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Introduction

Au fil des siécles, I’humanité a toujours compté sur les plantes pour répondre a une grande
partie de ses besoins fondamentaux, tels que la nourriture, la confection de vétements, méme
pour satisfaire ses besoins medicaux (Svoloda et al.,2000). Malheureusement, cette utilisation
des plantes n’a pas toujours €été encadrée de maniere rigoureuse, négligeant ainsi les risques

potentiels de la toxicité associés a certains d’entre elles (Svoloda et al., 2000).

Les plantes médicinales possédent des propriétés thérapeutiques importantes, car elles sont
utilisées pour traiter de nombreuses pathologies (Svoloda et al., 2000). Nous citons parmi ces
pathologies le cancer, le diabéte, la grippe (Rocchetti et al., 2019). Elles constituent une source
précieuse d’une grande variété de substances bioactives, principalement liées aux produits du
métabolisme secondaire, tels que les polyphénols, les alcaloides, les terpenes et les coumarines.
Certains métabolites secondaires, présents en faibles ou fortes concentrations dans les plantes,
présentent des propriétés anti oxydantes, anti inflammatoires (Mohr, 1982 ; Juan, 1984 ;
Raghav et al., 2006) et antibactériennes (Dih et al., 2017). Les polyphénols, en particulier,
jouent un réle intéressant dans la lutte contre les cancers et en tant que modulateurs des maladies

cardiovasculaires en prévenant la peroxydation lipidique (Jean et al., 2009).

L’objectif principal des études pharmacologiques est de découvrir les principes actifs naturels
extraits des plantes (Macheix et al., 2005). Leurs propriétés sont utilisées dans 1’industrie
alimentaire en tant qu’ingrédients et additifs en cosmétologie (Bahorun et al.,1996), en
phytothérapie et dans la médecine allopathique moderne (Bourgoud et al.,2001 ; Kar, 2007).
Malgré les nombreux avantages thérapeutiques des plantes médicinales, certaines substances
chimiques présentes parmi leurs composants se sont révélées potentiellement toxiques,
mutagénes, cancérogenes. Cela souléve des préoccupations concernant les effets toxiques
possibles résultant de I’utilisation a court et & long terme de ces plantes médicinales (Zeggwagh
et al., 2013). L’évaluation de la toxicité de tout extrait végétal destiné a étre utilisé chez
I’Homme et I’animal revét une importance primordiale dans les recherches
phytopharmacologiques, certaines especes du genre crataegus présentent une certaine toxicité
sur différents modeles d’expérimentation, cette toxicité due a la présence des métabolite

secondaire (Shama et al., 2014).

Dans notre étude, nous avons cherché a évaluer la toxicité aigué et I'effet gastro protecteur de
deux parties de la plante Crataegus laciniata, a savoir les feuilles et les fruits, chez des souris

albinos. Nos objectifs étaient les suivants :
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> Effectuer I'extraction des métabolites secondaires des feuilles et des fruits de la plante
Crataegus laciniata en utilisant de I'éthanol ;

» Quantifier la teneur en polyphénols totaux des extraits des feuilles et des fruits de
Crataegus laciniata ;

> Etudier la toxicité aigué des deux extraits éthanoliques & une dose de 2 g/kg en observant
les signes de toxicité, la mortalité, les analyses biochimiques, I'étude histopathologique,

ainsi que I'effet gastro protecteur suivit de I’activité de la myéloperoxydase ;

Nous avons réalisé ces investigations afin de mieux comprendre les effets potentiels de la plante

Crataegus laciniata sur la santé et la protection gastro-intestinale.
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Chapitre | : Synthese Bibliographique

I.1. Toxicité
1.1.1. Définition

Les toxiques ne présentent pas tous le méme degré de toxicité. 1l existe des différences entre
la structure chimique des substances. Ces différences peuvent affecter la capacité des
substances a perturber le fonctionnement normal d’un organisme vivant, ce qui est considérée
comme une substance toxique. Cette derniere peut entrainer 1’apparition de quelques
symptomes. En confirmant 1’exposition de cet organisme a un toxique, elle peut provoquer

ainsi sa mortalité (Gilles, 2004).

Parmi les organismes internationaux de réglementation des études de toxicité (OCDE, GSH,
EPA, CEE, etc.) déterminent les dangers et les risques potentiels des substances sur 1’étre
humain en comparant les effets toxiques dose-dépendants qui se produisent dans les modeéles
animaux (Lewis et al., 2002). Les études de toxicité utilisant des modeles animaux offrent
plusieurs avantages dont la durée d’exposition contr6lée, I’examen facile de tous les tissus et
I’estimation de divers marqueurs biochimiques et pathologiques (Arome et Chinedu, 2013).
En causant plusieurs formes de toxicité qui sont, en fonction de la durée et de la fréquence
d’exposition, la toxicité suraigu€, aigu€, subaigué, chronique et la sub-chronique (Bismuth,
1987).

Les tests in vivo ne sont pas les seuls qui doivent étre réalisés pour 1’évaluation des effets
toxiques d’une substance. De nombreux autres aspects pharmaco toxicologiques doivent étre
abordés pour déceler un impact éventuel : Effet sur le foie, sur les reins, sur la peau et sur les

cellules de sang (Glomot, 1986).

1.1.2. Types de la toxicité

1.1.2.1. Toxicite aigué

La toxicité aigilie résulte d’une pénétration ou d’une administration d’une substance toxique,
une seule fois, ce qui peut provoquer la mort de I’individu ou I’apparition de trés graves
troubles physiologiques aprés un court terme. En effet, 1’¢tude de la toxicité aigiie induite par
différentes doses de cette substance, nous permet de déterminer la dose létale (DLso) qui
provoque une mortalitt de 50% de la population d’animaux, dans des conditions

expérimentales bien définies (Laigneau, 2000).
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1.1.2.2. Toxicité subaigué

Cette toxicité concerne les effets nocifs dus a la répartition de dose qui ne produisent pas
d’effets toxiques immédiats. Des effets tardifs peuvent survenir a cause de I’accumulation du
produit dans les tissus ou a cause d’autres mécanismes (Guillaume gilbert, 1979). Pendant une
période assez prolongée mais a condition de ne pas constituer une partie significative de la vie
de I’espéce examinée. Dans les essais de la toxicité suraigu€, I’administration orale entre 28 et
90 jours chez le rat (ou bien la souris) ou le chien, respectivement, serait typique (Hodgson
and Cunny, 2010).

1.1.2.3. Toxicité sub-chronique

Certains produits chimiques ont un mécanisme de toxicité différent selon qu’ils sont
administrés a dose unitaire élevée ou de maniére répétée a dose plus faible quoique toxique.
Lorsqu’on donne une forte dose unitaire, le sujet peut ne plus étre en mesure de détoxifier et
d’excréter le produit chimique et réagir différemment que si on lui administrait des doses
répétées plus faibles (Watanabe, 2000). Toxicité réitérée pendant plus de 28 jours et moins de

90 jours (Lauwerys et al ., 2007).

1.1.2.4. Toxicité chronique

Cette toxicité a long terme se fait par une exposition répétée a trés faible concentration d’une
substance a longue terme. Le produit est administré quotidiennement, une a deux fois par jour
pendant 18 a 24 moins (Laroche, 2001).
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1.1.3. Voies d’administration appliquees expérimentalement

La pénétration d’une substance toxique dans un organisme vivant peut se faire selon
différentes modalités (Labaune, 1993). Pour évaluer la toxicité d’un composé chez les
animaux, diverses voies peuvent étre utilisées mais les deux modes d’administration les plus

couramment utilisés pour les études animales sont 1’injection intra péritonéale ou la voie orale

(Poole and Leslie, 1989).

1.1.3.1. Administration intra péritonéale

C’est I’'une des méthodes de dosage, qui peut parfois fournir des informations sur la toxicité
locale et systémique (Waynforth., 1980). L’injection se fait dans le cadrant abdominal
inférieur droit de I’animal en regard de la cuisse (figure 1) avec un angle de 15 a 20°
(Bouchoux, 2004).

Figure 1 : Administration intra péritonéale a une souris (Bouchoux, 2004).

1.1.3.2. Injection orale

A cdté de la voie orale, dite le plus souvent digestive, par apport le passage de la substance
toxique au la barriére gastro intestinale. L’administration orale est la forme d’administration
impliquant le tractus gastro intestinale (figue 2), qui peut étre considéré comme un tube
traverse le corps, commengant a la bouche et se terminant a 1’anus, ces substances chimiques
passent ensuite dans le sang vers les organes cibles sans transformation au niveau du foie ou

les poumons (Waynforth, 1980 ; Loomis et Hayes, 1996).
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Figure 2 : Injection orale a une souris (Bouchoux, 2004).

1.1.4. Manifestations de la toxicité et les tissus cibles

Pendant I’étude toxicologique, la substance a tester est capable d’affecter le comportement
général de ’animal, La mesure dans laquelle un organe est sensible a la toxicité varie d’un
tissu a 1’autre. Par exemple, les reins et le foie sont plus fortement vascularisés, ce qui les rend

plus sensibles a la toxicité que les tissus osseux (Viala and Botta, 2007).

