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Résumé

La maladie d’ Alzheimer est une pathologie neurodégénérative irréversible qui provoque une
altération progressive et définitive des cellules nerveuses, caractérisée par un déclin progressif
des fonctions cognitives. L’objectif de cette étude est d’évaluer 1’activité neuroprotectrice de

la propolis sur la maladie d’Alzheimer chez des souris femelles de souche NMRI.

Pour la réalisation de cette étude les souris ont été réparties en cing groupes comme suit
T, Alz, Alz-TrD1, Alz-TrD2 et STD. Le protocole expérimental est réparti en deux phases; La
premiere représente le traitement préventif qui consiste a 1’administration de la solution
aqueuse de la propolis a base d’eau 6,67% a des concentrations de 150 et 300mg/ml par voie
intragastrique pendant 45 jours. La seconde repose sur I’induction de la maladie d'Alzheimer
par administration orale du chlorure d’aluminium (AICI3) a 100mg/kg et D-galactose a
120mg/kg par voie intrapéritonéale durant les 45jours suivants. La démonstration de
I'efficacité du produit apicole choisi est basée sur des tests neurologiques (comportement et
mémoire) et 1’étude histologique du tissu cérébral, hépatique et rénale. Les résultats des tests
de mémoire obtenus démontrent une amélioration de la capacité d'apprentissage et de
mémorisation chez les souris Alzheimer traitées par la solution aqueuse de la propolis a
300mg/kg (Alz-TrD2) comparativement aux souris modele Alzheimer (Alz). Concernant les
tests de comportement les résultats ont indiqué un état d'anxiété plus faible et moins intense
chez les souris traitées par la solution aqueuse de la propolis a 150mg/kg (Alz-TrD1) et
300mg/kg (Alz-TrD2) que chez les souris modele Alzheimer (Alz). Ce qui concerne 1’étude
histologique les résultats ont démontré une amélioration tissulaire importante remarquable
chez les souris Alzheimer traitées par la solution aqueuse de la propolis a 300mg/kg (Alz-
TrD2) par rapport aux souris modéle alzheimer (Alz).Finalement, d'aprés ce qu'on a trouveé
comme des résultats nous pouvons conclure que la solution aqueuse de la propolis pourrait
probablement étre une nouvelle source de molécules bioactives dans la neuroprotection de la

maladie d’Alzheimer.

Mots clés: maladie d’ Alzheimer, propolis, neuroprotection, tests neurologiques, souris.



Abstract

Alzheimer's disease is an irreversible neurodegenerative pathology that causes a progressive
and definitive alteration of nerve cells, characterized by a progressive decline in cognitive
functions. The objective of this study was to evaluate the neuroprotective activity of propolis
on Alzheimer's disease in female NMRI mice.

For this study, mice were divided into five groups as follows: T, Alz, Alz-TrD1, Alz-TrD2
and STD. The experimental protocol is divided into two phases; the first one represent the
preventive treatment which consist in the administration of a 6.67% water-based aqueous
solution of propolis at concentrations of 150 and 300mg/ml by intragastric route for 45 days.
The second phase is based on the induction of Alzheimer's disease by the oral administration
of aluminum chloride (AICI3) at 100mg/kg and D-galactose at 120mg/kg intraperitoneally for
the following 45 days. The demonstration of the efficacy of the selected beekeeping product is
based on neurological tests and on the histological study of brain tissue. The results of the
memory tests obtained show an improvement of the learning and memorization capacity in
Alzheimer's mice treated with the aqueous solution of propolis at 300mg/kg (Alz-TrD2)
compared to the Alzheimer's model mice (Alz). Concerning the behavioral tests, the results
indicated a lower and less intense state of anxiety in the mice treated with the aqueous
solution of propolis at 150mg/kg (Alz-TrD1) and 300mg/kg (Alz-TrD2) than in the Alzheimer
model mice (Alz). The results of histological study showed a significant and remarkable
improvement of the tissues in the Alzheimer mice treated with the aqueous propolis solution
at 300mg/kg (Alz-TrD2) compared to the Alzheimer model mice (Alz).Finally, from what we
found as results we can conclude that the aqueous solution of propolis could probably be a

new source of bioactive molecules in neuroprotection of Alzheimer's disease.

Key Words: Alzheimer's Disease, propolis, neuroprotection, neurological tests, mice.
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Introduction

Le vieillissement de la population s'est accompagné d'une myriade de nouveaux défis sanitaires,
dont les troubles neurodégénératifs (TND) augmentent proportionnellement avec I'age
(Journe-Mallet et al, 2023). Les maladies neurodégénératives sont des maladies chroniques
progressives qui atteignent le systeme nerveux central (SNC) (Nessaib et al, 2022), affectent
les neurones en les condamnant a une mort certaine (Mirzai , 2023) et entrainent une diminution
des fonctions cognitives (Sowndhararajan et al, 2018). Elles sont un véritable enjeu pour la

communauté scientifique (Jacquemin , 2023)

Parmi ces pathologies, la maladie d’Alzheimer (MA) est la plus fréquente (Podcasy et
epperson , 2022) avec une estimation de 50 millions de personnes touchées au niveau mondial
(Yiannopoulou et Papageorgiou , 2020). Elle se caractérise par une perte neuronale, des
enchevétrements neurofibrillaires (ENF) de tau hyper-phosphorylé et un dép6t anormal de

peptide B-amyloide (AB) conduisant a la formation des plaques séniles (Soo-Pac et al, 2010).

Aucune pharmacothérapie n'existe actuellementpour guérir la maladie d'Alzheimer (MA) d’une
facon curative (Hamidouche , 2018). Le traitement médicamenteux existant est principalement
basé sur les inhibiteurs de I'acétylcholinestérase (IAChE) et les antagonistes des récepteurs du
N-méthyl-Daspartate (NMDAR) (Breijyeh et Karaman , 2020). L’efficacit¢ de ces
médicaments de synthnése est souvent assimilée a des effets secondaires génants
(Pharmacomédicale, 2023), ce qui exige une recherche des traitements alternatifs naturels non
nocifs, plus efficaces tels que les plantes médicinales « Phytothérapie » ainsi quedes produits
apicoles utilisés traditionnellement « Apithérapie ». C’est dans ce contexte que l'objectif de
notre expérimentation est de contribuer a I'évaluation in vivo de I'effet neuroprotecteur de la

propolis sur la maladie d’ Alzheimer.

La propolis est une substance résineuse d'aspect cireux produited partir d’un mélange des
sécretions des arbres et des plantes recueillies par les abeilles (Seibert et al, 2019). Elle est
également riche en différentes molécules bioactives capables d’améliorer diverses activités
biologiques (Ouahab et al, 2023) ce qui font de la propolis une substance aux multiples
propriétés thérapeutiques (Boufadi et al, 2016)a savoir ;antimicrobienne (Ali Haimoud et
al, 2022), antioxydante (Soltani et al, 2021), antidiabétique (Karagecili et al, 2023),
immuno-modulatrice (Chavda et al, 2023), anti-inflammatoire (Fransergio , 2022)
etanticancéreuse (Altabbal et al, 2023).

Ce manuscrit est constitue de deux parties. La premiére est consacree a rassembler des données

bibliographiques sur la maladie d’ Alzheimer (MA), le traitement synthétique et naturel de cette
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pathologie suivi par le deuxiéme chapitre qui comporte des généralités sur le produit apicole
choisi dans cette étude « Propolis ». La seconde concerne 1’étude expérimentale qui a pour but
d’évaluer I’effet neuroprotecteur de la solution aqueuse de la propolis. L'expérimentation était
basée sur I’ Alzheimer induit par I'administration de chlorure d'aluminium (AICI3) associé a du
D-Galactose suivant le protocole décrit par (Khalil, 2020).

Les resultats obtenus dans cette recherche et la discussion sont regroupes dans cette partie.

Finalement une conclusion générale est donnée avec des perspectives.
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1. Rappel sur le systéme nerveux :

Le systéme nerveux est un réseau complexe de nerfs et de cellules nerveuses (neurones) qui font
circuler des signaux et des messages provenant du cerveau et de la moelle épiniere vers différentes
parties du corps. Il est constitué du systeme nerveux central (SNC) et du systéme nerveux périphérique
(SNP). (Bonnet , 2020) (Figure 1).

Systéme nerveux
|
| |
Systeme nerveux Systéme nerveux
central périphérique
| |
| | | |
autonome somatique
Systeme nerveux | | Systéme nerveux | | Systeme nerveux
sympathique parasympathique enterique

Figure 1 : ’organisation du systéme nerveux (anonyme, 2013)

1.1.Le systeme nerveux central (SNC) :

Le systeme nerveux central (SNC) représente le centre de la régulation des fonctions de tout
I’organisme. C’est un centre de commande, de controle et de traitement des informations nerveuses

(Mosnier et al 2007). Il comprend I'encéphale et la moelle épiniére (figure 2).
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Cerveau Encéphale

Cervelet

Tronc cérébral

Moelle épiniere

..\

Figure 2: Le systéeme nerveux central (anonyme, 2016)

1.1.1. L'encéphale:

C’est 1’élément central du systeme nerveux central (SNC), situé dans la boite cranienne ou il
communique avec le reste du corps par I'intermédiaire de nerfs craniens et de la moelle épiniere, il est
formé du tronc cérébral, du cervelet et du cerveau qui constitue pres 90% de son volume (Ben Haim
et Rowitch , 2017).

1.1.1.1.Tronc cérébral:

C’est la partie qui relie le cerveau a la moelle épinicére, il est constitué de trois parties mésencéphale
en haut, myélencéphale ou la moelle allongé en bas et métencéphale ou pont au milieu (Canizares
et al, 2020) (figure 3).
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Figure 3: Le tronc cérébral (Chalfouh , 2021)

1.1.1.2.Cervelet : c’est justement a I’arriére du pont que se trouve le cervelet, cette

structure qui joue un role important dans 1’apprentissage et sert a la coordination des mouvements. Il
représente environ 10% du volume du cerveau et comprend plus de 50% du nombre total de ses
neurones (anonyme, 2018) (figure 4).

Lobe antérieur

/) ", - Cortex

U

>
7T

//f’ Substance
*_— blanche

Pécondules: Lobe postérieur

1 Supérieur
2 Moyen 4me
3 Inférieur ventricule

Bulbe rachidien —/\,

Lobe floculonodulaire

Figure 4 : Le cervelet (anonyme, 2021)
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1.1.1.3.Cerveau :

Le cerveau comporte un teélencéphale fait de deux hémispheres cérébraux quasi-symétrique droit et
gauche liés par un corps calleux ; et un diencéphale, partie impaire et médiane qui comprends le

thalamus et I’hypothalamus. Chaque hémisphére comporte deux régions bien distingues :

e Lecortex cérébral : la substance grise comportant les corps de cellules nerveuses et qui représente
la région périphérique.
e La substance blanche : contient principalement les prolongements axonaux des neurones et

représente la région centrale. (Zouaoui , 2021)

L’hémisphére cérébral comporte quatre lobes cérébraux qui portent chacun le nom le nom de I’os qui

le protége (figure 5).

lob=a

lobe
occipital
lobe
temporal
cervelet

Figure 5 : Les lobes cérébraux (anonyme, 2023)



Maladie d’Alzheimer et Traitement

e Le tableau suivant montre les différents lobes cérébraux leurs caractéristiques (tableau 1)

Tableau 1: Les différents lobes cérébraux et leurs caractéristiques (Kayed et al, 2013)

Lobes Caractéristiques

Impliqué dans I’initiation et la coordination des mouvements, dans
Frontal les tdches cognitives supérieures comme la résolution de problemes,
la pensée, la planification, bien d’autres aspects de la personnalité et

de la formation des émotions.

