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| ntr oduction

Les plantes médicinales sont a la fois un produit destiné a la consommation et une
matiere premiéere pour I’obtention de substances actives. Elles représentent une source de
revenus non négligeables, pour de nombreuses populations (Bouzid et al., 2010). Les plantes
jouent un réle tres important dans les traditions médicales de nombreuses populations, mais les
regles d’ utilisation manquent parfois de rigueur et ne tiennent pas compte de nouvelles exigences
de la thérapeutique moderne (Belkhdar ., 2006).

Les études pharmacologiques et |I'usage chimique ont montré que les diurétiques de
synthése présentant de nombreux effets secondaires (acidose plasmatique, désequilibres

ioniques....etc.) et ne peuvent étre administrés dans certains cas physiol ogiques.

L’investigation des plantes représente un potentiel intéressant pour la découverte de
nouvelles substances a caractéere diurétique, si I’on considére que chacune de ces plantes peut
contenir des centaines, voire des milliers de métabolites secondaires. Ces derniers sont
constitués, en grande partie, des composés phénoliques tels que, les flavonoides, les lignanes et

|es coumarines.

La reconnaissance des composés phénoliques comme des diurétiques naturels est
maintenant bien acquise et est pour une part, a l'origine du regain dintérét que I'on porte a ces

composes dans le domaine de la nutrition et de la pharmacologie.

Par ailleurs, I’ approfondissement des connaissances de plantes est aussi capitale, afin
doptimiser et se spécifier leurs utilisations. Notre choix Sest focalise sur la plante
Fraxinus angustifolia, vue sa richesse en composeés phénoliques, suggerés étre des composés qui

exhibent divers activités biologiques, dont I’ activité diurétique.

Dans le présent travail, on a tenté d’ évaluer I’ activité diurétique de |’ extrait ethanolique

des écorces de Fraxinus angustifolia.
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I.1. Rappel physiologiquedu rein

1.1.1. Structuredu ren

Le rein des mammiféres est composé de deux zones distinctes corticale et médullaire
(Devuyst., 2003). La zone superficielle ou corticale est entourée par une capsule externe.
Alors que La zone profonde ou médullaire fait saillie par plusieurs papilles dans le bassinet
d'ou sort l'uretere. L’ unité fonctionnelle du rein est le néphron (un million environ par rein

humain) composé d'un glomérule et d’ un tubule (figure 1) (Marieb., 1999).

Pyramide
rénale

Papille rénale

Calices majeurs Colonne rénale

Pelvis

Figurel: Structure durein ( Pocock et Richards., 2004)

|.1.2.Fonction métaboliquedu rein

Les reins, qui équilibrent les liquides du milieu interne, ont une fonction essentielle au
maintien de I’homéostasie (Marieb., 1999). Mais, en plus d excréter les déchets de
I’ organisme, ils reglent aussi le volume et la composition chimique du sang, en conservant
I’ équilibre entre |’ eau et les électrolytes d' une part, et entre les acides et |es bases d' autre part
(Pocock et Richards., 2004).
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D’autres fonctions essentielles sont assurées par le rein, a savoir : (Cochat et Dubourg.,
2004)
e L’excrétion et I’ épuration de I’ organisme en particulier du métabolite azoté.
e La régulation de la composition du milieu intérieur par un contréle de la pression
osmotique, et la composition éectrolytique des divers compartiments hydriques de
I’ organisme et larégénération des bicarbonates.
e Lafonction endocrine de I’ @aboration de la rénine, de I’ érythropoiétine et la synthése
meétabolique du 1-25 hydroxychlolecal ciférol (vitamine D)

e L’é&@imination des médicaments.

[.2.L'urine

L'urine est composeée principalement des déchets métaboliques. Les reins traitent
guotidiennement environ 180 | de liquide dérivé du sang. Ils n’excréetent qu’environ 1% de
cette quantité sous forme d'urine, soit 1.5 renvoyant le reste dans la circulation (Guillé.,
2010).

[.2.1. Mécanisme de formation d’'urine

L’éaboration de I'urine est I'gustement simultané de la composition du sang. Ce
phénomene se déroule essentiellement en trois processus. la filtration glomérulaire, la
réabsor ption et la sécr étion tubulaire, (Marieb., 1999).

> Lafiltration glomérulaire

Cette éape donne I'urine primitive ou ultra filtraa glomérulaire, résultant de
I"ultrafiltration du plasma circulant dans les capillaires glomérulaires, qui est libéré dans la
capsule de Bowman. La filtration glomérulaire est un processus purement passif qui obéit a
des lois physiques et dépend de trois éléments : la pression de filtration, les phénomenes de
diffusion liesalataille, laforme, lacharge électrique (Stucker ., et al 2005).

]
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» Leseéchanges hydro-éectrolytiqueslelong du tubule

Le sodium est un principal cation extracellulaire conditionne |’ équilibre hydrique de
I’organisme. Le rein doit maintenir constant le capital sodique malgré les grandes variations

de I’ apport alimentaire.

Le sodium est entiérement filtré par le glomérule, L’ eau est réabsorbée secondairement dans
le tube proximal de maniere passive, son absorption croit sous I’action deI’A D H, hormone
antidiurétique qui rend perméable a I'eau les cellules des tubes distales et des canaux
collecteurs. Le potassium, est totalement filtré par le glomérule.son excrétion distale est
contr6lée par I’ aldostérone et peut entrer en compétition avec celle de I'ion H*. (Laville et
Martin., 2007).

Lerein agit par trois mécanismes :

- La réabsorption des bicarbonates filtrés: Les bicarbonates sont réabsorbés dans le tube
proximal sous la dépendance d'un enzyme: I'anhydrase carbonique. Cette action permet la

régénération du pouvoir tampon du sang.

- La régénération des bicarbonates par |'excrétion d'acidité titrable est essentiellement sous

forme de phosphate monosodique dans la partie distale du néphron.

- La régénération des bicarbonates par excrétion dammoniac sous forme dion ammonium
NH+4. Cet échange seffectue dans latotalité du néphron. (Nguyen et Bourouina., 2010).
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Figure 2 : Représentation schématique de la réabsorption du par les cellules tubulaires proximales bicarbonates.
(Lavilleet Martin., 2007).

La réabsorption du sodium par les cellules principales génére un gradient éectrique
transépithélial négatif favorisant la sécrétion de H* par une H™-ATP ase luminale le H” est
produit par la dissociation de I'acide carbonique généré par une anhydrase carbonique
intracellulaire. Le bicarbonate produit est quant a lui sécrété au pole basolatéral des cellules
par un échangeur CI'/HCOs. (Laville et Martin., 2007).




Recher che bibliographique

APICAL BAS
I '
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Figure 3 : Représentation schématique de la sécrétion de protons par les cellules intercalaires du canal
collecteur. (Laville et Martin., 2007).

[.2.2. Lescaractéristiquesdel’urine
1.2.2.1. Lescaractéristiques physiques
e Couleur et transparence

La couleur jaune de I'urine est due a la transformation de la bilirubine issue de la
destruction de I’ hémoglobine des érythrocytes. (L ullmann et Mohr ., 2006).
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e Odeur

L’urine fraiche est |égérement aromatique, aors que |'urine qu'on laisse reposer, elle
dégage une odeur d’ammoniac qui est attribuable a la décomposition ou a la transformation

des substances azotées par les bactéries qui contaminent I’ urine. (L ullmann et M ohr ., 2006).
e PH

Le ph deI’urine est d environ 6, maisil peut varier entre 4.5 et 8 selon le métabolisme et

le régime alimentaire de la personne. (L ullmann et Mohr., 2006).
e Densité

La densité de I’eau digtillée est de 1.0, tandis que celle de I'urine varie entre 1.001 et

1.035 suivant sa concentration. (L ullmann et Mohr., 2006).

