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Introduction

Introduction

L’ulcere gastrique est une maladie qui affecte un grand nombre de personnes a travers le
monde, c’est une maladie commune avec de multiples étiologies. Des facteurs tels que le
tabac, le stress, un régime inapproprié, et des déficiences au niveau des mécanismes de gastro
protection sont étroitement reliés au développement des ulcérations de la muqueuse gastrique.
L’infection bactérienne avec Helicobacter pylori a aussi été soulignée comme étant un facteur
prédisposant au développement des ulcéres gastriques ainsi qu’a des facteurs endogenes tels
que I’acide chlorhydrique, la pepsine, et les espéces réactives de I’oxygene (ERO) (Li et al.,
2014).

Pour éliminer les EROs, la cellule gastrique a recours a plusieurs antioxydants enzymatiques
tels que la catalase (CAT), la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx) et
non enzymatiques tels que le glutathion endogéne (GSH), mais la génération excessive de
EROs pendant I'ulcére augmente la peroxydation lipidique et épuise ces systemes

antioxydants (Boligon et al., 2014).

Un large spectre de médicaments tels que les antiacides, inhibiteurs de pompes & protons,
anticholinergiques, et antagonistes des récepteurs histaminiques ont été développés.
Néanmoins, les thérapies existantes ont généralement des effets indésirables (hypersensibilité,

arythmie et changements hématopoiétiques) et sont trés couteux (Batista et al., 2015).

En raison de l'occurrence de ces derniers, les plantes médicinales sont considérées comme un
alternatif présentant moins d’effets secondaires, et comme source principale de nouveaux

médicaments a moindre codt (Lakshmi Srinivas et al., 2013).

Ainsi ce travail vise a évaluer I’effet gastro protecteur de 1’extrait éthanolique des feuilles et

fruits de Crateagus laciniata sur un modéle in vivo.
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I. Généralités
1.1 Anatomie de I’Estomac

Situé dans la loge sous-phrénique gauche, I'estomac a une taille qui varie selon la réplétion
(Figure 1). En moyenne, il mesure 25 cm de long et 12 cm de large. Il débute par le cardia qui
met en communication 1'cesophage et se termine par le pylore avec la premiére portion du
duodénum. L'angle formé par I'cesophage abdominal et de fundus (ou grosse tubérosité) est
I'angle de His (incisure cardiale). On lui décrit plusieurs parties : la grosse tubérosité verticale
et la petite tubérosité (ou antre) qui se continue par le pylore et deux courbures : la petite

courbure a droite et la grande courbure & gauche (Zeintoun et al., 2020).

Cardia

Fundus de I'estomac

(Esophage

Musculeuse e ' Séreuse
* Couche longitudinale e
* Couche circulaire

* Couche oblique Corps de l'estomac

Lumiére

Plis gastriques

Grande courbure
de l'estomac

Muscle sphincter

Duodénum pylorique pylorique  pylorique

Figure 1 : Anatomie et morphologie de 1’estomac (Marieb et Hoehn, 2015).

1.2 Morphologie interne

La paroi de I’estomac est tres épaisse. Elle comprend de la superficie a la profondeur : une
séreuse, une musculeuse avec trois couches, une sous-muqueuse et une muqueuse (Figure
1):

> La séreuse est représentée par les deux feuillets du péritoine viscéral qui tapissent
sa face antérieure et postérieure, et qui forment des replis au niveau des courbures,

qui vont servir comme moyen de fixité a ’estomac, elle est trés mince et adhérente

(Hammoudi, 2010).
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» La musculeuse est tres développée en raison de son activité motrice importante
dans la digestion alimentaire, elle comprend trois couches musculaires
superposées, couche longitudinale, circulaire et oblique (Hammoudi, 2010).

> La sous-muqueuse est un plan de glissement lache situé entre la muqueuse et la
couche musculaire profonde. Elle comprend les éléments vasculaire et nerveux de
I’estomac (Hammoudi, 2010).

» La muqueuse est tres épaisse, elle se caractérise par des reliefs a sa surface. Ce
sont des plis gastriques longitudinaux bien visibles en endoscopie (Hammoudi,
2010).

1.3 Cellules endocrines et exocrines de I’estomac

1.3.1 Les cellules exocrines se divisent en :
> Les cellules a mucus produisent une couche de mucus contenant 95% d’eau et 5% de
mucine (glycoprotéine). Cette couche forme un gel insoluble qui adhére a la surface de
la muqueuse gastrique (Kierszenbaum, 2002).
> Les cellules pariétales sont spécialisées dans la production d’acide chlorhydrique et la
destruction des microorganismes (Lowe et al., 1997 et Sherwood, 2006).
> Les cellules principales sécrétent de la pepsine sous forme de précurseur inactif, le

pepsinogéne (Lowe et al., 1997).

1.3.2 Les cellules endocrines se divisent en :
> Les cellules de type entérochromaffine (ECL) sont stimulées par 1’acétylcholine
(ACh) et la gastrine qui a son tour stimulent les cellules pariétales (Sherwood, 2006).
> Les cellules G : sont stimulées par 1’acétylcholine (ACh), elles sécrétent la gastrine
qui stimule les cellules pariétales et cellules principales (Sherwood, 2006).
> Les cellules D : sécretent la somatostatine qui inhibe les cellules pariétales, les
cellules G et les CEL (Sherwood, 2006).

1.4 Meécanismes physiologiques de défense de la muqueuse gastrique
Les mécanismes qui participent a la protection de 1’estomac sont :

> Un film muqueux : gélifi¢é d’une épaisseur 0.1 a 0.5 mm qui protége la surface de
I’épithélium. Ce mucus est sécrété par les cellules a mucus, il peut étre dépolymérisé

par la pepsine et donc passer sous forme soluble (Ramsay et Carr, 2011).
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> Les ions de bicarbonate (HCO3) : sécrétés par 1’épithélium, ils diffusent dans le film
de mucus ou ils vont tamponner les ions H+ provenant de la lumiére de 1’estomac
(Silbernagl et Lang, 2012).

> Le flux sanguin : la derniére ligne de défense est I’irrigation sanguine de la
muqueuse, le sang emporte rapidement les ions H™ ou fournit un apport d’ions HCO3
et des substrats du métabolisme énergétique (Silbernagl et Lang, 2012).

> Les cellules épithéliales : est une surface qui constitue un élément de protection
dynamique grace a son renouvellement cellulaire rapide. L’équilibre entre la
multiplication en profondeur et la desquamation en surface assure 1’intégrité de la
barriere cellulaire (Soybel, 2005).

> Prostaglandine : exerce des effets cryoprotecteurs sur la muqueuse gastrique, elle
augmente la production du mucus, la sécrétion de bicarbonate, le flux sanguin, et elle

réduit la sécrétion acide (Sherwood, 2006).
1.5 Pathologies liées a I’Estomac

1.5.1 Gastrite

Le terme gastrite a été utilisé dans différents contextes pour décrire des symptémes des
voies digestives supérieures, des signes macroscopiques d’inflammation ou de lésions
gastriques visibles a I’endoscopie et des caractéristiques histologiques d’inflammation ou de
Iésions de la muqueuse gastrique observées au microscope, elle se définit comme une

inflammation de la muqueuse de I’estomac (Paré et al., 2005).

1.5.2 Ulcere gastrique

Les ulcéres peuvent étre définis comme des lésions muqueuses qui s'étendent a la couche de
la musculeuse et forment une cavité entourée d'une inflammation aigué ou chronique. Ces
ulcéres sont divisés en deux types courants d'ulcéres gastriques et d'ulceres duodénaux selon
I'emplacement de l'ulcére (Najm, 2011). De plus, cette maladie est le trouble gastro-intestinal
le plus courant affectant 40% des pays développes et 80% des pays en développement en
raison de [l'utilisation inconsidérée d'anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et des
infections a Helicobacter pylori (Ajeigbe et al., 2014), et la forme séveére peut conduire a un

cancer.

1.5.3 Cancer gastrique
Cancer gastrique (GC) est un cancer qui se développe a partir de la paroi interne de I'estomac,
il peut se propager de I'estomac a d'autres parties du corps, il est la troisieme cause de déces

par cancer apres le cancer du poumon et le cancer du foie. La cause la plus fréquente est

4
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I'infection par la bactérie H. pylori, qui représente 60 % des cas. D'autres causes courantes tel

que le tabagisme et la génétique (Murtaza et al., 2017).
1.6  Facteurs liés aux lésions gastriques

1.6.1 Anti-inflammatoires non stéroidiens et Aspirine

Les AINS et I'aspirine inhibent la cyclo-oxygénase (COX), principale enzyme impliquée dans
la synthese de prostaglandines et de la thromboxane A2. lls entrainent des érosions et/ou des
ulcéres gastriques et duodénaux. Leur toxicité gastroduodénale est due principalement a la
diminution de synthese des prostaglandines qui jouent un réle important dans le maintien de la
barriere muqueuse, mais également & des mécanismes vasculaires. La prévalence des ulcéres
gastroduodénaux secondaire a la prise d'aspirine et d'’AINS est en nette augmentation car leur

prescription est trés large (Zeintoun et al., 2020).

