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INTRODUCTION

Dé¢s I’aube de I’humanité, la présence de calculs rénaux est attestée. Le premier calcul
urinaire a été découvert chez un garcon de 15-16 ans dont les restes datant de prés de 7000
ans ont été exhumés du cimetiére d’El-Amrah, en haute Egypte. De nos jours, la lithiase
urinaire, ou " maladie de la pierre " (« lithos » signifiant en grec « pierre ») est une affection
trés répandue qui touche 4 a 18% de la population selon les pays. En progression dans tous les
pays industrialisés, sa fréquence a presque doublé depuis un demi-siecle.

Cette pathologie s’accompagne parfois de douleurs extrémement violentes, les coliques
néphrétiques, provoquées par l'augmentation de la pression des urines dans le rein suite a
I'obstruction de l'uretére par le calcul. En cas d’absence d’évacuation naturelle du calcul,
différents types d’interventions médicales peuvent étre proposés pour libérer les voies
urinaires : lithotritie extracorporelle par ondes de choc, urétéroscopie, chirurgie percutanée,
chirurgie laparoscopique, chirurgie ouverte, voire néphrectomie lorsque le rein a été détruit
par infection en amont de 1’obstacle lithiasique.

La lithiase étant une pathologie récidivante dans presque un cas sur deux, il convient de
poser un diagnostic étiologique de maniére systématique [1]. Celui-ci s’établit notamment sur
la base d’une relation entre la nature physico-chimique du calcul et la pathologie [2].
Déterminer la nature physicochimique du calcul passe par une description concise de sa
morphologie a 1’échelle macroscopique couplée a la mise en ceuvre de la spectrophotométrie
infrarouge a transformée de Fourier. Une premieére difficulté émerge alors en raison d’une part
de la nature multiphasique de ces échantillons biologiques et d’autre part de la diversité des
phases chimiques présentes puisque plus de 100 constituants ont été identifiés a ce jour dans
les calculs urinaires [3]. Les composés chimiques associés a la prévalence la plus grande sont
les oxalates de calcium (mono ou dihydraté), les acides uriques (anhydre ou dihydraté), les
phosphates calciques (apatites, brushite) et la struvite, ou encore la cystine. Chacun de ces
constituants peut présenter différentes morphologies et couleurs qui peuvent étre rattachées a
des environnements biochimiques particuliers [1, 2], voire a des causes spécifiques [4]. Dans
certains cas, la nature chimique particuliére des calculs signe une étiologie tres spécifique [4,
5]. Dans d’autres cas, malgré une composition chimique et cristalline banale, la morphologie
du calcul oriente vers des patholgies ou des causes trés particulieres [6, 7], d’ou I’importance
clinique de pratiquer une analyse morpho-constitutionnelle des calculs.

L’objectif premier de cette thése est de préciser 1’épidémiologie des calculs de I’Est

Algérien. Pour ce faire, 82 calculs ont éteé collectés dans des cliniques et des hopitaux de 1’Est



algérien. Cette collection a fait I’objet d’une analyse morpho-constitutionnelle, analyse qui a
ensuite été intégrée a une étude plus large puis comparée a des données épidémiologiques
provenant soit d’autres régions de 1’Algérie soit d’autres pays. Cette analyse montre que
I’épidémiologie des lithiases reflete le niveau socioéconomique ainsi que le degré de
médicalisation des populations.

Nous avons ensuite complété cette approche classique par une partie plus exploratoire
ou I’on s’est attaché a mettre en évidence le rdle éventuel des éléments traces dans les
processus lithogenes. En effet, de nombreux travaux de la littérature physicochimique et
médicale soulignent cette propriété catalytique et il nous a paru important de 1’aborder. Ce
type de mesures permet aussi de proposer la fluorescence X comme outil de diagnostic en
soulignant éventuellement la présence de substances néphrotoxiques (Hg, Cd, Pb, ...).

Enfin, pour les lithiases qui présentent une résistance vis-a-vis de la lithotripsie
extracorporelle (LEC) comme la cystine, 1’oxalate de calcium type Id et la brushite, nous
avons évalué D’efficacité de certaines plantes utilisées en médecine traditionnelle. Cette
alternative serait particulierement intéressante pour des populations ayant un acces difficile

aux soins hospitaliers.
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Chapitre | : Généralités et état de ’art

1.1 Quelques généralités sur la lithiase urinaire

Les calculs urinaires [1-17] sont des calcifications pathologiques, celles-ci se
définissant comme toutes formes de dépdts minéraux anormaux, calciques ou non, dans un
tissu, un organe ou sur un dispositif meédical [18-25]. D’un point de vue médical, au moins
trois familles de calcifications pathologiques existent. Une premiére se référe aux calculs, qui
se definissent comme des concrétions solides formées dans une cavité ou un canal excréteur
(calculs rénaux, biliaires, salivaires, vésicaux...). Une deuxieme s’associe aux calcifications
tissulaires ou ectopiques localisées en dehors des canaux excréteurs (qui peuvent étre liées
parfois a des pathologies séveres comme les cancers du sein, de la thyroide, des testicules ou
encore de la prostate). Enfin, dans certains cas, des calcifications, au départ physiologiques
comme 1’0s ou la dent, deviennent en partie des calcifications pathologiques suite & une
maladie. La lithiase rénale peut étre caractérisée soit par des calculs formés dans les voies
excrétrices soit par des concrétions initiées a partir de calcifications tissulaires. En effet, les
plaques de Randall [26,27], qui sont des calcifications tissulaires présentes au sommet de
certaines papilles servent de centre nucléateur et sont donc a 1’origine de certains calculs.

Sur le plan physicochimique [23,24,28], les calcifications pathologiques sont des
biomatériaux complexes comprenant une partie minérale et une partie organique associées a
des éléments traces. L’ensemble exhibe une structure hiérarchique pour la partie minérale
dans laquelle des nanocristaux s’assemblent pour former des microcristallites,
I’agglomération de ces derniers constituant la calcification [29-31]. Les calcifications
pathologiques (mais aussi physiologiques) sont issues d’une chimie douce [32-37] i.e. leur
synthése s’effectue a température et pression ambiantes pour des valeurs de pH qui
s’inscrivent dans notre cas entre 5 et 8. On retrouve donc pour les calcifications pathologiques
de nombreuses similitudes avec certaines notions de chimie douce (particules Janus, mise en
forme par le tissu a I’échelle mésoscopique, ...). La cinétique et la thermodynamique ont des
réles clés dans la compréhension des processus de biochimie qui conditionnent la pathogenese
de ces calcifications. Ainsi dans le cas des calculs d’oxalate de calcium, la thermodynamique
est prédominante lorsque ’on s’intéresse aux hyperoxaluries avec comme phase chimique
générée la whewellite (CaC,04.H,0). Au contraire, la thermodynamique s’efface au profit de
la cinétique de la réaction dans le cas des hypercalciuries avec cette fois la weddellite

(CaC,04. 2H,0) comme phase chimique des calculs. Enfin, deux types de processus de



nucléation primaire existent dans une urine sursaturée. Si une proportion limitée de calculs se
forme suivant un processus de nucléation homogene (i.e. une simple précipitation), on
observe de plus en plus leur formation dans le cadre d’un processus de nucléation hétérogene
liée notamment a la présence a la surface de 1’épithélium papillaire d’une calcification appelée
plague de Randall [26,27].

La lithiase est présente des I’aube de 1’humanité, puisque le premier calcul urinaire a
été découvert chez un garcon de 15-16 ans dont les restes ont été exhumés du cimetiére d’El-
Amrah, en haute Egypte [38]. La figure 1 retrace quelques étapes historiques associées a la
lithiase durant les 19°™ et 20°™ siécles. Comme on peut le voir, la lithiase refléte le statut
socioéconomique du pays [39,40]. Ainsi, au milieu du XX°®siécle, comme au siécle précédent,
la lithiase des populations de faible niveau socioéconomique est fréquente et affecte
généralement les enfants avec une trés forte prédominance masculine. Les calculs ont surtout
une localisation vésicale. Au niveau chimique, on note la prépondérance de [’urate
d’ammonium et des phosphates calciques et magnésiens. Ainsi, leur composition rend compte
a la fois d’une hygi¢éne précaire et d’'une alimentation a base de céréales et de végétaux,
souvent pauvre en phosphore et en protéines animales. Avec 1’élévation du niveau de vie, les
caractéristiques physicochimiques et la localisation des calculs évoluent, I’oxalate de calcium
devenant souvent le constituant majoritaire et la localisation des calculs étant rénale. De plus,

la lithiase affecte désormais essentiellement les adultes [41].

Europe Zones rurales des pays
(faible niveau S-E) non industrialisés

l (faible niveau S-E)

l

Localisation vésicale — Enfants - Sexe : rapport M/F=15 - Calculs : phosphate et/ou urates

4800
av-JC

@=ennine

Zones urbaines des pays en développement
@) (Niveau S-E faible ou intermédiaire)

- Localisation rénale ou vésicale —
- Adultes et enfants

-Sexe : rapport M/F 3310

- Calculs : OxCa prépondérant, mais phosphates

et noyaux de UrAm fréquents

19me sigcle 208Me siecle A

Pays industrialisés
(Niveau S-E élevé)

- Localisation rénale
-Adultes de la 3¢ a la 6° décennie _—
-Sexe : rapport MIF 1425
- Calculs: OxCa

Figure 1. Evolution historique et géographique de la lithiase urinaire



1.2 Epidémiologie de la lithiase urinaire

La prévalence annuelle de la lithiase urinaire a presque triplé en quarante ans (Etats-
Unis, Europe occidentale) [42-54]. Ces phénoménes s’expliquent par 1’¢lévation du niveau
socio-économique et la modification des habitudes alimentaires (majoration de la proportion
de patients obeses, en surpoids ou diabétiques due a des apports plus caloriques et/ou une
moindre dépense énergétique). Au cours du 20°™ siécle, la consommation de sel a été
multipliée par 3, celle de protéines par 5 et celle de sucres raffinés par 20. Durant la méme
période, on assiste a une baisse de la consommation des aliments végétaux riches en fibres et
en potassium.

En Algérie, une série de 360 [55] puis de 1354 calculs urinaires de l'adulte [56]
provenant de quatre grandes villes de I'ouest algérien a été étudiée. La fréquence de la lithiase
vésicale est élevée puisqu'elle représente 45,5% des calculs d'origine masculine traités
urologiguement. La composition cristalline montre que l'oxalate de calcium monohydraté
(whewellite) est majoritaire dans 48,1% des calculs et dans 40,6% au niveau des noyaux. La
carbapatite est le constituant principal dans 24,4% des calculs et dans 21,9% des noyaux. La
carbapatite est présente dans 77,8% des calculs analysés, la whewellite dans 68,6%, la
weddellite dans 56,4%, la struvite dans 20,6%, l'urate acide d'ammonium dans 12,2% et les
acides uriques dans 9,4% [55]. Ces chiffres n’ont pas été repris dans 1’étude élargie
comportant 1354 calculs publiée prés de 10 ans plus tard. Cependant, en raison de sa
signification pathologique forte, la présence de struvite a été réévaluée dans cette plus grande
série [56]. Les données rapportées montrent que 28,8% de 1’ensemble des calculs contenaient
de la struvite, suggérant une forte implication des infections a germes uréasiques dans la
formation ou le développement des calculs observés dans 1’Ouest Algérien. L’analyse plus
précise des résultats faisait ressortir une plus grande prévalence de la struvite chez la femme
(37,8% des calculs) que chez I’homme (24,5%). Au total, la carbapatite et la whewellite
étaient les principaux composants impliqués dans la lithogenése des calculs de la région Ouest
algérien [55,56]. Dans la méme région, cette étude [56] a illustré I’évolution de la
composition des calculs en fonction de 1’age (figure 2). Le pic de I'oxalate de calcium se
situait dans la tranche 31-45 ans tandis que la carbapatite était plus fréquente aprés 60 ans. Il
ressort de l'analyse des données que la lithiase urinaire dans I'Ouest algérien a tendance a
évoluer dans le méme sens que celle des pays industrialisés. Toutefois, les infections urinaires
restent une cause fréquente de lithiase [55,56] par rapport a d’autres études effectuées en
Europe [44-46].



Aucune étude n’a été entreprise sur les calculs urinaires de la région Est algérien.

HOMMES FEMMES

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

015 1630 31-45 4660  >60 015 1630 3145 4560  »60 TRANCHE D’AGE

M Divers M UrAm M Ac.Urique 8 PAM W PhCa BWd B Wh

Figure 2. Composition des calculs en fonction de 1’age, sur une série de 1354 calculs

provenant des services d’urologie de 1’Ouest Algérien [56].

1.3 La lithogenése

Nous avons rassemblé sur la figure 3 les principales étapes de la lithogenése [57].
Cette figure 3 montre la complexité des processus physicochimiques associés ainsi que
différents mécanismes biochimiques mis en action par I’organisme afin d’éviter la formation
de calcul : variation du pH urinaire, dilution des urines, complexation de certains ions pour
limiter la formation d’espéces moléculaires peu solubles, blocage des sites de croissance
cristalline par des ions ou des macromolécules (inhibiteurs), protection de I’épithélium
urinaire contre 1’adhérence cristalline, etc. De ce fait, les principales causes biochimiques de
sursaturation des urines, liées a une concentration excessive de calcium, d’oxalate, d’acide
urique ou a une concentration insuffisante de citrate, sont contrebalancées par la présence
d’autres substances qui vont exercer des effets sur les cristaux eux-mémes (inhibition de

croissance ou d’agrégation) ou leur interaction potentielle avec 1’épithélium.
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Figure 3. Les étapes de la lithogénése.
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Il existe normalement, dans les urines, un équilibre entre promoteurs et inhibiteurs de
cristallisation [57,58]. Cet équilibre peut étre rompu soit par un exces des promoteurs, soit par
un déficit des inhibiteurs (Figure 4). Les ions qui participent a la formation des espéces
insolubles sont appelés promoteurs de la cristallisation. Au nombre d’une dizaine, les
promoteurs de la cristallisation peuvent agir conjointement ou isolément. Le plus souvent, 2
ou 3 composés sont mis en ceuvre pour aboutir a la formation de ces especes moléculaires peu
solubles qui peuvent alors précipiter sous différentes formes cristallines. Ces derniéres se
forment dans des environnements biologiques différents dont elles témoignent, d’ou 1’intérét

de les prendre en considération pour identifier les facteurs étiologiques d’une maladie

lithiasique.
Promoteurs Substances cristallisables Espéeces cristallines
S [ Oxalat
xalate . . .
s ‘ > Oxalates de calcium > Whewellite, weddellite, caoxite
e 4 . _
6‘ Calcium . Phosphates de calcium , Carbapatite, brushite, phosphate
‘ 7 Octocalcique pentahydraté, PACC
2| Phosphate Phosp_h'ates de calcium et  Whitlockite
4 P , magnésium
g < -
a Magnésium— Phosphates ammoniaco- Struvite, dittmarite
4 7 magnesiens
A3
Q| Ammonium - = Urate d'ammonium > Urate d’ammonium anhydre
. . __ Uricite, acide urique monohydraté,
Urate « - Acideurique Acide urique dihydraté
_—Uratede sodium = Urate acide de sodium monohydratée
Sodium ~Urate de sodium et i dailaridogiasd
@ - potassium > Urate de sodium et potassium
c | Potassium \ : - :
= *Urate de potassium . Urate acide de potassium anhydre
o
Dihydroxy- . s 7 0
. .7 ————>Dihydroxy-2,8-adénine = Dihydroxy-2,8-adénine
2,8-adénine y y yoroy
Xanthine + H* > Xanthine > Xanthine

Cystine + H* > Cystine > Cystine

Figure 4 : Promoteurs, substances cristallisables et espéces cristallines

1.4 les différents types de calculs

L'analyse chimique des calculs a été remplacée par une analyse morpho-
constitutionnelle fondée sur une description précise a I’échelle macroscopique complétée par
une technique de caractérisation par spectroscopie vibrationnelle et plus précisément par

spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier [59-62]. A I’échelle macroscopique, il
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s’agit de préciser la forme, la taille, I’aspect de la surface, la texture, la forme et 1’aspect des
cristaux, la couleur, la dureté, 1’organisation et les principales caractéristiques de la section et,
chaque fois que cela est possible, d’identifier le noyau qui a servi de point de départ a la
formation du calcul. La spectrophotométrie infrarouge est devenue la méthode de réference en
raison de sa polyvalence, de sa rapidité, de sa mise en ceuvre aisée et de sa capacité a
identifier simultanément les espéces cristallines et non cristallisées, les composants minéraux
et organiques, les especes metaboliques et médicamenteuses (plus de 70 molécules
différentes). En revanche, la spectrophotométrie infrarouge ne peut pas identifier un nouveau
corps, non encore décrit dans les calculs, comme un nouveau médicament par exemple, méme
si elle est capable de le détecter. D'autres techniques d'analyse sont alors nécessaires, comme
la diffraction X [63] pour identifier plus précisément la nouvelle substance détectée par
I'analyse infrarouge. La spectrophotométrie infrarouge ne permet pas non plus de mettre en
¢vidence la présence d’¢léments traces.

Les calculs urinaires peuvent étre rassemblés au sein d’une classification comportant 6
types et 21 sous types, qui permet de classer plus de 95% des calculs de 1’arbre urinaire :

- Les oxalates de calcium [66-69] constituent la classe | pour la whewellite et la classe
Il pour la weddellite.

