REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE MINISTERE DE
L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
UNIVERSITE DE SAAD DAHLAB BLIDA-1

FACULTE DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE
Département De Biologie et Physiologie Cellulaire
Laboratoire de Biotechnologie, Environnement et Santé
MEMOIRE DE MASTER EN BIOLOGIE
Option : Biologie Moléculaire et Cellulaire

Chef d’option : Dr. SAADI L.

THEME

EVALUATION DE L’EFFET DE LA PROPOLIS ALGERIENNE
SUR LE SYSTEME IMMUNITAIRE

Présenté par

Melle HAIFI Rahma et M™ HACHEMANE Oum-elkheir

Soutenu publiqguement le 30/09/2020, devant le jury composé de :

BENYAHIA N. MAA USDB1 Président
RAHIM I. MCB USDB1 Examinatrice
CHADER H. Professeur LNCPP Promoteur
BOUAZZA M. Doctorante USDB1 Co-promoteur

2019/2020




REMERCIEMENTS

En tout premier lieu, nous tenons a remercier ALLAH qui nous a
aidés a réaliser ce travail de recherche et de nous avoir donné la
force pour survivre.

On tient a remercier sincerement notre encadreur Pr. Henni Chader,
pour nous avoir fait [ ’honneur d’encadrer ce travail et pour son
dynamisme pour la recherche scientifique. On la remercie pour sa
disponibilité et la confiance qu’elle nous accordée. On aimerait aussi
la remercier pour ses conseils

On ‘exprimetoute notre reconnaissance a Dr.Benyahia. N maitre de
conférences A, pour avoir bien voulu accepter de presider le jury de
ce memoire.

Notre gratitude va également a celui qui nous a fait [’honneur de

juger ce travail, Dr.Rahim.l maitre de conférences B, On tient a

présenter tous notre gratitude, reconnaissance, respects et notre
grande estime a vous.

Tous nos remerciements et toute notre gratitude vont aux Mme
Bouazza M

On ’adresse également nos remerciement a tous ceux qui nous ont
soutenu, encouragés et rendu service au cours de la réalisation de ce
memoire.




Dédicace

Nulle ceuvre n'est exaltante que celle réalisée avec le soutien moral des personnes qui nous
sont proches tous les mots ne sauraient exprimer la gratitude, I’amour, le respect, ¢ est tout
simplement que je tiens & exprimer ma plus profonde reconnaissance a :

Ma tendre meére, qui a ceuvré pour ma réussite, par son amour, son soutien, tous les sacrifices
consentis et ses précieux conseils, pour toute son assistance et sa présence dans ma vie,
recois a travers ce travail aussi modeste soit-il I'expression de mes sentiments et de mon

éternelle gratitude. Tu as fait plus qu’'une mere puisse faire pour que ses enfants suivent le
bon chemin dans leur vie et leurs études. Ce travail et le fruit de tes sacrifices que tu as
consentis pour mon éducation et ma formation le long de ces années.

A mon cher papa qui a su se montrer patient, compréhensif et encourageant, sa chaleur
paternelle a été et sera toujours pour moi d’'un grand réconfort.

A mon cher frére Ridha : tes sacrifices, ton soutien
moral m’ont permis de réussir mes études.

A mes chére fréres : Mohamed. Noureddine. Khaled. Zakaria. Youcef
A ma meilleure amie : Meriem Ayed.
A ma chére bindbme : Amel

Saurais exprimer mon grand respect et ma profonde estime
Mon professeur encadreur MrHenni Chader pour son aide et sa précieuse attention

A mes cheresPr. Saadi Leila et Dr.Aissani Radhia: Cette humble dédicace ne saurait
exprimer mon grand respect et ma profond estime, que dieu vous procure bonne santé et
longue vie.

A ma cheére collégue Seffah Amina

A tous ceux qui me sens chers et que j’'ai omis de citer.

Ratoma




Dédicace

A mes chers parent que dieu les gardes

A mon cher mari et mes enfants
A toute ma famille
.A ma chére bindbme Rahma




Résumé :
La propolis est utilisee essentiellement comme un produit médicinal vu a sa richesse en
molécules actives (flavonoides), elle est devenue un sujet d’actualité dans la sphére de la

recherche scientifique.

Dans le cadre d’évaluer 1’effet de la propolis algérienne sur le systéme immunitaire nous
avons mis en évidence I’évaluation de deux activités : ’activité immunostimulante et

I’activité anti-inflammatoire de la propolis algérienne dans différents modéles murins.

L’évaluation de I’effet immunostimulant de la propolis algérienne a été testée dans le cas
d’une lymphopénie, induite par I’administration de la ciclosporine a une dose de 50mg/k/j
pendant 9 jours chez les rats et confirmé par I’ énumération de la formule numérique
sanguine, cette lymphopénie a été suivie par une administration orale de la propolis pendant
15jours a une dose de 0.5g/ml afin d’ évalué le développement des taux des globules blancs,
les lymphocytes et les granulocytes apres 15 jours d’administration. Ainsi que la variation

quotidienne du poids corporel des rats a été mise en évidence durant toute 1’expérience.

L’évaluation de I’effet anti-inflammatoire de 1’extrait hydro-alcoolique de la propolis
algérienne a été démontrée par le modeéle de 1’cedéme aigu induit par le xyléne sur les oreilles
de souris, I’objectif de cette étude est de vérifier ’activité anti-inflammatoires de 1’extrait
hydro-alcoolique de la propolis au niveau de ’oreille interne de souris BLBC femelles par
application cutanée de I’extrait en préventif puis induction d’un cedéme a 1’aide d’un irritant
cutané : le xylene et puis une comparaison de la moyenne de la différence de poids de I’oreille

traitée et de I’oreille non traitée pour avoir le poids d’cedéme.

L’administration d’une concentration de 0,5g/ml/J de la suspension de la propolis, par voie
orale, aux rats pendant 15 jours a montré une augmentation de la population lymphocytaires
et granulocytaires. Au contraire, les résultats des rats traités par la ciclosporine qui n’ont pas
recu de propolis, évoquent un état d’une lymphopénie létale. La propolis a corrigé cet état de
lymphopénie dans 1’autre groupe de rat. Cependant une chute de poids a été observée aux
derniers jours du traitement. Ceci est attribué a I’ester phényléthylique d'acide caféique
(CAPE) dont le mécanisme d’action, est basé sur 1’inhibition de la formation de cellules

graisseuses a un stade précoce.




Les résultats d’étude de D’activité anti-inflammatoire démontrent que 1’extrait hydro-
alcoolique de la propolis algérienne a utilisation topique est doté d’une activité anti-
inflammatoire remarquable, avec un pouvoir d’inhibition de 1’inflammation supérieur au

diclofénac pommade.

Mots clés : la propolis - immunostimulante - anti-inflammatoire - flavonoides- CAPE —

cedeme.




Abstract:

Propolis is used primarily as a medicinal product because of its richness in active
molecules (flavonoids), it has become a topical subject in the sphere of scientific research.

In the context of evaluating the effect of Algerian propolis on the immune system, we have
demonstrated the evaluation of two activities: the immunostimulatory activity and the anti-

inflammatory activity of Algerian propolis in different murine models.

The evaluation of the immunostimulating effect of Algerian propolis was tested in the case
of lymphopenia, induced by the administration of ciclosporin at a dose of 50 mg / k / d for 9
days in rats and confirmed by the Enumeration of the blood count, this lymphopenia was
followed by oral administration of propolis for 15 days at a dose of 0.5g / ml in order to assess
the development of the levels of white blood cells, lymphocytes and granulocytes after 15
days administration. As well as the daily variation in the body weight of the rats was

demonstrated throughout the experiment.

The evaluation of the anti-inflammatory effect of the hydro-alcoholic extract of Algerian
propolis was demonstrated by the model of acute edema induced by xylene on the ears of
mice, the objective of this study is to check the anti-inflammatory activity of the hydro-
alcoholic extract of propolis in the inner ear of female BLBC mice by applying the extract to
the skin as a preventive measure followed by induction of edema using a skin irritant: xylene
and then a comparison of the average difference in the weight of the treated ear and the
untreated ear to have the edema weight.

Oral administration of 0.5 g / ml / day of the propolis suspension to rats for 15 days showed
an increase in the lymphocyte and granulocyte population. In contrast, the results of
ciclosporin-treated rats that did not receive propolis suggest a state of lethal lymphopenia. The
propolis corrected this state of lymphopenia in the other group of rats. However, a drop in
weight was observed during the last days of treatment. This is attributed to the phenylethyl
ester of caffeic acid (CAPE) whose mechanism of action is based on inhibiting the formation

of fat cells at an early stage.

The results of the anti-inflammatory activity study demonstrate that the hydro-alcoholic
extract of Algerian propolis for topical use has remarkable anti-inflammatory activity, with a

power of inhibition of inflammation greater than diclofenac ointment.




Keywords: propolis - immunostimulant - anti-inflammatory - flavonoids - CAPE - edema.
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LT : Lymphocyte T.

LYM : Lymphocytes

NF-kB : Facteur nucléaire kB (facteur de transcription).
NK : Cellules tueuses naturelles (Natural Killer).

NO : Oxyde nitrique.

Sl : Systéeme immunitaire.

T CD4 /T4 : Lymphocyte T porteur du marqueur membranaire CD4 (T auxiliaire).

T CD8 /T8 : Lymphocyte T porteur du marqueur membranaire CD8 (T cytotoxique).

TGF-b : Facteur de croissance transformant b (transforminggrowth factor-b).

Th : Lymphocyte T auxiliaires ou T helper.

Th1l/Th2 : Lymphocyte T auxiliaires de type 1 ou 2, produisant des cytokines de

type 1(IL-2, TNF, IFN-g) ou de type 2 (IL-4, IL-6, IL-10).

TNF- a : Facteur de nécrose tumorale o (tumornecrosis factor o).

CAPE : Phénylethyligue de I’acide cafféique.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

La propolis est un produit de consommation courante qui a été largement utilisé en
médecine alternative et a récemment acquis un intérét a 1’échelle mondiale entant
qu'ingrédient essentiel des aliments et des produits cosmétiques sains. On considere
également que la propolis améliore la santé humaine et prévient des maladies telles que

I’inflammation, les maladies cardiaques, le diabéte et méme le cancer (Kasiotiset al. 2017).

La propolis utilisée dans de nombreux procédures et produits finis brevetés provenant de
différents pays asiatiques dont le japon (32%), la Corée (21%) et la chine (18%) mais
également en Russie (18%) (Séverine, 2014).

La propolis est un sujet de recherche populaire dans le monde entier en raison de son
potentiel thérapeutique (Ivana et al. 2017). Différents travaux ont montré les variations de la
composition chimique, et par voie de conséquence, I’activité biologique de la propolis

associée a son type et a son origine géographique (Devequi et al. 2018).