1.2.2.2. Les caractéristiques chimiques

L’urine peut étre dérivée a partir des acides aminés. Elle est composée de 95% d’ eau et
de 5% de solutés. Les autres déchets azotés présents sont I’ acide urique et la créatinine. ces
derniers sont présent par ordre décroissant de concentration, I’ urée, lesion Na™ K* HPO4Z,
SO,% ainsi que la créatinine et I’ acide urique. Certaines maladies modifient considérablement
la composition de I'urine et font qu’ elle contient, par exemple, du glucose, des protéines

sanguines, de |’ hémoglobine...etc. (Pocock et Richards., 2004).
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Tableau | : Comparaison entre la composition du plasma et celle de I’ urine (Pocock et Richards., 2004).

Plasma Urine Unités

Na' 140-150 50-30 Mmol.L™
K* 355 20-70 Mmol.L™
ca* 1.35-1.50 10-24 Mmol.L™
HCOs 22-28 0 Mmol.L™
Phosphate 0.8-1.25 25-60 Mmol.L™
cl 100-110 50-130 Mmol.L™
Créatinine 0.06-0.12 6-20 Mmol.L™
Urée 4-7 200-400 Mmol.L™
NH*, 0.005-0.02 30-50 Mmol.L™
Protéines 65-80 0 gL

Acide urique 0.1-0.4 0.7-8.7 Mmol.L™
Glucose 3952 0 Mmol.L™
PH 7.35-7.40 4.8-75 -logio(H")
Osmolarité 281-297 50-1300 Mosm.Kg

|.3. Principe dela thérapeutique diur éique

.3.1. Ladiurese

La diurése est liée au maintien de la composition chimique du milieu intérieur, donc de
I"homéostasie. Une filtration glomérulaire suffisante et un bon remaniement tubulaires sont
les deux conditions pour avoir une diurése efficace. Celle-ci est sous le contréle des deux
hormones principales: I’ ADH et I’ aldostérone. (M arieb., 1999)
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1.3.2. Lesdiurétiques

Les diurétiques représentent I’ une des classes de médicaments les plus prescrites, ils sont
des substances chimiques qui favorisent la diurése (Marieb., 1999), cest-a-dire qu'ils
augmentent la natriurese par inhibition de la réabsorption tubulaire du sodium et entrainent
de ce fait, une augmentation de I’ excrétion urinaire hydrosodée iso-osmotique, il S agit ainsi
d’ une action diurétique (Michael et al., 2009). Cette derniére est mise en évidence par la
mesure du volume urinaire diminé et par la composition ionique des urines recueillies
(Beaux., 1991).

1.3.3. Lesgrandes classes des diur étiques de synthese

Les diurétiques sont largement prescrits, principalement dans le traitement de
I”hypertension artérielle et de I’ insuffisance cardiaque, chez des patients le plus souvent ages
et arisgue d ostéoporose. Si tous les diurétiques agissent en bloquant la réabsorption tubulaire
du sodium, ils ont des modes d'action différents avec des effets sur les échanges
électrolytiques variables. (Funck-Brentano et Cohen-Solal., 2011).

1.3.3.1. Diurétiquesdel’anse

Les diurétiques de |’ anse agissent au niveau de la partie ascendante épaisse de |’ anse de
Henlé, |a ou 20 a 30 % du sodium est réabsorbé (Sar afidis et al.,2010). Les diurétiques de
I’anse (essentiellement furosémide ou Lasilix, buméamide ou Burinex, pirétanide ou
Eurelix) agissent essentiellement en bloquant le co-transporteur de NaK2Cl situé sur la
membrane apicale des cellules de la branche ascendante large de Henlé (BALH) (Presne
et al., 2007).
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1.3.3.2. Diurétiquesthiazidiques et apparentés

La partie ascendante du tubule compliqué distal est I’emplacement principal de |'action
des thiazides (hydrochlorothiazide HCTZ ou Esidrex ; chlortalidone ou Hygroton ; xipamide
Lumitens ou Chronexan ; indapamide ou Fludex), ou ils interferent la réabsorption de sodium
en bloquant le cotransporteur NaCl situé au niveau de la membrane luminale du tube
contourné distal (DCT) 1 et 2 (Lullmann et Mohr., 2006). L’ effet natriurétique est moins
puissant que celui des diurétiques de I’ anse de Henlé. Cette augmentation de la concentration
de sodium traversant le tube contourné distal et e tube collecteur va entrainer une production
d’ aldostérone responsable d'une hypokaliémie (Ernst ,2009).11 apparait une diminution de la
filtration glomérulaire progressivement (Beaux., 1991).

1.3.3.3. Diur étiques hyperkaliémants

Ces médicaments inhibent |’ absorption des ions sodium et chlore au niveau terminal du
tube contourné distal et du tube collecteur. Ils diminuent la sécrétion de potassium et de
protons et sont donc hyperkaliémants, on distingue deux classes (Somogyi., 2008).

» Lesantagonistesdel’aldostérone

Leur mécanisme d'action est un blocage par compétition du récepteur cytosolique de
I’ aldostérone des cellules principales du tubule distal connecteur et du segment cortical du
canal collecteur (Perrot., 2012). Ils ont acces a ces cellules par leur pble basolatéral. Les
antagonistes de I’aldostérone favorisent donc la rétention d’ions K+ et H+ C'est-a-dire
I" hyperkaliémie. (L ullmann et Mohr., 2006).
Les antagonistes de I’ aldostérone sont métabolisés par le foie en canrénone, métabolite actif
prépondérant. L’ action maximale s observe aprés 72 heures de traitement per os ou 2 heures
lors d'une utilisation injectable. La spironolactone ou Aldactone sont les principaux

médicaments de cette classe (Perlemuter ., 2008).
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» Diurétiques épargneur s de potassium, non antagonistes de I’ aldostérone

IIs sont représentés par I’amiloride ou Modamide et par le triamtéréne ou Teriam. Les
diurétiques, a action tubulaire directe, agissent sur la membrane du tube contourné distal
entrainant une inhibition de I’ entrée du sodium (Perrot., 2012). Ils agissent également avec
un deuxieme type de co-transporteur sodique (Na/protons) qui maintient le pH et I’ osmolarité
intracellulaire (Presne et al., 2007).

1.3.3.4. Diurétiques du tube proximal ou Inhibiteursdel’anhydrase carbonique

Les inhibiteurs de I’anhydrase carbonique (acétazolamide ou Diamox) agissent en
inhibant indirectement la réabsorption du sodium par I’intermeédiaire de I’ inhibition directe de
celle des bicarbonates au niveau du tubule proximal (Lullmann et M ohr ., 2006).

Le schéma suivant illustre les différents sites d’ action des diurétiques.