1.1.4.1. Hépatotoxicité

Le foie est le plus grand organe interne du corps par le ligament falciforme en deux lobes : un
grand lobe droit et un plus petit lobe gauche. Chaque lobe est ensuite divisé en lobules qui
sont les unités fonctionnelles du foie. Il y’a environ un million de lobules dans le foie remplis
d’hépatocytes. Les hépatocytes sont responsables de la sécrétion de la bile et remplissent
¢galement diverses fonctions métaboliques. Entre chaque rangée d’hépatocytes se trouvent de
petites cavités appelées sinusoides. Les principales fonctions des sinusoides sont de détruire
les globules rouges anciens ou défectueux, d’éliminées bactéries et les particules étrangeres

du sang et de détoxifier les toxines et autre substances nocives (Silverthorn, 2007). (figure 3).
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(a) Hepatic lobules

(b) Hepatocytes and sinusoid

Figure 3 : Organisation structurale du lobule hépatique (Silverthorn, 2007).

Le foie est ’organe cible des 1ésions d’origine chimique. Plusieurs facteurs importants sont
connus pour contribuer a la susceptibilité du foie. Premierement, les composés absorbés dans
le tractus intestinal sont transportés par la veine porte hépatique vers le foie. Ainsi, le foie est
le premier organe perfusé par les produits chimiques absorbés dans I’intestin. Un deuxi¢me
facteur est la forte concentration dans le foie d’enzymes métabolisant les xénobiotiques. Le
foie recoit 25% de I’apport sanguin du ceoeur. Les substances toxiques absorbées par 1’intestin
sont transportées directement vers le foie qui est donc le premiére organe cible exposé apres
I’intestin lui-méme. Les hépatocytes sont des cellules qui constituent la majeure partie de la
structure du foie et qui sont trés actives sur le plan métabolique. Notamment, ils sont
impliqués dans de nombreux processus biochimiques essentiels, tels que 1’élimination de
I’azote sous forme d’urée, la syntheése de glycogene en tant que réserve de glucose et le
métabolisme des lipides. De nombreuses substances toxiques inhibent la synthése des
protéines en raison de leur action au niveau du foie a également un role clé dans I’élimination
des poisons (xénobiotiques) (Baker, 2012).

Plusieurs extraits de plantes ont été examinés pour une utilisation dans une grande variété de
troubles hépatiques. De nombreuses études ont déja conduit a la caractérisation de plus de 170
constituants isolés de 110 plantes appartenant a 55 familles ont été rapportés pour traiter cing
maladies et stimuler les fonctions hépatiques. Alors que d’autres ont été signalés comme
causant des lésions au foie, comprennent une évaluation des enzymes hépatiques élevées.
Hépatite aigué ou chronique, cholestate, nécrose hépatique ou fibreuse, cirrhose, insuffisance

hépatique et maladie veino-occlusive hepatique (Abdualmjid et Sergi, 2013).
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1.1.4.2. Néphrotoxicité

Les reins sont une partie essentielle du systeme urinaire responsable de la production et de
I’excrétion de I’urine dans un uretére et remplissent des fonctions homeéostatiques telles que la
régulation des électrolytes.

IIs servent au corps de filtre naturel du sang et éliminent les déchets qui sont détournés vers la
vessie. En produisant de 1’urine, les reins excrétent des déchets tels que I'urée et
I’ammoniaque ; les reins sont également responsables de la réabsorption d’eau, glucose et
acides aminés. La capsule rénale est la peau externe du rein. La partie externe du rein est
constituée du cortex et de la moelle contenant des millions de minuscules structures appelées
néphrons. Les néphrons sont responsables de la filtration de I’eau hors de la circulation
sanguine. Le néphron est composé de deux parties principales : le corpuscule rénal et le tubule
rénal. A Dintérieur du corpuscule rénal se trouve le glomérule, un réseau de capillaires
sanguins qui est entouré, d’abord, par une double membrane (la membrane capsulaire
glomérulaire) et est ensuite entouré par la capsule de browman. Le tubule rénal comprend le
tubule proximal, 1’anse de Henle et le tubule distal (qui meéne éventuellement aux tubules
collecteurs) (Silverthorn, 2007).

Souvent, I’exposition a de grandes quantités d’un produit chimique peut provoquer des effets
sur les reins qui ne sont pas observés a des expositions moindres. Les effets des lésions
rénales sont fréquemment évalués en termes non spécifiques tels que les modifications du
poids des reins (augmentations et diminutions) ou les augmentations de la teneur en protéines
de I"urine (protéinurie) ou les modifications du volume de I’urine. L’insuffisance rénale aigue
est I'une des réponses les plus courantes du rein aux substances toxiques. L’insuffisance
rénale aigué se caractérise par une baisse rapide du taux de filtration glomérulaire et une
augmentation de la concentration des composés azotés dans le sang. Composés qui
provoquent des troubles rénaux, la vasoconstriction réduit la quantité de sang qui atteint le
glomérule (Baker, 2012).

En plus de la réponse au niveau des organes du rein, de nombreuses substances toxiques
affectent des régions spécifiques du néphron. lls peuvent endommager le glomérule, le tubule
proximal ou d’autres €léments tubulaires tels que 1’anse de henle, le tubule distal ou le canal
collecteur. Le site de blessure le plus courant pour les substances toxiques est les tubules

proximaux (Abdualmjid et Sergi, 2013) (figure4).
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Figure 4 : Organisation structural du néphron (Jacquelyn et Maher, 1997).

1.1.4.3. Neurotoxicité

Le cerveau est un ensemble complexe de neurones regroupés pour controler les fonctions
motrices, sensorielles, posturales et cognitives supérieures. Le tronc cérébral contrdle une
grande partie de I’activité physiologique essentielle. La neurotoxicologie est 1’étude des effets
néfastes des agents chimiques, biologiques et de certains agents physiques sur le systeme
nerveux et/ou le comportement au cours du développement e de la maturité (Harry et al.,
1998).

Comme les autres toxicités organiques, la neurotoxicité peut résulter de différents types
d’exposition a une substance. Les principales voies d’exposition sont orales, cutanées ou par
inhalation. Une neurotoxicité peut étre observée aprés une dose unique (aigué) ou apres des
doses répétées (chroniques). Les neurotoxiques endommagent les parties distales des exons
sans trop d’effet sur le reste de la cellule, certains produisent une mort cellulaire pure et
simple, tandis que d’autres affectent les processus de signalisation dans le systéme nerveux
sans causer de dommages structuraux. Les neurones peuvent également étre secondairement
affectés par des neurotoxiques qui ciblent d’autre cellules du systéme nerveux, altérant la
fonction homéostatique normale et causant des dommages structurels ou fonctionnes (Blake,
2010).
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1.1.4.4. Hématotoxicité

Le sang qui constitue le principal moyen de transport dans le corps est un tissu trés important.
Il sert a transporter de nombreux médicaments et xénobiotiques. Comme tous les composés
étrangers sont distribués via la circulation sanguine, les différents composants, cellulaires et
non cellulaires, sont initialement exposeés a des concentrations importantes de composés
toxiques (Timbrel, 2009).

Les lésions toxiques des cellules sanguines et des tissus hématopoiétiques sont appelées
hématotoxicités. Chez 1’homme, la moelle osseuse constitue le principal tissu
hématopoiétique. La bonne moelle produit des cellules souches qui sont des précurseurs des
globules blancs et des plaquettes. Les globules blancs ont un role essentiel dans la fonction
inflammatoire, de coagulation et immunitaire. Les globules rouges fournissent principalement
de I’oxygéne a toutes les cellules du corps et éliminent le dioxyde de carbone de ces cellules
(Baker, 2012).

La moelle osseuse est une cible majeure pour de nombreuses substances toxiques. En raison
de I’échec de la génération de nouvelles cellules, il peut y avoir une defaillance du systeme
des globules rouges (anémie) et une défaillance du systeme des globules blancs, provoquant a
la fois une infection massive due a 1’absence de granulocytes et une défaillance du systéme
immunitaire a partir d’une réduction totale. Sur la crise des globules blancs (Baker, 2012).
Certaines matieres végétales, lorsqu’elles sont ingérées a 1’état brut ou sous forme d’extrait,
ont été signalées comme provoquant une anémie pouvant résulter de la séquestration des
globules rouges dans la rate, d’une production altérée de globules rouges ou d’un
dysfonctionnement primaire de la moelle osseuse (Cheeke, 1998).

L’endommagement et la destruction des cellules sanguines entrainent diverses conséquences
telles qu’une réduction de la capacité de transport d’oxygene du sang si les cellules affectées
sont les globules rouges. L’évaluation du sang est pertinente pour 1’évaluation des risques car
le systetme hématologique a une valeur prédictive plus élevée de la toxicité chez 1’homme

(Olson et al., 2000).
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I.2. Crataegus Laciniata
1.2.1. Généralités sur Crataegus Laciniata

1.2.1.1. Description botanique

Crataegus est le nom scientifique de 1’aubépine qui est un grand genre d’arbres et d’arbustes
de la famille des « Rosaceae ». Cette derniére est constituée de 100 genres dont 200 espéces
de Crataegus (Bouzid, 2009).