Compte tenu de l'urgence actuelle causée par la pandémie COVID-19 et des options
thérapeutiques limitées qui a renouvelé l'intérét pour les produits a base de propolis dans le
monde entier, la propolis est présentée comme une option thérapeutique prometteuse et
pertinente a cause de ses propriétés antiseptiques et un antiviral importante. (Andresa et al.,
2020)

Dans le cadre d’explorer le régne naturel, nous nous somme intéressé d’évoluer ’effet
de la propolis algérienne sur le systeme immunitaire, pour cette raison nous avons choisi
I’étude de deux fameuse activité de cette derniére : I’activité immunostimulante et I’activité
anti-inflammatoire.

L’évaluation de I’effet immunostimulant de la propolis algérienne (de la région de Tipaza)
a été testée dans le cas d’une lymphopénie, induite par I’administration de la ciclosporine chez
des rats Wistar femelles, cette lymphopénie a été suivie par une administration orale de la

propolis afin d’évalué le développement des taux des globules blancs, les lymphocytes et les
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granulocytes. Ainsi que la variation quotidienne du poids corporel des rats a été mise en

¢vidence durant toute I’expérience.

L’évaluation de D’effet anti-inflammatoire de 1’extrait hydro-alcoolique de la propolis
algérienne (de la région de Boumerdes) a été démontrée par le mod¢le de 1’cedéme aigu induit
par le xylene sur les oreilles de souris, I’objectif de cette étude est de vérifier I’activité anti-
inflammatoires de 1’extrait hydro-alcoolique de la propolis au niveau de I’oreille interne de
souris BLBC femelles par application cutanée de I’extrait en préventif puis induction d’un
edeéme a I’aide d’un irritant cutané : le xylene et puis une comparaison de la moyenne de la

différence de poids de I’oreille traitée et de 1’oreille non traitée pour avoir le poids d’cedéme.

Ce travail est structuré en deux parties, une partie bibliographique suivie d’une autre
expérimentale.

1- La premiére partie comprend deux chapitres :

v Le premier chapitre consiste a décrire la propolis, son origine et ses différents composants et

I’influences de ses dernieres sur le systéme immunitaire.

v’ Le deuxiéme chapitre comporte décrit un cliché sur le systéme immunitaire.

2-La deuxiéme partie expérimentale qui comprend a son tour les deux études :

v' étude de ’activité immunostimulants de la suspension de la propolis sur des rats Wistar.
v’ étude de ’activité anti-inflammatoire de 1’extrait hydro alcoolique de la propolis sur les souris
BLBC.

Cette deuxieme partie est suivie par une discussion qui résume tous les travaux deéja publiés

sur le sujet.
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I- LA PROPOLIS
I-1 Définition et étymologie

La propolis, ou «colle d'abeille», Le nom propolis (du grec pro polis) signifie devant la
cité, et provient du fait que les abeilles utilisent cette substance a 1’entrée de la ruche ainsi en
apiculture sa signification fait référence a I’hébergement de la ruche (kasiotiset al., 2017)

C’est une série de substances résineuses (Ferhoum, 2010), gommeuses et balsamiques, de
consistance visqueuse, recueillies sur des bourgeons et des écorces de certains végétaux (telles
que les peupliers, bouleaux, saules, coniféres, ...ctc. Une fois dans la ruche, cette résine est
mélangée avec la cire d'abeille produite a partir des glandes hypo pharyngées des abeilles
ouvriéres des sécrétions salivaires, pour faire une sorte de mastic (Segueni, 2011).

Figure 1 : Aspect de la propolis brune (Blanc, 2010).

1-20rigine de la propolis

Des études scientifiques démontrent que les composants de la propolis provenaient de

trois sources distinctes :

> Végétal
Des exsudates de la plante rassemblé par les abeilles, les résines sécrétés par les
bourgeons de peuplier, pin, bouleau, chataigne, érable, et les substances lipophiliques secrétés

par les lésions des plantes (des résines ou des colles). (Donadieu, 2008)

» Animal
Substances sécrétés par les abeilles (la cire, la salive). (Ghediraet al., 2013).
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» Matieres secondaires

Matiéres accessoires introduites lors de la production de propolis (pollen, nectar ou le
miel)(Ghediraet al. 2013)

Selon la flore Algérienne, nous peut en déduire que notre propolis est a 1’origine en pin
(Pinus sp) qui occupe les régions semi arides : chéne (Quercus suber et Quercus canariensis),
chétaignier, cypres, peuplier, et casuarina se trouve dans le nord- est du pays (Debabet al.,
2016).

I-3R6le de la propolis dans la ruche

Les abeilles utilisent les propriétés mécaniques de la propolis (Bankova et al., 2008)
pour défendre la ruche contre ’envahisseur et de réduire le flux d’air dans la ruche pour
retenir la chaleur et assurer une meilleure isolation thermique (Pierre et al, 2005), obturer les

fissures et réduire 1’ouverture de trou de vol dans les régions a climat froid.

¢+ Construire éventuellement de véritables barrieres de défense (Moudir, 2004) ;

« Vernisser l'ensemble des surfaces intérieures, afin d'en supprimer les aspérités
(Moudir, 2004) ;

* Recouvrir les corps étrangers (souris, cétoines, frelons ...etc.) qu’elles ne peuvent pas

évacuer (Pierre et al, 2005) ;

¢ Réparer les rayons et renforcer et stériliser les minces parois des alvéoles avant la ponte en

I’incorporant a la cire que 1’abeille sécréte (Moudir, 2004)

¢+ Etenfin, pour consolider les cadres (Blanc, 2010).

I-4 Caractéristiques et composition chimique de la propolis

La propolis est une matiere lipophile, dure et cassante a froid, mais devient molle,
souple, caoutchouteuse et tres collante a chaud (Hausenet al., 2006).Elle posséde une odeur
aromatique caractéristique et agréable et une couleur variant du jaune-vert, au rouge et au
brun foncé en fonction de sa source et de 1'age de 1’abeille (Marcucci, 2000; Bankovaet al.,
2008).
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Les progrés des méthodes analytiques chromatographiques ont permis la séparation et
I'extraction de plusieurs composants de la propolis. Jusqu'a présent, plus de 300 substances
composeées différents ont été identifiés. (Marcucci, 2000 ; Bankova, 2005 ; Kurek-Gorecka
et al., 2014).

Parmi les autres composés présents dans la propolis, il y a des micro et
macroéléments. Environ 30 des éléments ont eté découverts dans la propolis : Calcium,
magnésium, zinc, cuivre, silicium, fer, et I’aluminium est présent en plus grande quantité. Des
vitamines du groupe B, ainsi les vitamines C, D, et E, ainsi que provitamine A (Goéreckaetal.,
2014).

La combinaison de ces substances entrainant probablement un effet synergique est

essentielle pour son activité biologique (Yalfaniet al,.2013).

Cette composition de dépend-elle directement de la flore locale au niveau des sites de
collecte et donc des caractéristiques géographiques et climatiques de ces régions
(Bankova,2005) et de lasaison de I'année et le moment de la collecte (Bankova, 2005 ;
Salatino et al., 2015).

La composition de la propolis brute difféere completement de celle de la propolis
pure(Nader, 2013). Cependant, la composition d’un échantillon de la propolis peut se

synthétiser comme suit : (Cottica et al., 2015).

% 50 a 55% de résines et de baumes, dont des métabolites secondaires. (flavonoides et acides
aromatiques essentiellement).
% 2524 35% de cire végétales, la cire d’abeille.

% 109%0 des huiles essentielles.

7
0.0

5% de pollen.

7
0.0

5% de matiéres diverses organiques et minérales.
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Figure 2 : Composition moyenne globale de la propolis. (Marion, 2016).

D’aprés les études déja réalisées (Savka et al., 2015), on peut classer les composants de la

propolis purifiée dans les groupes suivants :

% Les composés phénoliques : (On retrouve de l'acide caféique, de I’acide ferrulique,
l'acide myristique. L’ester phényléthylique).

% Les flavonoides: (Tels que les flavones, flavonoles, chalcones, la quercétine, la
chrysine, la galangine, la pinocembrine. La pinobanksineest le principal représentant
de la propolis).

% Les terpénes (L’anéthol, eugénol, géraniol)

% Les huiles essentielles (Le guiaol, eugénol, anéthol, le pinéme)

¢+ Les acides organiques (L'acide salicylique, I'acide benzoique).

I-5 Composition de la propolis algérienne

D’aprés une étude réalisée dans quatre régions différentes du 1’ Algérie (Telemcen, Guelema,
et Tizi-Ouzou), la propolis algérienne est constituée de cing familles principales :les acides
aliphatiques, les acides aromatiques, les esters, les flavonoides et les terpénes (Tableau I)
(Moudir, 2004)

Tableau I : Pourcentages des composés de la propolis algérienne (Moudir, 2004)

Famille Tlemcen Guelma M’sila Tizi-Ouzou
Acides aliphatique 2,80 4,90 4,20 4,30
Acides aromatiques 3,70 3,60 2,70 8,80
Esters 17,20 9,00 9,80 2,60
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Flavonoides 42.30 37,40 23,10 3,90
Terpéenes 6,60 19.90 26,80 12,60

I-6 Les composes phénoliques

Les sources botaniques et 1’origine géographique de la propolis sont principaux
déterminants de la diversité des composés phénoliques. A coté de ceux-ci, il y a plusieurs
autres facteurs importants influencent le contenu phénolique, comme 1’age de I’abeille, les
conditions de ruche, la force de la colonie et méthode utilisée pour collecter 1’échantillon

(Spulber et al. 2017).
I-6-1 Les polyphénols

Les polyphénols sont des molécules synthétisées par les plantes en réponse a un stress
de I’environnement. Ils forment une large famille de composés chimiques qui contient plus de

8000 molécules organiques différentes (Sagols et al. 2010).

L’expression de « composés phénoliques » est utilisée pour toutes substances chimiques
possédant dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs groupements
hydroxyles. Un nombre considérable de ces composés sont formés de deux noyaux benzéniques
A et B reliés par un hétérocycle de type pyrane. Ces composes différent les uns des autres par la
position des substitutions sur les noyaux A et B, par la nature de I’élément central et par la
position, la nature et le nombre de molécules de sucre fixées ainsi que par la nature de la liaison
hétérosidique(NKkhili, 2009).

I-6-2Les principales classes des composés phénoliques

Il existe deux grandes classes de polyphénols : Les monomeéresqui comprennent les
acides phénoliques, les flavanoides,les polymeéres qui comprennent les oligoméres, les tanins,

les stilbenes, les lignanes(Sagols et al., 2010).

I-6-2-1Polyphénols monomériques

Les formes phénoliques les plus simples présentent des structures chimiques allant du
simple phénol en C6 (non présent naturellement chez les végétaux) aux flavonoides en C15 et
a des molécules proches. Sauf exception ; ces substances sont présentent sous forme soluble

dans la vacuole (Machiex et al., 2006).
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a- Les acides phénoliques

Ils sont composés d’un seul noyau phénolique et d’au moins une fonction carboxylique

(Fréderic, 2011). lls sont de deux types :

» Acides hydroxybenzoiques
Ils sont dérivés de 1’acide benzoique et ayant une formule de base de type C6 - Cl.

