on remarque que 1’extrait exerce son effet

inhibiteur a partir de 5™

minutes avec un pourcentage d’inhibition de 55% pour
atteindre une valeur maximale a la 10°™ minute 67%. Cet effet est se maintient jusqu’a
la 25°™ minute puis diminue avec le temps. Durant les 25°™ premiéres minutes de
cristallisation, on a remarqué que I’extrait a la concentration 100% exerce un effet
considérable ol on a obtenu une valeur maximale a la 10°™ minute (75%) juste aprés on

constate une diminution progressive de pourcentage d’inhibition.

Une étude faite par Shahi (2013) a montré que I’extrait aqueux de Juniperus
oxycedrus a réduit considérablement le nombre total de cristaux d’oxalate de calcium
mais seulement dans les 15 premiéres minutes de cristallisation, une pourcentage
d’inhibition de 74 .24% a été enregistré a la 5°™ minute avec une concentration de 50
mg/ml qui est 50 fois supérieure a la concentration maximale que nous avons utilisés
(Img/ml). Ce résultat montré que I’extrait aqueux de notre plante a un grand pouvoir

anti-lithiasique avec une pourcentage d’inhibition maximal de 75%.

D’apres les résultats de dosage des polyphénols et flavonoides totaux, on peut
dire que l’activité anti-lithiasique peut étre due a la richesse de T.africana en ces

composés phénoliques.

Enfin, Bensatal et Ouahrani (2008), affirment que les composés acides sont

responsable du la pouvoir anti-lithiasique qui se manifeste au stade de la croissance.
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Tableaux 04: Cristallisation d’oxalate de calcium en absence et en présence de 1’extrait
aqueux de T.africana.

T (min)

10 45 55

Si

Ex
1%

Ex
10%

Ex
50%

Ex
100%

als
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Conclusion

Conclusion

Dans le cadre de notre travail, nous avons essayé d’évaluer le pouvoir anti-
lithiasique de I’extrait aqueux de la partie aérienne de T. africana récoltée de la région
de Chott El Hodna (M’sila).

On a utilisé I’extrait obtenue par une extraction aqueuse pour déterminer sa
teneur en polyphénols et en flavonoides totaux. L’Ex aq de T.africana contient 66.68ug
EQ AG/mg de polyphénols et de 8.99ug EQ Q /mg de flavonoides.

Nous avons testé pour la premiére fois I’activité anti-lithiasique de T.africana in
vitro par deux méthodes différentes. La méthode turbidimetrique nous a permis de
suivre la cinétique de cristalisation oxalo-calcique et de déterminer les pourcentages
d'inhibition pour différentes concentrations de I’extrait aqueux. Ainsi on a obtenu un
pourcentage d’inhibition maximale de 91.83% pour une concentration 100% et un autre
minimale 44.85% mais relativement grand pour une faible concentration de 1%.La 2°™
méthode le suivi de la cristallisation de ’oxalate de calcium par microscopie permet le
dénombrement des cristaux et des agrégats. les résultats obtenus montrent que I’Ex aq

de T.africana exerce son effet inhibiteur a partir de 5°™ minute. Cet effet devient

Oeme Oeme

notable a 1 minute (75%) et persiste jusqu’aux les 4 minutes.

Les deux methodes utilisées, démontrent que I’extrait aqueux de la Pa de
T.africana posséde un pouvoir anti-lithiasique tres important. Cette activité est
probablement due a la présence des composés phénoliques.

Dans les futures recherches, il est important d’étudier I’effet de I’extrait aqueux
de T.africana dans le traitement de la lithiase urinaire en ex vivo et in vivo, et faire des
fractionnements afin de caractérisé par HPLC-MS la nature des molécules responsables
de son activité anti-lithiasique.
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Annexe 01: Droite d’étalonnage des polyphénols
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Annexe 02: Droite d’étalonnage des flavonoides