Intervient dans les processus sensoriels, I’attention et le langage.
Une lésion du c6té droit du lobe pariétal peut entrainer des troubles
Parietal de I’orientation spatiale, méme dans des lieux familiers. Si le coté
gauche est Iésé, les capacités a comprendre le langage parlé ou écrit

peuvent étre altérées

Occipital Prend part dans I’information visuelle y compris dans la

reconnaissance des formes et des couleurs

Temporal Joue un role dans 1’encodage des informations auditives et dans
I’intégration des informations provenant des autres modalités

sensorielles

Au niveau du lobe temporal il y a un systéme qui participe a la gestion de la mémoire et des émotions,

c’est le systeme limbique. Ce dernier est composé de :

e L’amygdale :

Correspond a une paire de petites régions en forme d'amande. Il joue un réle dans le comportement en

rapport avec les émotions (figure 6).
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Figure 6 : Amygdale (anonyme, 2019)

e L’hippocampe :

Se compose de trois sous-structures : le subiculum, la corne d’Ammon (composée des aires CA1, CA2
et CA3) et le gyrus denté. Il est principalement impliqué dans le stockage des souvenirs a long
terme.(Johnston et Amaral , 2004). C’est la premiére structure qui est touchée dans la maladie

d’Alzheimer (MA). (Figure?)

L’ hippocampe

Figure 7 : L’hippocampe (James , 2015)
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e Gyrus cingulaire :

Il sert & la transmission des messages entre les parties intérieure et extérieure du systéme limbique.
(catharina et al, 2022)

e Hypothalamus :

C’est une partie vitale du systéme limbique qui est responsable de la production de multiples messagers

chimiques, appelés hormones. (Bianca et al, 2022)
1.1.2. Lamoelle épiniére :

La moelle épiniere est une structure du systéeme nerveux central se trouve au sein de la colonne

vertébrale. Elle assure la transmission d’informations entre le cerveau et le corps.

1.2.Le systeme nerveux périphérique (SNP) :

Est la partie du systéme nerveux qui se trouve a I’extérieur du systéme nerveux central(SNC). 1l est
formé de nerfs et de ganglions qui envoient et recoivent des signaux au systéme nerveux central
(SNC). Le systéeme nerveux périphérique (SNP) est composé du systeme nerveux somatique (SNS) et

du systeme nerveux autonome (SNA). (Svahn , 2022)

e Le systeme nerveux somatique (SNS) dirige les mouvements volontaires du corps.
e systeme nerveux autonome (SNA) dirige les fonctions involontaires du corps.

2. La maladie d’Alzheimer :

2.1.Généralités :

La maladie d’Alzheimer (MA) est une affection neurodégénérative irréversible qui se caractérise par
un déclin progressif des fonctions cognitives telles que la perte de mémoire et la capacité
d'apprentissage (Xing et al, 2018) et physio-pathologiquement par la présence de la protéine (tau)
hyperphosphorylée, qui est le principal composant des enchevétrements neurofibrillaires (ENF), et de
plaques séniles dont le principal composant est I'agrégat de peptide B-amyloide (AB) (Uzuegbunam
et al, 2020). Elle est reconnue par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme une priorité
mondiale de santé publique (Lane et al, 2018). C’est une des principales causes de démence a I’origine
de 60 a 70 % des cas (OMS, 2023).

Deux sortes de changements neuropathologiques ont été identifiées, les lésions positives dues a
I'accumulation d'enchevétrements neurofibrillaires, de plagues amyloides, et d'autres dépots trouvés

dans le cerveau atteint. En plus les lésions négatives liées a des pertes synaptique et neuronale menant
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a une atrophie macroscopique (Kumar et al, 2020). Le cerveau perd pres de 20 % de sa masse au

long de I'évolution de la maladie (Vanderheyden et Kennes, 2017).

Parallélement, d'autres facteurs sont susceptibles de provoquer la neurodégénerescence, tels que la

neuroinflammation, le stress oxydatif et les Iésions des neurones cholinergiques. (Singh et al, 2016).

La recherche suggere que les altérations liées a la maladie d’Alzheimer peuvent débuter 20 ans ou
plus avant la survenue des premiers symptémes (World Alzheimer Report, 2022).

Cette pathologie progressive se déclare généralement de maniére insidieuse, avec des signes cliniques
communs au début de I'évolution de la maladie, ce qui rend le diagnostic plus compliqué, notamment
aux stades précoces ( Nasrallah et Wolk, 2014).Son avancement est un véritable enjeu car aucun

traitement curatif n'est disponible a I'neure actuelle (Jacquemin, 2023).
2.2. La découverte de la maladie :

La rencontre du médecin psychiatre et neurologue allemand Alois Alzheimer avec la patiente Auguste
Deter en 1901 a été un point de départ historique pour la compréhension scientifique de la démence
(Valverde, 2020).

En novembre 1901, Alois Alzheimer examina pour la premiére fois Auguste Deter, une femme qui a
déclenché a I’age de 51 ans, des symptémes de troubles de mémoire, du langage et d’autres troubles
psychologiques ainsi que des problémes de relations sociales (Folliot, 2021). Aprés son déceés en 1906,
Alois Alzheimer a examiné son cerveau avec I’imprégnation argentique et il a constatéune grande
atrophieen présence de plaques amyloideset d’enchevétrements neurofibrillaires (Moller et Graeber
1998).

2.3.Epidémiologie et prévalence :

La maladie d’Alzheimer (MA) est une des maladies neurodégénérative les plus répandues dans le
monde (Lane et al, 2018).Sa fréquence augmente avec I'age. Rare avant 65 ans et touche 23% de la
population aprées 80 ans (Podcasy et epperson, 2022). Elle représente un des plus grands défis de la

santé du 21éme siécle (Vanhoutte, 2018).

Au niveau mondial, plus de 55 millions de personnes sont atteintes de démence (OMS, 2023) qui
résulte de diverses pathologies et lésions cérébrales (OMS, 2018). Ce chiffre devrait atteindre 150,11

millions en 2050 (Deng et al, 2023). Cette estimation souligne I'importance de mieux comprendre ces
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pathologies, en particulier la maladie d'Alzheimer (MA) (Valverde, 2020) car elle est la cause la plus
fréquente a I’origine de 60 a 70% des cas de démence (OMS, 2023).

Selon les prévisions de 1’Organisation Mondiale de la Sant¢é (OMS), le nombre de patients
devrait presque doubler tous les 20 ans. En conséquence, le codt social et économique de la maladie
va également s’accroitre si des mesures curatives ou préventives ne soient pas rapidement mises en

place (Alzheimer’s Association, 2020).

Selon I'OMS, la maladie d'Alzheimer touche plus de femmes que d'hommes. Pour un homme de 65
ans, le risque résiduel de maladie d'Alzheimer au cours de sa vie est de 6,3 % et le risque résiduel de
démence au cours de sa vie est de 10,9 %, les risques correspondants pour une femme de 65 ans sont

de 12 % et 19 %, soit pres du double de ceux des hommes.(Podcasy, epperson, 2022).
2.4.Facteurs de risque :

La maladie d'Alzheimer (MA) est considérée comme une maladie multifactorielle associée a plusieurs
facteurs de risque. Mais la véritable cause qui provoque les enchevétrements neurofibrillaire (ENF),
l'agrégat de peptide B-amyloide (AP) et perte synaptique est encore méconnue (Tchekalarova et al.,
2023).

2.4.1. Age:

L'age est le facteur de risque le plus souvent mentionné dans les études épidémiologiques. Le nombre
de nouveaux cas de maladie d'Alzheimer (MA) augmente de facon exponentielle avec I'age apres 65
ans (Omura et al., 2022).

2.4.2. Sexe:

Les femmes présentent un risque accru de maladie d'Alzheimer par rapport aux hommes, surtout aprés
I'age de 80 ans (Jevtica., 2017).

De multiples études ont également tenté de justifier cette différence des deux sexes a la pathologie par
plusieurs facteurs ce sont les différences biologiques et hormonales, avec notamment un possible effet

des oestrogeénes, différences genétiques et différences socioculturelles (Vest et Pik., 2013).
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2.4.3. Génétique :

Le facteur de risque génétique principal est le gene Apolipoprotéine E (ApoE).Ce géne peut prendre
différentes formes (ApoE2, ApoE3 ou ApoE4). La version ApoE4/ ApoE4 augmente le risque de
maladie d'Alzheimer : 33 % des personnes porteuses de cette forme ayant atteint I'age de 75 ans
développeront une maladie d'Alzheimer (fondation recherche médicale, 2022).

2.4.4. Pathologies associées :

Le risque de développer la maladie est important lorsque le patient est diabétique. Une forte
concentration du glucose dans le sang entraine une résistance a 1’insuline et une hyperglycémie. Cela
conduit a un stress oxydatif, une dérégulation du métabolisme lipidique, une réponse inflammatoire et

une augmentation du niveau d’Ap dans le cerveau (Baglietto-Vargas et al. 2016).

L'hypertension artérielle peut favoriser plus tard le développement de la maladie d'Alzheimer (le
Lancet Neurology,2019). Des recherches ont confirmé la relation entre I'état de santé vasculaire et le

risque de declin cognitif (Bajwa etal. 2022) .
2.4.5. Autres facteurs :

L’ensemble de ce qu’on respire, mange, boit, ainsi que les chocs physiques ou psychologiques, sont
des éléments connus pour étre des facteurs déclenchant la maladie (Armstrong, 2019).

Une mauvaise nutrition est aussi considérée comme étant une source néfaste dans la maladie
d’Alzheimer (Jiang et al. 2017).

2.5.Physiopathologie de la maladie :

Les deux caractéristiques pathologiques de la maladie d'Alzheimer (MA) selon (Ballard, 2011)

sont :

o Des dépots extracellulaires béta-amyloides
o Des enchevétrements neurofibrillaires intracellulaires

Les dépdts et les enchevétrements neurofibrillaires de béta-amyloide provoquent la perte de synapses
et de neurones, qui se traduit par une atrophie massive des zones affectées du cerveau, commencant

généralement par le lobe temporal (Hyman et al., 2012).

Le mécanisme par lequel les enchevétrements peptidiques béta-amyloides et neurofibrillaires

entraintent ces Iésions n'est pas encore compris. Il existe plusieurs théories. (Kayed et al., 2013).
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e L'hypothése amyloide qui suppose que lI'accumulation progressive de béta amyloide dans le
cerveau déclenche des événements en cascade qui aboutissent a la mort des cellules neuronales,
a la perte de synapses neuronales et a des déficits progressifs des neurotransmetteurs; tous ces
effets contribuent aux symptoémes cliniques de la démence (Huang et al, 2023).

e Une réponse immunitaire soutenue et inflammation ont été observées dans le cerveau des
patients atteints de la maladie d'Alzheimer. Certains experts ont propose que l'inflammation
soit la troisieme caractéristique anatomopathologique de la maladie d'Alzheimer (Kiney et al.,
2018).