(Exemple : I’acide gallique, acide vanillique, acide syringique...) (Figure 3).

COOH COOH COOH COOH
7 7
X N
OCH; OH OH H:CO OCH;
.l
Acide benzoique OH OH OH
Acide vanilligue Acide gallique Acide syringique

Figure 3: Exemple de quelques acides hydroxybenzoiques. (Bellebcire, 2008).

> Acides hydroxycinnamiques:
IIs sont dérivés de I’acide cinnamique ayant la structure de base (C6 — C3). (Exemple :
I’acide p-coumarique, I’acide caféique, I’acide férulique et son dérivé 5-hydroxyle et enfin

’acide sinapique...) (Figure 4).

E;=R,=F3=H acide cumnamique (non pheénolique)
e CGOH R,=F.=H. R,=0H acide p-coumarique
Ry R,=R,=OH.R,=H acide caféique
R R,;=0CH:. R,.=0H. R;=H acide ferulique
: x R,=F;=0CH; R,=0H acide smapique
1

Figure 4 : structure chimique de 1’acide hydroxycinnamique (Bellebcire, 2008).

b- Les flavonoides

Le nom flavonoide est dérivé du mot « Flavus » en latin, qui signifie jaune. Les
flavonoides sont des pigments hydrosolubles responsables de la couleur des végétaux. Il en

existe plus de 4000 variétes regroupées en 6 classes principales. Ils ont des propriétés

10
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antioxydantes supérieures a celles des vitamines. Les flavonoides sont des dérivés du noyau
flavone ou 2-phenyl chromone (figure 08) portant des fonctions phénols libres, éthers ou
glycosides. Le noyau flavone est lui-méme un dérivé du noyau flavane de base (figure 5)
(Kebieche, 2009).

] NOYAU FLAVANE

NOYAU FLAVONE

Figure 5: Structure du noyau flavone et le noyau flavane. (Kebieche, 2009).

Les flavonoides sont donc des polyphénols complexes dont la structure en C15 (C6-C3-C6)
est constituée de deux noyaux aromatiques (noyaux A et B) et d’un hétérocycle oxygéné,
cycle C (Milane, 2004).

Les différentes classes des flavonoides

» Les chalcones et aurones

Les chalcones sont différents des autres types des flavonoides par I’ouverture du noyau
pyranique central, elles sont donc constituées de deux unités aromatiques reliées par une
chaine tricarbonée, cétonique, a, B-insaturée Le noyau B est fréeqguemment non substitué, alors
que les substitutions sur le cycle A sont identiques a celles des autres flavonoides (figure 6)
(NKkhili, 2009).

R = H : Butéine R = R" = H: Sulphorétine

R = 0OH : Okanine R = 0OH, R" = H: Aureusidine

R = H. R’ = OCH3: Leptosidine

Figure 6:Structure chimiques des chalcones et aurones (Francisco et Juan, 2010)

11
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» Les flavanones et flavanonols

Dérivent des précédentes par une cyclisation au centre du squelette, d’ou un hétérocycle.
Ils se caractérisent par 1’absence de la double liaison entre C2 et C3 par la présence des
centres d’asymétrie (figure 10) (Bellebcire, 2008).

Les flavanonols (encore appelés dihydroflavonols) se distinguent des flavanones par
I’hydroxylation de la position C-3 (figure 7) (Nkhili, 2009).

OH
R=H : Nanngemne R=0OH, R" =H: Taxifoline

R= OH : Eriodictyol R=0H, R'= OH: Ampélaptol

Figure 7: structure chimiques des flavanones et flavanonols(Min et al., 2010).

» Les flavones
Dérivent des flavanones par une oxydation qui introduit une seconde double liaison dans
I’hétérocycle. Dans plus de 90%, le cycle A est substitué¢ par deux hydroxyles phénoliques en

C5 et C7 (figure 8) (Bellebcire, 2008).

R=K"=H: Apigénime
F= OH. R~ H: Lutéoline
R=R" OCH3: Tricine

Figure 8 : structure chimiques des flavones(Alok et Ram, 2010).
» Les flavonols :
Se différencient des flavones par la présence d’un OH en C3 (Bellebcire L, 2008). Ces

composés constituent le groupe le plus hydroxylé de la famille des flavonoides. Ils peuvent

12
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exister soit sous forme d’aglycones, soit sous forme d’hétérosides. Les sucres les plus souvent

impliqués sont des aldoses : D-glucose, D-galactose, L-rhammnose et L-arabinose (figure 9)
(Nkhili, 2009).

oH O
R=K'=H: Kaempiérol
R=0OH. R’ = H: Quercétine
R=0OCH 3, R" = H: Isorhamnétine
R=R"= OH: Myriceétine

Figure 9 : structure chimiques des Flavonols (Alan C et al., 2009).

» Flavan-3-ols, flavan-3,4-diols

A la différence des flavanones et des flavanonols, ces deux groupes de molécules sont
toujours hydroxylés en position 3 et se caractérisent par 1’absence du groupe carbonyle en C4.
Les flavan-3-ols (appelés aussi les catéchines) possedent deux atomes asymétriques en C2 et
C3. Les flavan-3,4-diols se distinguent des catéchines par la présence du OH en position 4
(figure 10) (NKkhili, 2009).

R
OH
HC, Q.
3
oH
OH  OH
R=R'=H : Afreléchine E=R’'=H : Leucopélargomidine
R=0H, "= H : Catéchine R=0H, R" = H : Leucocvanidine
R =R'=OH : Gallocatéchine R =R"=OH : Leucodelphinidine

Figure 10 : structure chimiques des Flavan-3-ols, flavan-3,4-diols (Alan C et al. 2009).

» Les isoflavones
Dérivent aussi des flavanones mais outre une oxydation centrale, il y a transposition du
cycle latéral du C2 au C4 de I’hétérocycle (figure 11) (Bellebcire, 2008).

13
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Figure 11 : structure chimiques des isoflavones (Min et al. 2010).

» Les anthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments rouges trés répandus dans les fleurs et les fruits. Ils
sont des dérivés du cation 2-phenyl-1-benzopyrylium (flavylium) porteur de 3 cycles
aromatiques conjugués d’ou 1’absorption de lumicre visible (NKkhili, 2009). Chez les
anthocyanes, en plus de la position 3 qui est toujours glycosylée, il y a préférentiellement la
position 5 qui est glycosylée. La partie phénolique seule est désigné sous le nom
d’anthocyanidine, alors que I’hétéroside (molécule phénolique associée a un sucre) est appelé
anthocyanine (figure 12) (Bellebcir, 2008).

R OH B =R'=H : Pélargonidine

B=0H R =H: Cyanidine
HO 8 P R =0OCH; R =H : Péonidine
C s R =R'= 0OH : Délphinidine
= = B =0O0H: - ddi
OH R = R =0CHz : Malvidine
OH FE=0H, R"=0CH;: : Pémumdine

Figure 12: structure chimiques des anthocyanes (Alok et Ram, 2010).
1-6-2-2 Les polyphénols polymeres « Les formes condensees »

Ces composes résultent généralement de la condensation de certaines des formes
simples précédemment évoquées. Dans tous les cas, les formes condensées sont
particulierement difficiles a étudier et, dans la plupart des cas, on est obligé de les dégrader,
chimiguement ou enzymatiquement, avant de pouvoir les analyser. Selon la nature des
constituants impliqués et selon le type de condensation, on obtient des composés plus ou
moins complexes pouvant encore présenter une hydrosolubilité suffisante pour étre présents

dans la vacuole (tanins, certains produits de brunissement) ou au contraire acquérir un

14
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caractere lipophile marqué et s’accumuler alors dans les structures pariétales (lignines, acides

phénoliques intégrés dans la cutine et la subérine...) (Macheix et al. 2006).

a- Les Tanins

Ils représentent un groupe hétérogéne assez difficile a définir de facon rigoureuse et
concise car il n’y a pas de structure chimique de base (Nkhili, 2009). Il est classique de
distinguer deux grands groupes de tanins, différents a la fois par leur réactivité chimique et

par leur composition (Figure 13) (Bellebcire, 2008).

HO._ o~ O« ...[\B/”\

N, &7 ~,” ~ .+ ~.~” "Ra

2y

By = E>y— H : Afzéléchol

Ry—OH ! Ry—H : Catéchol

R; = F>= OH : Gallocatéchol

Figure 13: Structure chimiques des tanins (Kanoun, 2011).

» Les tanins hydrolysables

Ce sont des esters de glucose et d’acide gallique. Ils sont d’abord caractérisés par le
fait qu’ils peuvent étre dégradés par I’hydrolyse chimique (enzymatique). Libérant ainsi une

partie non phénolique (glucose) et une partie phénolique ou 1’acide ellagique

» Les tanins condensés

Ce sont des oligomeres ou des polymeéres de flavane 3-ol dérivés de la catéchine ou de
ses nombreux isomeres. Ces tanins catéchiques ne sont hydrolysables que dans des conditions
fortement acides (Awika et Rooney, 2004). lls ont la propriété de coaguler les protéines du

derme, d’ou leur utilisation dans le tannage des peaux (Guignard, 2000).

b- Les lignanes

15
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Les lignanes résultent de la polymérisation tridimensionnelle de trois unités
phénoliques de base dénommées monolignols et qui sont les alcools coumarylique,
coniférylique et sinapylique, dérivant respectivement des acides p-coumarique, férulique et
sinapique (Machiex et al. 2006). Ces composes de haut poids molécules contribuent a former,
avec la cellulose et les dérivés hémicellulosiques, la paroi des cellules végétales (Figure 14)
(Nkhili, 2009).

CH,O CH_OR
i _
HO - CH,OR
OCH,
OH

Figure 14 : Structure chimique des lignines.

c- Les stilbénes

Les stilbénes présentent une structure en C6-C2-C6, et sont synthétisés a partir de
dérivés d’acides cinnamiques dont. Ils sont présents dans la plante sous forme de monomeres,
dimeres, triméres ou polyméres. La molécule la plus courante et la plus étudiée est le

resvératrol (3,5,4’trihydroxystilbéne) (Figure 15).

HO

HO

Figure 15 : Structure chimique des stilbénes (Loic, 2011)
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I-7 Toxicité de la propolis

La toxicité de la propolis est treés faible. Chez le rat, la DL50 (dose 1étale médiane) d’un
extrait concentré de propolis a été évalué a 15 g/ kg. (Séverine, 2014). La dose la plus élevee
sans effets indésirables (NAOEL) est de 1.4 g/ kg chez I’animal et qu’une supplémentassions
de 1.95 g/ jour pendant 30 jours n’a pas entrainé d’effets indésirable schez 1’homme
(Jasprica et al. 2007).