- Les calculs d’acide urique et les urates [70-75] forment la classe 111

- Les phosphates calciques et magneésiens, soit carbapatite, struvite, brushite,
whitlockite [76-80] sont rassemblés dans la classe 1V

- Les calculs de cystine (Classe V) sont liés a la cystinurie. Il s’agit d’'une anomalie
génétique qui entraine 1’excrétion d’une quantité excessive de cystine par les reins. Ce type de
calcul peut survenir dés I’enfance [81-85].

- Les calculs constitués de protéines sont rassemblés dans la Classe VI.
Notons I’existence de calculs de 1’arbre urinaire d’autre nature comme les calculs

d’origine médicamenteuse [86-91] ou les calculs constitués de purines rares liées a des

maladies génétiques [92].
1.5 La prise en charge thérapeutique

Historiquement, 1’une des premieres prises en charge thérapeutique de la lithiase est
dénoncée dans le serment d’Hippocrate. Elle s’associe a I’ouverture de la vessie afin d’en
extraire les calculs vésicaux. Jusqu’au XVIII® siecle, les calculs vésicaux étaient une cause
fréquente de souffrance, d’infection et de deces par urémie. Leur extraction par la taille

vesicale (incision) était redoutée, jusqu’a I’invention par Claude-Nicolas Le Cat d’un
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instrument, le gorgeret-cystotomel, qui a permis de réduire la mortalité consécutive a
I’ablation de ces calculs [93,94].

Malgré les progres de la chirurgie dans les décennies suivantes, il a fallu attendre la fin
des années 70 pour assister a une révolution de la prise en charge urologique des calculs.
Depuis 1980, I’idée de casser un calcul dur dans un rein mou sans endommager ce dernier est
en effet devenue une réalité [95]. La lithotripsie ou lithotritie extracorporelle (LEC) est une
méthode non invasive trés utilisée aujourd’hui. Aprés un repérage précis du calcul par
radiographie ou échographie, elle conduit a la fragmentation du calcul (rénal ou biliaire) grace
a des ondes de choc générées par un lithotriteur [96-102]. Les fragments sont ensuite éliminés
dans la majorité des cas par les voies urinaires dans un délai compris entre quelques jours et
quelques semaines. Cette méthode ne s’accompagne donc pas d’ouverture chirurgicale.

Si le taux de succes relevé dans la littérature médicale est de 60 a 85%, cette technique
n’est pas pour autant sans défaut [104-106]. Dans certains cas, les résidus des fragments du
calcul peuvent rester en place dans l’appareil urinaire et donner lieu a des coliques
néphrétiques. Eventuellement, un processus infectieux peut se déclencher [107,108] voire
dans certains cas une hémorragie [109]. De ce fait, il est utile de chercher une alternative a ces
moyens, par exemple en utilisant des plantes médicinales ou la phytothérapie qui pourrait
aider a I’expulsion des fragments, voire a prévenir la formation de calculs.

Cette demande pour des traitements par les plantes est de plus en plus importante et il
convient de souligner qu’il ne s’agit pas seulement d’une survivance de «pratiques
populaires», mais qu’il existe a I’heure actuelle une phytothérapie prescrite sur ordonnance
[110]. Selon I’organisation mondiale de la santé, 75% des patients ont recours a la médecine
traditionnelle pour leurs soins de base [111]. De nombreuse plantes sont utilisées a plus ou
moins bon escient dans plusieurs régions du monde pour le traitement de différentes
pathologies [112-119]. En ce qui concerne la sphére urologique, de nombreux travaux
concernent la phytothérapie [120-127], ce traitement par les plantes n’étant pas sans risque
[128,129]. A titre d’exemple, une étude récente recense 61 plantes médicinales appartenant a
30 familles et reparties en 51 genres dans le cadre des maladies rénales [130]. Parmi les
plantes utilisees, citons: Paronychia argentea [131-134], Bergenia ligulata [135-136],
Humulus lupulus [137]. Les plantes sélectionnées dans cette étude font toutes parties de la
pharmacopée Algérienne [132] et cette étude tente d’apporter des données physicochimiques
aux propriétés antilithiasiques supposées de ces plantes en les confrontant a des lithiases

difficiles a traiter par la pharmacopée industrielle.
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Chapitre 11 : Les techniques de caractérisation dans le contexte des calcifications

pathologiques

11.1 Quelques notions de physicochimie associées aux calcifications pathologiques

Nombreuses sont les techniques de caractérisation mises en ceuvre afin de préciser les
spécificités physicochimiques des calculs urinaires [1,2]. Parmi elles, nous pouvons distinguer
les techniques de laboratoire comme la microscopie électronique a balayage qui en décrit la
topologie [3-6], la spectrophotométrie infrarouge, qui en donne la composition chimique, la
diffraction des rayons X qui en donne aussi la composition chimique a condition que la phase
soit cristallisée et indique la taille des cristaux [7-9], la tomographie qui dévoile la répartition
dans I’espace des différentes phases chimiques [10] ou encore la fluorescence X induite par
des photons, des électrons ou des protons qui en établit la composition élémentaire [11-15].

Parmi cette premiere série de techniques de caractérisation, la spectrophotométrie infra
rouge est particulierement adaptée [16-18]. En effet, elle permet de mettre en évidence des
phases chimiques dépourvues d’ordre a grande distance comme le phosphate amorphe de
calcium carbonaté qui a une signification clinique importante [19]. Elle autorise aussi
I’évaluation du taux de carbonatation des apatites qui au-dela d’une certaine valeur indique un
processus infectieux [6, 20]. Sur ces deux critéres majeurs, elle s’avére donc bien supérieure
aux autres techniques de laboratoire (y compris bien sir les analyses chimiques) lorsque 1’on
s’intéresse a la lithiase.

Récemment, I’étude des calculs urinaires [21-23] et plus largement des calcifications
pathologiques a bénéficié de techniques liées aux grands instruments comme le rayonnement
synchrotron [24] ou le réacteur nucléaire de recherche [25]. Sur les centres de rayonnement
synchrotron sont implantées les techniques de caractérisation utilisant donc le photon comme
sonde de la matiere. Parmi elles citons les techniques de diffusion-diffraction des rayons X
[26,27], la fluorescence X [28-33] ou encore la spectrophotométrie infra rouge a transformée
de Fourier (I.R.-T.F.) [34-37] mais aussi des techniques specifiques comme la spectroscopie
d’absorption X [38-43]. En ce qui concerne la fluorescence X et la diffraction des rayons X,
ces deux techniques de caractérisation s’averent dans ces nouvelles conditions expérimentales
aptes a décrire plus finement la matiere puisque la taille du faisceau sonde est désormais de
I’ordre du micrométre, le rapport signal/bruit étant lui aussi bien supérieur en raison de la
brillance exceptionnelle de la source. Notons qu’en ce qui concerne la nouvelle source de

troisieme génération francaise SOLEIL, Source Optimisée de Lumicere d’Energie
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Intermédiaire du Lure, opérationnelle depuis 2006, la premiere expérience a été effectuée sur
un calcul rénal [44,45].

Nous ne présenterons pas dans ce chapitre la physique sous-jacente a chacune des
techniques dans la mesure ou de nombreux excellents ouvrages existent. Seule une
présentation succincte est effectuée au cours de laquelle la nature des informations

structurales est discutée.

1.2 Analyse morpho-constitutionnelle des calculs

L’approche morpho-constitutionnelle comporte 1’aspect morphologique qui consiste a
déterminer le typage morphologique de chaque calcul par loupe binoculaire et 1’aspect
constitutionnel qui s’attache a déterminer sa composition chimique par spectrophotométrie
infrarouge a transformée de Fourier. L’association de ces deux approches, morphologique et

constitutionnelle, oriente vers des étiologies particuliéres et spécifiques de lithogenése.

11.2.1 Examen optique et typage morphologique

La détermination du type morphologique du calcul (Figure 1) s’effectue a I’aide d’une
loupe binoculaire éclairée par des fibres optiques (grossissement entre 10 et 40 fois) pour
définir la structure du calcul en fonction des caractéristiques de sa surface (texture, aspect des
cristaux, couleur, particularités morphologiques : ombilication avec une plaque de Randall).
Le calcul peut étre ensuite coupé afin d’'examiner la section (noyau, couches profondes,
couches médianes et couches périphériques du calcul) ce qui permet d'avoir une idée de son
évolution temporelle. L'examen morphologique sert également a choisir les prélévements qui
seront analysés par spectrophotométrie infrarouge. Ils doivent étre choisis judicieusement

pour étre représentatifs des différentes étapes de la formation du calcul.
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Figure 1. Exemples de quelques types morphologiques de calculs urinaires collectés au
niveau des hopitaux et cliniques de I’Est Algérien :

(a) Calcul d’oxalate de calcium monohydraté (whewellite) de type Ia présentant une
ombilication d’origine papillaire avec un dépot de carbapatite de type IVa; (plaque de
Randall). Dimensions : 6x5x4 mm

(b) Calcul d’oxalate de calcium monohydraté (whewellite) de type Id de surface lisse
homogeéne. Dimensions moyennes : 7x5x5 mm

(c) Calcul d’oxalate de calcium dihydraté (weddellite) de type Ila présentant des cristaux
bipyramidaux aplatis. Dimensions : 11x9x8 mm

(d) Calcul d’oxalate de calcium présentant un début de conversion cristalline weddellite —
whewellite par déshydratation in situ des cristaux de weddellite : cristaux aux angles plus
ou moins émoussés. Dimensions : 12x10x8 mm (le plus gros)

(e) Calcul d’oxalate de calcium présentant une conversion cristalline weddellite —
whewellite trés avancée. Dimensions : 22x20x17 mm

(f) Calcul d’acide urique de type Illa. Dimensions : 26x24x18 mm

(9) Calcul présentant en surface un dépot d’urate d’ammonium de type IIIc (Sur une structure
sous jacente d’acide urique de type Illa). Dimensions moyennes : 32x28x22 mm

(h) Calcul coralliforme a surface hétérogene de type IVb composé de carbapatite et de
struvite. Dimensions : 46x42x24 mm

(i) Calcul coralliforme a surface cristalline homogene de type Va composé de cystine pure.
Dimensions : 48x42x28 mm
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11.2.2 Spectrophotométrie infrarouge a transformée de Fourier.

Découvert par Herschel [46], le rayonnement infrarouge signifie « en deca du rouge »
(du latin infra : « plus bas »). L'infrarouge, dont la longueur d'onde est comprise entre 780 nm
et 1000 um, est une onde électromagnétique d’énergie inférieure a celle de la lumiére rouge.
L'infrarouge (IR) est subdivisé usuellement en trois régions, I’IR proche (PIR : de 0,78 um a
1,4 um), IR moyen (MIR : de 1,4 a 25 um) et IR lointain (de 25 um a 1000 um). En ce qui
nous concerne, le domaine infrarouge (moyen) sur lequel sont réalisées les mesures
correspond a des longueurs d’onde A comprises entre 2,5 et 25 pum (soit pour le nombre
d’onde v = 1/» des valeurs comprises entre 4000 et 400 cm™). La plupart des
spectrophotometres utilisés en routine sont construits pour couvrir cette plage de longueurs
d’ondes. La région comprise entre 1500 cm™ et 400 cm™ est usuellement appelée "empreinte
digitale" et comprend un grand nombre de bandes. Dans la partie comprise entre 4000 cm™ et
1000 cm™ sont positionnées la plupart des bandes caractéristiques des groupes fonctionnels.

Par absorption d’un photon, I’énergie de vibration de la molécule peut s’accroitre dans
la mesure ou cette €nergie correspond a une différence d’énergie entre deux niveaux. On
distingue alors des vibrations dites fondamentales et des transitions dites harmoniques ou de
combinaison (qui s’associent a des nombres quantiques de vibration supérieurs ou égaux a 1).
Dans ces transitions de combinaison, un photon excite deux ou plusieurs vibrations
simultanément en augmentant le nombre quantique de chaque niveau énergétique. On
explique ainsi pourquoi on obtient généralement un nombre de bandes plus important que
celui prévu par la formule "3 N-6" avec N nombre d'atomes [47-49].

Chaque bande d’absorption correspond donc a un saut entre deux niveaux vibrationnels
et a une vibration de certains groupements d’atomes (Figure 2). Les vibrations de valence
s’associent préférenticllement a des élongations suivant les axes de liaisons (notées v).
D’autres sont plutdt reliées a des déformations d’angle de valence et sont dénommées
" vibrations de déformation”. Ces déformations peuvent avoir lieu dans le plan des deux
liaisons concernées (notées 6) ou hors du plan (notées y ou p). Les vibrations ne donnent pas
lieu systématiquement a une absorption. Pour cela, il faut que la vibration donne lieu & une
variation du moment dipolaire. Ainsi, pour une molécule linéaire ABA, seuls les modes

antisymétriques sont actifs en IR.
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Figure 2. Différents types de vibrations (élongations, déformations dans le plan, déformations
hors du plan).

La majorité des vibrations fondamentales des molécules organiques se trouve dans le
moyen IR. La position des bandes peut s’expliquer qualitativement en considérant la liaison
chimique comme un ressort possédant une constante de raideur définie par la nature de la
liaison (approche classique de la théorie vibrationnelle). Plus la liaison est forte (simple,

double ou triple), plus la fréquence de résonance est grande. On définit alors la fréquence de

1 |k
V=" |—
2\ 1

vibration (ou de résonance) par :

Avec:
o k: constante de raideur,
o M :masse réduite des deux atomes.

On peut ainsi comprendre simplement la position relative dans le spectre d’absorption
des liaisons C-C puisque v est proportionnelle & k et donc vC=C > vC=C > vC-C. De méme,
on peut classer les différentes liaisons C-H, C-C, C-F, C-Cl, C-Br, C-I, puisque v est

inversement proportionnelle a la masse reduite p [50]. Finalement, méme si I’attribution des

fréquences de vibration dépend fortement de p et k, de nombreux facteurs internes ou externes
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a la molécule ont une influence sur la fréquence de vibration. L’environnement et la
conformation jouent un réle sur la fréquence de la vibration. Ainsi, pour les calculs urinaires
composés d’oxalate de calcium, il nous est possible de distinguer 1’oxalate de calcium
monohydraté du dihydraté, méme si ces deux composés ont des formules stecechiométriques
trés proches.

L’analyse quantitative passe par les lois de Kirchhoff, de Beer-Lambert (pour les
mesures réalisées en transmission) et de Kubelka-Munk (pour les mesures réalisées en
réflexion diffuse). La loi de Kirchhoff, T + p + A =1, relie simplement T la transmittance
(1Mg), p la réflectance (Ir/lp), et A I’absorption. La densité optique d est associée a la
transmittance par la relation d=log(1/T). La loi de Beer-Lambert permet de relier 1’intensité
d’une bande a la concentration c et peut s’écrire Log(Io/l) = a(absorptivité)*b(trajet optique de
la cellule de mesure)*c(concentration). Dans le cas d’expériences réalisées en réflexion
diffuse, la lumiere diffusée est collectée par un jeu de miroirs paraboliques de grande
dimension. La fonction de réémission appelée aussi fonction de Kubelka-Munk est alors
proportionnelle a la concentration.

Sur le plan expérimental, contrairement au spectromeétre dispersif, le spectrométre IRTF
ne contient aucun élément dispersif [51,52]. Toutes les longueurs d’onde sont détectées et
mesurées simultanément grace a l’intégration d’un interférometre de Michelson dont le
principe est schématisé sur la figure 3a. Au sein d’un spectrométre IRTF, une lame séparatrice
semi-transparente divise le faisceau issu de la source en deux faisceaux, 1’un réfléchi vers un
miroir fixe, ’autre transmis vers un miroir mobile. Le miroir mobile, perpendiculaire au
miroir fixe, se déplace a une vitesse constante le long de son axe. Comme nous le verrons ci-
dessous, plus la distance de déplacement du miroir mobile est grande, plus la précision de la
mesure est élevée. En pratique, la résolution spectrale est largement suffisante pour des
analyses de routine lorsque la distance de déplacement du miroir est de quelques millimétres,
ce qui permet de faire des spectrophotomeétres de faible encombrement conservant une grande
précision de mesure. Les données collectées par le détecteur produisent un interferogramme.
La référence utilisée pour la mesure est généralement I’air. On peut aussi, lorsque 1’on
travaille en pastille de bromure de potassium, utiliser pour la référence une pastille de KBr ne
contenant pas d’échantillon.

Le principe d’un spectrométre infrarouge est schématisé sur la figure 3.
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Figure 3. Schéma de principe d’un spectrométre infrarouge.

On définit le paramétre x comme le retard, c'est-a-dire la différence des parcours
optiques de la partie réfléchie et de la partie transmise. Ainsi, ’intensité du rayonnement IR
émis par la source est sujette, avant d’atteindre I’échantillon, a une transformation S (L) —> |
(x) au travers I’interféromeétre. Une simple transformée de Fourier lie en fait S (A) et I (x). On
congoit ainsi que le processus de génération d’un spectre IR de 1’échantillon comporte 4
étapes (enregistrement d’un interférogramme simple-faisceau de référence sur le support
porte-échantillon, enregistrement d’un interférogramme simple-faisceau échantillon,
transformation de Fourier inverse des interférogrammes et opérations post-Fourier, calcul du
spectre d’absorbance (ou transmittance) a partir des spectres simple faisceau).