UoE CONOUMD NaHCQ, Nacl NaCl Ca:' Tube contourné
proximal @ {+PTH) | distal

[
|
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F 4

/
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------ - e e BT WO RN W R e (=alddstarone)
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@ Diutétioues osmonauas (Mannitol) H.0
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Figure 4 : Site d'action des différentes classes des diurétiques. (Laville et Martin., 2007).
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|.4. Lesindicationsdu traitement diuréique

|.4.1. Insuffisance cardiaque

Le traitement de la rétention hydrosodée de I'insuffisance cardiaque fait appel a un
diurétique de I’anse auquel peut étre associé un thiazidique en cas d’ cedemes réfractaires. La
baisse des résistances périphérique provoqueée par les diurétiques facilite I’ §ection du sang

par le ceeur (Lullmann et Mohr., 2006).

|.4.2. Hypertension artérielle

L’ efficacité des diurétiques pour prévenir les complications cardiagues et vasculaires de
I’hypertension artérielle (HTA) a été parfaitement démontrée par de multiples essais de
prévention. Les thiazidiques sont une classe médicamenteuse recommandée pour une
utilisation en premiere intention dansI’HTA commune (Presne et al. ,2007).

Pour traiter 'HTA, la posologie d hydrochlorothiazide préconisée est de 12,5 a 25 mg/jour.
Les associations préférentielles sont les diurétiques épargneurs de potassium et les blogqueurs
du systeme rénine-angiotensine-aldostérone. Ils renforcent d'autres agents d'antihypertensif
guand ils sont employés en association, souvent produisant une diminution additive de tension
artérielle (Ernst et al.,2009).

|.4.3. Insuffisancerénale

Les diurétiques thiazidiques perdent leur efficacité en cas d'insuffisance rénale. Les
diurétiques distaux exposent au risque d’hyperkaiémie grave et sont contre-indiqués dans
I'insuffisance rénale sévére (lullmann et M ohr ., 2006).

Seuls les diurétiques de I’ anse conservent leur efficacité et sont licites chez un patient ayant
une insuffisance rénale severe. Il peut étre nécessaire d'utiliser une forte posologie de

furosémide pour obtenir un accroissement de la natriurese (Bohé., 2000).

|.4.4. Résorption des cedémes

Les cedémes correspondent a un gonflement des tissus due a une augmentation de leur
contenues en liquide, essentiellement localisé dans I'espace extracelulaire. Apres
administration d’un diurétique, le volume du plasma décroit par suite de I’augmentation de
I’éimination rénale d’ eau et de sel (Lullmann et al., 2006).
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|.5. Complications hydroélectrolytiques propres a chaque classe de diur étiques

Ces complications concernent essentiellement la kaliémie, I’ équilibre acido-basique et le
métabolisme des cations divalents (Ca?* et Mg?*) (Talbert et al., 2006).

1.5.1. Hypokaliémie

L’ hypokaliémie est propre aux diurétiques de I’anse et aux thiazidiques, en raison de
I’augmentation du débit de sodium arrivant au niveau du collecteur, ou s effectue la

réabsorption d’ un Na" contre une sécrétion d’ un K™ (Semogyi., 2008).

1.5.2. Hyperkaliémie

L hyperkaliémie est propre aux diurétiques d épargne potassique. Son risgue est majoré
par la réduction du nombre de néphrons (C est-a-dire I'insuffisance rénale organique), par la

restriction sodée (Somogyi et haymann., 2007).

1.5.3. Alcalose métabolique

C’ est une complication non rare des diurétiques kaliurétiques (thiazides et des diurétiques
de I’anse), surtout donnés a fortes doses ou en association entre eux, du fait du mécanisme de
contraction volumique, qui stimule la réabsorption proximale des bicarbonates, et de la
stimulation de la synthese d’ammonium en raison de la déplétion potassique (Talbert et al.,
2006).

1.5.4. Acidose métabolique hyperchlorémique

C'est une complication des inhibiteurs de I’anhydrase carbonique et des diurétiques
épargneurs de potassium. Avec les premiers, I'acidose est associée a une hypokaliémie, en

raison de la stimulation des échanges distaux de Na” avec le K* (Devuyst., 2003).

)
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|.5.5. Hyper calcémie:

L’ hypercalcémie vraie est une élévation du calcium pour I’ éévation de I’ albuminémie ou
a défaut pour celle de la protidémie. C'est une complication rare qui ne se voit qu’ avec les
thiazides. Celaest dii ala stimulation de laréabsorption trans-cellulaire du calcium au niveau
du tubule contourné distal 1 et 2 (Moulin et Peraldi., 2007).

1.5.6. Hypercalciurie

L’ Hypercalciurie est un effet secondaire de |a thérapeutique par les diurétiques de |’ anse.
Elle s explique par I’ augmentation de I’ é ectronégativité de lalumiére de laBALH, entrainant
une diminution du transport para-cellulaire des cations divalents Ca” et Mg* (somogyi et
haymann., 2007).

Des éudes pharmacologiques et I’usage chimique ont montré que les diurétiques de
synthése présentent de nombreux effets secondaires (acidose plasmatique, déséquilibre
ionique ....) et ne peuvent étre administrés dans certains cas physiologiques comme la
grossesse.

De cefait larecherche des diurétiques d origine naturelle et sans effets secondaire s impose.

|.5.7.Plantes médicinales a effet diurétique

La plupart des especes végétales qui poussent dans le monde entier possedent des
vertus thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I'organisme (Isrin. ,2001).

L’ usage des plantes en médecine est trés ancien., pour que la médecine traditionnelle
puisse porter ses fruits a une large échelle, et de maniere encore plus efficace, il lui faut

rencontrer la médecine dite «moderne».

Depuis quelques années, on observe une forte croissance du marché des plantes
médicinales au méme titre que celui des produits de santé naturels (Anne Guilbert et al.,
2007).
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Tableau Il : Plantes a effet diurétique

Plante Famille Extraits/dose Référence
Coriandrum Apiaceé extrait aqueux Aissaoui,et al
sativum 40 mg/kg, 100 mg/kg .,2008
Liliaceae poids sec de 2, 4 et 6 ug /kg Pantoja et al.,
Allium sativum 1996
Rumex abyssinicus | Polygonaceae | 250- 500-750mg/kg Mekonnenet et
Jacq al., 2010
Tropaeolum majus | Tropaeolaceae | I'extrait hydroethanolic Junior et al., 2011
L Isoquercitrin
5-10-25-100mg/K g
Petroselinum 20g/100ml d’ eau I brahim
crispum Kreydiyyeh et
Usta.,2002
Acorus calamus Forme gal énique,decoction
,poudre
Feuille, ecorce, séve extrait sec

|.6. Fraxinus angustifolia
|.6.1. Description dela plante

Fraxinus angustifolia est une espece méditerranéenne, thermophile, mesohygrophile,
non alluviale et non riveraine (Bensettiti et Barbéro., 2009). Avec le peuplier il occupe
beaucoup de régions arrosées sur le littoral de I'Est de I' Algérie (Bensettiti et Barbéro,
2009 ; Bernard, 1997). C'est un arbre qui atteint de 8 & 15 m de haut, & écorce lisse de
couleur grise. Ses feuilles composees, sont disposées en 5 a 9 folioles, opposées, un peut
étroites et dentées. Ses fleurs forment des bouquets latéraux assez fournis, rougeétres et sans
pétales ni septales. Son fruit est une graine prolongée d’ une longue aile qui tombe en grappes,
safrustification est en avril-juin (Beloued., 2009).
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Figure 5 : Photographie de I’ écorce de Fraxinus angustifolia.

|.6.2.Classification
Regne : Plantae

Embranchement : Spermaphytes

Classe : Angiospermes
Sous-classes : Asteridees

Ordre: Oledes

Famille : Oleacees
Genre: Fraxinus

Espéce : Fraxinus angustifolia
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|.6.3.Condition de croissance et devie

F. angustifolia peut se produire sur les sols sable-limoneux, sablo-argileux, ou le pH est
|égerement acide ou neutre. Les valeurs de salinité des solsvarient entre des extrémes tres
faibles. Les concentrations de I’azotesont normales. Bien queles concentrations de
phosphore et du Potassium ainsi que la matiéere organique sont généralement éevées (Kutbay
et al., 1998).