Cependant, il peut exister des cas d’allergies de contacts (dermatose, eczéma) avec un

allergene bien identifié : le cafféate de prényle (Gardana et al. 2011).

I-8 L’activité de la propolis sur le systéme immunitaire

1-8-1 Activité immun-modulatrice

La propolis posséde une activité immun-modulatrice in vivo et in vitro sur I’ensemble
des cellules immunitaire responsables de la réponse immunitaire innée ou acquise qui se
traduit par une stimulation du pouvoir de présentation des macrophages. La propolis active les
macrophages par la génération d'oxyde nitrique, a partir de la L-arginine. L'oxyde nitrique est
un mécanisme microbicide important des macrophages pour inhiber la respiration
mitochondriale, la synthése d'ADN et le transport actif dans la membrane bactérienne et
fongique. (Hadj Salem, 2009).

Elle renforce la coopération entre les lymphocytes CD4 et CD8 (Orsatti et al. 2010)
(Parck et al. 2004), ainsi qu’elle stimule de la production des anticorps par les plasmocytes
(Orsi et al. 2000 ; Sforcin, 2007).

D’autres études ont montré que la prise de propolis entraine une inhibition de la
libération de I’histamine chez des patients souffrant d’une rhinite allergique (Shinmei et al.
2009).

En outre, ils ont constaté que la prise orale quotidienne de la propolis pendant 2 a 3
mois entrainait une diminution du taux des prostaglandines, des leucotriénes et des cytokines
pro-inflammatoires et parallélement une augmentation des cytokines anti-inflammatoire chez

des patients asmathiques (Khayyal et al. 2003).
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1-8-2 Activité anti-inflammatoire

Ce sont les flavonoides qui jouent le role principal dans I’inflammation suite a leur
capacité d’inhiber I’action de protéines kinases (protéine kinase C ou encore protéine tyrosine
kinase). Alors, ils inhibent la prolifération des lymphocytes T et B, ainsi que la synthése des
prostaglandines. En outre, une stimulation des macrophages sera observée (Borrelli et al,
2002).

L’inflammation ou la réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants,
vascularisés a une agression. L’agresseur peut étre d’origine physique (radiations, chaleur,
traumatisme..), chimique (toxines, venins, produits chimiques ...), biologique tel que les
composés issus de la réaction immunitaire (complexes immuns, anticorps, cytokines...), quel
que soit I’agresseur, la réponse inflammatoire reste la méme mais avec des intensités et des
durées variables (Zerbato, 2010).

La propolis posséde un effet anti inflammatoire significatif sur différents modeéles in
vivo d’arthrite, d’cedéme de la patte ou d’inflammation chronique ou aigiie. Plusieurs
mécanismes d’actions ont €té proposés : inhibition de I’activation de certaines molécules du
systeme immunitaire (IL-6) et inhibition de certaines enzymes impliquées dans la voie
métabolique de [I’inflammation (cyclo-oxygénase, lipo-oxygenase, myéloperoxidase,

NADPH-oxydase, ornithine décarboxylase).

Le CAPE (phényléthylique de ’acide caféique) est le plus puissant modulateur du
métabolisme de I’acide arachidonique a la base de la synthése des prostaglandines et
leucotriénes pro —inflammatoire (Rossi et al, 2002). 1l inhibe le NFkb et la cyclo-oxygénase
(Sauvager, 2014).

I-8-3 Activité anti-carcinogéne

L’activité anti-carcinogéne est due aux flavonoides (dont la quercétine) et a un dérivé
de I’acide caféique connu sous le nom CAPE identifié comme un inhibiteur du processus

tumoral (Banskotaet al., 2002 ; Huleihel et Ishano, 2004).

La tectochrysine et la pinocembrine sont des flavones qui ont la capacité de bloquer la

mutagenése et sont reconnues pour leurs effets antioxydants, anti-tumoraux, anti-
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inflammatoires et antimicrobiens (Eng-Chong et al. 2012) qui sont présents en grande
quantité dans la propolis originaire de différentes régions géographiques (Hamasaka et al.
2004).

La majorité des cancers dépendent de la voie de signalisation Pkal pour leur
croissance. Des études ont montrés que la propolis était capable d’inhiber cette derniére
(Pkal) en modulant I’expression ou I’activité¢ de certaines molécules impliquées dans cette

voie de signalisation comme Gtpase et Rac (Szliszka et al. 2009 ; Avci et al. 2011).

L’effet antiprolifératif se résulte d’une restauration du signal d’apoptose par induction
des protéines pro-apoptotique (p21, p53) ou par inhibition des protéines anti-apoptotiques
(Bcl 2, Be-xl) (Popolo et al. 2011).

L’effet antiprolifératif peut également résulter d’un arrét du cycle cellulaire en G1 par

inhibition des cyclines ou par blocage des récepteurs hormonaux (Weng et al. 2007).

I-8-4 Activité anti-oxydante

Plusieurs études ont montré que Dactivité antioxydante de la propolis était
positivement corrélée avec sa teneur en polyphénols et en flavonoides par inhibition de la
lipoperoxydation de 1’acide Linoléique (Bonvehi, 2011). Les flavonoides s’opposent ainsi &
I’oxydation des lipides et leur transformation en radicaux libres et le CAPE inhibe la

formation de 1’anion superoxyde (Gregoris etStevanato, 2010).

La propolis présente un large éventail d'activités pharmacologique en citant quelque
activité comme : I’activité antivirale (Lemosetal., 2020), [I’activité anti-infectieuse
(Ghediraet al. 2009), [P’activité antibactérienne (Saad Almuhayawi,2020), activité

cicatrisante (Blanc, 2010) activité antiulcéreuse (Nader El Housseini, 2013).

II-SYSTEME IMMUNITAIRE

I1-1Définition
Le systéeme immunitaire est apparu au cours de 1’évolution afin de protéger les organismes
(Chapel et al. 2004). Il les protege contre les micro-organismes, les cellules malignes, les
matieres étrangeres et toxiques. Ainsi, le systéme immunitaire est, par définition, I’ensemble
des molécules, cellules et tissus qui concourent a opposer une résistance aux menaces (Abbas

et Lichtman, 2009). Cette résistance porte le nom d’immunité ; la réaction coordonnée de ces
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molécules et cellules constitue la réponse immunitaire. Et surtout, il peut faire la
discrimination entre les molécules étrangeres et les cellules ou protéines de 1’organisme qui le
posséde (discrimination Soi — non Soi). Cependant, il arrive parfois que ce systeme puisse étre
défaillant. I1 devient alors délétére pour I’organisme en s’attaquant a certains organes comme
s’il s’agissait de corps étrangers provoquant ainsi des maladies auto-immunes (Bergereau,
2010).

11-2 Composition du systeme immunitaire

Le systéme immunitaire est un ensemble d’organes, de tissus, de cellules et de molécules

composants un réseau dynamique capable de nous protéger des pathogenes.

11-2-1 Les organes immunitaires :
11-2-1-1 Organes lymphoides primaires

Ils comprennent la moelle osseuse (bonne marron) et le thymus ; le rdle de ces organes
primaires est de permettre la formation, la différenciation et la maturation des cellules du
systéme immunitaire (Owen et al. 2014).

a- Moelle osseuse (moelle rouge)

Elle occupe les espaces entre les travees de I'os spongieux médullaire, elle permet 1’auto
renouvellement et la différenciation des cellules souches hématopoiétiques (CSH) en cellules
sanguines matures (Owen et al. 2014).Elle constitue le site de différentiation des lymphocytes

B, c’est le principale tissu contenant les plasmocytes produisant les immunoglobulines

(chatenoud et Bach, 2012).

b- Le Thymus
Organe lympho-épithélial situé au-dessus du cceur, formé de deux lobes, comprenant
chacun une zone corticale externe divisée en cortex superficiel et profond et une zone

médullaire centrale (Letonturier, 2007).

C’est le lieu de maturation des lymphocytes T a partir des précurseurs des lymphocytes T
venant de la moelle osseuse ; les cellules T matures sont ensuite relachées dans la circulation

sanguine (Baudry et Brezzellec, 2006)
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11-2-1-2- Les Organes lymphoides secondaires

a- Larate
Organe lymphoides, de forme ovale, le plus volumineux, situer sur le courant sanguin .La
rate est spécialisée dans la filtration du sang des globules rouges endommageées ou vieillis, et

la capture des antigénes circulants et utilises pour activer les lymphocytes (Bergereau, 2010).

b- Les ganglions lymphatiques

Sont des agrégats nodulaires de tissus lymphoides situés le long des voies lymphatiques
qui traversent I’organisme (Abbas et Lichtman, 2009). Sont les OLS les plus spécialisés.
Contrairement a la rate, qui régule également le taux de globules rouges et leur élimination,
les ganglions sont totalement engagés dans la régulation de la réponse immunitaire (Owen et
al. 2014).

c- Les systemes immunitaires cutanés et muqueux

Sont respectivement situés sous les épithéliums de la peau et des tractus gastro-
intestinal(MALT) et respiratoire (BALT).Les amygdales pharyngiennes et les plaques de
Peyer de I’intestin constituent deux formations lymphoides annexées aux muqueuses. A tout
moment, plus de la moitié des lymphocytes de tout 1’organisme se trouvent dans les
mugqueuses (Abbas et Lichtman, 2009). Ce qui refléte I’importance fonctionnels de ces tissus
dans la décence de I’organisme qui est prouvée par sa grande population de plasmocytes

producteurs d’anticorps (Kindt et al. 2007)

11-2-2 Les cellules immunitaires

Toutes les cellules du systtme immunitaire sont issues de précurseurs
hématopoiétiques de la moelle osseuse. Ces précurseurs, suivant le milieu cytokinique. lls se
différencieront soit en progéniteurs myéloides soit en progéniteurs lymphoides (Bergereau,
2010).

11-2-2-1 La lignée myéloide

Toutes les cellules du sang se développent a partir des cellules pluripotentes de la
moelle osseuse appelé «cellule souche hématopoiétique» capable de s’auto renouveler et de

donner naissance aux difféerents types cellulaires. (chatenoud et Bach, 2012).
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Le progéniteur myéloide rassemble les globules rouges (érythrocytes), les plaquettes
(thrombocytes) et les cellules phagocytaires qui ont une fonction de cellules présentatrices
d’ Antigénes professionnelles (CPA). (Baudry et Brezzellec, 2006)

La phagocytose est partagée entre : les macrophages (polynucléaires), les

macrophages (monocytes sanguins) et les cellules dendritiques (Owen et al. 2014).

a- Les polynucléaires

Ils représentent la premiére ligne d’attaque au cours d’une réponse immunitaire, il en

existe trois catégories :

-Neutrophiles : représentent 65% des leucocytes du sang et 99% des granulocytes. Ils ont un
noyau lobé et possedent de petites granules qui peuvent étre exocytés afin de limiter
I’inflammation a 1’endroit de I’infection, ils se trouvent ainsi sur la premiére ligne de la

défense innée ou ils exercent leur activité phagocytaire et microbicide (Parham, 2003).