Résolution spectrale et parcours du miroir mobile sont deux paramétres complétement
dépendants (le critére de Rayleigh). Ainsi, plus on augmente le parcours du miroir mobile,
plus on augmente la résolution spectrale. A titre d’exemple, une résolution spectrale de 4 cm™
demandera au minimum un retard x de 0,25 cm. La résolution spatiale est limitée a la fois par
le rapport signal sur bruit et par la diffraction. En approximant la limite de résolution par la
diffraction & 2A/3 [53], on obtient une valeur comprise entre 1.7 pm (& 4000 cm™) et 13 um (&
500 cm™).

Finalement, il convient de souligner les avancées spectaculaires effectuées en

spectroscopie infra rouge en substituant & la source interne le rayonnement synchrotron [54-
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56]. Le point de départ du rayonnement synchrotron est donné par un francais, Alfred-Marie
Lienard qui publie en 1898 le premier calcul correct donnant la puissance rayonnée par une
charge en mouvement accélérée [57]. Dans la mesure ou 1’on congoit un dispositif avec une
trajectoire fermée, le Pr Oliphant a Birmingham montre en 1943 qu’il faut synchroniser la
fréquence de la tension accélératrice avec le moment de passage des particules. Sur le plan
expérimental, ce sont des électrons qui, circulant a une vitesse proche de celle de la lumiére
dans un aimant de courbure, ont leur cheminement de ce fait modifié et génerent une émission
de lumiére dite rayonnement synchrotron. Nombreux sont les anneaux de stockage dédiés a
I’¢tude de la maticre. En fait, il en existe aujourd’hui plus d’une cinquantaine a travers le
monde, chacun étant doté¢ d’une quarantaine de stations expérimentales fonctionnant 24h/24 et
7 jours sur 7 [58,59].

Ce changement de source permet des expériences de spectroscopie infrarouge avec une
résolution spatiale limitée non par le rapport signal sur bruit mais par la diffraction [60-69].
Une partie significative de ces expériences de spectroscopie vibrationnelle (Spectroscopies
infrarouge et Raman) porte sur le diagnostic médical. Comme le rapportent F. Draux [70] et
C. Kendall et coll. [71], la sensibilité de la technique permet de travailler a 1’échelle cellulaire
ou de zones tissulaires de faibles dimension, ce qui a conduit a utiliser les outils de
microspectroscopie vibrationnelle issus du rayonnement synchrotron pour I’étude des tissus
cancéreux, en particulier dans le cas des cancers bronchique [72-74], de la sphére
otorhinolaryngologique [75], du sein [76-78], de 1’cesophage [79], du colon [80] ou de la
prostate [81-82]. Les cancers ne sont pas les seules pathologies concernées [83]. De plus, dans
certaines pathologies, le diagnostic s’effectue par le biais des calcifications [78, 84].

Si ce type d’expériences n’est pas pertinent pour 1’étude des calculs rénaux en routine,
la caracterisation des calcifications ectopiques dans le tissu rénal par spectroscopie infrarouge
implantée sur le rayonnement synchrotron a permis la mise en évidence d’une grande
diversité chimique des calcifications tissulaires rénales [36]. De plus, ce type de montage
permet un diagnostic précoce de certaines pathologies particulierement sévéres comme le
déficit en Adénine PhosphoRibosylTransférase (APRT) [36] puisqu’il devient possible de
caractériser des microcristaux. Les cartographies chimiques des différents composés basées
sur les raies d’absorption IR qui leur sont associé¢es sont désormais réalisables a 1’échelle de
quelques micromeétres (= 5um). Dés lors, il devient possible de combiner la physiologie et la
physicochimie a une échelle subcellulaire. L’intégration de la génétique dans cette démarche
ouvre alors des perspectives exceptionnelles dans la compréhension des processus

biochimiques qui sous-tendent la pathogénése des calcifications ectopiques.
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En ce qui concerne cette étude sur les calculs rénaux, j’ai réalisé¢ les spectres
infrarouges a I’hopital Necker sur un spectrometre de type Bruker IFS25 (Bruker Spectrospin)
couvrant le domaine spectral de 4000 & 400 cm™, avec une résolution de 4 cm™. Le temps
d’acquisition d’un spectre est de I’ordre de 0,5 s sachant qu’une trentaine de spectres sont
collectés pour un échantillon inclus dans une pastille de KBr de 13 mm de diamétre obtenue
de la maniere suivante : un échantillon de 0,5 a 1 mg, parfois moins, représentant une zone
d’intérét d’un calcul (noyau, couches internes, surface...) est placé dans un mortier en agate et
mélangé dans une proportion de 0,5 & 1% avec un support inerte transparent en infrarouge, le
bromure de potassium. Le mélange, finement broyé et homogénéisé, est ensuite placé dans un
moule métallique spécial auquel est appliquée une pression de 10 tonnes/cm? afin d’obtenir
une pastille transparente d’environ 0,5 mm d’épaisseur. Celle-ci est alors placee sur le trajet
du faisceau infrarouge a 1’aide d’un support spécial et le spectre est enregistré contre I’air

utilisé comme référence.

La figure 4 illustre les profils infrarouges obtenus pour les principaux constituants des calculs

urinaires.
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1.3 Microscopie électronique a balayage

Depuis son apparition, le microscope électronique a balayage (MEB) s'est révelée étre
un puissant outil de caractérisation texturale et chimique locale de matériaux massifs [85-90].
Basé sur I’interaction électron — matiére, le terme “électronique ” témoigne de I'utilisation
d'¢lectrons comme particule sonde et celui de “balayage” rappelle que c'est au cours du
déplacement du faisceau d'electrons sur la surface de I'échantillon que se construit I'image de
la surface de I'échantillon sur I'écran de visualisation.

Deux types d’interactions sont concevables lorsqu’un électron d’énergie E pénétre dans
un échantillon. La diffusion « élastique » c'est-a-dire une interaction sans perte d’énergie mais
avec un changement de direction de 1’¢électron s’associe a I’interaction de 1’¢électron avec le
nuage ¢lectronique d’un atome. La section efficace de diffusion élastique varie en Z%/E%. Pour
un échantillon léger, la trajectoire de 1’¢lectron dans ces conditions est relativement linéaire,
celui-ci progressant profondément dans le matériau. La diffusion inélastique c'est-a-dire une
interaction avec perte d’énergie et sans changement de direction s’observe lorsque
I’interaction s’effectue individuellement avec un électron du matériau. Dans ce cas, des
¢lectrons dits secondaires peuvent étre éjectés et 1’émission de photons dont 1’énergie est
caracteristique des éléments composant le matériau peut étre observée. Notons que si I’angle
de diffusion est supérieur a n/2, 1’électron incident est susceptible de ressortir du matériau.
Dans ces conditions, la collection des électrons rétrodiffusés permettra d’effectuer une
analyse chimique. On désigne par « poire de diffusion » I’enveloppe de toutes les trajectoires
des électrons primaires incidents au sein du matériau.

De maniere simplifiée, on peut ainsi résumer les informations attendues. La texture est
décrite en collectant les électrons secondaires. En effet, leur énergie est faible (<50.eV) et par
conséquent leur libre parcours moyen est de I’ordre de quelques nanométres. Le contraste des
images provient ainsi du fait que la quantit¢ d’électrons secondaires émis est minimale
lorsque le faisceau électronique est perpendiculaire a la surface de 1’échantillon et augmente
proportionnellement suivant son inclinaison. La répartition des phases dans le matériau est
décrite de maniere qualitative par les images en électrons rétrodiffusés (contraste de numéro
atomique). Une analyse élémentaire locale peut étre conduite en mesurant 1’énergie des
photons de fluorescence émis par 1’échantillon. La résolution des images est intimement liée a
la zone sur laguelle le signal (associé aux électrons primaires rétrodiffusés, aux électrons
secondaires ou aux photons de fluorescence X) est émis. Dans le cas des électrons primaires

rétrodiffusés, cette zone d’échappement est de 1’ordre d’une centaine de nanometres et dépend
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bien sOr du matériau. Pour les électrons secondaires (qui ont une faible énergie), cette zone
d’émission est de I’ordre d’une dizaine de nanométres. Enfin, pour des photons de
fluorescence, cette zone d’échappement dépend fortement de leur énergie.

L’ensemble des observations a été réalise au LPS gradce au microscope Zeiss
SUPRAS55VP/Gemini (Figure 5). Les électrons sont produits par une pointe a effet de champ
puis accélérés dans la premiere partie de la colonne. La premiére lentille appelée condenseur
réduit la taille de la source, la seconde focalise le faisceau d’électrons primaires sur
I’échantillon. Suite aux aberrations (aberration chromatique, sphérique, processus de
diffraction électronique, astigmatisme) associées aux lentilles électroniques, on définit
généralement une sphere de confusion qui rend compte de 1’élargissement de la sonde
électronique.

En raison du caractére isolant de nos échantillons, des électrons primaires de faible
énergie (tension accélératrice de 2KV) ont été utilisés. On utilise ainsi le fait que 1’équilibre
des charges est effectif pour des tensions accélératrices oscillant entre 1 et 2 KV. En effet, le
rendement total d’émission d’¢lectrons secondaires créés par les électrons primaires o varie

avec leur énergie.

Figure 5. Microscope électronique a balayage (MEB) Zeiss SUPRA55VP/Gemini (LPS)
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Pour ce qui est de la détection (Figure 6), le microscope implanté & Orsay comprend
deux détecteurs d’¢électrons secondaires ; le premier est un détecteur de troisieme génération
situe dans la colonne : High Efficiency InLens detector (InLens), qui permet d’intercepter les
¢lectrons secondaires de basse énergie procurant un contraste de phase chimique, I’autre plus
courant, un Everhert - Thornel Secondary Electron Detector (SE2), est situé au niveau de la
chambre. La colonne est maintenue en ultravide grace a une pompe turbo moléculaire et a

deux pompes ioniques.

Figure 6. Deux photographies d’un calcul rénal oxalocalcique type Ia obtenues sur le
microscope électronique a balayage du méme site avec les deux détecteurs : a) est obtenue
avec le détecteur SE2, b) est obtenue avec le détecteur InLens.

En raison de la géométrie particuliére associée a ces deux détecteurs (Figure 5), le
détecteur SE2 (photo de gauche) permet de mieux appréhender le relief de la structure tandis
que le détecteur sur InLens (photo de droite) permet de visualiser des détails mais en ayant le
contraste moins porté sur la topographie. Le détecteur InLens peut donner un contraste
chimique et permet de visualiser les différentes arrétes de 1’échantillon avec plus de netteté

(accumulation de charge).

Ce type de dispositif a été largement utilisé en médecine afin d’apprécier la
calcification de dispositifs médicaux comme les stérilets [91], les implants mammaires [92],

les valves cardiaques [93], les implants oculaires [94,95], des stents vasculaires [96-99], les
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sondes urinaires [100,101]. De plus, nombreuses sont les calcifications pathologiques qui ont
fait I’objet d’une étude reposant en partie sur cette technique d’imagerie [102-105].

Dans le cadre de ces observations a 1’échelle mésoscopique, il convient de s’intéresser a
I’une des propriétés physiques des cristaux : leur morphologie [106]. De nombreux cristaux se
présentent sous la forme de polyédres convexes limités par des faces planes. Notons que pour

développer une morphologie typique, les faces du cristal doivent pouvoir croitre sans entrave.

Il convient de rappeler certaines notions concernant la cristallographie morphologique
i.e. I’étude des caractéres géométriques des polyedres cristallins [106]. Comme le présentent
les auteurs [106], la forme des cristaux est régie par des lois inhérentes aux angles entre les
faces ou entre les arétes telles que la loi de constance des angles, la loi des indices rationnels
simples et la loi de symétrie. La premiére, énoncée en 1669 indique que, dans les cristaux
d’une méme espece cristalline, 1’extension des faces n’est pas un caractére constant. Au
contraire, les angles entre les faces ou les arétes sont constants chez tous les individus de
I’espéce. La loi de Hally (1784) précise que les faces et les arétes ne sont pas définies au
hasard. Les faces des polyédres sont représentatives des plans réticulaires denses. Si cette loi
de Haly limite les orientations possibles pour les faces, elle ne permet pas pour autant de
prévoir celles qui se développent réellement. La troisieme loi dite loi de symétrie semble
évidente. Dans la mesure ou les faces des polyedres correspondent a des plans réticulaires, la
symétrie morphologique est liée a la symétrie du réseau. Toutefois, cette symétrie
morphologique peut étre inférieure a la symétrie réticulaire. En fait, le groupe ponctuel
morphologique n’est autre que le groupe ponctuel (moins les éléments de translation) des

éléments de symétrie de la maille.

Dés lors, il est possible, a partir de la morphologie des cristaux, d’en déduire les
caractéristiques cristallographiques des phases chimiques (Figure 7). Ainsi les cristaux de
cystine (C3HgNO,S, a = b = 5.412A, ¢=55.956A, groupe d’espace P6:22), exhibent une
morphologie hexagonale, morphologie cohérente avec la structure cristallographique de ce
composé [107,108].

De méme, pour les cristaux de weddellite (CaC,0,4.2H,0, a = 12.30 A, c= 7.34 A
groupe d’espace 14/m) qui s’observent sous la forme de bipyramide [109-111].

Pour les cristallites d’oxalate de calcium monohydraté (CaC,04.H,0, a=6.316 A, b=
14541 A, ¢ = 10.116 A, groupe d’espace P2i/c) [112-115], I’existence de plusieurs

morphologies a ¢été précédemment dévoilée [116]. L’un des points majeurs de ces



34

observations est 1I’opportunité offerte par la microscopie électronique & balayage de poser le
diagnostic dans le cas d’une pathologie sévére telle que I’hyperoxalurie primaire [117]. Cette
approche par une technique de physicochimie est bien plus rapide que 1’approche effectuée
par la génétique et plus fiable dans la mesure ou tous les génes déficients n’ont pas encore été

identifiés.

Les cristaux de brushite (CaHPO,.2H,0, a=5,812 A, b=15,180 A, ¢ = 6,239 A et B
= 116°25, groupe d’la) [118,119] se présentent généralement en plaquettes et parfois en
aiguilles [120,121]. Le phosphate octocalcique triclinique (OCP; , Cag(HPO4)2(PO4)4x5H,0, a
=19,692 A, b =19,523 A, ¢ = 6,835A, o= 90,15°, B = 92,54° et y= 108,65° groupe d'espace
P1) se distingue par une morphologie particuliere en rose des sables [122]. Il existe aussi un

phosphate octocalcique apatitique Cag(HPQO4)2.5(PO4)35(0OH)o 5.

Pour d’autres composés, ce sont des structures spécifiques a la surface des cristaux qui
permettent d’identifier le composé chimique. Ainsi pour la struvite (MgNH4PO,4.6H,0, a =
6.941A, b = 6.137A, ¢ = 11.199A, groupe d’espace Pmn2;), la surface des cristaux présente
une structure spécifique en « patte d’oie » [123-126].

A Dopposé, la morphologie typique des phosphates de calcium de structure apatitique
biologique (Caioxru@xu(POs)ex(CO3)xOHaxioy@xon, @ = b = 9.41844A, c= 6.88374A,
groupe d’espace P63/m) est sphérique [6]. Cette morphologie sphérique observée a 1’échelle
mésoscopique s’explique par ’agglomération de cristaux de phosphates de calcium de
structure apatitique de taille nanométrique [127-131]. Pour cette phase chimique, il convient
de rechercher a la surface de ces sphéeres des empreintes de bactéries, ces empreintes mettant

en évidence un processus infectieux puisque 1’arbre urinaire est sSupposé étre stérile [132,133].

La figure 7 illustre différentes morphologies de cristaux observées dans les calculs de
I’appareil urinaire. Les clichés ont ét¢ obtenus a partir des calculs dont la nature a été

déterminée par spectrophotométrie infrarouge.
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Figure 7. Différentes morphologies observées au MEB a) annaba 135: sphéres d’apatite; b)
annaba 214: cystine (+PACC); c) annaba 163: urate d’ammonium ; d) annaba 170: brushite
(avec apatite au centre); e) annaba 222: acide urique anhydre; f) annaba52: whewellite (plus
weddellite).
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11.4 Le microanalyseur a sonde électronique

Présenté pour la premiere fois a la premiére conférence européenne sur la microscopie
électronique a Delft par R. Castaing [134], le microanalyseur a sonde électronique congu sous
la direction d’A. Guinier constitue désormais une technique d’analyse chimique
incontournable aussi bien en physique, en chimie ou bien encore en science des matériaux
[135-138]. Dans la thése de physique de R. Castaing, on retrouvera en détails les bases de la
physique associées a cet outil de caractérisation [139]. Les photons de fluorescence X générés
par ’impact des électrons du faisceau incident sont recueillis par un détecteur apte a
déterminer précisément leur nombre pour une énergie donnée. L’analyse du spectre
d’émission nous permet de déterminer la nature des éléments présents au sein du matériau
ainsi que la concentration massique de I’élément sélectionné dans le volume analysé. 1l est
donc possible de procéder a des cartographies chimiques des différents éléments constitutifs
de la zone sélectionnée.