Une des espéces les plus répandues de cette famille en Algérie est le Crataegus laciniata, ce
nom est généralement appliqué a une espéce caractérisée par la présence ou absence de
rameaux, feuilles, inflorescences, hypatie et fruits (Kashyap et al.,2012.; Calvo et al .,2015).
Crataegus laciniata est un arbuste aromatique épineux, volumineux, d’une hauteur de 7m.
Ces feuilles de forme caduques de couleur verte, possedent de 5 a 9 lobes insérées isolement
sur un axe a différents niveaux, leurs fleurs de couleur blanche sur un seul plan porté par des
tiges de fleurs de longueurs inégales. Les fruits charnus, de couleur rougeatre, 8 a 14 mm de
diametre et de 1,5 a 2 cm de long (Bellakhdar, 1997 ; Bachiri et al., 2015 ; Calvo et al. , 2015)
(figure 5).

Figure 5 : Photographie montrant les feuilles, fleurs, fruits et I’arbre de crataegus laciniata (Bachiri et
al.,2015).
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1.2.1.2. Classification botanique

La classification botanique de la Crataegus laciniata est représentée dans le Tableau II.

Tableau I : Classification botanique de Crataegus Laciniata (Bouzid, 2009).

Range taxonomique Nomenclature

Regne Planta (Pante)

Sous régne Tracheobionta (Plantes vasculaires)
Embranchement Spermaphyta (Spermaphytes)
Sous Embranchement Angiospermes

Classe Magnoliophyta (Dicotylédones)
Sous classe Dialypétales

Ordre Rosales

Famille Rosaceae (Rosacées)

Genre Crataegus

Espéece Crataegus Laciniata

1.2.1.3. Localisation géographigue et nom vernaculaire

On rencontre cette plante au niveau des foréts-rocailles, matorrals et pelouses des montagnes
calcaires et siliceuses supérieures a 1300 m d’altitude, ainsi que sur les sols riches en
microéléments. Cet arbuste peuple Haut-Atlas, Moyen-Atlas, Rif, Maroc Oriental (Emberger,

1938). Elle posséde plusieurs noms vernaculaires en fonction des pays et des régions.

Nom arabe : Tabgha (Bachir et al., 2015)

Nom Berbére : Admam (Bachir et al., 2015)

Nom frangais : Epine blanche, Epine de mai, valériane de cceur, cenellier (Fabre et al., 1992)
Nom anglais : Hawthorn, Quickthorn (Zhang et al., 2002)

Nom Indien : Vansaangli (Kashyap et al., 2012)

Nom Kabyle : Admam (Bachiri et al., 2015)

Nom Latin : Crataegus Laciniata (Bellakhdar, 1997).

12
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1.2.1.4. Utilisations traditionnelles

En plus d’un usage alimentaire, Crataegus est également une plante médicinale populaire
utilisée pour diverses fins thérapeutiques pendantes de nombreux siecles.

En médecine populaire arabe, une décoction de feuilles et de fruits non murs de Crataegus est
utilisée pour traiter les maladies cardiovasculaires, le cancer, le diabéte et la faiblesse sexuelle
(Rocchetti et al.,2019).

Les fruits et feuilles d’aubépine ont une valeur médicale avec des effets thérapeutiques
favorables (Qin et al., 2019).

Dans la médecine traditionnelle chinoise, les fruits de 1’aubépine sont utilisés pour stimuler la
digestion et la fonction de I’estomac, I’amélioration de la circulation sanguine et 1’élimination
de la stase des sangs. Ainsi, ils sont utilisés dans les prescriptions pour traiter I’indigestion
avec distension épigastrique, diarrhée, aménorrhée, hypertension et I’hyperlipidémie
(Hamdaoui, 2018).

En Algérie et au Maroc la fleur de Crataegus laciniata est employée en usage interne sous
forme d’infusion comme reméde contre les palpitations et les diarrhées. Par contre le fruit en
Algérie est employe dans le massif des aurés comme aliment de misére et au Maroc et dans le
Moyen Atlas, les fruits murs sont consommeés par les bergers (Mohand, 2006).

En Turquie, la feuille, la fleur et la racine de ’espece Crataegus ont été utilisés en médecine
traditionnelle pour traiter diverses maladies telles que la toux, la grippe, 1’asthme, les maux

d’estomac, les douleurs rhumatismales, la néphrite et les hémorroides (Caliskan., 2015).

1.2.2. Composition en métabolites des especes du genre Crataegus

Plusieurs groupes de composés représentants les métabolites primaires et secondaires ont été
reportée dans différentes 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 procyan-
Dines et leurs glycosides sont les principaux composés majeurs, tandis que les flavonoides

dominent dans les feuilles (Liu et al., 2011).
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Les deux classes sont représentées dans le tableau ci -dessous :

Tableau 11 : Classes des métabolites des espéces du genre Crataegus (Liu et al., 2011).

Meétabolites primaires Meétabolites secondaires
Sucres Autres métabolites Composes Autres métabolites
primaires phénoliques Secondaires
Polysaccharides Amines Tannins Alcaloides
Glucose Cardiotoniques (Hydrolysables, et Caroténoides
Saccharose Triméthylamines condensés) Terpénddes
Fructose Phénylalanines Flavonoides
Xylose Tyramines Acides phénoliques
Sucres alcooliques Acides Acides ascorbiques
(Sorbitol, Tricarboxyliques
Myoinositol) Protéines
Acides nucléiques

1.2.2.1. Composés phénoliques

Les polyphénols sont des métabolites secondaires qui sont des molécules biologiques actives
possédants un ou plusieurs cycles benzéniques portants un ou plusieurs fonctions hydroxyles.
Ils sont retrouvés principalement dans les especes végeétales : les fruits, les [égumes, le thé, le
vin, le café, et sont responsables des caractéristiques organoleptiques des aliments végétaux
(Alara et Ukaegbu, 2021).

Ces composés sont synthétisés par les plantes aussi bien au cours du développement normale
que dans les conditions du stress. Chez la plante, ils contribuent dans le développement, la
reproduction, la croissance cellulaire, la différenciation, I’organogenése, la floraison et la
lignification. En plus, le contenu des végetaux en polyphénols est trés variable en fonction de
nombreux parameétre genétique, physiologique et environnementaux (Rejeb et Boly, 2008).
Ces polyphénols regroupent plusieurs milliers de molécules réparties dans deux grandes sous
familles : les non flavonoides et les flavonoides (Figure 6), qui regroupent a leur tour des
sous-familles  (Gawel,1998 ; Sarni-Manchado et Cheynier,2006). (Figure 6).
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Figure 6 : Deux grandes classes des polyphénols (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

A. Acides phénoligues
Les acides phénoliques sont rencontrés dans les plantes sous forme libre comme glycosides et
peuvent étre intégrés dans des molécules plus grandes sous une forme ester, on cite par
exemple : ’acide caféique, coumarique, ferulique, gallique, et siringique.

En raison de la présence d’un nombre élevé de groupes hydroxyle et d’un fragment
carboxyle, leurs propriétés antioxydants sont trés prononcées (Rice-Evans et al.,1996 ;
Sroka,2005).

B. Flavonoides

Les flavonoides comprennent 15 atomes de carbone formant une structure C6-C3-C6, soit
deux noyaux aromatiques (benzo-gamma-pyrone) reliés par un pont de 3 carbones. La
structure en C6-C3-C6 est le produit des deux voies de synthese des composés phénoliques, le
noyau B et le pont carboné constituant une unité phenylpropanoide synthetisée a partir de la

phénylalanine provenant de la voie de 1’acide malonique (Bruneton et al., 1999).
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Au sens strict ils sont des composés dont la substitution par un noyau benzénique se fait en
position 2. Les composes présentant une substitution en position 3 sont indiqué par le terme
iso flavonoides (Bruneton, 1999 : Erlund,2004) (figure 7).

Flavone

|

O

l OH

Flavonol T ¥ 2 :/

A\ /

O | D QX
- O
& OH

Anthocyanidine Flavan-3-ol

Flavanone

Figure 7 : Structures de base des principaux flavonoides (Chira et al.,2008).

C. Tannins

Les tannins sont répartis dans toutes les parties de la plante et qui different des flavonoides
par leur poids moléculaires élevé (entre 500 et 3000) ( Rejeb, 2008).

Elles sont des molécules fortement hydroxylées et peuvent former des complexes insolubles
lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux protéines, et aux enzymes digestives, réduisant ainsi
la digestibilité des aliments (Salah Eddine, 2014). IL existe deux groupes de tannins (Gori,
2014).

» Tannins hydrolysables
Ce sont des esters du D- glucose et d’acides phénols (figure 4) qui sont :
Soit d’acide gallique, pour le groupe de tannins galliques (gallotannins), soit d’acide
ellagique, pour le groupe de tannins ellagiques (ellagitannins) (Azzi,2016), représentés sur la
(figure 8).
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Figure 8 : Structure de tannins hydrolysables (Azzi, 2016).

» Tannins condenses
Appelés aussi pro anthocyanidines, ce sont des polymeres de flavonoides (Lepoldini et al.,
2011) (figure 9).

OH

Figure 9 : Structure de tannins condensés (Azzi, 2016).

1.2.2.2. Terpénoides

Les terpénoides sont une classe importante de métabolites secondaires qui proviennent du
méme précurseur biosynthétiques, 1’acide mévalonique. Chaque classe de terpénes est issue
du couplage « téte-a-queue » d’unités isopréniques. La premiére étape de leur biosynthése
commence toujours par condensation de deux dérivés phosphorylés de 1’acide mévalonique,

I’isopentényl pyrophosphate et le diméthyle —allyl-pyrophosphate (Bruneton, 1999).