-Basophiles : représentent 1% des leucocytes du sang. lls ont un noyau diffus et de grosses
granules pourpres contenant de 1’Histamine qui une fois déversé, attire les autres globules
blancs et active la réaction inflammatoire. lls interviennent dans les réactions allergiques
(Owen et al. 2014).

-Eosinophiles :Ils ont un noyau lobé, granulations rouges ou jaunes. Ils s’attaquent aux
parasites de 1’organisme sans les phagocyter ; ils se fixent dessus, déversent leurs granules qui
contiennent des enzymes destinés a les détruire. Ces derniéres peuvent également limiter

’action de I’histamine des granulocytes basophiles (Male et al. 2007).

b- Les monocytes / macrophages
Les monocytes sont des cellules de grandes tailles avec un noyau en forme de rein et
nombreuses organelles cytoplasmiques, ils représentent entre 2 a 10 % de leucocytes totaux
du sang. Pendant huit heures ils migrent vers les tissus ou ils se différencient en macrophages
qu’ils font partie du systéme phagocytaire mononuclée et appartiennent aux phagocytes
professionnels et qu’ils forment une population trés hétérogéne (Miroslav 2004) et
(Bergereau, 2010).
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c- Les cellules dendritiques (CD)

Elles jouent un réle primordial dans I’initiation d’une réponse immunitaire et tirent leurs
noms de leurs longues extensions membranaires ressemblant aux dendrites des cellules
nerveuses. Elles représentent 0.5% des cellules mononuclées du sang, elles réalisent
lafonction distincte de capture de 1’antigéne dans un site et de présentation antigénique dans

un autre, elles sont trouvées pratiqguement dans tous les organes (Owen et al. 2014).

» Les cellules dendritiques folliculaires

Ces cellules tirent leur nom de leur localisation exclusive au sein des follicules lymphoides

(structures organisées des ganglions lymphatiques) qui sont enrichis de lymphocytes B.

Elles ne possedent pas des fonctions de capture ni de présentation antigénique, leur interaction
avec les cellules B est une étape importante dans la maturation et différentiation des cellules
B (Owen et al. 2014).

11-2-2-2La lignée lymphoide
Un progéniteur commun donnant naissance a deux types majeurs de lymphocytes : LB et

LT ainsi que les cellules NK :

a- Les lymphocytes B

La cellule LB vient de « bonne marron » qui signifie « moelle osseuse » en anglais qui
désigne I’organe ou les lymphocytes B achevent leur maturation. Responsable de la réponse
immunitaire humorale, chaque lymphocyte B mature porte a sa surface sous la forme d’un
complexe : le récepteur des cellules B (BCR) pour un antigene soluble ou particulaire. Une
fois stimulés, ces lymphocytes B peuvent se différencier en plasmocytes qui sécretent un
grand nombre d’immunoglobulines (AC) identiques et spécifiques a ’Ag en cause ainsi que

des cellules LB meémoires (Male, 2005).

b- Les lymphocytes T

Sont le support de I'immunité a médiation cellulaire, représentent 70 a 85 % de
lymphocytes circulants (Masmoudi, 2015). Ces cellules tiennent leur nom de leur site de
maturation, le thymus ou elles expriment ensuite leur récepteur pour I’antigéne appelée
Récepteur des Cellules T (TCR) et se différencient en deux sous populations, I’une portante le

marqueur CD4 et ’autre le marqueur CDS8. Aussi on peut distinguer deux autres sous
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populations selon le type de recepteur, soit af(TCR2) soit y§ (TCR1) (Male, 2004). Elles
sont caractérisée par une durée de vie longue, mobiles et se trouvent dans le sang, la lymphe
et dans certaines régions des organes lymphoides dites thyms-dépendantes (Letonturier,
2007).

c- Les cellules NK

Autrefois appelées « grands lymphocytes granuleux » suite a la présence des granules
cytotoxiques, elles constituent 5% a 10% des lymphocytes dans le sang périphérique chez
I’homme, proviennent du méme précurseur des cellules T et deviennent matures dans la
moelle osseuse. Ce sont des cellules tueuses tres efficaces qui attaquent une grande variété de
cellules anormales, y compris certaines cellules tumorales et certaines cellules infectées par
des virus (Owen et al. 2014).

On peut également ajouter un autre type de cellules immunitaire, les mastocytes qui sont
localisés dans la plupart des organes a I’exception du cerveau .IlIs contiennent des granules
riches en substances telles que 1’héparine , I’histamine ,la sérotonine ainsi que de nombreuses
enzymes ,ces éléments sont libérés dans le sang lors d’une réaction antigéne-anticorp en
stimulant la vasomotricité ,activant d’autres cellules du systéme immunitaire ou en participant
a la coagulation sanguine. Interviennent dans le phénoméne d’inflammation et responsables

de I’allergie par la libération de I’histamine (Bourillon et al. 2013).
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Figure 16 : Les cellules du systeme immunitaire.

24




DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES / Chapitre |

11-2-3- Les substances plasmatiques soluble
11-2-3-1- Systéme du complément :

Il se compose d’un ensemble de 20 glycoprotéines dans le sérum, et d’autres a la

surface des cellules, ou elles participent a la formation de divers récepteurs (Lydyard, 2013).

On distingue trois voies d’activation du systeme de complément (la voie classique, la
voie des lectines et la voie alterne), a 1’origine de leurs fonctions (la lyse des cellules cibles,

I’opsonisation des pathogenes et I’activation de la réponse inflammatoire) (Kindt et al. 2008).

11-2-3-2- Les anticorps (AC) ou immunoglobulines (Ig) :
Produits par les plasmocytes, ils ont deux fonctions essentielles, la reconnaissance et la
fixation sur le déterminant antigénique, et fonctions effectrices, comprenant la capacité de se

fixer au récepteur Fc et d’activer le complément, etc. (Miroslav, 2004).

11-2-3-3- Les cytokines

Elles sont des glycoprotéines produites par de tres nombreux types cellulaires, exprimant
I’'un des mécanismes principaux d’interactions cellulaires et régulant des fonctions
biologiques extrémement variées (prolifération, différenciation, activation, survie ou mort

cellulaire).

Les cytokines peuvent étre classées en :

- Interleukines : d’IL-1 a I1L-26.

- Interférons : IFN-a, IFN- B et IFN—y.

- Facteur de nécrose tumorale (Tumor Necrosis Factor) :TNF

- Facteur de croissance de transformant (Transforming Growth Factor) : TGF

- Facteur stimulant les colonies (Colony Stimulating Factor) : GM-CSF, M-CSF et
GCSF.

- Chimiokines : CCL ou CXCL

11-3 FONCTIONNEMENT DU SYSTEME IMMUNITAIRE

Pour assurer sa protection, 1’organisme posseéde deux types de mécanismes de défense :
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I1-3-1Les mécanismes de ’immunité innée :

Assurent la défense initiale contre les infections. Certains des mécanismes empéchent
les infections (ex : les barrieres épithéliales), tandis que d’autres ¢liminent les microbes (ex :
les phagocytes, les cellules NK et le systtme du complément). lls entrent en action

rapidement mais ne sont pas spéecifique a un agresseur en particulier (Abbas et al. 2013).

11-3-2Les mécanismes de I’'immunité adaptative :

Se développent plus tardivement lorsque 1’agent pathogéne réussit a déjouer les
défenses naturelles non spécifiques (Lydyard, 2013) et sont assurees par les lymphocytes et
leurs produits. Les anticorps bloquent les infections et éliminent les microbes (réponse
immunitaire humorale), les lymphocytes T éliminent les microbes intracellulaires (réponse

immunitaire cellulaire). (Abbas et al. 2013).

Ces mécanismes sont spécifiques et dotés d’une mémoire (Abbas et al. 2013), ces deux réponses sont
intimement liées suite aux messagers chimiques (Cytokine) de la communication intercellulaire
(Lydyard, 2013).

I1-4 DYSFONCTIONEMENT DU SYSTEME IMMUNITAIRE CAS DE
L’IMMUNODEFICIENCE

11-4-1 Définition

Le déficit immunitaire est une pathologie correspondant a une insuffisance ou un
mauvais fonctionnement d’une ou de plusieurs fonctions du systéme immunitaire. Il en résulte

d’une augmentation de la susceptibilité aux infections. (Notarangelo et Ficher, 2010).

Elles surviennent lorsqu’ un ou plusieurs composants du systtme immunitaire sont
défectueux. Les déficits immunitaires altérent les capacités du systéme immunitaire a
défendre 1’organisme contre 1’invasion ou [’attaque de cellules étrangeres ou anormales
(telles que des bactéries, des virus, des champignons et des cellules cancéreuses). Par
conséquent, des infections bactériennes, virales ou fongiques inhabituelles ainsi que

des lymphomes ou d’autres cancers peuvent se développer. (Abbas et al. 2013)

Un autre probléme réside dans le fait que jusqu’a 25 % des personnes présentant un

déficit immunitaire sont également atteintes d’une maladie auto-immune (thrombocytopénie
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immunitaire, par exemple). Lorsqu’une personne est atteinte d’une maladie auto-immune,
son systéme immunitaire attaque les tissus de son propre organisme. Parfois la maladie
auto-immune apparait avant que [’immunodéficience ne provoque de symptomes
(McCusker, 2011).

Il existe deux types de déficits immunitaires :

11-4-1-1 Les immunodéficiences primaires

Sont causées par des mutations héréditaires dans un grand nombre de genes impliqués
dans les réponses immunitaire ou dans leur contréle. Bien plus de 150 immunodéficiences ont
été décrites, elles affectent le déeveloppement des cellules immunitaire, leur fonction ou les
deux. Ces troubles sont d’ordinaire présents a la naissance et sont des troubles génétiques
généralement héréditaires (Notarangelo et Ficher, 2010). Ils se manifestent en général au
cours de I’enfance, voire de la petite enfance. Toutefois, certains déficits immunitaires
primitifs (tels que I’hypogammaglobulinémie a expression variable) ne sont diagnostiqués

qu’a I’age adulte(Mc cusker, 2011).
11-4-2-2 Immunodéficiences secondaires

Sont acquises a la suite d’autres maladies ou sont secondaires a des facteurs
environnementaux tels que la famine ou sont une conséquence défavorable de 1’intervention
médicale. Certaines formes d immunodéficiences affectent principalement les voies de
régulation immunitaire Des défauts de ce type peuvent entrainer une allergie, une prolifération

anormale de lymphocyte, une auto immunité et certain type de cancer.