1.6.2 Helicobacter pylori

H. pylori est un agent pathogéne extrémement courant, capable de modifier la physiologie de
I'ndte et de renverser sa réponse immunitaire, lui permettant de persister pendant toute la vie
de I'hbte, il est la principale cause des ulcéres et du cancer gastrique (Testerman, 2014). C’est
une bactérie qui colonise le mucus de I’estomac de I’'Homme (Figure 2), elle secrete une
grande quantité¢ de 1’'uréase source d’ammoniac tamponnant 1’environnement autour de la
bactérie et la protégeant de ’acidité gastrique (Kierszenbaum, 2002).

Figure 2 : Mode d’action de H. pylori (Kierszenbaum, 2002).
Revétement muqueux {/’

————— Adheésine
Récepteur

contenant du
fucose

Libération
—— de protéases
cytatoxiques

attires par - o \ (?
' chimiotactisme : % - Lo

libérent de — Leucocytes 1 e .
linterleukine-8 » = ; O Y
(IL-8) et le : - L) ' = :

revétement : e - : A : &

cellulaire : - - : <
épithélial altéré : \%\ ——1_ Saignement A
par les protéases el N
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Iuber'ees_ par : \ ) - - : repliquent et retrou-
H~P.V'¢?fl est g N . vent leur mobilité
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1.6.3 Ethanol, facteur de desequilibre gastrique
Les effets de I'éthanol sur la muqueuse gastrique sont complexes et multiples. lls peuvent étre

associes a une perturbation de I'équilibre entre les facteurs protecteurs de la muqueuse

5
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gastrique et les facteurs agressifs. La muqueuse gastrique est exposée a l'acide gastrique, a la
pepsine et aux stimulants entre autres, tandis que les facteurs gastro protecteurs maintiennent
I'intégrité de la couche muqueuse gastrique, le systeme microcirculatoire, les HCO3", les
prostaglandines (PG), la synthése du facteur de croissance épidermique et la restitution des
cellules épithéliales. L'éthanol endommage les cellules endothéliales vasculaires de la
muqueuse gastrique et induit une perturbation microcirculatoire et une hypoxie, liée a la

surproduction des radicaux oxygenés (Mezdour et al., 2017).

1.6.4 Lésion ischémie/reperfusion

L’ischémie tissulaire peut étre décrite comme une situation ou I’apport d’oxygene est
insuffisant pour couvrir les besoins métaboliques. Alors que les lésions ischémiques sont
principalement dues a la mort des cellules privées d’oxygene, la reperfusion produit un large
éventail de réponses inflammatoires qui aggravent les lésions locales et entrainent une atteinte

systémique (Dorweiler et al., 2007).

L'ischémie/reperfusion endommage la muqueuse gastrique en induisant un stress oxydant,
plus précisément les ERO tels que le superoxyde (027) et le peroxyde d'hydrogéne (H20,)
induisent des réponses inflammatoires et des lésions tissulaires en fragmentant I'ADN
cellulaire (Mezdour et al., 2017).

1.6.5  Stress oxydant

Le principal responsable des ulceres de stress est le stress oxydant. Il a été prouvé que le
stress psychologique, en plus du stress physique comme [l'intervention chirurgicale et
I'infection microbienne, conduit a un stress oxydant dans I'estomac. Ce dernier est défini par
un état de niveaux élevés des ERO, provoque une multitude de conditions qui stimulent soit
une production supplémentaire des ERO, soit une diminution des défenses antioxydantes
(Mezdour et al., 2017).

D'autres facteurs sont aussi importants tels que le stress physique et psychologique, le

tabagisme et la cigarette, I'alcool et les polluants (Beiranvand, 2022).

1.7  Traitement de ’ulcére gastrique
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1.7.1  Antiacides
Les antiacides sont des composés basiques qui neutralisent 1’acide dans la lumiere gastrique et
apportent un soulagement symptomatique contre 1’hyperacidité sans inhiber le transport de

I’acide par la pompe a protons de la cellule (Bandyopadhyay, 2006).

Ces agents neutralisent directement ’acide contenu dans I’estomac, augmentant ainsi le pH
gastrique. Cette augmentation du pH aura a son tour un effet inhibiteur sur les enzymes

peptiques dont 1’activité cesse a un pH d’environ 5 (Beaulieu et al., 2015).

Les antiacides les plus couramment utilisés sont le bicarbonate de sodium, le carbonate de

calcium, I’hydroxyde de magnésium et I’hydroxyde d’aluminium (Beiranvand, 2022).

Des agents additionnels, non antiacides en soi, sont parfois combinés avec les antiacides pour
leurs propriétés particulieres. Parmi ceux-ci, les alginates, aussi appelés acides alginiques ou
alginates de sodium, forment une couche mousseuse agissant directement au niveau de la «
poche acide » pour neutraliser 1’acide secrété au-dessus du chyme alimentaire et comme

barriére protectrice qui empéche le contact du contenu gastrique acide avec 1’cesophage

(Beaulieu et al., 2015).

1.7.2  Antisécrétoires gastriques

1.7.2.1 Inhibiteurs de la pompe a protons

Les inhibiteurs de la pompe a protons (IPP) sont principalement divises en deux catégories :
les inhibiteurs réversibles et irréversibles. Les inhibiteurs irréversibles de la pompe a protons
comprennent des médicaments tels que 1’oméprazole, le lansoprazole, le rabéprazole,

le pantoprazole, 1’ésoméprazole et d’autres (Beiranvand, 2022).

Les inhibiteurs de la pompe a protons sont des anti-sécrétoires gastriques. lls agissent par
inhibition de la pompe H*/K* ATPase, présente au niveau de la membrane plasmique des
cellules pariétales de 1’estomac permettant la libération d’ions H' responsables de 1’acidité

dans la lumiére gastrique (Mas, 2022).

1.7.2.1.1 Mécanisme d’action

Les inhibiteurs de la pompe a protons sont des prodrogues sans action locale qui
appartiennent a la famille des Benzimidazoles (Figure 3), leurs effets découlent de leur
absorption, de leur accumulation et de leur distribution dans I’organisme permettant leur
activation. Ils n’agissent pas de facon directe sur les cellules digestives mais par passage dans

la circulation sanguine puis action sur les cellules productrices d’HCI1 (Mas, 2022).
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Figure 3 : Mode d’action des antisécrétoires gastriques (Olbe et al., 2003).

1.7.2.2 Antagonistes des récepteurs H2 de I’histamine

Les antagonistes des récepteurs H2 de I’histamine (agents anti-H2) inhibent de fagcon
compétitive et réversible 1’action de I’histamine au niveau des récepteurs membranaires H2
du pole vasculaire des cellules pariétales de I’estomac (Figure 3) (Beaulieu et al., 2015).
Cimétidine, ranitidine, famotidine et sulfotidine sont des produits chimiques qui via les
récepteurs H2 des cellules pariétales, bloquent la sécrétion d’acide stimulée par 1’histamine.
Ces médicaments ne réduisent pas totalement la sécrétion d’acide en raison d’autres
mécanismes impliquant les récepteurs cholinergiques et des récepteurs de la gastrine qui ne

sont pas directement liés au récepteur H2 (Bandyopadhyay, 2006).

1.7.2.3 Antagonistes muscariniques

La sécrétion d’acide, de mucus et de pepsinogeéne dans la muqueuse gastrique est stimulée par
les récepteurs muscariniques. En raison de la grande affinité des antagonistes muscariniques
pour bloquer les récepteurs muscariniques au niveau du ganglion de la paroi gastrique, la
Pirenzépine et la Télenzépine ont été développées en tant que médicaments sécrétoires
(Figure 3) (Beiranvand, 2022).

1.7.3  Eradication de I'infection par H.pylori

Le premier traitement efficace contre cette bactérie a été introduit dans les années 1980 et
comprenait une combinaison de bismuth, tétracycline et métronidazole qui a duré deux

semaines. Cependant, des limitations telles qu'un régime médicamenteux compliqué, des
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nausées, la diarrhée et les étourdissements ont rendu ce traitement difficile (Kuna et al.,
2019).

1.8 Utilisation de plantes médicinales dans le traitement des ulceres gastriques

Les plantes médicinales sont utilisées pour traiter les ulceres gastriques en raison de leurs
propriétés apaisantes et anti-inflammatoires. Des herbes telles que la réglisse, la camomille et
I'aloe vera peuvent soulager les symptdémes et favoriser la cicatrisation des tissus

endommageés.