On dénote aisément la similitude qui existe entre ce microanalyseur a sonde
électronique et un dispositif de fluorescence X. La différence majeure entre ces deux
techniques de caractérisation se situe bien sir au niveau de la sonde mais aussi au niveau du
seuil de détection des éléments. Ainsi, dans le cas des calculs urinaires (et des calcifications
pathologiques et physiologiques en général), seuls les éléments majeurs c’est-a-dire ceux
présents dans la formule steechiométrique des phases chimiques présentes dans le matériau
donnent un signal de fluorescence X mesurable. Les éléments traces tel que le Zn par exemple
ne sont pas détectables. Cette différence majeure s’explique par la nature des interactions a la
base de ces techniques.

Dans la notation de Siegbahn (Figure 8), les raies d’émission sont notées par des lettres
grecques indexées par ordre d’intensité décroissante. Ces lettres indiquent la transition

électronique accompagnant la désexcitation.
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Figure 8. Excitation et désexcitation d’un atome et correspondance entre le nom de quelques
raies et les niveaux en question.

11.5 La fluorescence X

G. Sargnac découvrit en décembre 1896 le rayonnement de fluorescence X a la
Sorbonne et ¢’est dans son laboratoire privé que M. de Broglie réalisa en mai 1914 le premier
spectre de fluorescence X par dispersion de longueur d’onde [140-142].

La fluorescence X est une technique d’analyse élémentaire, c’est-a-dire qu’elle permet
d’identifier les différents éléments présents au sein du matériau, y compris les éléments
présents a I’état de trace. En éclairant notre échantillon avec des photons de haute énergie, des

¢lectrons de cceur du cortege électronique de 1’atome sont &jectés [143]. L’atome est ainsi
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placé dans un état excité. Pour revenir a son état initial, le cortege électronique de I’atome se
réarrange :

- soit par un mode non radiatif, correspondant a une émission d’électrons, c’est 1’effet
Auger ;

- soit par un mode radiatif associé a une émission d’autres photons.

La fluorescence X se référe a la voie radiative. La fluorescence dite primaire résulte
directement de D’effet sur I’élément considéré du rayonnement primaire incident. Elle
constitue donc la contribution principale a I’émission d’un élément dans un échantillon [144].
La fluorescence d'un des éléments de I'échantillon, excité par le faisceau incident, peut (si elle
est assez énergétique) jouer a son tour le role de faisceau incident "excitateur” sur un autre
élément de I'échantillon, et donc provoquer une fluorescence secondaire. Dans cette
configuration, il est possible d’étre confronté a un renforcement de 1’intensité d’un élément.

Le retour de I’atome dans son état initial est un processus complexe qui dépend
notamment du numéro atomique de I’¢élément et qui met en jeu plusieurs électrons du cortege
¢lectronique de 1’atome. Il existe ainsi différentes désexcitations €lectroniques. Chacune
d’elles est associée a 1’émission de photons dont 1’énergie est spécifique a cette désexcitation.
On observe donc non pas des photons d’une seule énergie mais un ensemble de photons
d’¢énergies différentes. Chaque énergie définit une raie d’émission caractéristique de 1’élément
présent dans le matériau. C’est 1’analyse de cette collection de raies dénommée spectre
d’émission qui permet de savoir quels sont les ¢léments présents au sein du matériau.
L’énergie de la raie d’émission permet de connaitre le numéro atomique de 1’¢lément.

L’analyse quantitative n’est pas basée sur une simple mesure des aires des raies de
fluorescence X. En effet, Friedmann et Birks ont montré que I’intensité de fluorescence X
d’un ¢lément n’est pas directement proportionnelle a la concentration [145]. Cette apparente
contradiction est induite par des effets de matrice [146]. Comme le présente N. Broll [147],
plusieurs méthodes d’analyse quantitative ont été testées avec succes, dont la mise en ceuvre
de composés étalons ou I’utilisation de la diffusion Compton comme standard interne. Toutes
ces approches ne sont pas aussi fiables que celles basées sur les équations fondamentales de la
fluorescence X traitées initialement par Von Hamos [148]. On se reportera aux travaux de
Shiraiwa et Fujino [149] pour en avoir une expression correcte. Désormais, ’analyse
quantitative s’effectue notamment par le biais de logiciels performants [150]. Soulignons que

dans le cas des calculs urinaires ou 1’on s’attache a déterminer la nature d’éléments « lourds »
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comme le zinc dans une matrice « légére » contenant toutefois des atomes de calcium, des
analyses précises peuvent s’effectuer sans correction [151].

Deux dispositifs expérimentaux ont ét¢ mis en ceuvre : Le premier montage est
implanté au Laboratoire de Physique des Solides a Orsay (Figure 9), le second est une source
portable localisée au CEA-Saclay (Figure 10). Pour le premier montage, le faisceau des
rayons X de diametre de 1 mm vient éclairer un échantillon placé sur un support dont la
position est pilotée par ordinateur. Les photons de fluorescence sont collectés sur un détecteur
refroidi par effet Peltier. Les données sont exploitées par le logiciel Origine 8.0 afin d’évaluer

les concentrations des éléments.
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Figure 9. Montage classique pour la fluorescence X localisé au LPS et spectre de

fluorescence X tracé sous le logiciel Origine

La source portable est dotée d’un logiciel qui évalue les €¢léments traces et donne

directement les concentrations sous format de tableaux Excel.
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Figure 10. Exemple de spectre de Fluorescence X donné par le dispositif associé a la source

portable.

De nombreux travaux soulignent I’importance des éléments traces dans différents
contextes biologiques [152-154]. Les travaux inhérents aux calculs urinaires (on inclut ici la
fluorescence X induite par les protons) [155-171] ou aux cristaux synthétiques [172-178] sont
aussi nombreux et se focalisent sur le réle éventuel des éléments traces sur la cinétique de
croissance de différentes phases chimiques présentes dans les calculs ou encore sur
I’influence de ces éléments traces sur la morphologie [179]. L’ensemble de ces travaux se
contente généralement d’établir une liste plus ou moins exhaustive selon les conditions
expérimentales des éléments (majeurs ou éléments traces) présents au sein de calcifications
physiologiques ou pathologiques. Dans un article récent, une classification plus pertinente
basée certes sur leur quantité mais surtout sur leur origine biologique a été proposée [12,180].

Précisant les conditions expérimentales (1’énergic des photons détectés est comprise
entre 2 et 18 KeV), cette classification repose sur un jeu d’une centaine de calcifications
pathologiques et distingue en premier lieu les éléments présents dans la formule
steechiométrique du calcul donnant lieu a un signal de fluorescence mesurable. Ainsi nous
observons les contributions du calcium (EK, = 3.692 KeV, EKg = 4.013 KeV) dans le cas de
calculs formés de whewellite : CaC,0,4.H,0, de weddellite : CaC,04.2H,0) ou encore de
carbapatite et le soufre (EK, = 2.308 KeV, EKs = 2.464 KeV) pour les calculs formés de
cystine ([S-CH,-CH(NH;)-COOH]y).



41

On trouve ensuite des éléments traces d’origines trés différentes. Ainsi le strontium
(EK, = 14.17 KeV, EKg = 15.84 KeV) et le sélénium (EK, = 1.22 KeV, EK = 12.50KeV)
sont presents en raison notamment du fait que ces eléments partagent la méme colonne du
tableau périodique que des éléments majoritaires (le strontium pour le calcium, le sélénium
pour le soufre) et donc sont associés a la méme chimie. On peut aussi souligner le fait que le
Sr?* suit les mémes voies métaboliques que le Ca®* et qu’il s’y substitue dans un ensemble de
composés comme 1’apatite [181].

Pour le zinc (EK, = 8.64 KeV, EKy = 9.57 KeV) et le cuivre (EK, = 8 .04 KeV, EKg =
8.90 KeV), ces deux éléments sont présents dans de nombreuses métalloprotéines. A noter le
fait que le zinc est ¢liminé par le rein, mais que sa concentration dans I’urine est faible, de
I’ordre de 0,1 ppm, alors qu’elle est sensiblement plus ¢élevée dans le parenchyme en moyenne
20-30 ppm [182,183]. La présence du Fer fait probablement suite a des saignements.

Une autre famille d’éléments traces est occasionnellement retrouvée, cette fois-Ci de
manicre pathologique, il s’agit du plomb et du cadmium qui sont deux néphrotoxiques bien
connus. Notons que la teneur en plomb des milieux biologiques d’origine humaine, en
particulier le sang, qui peut s’expliquer par une exposition chronique, notamment au travers
de conduites d’eau potable en plomb, a diminué de manicre significative en France lors de ces
deux dernieres décennies [184].

Enfin, des éléments lourds a visée thérapeutique comme 1’iode [185] ou le platine [186]
constituent la derniére famille d’é¢léments présents au sein des calculs rénaux. La présence
d’iode a été relevée dans au moins un cas. Notons aussi la présence, encore inexpliquée, du
brome.

Cet ensemble de résultats permet d’aborder 1’'une des controverses associées aux
éléments traces, celle associée au réle catalytique des éléments traces dans la pathogenése des
calculs urinaires. Nous nous limiterons ici au phosphate de calcium de structure apatitique.
Lorsqu’ils sont synthétisés en milieu basique, les phosphates de calcium amorphes ne
contiennent généralement pas de groupement phosphate acide et présentent la composition du
phosphate tricalcique [187], avec un rapport atomique Ca/P proche de 1,5. Différentes
investigations montrent que le magnésium, et le carbonate jouent un role essentiel dans la
stabilisation du phosphate de calcium amorphe dans les milieux biologiques [121,187-189]
tout en inhibant la croissance cristalline de la phase apatitique [190]. Notons que les ions
fluorures favorisent la conversion de la phase amorphe en apatite [187]. D’autres parameétres
physico-chimiques comme le pH sont susceptibles d’influencer la conversion de la phase

amorphe en apatite, phosphate octocalcique et/ou brushite. Ainsi cette conversion est
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favorisée en milieu acide alors qu’en milieu basique la phase amorphe est au contraire
stabilisée [121].

Ces résultats dévoilent que le zinc ne joue pas de rdle catalytique dans la formation d’un
calcul et de ce fait les éléments traces ne peuvent étre considérés comme des facteurs de
risque. Sur le plan physicochimique, leur teneur s’explique par leur présence naturelle dans le
corps humain (a titre indicatif, un corps humain de 70 Kg contient 1 Kg de Ca, 199 de Mg, 4-
5g de Fer, 2-3 g de Zn). De plus, I’affinité des éléments traces pour les différentes phases
chimiques constitutives du calcul suit les regles de Goldschmidt qui reposent sur la charge et
le rayon ionique, la force de liaison et 1’électronégativité [191]. En effet, les rayons atomiques
associés a ces deux cations bivalents sont trés proches (R(Ca*") = 0.99 A; R(Zn**) = 0.74 A).
On remarque alors que dans les études de Bazin et coll. [12,180], la teneur moyenne en zinc
des calculs variait selon leur contenu en calcium et selon la phase cristalline riche en calcium
qui était présente. Ainsi, dans les calculs d’oxalate de calcium, la teneur en zinc était plus
faible dans les calculs de whewellite (en moyenne 42 ppm) que dans ceux de weddellite
(environ 290 ppm) et elle était beaucoup plus élevée dans les calculs de phosphates de

calcium, en particulier de carbapatite (en moyenne 1059 ppm) [12].

1.6 La diffraction des neutrons.

En physique, en chimie et en science des matériaux, la mise en ceuvre des sondes que
constituent les faisceaux de photons, d’électrons ou de neutrons pour étudier la matiere utilise
le fait que la matiére va émettre une réponse a cette excitation. Parmi les réponses, le
phénomene de diffusion, qui s’associe a une onde diffractée, résulte d’une combinaison
d’ondes cohérentes (méme énergie et méme phase) diffusées par chacun des atomes qui
interferent. L’analyse de I'intensité du faisceau émergeant généré permet la description de
I’agencement des atomes au sein de 1’échantillon [7-9]. Une fois connues les structures
cristallographiques des phases chimiques présentes, on peut accéder a la composition
chimique de I’échantillon.

En ce qui concerne la diffraction neutronique ou PND (Powder Neutron Diffraction),
elle constitue une technique non-destructive. L’établissement du diagnostic médical
s’effectuant sur ’ensemble du calcul [192,193], il est essentiel de mesurer la taille moyenne
des nanocristaux composant le calcul en prenant en compte 1’ensemble de la masse du calcul
(de dimension millimétrique) sans altérer son intégrité physico-chimique. Les diagrammes de

diffraction collectés indiquent alors (par le biais des largeurs des raies de diffraction) la
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dimension des nanocristaux. Deux caractéristiques de nos échantillons font de la PND un outil
particulierement adapté : la premiére est la présence de phases chimiques majoritairement
constituées d’¢léments légers (H,O,N,C) et la seconde est le fait que la mesure de la taille des
nanocristaux peut s’effectuer sur I’ensemble de 1’échantillon. L’excellente qualité des données
obtenues au laboratoire Léon Brillouin [194] nous a permis d’effectuer une analyse
quantitative en utilisant la méthode de Rietveld [195-198], le logiciel mis en ceuvre étant
FULLPROF [199-202].

Des expériences de diffraction neutronique ont ét€ mises en ceuvre précédemment pour
des calculs d’oxalate de calcium monohydraté [116], d’acide urique [180], d’apatite [131], de
struvite [132] et pour des calculs de cystine [203]. Parmi toutes ces phases chimiques, les
cristaux d’apatite sont caractérisés par les plus petites tailles. L’ensemble de ces expériences
de diffraction neutronique a permis de montrer que le polymorphisme des oxalates de calcium
monohydraté en relation avec la pathologie ne s’exprime pas a I’échelle nanométrique. De
plus, une explication basée sur la taille des cristaux a été proposée pour rendre compte de
I’absence d’empreintes de bactéries a la surface de calculs de struvite. Enfin, nous avons pu
aborder le mode d’action de différents médicaments dans le cas du traitement médical de la
cystinurie. En ce qui concerne les calculs de 1’Est Algérien, les mesures ont été réalisées et
sont en cours sur une plus grande série de calculs.

Les diagrammes de diffraction neutronique ont été collectés sur la station
expérimentale G4.1 (Figure 11) [204] implémentée sur la source froide du réacteur Orphée
(Saclay, France), qui fait partie du laboratoire Léon Brillouin [196]. Ce dispositif est équipé
d’un monochromateur en graphite pyrolytique et d’un multidétecteur deux axes comprenant
800-cellules couvrant un angle de 80° en 26 (pas de 0.1° entre 2 cellules). Dans notre cas, les
diagrammes sont collectés entre 20 = 7 et 87°, la longueur d’onde étant égale a 2.4226 A. Le
temps d’acquisition est de ’ordre de quelques heures, les mesures s’effectuant a température
et pression ambiantes. Ce dispositif particulierement ingénieux permet de mesurer avec une

grande précision des cristaux dont la taille oscille entre 5 et 200 nanomeétres.
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Figure 11. Montage de diffraction neutronique G4.1 et diagrammes de diffraction

neutronique

11.7 Etude de I’effet de dissolution des plantes sur les calculs rénaux

Nous avons choisi trois types de calculs résistant a la lithotripsie : I’oxalate de calcium
type Id, la cystine et la brushite. Ces types de calculs sont souvent difficiles a traiter et a
prévenir par les procédures urologiques et médicales actuellement disponibles. L’oxalate de
calcium type Id traduit des situations de stase avec confinement anatomique (obstruction,
anomalies anatomiques post-papillaires, diverticules caliciels). La cystinurie est une affection
autosomique récessive a l'origine d'une aminoacidurie responsable de la maladie lithiasique
[205]. Bien que la prévalence de la cystinurie soit relativement faible en comparaison d'autres
formes de lithiase, il est nécessaire de reconnaitre précocement la maladie et de mettre en
ceuvre un traitement urologique et médical préventif car c’est une forme trés récidivante de
lithiase avec un risque d’altération de la fonction rénale. Finalement, la brushite, classée
parmi les calculs phosphocalciques, est également une forme trés récidivante qui a
considérablement progresse chez la femme dans les pays industrialisés, notamment en France,

passant de 0,4 a 1% (p < 0,05) en quelques décennies.
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Pour étudier I’influence des plantes sur les différents types de calculs, nous avons
préparé un extrait de chaque plante par infusion, pendant 30 minutes, de 3 g de plante seche
dans 100 ml de solution physiologique bouillante (9 g de NaCl par litre), la solution de NaCl
de 9 g/L étant utilisée par ailleurs comme milieu témoin pour apprécier les modifications de
masse et/ou de structure des calculs [206]. Aprées filtration, 1’extrait a été reparti (60 ml) dans

des erlenmeyers en verre (Figure 12).

Figure 12. Calcul de cystine incubé dans une solution témoin de NaCl 9g/litre

Le calcul a été placé dans un sachet poreux en fibres tressées afin d’éviter tout contact
avec le barreau magnétique et mis en suspension dans ’extrait. Ainsi, les calculs rénaux ont
été isolés de tout effet mécanique. Chaque extrait a été mis sous agitation magnétique
constante de 130 t/min pendant plusieurs semaines. Pour chaque expérience, le pH de la
solution a été mesuré tous les 15 jours a I’aide d’un pH-meétre et la perte de masse des calculs
rénaux évaluée par pesée du calcul aprés séchage dans une étuve a 40-C pendant 18 heures.
Un suivi de I’état de la surface a été effectué par MEB [207,208]. Chaque expérience a été
réalisée en triplicata. Le traitement statistique des données a été effectué avec le logiciel
NCSS (NCSS statistical package, J. Hintz, Gainesville, FL).