Ces troubles peuvent étre dus a :
« Pathologies prolongées (chroniques) et/ou graves comme le diabéte ou le cancer
e Médicaments
o Rarement, la radiothérapie

Un déficit immunitaire secondaire peut résulter de presque toute maladie grave
prolongée. Le diabete peut par exemple entrainer un déficit immunitaire, par
dysfonctionnement des globules blancs consecutif aux taux élevés de sucre dans le sang.
Une infection par le virus de I’immunodéficience humaine (VIH) induit un syndrome
d’immunodéficience acquise (sida), qui est le déficit immunitaire acquis grave le plus

frequent(Mc cusker, 2011).
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11-4-2 Traitement immunosuppresseur

Les traitements immunosuppresseurs agissent sur le mécanisme immunitaire en
induisant une déplétion des lymphocytes T. Le taux de réponse est de 60% a 80% selon les
études, avec un taux de survie & 5 ans entre 55 et 80%, proche des résultats obtenus avec
I’allogreffe de CSH. Toutefois, ['hématopoi¢se d'un patient aprés traitement
immunosuppresseur reste profondément anormale et potentiellement sujette a une évolution
(Socie, 2005).

11-4-2-1Ciclosporine A

La ciclosporine A (CsA) est une molécule appartenant a une famille de polypeptides

cycliques produits par la levure Tolypocladium inflatum (Figure 17).
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Figure 17 : Structure de la ciclosporine (Lydyard, 2013).
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11-4-2-2 Mécanisme d’action

La CsA appartient a la famille pharmaco-thérapeutique des inhibiteurs de la
calcineurine. La CsA inhibe trés sélectivement la prolifération des lymphocytes T en
supprimant la réponse cellulaire précoce aux stimuli antigéniques et régulateurs. Un complexe
hétérodimérique se forme par la liaison entre la CsA et la cyclophiline (récepteur
cytoplasmique), qui va ensuite se lier a la calcineurine, inhibant de ce fait D’activité

phosphatase sérine-thréonine Ca2+ dépendante (Lydyard, 2013).

Sans cette activité phosphatasique de la calcineurine, la déphosphorylation des
protéines cytosoliques de régulation est impossible. Ces derniéres ne peuvent donc pas passer

dans le noyau pour servir de sous-unités du complexe de facteurs de transcription.
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L’activation des cellules T augmente la transcription de nombreux génes qui codent pour des
cytokines spécifiques, particuliérement pour I’'TL-2, certains proto-oncogenes et certains

récepteurs de cytokines (par exemple le récepteur pour 1’IL-2) (Philip, 2016).

La liaison de la CsA a la cyclophiline a pour conséquence 1’inhibition de 1’activité de
la calcineurine et donc, la suppression de la cascade d’événements qu’elle stimule. La CsA
peut également déprimer la sécrétion d’IL-2 en augmentant I’expression du facteur de
transformation de croissance  (TGF B), qui est un puissant inhibiteur de la prolifération des
cellules T stimulées par I’IL-2 et de la production de lymphocytes cytotoxiques specifiques de
I’antigéne. La surexpression de TGF [ peut contribuer a I’effet immunosuppresseur global de
la CsA (Philip, 2016).

11-4-3-3 La toxicité de la ciclosporine :
La DLso de la ciclosporine administrée par voie orale est de 2329 mg/kg chez la souris,
1480 mg/kg chez le rat et > 1000 mg/kg chez le lapin. La DLso lors de l'administration par
voie intraveineuse est de 148 mg/kg chez la souris, 104 mg/kg chez le rat et 46 mg/kg chez le
lapin (VIDAL, 2020)
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Notre étude a été menée au niveau de 'unité des bio-essais in vivo du service de
Pharmacotoxicologie du Laboratoire National de Contréle des Produits Pharmaceutiques
(LNCPP) & Dely Brahim. L’animalerie se trouve au sein de cette unité.

Les résultats de la formule de numération sanguine ont été fournis par le laboratoire de
I’hépital ISSAAD HASSANI de BENI-MESSOUS.

I-MATERIELS
I-1 Matériels biologiques 1
I-1-1 Le modele expérimentale
On a réalisé la premiére étude sur un échantillon de 10 Rats Wistar Albinos femelles
avec un poids corporel varie entre 170 et 280g.

La deuxiéme étude été réalisée sur un échantillon de 40 souris BLBC femelles du poids
corporel de 18 + 2,1g.
I1-1-2 Conditions d’élevage
Les rats sont hébergées a 1’animalerie de 1’unité des bio-essais in vivo du service de
Pharmacotoxicologie du LNCPP dans cages en polypropyléne tapissés d’une litiere constitue
de copeaux de bois, ces cages sont nettoyé un jour sur deux par 1’eau et un détergeant (eau de

javel). Les rats sont nourris par un régime granulé et de 1’eau présentée dans des biberons.

Figure 18: rats au niveau de I’enceinte d’élevage.
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La salle de I’animalerie dispose d’une température ambiante et contr6lée (elle est a

24°c), une humidité convenable ainsi que 1’air est renouvelé a I’aide d’un extracteur d’air.

Une photopériode est assurée 12/24 heures par un éclairage artificiel.

1-2 Matériels biologiques 2

Propolis algérienne brune de la wilaya de Tipaza.

Propolis algérienne brune de la wilaya de Boumerdes L’extrait hydro-alcoolique.

1-3 Matériels chimiques

La ciclosporine (Neoral 100mg)
Le tween (émulsifiant)
Diethylether

Huile de tournesol (placebo)
Xyléne

Diclofénac gel 1%

Ether de pétrole

Figure 19 : La propolis algérienne brune Figure 20 : La ciclosporine

1-4 Equipements

Vortex, Mortier, Balance de précision, Balance de paillasse, Sonde des rats, Seringues,

Micropipettes, Becher, Erlenmeyer, Pipettes pasteurs, Spatule, Tube EDTA, Burette graduée,

Ballons, coton, Cages en polyéthylene ,Ciseaux, emporte-piéce, marteau, Tambour.
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II- METHODES
Notre étude a été réalisée en deux parties:
v Etude de I’effet immun-stimulateur de la propolis sur chez les rats Wistar.

v Etude de I’effet anti-inflammatoire de propolis chez les souris BLBC.

11-1-Etude de I’effet immun-stimulateur de la propolis chez les rats Wistar :
L’objectif de cette étude est de vérifier ’activité immunostimulante de la propolis en
suspension suite a une induction d’une lymphopénie par la ciclosporine.
I1-1-1-Evaluation de la formule de numération sanguine
L’évaluation de la formule de numération sanguin est faite afin d’avoir le nombre des
Lymphocytes, Globules Blancs et les Granulocytes.
» Prélévement sanguin
Le prélevement se fait aprés anesthésie par inhalation du diéthyléther. Le sang est
prélevé par ponction dans le sinus rétro-orbital a 1’aide d’une pipette pasteur héparinée. Un
Iéger mouvement rotatoire de la pipette perforant le sinus permet au sang de remonter par

capillarité dans celle-ci. Le sang ainsi prélevé est recueilli dans des tubes a hémolyse EDTA.

Figure 21 : Le prélévement par Figure 22 : Le sang prélevé dans
ponction dans le sinus rétro-orbital. des tubes EDTA

» Enumération de la formule de numération sanguine
L’énumération de la formule sanguine a été faite au niveau le laboratoire de I’hopital
ISSAAD HASSANI de BENI-MESSOUS.

33




Matériel et Méthodes / Chapitre |1

11-1-2-L’induction de la lymphopénie par la ciclosporine :

L’administration orale de la ciclosporine a 1’aide d’une sonde de gavage des rats a été
faite quotidiennement le matin a 8h30-9h00 a une dose de 50mg/1kg/J pour chaque
rat pendant huit (09) jours selon le protocole professeur Chader H avec quelque

modifications.

11-1-3 Prélevement sanguin et énumération de la formule sanguine pour confirmer
I’induction la lymphopénie :
Un deuxiéme prélevement a été effectué pour les dix (10) rattes afin de confirmer

I’effet de la ciclosporine et I’induction de la lymphopénie.

I1-1-5Administration de la suspension de la propolis

» Préparation de la suspension de la propolis :

La suspension été préparée selon le protocole de professeur Chader H: un 0,5g de
propolis été mélangé avec 04 goutes de Tween en utilisant un mortier et on ajoutant

progressivement1ml d’eau distillé jusqu'a avoir une suspension homogene.

» Gavage de la suspension de la propolis
Apres I’induction de la lymphopénie chez les dix (10) rats, on a repartie ces rats en 02
lots:
v 1% lot témoin : ne re¢ois aucun traitement.

v 2eme lot traité : recois 1ml de la suspension de propolis quotidiennement pendant 15

jours.
A /

Figure 23: La suspension de la propolis 0,5g/1ml. Figure 24: Gavage d’un rat.
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11-1-6 Prélévement sanguin et énumération de la formule sanguine :
Un troisieme prélevement a été faite dans le but de déterminer I’évolution de taux des
globules blancs, des lymphocytes et les granulocytes suite a I’administration de la suspension

de la propolis.

11-1-7 Evaluation de poids corporel :

Les rats ont été pesés quotidiennement toute la durée de notre expérimentation a

8h :00 a I’aide d’une Balance de paillasse.

Administration orale

Prélévement de la ciclosporine
FNS S0mg/kg/jour pendant 9
aTo jours dans touts les rats
suivie par un préelévement.
FNS
aTl

témoin

< -

Les rats ne recoivent
aucun traitement

Administration orale
de la propolis
0.5g/ml/jour pendant 15 jours dans chaque rat
suivie par un prélévement
FNS
aT2

Figure 25 : le plan du 1’étude de I’effet immunostimulante de la propolis
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11-2 -Etude de I’effet anti-inflammatoire de ’extrait hydro-alcoolique de la
propolis :

L’objectif de cette étude est de vérifier I’activité anti-inflammatoires de 1’extrait
hydro-alcoolique de la propolis au niveau de ’oreille interne de souris BLBC femelles par
application cutanée de I’extrait en préventif puis induction d’un cedéme a 1’aide d’un irritant

cutané : le xylene.

11-2-1Principe

L’étude de I’activité anti-inflammatoire de I’extraits hydro-alcooliques de la propolis
sur le model d’cedéme de 1’oreille induit par le xyléne chez la souris a été réaliser selon le

protocole adapté par (Gloaguen et krausz, 2008).
» Reépartition des lots

04 lots de 10 souris chacun ont été formés, a savoir, un lot témoin négatif, un lot
placebo, un lot t¢émoin positif, et un lot traité par 1’extrait hydro-alcoolique de la propolis. Les

souris de chaque lot ont été pesées puis ont été numérotées de 1 a 10 et localisés dans des

cages étiquetees.

ol

Figure 26: étape de la pesée puis de la numérotation des souris.