» Glycyrrhiza glabra (reglisse)
Les propriétés antioxydantes des flavonoides et des tanins de G.glabra ont été liées a I'activité
anti-ulcéreuse puisque des radicaux libres sont développés dans les Iésions de la muqueuse
gastrique. La réglisse contient également des stéroides qui sont connus pour réduire le
développement des ulcéres (Ghader et al., 2014).

» Zingiber officinale (gingembre)
Des études animales sur des rats de laboratoire ont montré que I'administration orale d'extrait
d'acétone de gingembre, inhibait significativement lésions gastriques induites par 1’éthanol

(Haniadka et al., 2014).

» Aloe vera
A.vera a montré une activité antiulcéreuse statistiquement significative comparable au

médicament standard Omeprazole. Cependant, les mécanismes cellulaires de ces actions

restent a établir (Sai Krishna Borra et al., 2011).

Et parmi ces plantes on retrouve Crateagus laciniata qui posséde des propriétés intéressantes

pour le traitement des ulceres gastriques.
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1. Généralités sur la plante

1.1 Description botanique et localisation géographique

Crataegus est un grand genre d'arbres et d'arbustes de la famille des roses, les Rosaceae avec
environ 250 especes, le nom du genre Crataegus est dérive des mots grecs Kratos signifiant
dureté du bois (Kashyap et al., 2012).

Les feuilles de I’espéce C. laciniata sont caduques, possédent 5-9 lobes, insérées isolément
sur un axe a différents niveaux. Les fleurs sont blanches, ordinairement sur un seul plan porté
par des pedoncules de longueurs inégales, elles contiennent a la fois des organes males et
femelles et sont principalement fécondés par des insectes, qui sont attirés par le parfum
dégagé par les fleurs. Le fruit est sous forme de baie charnue, de couleur rougeétre (Bachiri
et al., 2015 et Kumar et al., 2012).

Ces arbres de taille petite a moyenne (5 a 15 m de haut) sont cultivés comme plante de haie en
Europe et se trouvent principalement dans les régions tempérées comme I'Amérique du Nord,
I'Asie occidentale, I'Inde, la Chine et I'Afrique du Nord (Kashyap et al., 2012).

Les espéces de Crataegus (Figure 4) possédent d'immenses applications médicinales, mais peu

d'especes ont été étudiées pour leurs activités biologiques (Kumar et al., 2012).

Figure 4 : Photographie représentant la plante Crataegus laciniata (Bachiri et al., 2015).

1.2 Systematique de la plante

La classification de la plante de Crateagus laciniata est représentée dans le tableau suivant :
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Tableau | : Classification de la plante C.laciniata ( Bellakhdar, 1997).

Régne Plantae (Plantes)

Sous régne Tracheobionta (plantes vasculaires)
Embranchement Spermatophyta (spermaphytes)
Sous Angiospermae (angiospermes)
embranchement

Classe Magnoliophyta (dicotylédones)
Famille Rosaceae

Genre Crataegus

Espéce Crataegus laciniata

11.3 Etymologie et appellations

L’étymologie et les appellations dans de différentes langues de Crateagus laciniata sont

représentées dans le tableau suivant :

Tableau 11 : Différents noms vernaculaires de C.laciniata (Bellakhdar, 1997 et Bachiri et al.,

2015).
Francais Aubépine lacinié, Bois de mai, épine de mai, Poire d’oiseau
Anglais Hawthorn
Arabe Tabgha
Kabyle Admam
Latin Crataegus laciniata

1.4  Composition en métabolites du genre Ctrataegus

Plusieurs groupes de composés représentant les métabolites primaires et secondaires ont été

reportes dans differentes parties des aubépines. Dans les fruits, les sucres sont les métabolites

primaires les plus abondants (Urbonaviciute et al.,, 2006) alors que les métabolites

secondaires majeurs sont les composés phénoliques. Par rapport a ces derniers, les oligomeres

procyanidines et leurs glycosides sont les principaux composés majeurs, tandis que les

flavonoides dominent dans les feuilles (Liu et al., 2011).

L’analyse chimique a permis d’identifier plus de 150 molécules dans 1’aubépine, dont les

acides phénoliques (gallique, p-coumarique, cholorogénique, caféique), la quercétine, la

pérocachétine, les terpénoides, les lignanes, les stéroides, les acides organiques (fumarique,

citrique) et des sucres (maltose, saccharose, glucose, fructose) (Nazhand et al., 2020).
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I1.5 Activités pharmacologiques de Crataegus

11.5.1 Activité cardiovasculaire

Crataegus est largement utilise en cardiologie (Blesken, 1992), elle peut améliorer le flux
sanguin dans les artéres coronaires et les contractions du muscle cardiaque, d'ou son
utilisation répandue dans les troubles cardiovasculaires comme I'arythmie, l'infarctus du

myocarde et I'insuffisance cardiaque (Long et al., 2006).

11.5.2 Activité antidiabétique

Le diabéte sucré est un syndrome qui touche de plus en plus de personnes dans tous les pays
du monde. Les extraits de plantes contenant du Crataegus ont été largement utilisés pour
traiter cette maladie au Mexique. Un tel traitement peut s'averer trés bénéfique, en particulier
aux premiers stades de la maladie Crataegus mexicana Moc, C.pubescens et C. presl
contenant des constituants actifs tels que des tanins et des flavonoides peuvent agir comme
antidiabétique (Andrade-Cetto et Heinrich, 2005).

11.5.3 Activité anti-inflammatoire et antimicrobienne

C.monogyna, C.oxycantha et C.laevigata ont montré des activités anti-inflammatoires et
antimicrobiennes. Les composants actifs identifiés dans I'extrait pourraient étre a l'origine du
potentiel antimicrobien de I'extrait qui a été étudié contre les bactéries Gram-positives (Tadic
et al., 2008).

11.5.4 Activité antivirale

Cette activité a été étudiée sur les feuilles et les baies de C. monogyna et a été évaluée pour la
quantité de flavonoides et la teneur totale en proanthocyanidines. Les résultats ont révélé que
I’extrait contenant ces constituants actifs se sont avérés tres efficaces contre I'herpes labial et
ont été vérifiés comme étant tres efficaces contre le virus Herpés simplex (Orhan et al.,
2007).

11.5.5 Activité neuroprotectrice

Les sommités fleuries ont une action sédative sur le systeme nerveux et une action régulatrice
sur le systeme cardio-vasculaire, elles corrigent les troubles du rythme cardiaque, elles sont
hypotensives et antispasmodiques au niveau des muscles lisses vasculaires. Ces actions neuro-
sédatives, cardio-sédatives, vasodilatatrices et antispasmodiques peuvent étre utilisées dans
les insomnies, le nervosisme, 1’émotivité et le surmenage (Girre et al., 2000).

En général toutes les especes du genre Crataegus ont les mémes effets thérapeutiques (Figure
5).
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Figure 5 : Schéma de tous les effets thérapeutiques du genre Crataegus (Nazhand et al., 2020).
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111.1 Matériel

I11.1.1 Espece végétale
Le travail a été réalisé sur les feuilles et les fruits d’une espéce de la famille des rosacées

appelée Crataegus laciniata.

Figure 6 : Photographies originales des fruits (A) et des feuilles (B) de C.laciniata.

111.1.2 Animaux
Des souris femelles albinos de type BALB/c, provenant de 1’Institut Pasteur Kouba, de poids

corporel varie entre (25-30g) dont I’4ge varie de 8-12 semaines ont été utilisées pour étudier
I’activité gastroprotectrice C.laciniata. Les souris femelles ont été placées a I’animalerie de
I’université de Bejaia dans des cages a température ambiante de (25-27°C) et un cycle de

lumiére de 12h par jour, avec un acces libre a I’eau et a I’alimentation de type bouchon.

Figure 7 : Photographie originale des souris au sein de I’animalerie.
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111.2 Méthodes

111.2.1 Préparation de I’extrait

> Récolte et identification
Les feuilles et fruits de C. laciniata préalablement identifiés au laboratoire de botanique, ont
été récoltés en Octobre 2021 dans la région de Djurdjura, dans la wilaya de Tizi Ouzzou
(Algérie).

» Lavage et séchage
Les feuilles ont été nettoyées de toute poussieére ou contaminant, elles ont été séchées a

I’étuve a 37°C.
Les fruits ont été lavés avec de I’eau distillée, coupé en petits morceaux aprés élimination du

noyau, congelés a -20°C puis lyophilisés.

» Broyage et Tamisage
Les produits obtenus apres le sechage sont reduits en poudres a 1’aide d’un broyeur électrique

et elles été tamisées pour obtenir des poudres de 63um de diametre (Figure 8).

Figure 8 : Photographies originales des poudres Feuilles (A) et fruits (B) tamisées.

» Extraction
L'extraction a été réalisée avec des ultrasons en utilisant un bain a ultrasons. Une optimisation

des conditions d'extraction a été préalablement réalisée, et les conditions optimales de chaque
partie de plante ont été appliquées pour I’extraction, comme indiqué dans le tableau suivant :

Tableau I11 : Conditions optimales de I'extraction.