A. Triterpenes

Les triterpénes « 4000 composés construits sur plus de squelettes différents » sont des
composés en C30, issus de la cyclisation du squaléne. lls sont tres souvent hydroxylés et
présentent une trés forte unité structurale. Cette derniére est marquée chez les stéroides : des
composés aussi différents quant a leurs propriétés que les phytostérols, les saponosides, les
ecdystéroides , les glucides cardiotonique ou les alcalines stéroidiques ont tous le méme

squelette de base (Bruneton,1999).
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B.Caroténoides

IIs sont synthétisés par les plantes et les micro-organismes photosynthétiques. Six cents
caroténoides sont actuellement identifiés, dont une soixantaine possede une activité pro
vitaminique A, notamment, I’alpha, la beta, et le gamma-caroténe ainsi que la crypto
xanthine.

La structure caroténoide aide de nombreuses variations : isomérisation cis-trans,
particularités chirales. Ainsi, le beta-carotene existe dans les milieux naturels sous forme tout-
trans, mais aussi 9-cis, 13-cis, 15-cis, (figure 6). lls peuvent subir des conversions sous
I’action de la lumiere (a laquelle les caroténoides sont tres sensibles), de 1’énergie chimique
ou thermique, ou encore sous I’influence d’enzymes. Ils font partie du systéeme de défense

cellulaire contre les formes agressives de 1I’oxygene et les radicaux libres (Bertram, 1999).

—_— e e R S N s N

sl l—ranms B—C arot=s=rm=

—_— —_— o S ==

D cis —Ca rotri=

A1 ——is F—Ca o t=ry—

Isomeeres ddwuw bata — Carotame \I%\
Figure 10 : Différents isomeéres du béta-caroténe (Bertram, 1999).
1.2.2.3. Alcaloides
Les alcaloides sont des composés organiques naturels (le plus souvent d’origine végétales),
hétérocyclique avec I’azote comme hétéroatome, des structures moléculaires complexes plus

ou moins basiques et douées de propriétés physiologiques méme a faibles doses (Bruneton,

1999 ;Zenk et Juenger, 2007).lls constituent un des plus grands groupes de métabolites
secondaires avec pres de 10 000 a 12 000 différentes structures (Roberts et Wink, 1999 ;
Stockigt, 2002).

1.2.3. Effets pharmacologiques

Les effets thérapeutiques de la crataegus laciniata sont representés dans la figure 11.
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Figure 11 : Schéma des effets thérapeutiques du genre Crataegus (Amirhossein, 2020).

Crataegus possede une longue histoire comme une plante médicinale utilisée pour traiter les
calculs rénaux, les troubles digestifs, la dyspnée et les troubles cardiovasculaires en raison de
sa capacité a réduire les facteurs de risque important tels que 1’inflammation, I’hypertension et
la thrombose (Rigelsky et Sweet ,2002). La littérature montre qu’il existe des preuves
substantielles de 'utilisation de Crataegus dans 1’insuffisance cardiaque congestive chronique
(Dahmer et Scott, 2010). Les flavonoides de Crataegus Laciniata détendent et dilatent les
arteres, en particulier les artéres coronaires. Cela augmente le flux sanguin du muscle
cardiaque et réduit les symptdmes de I’angine et contractions du muscle cardiaque. Les
flavonoides sont également fortement antioxydants, aidant a réduire la dégénérescence des
vaisseaux sanguins (Pittler et al.,2003 ; Tabah et al.,2009). En général toutes les especes du

genre Crataegus ont les mémes effets thérapeutiques.

1.2.4. Toxicité de la plante

L’espéce Crataegus Laciniata est une plante a action faible et doit étre utilisée au minimum 4
a 8 semaines pour en bénéficier pleinement. Le dosage dépend du type de préparation et la
partie de la plante utilisée. Les doses testées dans les études cliniques européennes ont varié
de 160 a 900 mg par jour de Crataegus Laciniata normalise pour contenir 2,2% de
flavonoides ou 18 ,75% de pro anthocyanidines oligoméres. Dans les deux premieres
semaines de la supplémentation de Crataegus Laciniata, des effets positifs seront observés.
Crataegus Laciniata est sure et ses effets secondaires sont minimaux lorsqu’elle est

consommeée en posologie recommandée (Kim et al.,2000).
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1.3. Effet gastro protecteur (Estomac)

Les ulceres gastriques sont un probléme de santé mondial courant (Boeing et al., 2022).
L'ulcere gastrique se caractérise par l'ulcération de la muqueuse gastrique et est I'une des
maladies courantes du systéme digestif qui affecte de nombreux humains. Les patients atteints
d'ulcere gastrique souffrent souvent d'inconfort abdominal, de douleurs intenses, de nausées et
d'une sensation de bralure dans l'estomac. Les facteurs agressifs tels que Il'acide
chlorhydrique, la pepsine et les sels biliaires entrainent des lésions de la muqueuse gastrique,
mais les couches de mucus bicarbonate servent a protéger la muqueuse contre ces facteurs
agressifs (Chen et al., 2016).

Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), plus de 80% de la population mondiale se

repose sur le systéme de médecine traditionnelle pour ses problémes de santé (OMS, 2003).

1.3.1. Geénéralités

L’estomac est un organe creux dont le rdle principal stocké les aliments, d’amorcer leur
digestion et de les délivrer progressivement au duodénum. La production d’acide
chlorhydrique est spécifique de I’estomac. En raison de sa situation anatomique, I’estomac est
aisément accessible a 1’endoscopie, une technique médicale permettant d'observer l'intérieur

de I'estomac a I'aide d'un endoscope (Elsevier, 2014).

1.3.2. Anatomie

L’estomac est un segment dilaté du tube digestif, s’étend de I’cesophage au duodénum situé
entierement dans I’abdomen entre le foie, la rate, le diaphragme et le colon transverse (Allen
et al., 2012). Classiquement il a la forme d’un * j ”divisé en quatre parties :

» un orifice supérieur d’abouchemente 1’cesophage “ le cardia ”.
» Une portion supérieure délattée  le fundus ™.
» Une région centrale “ le corps .

» Un orifice inferieur * le pylore ” qui est I’extrémité de 1’antre (Bessede, 2012) (figure 12,
13).
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Figurel?2 : Différences couches tissulaires de I’estomac (Tortora et derrickon, 2010).
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Figure 13 : Anatomie générale de I’estomac (Sherwood, 2015).

1.3.3. Histologie et physiologie gastrique

La paroi gastrique présente quatre couches fonctionnelles distinctes, représentées de
I’intérieur vers ’extérieur par : la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse
(péritoine viscéral).

» La muqueuse : Une couche profonde, épaisse de 0,3 a 1 mm, elle comporte un
revétement épithélial soutenu par un tissu conjonctif appelé chorion, Cette couche possede
quatre types cellulaires différents : les cellules principales qui produisent le pepsinogéne et la
lipase gastrique, de I’acide chlorhydrique et le facteur intrinseque, Les cellules a mucus
(cellules de collet), qui ont le role de protection de la surface de 1’estomac contre 1’agressivité
de I’acide chlorhydrique et Les cellules neuroendocrines gastriques (cellules “G”), qui
sécretent la gastrine sous la stimulation du systeme parasympathique et des peptides
gastriques (Heath et al., 2008).
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» La sous-muqueuse : constituée d’un tissu conjonctif assez dense, riche en plasmocytes,
mastocytes, lymphocytes isolés et polynucléaires. Elle contient des vaisseaux sanguins, des
neurofibres et follicules lymphatiques (Mariaeb et Hoehn, 2010).

» La musculeuse : Elle contribue au processus de brassage et de progression du bol
alimentaire. Elle comporte trois types de fibres musculaires lisses, longitudinales externes,

circulaires moyennes et obliques internes (Lacour et Belon, 2015).

» La séreuse : Enfin, la tunique externe ou la séreuse, est formée de tissu conjonctif lache

recouvrant d’une seule couche de cellules aplaties et composant le péritoine viscéral (Mariab

et Hoehn, 2010).

1.3.4. Ulcére gastrique et les facteurs d’agression de la muqueuse

L’ulcére de I’estomac connu sous le nom d’ulcere gastrique, est défini comme une 1ésion de la
paroi digestive avec destruction des cellules protectrices de mucus (Chaibi 2009).

La muqueuse gastrique est continuellement exposée a des facteurs d’agression : Alcool, Acide
chlorhydrique (HCI) et le stress (Martins et al., 2014), infection bactérienne a Helicobacter
pylori (Dinat et al., 2022).

1.3.5. Traitement des ulcéres par des substances biologiques

Le traitement de l'ulcére gastrique repose sur différentes approches. Dans la plupart des cas,
une combinaison de médicaments est utilisée pour réduire la production d'acide gastrique et
favoriser la guérison de la muqueuse gastrique. Les inhibiteurs de la pompe a protons (IPP)
sont couramment prescrits pour réduire la production d'acide, tandis que les antiacides
peuvent soulager les symptdmes. Les antibiotiques sont prescrits lorsque I'infection
bactérienne a Helicobacter pylori est détectée (Boeing et al., 2023). Cependant, la plupart de
ces médicaments peuvent entrainer des effets secondaires indésirables tels que des allergies,
des arythmies cardiaques et des dysfonctionnements hématopoiétiques. Par conséquent, la
recherche et l'utilisation de médicaments naturels présentant une faible toxicité et une bonne
activité biologique pour prévenir les ulceres gastriques sont progressivement devenues le
centre d'intérét des chercheurs (Wang et al., 2023).