» Dilution de I’extrait hydro-alcoolique de la propolis

L’extrait hydro-alcoolique de la propolis est dilué préalablement a 10% dans de 1’huile de
tournesol. Ainsi, la concentration finale est de 100ul/ml pour cet extrait.
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s Autemps TO:

» 1°"Lot : Lot placebo chaque souris regoit sur la face interne d’oreille gauche 100ul
d’huile de tournesol appliquée localement.

» 2°M¢| ot : témoin négatif ou les souris ne recoivent aucun traitement préventif

» 3*MLot : Lot d’essai ol chaque souris regoit sur la face interne de 1’oreille gauche 100 pl
de I’extrait hydro-alcoolique de la propolis a une concentration de 1%, appliquée
localement.

» 4°Me|_ot: témoins positif ou chaque souris recoit sur la face interne de son oreille gauche

100 pl de Diclofénac pommade 1% appliquée localement.

« Au temps TO+01h :

Une heure apres, 30 ul de xyléne (solvant irritant) ont été appliqués sur la face interne

de I’oreille gauche de la souris des lots préalablement traités par le préventif (OT).

Le lot de souris témoin négatif et placébo ont recu directement 30ul de xyléne sur la face

interne de I’oreille gauche.

Figure 27: diclofénac gel 1% utilisé Figure 28 : application de I’extrait hydro-
comme témoin positif alcoolique de la propolis sur I’oreille gauche
(0G)

« Au temps T0+04h :

Quatre heures apres ’application du xyléne, les 5 lots de souris ont été sacrifiés par

asphyxie dans de I’éther de pétrole.

Les souris ont été récupérés, leur oreille gauche et droite ont été coupés a 1’aide d’un
ciseau, ensuite, des disques cutanés ont eté formes par un emporte-piéce.
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Figure 29: Lot de souris dans le Eigure 30: disques cutanés obtenus.
bain d’éther de pétrole.

Les disques cutanés obtenus ont été pesés a I’aide d’une balance analytique et leur poids
notés.

Les résultats sont présentés sous forme de Moyenne + écart type sont effectuées par le test
one way ANOVA with tukey post hoc test.

Le poids a été analysé par le test de Fisher (LSD), 1’Analyse des différences entre les
modalités avec un intervalle de confiance a 95%.

La différence est jugée statistiguement comme :
e Non significative lorsque p > 0,05
e Significative (*) lorsque 0,05 > p > 0,02

e Trés significative (**) lorsque 0,02 >p > 0,01

e Hautement significative (***) lorsque 0,01 > p
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1- Résultats 01 :
I-1 Etude de ’effet immunostimulante de la propolis:

Notre étude d’évaluation de D’activité immunostimulante de la propolis suite a une
induction d’une leucopénie par la ciclosporine par une dose de 50mg/kg/j pendant 9jours par
voie orale est basée sur la comparaison du nombre des globules blancs(GB), les lymphocytes
(LYM) et les granulocytes (GRA) avant et aprés 1’administration orale de la suspension de la
propolis pendant 15jours a une dose de 0.5g/ml/jour.

Les graphiques ci-dessous comprennent respectivement 1’énumération des lymphocytes,
globules blancs et les granulocytes de chaque rat dans des temps différents.

» Le controle : représente les taux normaux des cellules (GB), (LYM), (GRA) a TO.

» Ciclosporine : représente les taux des cellules (GB), (LYM), (GRA) apres
administration de la ciclosporine pendant 9jours (T1).

» Ciclosporine+ Propolis : représente les taux des cellules (GB), (LYM), (GRA) apreés
une leucopénie suivie par une administration orale de la propolis pendant 15 jours
(T2).

La variation quotidienne du poids corporel est ainsi mise en évidence.

1VV-1-1-1 Enumération des cellules LYM, GB et GRA :

Enumération des Lymphocytes (10%1) :
La ciclosporine a induit une diminution hautement significative des taux des lymphocytes
avec un pourcentage de 41,01%, cependant la propolis augmente hautement significative les

taux des lymphocytes a 48,97%.
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Figure 31 : ’effet de la ciclosporine et la propolis sur les taux des lymphocytes.
***P<(0.001 vs contrdle, ##P<0.001 vs ciclosporine

2) Enumération des Globule blancs: (10%/1)
La ciclosporine a induit une diminution significative des taux des lymphocytes avec un
pourcentage de 35%, cependant cette diminution a été rétablie par la propolis avec des valeurs

comparable au contrdle par une augmentation hautement significative.

3 Contdle
@@ Ciclosporine
6 @D Ciclosporinet+Propolis

HH#t#

Leucocytes 10%L
N

L]
Contoéle Ciclosporine Ciclosporine+Propolis

Figure 32 : I’effet de la ciclosporine et la propolis sur les taux des globules blancs.
***pP<(.001 vs controle, ####P<0.001 vs ciclosporine
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3) Enumération des Granulocytes (10%1)

La ciclosporine aboutie une diminution des taux des granulocytes de 37,5%, mais 1’effet de la

propolis n’est pas significatif.

0.5- 3 Contole
mi' - @@ Ciclosporine
e @D Ciclosporine+Propolis
X
o0 0.3
8
=
3 0.2
S
c
S 0.1
O]
0.0 T

Contole Ciclosporine Ciclosporine+Propolis

Figure 33 : I’effet de la ciclosporine et la propolis sur les taux des Granulocytes.
***P<(0.001 vs contréle, ###P<0.001 vs ciclosporine

1V-1-1-3 Variation du poids corporel :
Les rats ont été pesés quotidiennement toute la durée de expérimentation pendant 26 jours,
Le poids varie selon les trois (03) phases : Figure

» Phase 1 : témoin (commence du 1% jour jusqu'a 3°™ jour)

» Phase 2 : ciclosporine (commence du 3°™ jour jusqu'a le 11°™ jour)

» Phase 3 : Propolis (commence du 12°™ jour jusqu'a 26°™€ jour)
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Figure 34: I'ordre chronologique des différentes phases et leurs durée.
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Figure 34 : graphique de distribution dupoids corporel des rats en gramme pendant les
diffirentes phases. L’analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de
confiance a 95%
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Figure35 : un graphique des boites a moustaches représentent la distribution des valeurs de

poids des rats avec leurs médianes, les intervalles interquartiles et les valeurs maximales et

minimales de la distribution. L’analyse des différences entre les modalités avec un intervalle

de confiance a 95%

On observe toutefois une variabilité heterogene des valeurs du poids des rats dans les

différentes phases ainsi une distribution asymétrique de ces valeurs.

On note que la ciclosporine induit une dimunition non significatif du poids (P > 0,060) par

rapport au poids témoin, par contre la propolis a entrainé une chute significative (P > 0,001)

du poids des rats par rapport le poids le la phase ciclosporine ainsi qu’une chute hautement

significative (P< 0,0001) du poids des rats de la phase témoin.
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IVV-2-Résultats 02

IV-2-1 L’étude de I’activité anti inflammatoire in vivo :

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire de 1’extrait hydro-alcoolique par la méthode
de l’induction de I’cedéme de Doreille par le xyléne chez la souris est basée sur la
comparaison de la moyenne de la différence de poids de I’oreille traitée et de I’oreille non
traitée.

Les tableaux ci-dessous comprennent respectivement le poids de chaque souris, le poids de
I’oreille traitée OT, le poids de ’oreille non traitée ONT ainsi que la différence de poids (OT-
ONT).

Le poids moyen de I’cedéme de I’oreille a été calculé selon la formule suivante :

X POT—PONT]

Le poids moyen de I’cedéme= [ "

POT : poids de I’oreille traitée.
PONT : poids de I’oreille non traitée.

N : nombre de souris constituant un lot

Tableau I1: lot numéro 01: Placebo.

Poids des souris | Poids de I’oreille | Poids de I’oreille poids de
(9) gauche traitée droite non I’eedéme (MQ)
(mg) traitée
(mg)

22.1g 4.2 3.7 0,5
20.2 3.2 4.6 0
22.1 7.1 4.2 2,9
20.6 6.9 4.4 2,5
21.2 51 4.3 0,8
21.3 3.8 4.2 0
18.7 4.6 4.4 0,2
21.9 5.8 4.8 1
19.3 5.9 4.6 1,3
20.4 5.9 4.3 1,6

Moyenne / / 1.08
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Tableau I11: lot numéro 02: témoin négatif

Poids de la Poids de I’oreille | Poids de I’oreille | poids de I’eedéme
souris gauche traitée droite non (mg)
(9) (mg) traitée (mg)
21.4 6.3 4 2.3
18.2 5.3 4 1.3
19.5 3.8 4.4 0
18.2 4.4 4 0.4
20.7 5 4.6 0.4
194 5.6 4 1.6
20.3 5.4 4.4 1
18.5 4.5 3.8 0.7
21 6.4 4.4 2
22.1 5.5 3.7 1.8
Moyenne / / 1.15

Tableau IV: lot numéro 03 : extrait hydro-alcoolique de la propolis.

Poids de la Poids de I’oreille | Poids de I’oreille Poids de
souris Gauche traitée droite non I’cedéme
9 (mg) traitée (mg) (mg)
20.5 3,8 4.2 0
18.6 3,6 3,5 0.1
21.3 3,8 4 0
21,4 2,8 3,2 0
18,9 3,8 2,6 1,2
22 3,4 3.6 0
21 3,7 3,8 0
18,1 4,6 5 0
20,2 4 3,6 0.4
18,6 4 3,5 0,5
Moyenne / / 0.22
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Tableau V : lot numéro 04 : témoin positif

Poids de la Poids de I’oreille | Poids de I’oreille Poids de
souris gauche traitée droite non I’eedéme
9 (mg) traitée (mg) (mg)
18.1 3.9 4.3 0
20.1 6.3 4.2 0.4
19.3 6.3 4.8 0.1
19.5 6.3 3.9 0.4
195 4.4 4.1 1.8
21.4 4 4.1 0.1
21.5 6.5 4.8 0.5
18.1 7.3 4.8 0.6
19.2 3.9 4.2 0.3
21.2 7 5.1 0.1
Moyenne / / 0.43

Tableau VI : Tableau regroupant les PM ainsi que les pourcentages d’inhibition

Lot :

Poids de I’cedéme

% de réduction de I’ccdéme

LotO1 :

placebo

1,08

6,08%

Lot 02 :

témoin neg

1,15

0%

Lot 03 :

témoin pos

0,43

62,6%

Lot 04 :
extrait
hydro-

alcoolique de

la propolis

0,22

80,86%
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Chez le groupe de souris témoin positif traités par diclofenac a 1%, nous remarquons une
diminution hautement significative de 1’inflammation (P= 0.012) comparé au groupe de souris
témoin négatif. L’augmentation du poids de I’cedéme quatre heures aprés 1’induction de
I’inflammation par le xyléne est de 0.43 g (Figure 37) ce qui correspond a un pourcentage
d’inhibition de 61.26% (Figure 38).