[.6.4. Composition

Le genre Fraxinus est une source riche en composés phénoliques biologiguement actifs,
dont plusieurs ont été identifiés comprenant des coumarines, des secoiridoides, des
phenylethanoides, des flavonoides et des lignanes (Kostova et lossifova, 2007 et ; Calis et
al., 1996).

.6.4.1. Lescoumarines

Les coumarines sont constituées par un élément en C6-C3 dans lequel la chaine en C3 est
sous forme d hétérocycle oxygéné. Elles sont produites en réponse au stress (Abou zeid.,
2002).

L'occurrence des coumarines distingue le genre Fraxinus des autres genres dans 'Ol éacée.
Traditionnellement, le genre a été toujours associé aux investigations sur des coumarines (Liu

et al., 2005). Lafigure suivanteillustre la structure de base des coumarines..

Figure 6: Structure de base des coumarines (Liu., 2005).

D’apres les éudes de (lossifova et al., 1997 ; kostova et al., 2000) Fraxinus angustifolia

possede différents types de coumarines.
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Tableau I11: Les principales coumarines de F.angustifolia (I ossifova et al, 1997 ; kostova et al, 2000).

R1 R2 R3 R4 Nom

H OH OH H Esculetine

H OGlc OH H Esculine

H OH OGlc H Cichoriine

H OMe OH H Scopoletine

H OH OMe H | soscopol etine

H OMe OH OH Fraxetine

H OMe OH OGlc Fraxine
OMe OH OMe H Fraxinol

1.6.4.2. Lesflavonoides:

Les flavonoides (flavus - jaune) forment un groupe ubiquitaire de substances
phénoliques, généralement produites par les plantes. IIs sont présents principalement dans
les graines, la peau des fruits, écorces ou les fleurs (Grazula et Budzisz 2009).

T L
WR'
\. OH O J

Figure 7 : Structure des flavonoides (Hosny, 1998 ; Kostova et al, 2000).
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Les flavonoides sontle groupe le plusrependus descomposés phénoliques dans

I'aimentation. IlIs  peuvent étre divises enplusieurs

sous-familles, sdon le

degré d'oxydation de I'hétérocycleoxygéné (Fraga et al, 2010 ; Bursal et Gulgin. 2011).

Les principaux flavonoides présents dans F.angustifolia sont énumérés dans le tableau

Tableau |V : Lesflavonoides de Fraxinus angustifolia (Hosny, 1998).

R1 R2 R3 Nom
O-Glc6-Rha OH OH Rutine
O-Glc OH H Astragaline
O-Glc6-Rha OH H Nicotiflorine

|.6.4.3. Secoiridoides:

Ces derniéres anneées l'intérét accru pour la phytochimie du Fraxinus est motivé par la

découverte des glucosides de secoiridoides qui constituent les métabolites importants des

I'Oléacée (l ossifova et al, 1997 ; Hosny, 1998).

La structure des secoiridoides est illustrée dans la figure suivant.

~

R3OOﬁ:
‘., S

10

OGlc /

Figure 8 : Structure de secoiridoide. (Hosny, 1998 ;K ostova et al,2000).




Tableau V: Les secoiridoides de Fraxinus angustifolia (Calis et al 1996 ; Kostova et al, 2000).
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R1 R2 R3 Nom
H Me Me Oleoside-7,11-
dimethylester
H H Fraxicarboside A
H OH Fraxicarboside B
Ac OH Fraxicarboside C
OH
H Me = Oleuropeine
CHCH Y, yOH
H I\I/_I|e CHECHZ—Q—OH Ligstroside
OH Me CH3CH3‘©’OH 10-Hydroxyligstroside
OH
Me CH,CH, ' 10-Hydr oxyoleur opeine
OH

Me CH:CH{}OG.C Angustifolioside A
H
H Me CHECHE—@*OGIC Angustifolioside B

Neuzhenide

H Me -G-Glc-lﬂ{fHECHj OH
H on OH Angustifolioside C

crcn o

CZH,CH.@OG'C

20
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1.6.4.4. Lignanes

Les lignanes sont trés répandus dans le regne végétal (Chaabi-Kouri. , 2004).
Ces composeés sont issus de la condensation de deux unités phénylpropaniques (C6-C3). I
existe une grande variété de lignanes qui se distinguent par le type de liaison entre les deux
unités (Laineet al., 2007).
Leslignanes dans Fraxinus sont trouvés al’ état libre ou lié sous forme comme glucosides
(Hosny, 1998 ; Kostova et al., 2000). Lastructure et les principaux lignanes de I’ espece

F.angustifolia sont cités dans lafigure et le tableau suivant.

Figure 9 : Structure de base des lignanes (Hosny, 1998 ; Kostova et al., 2000).

Tableau VI : Leslignanes de Fraxinus angustifolia (Hosny, 1998 ; Kostova et al., 2000).

Ri |R2 |Rs |Rs |Rs Nom

H H H H H Pinoresinol

H Glc H H Pinoresinol-4-O-f5-D-glucopyranoside

OH | Glc H H 8-hydroxypinoresinol-4-O-f-D-glucopyranoside
OGlc | H OMe | H H Fraxiresinol-8-D-glucopyranoside
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|.6.5.Utilisation

Les espéces de Fraxinus ont été utilisées dans la médecine traditionnelle pour leur effet
diurétique ains que dans le traitement de la constipation, |I'hydropisie, les douleurs
rhumatismales.....etc. (Caliset al ., 1996 ; Beloued., 2009).

F.angustifolia est une espéce largement utilisée en Algérie pour traiter I’inflammation. Son
écorce est employée dans le traitement de stomatite, les douleurs dentaire et de |’ infection des
organes urinaire (Atmani et al., 2009).

Les feuilles de Fraxinus angustifolia contiennent le mannitol qui a été déterminé par
chromatographie (Addo et al., 2002).

|.6.6. Activité biologique des espéces de Fraxinus

Selon plusieurs éudes, ce genre Fraxinus, possedent des multiples activités biologiques
dues a son contenu en métabolites secondaires, dont [I'activité antioxydant,

inflammatoire.....etc.

|.6.6.1.Activité anti-inflammatoire

L’inflammation est |’ ensemble de réactions produites par I'organisme lors de | 'atteinte de
son intégrité tissulaire par tout type d'agression : infectieuse, physique (blessures, radiations.),
chimique (toxiques), antigenes étrangers (greffes) (Semogyi., 2008). I a é&é démontré que les
composes phénoliques notamment les flavonoides sont de puissants inhibiteurs des enzymes
responsables de inflammation a savoir, la cyclooxygénase et |a lipolloxygénase (Nijveldt et
al, 2001 ; Skerget et al., 2005). En effet, de nombreuses études réalisées sur les différentes
espéces de Fraxinus ont montré une activité anti-inflammatoire (kostova et al., 2007).