Il a été demontré que les troubles du métabolisme du glucose jouaient un rdle potentiellement

important dans le développement de la maladie d'Alzheimer (Gonzalez et al, 2022).

Cerveau sain

Neurone N
sain Pro’tfu\n: =-r v Cortex
Dentrites / 33 ‘ J »»gé?ébral

4
Microtubules

Axone
Plaque
NS amyloide

~ 72w Maladie d’Alzheimer
6. "‘;i Atrophie
(P < ¢S : .,,.;c!g_cortex

Neurone
malade

rtrophie

Figure 8: schéma comparatif d’un neurone sain et d’un neurone malade (gauche), cerveau sain et un

cerveau malade (droite) (Anonyme, 2023)
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2.6.Diagnostic

D’aprés la Haute Autorité de Santé (HAS), Le diagnostic est réalisé grace a des tests
neuropsychologiques tel que le MMSE (Mini Mental State Examination) ou test de Folstein qui est

pratique pour I'évaluation de I'état cognitif du patient.

En paralléle a 1’évaluation neuropsychologique, les médecins ont acces principalement a autre tests
paracliniques (Budelier et Bateman 2020). Généralement, ils procedent a I’'IRM structurelle
(Ossenkoppele et al., 2020) qui peut mener a I’identification d’une atrophie cérébrale (figure 9) et La
Tomographie a Emission de Positons (TEP), est un examen qui détecte dans le corps des sites de

fixation d'un traceur faiblement radioactif (le FDG) injecté par voie intraveineuse (1V).

Sujet Témoin Patient Alzheimer

Figure 9: atrophie cérébrale montrée par IRM (Anonyme, 2021) (Fdly , 2019)

2.7.Symptomatologie

2.7.1. Troubles comportementaux

La maladie d’Alzheimer est décrite par rapport aux troubles cognitifs qu’elle engage. Dont les
troubles du comportement occupe une place importante dans la symptomatologie de la maladie
d’Alzheimer a estimé que les symptdmes neuropsychiatriques accompagnaient la maladie

d’Alzheimer dans environ 90% des cas.
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2.7.2. Troubles de la mémoire :

Les troubles de la mémoire représentent la pierre angulaire des manifestations cliniques de la
maladie d’Alzheimer, ilS entrainent une perturbation de I’autonomie et des activités de la vie

quotidienne. (Lapre, 2010).
2.7.3. Agnosie :

L’agnosie peut se définir comme un trouble de la reconnaissance des objets, des personnes ou des
lieux, inexplicable par un déficit sensoriel et traduisant un déficit intellectuel, se manifeste chez la

personne par des difficultés a reconnaitre ce qu’elle voit.
2.8. Les stades de la maladie d’Alzheimer :

Les symptomes et I’évolution de la maladie d’ Alzheimer peuvent varier considérablement le stade

(figure 10)

Stade modéré

* Qublis frequents * Progression des * SPCD multiples

* Perte de mémoure
obective * Parte do meémoire deficits cogritifs * Mietion du sommel

episodique * Aphaste * Dépendance totale:
* Questions repétées * Perte des fonctions habillage, alimentation,
* SPCD: apathie, Exécutives hypéne

* Perte dinteret
* AVQ normales
dépression * AVQ elémentaires
* Perte des fonctions perturbées
mstrumentales * SPCD multiples

* Anosme * Soins plus importants

Figure 10 : Progression des symptomes de la maladie d’Alzheimer (AVQ : Activités de la vie
quotidienne ; SPCD : Symptomes psychologiques et comportementaux des démences) (Feldman et
Woodward, 2005)

3. Traitement :

Actuellement, il n'existe aucun traitement pour guérir la maladie d'Alzheimer d’une maniere curative.
Cela est di au fait que la physiopathologie n'est pas encore totalement déterminée, mais aussi au fait
que la pathologie est diagnostiquée tardivement, a un stade avancé ou des lésions irréversibles sont

déja présentes (Hamidouche , 2018).
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3.1.Traitement pharmacologique :

Le traitement pharmacologique actuel repose essentiellement sur la prise des inhibiteurs de
I'acétylcholinestérase (IAChE) ou des antagonistes des récepteurs du N-méthyl-Daspartate (NMDA)
qui ne font qu'atténuer et ralentir les symptomes de la maladie et ne permettent pas d’empécher sa
progression (Breijyeh et Karaman , 2020). lls sont indiqués dans les stades lIégers a modéres de la
MA (Hamidouch., 2017).

3.1.1. Les inhibiteurs de I’acétylcholinestérase:

Leur mécanisme d'action général est d'empécher la dégradation de I'acétylcholine (ACh) dans la fente
synaptique, donc l'augmentation de leur disponibilité en inhibant I'enzyme catabolique
acétylcholinestérase, cette inhibition entraine une amélioration de la neurotransmission cholinergique
(Singh et Sadiq., 2020).

Les médicaments les plus courants de ce type : rivastigmine (Exelon®), Donépézil (Aricept®)et
galantamine (Reminyl®) (Tata et al., 2014).

3.1.1.1.Rivastigmine (Exelon®) :

Représente un inhibiteur de I'acétylcholinestérase (AChe) pseudo irréversible et non compétitif, il a
une durée d'action plus longue, d'une bonne tolérance et d'une toxicité plus faible. La rivastigmine
améliore les fonctions cognitives, la participation aux activités quotidiennes et les troubles du

comportement chez les patients atteints de la maladie d’ Alzheimer MA légére & modérée.(Figure 11)

O
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Figure 11: Structure chimique de la rivastigmine (Shahira et al, 2021)
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3.1.1.2.Donépézil (Aricept®) :

Un inhibiteur d’acétylcholinestérase (AChE) sélectif, réversible et non compétitif, possede une longue
demi-vie. Il améliore la fonction cognitive chez les personnes atteintes par la maladie d’Alzheimer
(MA). (Figure 12)

O—CHjs
/CH3
@) 0]

Figure 12: Structure chimique du donépézil (Anonyme, 2017)

3.1.1.3.Galantamine (Reminyl®) :

C’est un inhibiteur sélectif, compétitif et réversible de I'AChE, aussi un modulateur allostérique des
récepteurs nicotiniques de 1’acétylcholine. La galantamine agit non uniquement sur la transmission
cholinergique, mais également sur d'autres systemes de neurotransmetteurs, tels que le glutamate et
I'acide y-aminobutyrique (GABA). (Figure 13)

Figure 13: Structure chimique de la galantamine (Anonyme, 2022)
3.1.1.4.Les effets indésirables des inhibiteurs de I’acétylcholinestérase:

Les effets indésirables les plus fréquents sont majoritairement des troubles digestifs (nausées,
diarrhée, vomissements), cardiaques (troubles du rythme cardiaque) et parfois neuropsychiques

(hallucinations, agressivité).
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3.1.2. Les antagonistes des récepteurs NMDA (N-Méthyl-D-Aspartate) :

La suractivation du N-Méthyl-D-Aspartate NMDA conduit a une augmentation des concentrations de
Ca2+, ce qui provoque la mort cellulaire et le dysfonctionnement synaptique L'antagoniste NMDA
empéche cette activité. on distingue dans cette classe un seul médicament qui est autorisé La

mémantine (Liu et al., 2019).
3.1.2.1.La Mémantine (EBIXA) :

C’est un antagoniste non compétitif des récepteurs du N-Méthyl-DAspartate (NMDA) indiqué dans
les formes modérées a séveres de la maladie d’Alzheimer. En effet, elle protége d'un influx

intracellulaire €levé et prolongé de Ca2+ provoquant des dommages neuronaux. (Figure 14)

NH»

Figure 14: Structure chimique de la mémantine (Anonyme, 2021)

3.2. Traitement phytothérapeutique :
3.2.1. Rappel sur la phytothérapie :

La phytothérapie est une médecine traditionnelle basée sur l'utilisation des propriétés
pharmacologiques naturelles des molécules actives contenues dans les plantes pour le traitement

curatif ou préventif de certaines pathologies.
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3.2.2. Quelques plantes médicinales utilisées pour leur propriété neuroprotectrice :

3.2.2.1. Punica granatum L. (fruit) :

Ou grenadier, est un arbre fruitier de la famille des
Lythracées, originaire d’Asie. Elle est mondialement
reconnue pour sa teneur exceptionnelle en
antioxydants ainsi que pour ses multiples vertus santé
(Hamid et al, 2012).

Les composés phénoliques présents dans le jus de
grenade lui confere un effet neuroprotecteur sur les
déficiences comportementales et les changements
histopathologiques (Gadouche et al., 2016). Les

études menées sur I'extrait de P. granatum ont démontré

son pouvoir antioxydant, confirmé par I'atténuation du

stress oxydatif et l'inhibition de la neurodégénérescence

.(Sokindra et al., 2009) (Figure 15) Figure 15 : fruit e Punica granatum L.
(Anonyme, 2019)

3.2.2.2.Huperzia serrata L. (partie aérienne) :

Une plante médicinale originaire de la Chine qui fait
partie de la famille des Lycopodiaceae, approuvée
comme traitement des maladies cognitives, y compris la

maladie d’Alzheimer (Yang et al, 2023). Son principal
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(Mahmud et al., 2023). (Figure 16) Figure 16 :Huperzia serrata L

(Anonyme, 2018)
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3.2.2.3.Portulaca oleracea L. (feuilles) :

Portulaca oleracea L. ou pourpier est une espece
succulente  cosmopolite de la famille des
Porthulaceae, répandue dans les zones tropicales et et
subtropicales. Cette plante est signalée I'une des
plantes médicinales les plus employées dans le

traitement des maladies neurodégénératives
(Aini et al, 2022).

Les constituants phytochimiques de cette plante sont
majoritairement des flavonoides avec d'autres
composants tels que les alcaloides, les terpenoides,
tanins (Azizah., 2022). qui Ilui conferent ses
propriétés neuro régénératrices, neuroprotectrices
(Jalali., 2023). (Figure 17)

3.2.2.4.Passiflora edulis L. (fruit) :

Figure 18 : fruit de la Passiflora edulis L.

Le genre Passiflora famille des Passifloraceae s'étend
dans le monde entier, mais on le trouve en majorité sur
le continent américain. Le traitement des rats atteints de
la MA par I'EP a amélioré les changements
neurocomportementaux, les fonctions cérébrales et la
modulation de I'acétylcholinestérase (AChE), ce qui
montre ses propriétés neuroprotectrices (Doungue et
al, 2022).