Ethanol/eau (%) Température (°C) Temps (min)
Feuilles 50 35 50
Fruits 80 70 25
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Une filtration a été réalisée afin de récupérer I'éthanol contenant les polyphénols extraits,
I'éthanol a été évaporé gréce a un évaporateur rotatif. Enfin, le résidu obtenu a été lyophilisé
pour récupérer un extrait brut sous forme de pate pour les fruits et de poudre pour les feuilles
(Tableau I1I).

111.2.1.1 Dosage des polyphénols totaux (PPT) :

Le dosage des polyphénols totaux et la détermination de leur teneur est effectué par la
méthode de réactif de Folin Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1965) en utilisant une méthode de

dosage sur microplaque adaptée et décrite par (Muller et al., 2010).

» Principe
Le principe de la méthode (Figure 9) est basé sur 1’oxydation, en milieu basique des composés

phénoliques par le réactif de Folin-Ciocalteu, complexe de 1’acide phosphotungstique et
I’acide phosphomolybdique de couleur jaune. Il voit ses propriétés colorimétriques modifiées
lorsqu’il est complexé a certaines molécules. Il réagit avec la fonction —OH des phénols
(Catalano et al., 1999). Ceci entraine la formation d'un nouveau complexe molybdéne-
tungsténe de couleur bleue qui absorbe a 760 nm. L’intensité de la coloration est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Ribéreau-
Gayon, 1968), les résultats ont été exprimés en mg équivalent acide gallique/g d’extrait, en

utilisant une courbe d’étalonnage en utilisant 1’acide gallique comme étalon.

[ 20nl de Pextrait ] Ifl}l [ 100ul de réactif de Folin-Ciocalteu ]

[ Déposer sur microplaque er laissé agir pendant 5min ]

!

[ Ajout de 80 ul de carbonate de sodium 7,5% ]

l

[ Incubation a 37°C pendant 30 min ]
[ Lecture de I’absorbance a 760 nm ]

Figure 9 : Protocole de dosage des polyphénols totaux.
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111.2.2 Activité gastroprotectrice de I’extrait de Crateagus laciniata

L’activité anti-ulcere de I’extrait des feuilles et fruits de C.laciniata a été testée sur 1’ulcére
expérimental induit par 1’éthanol absolu selon le protocole modifié de (Yous et al., 2018).
Les souris ont été privées de nourriture 14h avant le test puis privées d’eau 2h avant tout

traitement, elles ont été réparties en 08 groupes (n=6) (voir tableau ci-dessous).

Tableau 1V. Répartition des différents groupes selon le type de traitement administré.

Le groupe Traitement

Le groupe 1 (Contrdle négatif) Recoit le véhicule (CMC) +Ethanol absolu.
Le groupe 2 (Controéle positif) Regoit I’éthanol et le médicament

Le groupe 3 (Traité) Regoit I’éthanol et FCL 50mg /kg

Le groupe 4 (Traité) Regoit I’éthanol et FCL 100mg/kg

Le groupe 5 (Traité) Regoit I’éthanol et FCL 200mg /kg

Le groupe 6 (Traité) Regoit I’éthanol et LCL 50mg /kg

Le groupe 7 (traite) Regoit I’éthanol et LCL 100mg /kg

Le groupe 8 (traité) Regoit I’éthanol et LCL 200mg /kg

111.2.2.1 Induction de ’ulcére
Une inflammation gastrique aigué a été induite par 1’administration d’éthanol absolu
0.2ml/souris par gavage intragastrique (Figure 10), soixante minutes aprés que les souris ont
été traitées avec le véhicule CMC 0.8%, FCL et LCL 50, 100, 200 mg/kg ou le médicament
de référence Oméprazole 20mg.

Les souris ont été sacrifiées par dislocation cervicale, 1 h aprés I’induction de 'ulcére. Les
estomacs ont été prélevées et une dissection ventro-médiane a été appliquée pour une
ouverture de I’estomac selon la grande courbure, elles ont été lavées avec du KCL 0,9%, puis

pesées (Figure 10).
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Figure 10 : Photographies originales des différentes étapes de traitements des souris jusqu’a leur
sacrifice : A : pesage de souris ; B : gavage de souris ; C : dislocation cervicale ; D : dissection
ventro-médiane ; E : prélevement de [’estomac ; F : estomac récupéré.

111.2.2.2 Evaluation de P’activité anti-ulcére des extraits :
Les échantillons d’estomacs ont été pris sous microscope et analysés par logiciel image J pour
évaluer I’action inhibitrice des extraits sur ['ulcére provoqué par I’éthanol chez les souris en

mesurant les surfaces des zones Iésées. Les résultats obtenus nous ont permis de calculer le

parametres :

> Le pourcentage d’ulcération :

Le pourcentage d’ulcération a été calculé par la formule suivante :

% d’ulcération = (surface ulcérée du controle — surface

ulcéré du test/ surface ulcérée du contréle) *100

111.2.3 Etude des activités enzymatiques

111.2.3.1 Préparation de I’homogénat :
Les tissus gastriques ont été homogénéisés dans un tampon phosphate 0.1M a pH 7.4 et

centrifugés deux fois a 8 000 rpm a 4°C pendant 10 min.
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La mesure de la quantité de protéines dans I’homogénat a été réalisé par un dosage
spectrométrique selon la méthode de (Bradford et al., 1979).

111.2.3.2 Mesure de ’activité de la Superoxyde Dismutase (SOD)
» Principe
Les superoxydes dismutases sont des métallos-enzymes qui catalysent la dismutation des ions

superoxydes en oxygénes moléculaires et peroxydes d’hydrogénes (Comhair et Erzurum,

2001) selon la réaction suivante :

SOD
O2-+2H ) O + H20;
» Procédure
Le mélange réactionnel est constitué de 100pul de solution de pyrogallol (15mM/ 10mM HCI),
20ul de surnageant et 1440ul de tampon Tris-HCI (50mM/L mM EDTA, pH 8,2) pour
atteindre un volume final de 1550ul. L’auto-oxydation du pyrogallol a été contrdlée par
spectrométrie par I’augmentation de 1’absorbance du mélange a 420 nm pendant 3min (Yous

et al., 2018), les résultats ont été exprimés en U/mg de protéines.

111.2.3.3 Mesure de I’activité de la Catalase (CAT)

» Principe
La catalase est une enzyme qui transforme le peroxyde d’hydrogéne (H202) en une simple
molécule d’eau.
Elle est principalement présente dans les peroxysomes de diverses cellules, dans les
plaquettes et le stroma des érythrocytes (Pincemail et al., 2002) selon la réaction suivante :

Catalase

2H0; mssss) 2 H.O + 02
» Procédure

Le mélange réactionnel est composé de 380ul de tampon phosphate de potassium (PB) 0.1M,
pH 6,8, 1600ul de H2O2 (36mM) et 20ul de surnageant. L’activité de la catalase a été estimée
en mesurant la diminution de 1’absorption du peroxyde d’hydrogéne (H202) a 240nm a 25°C
pendant 180s (Yous et al., 2018), les résultats ont été exprimés en pmol H202/mg

protéines/min.
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111.2.4 Analyse histologique
111.2.4.1 Etude macroscopique
Les estomacs ont été préalablement mis dans des tubes qui contiennent du Formol 10% qui

permet d’arréter toute activité biologique par la suite, les estomacs sont disposés sur des histo

cassettes (Figure 11).

Figure 11 : Photographies originales de la préparation des histocassettes.

111.2.4.2 Déshydratation

Les tissus contiennent des quantités importantes d’eau intra et extracellulaire, cette étape
permet de faire sortir I’eau par de 1’éthanol pour la remplacer par de la paraffine qui va donner
une certaine rigidité aux tissus et en utilisant du xylene qui est considéré comme intermédiaire

pour faciliter la pénétration de la paraffine.

Cette étape de la technique se fait d’une facon automatique grace a un appareil appelé

Automate de déshydratation (Figure 12), elle dure presque 11 heures.
Cet appareil réalise trois étapes successives :

» Déshydratation.
> Désalcoolisation et éclaircissement.

» Inclusion en paraffine.

Elle se fait en mettant les histocassettes contenant les estomacs dans un panier, ce panier va se
déplacer d’un bac a un autre en réalisant :

» Deux bains d’éthanol 70% et chacun dure 45 min.

» Deux bains de xylene et chacun dure 30 min.

» Deux bains de paraffine et chacun dure 1h30.
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Figure 12 : Photographie originale de I’ Automate de déshydratation.

111.2.4.3 Station d’enrobage

Cette étape consiste a rajouter de la paraffine fondue a 56°C sur les organes d’estomacs qui
ont été disposées sur des moules et cela pour donner une forme aux tissus pour pouvoir les
faire passer au microtome. Lorsque les moules sont refroidis, on les dispose sous la plaque

réfrigérante (Figure 13).