L’ écorce de F.japonica riche en esculine et en esculetine se sont avérées actifs contre la
formation de I’ edéme de rat induit par la carragénine. De méme, |’ écorce et les feuilles de
F.excelsior ont été utilisées en tant que reméde rhumatismal depuis des époques anciennes
(Kruedener et al ., 1995). Par ailleurs, I’extrait éthanolique de F.ornus a provogué une
réduction plus prononcée pour |I’hémolyse, comparée a celle de I'esculine. D’autre
composant tels que les coumarines 7-Methylesculine, le scoparone, les glucosides pures,
I’oleuropeine, le ligstroside, le framoside, I’'insularoside, uhdoside, ornoside,
hydroxyornoside des secoidoides sont des agents anti-inflammatoires (Ivanovska et al.,
1996).
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|.6.6.2.Activité antimicrobienne

Des études expérimentales ont démontrées que les extraits de I’ écorce et les feuilles de
F.excelsior ains que |’ écorce de F.ornus ont des activités antimicrobiennes qui inhibent ou
supprime la croissance de certaines bactéries telle que: bacillus, Saureus, E.coli,
pseudomounas aeruginosa...etc.).Cette activité est due a la présence de certains métabolites
secondaires comme les coumarines (Fraxine, 6, 7,8-Trimethoxycoumarine, Scopoline,

Esculine, Esculetine) et les secoiridoides (Ligstroside, Insularoside) (kostova et al., 2007).

|.6.6.3.Activité antioxydant

L’extrait alcoolique de I'écorce de F.excelsior et I'extrait éthanolique de I’ écorce de
F.ornus ont une activité antioxydant qui est due a la présence des coumarines (Fraxine,
Esculetine, Esculine, soscopoletine) De méme, les composés a savoir, vesbascoside,
calceolarioside et isoaoteoside) se sont avéerés également d’ excellents antioxydant (M eyer .,
1995).

|.6.6.4.Activité antivirale

Les coumarines (Esculetine, Esculine, Isoscopoletine, 7-Methylesculine, Scoparone,
Fraxetine) de F.ornus ainsi que |’esculine et vesbascoside ont des propriétés antivirales
(Galabov et al., 1996 ; Kernan et al., 1998).

11.6.6.5.Activitédiurétique

Traditionnellement, des extraits de feuille de F.excelsior ont été employés pour faciliter
I'excrétion rénae. Cette activité diurétique est attribuée a la présence des flavonoides. Les
extraits aqueux et éthanoiques des feuilles de cette espéce ont causé une augmentation dose
dépendante de I'excrétion des ions de sodium et de chlorure, du potassium et de |'urée. Les
composes contenus dans ces deux extraits ont éé qualifiées en tant que produits
pharmaceutiques potentiellement utiles (Kernan et al, 1998).

Aucune étude N’ a été réalisée sur les extraits de Fraxinus angustifolia, d ou |’ objectif de notre
travaill qui portera sur I’évaluation de activité de extrait éthanolique des écorces de

F.angustifolia sur des rats albinos.

=
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M atériels et méthodes

[1.1. Matériel

[1.1.1 Produits chimiques et Réactifs
-Mannitol (Sigma)
-Furosémide (Forme injectable, 20mg/2mL)
-Eau Physiologique
-Ethanol
-Tween 80
v" Choix des produitsde référence
Deux produits ont été retenus comme témoins positifs, afin de valider la méthode de I’ activité
de divers produits sur la diurése du rat.
A. Furosémide
Le furosémide, lasilix, diurétique dit «de I'anse» d'action rapide et breve. C'est un

diurétique sulfamidé de groupe des acides chloro-4sulfamoyl-5bénzoique (Figure 10).

—_— )

Figure 10 : Structure du furosémide (L amotte et al., 1978).

C'est un salidiurétique, qui agit sur toute la longueur du néphron hormis le tube distal,
mais son action, sur la branche ascendante de |'anse de Henlé, représente sa caractéristique
principale, a ce niveau ; il inhibe la réabsorption du sodium et provoque essentiellement une

excrétion sodée urinaire et une élimination des chlorures importante (Lamotte et al., 1978).

B. Mannitol
Le mannitol est un diurétique osmotique (Figure 10 ), qui agit principalement sur le tubule
proximal. Les cellules de I’organisme ne possédent pas de systéme de transport pour le

mannitol, aing il ne traverse pas lamembrane cellulaire .
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OH OH

Figure 11 : Structure du mannitol

Le mannitol sera introduit dans la circulation par perfusion. Apres filtration
glomulaire, il n’est également pas réabsorbé de |’ urine primitive, a cause de sa capacité de
passage a travers les membranes. |l fixe les molécules d’eau et les retient dans la lumiére
tubulaire. Lorsque les ions Na™ sont transportés dans les cellules tubulaire, I eau ne peut plus
suivre en quantité normales, ainsi, la concentration de Na', dans I’ urine diminue. Une des
raisons est que la différence de concentration avec I’intérieur des cellules tubulaires décroit et
diminue en méme temps la force motrice pour I'influx de Na'. Le résultat d une diurése

osmotique est I’ émission d’ un volume important d’ urine diluée (L ullmann et M ohr, 2006).

v' Equipements
-Centrifugeuse (Sigma)
-Vortex
-pH métre
-Spectroscopie d’ Adsorption Atomique(SAA)
-Sonicateur
-Broyeur Electrique
-Tamiseur
-Etuve
-Balanse
-Sonde pour gavage
- Seringues
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[1.1.2.Matériel biologique

[1.1.2.1.Matériel végétal

Il sagit des écorces du fréne, Fraxinus angustifolia (Figure 12), qui fera I’objet d’une
extraction ultérieure, afin de tester son effet sur la diurése. La cueillette est réalisée, dansla
forét d’Azru n Bechar, un site situé dans la localité d’ Amizour, wilaya de Bejaia, loin de

tout impact de pollution, durant la période de septembre.

Figure 12 : Photographies du matériel végétal de | ‘écorce de F. angustifolia.
11.1.2.2. Animaux de laboratoire
Il s agit de rats males, abinos, dont |e poids varie de 200 a 240g (Figure 13). L’ élevage de ces
animaux est fait au sein de I’animalerie de I’ université Abderrahmane Mira de Begaia. En
effet, ils sont logés dans des cages, avec acces libre a la nourriture (Croquettes composées de
soja, mais) et al’eau de robinet, dans des conditions de température ambiante (25°C), avec

un cycle naturel de 12h/12h de lumiére et d’ obscurité.
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Figure 13 : Photographie de rat albinos

[1.2.Méthodes
I1.2.1.Séchage, broyage et tamisage

Aprés la récolte, le matériel végétal est laissé sécher, a température ambiante et & I'abri
de la lumiére vive, jusqu'a son épuisement en eau. La matiére seche obtenue est réduite, a
I'aide d'un broyeur électrique, en poudre fing, qui a fait, par la suite, I’objet d’un tamisage,
permettant le recouvrement d'une poudre fine, a particules de granulométrie homogéne

équivalente a 63 pm.

[1.2.2.Préparation des extraits

Il s'agit d’ une extraction solide-liquide, en mettant une quantité de poudre fine des écorces de
F. angustifolia dans de I’ éhanol, pendant 24h, sous agitation. Le méange est décanté, par la
suite, afin de récupérer le surnageant, qui sera secher, a température ambiante, jusqu'a
évaporation totale du solvant. Ainsi I'extrait éthanolique des écorces de F.angustifolia est

obtenu.

[1.2.3.Evaluation de I'activité diurétique de I'extrait éthanolique des écorces de
F.angustifolia

Avant de répartir les différents lots de rats, la diurése de base a été évauée selon la
méthode de Kau et ses collaborateurs, 1984, avec quelques modifications, en administrant
I” eau physiologique (5mL/kg de poids de rat), par voie intra-gastrique (Figure 14 A) aux rats.
Les rats ayant excrété 2 mL d’ urine dans les deux heures qui suivent, sont utilisés pour le test
diurétique.
Avant tout traitement, les rats sont privés de nourriture, 16 heures avant tout expérience, mais

E
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Quiatre lots de six rats sont traités comme suit :

Lotl : Représente le groupe du contr6le négatif, qui regoit un mélange de I'eau
physiologique (EP), par voie intra-gastrique.