D’aprés (Mostefa et al, 2023) Passiflora edulisprésente
un effet neuroprotecteur potentiel dans la prévention des
déficits cognitifs associés a la maladie d'Alzheimer
(Ma). (Figure 18)
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Figure 18 : fruit de la Passiflora edulis L.
(Anonyme, 2017)
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3.3. Traitement apithérapeutique :

L’apithérapie, une branche de I’arsenal thérapeutique, consiste a utiliser les produits récoltés,
transformés ou sécrétés par I’abeille tels que le miel, la gelée royale, le pollen, le venin et la propolis

a des fins thérapeutiques pour le traitement ou la prévention de certaines pathologies.
3.3.1. Miel:

Une substance sucrée naturelle produite par les abeilles et ’'un des aliments naturels les plus
énergétique( white ,1978). Il est issu de latransformation du nectar desplantes ou a partir des sécrétions
de parties vivantes de plantes et que les abeilles récoltent et transforment en lescombinant a des
substances spécifiques qu’elles produisent, déposent, déshydratent, etstockent et font murir dans les

rayons a miel (Strant ,2014). (Figure 19)

Figure 19: Le miel (Michael, 2016)

Le miel présente l'activité antioxydante et anticholinestérasique la plus élevée, ce qui permet de
prévenir et de gérer de nombreuses maladies neurodégénératives telles que la maladie d'Alzheimer
(MA) (Fadzil et al, 2023). 1l peut améliorer le comportement anxieux, la rétention de la mémoire et
les effets protecteurs sur les cellules neuronales pyramidales dans la région cérébrale de I'hippocampe
(Arshad et al, 2020).

3.3.2. Gelée royale :

La gelée royale est une substance visqueuse secrétée par les glandes hypopharyngiennes et
mandibulaires des abeilles nourricieres (Barnutiu et al, 2011). Cette substance est utilisée pour nourrir

la reine de la colonie tout au long de sa vie et la seule nourriture donnée a toutes les larves d’ouvriéres
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pendant leurs trois premiers jours. Il s’agit d’un aliment brute et naturel, non transformé et sans additif
(Nonette-Varly ,2022). (Figure 20)

Figure 20: La gelée royale (Waugsberg, 2007)

D'aprés une étude in vivo faite par (Silva et al, 2020), I'administration orale a long terme de la gelée
royale a induit des effets bénéfiques chez les animaux en augmentant le temps de rétention de la
mémoire spatiale de travail, en réduisant la neurodégénérescence et le niveau de stress oxydatif et en

augmentant la prolifération de nouveaux neurones dans I'nippocampe.
3.3.3. Le pollen d’abeille :

C’est le mélange de pollen de plantes et de fleurs avec du nectar et de la salive qui est utilisé dans la
production de miel par les abeilles. Le pollen est la seule source naturelle en matiére azotée de la
ruche (Bava et al,2023). (Figure 21)

Figure 21: Alvéoles remplies de Pollen (Dumas, 2017)
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Les résultats que (Saral Oet al, 2022) ont trouvé démontrent que le pollen d'abeille a la capacité de
diminuer la neuroinflammation tout en réduisant le stress oxydatif et la peroxydation des lipides dans

les tissus de I'nippocampe ce qui le confére un effet neuroprotecteur.
3.3.4. Le venin d’abeille:

Le venin d'abeille est un liquide transparent avec une forte odeur et un goQt amer, secrété par 1’abeille
(Sevin et al, 2023), un produit précieux qui a un large éventail d'effets biologiques et son utilisation

augmente rapidement dans I'apithérapie (Ullah et al, 2023). (Figure 22)

Figure 22: Venin de I’abeille (anonyme, 2019)

C’est un mélange complexe de plus de 18 composés pharmacologiquement actifs, qui comprend une
variété de peptides, des enzymes et une grande quantité d'eau. La mélittine est I'un de ses principaux
peptides responsable de son effet neuroprotectif (Er-Rouassi et al, 2023).

3.3.5. Propolis:

La propolis est une substance résineuse d'aspect cireux produite par les abeille(Apis mellifera) a partir

de différents exsudats végétaux(Santos et al,2019).

Elle est utilisée par les ouvrieres pour colmater les trous et les fissures de leur ruche pour la protéger
contre les conditions météorologiques défavorables et comme c’est une substance antiseptique, elle
protége ainsi la ruche contre les contaminations bactériennes ainsi que les invasions étrangéres
(Andelkovié et al, 2017). (Figure 23)
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Figure 23: La propolis (anonyme, 2023)

De nombreux composeés ou extraits naturels ont été recommandés comme thérapies pour le traitement
ou la prévention de la maladie d'Alzheimer (MA), en agissant comme antioxydant et par une action
antiamyloide. La propolis est I'un de ces produits naturels importants sur le plan médical (Nanaware
et al, 2017).

La propolis renferme au moins 200 composés, dont des acides et des esters phénoliques, des
flavonoides, des stéroides, des aldéhydes aromatiques et des alcools, etc.(Malekahmadi et al, 2023)
qui confére a cette substance des qualités thérapeutiques remarquables, parmi eux I’activité

anticholinestérasiques (Abdel-Rahman et al, 2020).

L’extrait ethanolique de la propolis améliore le systeme de défense antioxydant en diminuant le
malondialdéhyde dans le cerveau, qui est un facteur essentiel de la maladie d'Alzheimer, et inhibe
I'activité de l'acetylcholinesesterase AChE (Hirata et al, 2021).

La propolis contribue a prévenir la mort cellulaire neuronale liée au stress oxydatif, qui est impliquée

dans la pathogenése de plusieurs maladies neurodégénératives(Takashima et al, 2019).
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1. Apercu historique sur la propolis :

La propolis est un remede naturel utilisé depuis I'Antiquité.En effet,les propriétés médicinales
de la propolis ont été reconnues par les médecins Grecs étaient mentionnées comme traitement
des infections cutanées.Ensuite, les égyptiens utilisaient la propolis qui contient des propriétés
anti putréfiantes, pour embaumer les cadavres. Il a également été mentionné dans les textes
grecs que les médecins utilisaient pour fabriquer des baumes etles Romains 1’ont donné a tous
les combattants pour soigner leurs blessures pendant les différentes invasions. Enfin,les
médecins arabes 1’utilisaient comme antiseptique et cicatrisant dans le traitement des plaies.
(Abida et al, 2021)

2. L’origine de propolis :

Il a été démontré que la présence de plantes spécifiques dans une zone géographique donnée
est a la base d'une préférence constante et sans ambiguité pour la fabrication de la propolis. La
production de propolis. Ainsi, les différents types de propolis sont dus a leurs différentes

composantes qui sont contrélées par le parameétre géographique. (Letullier et al, 2019)

3. Composition chimique :

Sa composition est trés compliquée et variable, en fonction de plusieurs facteurs tels que
I'origine géographique, les types de sources végétales, les especes d'abeilles, la période et la
saison de récolte, et les facteurs post-récolte tels que les méthodes d'extraction. La propolis est
constituée de nombreux composants actifs, a savoir de (50%) des résines et de baumes
végétaux(esters, acides phénoliques et flavonoides), de (30%)des cires, de (10%) des huiles
essentielles (pinene, viridiflorol, tricosane, et eudesmo), (5 %) du pollen et (5 %) d'autres
composés organigues (sucres, quinones, lactones, cétones, stéroides)

(Esposito et al, 2021) (Figure 24)
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Figure 24: Proportions des compositions de la propolis (Przybylek et Karpinski, 2019).

Des huiles essentielles
Pollen

m Autres composes organiques

¢+ Les composés phénoliques, les esters, les flavonoides, les terpénes, les béta-stéroides, les

aldéhydes aromatiques et les alcools sont des composes organiques importants.
(Pasupuleti et al., 2017)
> Les flavonoides :

Les flavonoides contribuent grandement aux activités pharmacologiques de la propolis. La
concentration de flavonoides est considérée comme un parameétre d'évaluation de la qualité de
la propolis tempérée. Les flavonoides de la propolis sont classés en flavones, flavonols,
flavanones, flavanonols, isoflavones, isodihydroflavones, flavanes, isoflavanes et

neoflavonoides ,chalcones, dihydrochalcones. (Huang et al., 2014)

> Les acides phénols :

La présence de I’acide férulique (anti inflammatoire, anti oxydant et favorisant la
régénérescence cellulaire, de l'acide caféique (aux propriétés antalgiques et anti-
inflammatoires), L’ester phényléthylique de 1’acide caféique est une molécule qui posséde de
plusieurs propriétés tels que des activités anti-virales, antiinflammatoires ou encore anti-

cancéreuses) ( Cuvillier, 2015)

> Lesterpénes:

Les terpenes expliquent I'odeur résineuse caractéristique de la propolis. Ils jouent un role

nécessaire dans les intéréts pharmacologiques de la propolis comme les activités
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antimicrobiennes et antioxydantes. Les monoterpenes acycliques, monocycliques et dicycliques
sont isolés de la propolis. (Ahangari et al., 2018)

% Il existe nombreuses sortes de de la propolis, cette variété est selon la saison de récolte,
végétation de provenance, son origine géographique et aussi en fonction du type de la
ruche (Tableau 2).

Tableau 2 : les types et I’origine de propolis montrées mondialement. (Cardinault et al,
2012)

Type de propolis Origine géographique Origine botanique | Principaux
constituants

Peuplier Ambrée a | Europe, Amérique du Nord | Populusspp. Et Flavones, flavonones
brune Régions non tropicales de | PrincipalementP. Acides phénols et ses
I’Asie, Novelle Zélande | Nigra L esters, sesquiterpénes
Bacchariespp. Dérivés phényles de

Vert du Brésil Zone tropicale du Breésil | Principalement B I’acide coumarique

DracunculifoliaDC | Acide
Diterpéniquelignanes

Flavones, flavonols,

Bouleau Nord de la Russie Betulaverrucosa Flavonones et
sesquiterpénes
Isoflavones,

Propolis rouge Cuba, Brésil, Mexique Dalbergia isoflavanes,

ecatophyllm flavonoide et
benzophénones
isoprénylées
Isoflavones,

Propolis rouge Cuba, Venezuela Clusia-rosea isoflavanes,
flavonoide et
benzophénones
isoprénylées

Méditerranéenne Sicile, Grece, Malte, Famille des Acide diterpénique

Turquie Cupressacea Et principalement de
type labdane

Pacifique Zone pacifique Macaranga Prényl - flavanones

(Taiwan) tanarius
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4. Récolte de la propolis :

4.1. Récolte par les abeilles :

La récolte de la propolis est effectuée par un petit nombre d'abeilles ouvriéres (qui sont dans
la derniére partie de leur existence). Ces derniéres sont spécialisées dans cette activité car elles
ne semblent pratiquement effectuer aucun autre travail au niveau de la colonie (par exemple,

la récolte du nectar).