Figure 13 : Photographies originales des différentes étapes de I’enrobage.

111.2.4.4 Microtomie

Le bloc de paraffine contenant le tissu est coupé grace a un appareil spécialisé dit microtome
permettant d’obtenir les coupes minces de 2 micrometres d’épaisseur, qui sont étalées sur des

lames et les mettre dans un bain marie de 69°C (Figure 14).
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Figure 14 : Photographies originales des étapes de la microtomie.

Apres fixation dans de I’eau chaude, le porte lames est mis dans 1’étuve a 76°C ou plus afin
de les déparaffiner. On procéde ensuite a une déshydratation avec du xyléne pendant 30min,
une déshydratation avec 1’éthanol durant 10 min et enfin une réhydratation des cellules

pendant 10 min avec de I’eau distillée (Figure 15).

Figure 15 : Photographies originales des étapes de déshydratation (A) et d’hydratation (B).

111.2.4.5 Coloration

Coloration hématoxyline et €osine dite topographique qui permet une vue d’ensemble de la
morphologie et de la structure cellulaire d’un tissu. Les lames ont été trompées durant 3 min
dans un bac d’éosine pour une coloration de fond ciblant le cytoplasme. Les lames ont été
rincées avec de I’eau afin d’¢éliminer I’exces du colorant puis ont été éclaircies par submersion
successive dans les bacs suivants : un bac d’éthanol pure (1 min), un bac d’éthanol et xyleéne

(1 min) et deux bacs de xyléne (2min chacun), respectivement (Figure 16).
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Figure 16 : Photographies originales des étapes de la coloration.

111.2.4.6 Montage

Le montage représente la derniére étape de la préparation des lames pour la lecture
microscopique. Il s’agit de recouvrir I’étalement avec une lamelle en utilisant 'EUKITT
(colle biologique) qui a pour rble de protéger mécaniquement I’étalement et de conserver

1I’éclat des colorations aussi longtemps que possible (Figure 17).

Figure 17 : Photographies originales de 1’étape du montage des lames.

111.2.4.7 Observation des lames

L’observation des lames a été réalisée en utilisant un microscope a fond clair (Figure 18), au
principe de la microscopie de base permettant d’observer les lames ayant des structures
colorées. Ces dernieres ont été photographiées et enregistrées directement a ’aide d’un

appareil photos intégré relié a un ordinateur.
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Figure 18 : Photographie originale de 1’étape de lecture microscopique.

111.2.5 Analyses statistiques

Les résultats de I’ensemble des tests réalisés sont exprimés en moyenne + SEM (n= 6). Les
analyses ont été réalisées en utilisant le logiciel GraphPad Prism 9.0. Le test Anova univarié
(one-way Anova) afin de comparer les valeurs des groupes traités aux valeurs du groupe
contrble négatif, les différences ont été considérées comme significations ; *différence
significative (0,05> p >0,01), ** différences hautement significatives (0,01> p >0,001), ***
différence tres hautement significative (p <0,001), **** différence tres hautement
significative (p <0,0001) et une différence non significative p>0,05 par rapport au contrdle

négatif.
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V. Résultats et Discussion
IV.1 Teneur en polyphénols totaux (PPT) de Crateagus laciniata

Les résultats du dosage des polyphénols sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau V : Résultats du dosage des polyphénols totaux dans les extraits éthanoliques des fruits et des
feuilles de C. laciniata.

Feuilles Fruits
Polyphénols (mg EqQAG/g d’extrait) 301,75+ 10.96 100,44 = 1.67

Eq AG : Equivalent acide gallique.

D’aprés le tableau V, les feuilles de C. laciniata sont plus riches en polyphénols (301,75 +
10.96 mg EqAG/g d’extrait) par rapport auX fruits (100,44 = 1.67 mg EqAG/g d’extrait),
comparés aux résultats obtenus par Tadic et ses collaborateurs, 2008 qui ont trouvé des
résultats en teneur des composés phénoliques totaux moindres de 1’ordre 35,4 + 2,48 dans les

fruits d’aubépine.

Des études préceédentes ont montré que plusieurs facteurs peuvent influencer sur la teneur en
composés phénolique : les facteurs géographiques, climatiques, la période de sa récolte, la
durée de stockage, la méthode d’extraction par solvant (Naczk et Shahidi, 2014).

IV.2 Evaluation de I’effet gastro protecteur de C.laciniata

IV.2.1 Observations macroscopiques
Les observations macroscopiques sous un microscope binoculaire ont montré que les

estomacs de souris ayant recus 1’éthanol absolu et le véhicule CMC (Figure 19A) ont montré

des ulcérations, des rougeurs par rapport a 1’estomac de souris non traitée (Figure 19B).

Figure 19 : Photographies originales des estomacs observées sous microscope binoculaire, A :
Estomac non ulcéré ; B : Estomac traité par [’éthanol absolu et le véhicule CMC.
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Tandis qu’on note chez les souris prétraitées par le traitement de 1’Oméprazole a une dose de

20mg/kg une réduction remarquable des ulcérations induites par 1’éthanol absolu (Figure 20).

Figure 20 : Photographie originale d’estomac de souris traitée par I’Oméprazole.

D’autre part, les estomacs des souris traitées respectivement par 1’extrait éthanolique des
feuilles et fruits de C. laciniata a différentes concentrations 50, 100 et 200mg/kg (Figure 21),
une heure avant I’administration de 1’agent ulcérogéne a réduit les 1ésions de fagon dose-
dépendante qui a été significative pour les doses de 100 et 200mg/kg montrant un aspect
presque normal comparé a celles des souris traitées par 1’éthanol absolu. Par contre, un effet

moindre pour la concentration de 50mg/kg a été observé montrant la persistance de foyers

d’ulcérations.

Figure 21 : Photographies originales des estomacs de souris observées sous microscope binoculaire ;
A : Estomac traité par LCL a 50mg/kg ; B : Estomac traité par LCL a 100mg/kg ; C : Estomac traité
par LCL & 200mg/kg ; D : Estomac traité par FCL & 50 mg/kg ; E : Estomac traité par FCL a 100
mg/kg ; F : Estomac traité par FCL a 200 mg/kg.
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» Pourcentage d’ulcération

Les pourcentages des lésions ulcéreuses pour les différents groupes de souris sont rapportés dans le
tableau suivant :

Tableau VI : Estimation du pourcentage de lésions ulcéreuses pour les différents groupes.

Groupes Doses (mg/kg) Ulcérations (%)
Contréle négatif (C-) - 26,70 £ 1,45
LCL 50 13,66 + 7,06
100 19,86 + 2,84
200 8,79 + 3,04**
FCL 50 8,05 + 1,83****
100 6,01 + 1,91%***
200 1,67+ 0,37****
Contréle positif 20 1,62 + 0,64***

(Oméprazole)
Les valeurs des indices d’ulcéres sont représentées par la moyenne = SEM pour n=6 ; *différence significative
(0,05> p >0,01), ** différences hautement significatives (0,01> p >0,001), *** différence trés hautement
significative (p <0,001), **** différence trés hautement significative (p <0,0001) et une différence non
significative (p>0,05) par rapport au contrdle négatif.

Les groupes de souris ayant été traitées avec 1’extrait de fruits aux concentrations 50, 100 et
200 mg/kg (Tableau V1), ont révélé la présence d’une différence tres hautement significative
(p <0,0001) présentant des pourcentages d’ulcération 8,05 + 1,83, 6,01 = 1,9 et 1,68 + 0,37%
respectivement compares au groupe contrdle négatif présentant un pourcentage d’ulcération
de 26,70 £ 1,45%.

Tandis que le groupe de souris ayant été traitées avec 1’extrait de feuilles aux concentrations
de 50, 100 mg/kg ont révelé une différence non significative (p>0,05) présentant des
pourcentages d’ulcération 13,66 + 7,06, 19,86 + 2,84% respectivement. Cependant, le groupe
qui a recu la dose de 200 mg/kg a révélé une différence hautement significative (0,01> p

>0,001) avec un pourcentage d’ulcération 8,79 + 3,04 % comparé au groupe contréle négatif.

Les souris ayant éeté traitées avec de 1’Oméprazole a la dose de 20mg/kg ont révélé une
différence trés hautement significative (p <0,001) avec un pourcentage d’ulcération de 1,62 +

0,64% par rapport au groupe contréle négatif.

Le calcul des surfaces lésées, relative a la surface totale de 1’estomac, a été réalisé a 1’aide du
logiciel Image J. Ce qui nous a permis de déterminer le pourcentage d’ulcération induit par

I’éthanol absolu chez les souris non traitées et qui est de 26,70 +1,45% qui se rapproche des
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pourcentages obtenus par Pan et ses collaborateurs, 2005, qui sont de I’ordre de 23,8 £1,4%
chez le groupe contréle négatif.