Lot2 : Regoit I'extrait ethanolique de I’ écorce de Fraxinus angustifolia, & une dose de 200
mg/mL.

Lot3 : Représente le control positif, en utilisant le furosémide, comme molécule de référence,
par voie intra-pérétoniale, mg/kg de poids derat.

Lot4: Il Sagit du deuxiéme groupe du control positif, par injection intra-gastrique du
mannitol (20mg/kg de poids derat.

Aprés tout traitement les rats ont été placés dans des cages métaboliques (Figure 14 B), et les
urines sont collectées une heure apres traitement, chague deux heures jusqu’ a huit heures et &
vingt quatre heures.

Figure 14: Photographie du gavage du rat et de la cage métabolique
Les volumes urinaire cumulés de 1, 2, 4, 6, 8 et 24 heures sont exprimés en mL/100g de poids

corporel de rat et les valeurs sont exprimées en terme de moyenne + l'erreur standard de la
moyenne (ESM), pour chaque lot de rats.

Une mesure du pH et de la conductivité a été réalisée directement sur des urines fraiches
cumul ées de 8 et 24 heures.

[1.2.4.Dosage des électrolytes sodium et potassium

Les cations sodium et potassium ont éé dosés a I'aide d’'un spectromeétre d’ adsorption
atomique(SAA) (Figure 15), dont le principe repose sur |’ absorption par les é éments (sodium
et potassium), a |’état atomique d'un rayonnement issu d’une lampe a cathode creuse ou a

décharge. Compte tenu de la nature discrete des niveaux d’ énergie des atomes, la source
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lumineuse doit contenir I'éément a analyser ; ainsi son spectre d’émission correspond
exactement au spectre d’ absorption de I’ éément a analyser. Autrement dit, les photons issus

de lalampe remplissent les conditions de résonance pour les atomes « cible », donc induisent
des transitions électroniques, ce qui provoque |’ absorption (Philippe Galez , 2011)

(" ATOMCABSORPTION )
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Figure 15 : principe et photographie de la SAA

Les concentrations en ces deux cations dans les urines ont été calculées par rapport
aux courbes étalons préparées, avec différentes concentrations du NaCl et KCI (Annexe |,

I1), respectivement et sont exprimés en mMol/I.

[1.2.5.Test detoxicité aigué

Un test de toxicité aigué a été réalise avec une administration d’ une dose unique de 2g/kg de
poids derat de I’ extrait éhanolique des écorces de F.angustifolia et de 25mL/kg de poids de
rat d’'eau physiologique, par voie intra-gastrique, aux groupes de rats du test positif et le
groupe du control négatif, respectivement. Les signes de toxicité ont été observés dans les
premiéres six heures, notamment les changements de comportement, les convulsions, les
diarrhées,.....etc. et pendant 14 jours. Au quinzieme jour, une dissection des différents rats a

été réalisée, afin d’ observer une altération macroscopique des visceres.
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La méthode mise au point pour évaluer I’ activité diurétique a été validée, en recherchant
I"action diurétique de deux produits de synthese, le furosémide et le mannitol et d’un produit
d’origine naturelle, notamment un extrait éhanolique des écorces de Fraxinus angustifolia,
une plante médicinale locale, utilisée dans le traitement de I’inflammation, de I’ arthrite, ainsi

comme diurétique.
[11.1. Extraction

L’ extraction réalisée dans cette éude est une extraction solide-liquide, par macération
d’une quantité de poudre de plante des écorces de Fraxinus angustifolia, dans de I’ é&hanol,
un solvant connu a extraire plusieurs classes de composés phénoliques, notamment les
flavonoides, les terpénes...etc. (Riber eau-Gayon, 1968).

Auss I'utilisation de I'éthanol est meilleure par rapport a d’autre solvant, en effet il
présente plusieurs avantages, a savoir sa polarité, fait qu'il est utilise comme solvant par
excellence pour I’ extraction des composés phénoliques. D’ autre part, il est moins altérant que
le méthanol, qui peut exercer un effet de méthanolyse sur les tannins, pouvant perturber la
teneur réelle des extraits, en ces composés. Aussi il est moinstoxique (Bruneton, 1999).

Cependant, pour extraire le maximum de composés, nous avons utilisé une poudre trés
fine d’un diamétre inferieur ou égal a 63um et cela pour augmenter la surface d’ échange entre
le solvant et la poudre (Boudaoud, 2002, Jayakumar et al., 2009).

[11.2. Volume cumulatif desurines

Pour prédire une activité diurétique des écorces de Fraxinus angustifolia, on a procédé a
la mesure du volume des urines des rats, une heure apres I’ administration intra-gastrique de
I’ eau physiologique, de |’ extrait éthanolique de F.angustifolia et des molécules de références,
notamment mannitol et furosémide (injection intra-péritonéale), chaque 2 heures pendant 8
heure et a 24 heures. Les résultats obtenus sont exprimé en mL d’ urine /100g de poids de rats

et sont représentés dans lafigure suivante :
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Figure 16 : Volume d’ urines commutatif apres traitement avec I’ extrait éthanolique de F.angustifolia et des

deux molécules de références (furosémide et mannitol).

Le furosémide injecté par voie intra-péritonéal e (20mg/kg de poids de rat) provoque une
augmentation du volume urinaire (70%), par rapport au control négatif, ayant recu seulement
de I'eau physiologique. Les volumes cumulatifs urinaires augmentent significativement,
pendant les quatre premieres heures, puis se stabilisent par la suite, indiquant aucun volume
urinaire n’a été excreté.

Ceci est en accords avec plusieurs études, ou ils ont démontré que I’activité du
furosémide s achéve dans les quatre heures qui suivent son injection (Aissaoui et al., 2008 ;
Freitaset al., 2011).

Le mannitol, de sa part est administré par voie intra-gastrique (20mg/kg de poids de
rat), provoque auss une augmentation significative de 45% du volume urinaire, par rapport au
control négatif.
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Ceci est en accord avec son mode d’ action diurétigue osmotique, qui a été révélé par
plusieurs études. En effet, le mannitol est une molécule filtrée, mais non réabsorbée, car il ne
possede pas de récepteurs nécessaires a sa recapture. Le mannitol va étre filtre, il va entrer
dans le tube rénal, ainsi I'urine primaire est osmotiquement trés forte, ce qui limite la
réabsorption d’eau hors du néphron. Il sagit par conséquent d’'une diurése osmotique
(Lullmann et Mohr, 2006 ; Zhao et al., 2009).

L’administration de I'extrait des écorces de Fraxinus angustifolia par voie
intra-gastrique (200 mg/kg de poids de rat) a montré une augmentation des volumes urinaires
(25%), comparativement au control négatif, mais qui reste inferieur aux deux molécules de
référence (furosémide et mannitol).

Nos résultats sont proches de ceux de Junior et ses collaborateurs (2009) et
Mekonnen et ses collaborateurs (2010), qui ont démontré une capacité d’ augmentation du
volume d'urine et |'excrétion de sodium, par les extraits de plantes qu’ils ont testé une fraction
chromatographique riche en isoquercitine (flavonol) de I’ extrait hydroethanolique. De ce fait,
on suggere que I'extrait des écorces de Fraxinus angustifolia pourrait avoir une activité

diurétique osmotique.