Les plantes médicinales évaluées contre la lithiase d’oxalate de calcium type Id étaient :
Ammi visnaga, racines non traitées de Madélithiol IMRA 2000, et racines de Madélithiol
IMRA 2000 délipidéées par CHCI3. Les plantes médicinales évaluées contre la lithiase de
cystine étaient : Arenaria ammophila (tiges et feuilles), les feuilles de Parietaria officinalis,
les fleurs de Parietaria officinalis, et les fleurs de Paronychia Argentea. Le pH de la solution

a été mesuré tous les 15 jours a ’aide d’un pH-meétre.
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Les plantes médicinales testées contre la lithiase de brushite sont: les fleurs de
Paronychia Argentea, les fleurs de Parietaria officinalis, Arenaria ammophila (tiges et
feuilles) et Ammi Visnaga. Un extrait de chaque plante a été prépare par infusion et une seule
solution témoin a été utiliseée (la solution physiologique). Le pH de la solution a été mesuré

tous les 15 jours a ’aide d’un pH-metre.
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Chapitre 111 : Epidémiologie

Une multitude d’études épidémiologiques ont été publiées et I’analyse de cette
littérature classée par ordre chronologique [1-101] permet de discerner différents types
d’investigations suivant les critéres retenus. Les investigations menées en fonction de la
géographie concernent soit des continents, 1’Europe [92], I’ Afrique [10], soit différents pays
I’Allemagne [11,13,69], I’Angleterre [64], 1I’Arabie Saoudite [42], I’Arménie [65], les Etats
Unis [39,70,94], la France [48,77,78], I’Iran [20,96], le Japon [32,57], la Jordanie [27], le
Pakistan [21], le Soudan [50], Taiwan [68] la Tunisie [73], ou encore des régions spécifiques
de certains pays [6,7,14,22,24,29,31,35,37,43,44,46,47,51,55,59,62,66,71,72,74,80,81,83,
100]. D’autres facteurs modulant les caractéristiques physicochimiques de la lithiase sont
abordés comme la classe d’age [25,28, 75] ou encore le sexe [40, 75, 82]. Ainsi de
nombreuses études s’intéressent plus particulierement a la lithiase de 1’enfant
[3,8,19,36,42,53,55,67,78,93,95, 99]. Chez I’adulte, comme chez I’enfant, la plupart des
études épidémiologiques mettent en évidence des différences significatives en fonction du
sexe puisque I’homme et la femme s’avérent trés différents sur ce point [15, 32, 82]. Les
hommes sont en effet environ deux fois plus touchés que les femmes (9% contre 4 %) et, chez
I’enfant, un rapport gargon/fille élevé est généralement observé durant les premicres années
de vie, le ratio tendant a se réduire ensuite [3, 46, 58, 78]. Enfin, ces études peuvent aussi
établir des liens entre la lithiase et les habitudes nutritionnelles [2, 9, 49] ou encore les
conditions socioéconomiques [15].

Quelques points clés se dégagent de ’ensemble de ces études. Ainsi, celles dont le
sujet de recherche est la lithiase chez I’enfant soulignent 1’importance des maladies
héréditaires, des infections urinaires ou encore des carences nutritionnelles. Les formes
héréditaires sont pour la plupart séveres, fréquemment associées a une néphrocalcinose et
exposent au risque d’évolution vers I’insuffisance rénale en 1’absence d’un traitement
étiologique approprié et précocement institué. Chez les jeunes adultes, ces études soulignent
I’importance prise par les calculs sur lesquels est présent un dép6t blanc dénommé plaque de
Randall durant ces trois derniéres decennies. Cette plaque de Randall sert en effet de centre
nucléateur du calcul et est responsable d’une grande partie des coliques néphrétiques
observées chez les jeunes [102]. Elle est fort probablement liée a une modification des
habitudes alimentaires chez les enfants et pose des questions sur la prise de vitamine D [103].
Chez les adultes, les lithiases rénales héréditaires sont moins importantes (2 % des calculs

chez D’adulte contre 10 % chez D’enfant) et les habitudes alimentaires deviennent
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prépondérantes. Le manque d’exercice physique associé a une alimentation riche en sucres
(glucose mais surtout de nos jours fructose) et en protéines expliquent un lien étroit entre la
lithiase et I’un des problémes de santé publique majeurs de notre société : le diabéte de type 2.
Ce lien s’exprime dans une séquence syndrome métabolique, diabéte de type 2 et lithiase
urique. L’ impact sociétal est considérable dans la mesure ou chez la moitié des transplantés
rénaux dans les pays industrialisés, le diabéte de type 2 est impliqué. On retrouve ainsi le fait
que la lithiase fasse partie des grandes pathologies comme 1’hypertension artérielle ou les
maladies cardiovasculaires dans lesquelles les facteurs d’environnement ont un réle majeur.
De nos jours, il est a noter également un retour des lithiases d’origine infectieuse
probablement lié a la baisse du niveau socioéconomique de la population qui engendre un
acces au soin insuffisant.

Dans ce chapitre, nous étudierons les caractéristiques épidémiologiques tirées des
calculs, sachant que leur portée est limitée par le nombre limité de calculs disponibles pour

cette étude.

I11.1 Classification morphoconstitutionnelle

Apres avoir analysé les 82 calculs par spectrophotomeétrie infrarouge a transformée de
Fourier, nous avons pu les classer dans 7 catégories dont 5 définies par le composant
lithiasique majoritaire (whewellite, weddellite, phosphates de calcium, acide urique et
6éme

cystine), une catégorie regroupant les calculs d’infection a germes uréasiques (PAM) et

une 7M™ pour les calculs de structure mixte asociant en proportions équivalentes oxalate de
calcium et phosphate de calcium. Cette analyse statistique permet d’esquisser 1’épidémiologie
associee a la lithiase urinaire de I’Est Algérien encore non faite jusqu'a ce jour bien qu’une

étude épidémiologique soit en cours sur un ensemble plus important de calculs (>400).

111.2 Répartition des composants lithiasiques

Les résultats obtenus montrent qu’il y a une prédominance des calculs oxalocalciques
(53%) suivis par I’acide urique (15%) et les calculs d’infection (la struvite est majoritaire dans
8% des calculs), alors que les phosphates de calcium ne représentent que 5% des cas ; en
dernier lieu vient la cystine avec 2%. Les calculs mixtes (OxCa + PhCa) ne représentent que
9% des calculs analysés (tableau 1). Parmi les calculs oxalocalciques, on distingue ainsi la
prédominance de la whewellite qui est 4 fois plus fréquente que la weddellite. Le tableau 1 et

la figure 1 montrent cette répartition des composants lithiasiques pour I’ensemble de 1a série
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de calculs analysés par spectrophotométrie infrarouge a transformée de Fourier. Selon cette
étude la maladie lithiasique touche plus les hommes que les femmes avec un rapport

H/F =1,79.

Tableau 1: Répartition des calculs urinaires selon le composant lithiasique majoritaire

Composant lithiasique Total Est Algérien | Total Ouest Algérien Total France
Nombre de calculs (%) (%)
(%)
Calcique 60 (74%)
Calcium oxalate 50 (61,7%) 67% 71,8%
Whewellite 40 (49,4%) 50,3% 50,7%
Weddellite 10 (12,3%) 16,7% 21,1%
Phosphate de calcium 10 (12,3%) 16,7% 13.6%
Carbapatite 9 (11,1%) 14,1% 11,4 %
Brushite 1(1,2%) 0.8% 15%
Autre phosphate 0 (0%) 1.8% 0,7%
Non calcique 21 (25,9%)
Struvite 7 (8,6%) 4.8% 1.3%
Acide Urique 11 (13,5%) 10,6% 10.8%
Cystine 2 (2,4%) 0.7% 0.9%
Divers 1(1,2%) 0. 7% 1.7%
Répartition des calculs urinaires selon Répartition des calculs urinaires Répartition des calculs urinaires
le composant lithiasique majoritaire selon le composant lithiasique selon le composant lithiasique
(Est Algérien) majoritaire (Ouest Algérien) majoritaire (France)
i 2%_\1% o« 2%
Hwd
WCA
W Br
W PAM
 Purines
u cystine

u Divers

Figure 1: la répartition des calculs urinaires selon le composant lithiasique majoritaire, Wh :
whewellite ; Wd: weddellite; CA: carbapatite ; Br: brushite; PAM : phosphate
ammoniaco-magnésien ; Purines : acides uriques et urates.

En comparaison avec des études réalisées en France [83] la distribution des calculs en
fonction du composant majoritaire présente quelques différences par rapport au profil
épidémiologique excepté la whewellite qui reste le constituant lithiasique prépondérant avec
une fréquence comparable (50,7% en France contre 50,3 % pour I’Ouest Algérien et 49,4%

pour I’Est Algérien). Notre série de calculs semble présenter :
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- plus d’acide urique : 13,5% contre 10,6% pour 1’Ouest Algérien et 10,8% en France,
mais en raison du faible effectif de notre série, la différence n’est statistiquement pas
significative ;

- moins de weddellite : 12,3% contre 16,7% pour 1’Ouest Algérien et 21,1% en France
(p=0,06 vs France) ;

- plus de struvite : 8,6% versus 4,8% pour 1’Ouest Algérien et 1,3% en France (p<0,0001
par rapport a la France).

Au total, la distribution des calculs de I’Est Algérien n’apparait pas significativement
différente de celle qui a été rapportée dans 1’Ouest Algérien. Cependant, une analyse plus fine
des résultats (tableau 2) fait apparaitre quelques particularités, notamment une fréquence
¢levée de I'urate d’ammonium, détecté dans prés d’un quart des calculs de notre cohorte
contre 12,2% dans 1’Ouest Algérien (p<0,01) et a peine 5% en France (p < 0,0001). Par
ailleurs, on observe dans notre série une moindre proportion de calculs contenant de la
carbapatite ou de la whitlockite, soit globalement moins de calculs contenant des phosphates

calciques (p < 0,001 vs Ouest Algérien).

Tableau 2. La fréquence des composés lithiasiques

Composant lithiasique Total (%) Ouest Algérien [47] France [40]
Oxalate de calcium 68(83,9%) 80,0 86,5%
Whewellite 62 (76,5%) 68,6% 83,4%
Weddellite 42 (51,8%) 56,4% 56,3 %
Phosphate de calcium 51 (63%) ** 85,3 79.8%
CA 49 (60,5%) *** 77,8% 79.4 %
PACC 15 (18,5%) 14,2% 7.3%
Brushite 2 (2,4%) 2,2% 1.7%
OCP 1 (1,2%) - 1.1%
Whitlockite 2 (2,4%) ** 16,7% 5.1%
calcite 1(1,2%) - 0.3%
Struvite 14 (17,2%) 20,6% 8.9%
Acide urique anhydre 12 (14,8%) 9,4% 12.5%
Acide urique dihydraté 7 (8,6%) 6,9% 6.4%
Urate de sodium 1(1,2%) - 0.7%
Urate d’ammonium 20 (24,6%) ** 12,2% 4.8%
Cystine 2 (2,4%) 0,5% 1.2%
proteines 61 (75,3%) - 36.8%
triglycérides 1 (1,2%) - 1.4%

*p<0,01;**p<0,001vs Ouest Algérien
¥p < 0,001 ; ™ p <0,00001 vs France



59

[Ve]
Q

co
Q

o

o o

M Est Algérien

o

M Quest Algérien

o

Fréquence de présence %
= W g Uy =l

0 il France
0 -
L T W = o = o ™~ T v @ o
gg&umug.‘;’z:ﬂ:zgc.st
< o} S g a=53T8 9 F
o mn- ::;46
o L R v
o

Composants lithiasiques

Figure 2. Fréquence des composants lithiasiques pour des calculs urinaires provenant de
I’Est Algérien et de la France, Wh : whewellite ; Wd : weddellite ; CA : carbapatite ; PACC :
phosphates amorphes de calcium carbonaté ; Br : brushite ; OCP : phosphate octocalcique ;
WK : whitlockite ; PAM : phosphate ammoniaco-magneésien ; AUO : acide urique anhydre ;
AU2 : acide urique dihydraté ; UrNa: urate de sodium; UrAm: urate d’ammonium ;
Trig :triglycérides.

Les différences principales entre 1’Est Algérien et la France sont marquées pour les
composés suivants : CA, whitlockite, urate d’ammonium et protéines, toutes phases
chimiques qui pourraient coincider avec une plus grande fréquence des lithiases d’infection
dans I’Est Algérien. Les valeurs associées aux autres phases sont similaires a celles mesurées
pour la France. Cependant, si I’on examine plus attentivement les phases cristallines, on note
que la struvite, marqueur universellement reconnu des infections urinaires a germes
uréasiques, n’est pas plus fréquente dans notre série que dans celle de 1’Ouest Algérien. De
plus, la whitlockite qui, elle aussi, est souvent considérée comme un marqueur des processus
infectieux urinaires, est significativement moins fréquente dans I’Est Algérien par
comparaison avec les données obtenues dans 1’ouest du pays. Ces arguments suggérent que
les infections urinaires ne sont pas plus fréquentes, et peut-étre méme moins fréquentes dans
notre région que dans la région ouest. Un autre argument peut étre tiré de 1’article portant sur
les 1354 calculs de 1’Ouest Algérien publié en complément du premier travail portant sur 360
calculs. Dans le second article, seule la fréquence de la struvite a été considérée,
indépendamment de la proportion des calculs ou elle était majoritaire. Les données publiées
rapportent que 390 calculs, soit 28,8%, contenaient de la struvite, soit une augmentation de 8
points par rapport a la premiére série. En examinant la répartition des calculs selon le sexe, on

note que 37, 8% des calculs d’origine féminine contenaient de la struvite et 24,5% des calcusl
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chez ’homme. Ces chiffres sont beaucoup plus élevés que ceux observés dans notre série,

suggérant fortement que 1’infection est moins impliquée dans les calculs de I’Est Algérien que

dans ceux recueillis a I’Ouest du pays.

Finalement, si I’on considére les composés lithiasiques dans le noyau définissant

I’étiologie (Tableau 3 et figure 3), on remarque la diminution trés nette de la fréquence de

I’apatite au profit des espéeces chimiques marqueurs d’infection (struvite, UrAm). L’acide

urique est aussi plus abondant ( 12.9% pour I’Est Algérien contre 7.3% pour 1’Ouest Algérien,

p=0,05).

Tableau 3. La fréquence des composés lithiasiques dans le noyau définissant 1’étiologie.

Composant lithiasique Est Algérien Ouest Algérien [81]
Whewellite 24,7 26.1%
Weddellite 16,5 9.5%
CA 21,2 *** 46.5%
Brushite 1,2 0.8%
Struvite (PAM) 11,7 * 4.7%
AU 12,9* 7.3%
UrAm 8,2 ** 2%
Protéine 1,2 0%
Cystine 2,4 0.7%
Calcite 0 1,1%
Divers 0 1.4%
Total 100 100 %

*p<0,05;*p<0,001;***p<0,0001 vs Ouest Algérien
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Figure 3. Fréquence des composants lithiasiques dans le noyau pour des calculs urinaires
provenant de I’Est et de I’Ouest Algérien.
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Si I’on prend en considération simultanément la fréquence des constituants et leur présence
comme agent nucléateur, il ressort que les calculs de I’Est Algérien contiennent moins
souvent des phosphates et plus souvent des purines que les calculs de 1’Ouest Algérien, ce qui
oriente vers d’autres facteurs étiologiques que I’infection urinaire, en particulier des
déséquilibres nutritionnels et des troubles digestifs. De ce point de vue, il est remarquable que
plus de la moitié des calculs de notre série contenant de I’urate d’ammonium contiennent par
ailleurs de I’oxalate de calcium ou de I’acide urique, mais pas de phosphates calciques ni de

struvite.

111.3 Influence du sexe

Chez I’homme, le nombre total de calculs étudié est de 52. L’examen des données
(Tableau 4 et figure 4) révele une réduction de la proportion de calculs d’oxalate de calcium
dans notre série (61.5% contre 69.3% pour 1’Ouest Algérien et 75.7% pour la France). La
différence porte exclusivement sur la weddellite dont la fréquence est significativement plus
faible dans I’Est Algérien par rapport a la France (p < 0,05). Il n’y a pas de différences
significatives entre les deux régions de 1’Algérie. Cette diminution n’est observée que chez
I’homme, pas chez la femme. Les calculs de weddellite étant essentiellement calcium-
dépendants, cela suggére que les hommes lithiasiques de I’Est Algérien sont moins exposés
que les Frangais a ’hypercalciurie, peut-étre en relation avec une moindre consommation de

produits laitiers, ce qui reste a vérifier par des étude nutritionnelles et biochimiques.