Le traitement médicamenteux des ulceres gastriques par les substances chimiques peut étre
remplacé par la phytothérapie, I’art de traiter par les plantes médicinales. La phytothérapie a

considérablement évolué ces dernieres années notamment dans les pays en voie de
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développement, vue la sécurité présumeée qu’il offre par rapport au traitement par les

médicaments classiques (John-Africa et al., 2014).
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Chapitre 11 : Matériels et Méthodes

Il .1. Matériel végétal

La présente étude a été réalisée sur les feuilles et les fruits de Crataegus laciniata. Les
feuilles ont été nettoyées de toute poussiére ou contaminant, elles ont été séchées a I’air libre
et a I’abri de la lumiére, puis transférées a I’étuve a 37°C pour affiner le séchage et obtenir un
meilleur broyage ainsi qu’une extraction optimale. Apres le séchage, les feuilles sont broyées
a I’aide d’un broyeur ¢électrique jusqu’a I’obtention d’une poudre. Ensuite, cette poudre est
tamisée pour obtenir des particules de 63um de diametre.

Les fruits ont été lavés avec de 1’eau distillée, coupés en petits morceaux aprés ¢limination du
noyau, puis congelés a -20°C. Ensuite, ils ont été lyophilisés. Apres lyophilisation, on a
procédéau broyage et au tamisage afin d’obtenir une poudre d’un diamétre de 63um (figue
14).

Figurel4 : Feuilles et les fruits de crataegus laciniata (veer et al. , 2000).

11.2. Procédure d’extraction

La poudre de chaque partie de plante (feuilles, fruits) a subi une extraction par ultrasons dans
un volume d’éthanol. Cette extraction par ultrason a été effectuée dans les conditions

optimales suivantes (Tableau I11).

Tableau I11 : Les conditions d’extraction des composées phénoliques.
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Aprés l'extraction, le mélange a été filtré sur papier Wattman afin de récupeérer I'éthanol
contient les polyphénols extraits. Ensuite, I'éthanol a été évaporé a l'aide de I'évaporateur

rotatif, puis les extraits ont été lyophilisés pour étre finalement récupeérés.

11.3. Dosage des polyphénols
Le dosage de polyphénols et la détermination de leur teneur ont été réalisés par la méthode
utilisant le réactif de Folin Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1965), conformément a la méthode
de dosage sur microplaque décrite par (Muller et al., 2010).

<+ Principe
Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation en milieu basique des composes
phénoliques par le réactif de Folin-Ciocalteu, le complexe de I’acide phosphotungstique et
I’acide phosphomolybdique de couleur jaune. Il indique ses propriétés colorimétriques
modifiées lorsqu’il est complexé a certaines molécules. Il réagit avec la fonction —OH des
phénols (Catalano et al., 1999). Ce dernier permet la formation d’un nouveau complexe
molybdeéne-tungsténe de couleur bleue qui absorbe a 760 nm. L’intensité de la coloration est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extrais végétaux (Ribéreau-
Gayon, 1968). (Figure 15).
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Figure 15 : Protocole de dosage des polyphénols dans des extrais de Crataegus Laciniata selon

(Muller et al., 2010).
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Les teneurs en polyphénols dans nos extraits ont été déterminées en fonction d’une courbe
d’étalonnage établie avec 1’acide gallique. Les résultats sont exprimés en milligramme

équivalents d’acide gallique par gramme (mg EQAG/ g d’extrait).

11.4. Matériel animal

L’¢tude de toxicité aigiie a été menée sur des souris Balb C, femelles et males pesant entre 25
et 30 g, provenant des centres d’élevage de I’institut Pasteur d’Alger. Les animaux ont été
hébergés dans une salle d'élevage bien ventilée, maintenue a une tempeérature comprise entre
23 et 25 °C, avec une humidité de 60 a 70%. Le cycle lumiére-obscurité était de 12 heures
d'éclairage et de 12 heures d'obscurité. Les souris ont été placées dans des cages en
polycarbonate, avec une occupation de 4 a 5 souris par cage. Elles ont été nourries avec des

granulés alimentaires et de I'eau du robinet.

11.5. Etude de la toxicité aigtie et effet gastro-protecteur

Afin d'étudier les effets toxiques possibles ainsi que les changements du comportement
normal et la mortalité, les essais de toxicité aigué permettent d'évaluer les effets toxiques qui
apparaissent dans un court laps de temps (de 1 a 14 jours) aprés I'administration des extraits.
Tandis que I’effet gatsro-protecteur de nos extraits a ét¢ évalué selon un modele d’ulcere
provoqué par 1’éthanol.

Des groupes de sept souris (femelles et males) chacun ont été utilisés dans nos expériences.
Pour la toxicité, un groupe témoin a recu une solution de carboxyméthylcellulose (CMC),
tandis que les groupes d'essai ont recu une dose de 2g d’extrait /kg.

L'administration du CMC et des extraits a été effectuée par gavage a l'aide d'une sonde
gastrique orale. Les souris ont €té privées de nourriture pendant 16 heures avant l'essai et ont

été pesées au début de I'expérience (figure 16).
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pour le dosage des pour le dosage des pour le I’étude
parametres hépatiques parametres néphrotique histopathologique
»  Bilirubine undil —
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Figure 16 : Protocole suivi durant 1’étude de la toxicité aigue.

Pour le gastro-protecteur, et 14 heures avant le test, les souris ont été privées de
nourriture, suivies d'une privation d'eau pendant 2 heures avant tout traitement.
Elles ont ensuite été réparties en 9 groupes (n=6) comme la figure suivante :(Figure

17).
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Figure 17 : Protocole suivi durant 1’étude de 1’effet gastro-protecteur.

11.5.1. Bilan biochimique sanguin

Au 14e jour de I'étude, les souris ont été sacrifiées et des prélévements sanguins ont
été réalisés au niveau de la veine jugulaire. Le sang a été recueilli dans des tubes
héparinés lors de chaque prélévement. Les tubes héparinés ont été centrifuges a
3000 tours par minute pendant 5 minutes. Le plasma obtenu a ensuite été dosé pour
les paramétres biochimiques suivants : urée, créatinine, aspartate transaminase
(ASAT), alanine aminotransférase (ALAT), phosphatases alcalines et bilirubines.

Les dosages ont été effectués dans un laboratoire d’analyse privé.

11.5.2. Etudes histopathologiques

Apres la dissection des souris, le foie et les reins sont préleves rapidement placés
sur la glace. lls sont préalablement pesés puis immergés dans du formol pour
réaliser des coupes histologiques au niveau du laboratoire d’histologie de la faculté

de médecine de I’'université de Bejaia.

A. Macroscopique

Consiste a mettre I’échantillon dans des cassettes.
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B. Déshydratation
Le processus consiste a mettre les cassettes dans un automate de circulation a 12 bains :
8 bains de I’éthanol pendant 45 minutes chaque chacun.
2 bains de xylene pendant 30 minutes chacun.
2 bains de paraffine pendant 1h30minutes chacun
Pendant cette étape les organes sont totalement déshydratés avant d’étre inclus dans la
paraffine, les trois étapes de déshydratation, d’inclusion et de découpage sont réalisées sur un
automate, utilisant respectivement 1’inclusion et le microtome. Le xyléne est utilisé a des fins
de nettoyage, tandis que la paraffine joue un role dans la solidification. Les cassettes passent
une heure dans chaque bac.

C. Enrobage

L'échantillon est placé dans des moules avec une petite quantité de paraffine. Ensuite,
I'échantillon est disposé horizontalement et laissé refroidir 1égérement avant d’étre recouvert

avec sa cassette. Ensuite, la cassette est remplie avec de paraffine et laissée refroidir.

D. Dégrossissement

Cette étape permet d’éliminer ’exceés de paraffine sans les moules.

E. Coupe histologique
L’¢chantillon sera coupé par un microtome afin d’obtenir des coupes histologiques de 2,5um
d’épaisseur. Si non, les couches de tissu se superposent. On dépose la coupe d’échantillon sur
la lame préalablement humidifiée avec de 1’eau distillée. Ensuite, on la place sur une plaque
chauffante contenant de 1’eau tieéde pour y appliquer fine couche de paraffine, fixant ainsi la
coupe d’échantillon a la lame. Apres solidification de la paraffine, la lame est disposée sur un
porte lame approprié en vue de faciliter I'observation microscopique. Enfin, les lames sont

placées dans I’étuve pour une nuit.

F. Coloration

Apres la coloration directe, la lamelle est fixée sur une lame a l'aide de I’Eukit pour le

montage, puis elle est plongée dans le xyléne et laissée sécher l'air.