[11.3. Mesure du pH et conductivité

Les mesures du pH et de la conductivité ont été faites sur les urines fraiches cumulées de 8

heures et 24 heures, et les résultats sont illustrés dans le tableau suivant :

Tableau V11 : du pH et de la conductivité des urines cumulatives de 8 et 24 heures, des différents lots traités.

Echantillons n pH conductivité

8h 24h 8h 24h
Controle négatif 30 | 6,14=0,15 5,98+0,06 11,05+1,35 12,46=0,72
Mannitol ¢ | 7.1650,19 6,86+0,24 12,44+0,38 14,11=0,78
Extrait de F, angustifolia 6 7,17+0,16 6,14+0,21 12,01+0,61 13,15+1,26
Furosémide 5 6,44=0,21 6,60=0,31 16,16=0,37 11,24=0,85
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Le pH des urines cumulatifs varie de 5,98+0,06 a 7,17+0,16, un pH normal des urines,
donc aucun impact des différentes substances utilisées et d’ extrait éthanolique des écorces de
F.angustifolia, sur ce paramétre.

La conductivité, de sa part, nous donne une indication indirecte sur la présence d’ é ectrolytes
dans les urines. En effet, un effet important est observé avec le lot traité avec le furosémide,
notamment dans les urines cumulées de 8 heures, et qui diminue significativement dans les
urines de 24 heures. Le mannitol présente une conductivité plus élevée a 24 heures, tandis que
I’ extrait éthanolique de F.angustifolia, lavaleur est modérément supérieure au control négatif.

Ces vaeurs nous donne une idée sur une concentration d'électrolyte, qui varie avec la
variation du traitement, significativement démontré par la molécule de référence
(Furosémide), et qui est en accord avec son action bréve et courte, ou la concentration

d’ électrolytes, excrétée dans les urines, diminue nettement aprés 24 heures.

[11.4. Dosage des éectrolytesdans les urines cumulatives de 8 et 24 heures, des

différentslotstraités

Afin de chercher une possibilité d’'explication du type de diurése, un dosage des
électrolytes par spectrométrie a absorption atomique a été réalisé.

Les résultats du dosage des éectrolytes (Na’, K*), sont calculés par rapport aux urines
cumulées de 8 H et de 24 H, suivant I’administration intra-gastrique de I’ eau physiologique
(control négatif), de I’ extrait des écorces de Fraxinus angustifolia et des deux molécules de
références sont illustrés dans la figure 18 et exprimés en mM de sodium ou potassium,

calculés a partir de courbes d’ étalonnages (Annexes| et 11).
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Figurel?, a : Concentration en cation potassium (mmol/l), dans les urines des différents lots traités.
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Figurel?, b : Concentration en cations sodium (mmol/l), dans les urines des différents lots traités.
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La recherche d'une activité diurétique a été démontrée par I’ augmentation la sécrétion
des ions Na" Na'(47%), aprés une injection intra-péritonéale de 20mg/Kg de poids de rat, de
furosémide, pendant les quatre premiéres heures de |’ expérience. Alors qu’aucune kaliémie
n’'a été observée. Aing, |’ action salidiurétique du furosémide a été confirmeé par ces dosages

des électrolytes Na' et K™ des urines cumul ées de 8 heures.

Nos résultats sont semblable a ceux rapportés par lalittérature (Radhika et al., 2009 ;
Freitaset al., 2011).

Concernant le mannitol, des excrétions significatives du sodium et de potassium ont

€été observées, démontrant ainsi son effet diurétique osmotique ( Zhao et al., 2009).

Concernant |le dosage des é ectrolytes a 24h, effectivement pour le furosémide, |’ action
est clairement achevée, vu que le dosage nous a montré des concentrations inferieures, voir

méme au dessous du contrdle négatif.

Par ailleurs, le mannitol montre une augmentation significative des ions Na™ ( 122%)
et peu significative pour le K* ( 13%), & 24 heures, ce qui nous laisse suggérer que son action
est toujours en cours et |a concentration injectée n’a pas éé métabolisée complétement, a 24
heures.

L'extrait éthanoligue de F.angustifolia a produit une éévation peu significative dans
I'excrétion urinaire de Na' , & une dose de 200 mg/kg de poids de rat, dans les urines cumul ées
de 8 heures (5.7%),, par rapport au control négatif, et largement inferieure aux taux exhibés,

par le mannitol et le furosemide.

De méme, I’ excrétion desions K™ révélée par | extrait des écorces de F angustifolia est
inferieure aux molécules des références. Ce qui nous laisse suggérer que cet extrait ne
présente pas d’ effet diurétique, ala dose de 200mg/kg de poids derat, a8 heures.

Ces résultats sont en accord avec ceux de M eera et ses collaborateurs (2009), qui ont
observé une augmentation significative du volume urinaire, sans affecter I’ excrétion des
éectrolytes Na' et K*, en utilisant un extrait 8 500mg/kg de poids de rat.
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Cependant e dosage de ces cations dans les urines cumulées de 24 heures, révéle une
augmentation des deux électrolytes, ce qui nous laisse suggérer que le métabolisme de
I’extrait des écorces de F.angustifolia est lent, ce qui a induit a une activité tardive,
comparativement aux deux molécules de références et nous laisse prédire, probablement, un
effet diurétique osmotique, vu qu’il augmente le volume urinaire et I’ excrétion du sodium et

potassium, comme le mannitol.

Cet effet diuretique pourrait etre liés a la presence de flavonoides dans |es écorces de
F.angustifolia qui ont été rapporté a avoir cet effet. En fait plusieurs etudes ont rapporté que
les flavonoides comme isoquercitine (flavonol) exerce une activité diurétique (Junior et al.,
2009 ;M ekonnen et al., 2010).

[11.5. Toxicité

Nos résultats ont prouvé que 2g/kg de poids de rat de I’ extrait des écorces de Fraxinus
angustifolia n'ont produit aucun effet toxique, comme démontré par |'absence des signes de
toxicité (aucune perte de poids, ni changement de consommation de nourriture) ou de la
mortalité chez les animaux, au cours de la période d'étude (14 jours d'observation). En plus,
aucun changements macroscopiques concernant les visceres (reins, foie, intestins, ...etc.) des

rats traités, comparativement au control négatif.
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Conclusion

Ce présent travail consiste a métre au point une méthode d’ étude de |’ effet diurétique
d extrait végétal des écorces de Fraxinus angustifolia, une plante médicinale locale,

traditionnellement utilisée comme diurétique.

Le test diurétique est réalisé sur des rats abinos, par administration inta-gastrique de
200mg/kg de poids de rat d’ un extrait éhanolique des écorces de F.angustifolia, de 20mg/kg de
poids de rat de deux molécules de références, notamment le mannitol et le furosémide
(voie intra-péritonéale) et d’eau physiologique pour le control négatif. Les volumes d’urines
cumulés sont mesurés, une heure apres le traitement et toute les deux heures, pendant 8heures,
puis a 24heures.

Le furosémide (diurétique de I’ anse) a exhibé une diurese trés importante (70%), durant
les premiéres quatre heures. Le mannitol, de sa part, un diurétique osmotique, agit
principalement sur le tubule proximal, a provoqué une augmentation de 45%, du volume

urinaire, par rapport au control négatif.

Tandis que I’ extrait des écorces de F. angustifolia montre une augmentation modéré du

volume urinaire cumulatif de 25%.

Le dosage d éectrolytes urinaires (Na', k*), ont montré |’action courte et bréve du

furosémide et ont confirmé son action natriurétique et |’ absence de toute kaliémie.