Le traitement par ’Oméprazole nous a montré un potentiel gastro-protecteur vis-a-vis de
I’éthanol, avec un pourcentage d’ulcération de 1,62 + 0,64 %. Ce résultat est en concordance
avec ce qui a été obtenu par Yous et ses collaborateurs en 2018. L'oméprazole est un
inhibiteur de la pompe a proton qui présente une protection contre les Iésions de la muqueuse

a des doses qui n'inhibent pas la sécrétion de mucus (Nordin et al., 2014).

Les résultats révelent que I’extrait éthanolique des fruits de C. laciniata présentent une
meilleure protection gastrique par rapport 1’extrait éthanolique des feuilles, en effet les fruits
présentent des pourcentages d’ulcération d’ordre de 8,05 + 1,83, 6,01 £ 1,91 et 1,67+ 0,37%
pour les doses 50, 100, 200mg/kg avec une différence trés hautement significative (p
<0,0001) respectivement, et qui sont inférieurs aux résultats obtenus par I’extrait des feuilles
présentant des pourcentages d’ulcération d’ordre de 13,66 = 7,06, 19,86 + 2,84 et 8,79 +
3,04% pour les mémes doses 50, 100, 200mg/kg avec des différences non significatives

(p>0,05) et hautement significative (0,01>p >0,001) respectivement.

Les résultats révelent que ’Oméprazole présente une plus haute protection gastrique en
comparaison avec les feuilles et les fruits, avec un pourcentage d’ulcération de 1,62 £ 0,64%
avec une différence trés hautement significative (p <0,001). Néanmoins, les fruits a la
concentration de 200 mg/kg démontre une protection similaire & celle du médicament qui est

de I’ordre de 1,67+ 0,37% avec une différence trés hautement significative (p <0,0001).

Les résultats de I'étude ont démontré que I’extrait éthanolique des feuilles et les fruits de C.
laciniata offrent une meilleure protection gastrique a la dose de 200 mg/kg pour les feuilles,
ainsi qu'a des doses de 100 et 200 mg/kg pour les fruits. Les pourcentages d'ulcérations
respectifs étaient de 8,79 £+ 3,04, 6,01 + 1,91 et 1,67 + 0,37%. Les résultats obtenus pour notre
plante sont en concordance avec ceux de Yous et ses collaborateurs, 2018 sur I'effet gastro
protecteur de Clematis flammula qui a obtenu des résultats de I’ordre de 19,58 + 3,92, 11,18 +
1,92 et 11,33 + 1,82% respectivement pour les mémes concentrations. Il convient de noter que

la dose de 100 mg/kg des feuilles a montré un effet moins prononcé dans cette étude.

L'éthanol provoque des lésions nécrotiques de la muqueuse gastrique de maniere multiforme
par une action nécrosante directe, qui a son tour réduit les facteurs de défense (Golbabapour
et al., 2013). En effet, il existe plusieurs mécanismes de protection de la muqueuse gastrique,

tels que la production de prostaglandines, 1’oxyde nitrique, d’enzymes antioxydantes et de
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systemes antioxydants non enzymatiques, la barriere mucus-bicarbonate et autres (Minozzo
et al., 2016).

Les Iésions de la muqueuse gastrique induite par I’éthanol sont multifactorielles. L’un des
principaux facteurs est sa pénétration rapide dans la muqueuse gastrique, ce qui entraine une
augmentation de la perméabilité de la muqueuse et la libération des facteurs vasoactifs, qui

provoquent des lésions vasculaires et des Iésions gastriques (Narayan et al., 2004).

IVV.2.2 Activités enzymatiques

IV.2.2.1 Activité de la Superoxyde Dismutase (SOD)

Les résultats de I’effet de I’extrait éthanolique des feuilles et fruits de C. laciniata sur

I’activité de la SOD sont représentés dans les figures ci-dessous :
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Figure 22 : Effet de I’extrait éthanolique des feuilles (A) et fruits (B) de C. laciniata sur I’activité de
la SOD. Les valeurs des indices d’ulcéres sont représentées par la moyenne = SEM pour n=6 ; *différence
significative (0,05> p >0,01), ** différences hautement significatives (0,01> p >0,001), *** différence tres
hautement significative (p <0,001), **** différence trés hautement significative (p <0,0001) et une différence
non significative (p>0,05) par rapport au contr6le négatif.

Le groupe de souris traitées avec de I'é¢thanol absolu présente une diminution de 1’activité
enzymatique de la superoxyde dismutase de 382,45 + 2,79 U/mg de protéines. En
comparaison, les groupes de souris ayant regu I'extrait de fruits a différentes concentrations
révelent des résultats significativement différents. Le groupe ayant recu une dose de 50 mg/kg
présente une activité enzymatique de 1349,38 + 401,12 U/mg de protéines, qui ne montre
aucune différence significative (p>0,05). En revanche, les groupes ayant recu des doses de
100 et 200 mg/kg révélent respectivement des différences hautement (0,01> p >0,001)
significative et tres hautement significative (p <0,001) avec des activités enzymatiques de
1855,64 + 293,76 et 2294,14 + 431,79 U/mg de protéines.
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Tandis que les groupes de souris qui ont recu I’extrait de feuilles a la dose de 200mg/kg
montrent une différence tres hautement significative (p <0,0001) avec une activité
enzymatique de 1942,15 + 183,745 U/mg de protéines, quant aux groupes ayant recus les
doses 50 et 100 mg/kg indiquent une différence hautement significative (0,05>p >0,01) et trés
hautement significative (p <0,001) respectivement avec des activités enzymatiques de
1194,21 + 229,65 et de 1334,30 £+ 31,92 U/mg de protéines en comparaison avec le groupe
controle négatif qui démontre une activité enzymatique de 382,45 + 2,79 U/mg de protéines.

Les souris ayant été soumises au traitement de 1’Oméprazole 20mg/kg ont révélé une
différence trés hautement significative (p <0,0001) avec une activité enzymatique de 1480,82

+ 137,63 U/mg de protéines.

Les résultats révelent que I’extrait éthanolique des fruits et feuilles de C. laciniata a la
concentration de 200 mg/kg montrent un meilleur maintien de 1’activité¢ de la SOD avec des
différences trés hautement significative (p <0,0001) et trés hautement significative (p <0,001)
respectivement d’une valeur de 2294,14 + 431,79 et 1942,15 + 183,74 U/mg de protéines par
rapport a celle du médicament qui est de 1480,82+ 137,63 U/mg de protéines.

L’extrait éthanolique des feuilles de C. laciniata aux concentrations de 50,100 et 200 mg/kg
avec des différences hautement significative (0,05> p >0,01), trés hautement significative (p
<0,001) et trés hautement significative (p <0,0001) respectivement avec des valeurs de
1194,21 + 229,65 , 1334,30 + 31,92 et 1942,15 + 183,745 U/mg de protéines montrent un
meilleur maintien de 1’activit¢é de la SOD par rapport a I’extrait des fruits aux mémes
concentrations qui montrent des différences non significative (p>0,05), hautement
significative (0,01> p >0,001) et tres hautement significative (p <0,001) respectivement avec

des valeurs de 1349,38 + 401,12, 1855,64 + 293,76 et 2294,14 + 431,79 U/mg de protéines.

L’étude menée par Santos et ses collaborateurs, 2023, suivant le méme protocole sur 1’effet
gastroprotecteur d'Egletes viscosa contient des huiles essentielles agissent contre l'ulcére
gastrique induit par I'éthanol absolu chez les souris a révélé que 1’activité de la SOD chez le
contréle négatif est de 0,03 £ 0,002 U/mg de protéine, tandis que chez les souris traitées par

I’extrait a 100mg/kg a donné une valeur de 0,088 + 0,012 U/mg de protéines.
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1VV.2.2.2 Activité de la Catalase (CAT)

«.Les résultats de I’effet de I’extrait éthanolique des feuilles et fruits de C. laciniata sur

I’activité de la CAT sont représentés dans les figures ci-dessous

A 2% B
. - @ FCL200 (mghg)
LCL 50 (mykg) " " & FOL 100 (mhg)
.- m LCL 100 ngh) " L 5
X @ LCL 200 (mglkg) " mC

m C-
= C+ (Oméprazole)

& Ct (Oméprazole)
10+

5m

CAT (umol H202/mg protéine/min)

CAT (umol H202/mg protéine/min)

=3

(=)
L

LoL50 LCLA00 LCL20 ©  Ck FCLS0 FCL100 FCL200 C-  C+

Figure 23 : Effet de I’extrait éthanolique des feuilles (A) et fruits (B) de C. laciniata sur ’activité de
la CAT. Les valeurs des indices d’ulcéres sont représentées par la moyenne £SEM pour n=6 ; *différence
significative (0,05>p >0,01), ** différences hautement significatives (0,01>p >0,001), *** différence trés
hautement significative (p <0,001), **** différence trés hautement significative (p <0,0001) et une différence
non significative (p>0,05) par rapport au contréle négatif.