G. Observation

Les lames sont désormais prétes a étre observées au microscope optique.
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11.5.3. Effet gastro-protecteur

11.5.3.1. Détermination du taux de la MPO

Les niveaux de la MPO, une enzyme impliquée dans le processus inflammatoire ont été
évalués dans le but de déterminer I’effet des deux extraits sur ce marqueur d’inflammation.
Ainsi, le dosage de la MPO a été réalisé par le protocole suivant :

Dans une microplaque de 96 puits, le surnageant de chaque échantillon (10ul) est additionné
a un volume H>O2 (200ul), suivi de 1’ajout tampon phosphate (10ul) contient le O-Dianisidine
dihydrochloride, lequel est le substrat de I’enzyme. La cinétique enzymatique de la MPO a été

suivie a 450nm pendant 5 minutes a I’aide d’un lecteur de microplaque.
11.6. Analyses statistiques

Les résultats de I’ensemble des tests réalisés sont exprimés en moyennes £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 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.
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I11.1. Teneur en phénol totaux

L’extraction des composés phénoliques est influencée par le type de solvant, la température,
le temps, le rapport solide-liquide, le pH du milieu (Nazck and Shahidi, 2006 ; Falleh et al.,
2008).

Une optimisation de la méthode d'extraction a été ultérieurement réalisée afin d'obtenir un
extrait riche en polyphénols, en vue d'améliorer I'activité biologique des fruits et des feuilles
de la CL. L’¢éthanol/eau a été utilis¢ comme un solvant d’extraction pour permettre d’extraire

le maximum de métabolites secondaires de nos feuilles et fruit de CL.
Le tableau 1V, illustre les résultats du dosage des polyphénols des feuilles et du fruit de CL.

Tableau IV : Résultats du dosage des polyphénols totaux des extraits des feuilles et des fruits de
Crataegus laciniata.

La plante Les extraits La moyennemg
EqAG/g
HF 100,44 + 1,67

Crataegus Laciniata

HL 301,75 + 10,96

Le résultat du dosage des phénols totaux a révélé une forte richesse en composés phénoliques
dans les feuilles et les fruits de Crataegus laciniata avec des valeurs de 301,75+ 10,96 mg
EqAG/g d’extrait pour les feuilles et 100,44 = 1,67 mg EqAG/g d’extrait pour le fruit. La
teneur en composés phénoliques et en flavonoides dans les plantes peut varier en fonction de
I'espéce, du type et de la quantité des composants chimiques, ainsi que des facteurs
environnementaux tels que la teneur en minéraux dans le lieu de croissance et l'origine

géographique (Tungmunnithum et al. (2018).

Le résultats des teneurs en polyphénols obtenus par la méthode d’extraction sont élevés dans

les feuilles par rapport aux fruits.

I11.2. Evaluation de la toxicité aigue

La toxicité aigué in vivo fait référence aux effets toxiques observes rapidement apres une
seule exposition a une substance chez des animaux de laboratoire pour évaluer sa toxicité. Les

animaux sont exposés a la substance sont surveillés pour détecter des signes de toxicité tels
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que des changements comportementaux ou des problemes de santé ( Flambard-Héricher et al.
2018).

Les observations faites au cours de notre évaluation révélent que la dose utilisée, 2000 mg/kg
,a été bien tolérée par les souris, aucun cas de mortalité liée a nos extraits n’a été observée a
cette dose (tableau V).

Tableau V : Taux de mortalité aprés une dose unique des extraits éthanoliques de feuilles etdu

fruit.
0 0/6 0
2000 mg/Kg (les feuilles) 0/6 0
2000 mg/Kg (les fruits) 0/6 0

La dose utilisée n'a pas provoqué de déces chez les souris, ce qui suggere une faible toxicité
aigué de nos extraits.

De plus, aucun signe de toxicité n’a été observée pendant les 14 jours qui ont suivi le
traitement par les doses orales (tableau VI).

Tableau VI : Suivi des symptdmes de toxicité.

Lot témoin Lot traité avec Pextrait Lot traité avec ’extrait de
des feuilles fruit
Symptomes 4h Chaque 4h Chaque 4h Chaque jour
jour jour
Peau et Normal Normal Normal Normal Normal Normal
fourrure

Yeux Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Somnolence Normal Normal Normal Normal Normal Normal
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La surveillance rigoureuse des animaux traités a permis de recueillir des informations
précieuses sur d'éventuels effets indésirables. Cependant, aucun symptéme de toxicité n'a été
relevé, ce qui indique que les doses orales utilisées n'‘ont pas entrainé de reactions néfastes
visibles pendant la période de suivi.

Ces résultats sont encourageants et suggerent que les doses administrées ne présentent pas de

toxicité évidente a court terme.

I11.2.1. Paramétres biochimiques

Suite au traitement oral de I'extrait des feuilles et des fruits de Crataegus laciniata sur les
groupes expérimentaux (Lot 1 "LHL", Lot 2 "LHF") et en comparaison au groupe Témoin
"LT », des profils de parametres biochimiques sériques ont été établis. Ces profils ont été
réalisés apres une période de 14 jours.

Au bout des 14 jours, des prélevements sanguins ont été effectués sur les souris de chaque
groupe pour évaluer les paramétres biochimiques sériques. Cette approche permet d'obtenir
des informations sur les éventuels changements dans les niveaux de diverses substances
biologiques présentes dans le sang, qui pourraient étre liés au traitement par I'extrait.

Ces analyses fournissent une évaluation objective des effets du traitement sur la physiologie
générale des souris, en permettant de détecter d'éventuelles perturbations dans les marqueurs
biochimiques clés. Cela peut aider a identifier tout effet potentiel sur la fonction hépatique et
rénale.

Les échantillons ont été analysés au laboratoire d'analyses médicales LALAOUI pour
déterminer les taux d'urée, de créatinine, de phosphatases alcalines, de bilirubines, ainsi que

les activités des transaminases ASAT et ALAT.

I11.2.1.1. Parametres hépatiques

Les différents parameétres biochimiques hépatiques ont été mesurés afin d'évaluer la fonction
hépatique. Les transaminases sont des enzymes présentes a l'intérieur des cellules, en
particulier au niveau du foie et des muscles. Elles interviennent dans une multitude de
réactions biologiques. Les ASAT (aspartate aminotransférases) sont surtout présentes dans le
foie, les muscles, le cceur, les reins, le cerveau et le pancréas, tandis que les ALAT (alanine

aminotransférases) sont relativement spécifique du foie (Tungmunnithum et al. (2018).
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Les résultats obtenus pour chaque parametre sont les suivants et sont illustré dans la figurel8 :

> Transaminases ALAT (Alanine Aminotransférase) 1 : L'ALAT est une
enzyme présente dans les cellules hépatiques, et des niveaux élevés peuvent indiquer
une altération de la fonction hépatique.

> Transaminases ASAT (Aspartate Aminotransférase) 2: L'ASAT est une
autre enzyme présente dans les cellules hépatiques, et son augmentation peut étre
associée a des dommages hépatiques.

> Phosphatase alcaline 3 : La phosphatase alcaline est une enzyme présente dans
les cellules hépatiques et peut étre utilisée comme indicateur de la fonction hépatique.
Un taux élevé de phosphatase alcaline peut étre un signe de dysfonctionnement

hépatique.

250~ - @ B ALAT UIL
1 =3 ASAT UIL

200+ " @ Phosphatases

0 T alcalines U/L
150 =

100- ok

50- *

0= 1 1
T HL HF T HL HF T HL HF

Figure 18 : Effet des extraits de feuilles (HL), et de fruits (HF) de Crataegus laciniata sur le taux
d'ALAT, d'ASAT et de phosphatase alcaline, les résultats sont exprimés en UI/L,
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 témoin.

Les résultats obtenus ne montrent aucune différence significative dans les taux d'ALAT,
d'ASAT et de phosphatase alcaline entre les groupes traités avec les extraits de feuilles et de
fruits et le groupe témoin, a I'exception de I'extrait de feuilles qui présente une différence peu

significative par rapport au groupe témoin. Ces résultats suggerent que nos extraits n'ont pas
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affecté la fonction hépatique et qu'a la dose de 2000mg/kg, ces extraits peuvent étre

considérés comme non toxiques pour le foie.

> Bilirubine : La bilirubine est un pigment jaune résultant de la dégradation des
globules rouges dans le corps. Elle circule dans le sang sous différentes formes : la
bilirubine totale, la bilirubine directe (conjuguée) et la bilirubine indirecte (non
conjuguée). Chacune de ces formes de bilirubine fournit des informations spécifiques
sur la fonction hépatique (figure 19).

> Bilirubine totale : La bilirubine totale représente la quantité totale de bilirubine
présente dans le sang. Elle est composée a la fois de la bilirubine directe et de la
bilirubine indirecte. Le dosage de la bilirubine totale permet d'évaluer la capacité du
foie & métaboliser et & éliminer la bilirubine de maniére adéquate.

> Bilirubine directe (conjuguée) : La bilirubine directe est le produit de la
bilirubine qui a été conjuguée (liée a une molécule de glucuronide) dans le foie. Elle
est soluble dans I'eau et peut étre excrétée dans la bile pour étre éliminée du corps. Un
niveau élevé de bilirubine directe peut indiquer une obstruction des voies biliaires ou
un dysfonctionnement du foie qui empéche I'élimination normale de la bilirubine.