Leur travail se limite a colmater I'intérieur de la ruche. (Namur,2016)

4.2. Récolte par ’homme :

Il s’agit deux méthodes de récolte de la propolis selon (Lotfy, 2006 ; Kuropatnicki et al.,
2013)

e L’une consiste de racler et gratter des cadres ou des parois de la ruche, de préférence a une
température assez basse. La propolis obtenue est appelée propolis de raclage. (Figure 25)

e |l existe également une autre méthode qui consiste a mettre des grilles ou des toiles a I’entrée
de la ruche, I’abeille bouche par de la propolis les interstices des grilles ou toiles (Figure
26). Cependant, l'apiculteur modifie ces toiles ou grilles et les mit dans un congélateur

pendant quelques heures, la propolis détachera facilement des grilles (Djoudi.,2022)

TR
. i"IL:

Figure 25 : Récolte de la propolis par grattage Figure 26 : Récolte de la propolis par des grilles

-

\\\\ 22

D’apreés Bogdanov, 2016 D’aprés Bogdanov, 2016
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5. Utilisation de la propolis :
5.1. Par I’abeille :

v Les ouvriéres utilisent la propolis pour colmater les fissures et les trous de leur ruche.
(Touati et Garnelkabeche, 2021)
v" Employée pour enrober les rayons et en général, tout I'intérieur de la ruche
(Touati et Garnelkabeche, 2021)
v' Lissage la surface intérieure et maintenir la température interne de la ruche
(Kocot et al, 2018)
v" En raison de son activité antimicrobienne, il contribue également a un environnement
interne aseptique et est utilisé pour momifier les corps des intrus afin d'empécher leur
putréfaction a l'intérieur de la ruche (Kocot et al, 2018)

5.2. Par ’homme :

La propolis est utilisée dans différents domaines tels que :

5.2.1. La médecine :

La propolis possede un large spectre d’activités biologiques et pharmacologiques parmi eux on
distingue antioxydante, anti-inflammatoire, antimicrobienne, antitumoral, anticancéreuse,

cardioprotectrice.

5.2.2. Lacosmétique :

La propolis et ses extraits sont été largement utilisée dans les produits dermatologiques et
cosmétique. Les effets de la propolis sur la régénération et la rénovation des tissus ont été bien
étudiés. Il possede de nombreux avantages dans diverses applications cosmétiques (Pasupuleti
et al, 2017)

On peut utiliser la propolis en cosmétologie dans les préparations suivantes :

e Les shampoings et les produits de soin du cuir chevelu, pour ses propriétés
antipelliculaires et antiseptiques.

e Lessavons et des déodorants pour ses propriétés antiseptique

e Cremes de soin, laits corporels et préparations antirides, pour ses propriétés antiseptiques,

antioxydants et réparatrices tissulaires (Lacharme, 2011)
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6. Extraction et purification de la propolis :

La propolis est retirée des ruches, puis triee manuellement pour la débarrasser de ses impuretés
(notamment des morceaux de cire). On peut utiliser la propolis pure (machée ou avalée) et pour
une utilisation médicale nécessite des méthodes d’extraction et de purification pour avoir des

solutions dans lesquelles les constituants de la propolis seront identifiable et quantifiable.

L’extraction de la propolis est focalisée sur les trois méthodes principalement utilisées pour
extraire la propolis : la macération, I’extraction par ultrasons (UE) et I’extraction assistée par
micro-ondes (MAE) (Eraslan et al., 2007)

Il existe Certaines méthodes d'extraction peuvent étre modifiées en utilisant différents solvants.
Le choix du solvant se fait en fonction de la faisabilité technique, la plupart des substances
actives peuvent étre solubles dans le propyléne glycol, le glycol et I'éthanol.En revanche, les
substances solubles dans I'eau sont moins nombreuses,mais les extraits aqueux présentent des
effets bactéricides et fongicide, ainsi que 1’utilisation des extraits d’acétone pour la production

des produits cosmétique. (Krell, 1996)
La FAO (2016), decrit dans la plateforme TECA, trois méthodes d'extraction de la propolis :

= Meéthode 1 : Extrait de propolis a I’éthanol (EEP)
= Meéthode 2 : Extrait aqueux de propolis

= Meéthode 3 : Extrait huileux de propolis
7. Les caractéristiques physico- chimique

7.1. Caractéristique physique
7.1.1. Consistance :

A des températures de 25°C & 45°C, la propolis est une substance molle, flexible et collante.
Elle dure et cassante a des températures froides (moins de 15°C). Généralement, la propolis
commence a fondre entre 60 et 70°C, par contre pour certains échantillons de propolis le point
de fusion peut atteindre 100°C (Aygun, 2017)
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7.1.2. Couleur :

La variété de la propolis selon 1’origine botanique et géographique explique la présence de

propolis vert, jaune, rouge au brun foncé (Anjum et al, 2019)

7.1.3. Goat :

La propolis & un goQt souvent acre et parfois amer (Marica et al. 2013)
7.1.4. Odeur :

Variable selon son origine botanique : arébme généralement agréable et douceéatre, mélangé au
miel, la cire et a d'autres produits (cannelle, vanille, etc.). Lorsqu'il est brdlé, il dégage une
odeur tres délicate et recherchée grace aux résines aromatiques qu'il contient. (EI Housseini,
2013)

8. Les caractéristiques chimiques :

La propolis est insoluble dans [l'eau froide. D’autre
part,partiellement solubledans les alcools et acétone, éther,

Solubilité _ \
chloroforme propylene glycol, diméthylsulfoxyde,et le benzéne. Il
est important de noter que la propolis est beaucoup plus soluble
dans une solution de soude caustique (Abir et al., 2020)

Densité La densité de la propolis est de 1.2 (soit supérieure a celle de 1’eau)

(El Housseini, 2013)

Son point de fusion se situe autour de 70°C. Chauffée au bain-
marie, elle se divise en deux parties :
e Une partie visqueuse qui tombe au fond du récipient.

Point de fusion o o ) )
e Une partie liquide appelée cire de propolis, qui reste en

surface et qui trouve de nombreux usages dans le domaine
apicole. (ELHousseini 2013)
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9. Intérét biologique et thérapeutiques de la propolis :
9.1. Activité antimicrobienne de la propolis :

Parmi les produits apicoles, la propolis est le produit qui présente I'activité antimicrobienne la
plus élevée (soltani.,2017). In vitro, la propolis peut agir directement sur les micro-organismes.
et in vivo, elle peut stimuler le systéme immunitaire en activant les mécanismes impliqués dans

la défense contre ces micro-organismes.(Chiheb et Berrahal.,2021)
9.1.1. Activité antibactérienne :

Sur la base d'études cliniques, la propolis a prouvé ses propriétés antibactériennes.Cette activité
a large spectre a été démontrée sur des bactéries Gram+ et Gram- (de type anaérobie et aérobie)
mais avec une plus grande efficacité sur les souches Gram+.Ses composés pourraient inhiber la
croissance bactérienne par blocage de la division cellulaire, par une désorganisation du
cytoplasme, par une inhibition de la synthése protéique (Cardinault et al, 2012). Tous les types
de propolis examinés ont révélé une forte activité antibactérienne sa composition differe

fortement en fonction de son origine botanique (Soltani.,2017)
9.1.2. Activité antifongique :

Pour étudier l'efficacité antifongique de la propolis, 80 souches de levures ont été
testéessCandida ont été mis en évidence y compris (Candida albicans, Candida tropicalis,

Candida krusei et Candida guilliermondii). (Bhargavaetal.,2021)

L'activité fongicide de la propolis agit contre les germes appartenant au genreCandida ainsi que
les champignons de type Aspergillus et Mycrosporum. (Cardinault.,2012)

9.2. Activité antioxydante :

La propolis a prouvé sa forte activité antioxydante. Grace a sa structure chimique riche en
polyphénols et en flavonoides (Mokhtaria, 2014). Les flavonoides jouent un role anti-age et
favorisent une meilleure circulation assistée par des ions métalliques catalysés par des radicaux
libres actifs (Cui et al, 2022).

Les études ont montré que la propolis protege le foie ou 21 composants isolé a partir d'une

échantillon de propolis parmi lesquels : les 3’ , 4’ , 5’ -trihydroxy-3, 7- diméthoxy flavonoides,

I'ester phénéthylique de I'acide caféique, I'isorhamnétine et la quercétine qui peut diminuer le
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degré d'endommagement de la membrane cellulaire sous I'effet des radicaux libres de I'oxygéne
en piégeant les radicaux libres et en stoppant la peroxydation des lipides et améliorer la capacité
des cellules a éliminer I'anion superoxyde protéger les cellules hépatiques endommagées
(Cui et al,2021)

9.3. Activité immunomodulatrice :

La propolis peut moduler la fonction des différentes cellules immunitaires a traver le
renforcement de I'activité et du mécanisme de lutte contre les agents infectieux des

macrophages, des monocytes, des neutrophiles et les lymphocytes. (Ripari et al.,2021)
9.3.1. Activité anti-inflammatoire :

La capacité de la propolis a modifier la synthese du facteur de nécrose tumorale-o(TNF-a) a été

étudiée afin d'évaluer ces activités anti-inflammatoires (Touzani et al.,2019)

L'effet anti-inflammatoire de la propolis est similaire a celui de I’aspirine. Les flavonoides sont
responsables, en inhibant la synthése de NO et de PG, inducteurs de I'inflammation, et en
supprimant la production de NO et de PG, inducteurs de l'inflammation et en supprimant la
production de cytokines inflammatoires par les monocytes/macrophages. Les composés

terpéniques agiraient également dans I’action anti-inflammatoire (Gharbi, 2011).
9.3.2. Activité antivirale :

La propolis est I'un des nombreux produits dont I'action antivirale a déja été décrite. Plusieurs
flavonoides ont une activité inhibitrice a I'égard de divers virus tels que le myxovirus, le

poliovirus, le coronavirus, I'adénovirus et certains provirus. (Ripari et al.,2020)

Des études montrent que l'intégration virale des cellules hotes peut étre inhibée par les
flavonoides de la propolis (comme la rutine, la naringénine, I'ester phénylique de I'acide

caféique, la lutéoline et lI'artébiline )(Bhargava et al.,2021)
10. Forme galénique :

La propolis se présente sous une forme galénique tres variable, ce qui la facilite a administrer
et a utiliser (Tableau 3). Il s'agit soit d'un seul ingrédient, soit d'une association avec d'autres
produits destinés a thérapeutique ou cosmétiqgue sous sa forme naturelle.

Sous forme d'extraits purifiés : fluides, doux ou secs, selon l'usage thérapeutique. Ou sous forme
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de granulés ou de poudre, et aussi en gélules a avaler, ou dans des déférents excipients tel que :

la vaseline, la lanoline, et la cire d'abeille (Donadieu, 2008) (Tableau 3)

Tableau 3: les formes galéniques de la propolis (Donadieu, 2008)

Mode d’usage Les formes galéniques

Gélule : Capsules de poudre ultrafine pour usage interne général.

Usage interne, pour les troubles digestifs et génito-urinaires.
Voie général interne

Sirop : Sirop a boire associant la propolis a des extraits de plantes
a des huiles essentielles, indiqué pour les affections broncho-

pulmonaires.