Tableau 4: Reépartition des calculs selon le composant lithiasique majoritaire par sexe

Est Algérien Ouest Algérien France

Composant lithiasique H F H F H F
Nombre(%) | Nombre(%) [77] [77]

Calcique

Oxalate de calcium 32 (61,5%)* | 18 (64,3%) | 69.3% 61.9% 75.7% | 59.8%

Whewellite 26 (50%) | 14(50%) | 505% | 49.8% | 50.4% | 45.6%

Weddellite 6 (11,5%) * | 4(14,3%) 18.8 % 12.1% 25.3% | 14.2%

Phosphate de calcium | 6 (11,5%) 4 (14,3%) 13.4% 22.5% 9.1% 24%

Carbapatite 5 (9,6%) 4 (14,3%) 11.4% 20% 7% 22.1%
Brushite 1 (1,9%) 0 0.9% 0.6% 1.7% 1%
Non calcique
Struvite 5 (9,6%) 2 (7,1%) 3.9% 6.7% 1.2% 3.7%
Purines 7 (13,5%) 4 (14,3%) 12.1% 7.3% 10.8% | 7.5%
Cystine 2 (3,8%) 0 0.9% 0.3% 1% 1%
Divers 0 0 0.4% 1.3% 0.7% 1.9%

*p < 0,05 vs France




62

Répartition des calculs urinaires selon le composant
lithiasique majoritaire chez I'nomme (Est Algérien)
a% . 0%

\ wWh

wwd
uca

W B

o PAM

o Purines
™ cystine

o Divers

Répartition des calculs urinaires selon le composant
lithiasique majoritaire chez la femme (Est Algérien)

0% 0%

own
-Wwd
MCA

- e
NPAM

M Purines

M Cystine

M Divers

Répartition des calculs urinaires selon le composant
lithiasique majoritaire chez I'homme (Ouest Algérien)

wwn
-Wwa
uiA

- e
NPAM

@ Punnes
N oystine

M Divers

Répartition des calculs urinaires selon le composant
lithiasique majoritaire chez la femme (Ouest Algérien)

% rl\

oWh

1% W
uCA
bl
uPAM

W Purines
M cystine

N Dwvers

Répartition des calculs urinaires selon le composant

lithiasique majoritaire chez 'homme (France)
1% % wwh

o wd

HCA

W

o PAM

W Purines

M oystine

M Divers

Répartition des calculs urinaires selon le composant
lithiasique majoritaire chez la femme (France)

o'Wh
Wl
uCA
e
oPAM
o Purines

M cystine

M Dovers

Figure 4. Répartition des calculs urinaires selon le constituant lithiasique majoritaire chez
I’homme et chez la femme (Régions : Est d’algérie, Ouest d’algérie et la France)

M. Daudon et al. ont montré dans une étude publiée en 2011 [91] que I’oxalate de

calcium, en particulier dihydraté (weddellite), et 1’acide urique étaient plus fréquents chez

I’homme que chez la femme (23,4% versus 14%, p < 0,00001 respectivement pour la

weddellite et 9,5% versus 6,4%, p< 0,001 respectivement pour 1’acide urique) tandis que les

phosphates calciques étaient plus fréquents chez la femme (25,2% versus 7,6% chez ’homme,

p < 0,00001). Notre étude ne confirme pas ces données dans notre pays ou les différences

entre hommes et femmes concernant la répartiton des oxalates de calcium, des phosphates de

calcium et des purines ne sont pas significatives (Tableau 4).
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En ce qui concerne la fréquence des composés lithiasiques par sexe (Tableau 5 et figure

5), chez I’homme les phases chimiques signant I’infection (struvite, PACC, urate

d’ammonium) sont plus fréquentes qu’en France. Chez la femme c’est surtout 1’urate

d’ammonium qui est associ¢ a cette tendance. A noter que la fréquence des protéines est

également bien plus élevée dans I’Est Algérien qu’en France, aussi bien chez ’homme (75%
vs 33,3%, p < 0,000001) que chez la femme (82.1% vs 44.7%, p < 0,0001).

Tableau 5. La fréquence des composés lithiasiques par sexe

Composant lithiasique H F H F
Est Algérien Est Algérien France France
(%) (%) (%) (%)
Oxalate de calcium 45 (86,5%) 23 (82,1%) 89% 80.8%
Whewellite 40 (76,9%) 21 (75%) 85.9% 77.7%
Weddellite 27 (51,9%) 18 (64,2%) 60.7% 46.5%
Phosphate de calcium 30 (57,7%) * 19 (67,8%) * 77.9% 84.0%
CA 30 (57,7%) * 19 (67,8%) * | 77.5% 83.6%
PACC 10 (19,2%) ** 3 (10,7%) 4.6% 13.4%
Brushite 2 (3,8%) 0 1.7% 1.6%
OCP 0 1 (3,5%) 1% 1.2%
Whitlockite 1 (1,9%) 1 (3,5%) 4.1% 7.5%
calcite 1 (1,9%) 0 0.2% 0.3%
Struvite (PAM) 10 (19,2%) ** 4 (14,2%) 4.8% 18.2%
Acide urique anhydre 8 (15,3%) 4 (14,2%) 14.5% 7.9%
Acide urique dihydraté 6 (11,5%) 2 (7,1%) 7.5% 3.9%
Urate de sodium 0 1 0.9% 0.5%
Urate d’ammonium 10 (19,2%) *** | 9 (32,1%) ** 3.8% 7.2%
Cystine 2 (3,8%) 0 0.9% 2%
Protéines 39 (75%) *** | 23 (82,1%) ** | 33.3% 44.7%
Triglycérides 1(1,9%) 0 0.8% 2.5%
*p<0,01;**p<0,0001;***p<0,000001 vs France
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L’une des données remarquables concernant la nucléation des calculs de I’Est Algérien
est la faible proportion de calculs nucléés sur carbapatite aussi bien chez I’homme que chez la
femme comparativement a la France, mais aussi par rapport a 1’Ouest Algérien. En
contrepartie, on note une augmentation trés significative dans les deux sexes et notamment
chez la femme, de la proportion de calculs nucléés sur I'urate d’ammonium, alors que la
proportion des calculs nucléés sur la struvite n’est pas significativement différente (Tableau 6
et figure 6). Ces observations orientent a nouveau vers des lithiases associees a des
déséquililibres nutritionnels accompagnés de dysfonctionnements de 1’appareil digestif, voire

des anomalies de la glycorégulation.

Tableau 6. La fréquence des composés lithiasiques dans le noyau définissant 1’étiologie.

Composant H F H F H F
lithiasique Est Algérien | Est Algérien | Ouest Ouest | France | France
(%) (%) Algérien | Algérien (%) (%)
(%) (%)

Whewellite 30,3 13,8 * 28.1% 21.6% 29% 22.6%
Weddellite 14,3 20,7 ** 10.3% 7.9% 11.6% 6.7%
CA 19,6 *** X 24,1 ** 44.6% 50.8% 42.8% 51.3%
Brushite 1,8 0 0.9% 0.6% 1.7% 0.3%
Struvite (PAM) 12,5 ¥ 10,3 3.8% 6.7% 0.9% 3.8%
AU 12,5 13,8 8.2% 5.4% 8.8% 6.5%
UrAm 3,6 17,3 Fex0X 1.6% 2.9% 0.3% 0.8%
Protéine 18 0 / / 1.7% 1.9%
Cystine 3,6 0 0.9% 0.3% 1% 1.6%
Calcite 0 0 0.9% 1.6% 1% 1.4%

*p<0,05;*p<0,01;***p<0,001 vs Ouest Algérien
*p<0,05; *p<0,01;p<0,001;**p<0,00001 vs France
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Figure 6. Fréquence de présence des composants lithiasiques dans le noyau par
sexe (Régions : Est d’algérie, Ouest d’algérie et la France)
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111.4 Influence de I’age

Les effectifs etant trop faibles, il n’est pas pertinent de discuter 1’influence de 1’age sur
la composition des calculs. Par contre la figure 7 qui donne 1’évolution du rapport H/F en
fonction de 1’4ge montre que le sujet masculin est plus exposé a la lithiase aux extrémités de
la vie.

4,5

2 1\
\

o L\ _
!2 \ /

15 \ / —o—Rapport H/F
1 \ /

RapportH/F

0,5

0-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-85
Tranche d'age

Figure 7. Rapport H/F pour I’Est Algérien

Une explication possible est donnée par le fait qu’au début de son existence, le garcon
est plus sensible aux processus d’infection que la fille. Aux ages plus élevés, la lithiase urique
augmente chez I’homme avec 1’dge en rapport avec une prévalence accrue de syndrome
métabolique ou de diabete de tye 2 et paralléelement une prévalence élevée de rétention

urinaire associée a I’hypertrophie prostatique.

111.5 La localisation des calculs

La plupart des calculs de notre série étaient localisés dans le haut appareil urinaire
(rein ou uretére) et seulement 15,8% se trouvaient dans la vessie, tous chez des sujets de sexe
masculin. La localisation des calculs de 1’étude réalisée dans 1’Ouest Algérien montrait que
22,6% étaient aussi de localisation vésicale. La différence n’est pas statistiquement
significative. En revanche, la lithiase vésicale est beaucoup moins fréquente dans les pays
industrialisés. En France [104], elle ne représente que 4,95% des calculs de ’appareil urinaire
(p < 0,0001 versus Est Algérien).
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111.6 Conclusion préliminaire

Méme si le nombre de calculs pris en compte dans cette étude épidémiologique est
faible, des tendances se dessinent. En effet, les caractéristiques physicochimiques des lithiases
dévoilent des similarités entre la lithiase urinaire de 1’est Algérien et celle associée aux pays
industrialisés. Avec 1’élévation du niveau de vie, les caractéristiques physicochimiques des
calculs évoluent, les phosphates de calcium ne constituent plus la phase majoritaire et
I’oxalate de calcium le devient. Si les processus d’infection chroniques régressent, leurs

contributions a la lithiase restent significatives.
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Chapitre 1V : Les éléments traces

IV.1 Les éléments traces et le tissu biologique

En raison de leur role majeur dans les processus biologiques, la présence d’¢léments
traces dans les tissus biologiques constitue le cceur de nombreuses recherches et ce depuis
plusieurs dizaines d’années [1-5]. Certains de ces éléments sont a risque de carence chez
I’homme comme le Fe (pour le transport et le stockage de 1’oxygene) [6,7], I'1ode (présent
dans les hormones thyroidiennes) [8] ou le zinc et le cuivre (présents dans de nombreuses
enzymes) [9]. Ceux-ci sont donc étudiés dans le cadre de certaines pathologies comme
I’hémochromatose pour le Fer [10]. D’autres éléments sont associés a des toxicités
importantes comme le Pb ou le Cd qui s’avérent étre de puissants néphrotoxiques. Ceux- Ci
définissent donc 1’étiologie de la pathologie. Suite au bulletin émis par I'UNESCO [11], il
convient de souligner qu’il persiste un fort doute pour certains éléments dont l'activité
cancérigene est, a présent, seulement suspectée (F, Fe, Pb, Al) ainsi que pour d'autres
éléments traces qui pourraient exercer une action protectrice aussi bien a des teneurs
physiologiques qu’a des doses inférieures ou supérieures a la normale (I, Ca, Mg, Se, Zn).
Notons que certains de ces éléments traces permettent d’aborder aussi les processus
d’inflammation [12], les relations entre tissus et infections virales [13], les maladies
cardiovasculaires [14], I’ostéoporose [15], les mélanomes [16] ou encore 1’asthme [17].

Sur le plan expérimental, de nombreuses techniques sont capables d’apporter des
informations essentielles sur la teneur en éléments traces mais aussi les états d’oxydation de
ces éléments et leur localisation [18-22]. Parmi ces travaux, certains reposent sur des
expériences de fluorescence X induite soit par des photons [23-27] soit par des protons [28-
31]. Comme nous I’avons détaillé¢ précédemment, ce type d’expériences permet de mettre en
évidence non seulement des modulations de concentrations, et/ou de répartition spatiale
d’éléments traces et/ou de leur spéciation mais aussi des corrélations spatiales entre éléments
traces au sein des tissus biologiques dans le cadre de différentes pathologies. Plus
précisément, la présence d’¢léments traces a été étudiée dans plusieurs organes [33-34]
comme le sein [35-37], le placenta [38], le foie [39-42], les poumons [43], les cartilages [44],
les yeux [45], la peau [46] les cheveux [47], le cerveau [48] , et bien sir le rein [49]. Dans le
cas de la prostate [50-55], certains auteurs ont tenté de relier la teneur en zinc a la présence de

tumeurs. Dans le cas du cerveau, le lien entre la teneur en fer et la maladie de Parkinson a été
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envisagé [56,57]. Les derniers développements s’attachent a effectuer ces mesures in vivo a
des échelles subcellulaires tout en les combinant a d’autres techniques au sein d’une
plateforme [58-67].

Des mesures par fluorescence X ont aussi été effectuées sur différents types de
concrétions notamment des calculs biliaires [68-72], des calculs salivaires [73], des
calcifications buccales [74], des calcifications du systeme vasculaire [75]. Une analyse rapide
de la littérature montre que la majorité des recherches s’est concentrée sur 1’étude des calculs
rénaux et bien que de tels travaux ont été initiés des les années 70, cette thématique est encore
largement couverte comme le montrent tout un ensemble de publications récentes [76-91].

Une partie de cette recherche tend a mettre en évidence le réle éventuel des éléments
traces dans la pathogenese de ces concrétions. Sur le plan physicochimique, nous avons vu
que ceux-ci étaient capables de modifier les cinétiques de croissance mais aussi les
morphologies des cristaux. Nous allons maintenant exposer I’ensemble de nos résultats et les

comparer a une étude récente menée sur une cohorte de patients francais.

IV.2 Résultats

Les tableaux 1,2,3 rassemblent ’ensemble des mesures quantitatives obtenues par
fluorescence X pour les éléments traces considérés (Cu, Zn, Se, Rb, Sr et Pb) sur 80 calculs
provenant de ’est algérien. Sur le tableau 1, on remarque de suite que seuls le zinc, le
strontium et le plomb sont associés a des teneurs supérieurs a 1’incertitude de la mesure.
Celle-ci est intrinseque au dispositif et égale a 10ug/g. De fait, la teneur des autres éléments
(Cu, Se et Rb) n’est pas présentée dans les autres tableaux (tableaux 2 et 3).

Dans le tableau 1, deux familles de calculs en fonction de la présence ou non de
calcium sont considérées. Pour les calculs contenant du calcium, le zinc (238+35 pg/g) et le
strontium (165 + 56ug/g) constituent des éléments prépondérants, la teneur en plomb est
faible et proche finalement du seuil de détection (23+4 ng/g versus 10ug/g p<0.05). Pour les
calculs ne contenant pas de calcium, les teneurs en éléments traces sont dans 1’ensemble bien
plus faibles que pour les calculs contenant du calcium. Pour le Zn, on observe ainsi une teneur
égale a 235 + 15ug/g pour les calculs contenant du calcium versus 1573 pg/g pour les

calculs n’en contenant pas (p<0.01).
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Tableau 1: Eléments traces présents dans les calculs calciques et non calciques (en pg/g +
écart type)

Composant | ) Cu Zn Sse | Rb Sr Pb
Principal
Calculs 62 2943 238435 | <10 | <10 | 165+56 | 234
calciques
Calculs 43 <10 5254768 | <10 | <10 | 239+300 | 19427
calciques [92]
Calculsnon | 1 o446 15¢73" | <10 | <10 | <10 | <10%9"
calcigues
Calculs non 35 <10 33+70 <10 | <10 | 24+52 | <10
calciques [92]

"p<0.05; " p<0.01 versus calcique

Parmi les calculs calciques, il convient de différencier les calculs formés d’oxalate et
ceux formés de phosphates calciques (Tableau 2). Ces mesures montrent que les premiers
contiennent nettement moins d’éléments traces que les seconds. Ainsi pour les teneurs de Zn,
on mesure 123ug/g pour les oxalates de calcium versus 440 ug/g pour les phosphates
(p=0,0019). De méme pour le Sr, dont la teneur atteint en moyenne 870 pg/g dans les calculs
phosphocalciques contre seulement 32 pg/g pour les calculs oxalocalciques, p < 0,0001).

Tableau 2: Eléments traces présents dans les calculs urinaires calciques (en ug/g + écart
type).

St N s L
Oxalate de Ca 37 123 + 42 32+ 74 17+3
Oxalate de Ca [92] | 19 95 +176 74 +56 12 +9
CA 9 440 + 71 870 + 123" 11+ 10
CA[92] 18 | 1059 + 934 455 +364 31+39

*p =0.0019; ** p < 0,00001 vs oxalate de calcium

Cette observation est valable pour I’ensemble des éléments traces. S’il existe quelques
différences entre cette étude et 1’étude précédente [92], ’'un des points clés de ces mesures
s’associe a la différence significative observée dans les deux études entre les deux oxalates de
calcium i.e. monohydraté et dihydraté. En effet, comme le montre le tableau 3, la teneur en
éléments-traces de la whewellite est significativement inférieure a celle observée pour la
weddellite, aussi bien pour le plomb (13 £ 4 pg/g versus 31 £ 8 pg/g pour la weddellite, p =
0,05) que pour le zinc (66 + 24 ug/g versus 440 + 53 ug/g pour la weddellite, p < 0,00001) et,
plus encore pour le strontium (7 = 8 pg/g versus 138 + 18 pg/g, p < 0,000001).
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Tableau 3: Eléments traces présents dans les calculs urinaires calciques (en pg/g + écart
type).