Le groupe de souris traitées avec de l'éthanol absolu présente une diminution de I’activité
enzymatique de la catalase de 1,62 + 0,06 pmol H202/mg protéines/min, Le groupe ayant regu
I’extrait de fruit de 50 mg/kg présente une activité enzymatique de 17,82 + 2,28 pumol
H.O2/mg protéines/min, avec une différence trés hautement significative (p <0,001). En
revanche, les groupes ayant recu des doses de 100 et 200 mg/kg montrent une différence
hautement significative (0,01> p >0,001), avec des activités enzymatiques de 16,72 + 0,95 et

16,07 £ 1,62 umol H202/mg protéines/min, respectivement.

Alors que les groupes de souris qui ont regu I’extrait de feuilles & la dose de 200mg/kg
montrent une différence trés hautement significative (p <0,001) avec une activité enzymatique
de 17,76 £ 4,36 umol H2O2/mg protéines/min, quant aux groupes ayant regus les doses 50 et
100 mg/kg indiquent respectivement, des différences significative (0,05> p >0,01) et
hautement significative (0,01> p >0,001) avec des activités enzymatiques de 12,75 + 3,77 et

14,90 £ 1,07 umol H202/mg protéines/min, comparés avec le groupe contréle négatif.

En ce qui concerne les souris ayant été soumises au traitement a 1’Oméprazole a la dose
20mg/kg ont révelé une différence hautement significative (0,01>p >0,001) avec une activité

enzymatique de 15,01+3,86 pmol H.O2/mg protéines/min.
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Les feuilles a 50mg/kg et fruits a 200 mg/kg de C. laciniata a présenté un meilleur maintien

de P’activité de la CAT en comparaison avec celle du médicament.

L’extrait éthanolique des fruits a la dose de 50 mg/kg avec une valeur de 17,82 + 2,28 d’une
différence trés hautement significative (p <0,001) montre un meilleur maintien de I’activité de
la CAT par rapport a celle des feuilles d’une valeur de 12,75 + 3,77 avec une différence
significative (0,05> p >0,01). Quant a la dose de 100 mg/kg montre un résultat presque
similaire pour les feuilles et fruits avec des valeurs respectives de 14,90 £ 1,07 et 16,72 + 0,95

avec une différence hautement significative (0,01>p >0,001).

L’étude menée par Santos et ses collaborateurs, 2023, suivant le méme protocole sur 1’effet
gastroprotecteur du d'Egletes viscosa qui contient des huiles essentielles agissent contre
l'ulcere gastrique induit par 1'éthanol absolu chez les souris a révélé que 1’activité de la CAT
chez le véhicule est de 24.23 + 3.5 pmol H202/mg protéines/min respectivement, tandis que
chez les souris traitées par 1’extrait a 100mg/kg a donné une valeur respective 79.010 +
10.510 pmol H202/mg protéines/min et cette activité a été mesurée selon le protocole de
(Beauchamp et Fridovich, 1971) .

L’extrait éthanolique des feuilles et fruits de C. laciniata a inhibé la diminution de I’activité
de la SOD et la CAT pour les doses 50, 100, 200mg/kg, ceci peut étre expliqué par la
présence d’un effet anti-oxydant. L’étude menée par (Tadic et al., 2008) sur le genre
Crateagus a démontré que les flavonoides tels que I'hyperoside et l'isoquercitrine présentent

une capacité de piégeage des radicaux libres, impliquant leur potentiel antioxydant.

Dans ce cas pathologique, la réduction de sécrétion de mucus induit 1’activation des enzymes
génératrices des ERO tels que : nitriqgue oxyde synthase (NOS), la xanthine oxydase (XO),

myolepyroxidase (MPOQ), créant ainsi un stress oxydatif (Banergee et al., 2013).

Pour faire face a cette situation, le corps humain dispose d’un systéme antioxydant exogéene
(vitamine E et C, les flavonoides) et endogéne, ce dernier est représenté par des enzymes a
savoir, la superoxyde dismutase (SOD), et la catalase (CAT) (Abdulla et al., 2010).

La superoxyde dismutase (SOD) et la catalase sont des enzymes connues dans les systémes de
défenses antioxydants de I’organisme, protégeant les cellules contre des attaques radicalaires.
La catalase permet la dismutation du peroxyde d'hydrogéne et la SOD est une oxydoréductase
inactive 1’anion superoxyde (O2° ") en le transformant en peroxyde d’hydrogene (H202) (Gao

et al., 1998).

L'éthanol est un agent nécrosant bien connu qui détruit la barriere mugueuse, augmente la

perméabilité vasculaire et diminue l'activit¢ SOD et CAT de la muqueuse gastrique (Al-
32



Partie Expérimentale Chapitre 1V : Résultats et Discussion

Batran et al., 2013), dans notre étude il a induit une diminution de 1’activité de la SOD et la
CAT de I’ordre de 382,45 + 2,79 ; 1,62 £ 0,05 umol H202/mg protéines/min respectivement.

Les composés phénoliques dont les flavonoides sont de puissants piégeurs de radicaux libres,
leurs capacité antioxydants est principalement attribuée a leurs propriétés oxydo-réductrice
car, en réagissant avec ces molécules, ils s’oxydent a leur tour en radicaux moins réactifs plus

stables (Panda et Khambat, 2014).

Les résultats ont montré que la dose de 50 mg/kg d'extrait éthanolique de fruits de C. laciniata
a entrainé une meilleure préservation de I'activité de la SOD par rapport aux doses de 100
mg/kg et 200 mg/kg. Cette différence d'efficacité pourrait étre attribuée a des facteurs tels que
I'encombrement stérique. L'encombrement stérique se réfere a la présence d'atomes ou de
groupes d'atomes qui occupent de I'espace dans une molécule, ce qui peut affecter la fagon
dont cette molécule interagit avec d'autres substances. En plus de I'encombrement stérique,
I'effet observé de l'extrait de fruits de C. laciniata a différentes doses peut également étre
attribué a la compétitivité des molécules présentes dans I'extrait envers I'enzyme, dans ce cas,

la superoxyde dismutase (SOD).

IVV.2.3 Observations microscopiques des lésions gastriques

Dans le but de confirmer les résultats obtenus au cours de I’observation macroscopique des
Iésions gastriques, une étude histologique a été réalisée sur les estomacs préleves, qui a
permis de mieux évaluer I’activité gastro-protectrice de I’extrait éthanolique des feuilles et
fruits de C. laciniata et de I’Oméprazole. Les résultats des analyses histologiques de la
mugqueuse gastrique des différents groupes de souris, observées au microscope optique reliée

a une caméra sont présentés dans la Figure 24.

Le groupe de souris non traitées (Figure 24A) présente une organisation architecturale des
couches histologiques normales : la muqueuse, sous muqueuse, musculeuse et la séreuse, qui

représente un aspect sain.

Chez le groupe traité par 1’éthanol absolu (Figure 24B), les coupes histologiques révelent une
désorganisation de I’architecture de la muqueuse de I’estomac désignée principalement par :
une desquamation et un effilochage de la muqueuse, des ulcéres, une perte des cellules
¢épithéliales, une infiltration des neutrophiles, des cedémes ainsi que I’infiltration du mucus

gastrique a I’intérieur de la muqueuse.
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Figure 24 : Photographies originales des coupes histologiques des estomacs de groupes de souris ; A :
Estomac non traitée ; B : Estomac traité avec l’éthanol ; C . Estomac traité avec ['oméprazole ; D :
Estomac traité par LCL a 50mg/kg ; E : Estomac traité par LCL & 100mg/kg ; F : Estomac traité par
LCL a 200mg/kg ; G : Estomac traité par FCL a 50 mg/kg ; H : Estomac traité par FCL a 100 mg/kg ;
I: Estomac traité par FCL a 200 mg/kg observées sous microscope optique . (G : x 10), réalisées a
2um. P : Perte des cellules épithéliales ; O : Edeme ; | : Infiltration des neutrophiles.

Ces résultats sont en accord avec ceux de (Mary et al., 2015) qui montrent que 1’éthanol
absolu provoque un fort endommagement de la muqueuse gastrique, entrainant une
augmentation de l'infiltration des neutrophiles. Les radicaux libres d'oxygéne dérivés de
neutrophiles infiltrés dans des tissus gastriques ulcérés inhibent la guérison des ulcéres. Les
neutrophiles se substituent a la peroxydation lipidique par la production d'anions superoxyde
(Kobayashi et al., 2001), ils constituent une source majeure de médiateurs inflammatoires et
peuvent libérer des EROs puissants tels que le peroxyde d'hydrogéne, les oxydes de peroxyde
et les oxydants dérivés de la myéloperoxydase. Ces EROs sont hautement cytotoxiques et
peuvent produire des dommages aux tissus (Cheng et al., 2005 et Swarnakar et al., 2005).
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Le groupe qui a été soumis au traitement de I’Oméprazole 20mg/kg (Figure 24C) présente de
légers dommages a [’épithélium superficiel de la muqueuse en comparaison avec les

dommages causés par 1’éthanol.