> Bilirubine indirecte (non conjuguée) : La bilirubine indirecte est le produit de
la bilirubine qui n'a pas encore été conjuguée dans le foie. Elle est insoluble dans I'eau
et doit étre transformée en bilirubine directe pour pouvoir étre excrétée. La bilirubine
indirecte est transportée vers le foie, ou elle est conjuguée avant d'étre éliminée. Des
niveaux élevés de bilirubine indirecte peuvent indiquer une augmentation de la
production de bilirubine (par exemple, en cas de destruction accrue des globules

rouges) ou une capacité réduite du foie a la conjuguer.

Ces mesures biochimiques permettent de de compléter les résultats obtenus pour les enzymes
ALAT, ASAT et Phosphatase alcaline, afin de fournir des informations précises sur I'état de la
fonction hépatique, en identifiant d'éventuels desequilibres ou anomalies. Les résultats

obtenus pour chaque parametre sont essentiels pour évaluer la santé hépatique globale.
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Figure 19 : Effet des extraits de feuilles (HL), et de fruits (HF) de Crataegus laciniata sur le taux de
Bilirubine totale, Bilirubine directe et Bilirubine indirecte. Les résultats sont exprimés en
mg/L, 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 témoin.

Les résultats obtenus pour les taux de bilirubine totale, bilirubine directe et bilirubine
indirecte dans les groupes de souris traitées avec les extraits de feuilles et de fruits a une dose
de 2000mg/kg ne montrent aucune différence significative par rapport au groupe témoin qui
n'a pas été traité. Ces résultats suggerent et confirment I'absence d'altération de la fonction
hépatique apres le traitement, renforcant ainsi la conclusion selon laquelle nos extraits ne

présentent pas de toxicité aigué pour le foie.

111.2.1.2. Parametres néphrotiques
Les niveaux des paramétres biochimiques néphrétiques, tels que I'urée et la créatinine, ont été
mesurés et les résultats obtenus sont les suivants :
» Urée : L'urée est un produit du métabolisme des protéines et son taux sanguin est
géneralement utilisé comme indicateur de la fonction rénale.
> Créatinine : La créatinine est une substance produite par les muscles et éliminee par

les reins. Elle est également utilisée pour évaluer la fonction rénale.

Les résultats des analyses de I'urée et de la créatinine pour chaque groupe sont illustrés dans la

figure suivante :
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Figure 20 : Effet des extraits de feuilles (HL), et de fruits (HF) de Crataegus laciniata sur le taux
d’Urée et de Créatinine. Les résultats sont exprimés en UI/L, 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 témoin.

Les mesures de l'urée et de la créatinine fournissent des informations précieuses sur la
fonction rénale et peuvent aider a détecter d'éventuels dysfonctionnements rénaux. Ces
résultats sont essentiels pour évaluer I'effet de la toxicité de nos extraits sur les reins.

Les résultats obtenus pour les taux d'urée et de créatinine dans les groupes de souris traitées
avec des extraits de feuilles et de fruits a une dose de 2000 mg/kg ne montrent aucune
différence significative par rapport aux résultats du groupe témoin non traiteé.

Ces résultats suggerent que la fonction rénale n'a pas été altérée par le traitement, ce qui nous
permet de conclure que nos extraits ne présentent pas de toxicité aigué pour les reins a la dose
de 2000mg/kg.

I11.2.2. Etude histopathologique
I11.2.2.1. Histologie hépatique

Afin de confirmer les résultats biochimiques obtenus pour les parametres biochimiques
sériques, une étude histologique a été realisee sur les foies et les reins prélevés afin d'évaluer
plus précisément I'effet toxique des extraits éthanoliques des feuilles et des fruits de C.
laciniata par rapport au groupe témoin. Les résultats des analyses histologiques du foie et des
reins des différents groupes de souris, observées au microscope optique relié a une caméra,

sont présentés dans la figure 21.
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Figure 21: Photographies originales des coupes histologiques des parenchyme hépatique des souris
;A Témoins, B : des souris traitées avec /’extrait des fruit de C.laciniataHF, C : des souris
traitées avec /’extrait des feuilles de C.laciniata HL. Observées sous microscope optique. (G
: x 10), réalisées a 2um. S : Sinusoide, TH : Travées hépatocytaires de Remak, V : Veine
entrolobulaire, H : Hépatocytes
Le foie des souris du groupe témoin présente un aspect normal sans modifications hépatiques,
avec une architecture lobée du parenchyme. Chaque lobe est composé d'hépatocytes disposés
en travées de Ramek entourant une veine centrale appelée veine centrolobulaire, qui recoit le
sang provenant du parenchyme hépatique a travers les sinusoides. Les travées de Ramek sont
constituées d'hépatocytes empilés en couches épithéliales d'une seule cellule d'épaisseur,
tandis que les sinusoides occupent les espaces entre les travees. Cet aspect normal représente

une apparence saine observée dans le groupe témoin.

L'examen microscopique des foies des souris traitées avec les extraits éthanoliques des fruits
et des feuilles (HF et HL) de Crataegus laciniata a une dose de 2000mg/kg n'a révélé aucun
changement significatif. Les coupes histologiques des deux extraits présentent une
architecture normale et un parenchyme hépatique normal par rapport aux souris du groupe
témoin, ce qui confirme que les résultats du profil biochimiques des sérums récoltés sur ces
souris et ne présentent aucune anomalie hépatique. Cela confirme également la non-toxicité

de ces extraits pour le foie.

[11.2.2.2. Histologie rénale

Une coupe histologique normale des reins révéle une structure organisée comprenant les
glomérules, les tubules rénaux et les vaisseaux sanguins. Les glomérules sont entourés de
podocytes et jouent un réle dans la filtration du sang. Les tubules rénaux assurent différentes
fonctions rénales, tandis que les vaisseaux sanguins fournissent lI'oxygéne nécessaire. Dans
une coupe histologique normale, ces structures sont présentes et en bonne santé, ce qui

suggere un fonctionnement normal des reins et une absence de toxicité des extraits étudiés.
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La figure 22 englobe les coupes histologiques qui illustrent la structure du parenchyme rénal
des différents groupes de souris. Nous observons que les reins des souris témoins présentent
une architecture normale, avec une capsule conjonctivo-adipeuse. Dans la zone corticale, on
peut distinguer de petites masses sphériques appelées glomérules, entourées d'une capsule
connue sous le nom de capsule de Bowman. Ces glomérules sont responsables de la filtration
glomérulaire du sang, permettant le passage de l'eau et de composés de faible poids

moléculaire dans le tubule urinifére, tandis qu'une grande partie de ces substances est

réabsorbée, le reste formant l'urine.

Figure 22 : Photographies originales des coupes histologiques des parenchymes hépatique des souris ;
A : Témoins, B : des souris traitées avec l’extrait des fruits de C.laciniata HF, C : des souris
traitées avec [’extrait des feuilles de C.laciniata HL. Observées sous microscope optique.
(G : x 10), réalisées a 2um. C : Cellules de parenchyme rénale, G: Glomérule rénal, B :
Capsule de Bowman,, CCA : Capsule Conjonctivo-Adipeuse.

Les reins des souris traitées avec les extraits éthanoliques des fruits et des feuilles de
Crataegus laciniata a une dose de 2000 mg/kg ne présentent pas de modifications majeures
au niveau du parenchyme rénal par rapport aux souris témoins. De plus, aucune altération n'a
été observée au niveau de la capsule conjonctivo-adipeuse, des cellules du parenchyme rénal,
des glomérules et des tubules rénaux, ce qui confirme que les souris sont en bonne santé et ne
présentent aucune anomalie néphrétique.

Ces structures rénales conservent une apparence saine, sans signes évidents de Iésions ou de
perturbations majeures de leur architecture. Cela indique un fonctionnement adéquat du
systéme rénal et suggére que les extraits étudiés n'ont pas provoqué de toxicité observable
dans les reins des souris, ce qui est corroboré par les résultats biochimiques des sérums.

En conclure, les observations histologiques et les résultats biochimiques confirment que les
extraits éthanoliques des fruits et des feuilles de Crataegus laciniata a la dose de 2000 mg/kg
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n'ont pas induit de toxicité rénale chez les souris testées. Les reins des souris traitées

présentaient une structure normale, témoignant de leur bon fonctionnement.
[11.3. Evaluation de I’effet gastro-protecteur
111.3.1. Evaluation de dosage de la MPO

La myélopéroxydase (MPO) est une enzyme peroxydase contenant du fer heme qui est
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principalement exprimée dans les neutrophiles. Elle est un médiateur des dommages
tissulaires (Aratani, 2018). La MPO est également une enzyme d’inflammation cruciale et

une cible thérapeutique qui déclenche a la fois le stress oxydatif (Khan et al., 2018) (Figure23)

Figure 23 : Effet de feuilles HL et fruits HF sur l'activité de la MPO dans l'ulcére induit par I'éthanol
absolu (0,2 ml/souris). Les traitements ont été administrés 1h avant I'induction de l'ulcére
avec HF et HL a des concentration (50, 100 et 200 mg/kg) et I'oméprazole (20 mg/kg).
L'activité de la MPO a été mesurée a 450 nm. Toutes les valeurs ont été exprimées comme
moyenne + SEM (n=8). One-way ANOVA suivi par le test de Dunnett & comparaison
multiple. ***p<0,001 en comparaison au groupe éthanol absolu, ###p en comparaison au
groupe témoin. MPO : myéloperoxydase. < 0,001.