C;g‘ni‘?;aa?t Nb Zn Sr Pb
C1 25 66+24 748 13+4
Whewellite [92] | 15 42438 61+41 12+10
C2 5 440+ 53 138 + 18 31+ 8"
Weddellite [92] 4 2904346 125+ 82 14+ 4
C1+C2 7 100 + 80 46 + 139 24+11
C1+C2+CA 8 520+ 75" 116 + 130 714107
C1+CA 3 83+ 122 14 + 213 0+17
C2+CA 3 589 + 122 81 + 208 27+17

*p =0,05; ™ p < 0,00001; ™ p < 0,000001 versus C1
“p<0.0001 versus C1; ~ p<0.001versus C1+C2 ;" p<0.05 versus C1

1VV.3 Discussion

Dans le tableau 1, on compare les teneurs mesurées pour les éléments traces entre
calculs calciques et calculs non calciques. On observe des teneurs plus élevées pour les
calculs calciques. Ainsi, pour le Zn, on mesure une valeur égale a 238+35ug/g pour les calculs
calciques et a 15+73ug/g pour les calculs non calciques (p<0.01). De méme, pour le plomb,
on mesure une valeur égale a 23+4ug/g pour les calculs calciques et a 10+9ug/g pour les
calculs non calciques (p<0.05). Ces mesures sont cohérentes avec un schéma général ou les
éléments traces viennent se substituer simplement au calcium. Cette substitution s’effectue
d’autant plus facilement que 1’on respecte les regles de Goldschmidt. En effet, les éléments
traces se présentent comme le calcium sous la forme de cations doublement chargés (Ca?*,
Zn**, Sr**, Pb*) avec des rayons ioniques relativement proches du calcium ( R(Ca®")
=0.099nm; R(Zn*") = 0.074nm, R(Sr**) = 0.113nm, R(Pb**) = 0.132nm).

Dans le deuxieme tableau, on distingue au sein des calculs calciques, les oxalates et les
phosphates. Les teneurs s’averent treés différentes entre ces deux types de calculs calciques
pour le zinc et le strontium. Ainsi pour les oxalates de calcium et les phosphates calciques, la
mesure donne respectivement pour le zinc 123 + 42 ug/g et 440 = 71 pg/g, p = 0,0019) et pour
le Sr 32 + 74 pg/g et 870 + 123 ng/g, p < 0,00001). Cette différence est liée a ’une des

particularités de la structure apatitique, sa capacité a former des solutions solides et a accepter
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un grand nombre de substituants. Ainsi, les cations bivalents Ca** de I’hydroxyapatite
peuvent étre remplacés par d’autres cations bivalents (Cd**, Pb*, Sr¥*, Ba®*, zn*"...) [93],
mais aussi par des cations monovalents (Na*, K, Li*...), trivalents (La**, Eu**, Ga®*", AI**...)
ou des lacunes (LJ).

Dans le troisieme tableau, on retrouve le fait que la weddellite contient bien plus
d’éléments traces que la whewellite. L’explication qui avait été avancée repose sur la
conversion cristalline de la weddellite en whewellite au cours de laquelle un relargage des
éléments traces est effectuée. Ce relargage réduit de facto la teneur des éléments traces dans
les calculs composés de whewellite. Pour le strontium, une explication supplémentaire est
possible puisque la weddellite est une espece calcium dépendante associée a des
hypercalciuries et I’on sait par ailleurs que les cations Sr?* suivent les voies métaboliques du
ca™.

Finalement, pour le plomb, on remarque que les teneurs sont peu élevées, ce qui
suggeére que la population n’est pas particulierement exposée a un environnement riche en

plomb par le biais de canalisations en plomb.
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Chapitre V : Effet des plantes médicinales

Ce chapitre reprend 1’article publi¢ dans Progres en urologie [1] et se compléte par des
données supplémentaires obtenues récemment. Comme nous 1’avons vu dans le chapitre IIIA,
les données épidémiologiques montrent que plus de 80 % des calculs sont composés
principalement d’oxalate de calcium (CaOx) et sont associés dans la plupart des cas a des
désordres nutritionnels [2,3]. De ce fait, ’utilisation des extraits de plantes, essentiellement
dirigées contre cette lithiase oxalocalcique, a fait 1’objet de diverses publications [4,5]. En
revanche, tres peu de travaux se sont intéressés a des lithiases plus rares [6-9], posant souvent
plus de problemes de prise en charge, telles que la lithiase cystinique [10].

Nous avons choisi d’étudier 1’effet d’extraits de plantes sur les calculs rénaux de
cystine. Ces calculs, qui résultent d’une tubulopathie héréditaire, la cystinurie lysinurie [11-
32], sont particulierement récidivants et nécessitent de multiples interventions urologiques.
Différents traitements sont utilisés pour lutter contre la formation de ces calculs [33-39] : cure
de diurése, alcalinisation des urines, médicaments porteurs d’un groupe thiol capables de
former des complexes avec la cystine [40,41].

Cependant, un tel traitement médical est souvent mal toléré avec un taux élevé d’effets
secondaires. En ce qui concerne les plantes médicinales proposées contre les calculs de
cystine, une seule étude, publiée récemment dans cette revue, a montreé in vitro que les extraits
de Zea mays, Ammi visnaga, Herniaria hirsuta et Opuntia ficus-indica étaient capables de
dissoudre les calculs de cystine en quelques semaines [7].

Le but de cette étude a été d’évaluer les effets solvants d’autres plantes incluant
Arenaria ammophila (tiges et feuilles), les feuilles de Parietaria officinalis, les fleurs de P.
officinalis, et les fleurs de Paronychia Argentea déja utilisées en médecine traditionnelle
contre la lithiase rénale. Pour ce faire, nous avons suivi ex vivo la variation de masse des
calculs et les modifications structurales éventuelles a 1’échelle mésoscopique par observation
des calculs a I’aide d’un microscope électronique & balayage (MEB) au cours de la méme
période d’incubation que celle utilisée dans I’étude précédente, soit huit semaines [7]. Nous
avons complété ces observations par des mesures du pH de la solution afin de discuter 1’effet

de ce parametre sur une dissolution éventuelle.

V.1 Echantillonnage
Quinze calculs rénaux de cystine pure provenant de la clinique rénale de Daksi-

Constantine (Algérie) ont été sélectionnés par examen en microscopie binoculaire et apres
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analyse par spectrophotométrie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR). Leur taille était
de 7 £ 1 mm et leur masse de 472 £ 52 mg.

Nous avons ainsi sélectionné deux autres séries de quinze échantillons pour ces calculs
composés de Brushite et d’oxalate de calcium type Id provenant de I’hopital Necker-enfants
malades a Paris. 11 s’agit d’un mélange de calculs entiers et fragments de Brushite de masse
myp (61,4 mg < mp < 511,9 mg) et de calculs entiers d’oxalate de calcium type Id de masse mg
(323,9 mg < mg < 725,7 mg).

V.2 Résultats

La perte moyenne de masse des calculs de cystine pour I’ensemble des expériences a été
de 64 £ 39 mg au bout de huit semaines. Les changements de masse des calculs de cystine
pendant I’incubation avec chaque extrait ou la solution témoin sont présentés sur la Fig. 1b.
Les cinétiques de dissolution semblent étre différentes selon ’extrait de plante. Durant les
deux premiéres semaines, la masse des calculs a peu varié. Entre deux et quatre semaines, le
taux de dissolution est resté faible et a commence a augmenter entre quatre et six semaines, en
particulier pour Arenaria ammophila et les fleurs de P. officinalis.

Les résultats se sont confirmés aprés huit semaines, ces deux extraits de plantes
montrant un effet sur la dissolution des calculs plus marqué que les autres, exprimé par une
perte de masse importante par rapport aux autres extraits et surtout a la solution de NaCl.
Toutefois, cette perte de masse (19,1 % vs 8,7 % pour la solution témoin) n’a pas atteint le
seuil de significativité (p = 0,051) sur la période de huit semaines fixée pour I’expérience. Sur
la Fig. 1c, est rapportée la perte moyenne de masse des calculs selon I’extrait. On peut
constater que la perte de masse était de 99 mg a la fin de I’expérience (huit semaines) pour
I’extrait d’Arenaria (p = 0,051) et de 80 mg pour les fleurs de P. officinalis (p = 0,11) versus
44 mg pour la solution de NaCl. En ce qui concerne le pH du milieu (Fig. 1d), la valeur
initiale variait de 5,8 pour P. Argentea a 8,8 pour les feuilles de P. Officinalis (p < 0,001).
Nous avons observé une diminution initiale du pH pendant les quatre premiéres semaines de

I’expérience pour tous les extraits de plantes ainsi que pour la solution témoin.
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Figure 1. a : fiole contenant le calcul inséré dans un sachet immerge ; b : évolution de la
masse des calculs de cystine (cercles bleus pour Arenaria (fleurs et tiges), triangles verts pour
Paronychia (fleurs), carrés rouges pour Parietaria (feuilles), triangles noirs pour Parietaria
(fleurs), cercles blancs pour la solution aqueuse de NaCl 9 g/L) ; ¢ : perte de masse des calculs

de cystine (légendes identiques a celles de la Fig. 1b) ; d :

évolution du

I’expérience (Iégendes identiques a celles de la Fig. 1b).

pH durant
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Les Fig. 2a et b montrent les images MEB des cristallites de cystine respectivement
avant et au stade final dans le cas de la solution aqueuse de NaCl 9 g/L compareées a celles des
calculs de cystine en contact avec ’extrait d’Arenaria (Fig. 2c¢). Bien que des différences
semblent exister a I’échelle mésoscopique entre les surfaces des calculs soumis a I’action des
extraits de plantes par rapport a celle observée avant traitement, il est difficile de les
quantifier. Le traitement parait avoir dissout en partie les petits cristaux de cystine, ne laissant
bien visibles que les plus gros d’entre eux, séparés par des espaces vides plus ou moins larges.
L’extrait de P. officinalis (Fig. 2e) exergait un effet similaire a celui d’Arenaria,
I’organisation des cristaux apparaissant feuilletée en raison, d’une orientation différente (Fig.
2¢). En revanche, I’extrait de Paronychia argentea semble avoir eu peu d’effets sur la

structure des calculs (Fig. 2d).

Figure 2. Surface des cristaux visualisés par MEB : a : avant tout traitement ; b : apres
traitement par la solution aqueuse de NaCl 9 g/L ; c : aprés traitement par la solution
contenant Arenaria ammophila ; d : apres traitement par la solution contenant Paronychia
argentea ; e : apres traitement par la solution contenant Parietaria officinalis (fleurs) ; f : apres
traitement par la solution contenant P. officinalis (feuilles).



84

Concernant les calculs de brushite, nous avons remplacé 1’extrait de Parietaria
(feuilles) par I’extrait d’Ammi visnaga. La perte de masse n’était pas considérable (perte de
masse maximale n’excédant pas 10% (extrait de Paronychia)). La cinétique de la dissolution
est présentée sur la Fig. 3a ou on remarque que le processus de dissolution a commencé des
les premiers jours de 1’expérience pour atteindre un maximum au bout de deux semaines. La
perte de masse était quasiment nulle apres la deuxiéme semaine pour les extraits de Parietaria
et Arenaria et était dans les environs de 5 a 6 mg pour les autres extraits et la solution témoin
pendant toutes les six derniéres semaines. Nous avons ainsi remarqué que le processus de
dissolution a repris durant les deux dernieres semaines aprés avoir stagné dans ’intervalle
deux a six semaines et ce seulement pour 1’extrait de Ammi visnaga. En ce qui concerne le pH
du milieu (Fig. 3b), la valeur initiale variait de 5,45 pour Ammi visnaga a 6,74 pour les fleurs
de P. Officinalis. Pendant la durée de I’expérience le pH a connu plusieurs changements pour

les différents extraits de plantes.
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Figure 3. a: Perte de masse des calculs de Brushite (losanges bleues pour Paronychia
(fleurs), carrés rouges pour Parietaria (fleurs), triangles verts pour Arenaria (fleurs et tiges),
étoiles violettes pour Ammi visnaga, étoiles bleues pour la solution aqueuse de NaCl 9 g/L) ;
b : évolution du pH durant I’expérience (Iégendes identiques a celles de la Fig. 1a).
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La Fig. 4 montre 1’état de surface des calculs de brushite observé sous MEB. La Fig.
4a montre 1’état des cristallites avant le traitement comparé avec celui des calculs de brushite
en contact avec les extraits de plantes et la solution témoin. Les dégradations observées au
stade final sont les mémes observées au cours de I’expérience ou on remarque que les
cristallites de brushite en forme de baguettes et aiguilles qui sont bien compactes ne le sont

plus apres le traitement avec les extraits des plantes avec apparition des espaces vides.

Figure 4. Surface des cristaux visualisés par MEB: a) avant tout traitement ; b) apres
traitement par la solution contenant Paronychia argentea ; c) aprés traitement par la
solution contenant Arenaria ammophila; d) aprés traitement par la solution contenant
Ammi Vishaga; e) aprés traitement par la solution contenant Parietaria officinalis; f)
apres traitement par la solution aqueuse de NaCl 9g/L
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Par rapport aux calculs d’oxalate de calcium type Id, nous avons réalisé I’expérience
avec d’autres extraits de plantes, il s’agit cette fois des plantes suivantes : Ammi vishaga,
racines non traitées de Madélithiol IMR 2000, et racines traitées par CHCl; de Madélithiol
IMR 2000. Nous avons considéré deux solutions aqueuses comme témoins (NaCl et citrate).
La Fig. 5 montre les pertes de masse des calculs d’oxalate de calcium type Id dues a leur
contact avec les extraits des plantes et les solutions témoins. Le processus de dissolution était
tres lent et continu avec une vitesse quasiment constante. La perte de masse la plus importante

était de 32 mg pour la solution témoin de citrate.
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Figure 5. Perte de masse des calculs d’oxalate de calcium type Id

Les images MEB obtenues ne montrent pas une claire dégradation de 1’état de surface
(Fig. 6). Quelques craquelures sont observées sur la surface des calculs d’oxalate de calcium
type Id en contact avec la solution du citrate et ’extrait de Madelithiol IMR2000 (racines non
traitées) (Fig. 6¢ et Fig. 6f).
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Figure 6. Surface des cristaux visualisés par MEB: a) avant tout traitement ; b) aprés
traitement par la solution contenant Ammi Visnaga ; c) aprés traitement par la solution
contenant Madélithiol IMR 2000 (racines non traitées) ; d) aprés traitement par la solution
contenant Madélithiol IMR 2000 (racines traitées par CHCI3); e) apres traitement par la
solution aqueuse de NaCl 9g/L; f) aprés traitement par la solution aqueuse de citrate.

V.3 Discussion

L’analyse de la littérature moderne montre que la médecine basée sur les plantes est en
pleine expansion [42-45] celles-ci s’avérant apte a soigner un vaste spectre de pathologies
comme le cancer [46], épilepsie [47], "’hypertension [48], diabéte [49], Maladie de Parkinson
[50] ou encore les infections [51]. Néanmoins, il convient de souligner d’une part que
certaines études scientifiques ne confortent pas certaines pratiques médicales ancestrales [52]
et d’autre part que 1’utilisation des plantes dans le domaine médical n’est pas sans risque. En
effet, plusieurs travaux soulignent la toxicité rénale de certaines plantes [53,54].

En ce qui concerne cette étude, les plantes sélectionnées pour notre étude n’ont pas été

choisies aléatoirement. Elles sont utilisées actuellement en Algérie pour le traitement médical
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des calculs rénaux ou pour prévenir leur formation. Bien qu’en Algérie comme dans tous les
autres pays, 1’oxalate de calcium soit la forme cristalline la plus courante, nous avons choisi
les calculs de cystine parce que ce type de calcul est souvent plus difficile a traiter et a
prévenir par les procédures urologiques et médicales actuellement disponibles. De plus, il a
été montré récemment que des plantes utilisées en médecine traditionnelle au Maroc contre
les calculs en général étaient capables de dissoudre efficacement in vitro les calculs de cystine
[7].

Nous avons donc étudié in vitro I’effet de quatre extraits de plantes sur la dissolution de
calculs rénaux de cystine bien caractéristiques et nous avons choisi le MEB a effet de champ
pour suivre les changements éventuels dans la morphologie des cristallites permettant
d’affirmer I’existence d’interactions entre les extraits de plantes et les calculs. De nombreuses
études basées sur les observations MEB des calculs rénaux [55,56] ont largement démontré
que cette technique était bien adaptée a cette problématique. Avec un microscope moderne
comme le FEI-Zeiss, il est possible d’observer les détails de la surface des cristallites sans
avoir a recouvrir I’échantillon avec une couche conductible de carbone, ce qui permet de
répéter les observations au cours de I’expérience sans modifier la surface des prélevements
par un traitement qui pourrait géner 1’action ultérieure des extraits de plante testés.

Nos résultats n’ont pas permis de voir une différence significative entre les extraits et la
solution témoin en ce qui concerne la perte de masse des calculs de cystine sur la période
expérimentale choisie. Cependant, I’examen de la Fig. 1¢ montre que la pente de la courbe de
dissolution obtenue pour 1’extrait d’A. ammophila s’accentuait fortement dans les derniéres
semaines par rapport aux courbes observées avec les autres extraits, suggérant que cette plante
est probablement plus efficace que les autres pour dissoudre les calculs de cystine, mais
demande sans doute plus de temps que les plantes testées dans 1’étude marocaine
précédemment publiée. A 1’échelle mésoscopique, des changements a la surface des calculs
rénaux ont été observés dés le premier examen, c’est-a-dire au bout de deux semaines
d’expérimentation (données non montrées), mais ne sont devenus perceptibles, en terme de
perte de masse cristalline, qu’aprés quatre a Six semaines de contact avec les extraits ou la
solution de contrdle. Notre protocole expérimental était un peu différent de celui décrit pour
I’¢tude des plantes marocaines en ce sens que les calculs ont été enfermés dans un sachet
poreux en fibres tressées pour éviter le contact avec le barreau magnétique.