Voie local interne Bain de bouche : de Bouteille de liquide a diluer dans l'eau
pour les bains de bouche et pour lutter contre la mauvaise

haleine et prévenir I'inflammation de la muqueuse buccale

Creme :Tube de créeme pour utilisation locale dans une large

_ gamme d'indications dermatologiques.
Voie local externe

Baume d’En Calcat a la propolis :Fabriqué a partir de propolis,
de cire d'abeille et des huiles végétales. Ce baume est indiqué

pour améliorer le confort musculaire et articulaire (Arthrose)
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Objectif :

Ce travail est pour I’objetif d’évaluer 1’activité neuroprotectrice de la propolis sur la maladie

d’Alzheimer chez les souris NMRI.
1. Produit apicole :

Le produit opté dans notre étude c’est la solution aqueuse de la propolis récoltée en 2019
provenant de I’industrie d’apiculture Balparmak Kampils Cekmekdy/istanbul, Turquie.
(Figure27)

Figure 27 :Solution aqueuse de la propolis

2. Modele animal :

Pour réaliser notre étude expérimentale un effectif de 34 souris femelles de souche NMRI ayant
un poids corporel 30+5ga été procuré auprés de I’Institut de Pasteur d’Alger (IPA).
L’expérimentation est effectuée au niveau de I’animalerie du laboratoire de recherche de
pharmacognosie et Api-Phytothérapie de I’universit¢é de Mostaganem ou les animaux ont
bénéfici¢ d’une période d’adaptation. Un régime alimentaire standard et un acces libre a I’eau
de robinet sont mis a leur disposition, avec un cycle nycthéméral de 12hlumiere/12hobscurité

et une température favorable.
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3. Test de toxicité :

En vue de déterminer les effets secondaires de la propolis, un test de toxicité a été réalisé avant
d’entamer notre expérimentation. La procédure a été établie conformément a la methode décrite

par 1’organisation de la coopération économique et développement (OCDE, 2008).
3.1.Principe :

Ce test est basé sur 1’administration des différentes doses de la propolis aux animaux.
L’observation de toute apparition des signes de toxicité ; changement de comportement et

mortalité sont notés pendant 14 jours.
3.2. Protocole:

Le test a été réalisé sur un effectif de 9 souris répartis en trois groupes correspondant aux trois
doses administrées par gavage gastrique comme suit :

Groupe 1 (n=3) :recoit la solution de propolis a une dose de 150 mg/kg
Groupe 2 (n=3) :recoit la solution de propolis a une dose de 300 mg/kg

Groupe 3 (n=3) :recoit la solution de propolis a une dose de 500 mg/kg(Figure 28).

Figure 28:figure représente la répartition des lots de test de toxicité
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4. Evaluation de I’activité neuroprotectrice de la propolis :

Notre protocole est réparti en deux phases avec une durée de 45 jours chacune: le traitement

préventif suivi par I’induction de la maladie d’ Alzheimer.
+« Premiére phase :

L’administration quotidienne de la solution de la propolis et le médicament synthétique
Rivastigmine 1,5mg/kg (ExelonMC) par gavage gastrique a été réalisée du ler jour jusqu’au

45¢me jour de I’expérimentation a I’aide d’une sonde intra gastrique. (Figure 29)

Figure 29: Administration de la solution par gavage gastrique

R/

« Deuxiéme phase : Induction de la maladie d’Alzheimer :

La maladie est provoquée par I’administration de chlorure d’aluminium (Alcl3) par voie orale
a 100mg/kg combiné au D-Galactose a 120mg/kg par voie intra péritonéale (IP)
quotidiennement durant 45 jours.(Figure 30)
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Figure 30: Injection par voie intra péritonéale (IP)
5. Répartition des lots d’expérimentation :
Un effectif de 25 souris a été réparti en 5 groupes dont 5 souris chacun, comme suit :
Groupe T (n=5) : considéré comme un témoin, recoit que 1’eau distillée.
Groupe ALZ (n=5) : représente le groupe souris modele Alzheimer.

Groupe STD (n=5) : représente les souris traitées par le médicament synthétique choisi

Rivatigmine 1,5mg/kg pendant 45 jours suivis par I’induction de la maladie d’ Alzheimer.

Groupe ALZ-TrD1 (n=5) : représente les souris traitées par la propolis a dose de150mg/kg

pendant 45 jours suivis par ’induction de la maladie d’Alzheimer.

Groupe ALZ-TrD2 (n=5) : représente les souris traitées par la propolis a dose de 300mg/kg
pendant 45 jours suivis par ’induction de la maladie d’Alzheimer. (Figure 31)

38



Matériels et méthodes

S =% £ o4 ’ d< I3 S
- G Y A v WA e\ T

Figure 31: figure représente la répartition des lots d’expérimentation

6. Paramétres biologiques étudiés :

6.1. Evolution pondérale :

Des mesures hebdomadaires du poids corporel des souris ont été effectuées durant toute la

période d’expérimentation (90 jours).
6.2.Solution consommeée :

Chaque semaine la solution consommeée par les souris a été mesurée pour chaque lot pendant

les 90 jours d’expérimentation.

6.3.Tests neurologiques :
6.3.1. Tests de comportement :

6.3.1.1.Activité locomotrice:

L’animala été placé dans un espace fermé de 32X32 cm2 et divisée en 16 carrés identiques,
numérotésde 1 a 16 (Figure 32). Le comportement de la souris dans un nouvel environnement
a été évalué pendant 20 minutes, réparties en quatre phases consécutives de 5 min chacune.

Chaque déplacement est considéré comme un score.

Il est nécessaire de laisser un temps de repos entre chaque phase afin de permettre a la souris
d’explorer son nouvel environnement sans lui induire un stress, qui pourrait engendrer des

résultats erronés. (Pittaras,2011).
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Figure 32: Test de ’activité locomotrice

6.3.1.2.Tests de I’anxiété :
Dans ce test deux épreuves ont été réalisés :
% Compartiment noir/blanc :

Ce modele permet une évaluation simple et rapide de l'anxiété comportementale et sa
modification comparée entre un compartiment éclairé et un compartiment sombre. Le temps
total passé dans chaque compartiment a été enregistré pendant 20 min réparties en 4 phases de

5 minutes chacune. (Rebai et Djebli, 2008) (figure33)

Figure 33: Test de I’anxiété (compartiment noir/blanc)
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% Labyrinthe en croix suréleve

Est un test de mesure d’un comportement de type anxieux développé. Il est constitué¢ d’une
croix surélevée de 50 cm dont deux couloirs opposés 1’un ouvert (non protégé) et I’autre fermé
(protége) reliés par une plateforme centrale. Bras ouverts sontdonc plus anxiogenes pour la
souris (Figure 34). La souris est placée au centre du labyrinthe en croix pendant 5 minutes , le

temps passé dans chaque type de bras est mesuré.

La souris est considérée comme entrée dans un bras lorsqu’elle a ses quatre pattes dans ce bras.
Ce test permet d’évaluer 1’anxiété de la souris en comparant le pourcentage de temps passé dans

les bras ouverts par rapport aux bras fermés. (Schmitt, 2018)

Figure 34: Test de I’anxiété (labyrinthe en croix surélevée)
6.3.1.3. Test de persolt (la nage forcée) :

Le test de Persolt ou de la nage forcée, est un modeéle d’immobilité comportemental qui permet
de prédire I’efficacité d’un traitement antidépresseur (Porsolt et al. 1977). Le principe de ce
test est de forcer la souris a nager dans une situation a laquelle elle ne peut s’échapper dans un
bain d’eau tiede a 25 C°. Apres une période initiale d'activité vigoureuse, elle finit par ne plus
bouger du tout, ne faisant que les mouvements nécessaires pour garder la téte hors de I'eau,
adoptant un comportement de désespoir. Cette immobilité comportementale est le signe d'un
état de désespoir dans lequel la souris a appris que la fuite est impossible et se résigne aux
conditions experimentales. Le but de ce test est de calculer le temps d’immobilité de chaque

souris. (Figure 35)
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Figure 35: Test de Persolt

6.3.2. Tests de memoire :
6.3.2.1.Le labyrinthe radiaire a huit bras :

0,

% Meémoire spatiale de travail (MST)

Cette épreuve a été mise au point par Olton (1997). Dans ce test la nourriture est déposée a une
extrémité d'un couloir des huit. Ensuite la souris est placée sur la plateforme centrale avec un
acces libre vers tous les couloirs durant cing minutes (Figure 36). La souris doit chercher la
nourriture au fond de chaque couloir, chaque erreur est enregistrée si la souris visite deux fois
le méme couloir. Le nombre de visite pour chaque souris est comptabilisé au cours de 4 essais

d'apprentissage pendant 4 jours et le 5éme jour représente le test.
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Figure 36: Test de mémoire spatiale de travail
«» Mémoire spatiale de référence conditionnée (MSR) :

Dans cette épreuve, seulement deux bras du labyrinthe sont utilisés, 1’un est éclairé avec de la
nourriture a son extrémité, l'autre bras obscurité. L’animal est déposé dans le centre du
labyrinthe et les deux bras sont ouverts simultanément (Figure 37), et c'est a ce moment-la que
le test commence. Le temps de séjour dans le bras éclairé est mesuré au cours de 4 essais
d'apprentissage pendant 4 jours et le 5éme jour représente le test, durant cing minutes par jour.
(Cole et Chappell-Stephenson, 2003)

Figure 37: Test de meémoire spatiale de référence conditionnée
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% Distinction de position :

Au cours de ce test six bras du labyrinthe sont utilisés. La souris est déposé sur la plateforme
centrale et les six bras sont ouverts I'un aprés l'autre trois avec nourriture (bras appates) et les
autres sans nourriture (bras non appatés). Le test sera réalisé par I'ouverture des bras en paire
de bras appate et non appaté (3 paires en total) (Figure 38). Le score étant enregistré a chaque
fois en raccordant le nombre de bras appatés choisi par chaque souris mesuré au cours de 4
essais d'apprentissage pendant 4 jours et le 5éme jour représente le test. Durant cing minutes
chaque jour. (Lenck-Santini et al., 2001)

Figure 38: Mémoire de distinction de position

6.3.2.2.Piscine de Morris :

La piscine de Morris est 1’un des tests les plus utilisé, elle a été congue par Morris (1984) pour
¢valuer les capacités a mémoriser et a gérer I’information spatiale dans une situation peu
agréable pour la souris. L’animal doit échapper a une situation aversive en se réfugiant sur une
plate-forme. Pour cela, il doit se forger et utiliser une représentation de son environnement en
se basant sur les indices spatiaux disponibles. (Seron et Van der Linden, 2014). Deux tests

sont considéreés :
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% Mémoire spatiale de travail (MST) :

La souris est placée dans un récipient de 147cm de diametre & 25 cm de hauteur, contenant de
I’eau tiéde maintenue a 21C°. Une plate-forme apparente est placée dans la piscine qui est
entourée de repeéres visuels (Figure 39). Le temps que met la souris pour monter sur la plate-
forme est calculé au cours de 4 essais d'apprentissage pendant 4 jours et le 5éme jour représente
le test. Chaque seéance dure 5 minutes.

Figure 39: Mémoire spatiale de travail

« Mémoire spatiale de référence (MSR) :

L’eau du récipient est colorée a 1’aide d’un colorant non toxique pour rendre la plateforme
invisible (Figure 40). Le temps que met la souris pour retrouver la plateforme est calculé au
cours de 4 essais d'apprentissage pendant 4 jours et le 5éme jour représente le test durant 5

minutes.
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¢férence conditionnée

Figure 40: Mémoire spatiale de r

7. Sacrifice :

dant une nuit. Le jour qui

(ne pen

A

tation, les souris sont soumises au je

expérimen

Alafindel’

suit, elles sont anesthésiées par le chloroforme et par la suite sacrifiées. Le cerveau, le foie et

les reins ont été prélevés pour 1’étude histologique (figure 41) (figure 42).