Les résultats présentés dans la Figure 23, montrent une augmentation significative (P<0,001)
de l'activité de la MPO (103 = 14.28 U/g de tissu) dans la muqueuse gastrique du groupe
exposé a I'éthanol par rapport au groupe témoin (1,76 + 0,22 U/g de tissu). Le pretraitement
avec HF et HL a des concentration (50, 100 et 200 mg/kg), ainsi que 1’Oméprazole a
20mg/kg, a entrainé une réduction significative (P<0,001) de l'activité de la MPO, avec des
valeurs optimums de 14,26 +3,37 U/g de tissu pour les HL et 11,20 + 3,61U/g de tissu pour
HF a la concentration 200 mg/kg (figure 23).
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L'estomac est un organe essentiel pour les étres vivants, jouant un réle crucial dans la
digestion et fournissant les nutriments essentiels a toutes les cellules de notre corps.
Cependant, il peut parfois étre perturbé dans son fonctionnement en raison de diverses

pathologies ( Guyton et al., 2000).

L'ulcére gastrique est un probleme courant qui affecte le systéme gastro-intestinal. Sa cause
est souvent liée a un déséquilibre entre les éléments qui protegent I'estomac (comme le
systeme antioxydant, le mucus et le flux sanguin) et ceux qui peuvent l'agresser (comme

I'alcool, le stress et I'acide chlorhydrique) (Saliva junior et al., 2016).

L'éthanol est couramment utilisé dans les études expérimentales comme modéle pour induire
des ulceres gastriques (Li et al., 2015). Selon les résultats de ces recherches, I'éthanol peut
entrainer une diminution des mécanismes gastro-protecteurs, tels que la réduction des
sécrétions de la muqueuse gastrique et du flux sanguin, ainsi qu'une augmentation de l'acidité

de I'estomac, ce qui peut déclencher une réaction inflammatoire (Shams et Eissa , 2022).

Cette inflammation est associée a une augmentation de I'hydrogene peroxyde (H202),
favorisant ainsi la peroxydation lipidique (Asia et al., 2011 ; Almasaudi et al., 2015 ; Saliva
junior et al., 2016).

Pour évaluer le degré d'inflammation induit par I'éthanol, la myéloperoxydase (MPO) est
utilisée comme marqueur de l'infiltration des neutrophiles, qui sont les premiéres cellules a
arriver sur le site hémorragique. La dégranulation de ces cellules libere la MPO, qui catalyse
la formation de l'acide hypochloreux (HOCI), favorisant la peroxydation des lipides qui

amplifie la réaction inflammatoire (Khan et al., 2018).

L'inhibition de la MPO peut réduire la production de composés oxydants et atténuer ainsi les

dommages causés aux tissus lors d'une inflammation excessive (Chen et al., 2020).

Crataegus laciniata, également connu sous le nom d'aubépine a feuilles lobées, est une plante
appartenant a la famille des Rosacées et largement utilisée en phytothérapie pour ses

propriétés médicinales (Tuoping Li. et al. , 2022).

Les résultats de notre étude ont indiqué que les extraits éthanoliques des feuilles et des fruits
de Crataegus laciniata ont réduit le taux de myéloperoxydase (MPO) dans I'homogénat de

I'estomac.
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De plus, les propriétés anti-inflammatoires de I'extrait peuvent étre attribuées a la présence de
deux composés actifs, a savoir I'acide chlorogénique et I'épicatéchine (-), qui se trouvent dans

le genre Crataegus (Nguyen et al., 2021).
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Conclusion

Crataegus laciniata est une plante meédicinale connue pour ses nombreuses vertus
thérapeutiques. Ses activités pharmacologiques sont attribuées a ses différents métabolites
secondaires, tels que les polyphénols et les flavonoides. Cependant, peu de travaux ont été
réalisés sur cette plante.

La méthode d’extraction utilisant les ultrasons nous a permis d’obtenir deux extraits
contenant des composés phénoliques ce qui est confirmé par I'analyse phytochimique. Les
résultats obtenus a partir de I'extrait éthanolique des feuilles et des fruits de Crataegus

laciniata ont montré que les feuilles sont beaucoup plus riches en polyphénols que les fruits.

L'étude de la toxicité aigué des extraits éthanoliques des feuilles et des fruits de Crataegus
laciniata. Administrés par voie orale a une dose de 2 g/kg, n'a révélé aucun symptome de
toxicité. De plus, les niveaux des parameétres hépatiques sanguins tels que les transaminases
ALAT et ASAT, la phosphatase alcaline, la bilirubine totale, directe et indirecte, ainsi que les
parameétres rénaux tels que l'urée et la créatinine sont restés dans les valeurs normales par

rapport au groupe témoin.

Cette étude a démontré que les extraits étudiés n'ont pas induit d'effets indésirables sur la
fonction hépatique, comme en témoigne le maintien des taux normaux des transaminases, de
la phosphatase alcaline et des marqueurs de la bilirubine. De plus, il n'y a pas eu d'altérations
significatives au niveau des parameétres rénaux tels que l'urée et la créatinine. Les organes
hépatiques et rénaux ont maintenu leur fonctionnalité normale, ce qui suggére que les extraits
n'ont pas affecté ces organes, indiquant ainsi l'absence de toxicité aigué des extraits

éthanoliques de Crataegus laciniata a la dose testée.

Les résultats biochimiques des sérums sont soutenus par I'étude histopathologique du foie et

des reins, laquelle n'a révélé aucun changement histologique au niveau de ces deux organes.

L'étude de I'effet gastro-protecteur, évaluée par l'activité de la myeéloperoxydase (MPO), a
révélé une diminution significative de celle-ci chez les souris traitées avec les extraits des
feuilles et des fruits de crataegus laciniata a différentes concentrations (50, 100, 200 mg/kg)

par rapport au groupe ulcére.

La comparaison des resultats obtenus pour les paramétres du bilan hépatique, du bilan
néphrétique, de I'étude histopathologique et de I'activité de la MPO indique que
I’administration orale des extraits éthanoliques des feuilles et des fruits de Crataegus

laciniata a une dose de 2 g/kg n'entraine pas d'effets toxiques graves sur les deux organes
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étudiés. De plus, ces extraits présentent des effets gastro-protecteurs.

Cette étude montre que les extraits éthanoliques des feuilles et des fruits de Crataegus
laciniata, a différentes concentrations, ont un effet gastro-protecteur en réduisant l'activité de
la MPO. De plus, ils n'ont pas provoqué de toxicité significative sur les organes hépatiques et
rénaux a la dose testée. Ces résultats suggérent le potentiel des extraits de Crataegus laciniata

comme agents protecteurs pour le systéme gastro-intestinal.

A la lumiére des résultats obtenus dans cette étude, il serait pertinent d'approfondir nos

recherches et de compléter notre travail en explorant les perspectives suivantes :
1. Etude de la toxicité par :

» Détermination de la DLso (dose létale médiane) pour évaluer plus précisément la

toxicité des extraits ;
> Etude de la toxicité chronique pour évaluer les effets a long terme des extraits.
2. Evaluation de I’effet gastro-protecteur par :

> Suivi de l'activité des enzymes antioxydantes telles que la superoxyde dismutase
(SOD) et la catalase (CAT) pour mieux comprendre l'effet gastro-protecteur des

extraits.

> Détermination du mécanisme d'action des extraits pour élucider les voies

biochimiques et les processus impliqués dans leurs activités gastro-protectrices.

En explorant ces perspectives, nous pourrions obtenir des informations plus approfondies
sur la toxicité des extraits et mieux comprendre leurs effets gastro-protecteurs, en
fournissant des données supplémentaires sur les mécanismes d'action et les réponses

biochimiques induites par ces extraits.
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Résumé

L’étude est porté sur I’évaluation de la toxicité et de I’effet gastro-protecteur des feuilles et des fruits
de Crategus Laciniata en médecine traditionnelle algérienne. Les résultats obtenus montrent que les
feuilles sont plus riches en polyphénols que les fruits. La plante est classée non toxique avec une DLso
de 2000 mg/kg chez la souris. Les analyses biochimiques et histopathologiques n’ont montré aucune
différence significative entre les groupes traités par I’extrait et le groupe témoin en termes de
marqueurs hépatiques et rénaux. L’extrait éthanolique maintient une architecture hépatigue et rénale
normale. Des effets gastro-protecteurs sont observés avec une réduction des taux de MPO dans
I’homogénat gastrique a différentes doses.

Mots clés : La toxicité aigué, effet gastro-protecteur, crataegus Laciniata, phénols totaux.

Abstract

The study focuses on the evaluation of the toxicity and gastro-protective effect of the leaves and fruits
of Crategus Laciniata in traditional Algerian medicine. The results obtained show that the leaves are
richer in polyphenols than the fruits. The plant is classified as non-toxic with an LD50 of 2000 mg/kg
in mice. Biochemical and histopathological analyzes showed no significant difference between the
groups treated with the extract and the control group in terms of hepatic and renal markers. The
ethanolic extract maintains normal hepatic and renal architecture. Gastroprotective effects are
observed with a reduction in MPO levels in gastric homogenate at different doses.

Key words: Acute toxicity, gastroprotective effect, crataegus Laciniata, total phenols.
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