Chez le groupe de souris Placebo traités par I’huile de tournesol, ne nous remarquons aucune
diminution significative de I’inflammation (P= 0.431) comparé au groupe de souris témoin
négatif. L’augmentation du poids de 1’cedéme quatre heures aprés [’induction de
I’inflammation par le xyléne est de 1,08 g (Figure 37) ce qui correspond a un pourcentage
d’inhibition de 6,08% seulement. (Figure 38)

Concernant le lot traités par 100ul/ml de 1’extrait hydro-alcoolique de la propolis algérienne a
induit une diminution hautement significative de 1’inflammation (P= 0.002) par rapport au lot
témoin négatif. Ce qui correspond a une augmentation du poids de I’cedéme a seulement

0,229 (Figure 37) avec un pourcentage d’inhibition de 80,86% (Figure 38).

3 Placebo

@ Xyléne

@@ XylénetDiclofénac

3 Xyléne+ Extrait HA Propolis

2.0- i

2.5+

Poids moyen d'Oedéme (mg)

Figure 37 : histogramme représentant le poids de 1’cedéme quatre heures apres application du
préventif - a savoir- 1’extraits hydro-alcoolique et diclofenac 1% ainsi que le poids de

I’cedéme du témoin négatif.
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Figure 38 : histogramme représentant le pourcentage d’inhibition de 1’cedéme induit par le
xyléne. La comparaison est faite par rapport au diclofénac CLOGEL® gel 1% comme témoin

positif et le ttmoin négatif.
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I11-2 Discussion

111-2-1 Etude de ’effet de propolis sur la Formule de Numération Sanguin et le
poids :
I11-2-1-1 Evaluation de la formule numérique sanguine :
a- Induction de I'immunodéficience par la ciclosporine

Nos résultats en faveur d’une lymphopénie, caractérisés par une diminution hautement
significative des globules blancs (P=0.000006) et surtout des lymphocytes (P=0.002)chez tous
les rats suite a I’administration orale de la ciclosporine a une dose de 50mg/kg/j durant 08
jours, sont similaires a ceux Kawaiet al.(2005) qui ont démontré que la CsA stimule le
développement des Treg a de faibles doses (10 mg/kg/j), alors que leur développement est
inhibé avec de fortes doses (50 mg/kg/j).

Par ailleurs, la CSA a un effet prouvé sur la production I’IL-2, avec un maximum
d’inhibition pour de fortes concentrations de CsA. D’un autre coté, il a également été
démontré que la différenciation des Treg faisait intervenir des mécanismes dépendants de
I’IL-2 et de son interaction avec ses récepteurs (IL-2Ra et IL-2Rp). L’IL-2 et ses récepteurs
jouent donc un role essentiel dans la biologie des Treg (Philippe, 2016).

La régression pondérale non significative (P=0.12) (chute de poids) observée chez tous les
rats traités par la ciclosporine peut étre considérée comme un signe de toxicité de cette derniére.
Cependant, la ciclosporine est connue par son effet immunosuppresseur qui affaiblit 1’organisme

en le rendant vulnérable aux affections les plus divers.

111-2-2 Effets de la propolis

Les rats traités par la propolis pendant 15jours juste aprés le traitement par la CSA ont
montré une augmentation tres significative (P=0.002) des populations effondrées de globules
blancs .Ceci est dii probablement a I’effet stimulateur de la propolis sur le systéme
immunitaire. En effet une étude in vitro réalisée par Orsoli¢et Basi¢en 2003 a mis en
évidence les effets immunomodulateurs de la propolis sur les macrophages tandis qu’elle
augmente le rapport des lymphocytes TCD4+/CD8+ chez les souris. Une autres étude de Tao,
et ces collaborateurs 2014 a montré que la propolis pourrait induire des concentrations plus
élevées de nombreux types de cellules immunitaire et diverses cytokines immunomodulatrices
('interférent gamma INF-y ), d’interleukines-6 (IL6) et interleukines-1(IL-1B) qui maintien

I’homéostasie. La mort de toutes les rattes traitées par la ciclosporine mais ne recevant pas de
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propolis évoque un état d’une lymphopénie létale la propolis a corrigé dans I’autre groupe de
rat. Ce résultat est en faveur d’un éventuel effet correcteur par la propolis de la lymphopénie
induite par la ciclosporine. Bien que 1’état général des animaux traités par la propolis était
des plus normaux, tout de méme une chute de poids a été observée aux derniers jours du
traitement, ceci peut étre attribué a I'un des composants de la propolis a savoir le
phényléthylique de 1’acide caféique (CAPE)dont le mécanisme d’action, basé sur I’inhibition
de la formation de cellules graisseuses a un stade précoce, a été démontré en 2014 par

Seungetal. en travaillant sur des souris soumises a un régime de graisse.

1V-3-1 L’étude de Pactivité anti inflammatoire in vivo :

Discussion

L’effet de I’extrait hydro-alcoolique de la propolis sur I’inflammation aigue a été évalué par le
modele de I’oedéme de I’oreille induit par le xyléne chez les souris. Le modéle de 1’oreille
induit par le xyléne est un modele expérimental reproductible, il présente une bonne valeur
prédictive pour le criblage des agents anti-inflammatoires a usage topique (Zhang Y et al.
2015).

Les résultats de la présente étude démontrent que 1’extrait hydro-alcoolique de la propolis
dot¢ d’une activité anti-inflammatoire remarquable, avec un pouvoir d’inhibition de
I’inflammation supérieur au diclofénac a 1%, tandis que 1’huile de tournesol n’a aucun d’effet.
Plusieurs études menées sur le méme extrait, notamment 1’étude réalisée par Parandin et
Daroogari en 2019 confirme les résultats de la présente étude.

Au cours du suivi des différents lots utilisés dans cette expérience, et aprés 1’injection du
xyléne au niveau de l’oreille gauche des souris, on a noté une augmentation du poids de
’oreille chez tous les lots. Cependant, cette augmentation du volume chez le groupe témoin
(contrdle) a été plus importante que les groupes traités. Ce qui prouve bien que le xyléne
comme agent irritant a induit une accumulation de liquide conduisant a la formation d’un
cedeéme qui est caractéristique de I’inflammation aigué. Le traitement soit a base de I’extrait
hydro-alcoolique de la propolis ou par ’anti-inflammatoire déclofinac 1% a diminué cet
cedeme.

L’application topique de xyléne induit une réaction inflammatoire aigué caractérisée par une
vasodilatation, infiltration des leucocytes polynucléaires dans les tissus et la formation de
I'edéme et favorise également une augmentation de I'activité de la phospholipase A2 (PLA2).
(Dongmo et al., 2020).
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La PLAZ2 catalyse I'nydrolyse des phospholipides membranaires en acide arachidonique, ce
dernier est impliqué dans la synthése des prostaglandines et leucotriénes, ce qui constitue la
premiére étape dans la réaction inflammatoire. Egalement, le mécanisme moléculaire et
cellulaire par lequel le xyléne induit I’inflammation met en jeu les neurones sensoriels
sensibles a la capsaicine qui suite & une stimulation, liberent un nombre de médiateurs qui
peuvent initier la réaction inflammatoire (Rotelli et al., 2003).

Ce phénomene est connu sous le nom de I’'inflammation neurogénique. La substance P et le
peptide lié au géne de la calcitonine sont les principaux initiateurs de I’inflammation
neurogénique. Ils induisent une vasodilatation et une exsudation plasmatique en agissant sur
les muscles lisses des vaisseaux sanguins et les cellules endothéliales (Rotelli et al., 2003),
comme ils peuvent activer directement les mastocytes et les autres cellules immunitaires. Il
est également admis que les neurones sensoriels contiennent des cyclo-oxygénase capables de
synthétiser les prostaglandines pro-inflammatoires (Karbab et al., 2020)

Le diclofénac, anti-inflammatoire non stéroidien, a été aussi testé dans 1’étude et a démontré
son potentiel anti-inflammatoire. Ce médicament possede des propriétés analgésique,
antipyrétique et anti-inflammatoire. Cette derniére est liée a son inhibition de la synthese de
prostaglandines et de thromboxane, en inhibant I’action des deux isoformes de 1’enzyme
membranaire cyclo-oxygénase (COX-1 et COX-2), provoquant ainsi I’altération de la
fonction des plaquettes, en inhibant leur agrégation (Nugrahani et al., 2019).

Nos résultats nous feraient penser que 1’extrait hydro-alcoolique de la propolis a pu jouer un
role crucial dans la baisse du poids de I’cedéme, par I’élévation du pourcentage d’inhibition et
I’atténuation des symptomes et signes inflammatoires et dot¢ d’une activité anti-
inflammatoire remarquable, avec un pouvoir d’inhibition de I’inflammation supérieur au

diclofénac a 1%.

Plusieurs études menées sur le méme extrait, notamment 1’étude réalisée par Parandin et
Daroogari.S en 2019 confirme les résultats de la présente étude.

Il a été largement démontré que les flavonoides empéchent la production de prostaglandines,
d'acide arachidonique, d'histamine, etc., qui participent a lI'inflammation et a la douleur. Les
principaux constituants de la propolis, les flavonoides, ont genéralement participés aux
processus pharmacologiques de la propolis (Parandin et Daroogari, 2019).

L’activité anti-inflammatoire de 1’extrait hydro-alcoolique de la propolis pourrait étre
attribuée aux composés phenoliques (polyphénols) ainsi qu’aux flavonoides présents en

quantité remarquable. Plusieurs études ont été menées dans ce sens (Parandin et Daroogari,
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2019) et (Dongmo, et al., 2020) ont rapporté que I'ester éthylique d'acide arachique et Ester
phényléthylique d'acide caféique possédant le plus fort effet inhibiteur sur I’activité des cyclo-
oxygénases COX- 1 et COX-2, évalué par la production de prostaglandines pro-

inflammatoires (Falcao et al., 2013).
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Grace a sa richesse en flavonoides la propolis algérienne posséde un pouvoir
pharmacologique puissant, dont les indications thérapeutiques sont nombreuses. L’activité
immunostimulante de la propolis algérienne ainsi de son activité anti-inflammatoire a été
évaluée.

La connaissance des mécanismes d’action de la propolis sur le syst¢éme immunitaire a
été progressée ces derniéres années. In vitro et in vivo. Les essais ont démontré que la propolis
stimule le pouvoir de présentation des macrophages et augmentée leur activité microbicide,
elle rehausse ainsi la coopération entre les lymphocytes et stimule la production
d'anticorps.Cependant, les effets inhibiteurs de la propolis sur la lympho-prolifération est
associés a sa propriété anti-inflammatoire qui lui permet de diminuée les taux des
prostaglandines et les leucotrienes et augmente en paralléle les cytokines anti-inflammatoires.

Bien que les articles connexes fournissent de nouvelles informations postulées des
hypothéses et des explications, les mécanismes d'action de la propolis ne sont pas
complétement élucidés, et une enquéte plus approfondie contribuera a une meilleure

compréhension de ses effets sur le systeme immunitaire.
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