Figure 41 :Le prélevement des organes. (a) le foie ; (b) les reins.
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Figure 42: Le prélevement du cerveau
8. Etude histologique :

L’¢étude histologique est effectuée a la fin de I’expérimentation au niveau du laboratoire «
Pharmacognosie &Api-phytothérapie » de I’université Abd El Hamid Ibn Badis Mostaganem,

suivant le manuel de techniques d’anatomo-cytopathologie (Marck, 2010).
8.1. Fixation :

Les organes prélevés sont fixés dans une solution de formol a 10%.
8.2.Macroscopie :

L’examen macroscopique détaillé est une partie essentielle de 1’étude d’une piece opératoire.
Préparation des fragments pour chaque organe, puis 1’ introduction de ces fragments dans des

cassettes d’inclusion, les cassettes ont été marquées sur leur bord.
8.3.Imprégnation (circulation) :

Afin d’obtenir des coupes d’une épaisseur appropri¢ il faut durcir le tissu, cela est réalisé par
son imprégnation par une matiére rigide qui lui donne la résistance mécanique voulue. Cette
¢étape repose sur la substitution de 1’eau dans les tissus par une solution hydrophobe

chimiquement inactive tell que la paraffine.

Plusieurs étapes doivent étre suivies :
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» Post fixation :
e 1 bac de formol a 10%
» Déshydratation
e 1 bac d’éthanol 96% durant 1 heure
e 1 bac d’éthanol 96% durant 1 heure
e 1 bac d’acétone durant 2 heures
»  Substitution
e 1 bac de toluene / xylene durant 2 heures
> Imprégnation
e 1 bac de paraffine a 70°C durant 1 heure

8.4.Inclusion

Mise de la piece prélevée dans un moule en acier et son enrobage avec de la paraffine liquide.
Une fois le bloc préparé, il est stocké dans un congélateur (-20°C)

8.5.Microtomie

Cette étape permet la réalisation des coupes sur le bloc a 1’aide d’un microtome. L’ensemble
des tranches obtenues forme un ruban de qualité trés fine (2 a 4um). Les coupes sont ensuite
étalées sur des lames de verre en utilisant une plaque chauffante afin d’éviter la formation de

plis et de stries.
8.6.Coloration

Avant I’étape de déparaffinage, un séchage des lames est nécessaire pour faciliter I’adhérence
des coupes sur la lame de verre. Cette cuisson est réalisée dans une étuve a 58°C pendant 1

heure.
» Deéparaffinage :

La premicre étape de toute coloration d’une coupe histologique est d’éliminer la paraffine du

tissu pour que les colorants puissent le pénétrer.

e 1bacde xylene durant 10 mn.
» Réhydratation

Consiste a substituer progressivement le solvant du tissu par des bains d’éthanol pour amener

al’eau.
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e [ bac d’éthanol a 70% durant 5 mn
e [ bac d’éthanol a 80% durant 5 mn
e 1 bac d’éthanol a 96% durant 5 mn
e Ringage a I’eau durant 10 mn

» Coloration
La coloration est réalisée avec de I’Hématoxyline/Eosine

¢ 1 bac d’hématoxyline de Harris durant 5-10mn
e | bac d’eau acidifié

e 1 bac d’eau basique

e 1 bac d’éthanol 96%

e 1 bac d’éosine durant 5 mn

e 2 bacs d’acétone, 5 min chacun

e 1 bac de toluéne ou xyléne jusqu’au montage

8.7.Montage

Cette opération consiste a fixer a 1’aide d’une résine synthétique (solution EUKITT) une lamelle

couvre-objet sur la coupe afin de la protéger.
8.8.Lecture microscopique

Les tissus étudiés sont observés aprés montage par un microscope optique qui utilise la lumiére
visible pour évaluer certaines formes cellulaires et tissulaires. La lecture microscopique est
effectuée apres coloration des tissus qui permet d’évaluer 1’état cellulaire mis en évidence des
structures, cette étape est realisée par I’Hématoxyline/Eosine qui aide a colorée les noyaux en

couleur mauve et le cytoplasme en rose claire
9. Analyse statistique

L’analyse statistique des données expérimentales obtenues lors des tests effectués a été réalisée
a I’aide d’un logiciel XLstat. Les résultats obtenus ont été exprimés par la moyenne plus au
moins écart type. Significatif (P<0,05) ; trés significatif (P<0,01) ; hautement significatif
(P<0,001).
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I. Résultats :
1. Test de toxicité :

L’administration intra gastrique de la solution aqueuse de la propolis & dose de 150mg/kg,
300mg/kg et 500mg/kg chez les souris n’a induit aucun signe de toxicité aux cours des 14 jours

d’observation (Tableau 4)

Tableau4 : Résultats du test de toxicité de la solution de propolis a 150, 300 et 500 mg/kg au

cours de 14 jours d’observation. (=) : rien n’a signalé.

30min | 3h 24h 48h 72h 4EMe }—p ] 4°me ]

150mg/kg

300mg/kg

500mg/kg

2. Parameétres biologiques étudiés :

2.1. Evolution pondérale

Durant la premiére phase qui représente le traitement préventif, la moyenne de 1’évolution
pondérale indique un intervalle de poids corporel entre 28 et 33g pour I’ensemble des lots
d’expérimentation. Le groupe témoin (T) et les souris modele Alzheimer traité (STD), (ALZ-
TrD1) et (ALZ-TrD2) restent presque stable, alors que les souris de modele Alzheimer ont
marquées par une augmentation hautement  significative dans la masse corporelle
comparativement au groupe témoin.(Figure 43a)

Concernant la deuxiéme phase qui consiste a I’induction de la maladie d’Alzheimer (MA), ona
remarque une stabilité de masse corporel chez les souris model Alzheimer et le groupe témoin
par rapport aux groups traités par la propolis a 150 et 300mg/kg (Alz-Tr D1), (Alz-Tr D2) et
par le traitement synthétique rivastigmine a 1,5 mg/kg (STD) qui ont indiqué une légeére

augmentation dans le poids. (Figure 43b)
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a4 5
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3 | s T : Témoin
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g | Std : Standard 1,5mg/kg
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5 8 ALZ-TrD1 : 150mg/kg
2 27 -

% | ALZ-TrD2 : 300mg/kg

25 T T T T 1

T Alz Std ALZ-TrD1 ALZ-TrD2

Figure 43a : moyenne de I’évolution pondérale des souris durant la premiére phase.

**tres significatif (p<0.01), ***hautement significatif (p<0,001); #significatif (p<0.05),
##thautement significatif. Comparativement au groupe témoin(*), Comparativement au groupe
Alzheimer (#).

36 -
b 35 *k
34 Rk * % T : Témoin
o 33 Alz : Alzheimer
= 32
‘g_ 31 4 o Std : Standard 1,5mg/kg
S 30 - ALZ-TrD1 : 150mg/kg
= 29 -
£ g . ALZ-TrD2 : 300mg/kg
27 A
26 T T T T 1
T- ALZ STD ALZ-TrD1 ALZ-TrD2

Figure43b: moyenne de I’évolution pondérale des souris durant la deuxiéme phase. **trés
significatif (p<0.01), ***hautement significatif (p<0,001); ###hautement significatif.
Comparativement au groupe témoin(*), Comparativement au groupe Alzheimer (#).
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2.2. Consommation de solution :

La consommation de solution est également faible chez les souris modéle Alzheimer traité par
la propolis a 300 mg/kg (ALZ-Tr D2), par rivastigmine a 1,5 mg/kg (STD) et groupe témoin
par rapport aux groupe modeéle Alzheimer et modele Alzheimer traité a 150mg/kg (ALZ-Tr
D1) au cours de la période du traitement préventif. (Figure 44a). Pendant la deuxieme phase
qui représente 1’induction de la maladie, les souris modéles Alzheimer (ALZ) consomment un
volume significativement supérieur comparativement aux souris modéle Alzheimer traité
(ALZ-TrD2) ainsi que le groupe témoin. (Figure 44b)

400

Q

350

300

250

200

150

100

Solution consommée (ml)

50

Q

i

ALZ-TrD1 ALZ-TrD2

T : Témoin

Alz : Alzheimer

Std : Standard 1,5mg/kg
ALZ-TrD1 : 150mg/kg

ALZ-TrD2 : 300mg/kg

Figure 44a: moyenne de volume de la solution consommeée par les souris durant la premiére
phase. *significatif (p<0.05), **tres significatif (p<0.01), ***hautement significatif (p<0,001) ;
## trés significatif (0,01). Comparativement au groupe témoin (*), Comparativement au groupe
Alzheimer (#).

500
b

Solution consommée (ml)
)
Lh
=]

i

ALZ-TrD1 ALZ-TrD2

T : Témoin

Alz : Alzheimer

Std : Standard 1,5mg/kg
ALZ-TrD1 : 150mg/kg

ALZ-TrD2 : 300mg/kg

Figure 44b : moyenne de la solution consommeée par les souris durant la deuxieme phase.

*significatif (p<0.05), ***hautement significatif (p<0.001) ; #significatif, ### hautement

significatif (p<0.001). Comparativement au groupe témoin(*), Comparativement au groupe
Alzheimer (#).
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2.3. Test neurologiques :
2.3.1. Test de comportement :

2.3.1.1.Activité locomotrice :

Les résultats de la moyenne des quatre phases de ’activité locomotrice obtenus affichent une
hypoactivité locomotrice remarquable chez les souris modéle Alzheimer (ALZ)
comparativement au groupe témoin (T) et les groupes des souris modele Alzheimer traitées
(STD), (ALZ-TrD1) et (ALZ-TrD2).(Figure 45)

70 - _
T : Témoin

Score

60 -

50 | Alz : Alzheimer

40 - Std : Standard 1,5mg/kg
30 1 ALZ-TrD1 : 150mg/kg
20 1 ALZ-TrD2 : 300mg/kg
10 -

0

ALZ-TrD1 ALZ-TrD2

Lot d'expérimentation

Figure 45 : Moyenne des quatre phases de I’activité locomotrice.
Aucune signification n’est trouvé d’apres les résultats de ce test.
Test d’anxiété:
e Labyrinthe en croix surélevé :

Les résultats obtenus montrent que les groupes des souris traitées par la propolis a 150 et 300
mg/kg (ALZ-TrD1), (ALZ-TrD2) et par le rivastigmine a 1,5 mg/kg (STD) passent moins du
temps dans le couloir protégé que le groupe modéle Alzheimer (ALZ). La méme observation

entre groupe modele Alzheimer et témoin mais avec une faible différence (Figure 46)
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T : Témoin

250 -
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150 - Std : Standard 1,5mg/kg

100 - ALZ-TrD1 : 150mg/kg
0 ALZ-TrD2 : 300mg/kg
0

Temps (S)

ALZ -TrD1 ALZ -TrD2

Lot d'expérimentation

Figure 46: Moyenne des phases du test de labyrinthe en croix surélevé.

*significatif (p<0.05). Comparativement au groupe témoin(*).

e Double compartiment noir et blanc :

Les résultats de la moyenne des quatre phases de ce test indiquent une préférence significative
(p<0.05) pour le compartiment noir chez les souris modéle Alzheimer traitées par la propolis
a 150 et 300 mg/kg (ALZ-TrD1), (ALZ-TrD2) ainsi que chez le groupe témoin (T)
comparativement aux souris modele Alzheimer (ALZ) (Figure 47).