Les estomacs des groupes de souris ayant recus les doses de fruits et feuilles a 50 mg/kg
(figure 24D et 24G) respectivement montrent une perte des cellules épithéliales, une
infiltration des neutrophiles, un cedéme concernant I’estomac de groupe de souris traité avec
I’extrait éthanolique des fruits.

Les tissus des muqueuses prétraitées par 1’extrait éthanolique de feuilles a la dose de 100
mg/kg (Figure 24 E) indiquent un épithélium muqueux endommagé, une infiltration des

cellules inflammatoires ainsi qu’un cedéme étendu.

Tandis que les muqueuses des estomacs des groupes de souris ayant recus les doses de
200mg/kg d’extrait éthanolique de feuille (Figure 24F) et de 100 et 200mg/kg d’extrait
éthanolique de fruit (Figure 24H et 241) montrent une structure intacte de la muqueuse
similaire @ la muqueuse des estomacs des groupes non traités avec une absence de
I’infiltration de neutrophiles, en effet la suppression de l'infiltration de neutrophiles au cours
de linflammation a été révélée pour améliorer la guérison des ulceres gastriques. Al Rashidi
et ses collaborateurs, 2012 ont montré que l'infiltration des neutrophiles est impliquée dans les

processus initiateurs de la formation des lésions.

Les résultats histologiques sont en accord avec les résultats obtenus dans les précédents testes
réalisées dans la présente étude (SOD et CAT), ’administration de 1’éthanol absolu a fait baissé
les activités des enzymes anti-oxydantes. Par contre les extraits éthanoliques des feuilles a la
dose de 200mg/kg et des fruits a la dose de 100 et 200mg/kg exercent un effet
gastroprotecteur dont lequel on observe le maintien de I’intégrité de la muqueuse et 1’absence

ou la diminution de I’infiltration leucocytaire.
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Cette étude vise a explorer les propriétés gastroprotectrices des extraits éthanoliques des
feuilles et des fruits de Crateagus laciniata, une plante appartenant a la famille des rosacées et
fréquemment utilisée dans la meédecine traditionnelle en raison de ses effets bénéfiques
antioxydants, anti-inflammatoires et antiulcéreux.

L'objectif principal était d'évaluer l'efficacité de ces extraits pour prévenir les ulceres
gastriques aigus induits par I'éthanol absolu chez des souris. Dans cette étude, les souris ont
été traitées par voie orale soit avec de I'oméprazole (20 mg/kg), un médicament couramment
utilisé pour traiter les ulcéres gastriques, soit avec les extraits éthanoliques des fruits et des
feuilles a des doses de 50, 100 et 200 mg/kg. Différentes mesures ont été effectuées pour
évaluer I'efficacité des traitements, notamment la surface des lésions gastriques, les niveaux
de superoxyde dismutase (SOD) et de catalase (CAT), deux enzymes impliquées dans la
protection contre les dommages oxydatifs, ainsi que des analyses microscopiques pour
observer les lésions histologiques.

Les résultats ont révélé une différence extrémement significative dans I'activité enzymatique
de la SOD a la dose de 200 mg/kg des extraits, indiquant une amélioration notable de la
capacité antioxydante. De plus, I’activité enzymatique de la catalase a été fortement augmenté
a la dose de 50 mg/kg pour I'extrait de feuille et a la dose de 200 mg/kg pour I'extrait de fruit
par rapport au groupe témoin traité a I'éthanol. Ces observations suggérent que les extraits de
C.laciniata peuvent renforcer la capacité de I'organisme a neutraliser les espéces réactives de
I'oxygene, contribuant ainsi a réduire les dommages oxydatifs causés par les ulcéres
gastriques.

Les évaluations macroscopiques ont montré que la dose de 200 mg/kg des extraits de fruits
était la plus efficace, avec un pourcentage d'ulcération comparable a celui de I'oméprazole.
Par ailleurs, les observations microscopiques ont révélé une architecture préservée de la
muqueuse gastrique chez les souris traitées avec les extraits de fruits a des doses de 100 et
200 mg/kg, présentant ainsi une apparence similaire au groupe traité avec de I'oméprazole,
sans effilochage ni cedeéme.

En conclusion, cette étude confirme l'effet gastroprotecteur de C. laciniata, étayant ainsi
I'utilisation traditionnelle de cette plante en médecine traditionnelle. Les résultats suggerent
que les extraits éthanoliques des fruits de C. laciniata, notamment a la dose de 200 mg/kg,
pourraient représenter une thérapie prometteuse pour le traitement des ulceres gastriques.

Des études complémentaires pourront étre réalisées dans le but :

» Mesurer d’autres parametres enzymatiques MPO, MDA, GSH, etc.
» D’isoler, caractériser et identifier les composés actifs présents dans les extraits qui sont

responsables de I’effet gastro protecteur.
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» Elucider les mécanismes d'action précis des composés bioactifs contre 1’ulcére gastrique.
» Il serait nécessaire de poursuivre et d’approfondir les études de recherches dans le cadre
d’une application pharmacologique de C. laciniata dans I’espoir d’obtenir un principe actif

efficace dans les soins prodigués, et de s’assurer de son innocuité.
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Résumé

Crataegus laciniata appartenant & la famille des rosacées et qui pousse dans les régions méditerranéennes est
largement utilisée en médecine traditionnelle pour ses effets antioxydants, anti-inflammatoire et antiulcéreux.
L’objectif de ce travail est d'évaluer ’effet gastroprotecteur des extraits éthanoliques des feuilles et des fruits de
C.laciniata contre l'ulcére gastrique aigu induit par 1’éthanol absolu chez des souris traitées par voie orale avec
1’Oméprazole (20mg/kg) ou par les extraits éthanoliques des fruits et feuilles (50, 100 et 200 mg/kg). Une évaluation
macroscopique en mesurant la surface des lésions, la mesure du taux du superoxyde dismutase (SOD) et la catalase
(CAT) et des observations microscopiques des 1ésions ont été réalisées. L’activité de la SOD révele une différence
trés hautement significative a la dose 200mg/kg (2294,14 + 431,79 U/mg de protéines). Tandis que I’activité de la
catalase a hautement augmentée pour les doses de 50mg/kg (17,82+2,28 pumol H202/mg protéines/min) pour
I’extrait de feuille et 200mg/kg (17,76+4,36 pmol H202/mg protéines/min) pour I’extrait de fruit par rapport a celle
notée chez des souris de groupe éthanol (1,62+0,06 umol H202/mg protéines/min). La dose de 200mg/kg des fruits
s’est avérée étre plus efficace avec un pourcentage d’ulcération (1,67+0,37%) comparable a celui de ’oméprazole
(1,62+0,64%). L’examen histologique a révélé une architecture de la muqueuse protégée semblable a celle du
groupe positif (oméprazole) et les groupes traités avec les fruits a 100 et 200mg/kg. Ces résultats confirment la
validité de I’utilisation de cette plante dans la médecine traditionnelle et offrent un espoir pour le développement
d’une thérapie antiulcéreuse efficace.

Mots clés : Crataegus laciniata, ulcére, éthanol, gastroprotecteur, Oméprazole.
Abstract

Crataegus laciniata belongs to the Rosaceae family and grows in Mediterranean regions. It is widely used in
traditional medicine for its antioxidant, anti-inflammatory and anti-ulcer effects. The aim of this study was to
evaluate the gastroprotective effect of ethanolic extracts from the leaves and fruits of C.laciniata against acute
gastric ulcer induced by absolute ethanol in mice treated orally with Omeprazole (20mg/kg) or ethanolic extracts
from the fruits and leaves (50, 100 and 200 mg/kg). Macroscopic evaluation of lesion surface area, measurement of
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) levels and microscopic observations of lesions were carried out.
SOD activity showed a highly significant difference at the 200mg/kg dose (2294,14+431,79 U/mg protein). Catalase
enzymatic activity was highly increased at doses of 50mg/kg (17.82+2.28 pmol H202/mg protein/min) for leaf
extract and 200mg/kg (17.76+4.36 umol H202/mg protein/min) for fruit extract, compared with that observed in
ethanol group mice (1.62+0.06 umol H202/mg protein/min). The results show that the 200mg/kg fruit dose was
more effective, with a percentage of ulceration (1.67+0.37%) comparable to that of Omeprazole (1.62+0.64%).
Histological examination revealed an architecture of the protected mucosa similar to that of the positive group
(Omeprazole), with no fraying or oedema in the groups treated with fruit at 100 and 200mg/kg. These results
confirm the validity of using this plant in traditional medicine and offer hope for the development of an effective
anti-ulcer therapy.

Key words: Crataegus laciniata, ulcer, ethanol, gastroprotective, omeprazole.
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