L’ effet diurétiqgue du mannitol dure jusgu'a 24 heures, avec une excrétion des deux
électrolytes, notamment le sodium et le potassium, qui accompagne son action diurétique et

révélant ainsi, son effet osmotique sur ladiurese.

Tandis que le dosage des ions Na” et K™ sur les urines cumulatives du lot de rat traité
avec |’ extrait des écorces de F.angustifolia, n"a montré aucun effet significatif a 8 heures (pas
d’ excrétion de Na et K), alors qu' & 24 heures, une forte dimination des deux éectrolytes Na' et

K, indiquant probablement un effet diuétique dii a un métabolisme lent de I’ extrait testé.
En perspectives:

Il est intéressent d’ éudier cet effet diurétique, avec d’ autre concentration de I’ extrait, et

de chercher une concentration, a effet diurétique important.




Conclusion

Dosage d'un autre électrolyte CI™ afin de calculer ses paramétres et de révéler le mode
d action de |’ extrait.

Refaire le test de toxicité avec 3 concentration au minimum, et doser d autre parametres
biochimique (urée créatine), afin de révéler, une certain toxicité au niveau du fois ou rein.

Reéaliser des coupes histologiques pour observation microscopique de I’ effet de I’ extrait.
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Annexes
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Annexel : lacourbe d’ étalonnage du sodium

Absorbance (UA)

y=0,1737x - 0,0546
R?=0,9455

L
2

0 T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7
concentration en K+ (ppm)

Annexes || : Lacourbe d’ etalonnage du potassium




Annexes

Le rapport Na'/K* 8H 24H
Mannitol 141 1.47
Furosémide 6.05 1.52
Extrait 132 112

Tableau | : Lerapport Na'/K" des urine cumulatif de 8 et 24 heures.

L e pourcentage% 8H 24H
Mannitol 45% 33%
Furosémide 70% 54%
Extrait 25% 21%

Tableau Il : Le pourcentage d’ augmentation des urinaires cumulatifs (8 et 24 heures).




Glossaire

> L’ alcalose métabolique

L'alcalose métabolique est un trouble de I'équilibre acido-basique défini par une
hausse du pH dans le secteur extracellulaire plasmatique.les principal es causes d’ al cal ose sont
les contractions du volume extracellulaire, hypertension artérielle, |'expansion

volumique...€tc.
> Hypertension artérielle

L’ hypertension artérielle est une augmentation pathologique de latension artérielle.
On parle d hypertension lorsgue la pression systolique est supérieure a 140 millimetres de

mercure ou lorsgue la pression diastolique est supérieure a 90 millimeétres de mercure.
> I nsuffisance cardiaque

L’insuffisance cardiaque (IC) ou défaillance cardiaque correspond a un état dans
lequel une anomalie de la fonction cardiague est responsable de I'incapacité du myocarde a

assurer un débit cardiague suffisant pour couvrir |es besoins énergétiques de I'organisme.

Cette défaillance peut étre le reflet d'une anomalie de la contraction du muscle cardiague
ventriculaire (dysfonction systolique) ou de remplissage (on parle aors de dysfonction
diastolique).

> L'aldostérone

L'aldostérone fait partie des hormones appelées minéralocorticostéroides. Elle est
secrétée dans le cortex (C'est-a-dire la partie périphérique) des glandes surrénales (glandes
disposées sur les reins) et permet aux reins de réabsorber le sodium, et consécutivement
d'édiminer du potassium. Ces deux métaux jouent un réle de premier plan dans la régulation

delatension artérielle de I'organisme.



Glossaire

> Homeéostasie

L’homéostasie est la capacité que peut avoir un systéme quelcongque (ouvert ou
fermé) a conserver son équilibre de fonctionnement en dépit des contraintes qui lui sont
extérieures. L’homéostasie est |la maintenance de I'ensemble des parameétres physico-
chimiques de I'organisme qui doivent rester relativement constants (glycémie, température,

taux de sel dans le sang, etc.).

> Hypercalcémie

Il sagit d'une accumulation de calcium dans le sang, pouvant étre en rapport avec
une hyperactivité des glandes parathyroides, ainsi appelées parce qu'elles sont situées dans le
cou, de part et d'autre de la thyroide.L'exces de calcium dans le sang, a un taux supérieur a
105 mg/l, définit une hypercalcémie. Elle est le plus souvent en rapport avec la sécrétion
excessive d'hormone parathyroide par I'une des quatre glandes parathyroides, mais d'autres
causes sont possibles: ingestion massive de calcium, surdosage en vitamine D, défaut

d'@dimination rénale de calcium, cancers.

> Hyperkaliémie

L'hyperkaliémie est un désordre hydro-électrolytique défini par un exces de potassium
dans le plasma sanguin. Chez I'homme, elle se définit par un taux sanguin de potassium,
appelé kaiémie, supérieur a 5 mmol/l. En fonction de son importance et de sa rapidité
dinstallation, I'nyperkaliémie peut menacer la vie car elle est pourvoyeuse de troubles du
rythme et de la conduction cardiaque pouvant aboutir, en I'absence de traitement urgent, a un

arrét cardio-circulatoire.

> Hypokaliémie

L'hypokaliémie est définie par une concentration plasmatique de potassium
inférieure a 3,5 millimoles par litre. 1l s'agit donc d’ un désordre hydro-électrol ytique pouvant
menacer le pronostic vital par la survenue de troubles du rythme cardiague, également
observés dans I'hyperkaliémie. Des fausses hypokaliémies peuvent étre observées d’'ou une
confirmation par un deuxiéme prélévement.



Résumé:

Fraxinus angustifolia (oleacées) est utilisée traditionnellement dans le traitement de diverses
pathologies telles que I'inflammation. L’activité diurétique de I'extrait éhonolique des
écorces de F.angustifolia a été évaluée sur des rats albinos, par administration intra-gastrique
d’ une dose de 200mg/kg de poids de rat et mesure de I’ excrétion des urines et des électrolytes
(Na" et K"). Le furosémide et le mannitol (20mg/kg), deux diurétiques de synthése ont é&té
employés comme produits de référence. L’ extrait de F.angustifolia montre une augmentation
modérée des urines, tandis que I'excrétion des ions Na’ et K* ne montre aucun effet
significatif, a 8 heures. Alors qu apres 24 heures, |’extrait provoque une augmentation
significative d’ excrétion de K*, suggérant ainsi que F.angustifolia posséde une activité
diurétique. Le test de toxicité aigué, avec une dose unique de 2000mg/kg, n’a révélé aucune

anomalie de comportement, ni de mortalité.

Mots clé : Fraxinus angustifolia, diurétique, Na',K".

Abstract:

Fraxinus angustifolia (oleaceae) is used traditionally in the treatment of various pathologies
such as inflammation. Diuretic activity of F.angustifolia barks ethanolic extract was evaluated
on abino rats, by intra-gastric administration at a dose of 200mg/kg of rat weight and a
measurement of cumulative water volume and electrolytes (Na” and K). Furosemide and
mannitol (20mg/kg), two synthetic diuretics have been used as reference compounds.
F.angustifolia extract shows a moderate increase in water volume, while the excretion of the
ions Na" and K™ does not show any significant change after 8 hours, whereas after 24 hours,
the extract induces significant increase of the excretion of K* suggesting a diuretic activity for
F.angustifolia bark extracts. The acute oral toxicity with a unique dose of 2000mg/kg of the

different extracts doesn’t show any behavioral abnormalities or mortality.

Key words: Fraxinus angustifolia, diuretic, Na*, K, toxicity.
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