Ce protocole a été choisi pour éviter une dissociation des cristaux de cystine a la
surface des calculs par un effet mécanique et non par le seul effet chimique de la solution

testée. Cette différence pourrait étre a 1’origine de ’efficacité retardée des extraits de plantes
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testés. Pour le vérifier, une nouvelle expérience sera réalisée, comparant les effets des plantes
testées dans 1’étude marocaine, en particulier Zea Mays et Ammi Visnaga, et de celles
examinées dans le présent travail, notamment A. Ammophila et les fleurs de P. Officinalis. En
ce qui concerne le pH du milieu, la valeur initiale apparait trés différente selon les extraits,
comprise entre 5,8 pour P. Argentea et 8,8 pour les feuilles de P. Officinalis (p < 0,001). La
valeur ¢élevée du pH suggere un effet d’alcalinisation sur la dissolution des calculs de cystine
pour certains extraits. Cependant, si on compare la courbe de pH obtenue avec la solution
saline a celle obtenue avec les extraits d’A. Ammophila ou des fleurs de P. Officinalis, on
constate que les courbes sont trés voisines, suggérant que les effets des extraits de plante sur
la perte de masse des calculs ne sont pas liés au pH mais a la composition chimique de

I’extrait de plante.

V.4 Conclusion préliminaire
L’effet de plusieurs plantes médicinales utilisées dans le traitement des calculs en
médecine traditionnelle a été étudi€¢ in vitro a 1’échelle mésoscopique par microscopie
électronique a balayage. Les changements dans les caractéristiques ultrastructurales des
calculs rénaux de cystine apreés traitement avec les plantes médicinales suggérent que ces
plantes exercent un effet sur les cristaux de cystine, mais 1’évaluation des résultats par la perte
de masse des calculs comparativement & une solution de référence de NaCl 9 g/L n’a pas
permis de mettre en évidence un effet solvant significatif de ces extraits de plante sur la
période expérimentale choisie. Au vu des courbes de perte de masse des calculs testés, ce
manque de significativité s’explique probablement par une durée de contact insuffisante. De
ce fait, malgré leur utilisation en médecine traditionnelle pour le traitement de la lithiase, on
ne peut recommander, dans 1’état actuel de nos connaissances, 1’utilisation de ces plantes pour
le traitement ou la prévention des calculs de cystine. Des essais complémentaires seront
nécessaires pour objectiver un bénéfice scientifiguement démontré de certains des extraits
testés sur la solubilisation de tels calculs.
Compte tenu des délais nécessaires pour observer un effet bénéfique in vitro, il parait
difficile de recommander ces plantes chez les patients cystinuriques pour dissoudre des
calculs de cystine in situ. Cependant, ces plantes pourraient avoir un intérét, qui reste a

évaluer, pour la prévention des récidives.
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Chapitre VI : Discussion

Différents articles soulignent 1’ubiquité des calcifications pathologiques [1,2] dans le
corps humain, leur caractere bénin ou malin ainsi que le large spectre de pathologies associées
avec parmi elles le cancer, les maladies infectieuses, les maladies environnementales et
génétiques évoquées précédemment. Bien que la littérature sur le sujet soit vaste (de
nombreux journaux lui sont dédiés cf. par exemple [3]) et ce en raison des différents
problémes de santé majeurs abordés, une analyse rapide de la bibliographie montre que cette
recherche dédiée aux calcifications pathologiques est des plus dynamiques. Cette recherche
rend compte ainsi non seulement des enjeux de société mais aussi de la complexité de ce sujet
de recherche dans la mesure ou de multiples facteurs cellulaires (maladie génétique),
bactériens (infections), environnementaux (toxicité de certains €léments ou de certaines
molécules) ou une modulation de I’alimentation (simple déshydratation, alimentation trop
riche en protéines) sont susceptibles d’enclencher la formation de dépdts minéraux anormaux,
calciques ou non, dans un tissu, un organe ou sur un dispositif médical.

Parmi ces calcifications pathologiques, concrétions et calcifications ectopiques inclues
et en considérant tous les organes, les concrétions rénales ou calculs rénaux constituent la
classe de calcifications pour laquelle la compréhension des processus biochimiques
responsables de leur pathogenése et leur lien a la pathologie sont les plus aboutis. La
classification des calculs basée sur leur morphologie a 1’échelle macroscopique et leur
composition chimique effectuée par spectroscopie infra rouge a transformée de Fourier
proposée trois décennies plus tot est désormais a la base de la pose d’un diagnostic médical
[4]. Elle constitue donc 1’un des changements profonds de la pratiqgue médicale en urologie et
en néphrologie au coté de la mise en ceuvre de la lithotripsie ou encore de ’urétéroscopie. De
nos jours, I’absence d’une analyse précise du calcul constitue donc une aberration qui peut
avoir des conséquences graves sur le plan clinique.

Au ceeur de cette nouvelle approche, le patient bénéficie donc désormais sur la base de
ces résultats de physicochimie de la pose d’un diagnostic adéquat et donc d’une meilleure
prise en charge. Plus précisément, pour les patients qui présentent une dégradation
significative de la fonction rénale, ces mesures de physicochimie ont permis de la stabiliser,
leur évitant ainsi la dialyse et donc la greffe. Deux conséquences majeures sont donc
associees a ces mesures de physicochimie, une amélioration sans ambigité du mode de vie de
certains patients et une économie financiére conséquente réalisée par la société puisque

plusieurs ordres de grandeur separent le cotlt d’une telle mesure de physicochimie (estimée a
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une centaine d’euros) du colt d’une dialyse (65000 euros/an) et d’une greffe rénale (65000
euros/an sans compter le surcolt engendré par le traitement médical lié au rejet possible de la
greffe). D’autre part, le clinicien dispose d’outils d’investigations qui sont désormais présents
au sein de 1I’hopital puisque dans le service des explorations fonctionnelles de 1’hopital Tenon
sera implanté un imageur infra rouge de derniére génération capable de collecter plus de
100000 spectres infra rouge en une dizaine de minutes. L’étude physicochimique de biopsies
rénales (ou d’autres tissus) peut donc s’intégrer pleinement dans le processus classique des
analyses effectuées en routine a 1’hdpital.

Cet accomplissement majeur a été rendu possible en substituant aux techniques
d’analyse chimique permettant uniquement la connaissance de la composition ionique des
calculs rénaux des techniques de physicochimie bien plus instructives. Ceux-ci contiennent
en effet a la fois une partie minérale et une partie organique et possedent une structure
ordonnée a différentes échelles (de 1’échelle macroscopique a 1’échelle nanométrique). Si le
nombre d’éléments chimiques est faible (Ca, P, C, O, N, H), le nombre de composés
(cristallisés et amorphes) est élevé puisque plus d’une centaine de composés a été identifié au
niveau des calculs.

Ces techniques de physicochimie de laboratoire et notamment la spectroscopie infra
rouge a transformée de Fourier ont joué un réle de premier plan dans la réalisation de ces
avancées scientifiques majeures. En fait, si I’on intégre les connaissances cliniques et
physicochimiques inhérentes a la lithiase, parmi toutes les techniques de physicochimie, seule
la spectroscopie infra rouge a transformée de Fourier s’avere apte a mettre en évidence des
composés amorphes, a évaluer le taux de carbonatation d’une apatite ou encore a différencier
les différents phosphate de calcium.

La recherche exposée dans ce manuscrit s’inscrit dans cette démarche globale en
abordant différents aspects de physicochimie associés a la lithiase. Grace a ces techniques,
nous avons apporté quelques éléments de réponse concernant 1’épidémiologie actuelle de la
lithiase en Algérie et plus précisément dans 1’est de 1’ Algérie, le role des éléments traces dans
la genése des calculs rénaux et 1’évaluation des plantes médicinales.

En ce qui concerne 1’épidémiologie, bien que le nombre de calculs de notre serie soit
faible, les résultats obtenus témoignent de ce qui est observé sur le plan socioéconomique,
I’évolution de 1’Algérie vers le niveau des pays industrialisés. Cette évolution sociétale se
traduit par le changement de composition chimique des calculs rénaux et plus précisément par
I’observation de 1’oxalate de calcium sous la forme de whewellite comme phase chimique

prépondérante. Désormais, pres de 50% des calculs sont formés majoritairement de
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whewellite (50,7% en France contre 50,3 % pour 1’Ouest Algérien et 49,4% pour 1’Est
Algérien). Néanmoins, le nombre de calculs d’origine infecticuse semble encore relativement
¢levé et 1’acces au soin est, comme dans les pays industrialisés suite a la dépression
économique qui sévit actuellement, un probléme qui reste d’actualité. De ce point de vue, la
présence toujours élevée d’urate d’ammonium a la fois au niveau des calculs (24,6% pour
I’Est Algérien versus 4.8% en France) et des noyaux (Chez la femme 17.3% dans I’Est
Algérien versus 2.9% dans 1’Ouest Algérien et 0.8% en France) témoignent de contextes
infectieux digestifs ou urinaires encore fréquemment a I’origine des calculs méme si la
lithiase vésicale endémique de I’enfant semble en régression comme dans tous les pays.
Rappelons que seulement 54 % des calculs associés a une infection clinique contiennent de la
struvite [5-12]. Dans 23% des cas, on trouve un mélange de phosphates de calcium sans
struvite mais avec une teneur en protéines supérieure a 5 %, et dans 5 % des cas le calcul est
composé d’urate d’ammonium. Enfin dans 3% une matrice protéique représente la principale
composante du calcul.

Par ailleurs, on note une proportion de lithiase urique plus élevée que dans la série
publiée en 2006 dans 1’ouest Algérien (12.9% pour I’Est Algérien contre 7.3 pour 1’Ouest
Algeérien p<0.05). Or, depuis plus d’une décennie, on assiste a une progression dramatique de
I’obésité, du syndrome métabolique et du diabéte de type Il, la prévalence de ce dernier
dépassant 10% de la population algérienne aujourd’hui (Cette prévalence globale est de 15,3
% en milieu urbain et de 12,9 % en milieu rural) [13]. Par comparaison, on dénombre en
France environ 3,5 % de diabétiques (soit 1 600 000 diabétiques connus et 400 000
diabétiques qui s’ignorent). Le lien entre le diabete de type Il et la lithiase urique a été
clairement demontré dans plusieurs études [14-16] et pourrait expliquer 1’augmentation de la
proportion de lithiase urique dans notre cohorte par rapport a celle de 1’Ouest Algérien
publiée il y a plus de 10 ans.

Le rapport H/F égal & 1.85 pour un rapport égal a 2.1 en France est dans la moyenne des
chiffres de la littérature. L’évolution de ce rapport H/F en fonction de 1’4ge montre que le
sujet masculin est plus exposé a la lithiase aux extrémités de la vie. On retrouve ainsi
I’explication donnée précédemment pour I’augmentation de la lithiase urique avec 1’age en
raison de I’accroissement de la prévalence du syndrome métabolique et au diabéte de type II,
ce dernier affectant plus souvent les hommes que les femmes dans la population Algérienne
[5].

Pour les éléments traces, les résultats sont cohérents avec des études antérieures [17-21]

qui soulignent 1’absence de processus catalytiques et envisagent une simple adsorption
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d’éléments traces comme origine de leur présence dans les calculs rénaux. Les modulations
des teneurs en Zn, en Sr ou en Pb en fonction de la nature des phases chimiques composant le
calcul sont directement reliees aux propriétés physicochimiques de ces phases. Néanmoins, la
différence entre la whewellite et la weddellite expliquée préalablement par une conversion
cristalline reste a approfondir. En effet, dans ce cas la conversion cristalline est censé induire
un relargage identique pour tous les eéléments et les mesures contredisent cette hypothese
puisque les rapports Zn(C2)/Zn(C1), Sr(C2)/Sr(C1) et Pb(C2)/Pb(C1) sont trés différents
respectivement égaux a 6.7 , 19.7 et 2.4. Ces différences peuvent s’expliquer si I’on intégre le
contexte biologique. Ainsi, pour le Sr, la whewellite (C1) est associée a une hyperoxalurie
alors que la weddellite est associée a une hypercalciurie. Dans la mesure ou le Sr suit les voies
métaboliques du Ca, on s’attend a ce que la teneur en Sr de la weddellite soit supérieure a
celle observée pour la whewellite ce qui est le cas. Pour le Zinc, le C2 est bien plus
inflammatoire en raison de la morphologie particuliére de ces cristaux qui présentent des
arétes tranchantes, cette inflammation induisant la présence de métalloprotéines riche en Zn.
Quant au plomb, les teneurs sont trés voisines et peu différentes de celles observees dans
I’é¢tude Frangaise précédente. Le fait que le plomb soit un contaminant externe suggere un
environnement lui-méme trés pauvre en plomb qui fait suite au remplacement des conduites
de plomb du réseau d’adduction d’eau urbain par des canalisations en PVC.

Enfin, aucun des extraits de plantes utilisés en médecine traditionnelle contre la lithiase
et testés in vitro n’a eu d’effet tangible pour dissoudre les calculs de cystine, de brushite ou
d’oxalate de calcium (de type Id). Pour les calculs de cystine, le seul qui a semblé avoir un
effet solvant non 1i¢ au pH était ’extrait d’A. Ammophila. Si ces résultats peuvent étre en
premiére approximation décevants sur le plan de la pharmacologie, ils sont en fait trés

importants dans la mesure ou I’utilisation de plantes médicinales n’est pas sans danger.
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Chapitre VII : Conclusion et perspectives

Les résultats présentés dans cette these s’inscrivent dans le cadre de projets de recherche
situés a I’interface entre la physique, la chimie, la biologie et la médecine. lls s’attachent a
décrire par des techniques de physicochimie les processus biochimiques responsables de la
genese de calcifications pathologiques et plus précisément de concrétions rénales. Les
expériences ont donc été réalisées a la fois dans des laboratoires de physique et dans des
services de 1’assistance publique. Les problématiques, définies par la communauté médicale,
sont associées a 1’épidémiologie inhérente a cette pathologie, aux réles des éléments traces
dans la formation des calculs et a la pertinence de certaines plantes médicinales qui font partie
de la pharmacopée utilisée en Algérie.

En vue d’aborder de maniere la plus précise possible la lithiase en Algérie, une cohorte
de 82 calculs a éte considérée et a fait 1’objet d’une classification morphoconstitutionnelle.
Bien que le nombre de calculs soit faible, I’épidémiologie de la lithiase dans cette région de
I’Algérie a été esquissée. Les premiéres analyses doivent cependant étre confortées par la
publication d’une étude portant sur un plus grand nombre d’échantillons. Les calculs
d’oxalate de calcium deviennent prépondérants en raison d’un changement des habitudes
alimentaires avec toutefois une persistance des calculs d’origine infectieuse que 1’infection
soit urinaire ou digestive.

Le deuxiéme volet de cette thése aborde la présence des éléments traces dans les calculs
puisque certains travaux montrent 1’influence possible de certains cations comme le Zn?* sur
la vitesse de croissance de phases présentes dans les calculs rénaux. Des expériences de
fluorescence X ont été effectuées afin de déterminer la nature et la teneur de ces éléments
traces, ces informations permettant d’établir leur role catalytique possible. Les données
acquises sur 1’ensemble de la cohorte ne soulignent pas un tel processus catalytique mais sont
en faveur d’un simple processus d’adsorption. Les régles de Goldschmitt qui régissent
I’insertion d’éléments dans des matrices, les teneurs mesurées pour les différents cations
(Zn?*, Sr** et Pb?*) qui sont cohérentes avec celles mesurées dans I’organisme ou encore les
propriétés physicochimiques des différentes phases chimiques identifiées au sein des calculs
constituent un ensemble cohérent.

Enfin, le succes grandissant des plantes médicinales en général et leur mise en ccuvre
pour éviter les crises de coliques néphrétiques en particulier n’étant pas sans danger puisque
dans certains cas, la fonction rénale peut étre altérer, il nous a paru nécessaire de conforter ces

pratiques médicales par des mesures de physicochimie. Aucun des extraits testés issus de la
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pharmacopée algérienne (Arenaria ammophila (tiges et feuilles), les feuilles de Parietaria
Officinalis, les fleurs de Parietaria Officinalis, les fleurs de Paronychia Argentea, Ammi
visnaga, racines non traitées de Madélithiol IMR 2000, et racines traitées par CHCl; de
Madélithiol IMR 2000) n’a eu d’effet tangible pour dissoudre les calculs de cystine, de
brushite ou d’oxalate de calcium (de type Id).

De nombreux travaux restent a effectuer sur ces différents points. Au niveau de
I’épidémiologie, la fréquence des calculs d’origine infectieuse est certainement un parametre
qu’il convient de surveiller au travers d’une étude plus large. On sait que dans les pays
industriels, ces calculs d’origine infectieuse témoignent d’un accés au soin rendu difficile en
raison de la crise économique. L’importance des éléments traces reste d’actualité mais plutot
dans les tissus. Un nouvel axe de recherche possible est donc donné par des mesures de
fluorescence X sur des tissus rénaux afin d’aborder différentes thématiques (cancer, maladies
engendrées par des néphrotoxiques ...). Enfin la mise en ceuvre de plantes médicinales reste
un axe de recherche majeur qui devrait s’accomplir au travers de nouvelles collaborations

notamment en pharmacologie.
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