300 ~

250 +

Temps (S)
>
=]

T : Témoin
200 -

Alz : Alzheimer

Std : Standard 1,5mg/kg
100 -

ALZ-TrD1 : 150mg/kg
50 -

ALZ-TrD2 : 300mg/kg

0

ALZ-TrD1 ALZ-TrD2

Lot d'expérimentation

Figure 47 : Moyenne des quatre phase du test de double compartiment noir et blanc.
*significatif (p<0.05).; #sifnificatif (p<0,05). Comparativement au groupe témoin(*),
Comparativement au groupe Alzheimer (#).
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2.3.1.2.Test de persolt (la nage forcée) :

Durant le test de persolt on a constaté que le temps d’immobilité enregistré chez le groupe des
souris modele Alzheimer (ALZ) est moins que celui enregistré chez le groupe témoin (T) et
les groupes de souris traitées par la propolis a 150 et 300mg/kg (ALZ-TrD1), (ALZ-TrD2) et
par le rivastigmine a 1,5mg/kg (STD). (Figure 48)

300 +

250 A

T : Témoin

Alz : Alzheimer
Std : Standard 1,5mg/kg
100 -
ALZ-TrD1 : 150mg/kg
50 -
ALZ-TrD2 : 300mg/kg
0

Temps (8)
[
S

ALZ -TrD1 ALZ -TrD2
Lot d'expérimentation

Figure 48: Moyenne des quatrephase du test de persolt (la nage forcée. *significatif (p<0.05).
Comparativement au groupe témoin(*).

2.3.2. Test de mémoire :
2.3.2.1.Labyrinthe radiaire & huits bras :

e Mémoire spatiale de travail (MST) :

Les scores (nombre d’erreur) enregistrés durant le test de mémoire spatiale de travail MST
durant les 4jours d’apprentissage montrent que la visite répétée des couloirs par les souris de
modele Alzheimer (ALZ) est plus important par rapport au groupe témoin. Une différence tres
significative et hautement significative est marquée chez les groupes des souris traitées par la
propolis a 150 et 300mg/kg (ALZ-TrD1), (ALZ-TrD2) et par le rivastigmine a 1,5mg/kg
(STD) comparativement aux souris modele Alzheimer au cours des trois derniers jours

d’apprentissage (Figure 49a).
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Lors de 5éme jour qui représente le test, le nombre d’erreur notés par les souris modéle
Alzheimer (ALZ) est significativement elevé en comparaison avec le groupe témoin
(T)(Figure 49b).
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Score (nombre d'erreur)
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ALZ-TrD2 : 300mg/kg
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Figure 49a : les résultats du 5°™ jour du test de mémoire spatiale de travail MST. *significatif
(p<0.05), **tres significatif (p<0.01), ***hautement significatif (p<0.001); #significatif
(p<0.05), ## trés significatif (p<0.01), ### hautement significatif (p<0.001). Comparativement

au groupe témoin(*), Comparativement au groupe Alzheimer (#).
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Figure 49b: les résultats du 5°™ jour du test de mémoire spatiale de travail MST. *significatif
(p<0.05), **tres significatif (p<0.01), ***hautement significatif (p<0.001). Comparativement
au groupe témoin(*).
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Mémoire spatiale de référence conditionnée (MSR) :

Le test de memoire spatiale de référence conditionnée indique durant les deux premiers jours
d’apprentissage que les souris modeles Alzheimer passent un séjour plus court dans le bras
éclairé par rapport au groupe témoin (T) et hautement significative en comparaison avec les
groupes des souris traitées (ALZ-TrD1), (ALZ-TrD2) et (STD). Ainsi que dans le troisiéme
jour d’apprentissage une différence hautement significative était marquée entre le groupe des
souris modéle (ALZ) et groupe des souris modéle Alzheimer traitées par la propolis a 300mg/kg
(ALZ-TrD2).(Figure 50a)

Ce qui concerne le 5°™ jour, un séjour plus court dans le bras éclairé est significativement noté
chez les souris modeéle Alzheimer (ALZ) comparativement aux souris du groupe

témoin.(Figure 50b)

a 300 =7

g E
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- T : Témoin
E 297 r Alz : Alzheimer
2 it _ '
E 150 - Std : Standard 1,5mg/kg
= ##
E;‘ 100 - - ALZ-TrD1 : 150mg/kg
.. £ ALZ-TrD2 : 300mg/kg
u |
n 2 13 14
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Figure 50a: les résultats du test mémoire spatiale de référence conditionnée MSR (4jours
d’apprentissage). *significatif (p<0.05), **trés significatif (p<0.01), ***hautement significatif
(p<0.001) ; #significatif (p<0.05), ## trés significatif (p<0.01), ### hautement significatif

(p<0.001). Comparativement au groupe témoin(*), Comparativement au groupe Alzheimer (#).

57



Résultats et discussion

300 -
250 -
- T : Témoin
@ 200 - .
5 Alz : Alzheimer
2, 150 -
2 Std : Standard 1,5mg/kg
E*
z 100 ALZ-TrD1 : 150mg/kg
=
S 207 ALZ-TrD2 : 300mg/kg
0

ALZ TrD1 ALZ-TrD2
Lut d'éxperimentation

Figure 50b : les résultats du test mémoire spatiale de référence conditionnée MSR (4jours
d’apprentissage). *significatif (p<0.05), **tres significatif (p<0.01). Comparativement au

groupe témoin(*).
e Distinction de la position :

Les résultats obtenus lors du test de la distinction de la position au cours des jours
d’apprentissage révelent que pendant le deuxiéme et le troisieme jour le groupe témoin (T) et
le groupe des souris traitées par la propolis a 300mg/kg ont marqué une différence significative
et tres significative respectivement comparativement au souris modele  Alzheimer
(ALZ).(Figure 51a)

Durant le jour du test les souris de groupe témoin et traitées par la propolis (ALZ-TrD1), (ALZ-
TrD2) et par le traitement synthétique choisi (STD) affichent un score des visites dans les bras

appates inférieurs comparativement au souris modele Alzheimer (ALZ). (Figure 51b)
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Figure 5la: les résultats du test de la distinction de la position (4jours d’apprentissage).
(p<0.05), **tres significatif (p<0.01) ; #significatif (p<0.05), ### hautement
significatif (p<0.001). Comparativement au groupe témoin(*), Comparativement au groupe
Alzheimer (#).
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Figure 51b :

**tres significatif (p<0.01). Comparativement au groupe témoin(*).
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Piscine de Morris :
e Mémoire spatiale de travail (MST) :

D’apres les résultats des quatre jours d’apprentissage du test de la la piscine de Morris effectué
a la fin du protocole expérimental, durant le premier et le deuxiéme jour les souris modéles
Alzheimer (ALZ) nécessitent un temps important a retrouver la plateforme visible
comparativement aux souris groupe témoin (T) et les souris des groupes traités (ALZ-TrD1),
(ALZ-TrD2) et (STD). Contrairement aux deux jours suivants qui ont montré une augmentation
tres significative du temps que le groupe témoin réalisé par rapport aux autres groupes modele
Alzheimer (ALZ) et modéle Alzheimer traités (ALZ-TrD1) et (ALZ-TrD2).(Figure 52a)

Concernant le 5°™ jour, une augmentation du temps remarquable observée chez le modéle
Alzheimer traité par la propolis a 300mg/kg (ALZ-TrD2) par rapport aux autres groupes qui

ont atteint la plateforme dans un temps significativement plus court.(Figure 52b)
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Figure 52a: les résultats du test de Morris mémoire spatiale de travail MST (4jours
d’apprentissage). *significatif (p<0.05), **trés significatif (p<0.01) ; #significatif (p<0.05).

Comparativement au groupe témoin(*), Comparativement au groupe Alzheimer (#).
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Figure 52b : Test de Morris mémoire spatiale de travail (MST). **tres significatif (p<0.01);
#significatif (p<0.05). Comparativement au groupe témoin(*), Comparativement au groupe
Alzheimer (#).

e Mémoire spatiale de référence conditionnée (MSR) :

Pendant les quatre jours d’apprentissage, les résultats démontrent un temps significativement
élevé chez les souris modele Alzheimer (ALZ) a atteindre la plateforme invisible comparé au
modéles Alzheimer traités (ALZ-TrD1), (ALZ-TrD2) et (STD) dans le troisieme jour.
(Figure 53a)

Les résultats obtenus durant le 5*™ jour confirment les résultats des jours d’apprentissage par
I’observation de la différence entre les souris modele Alzheimer (ALZ) et les autres groupes

témoin et modeéles Alzheimer traités (ALZ-TrD1), (ALZ-TrD2) et (STD).(Figure 53b)
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Figure 53a: les résultats du test de Morris mémoire spatiale de référence conditionnée
(MSR) (4jours d’apprentissage). **tres significatif (p<0.01).; ## trés significatif (p<0.01), ###
hautement significatif (p<0.001). Comparativement au groupe témoin(*), Comparativement

au groupe Alzheimer (#).
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Figure 53b : Test de Morris mémoire spatiale de référence conditionnée (MSR).
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L’>étude histologique :

2.3.3. Cerveau .
2.3.3.1.Hippocampe :

Lecture microscopique au niveau de I’Hippocampe démontre une nette observation des
enchevétrements neurofibrillaire, de perte neuronale avec et des plaques amyloides. Par contre,
nous avons observés d’une histoarchitecture condensée au niveau dans la région DG de
I’hippocampe chez groupe témoin (T) ainsi que chez les groups modéle Alzheimer traité par
propolis a 150mg/kg (Alz-TrD1), souris modele Alzheimer traité par propolis a 300mg/kg (Alz-
TrD2) et le groupe traité par Rivastigmine a 1,5mg/kg (STD).(Figure 54)
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Figure 54 : Photomicrographie de I’'Hippocampe coloré par H&E (X10-X40). (A, a) groupe
témoin ; (B, b) groupe des souris modéle Alzheimer ; (C, c) groupe modele Alzheimer traité
par la propolis & dose de150mg/kg; (D, d) groupe modéle Alzheimer traité par la propolis a
dose de 300mg/kg ;(E, e) groupe modéle Alzheimer traité par rivastigmine a 1,5mg/kg.
DG : gyrus denté. ENF : Enchevétrement neurofibrillaire. Perte neuronale (Cercle).

64



Résultats et discussion

2.3.3.2.Cervelet :

Les coupes histologiques au niveau du cervelet chez les groupes (Alz-TrD1), (Alz-TrD2) et
(STD) montrent une architecture et un bon positionnement des couches cellulaire. 1ls sont
presque similaires au groupe témoin. Par rapport au groupe Alzheimer qui montre des

altérations au niveau des cellules du Purkinje, avec une présence des Hémorragies.
(Figure 55)

Figure 55: Photomicrographie de cervelet coloré par H&E (X10-X40) ;(A, a) groupe témoin ;
(B, b) groupe Alzheimer ; (C, ¢) groupe Alzheimer traité par la propolis a dose de 150mg/kg ;
(D, d) groupe Alzheimer traité par la propolis a dose de 300mg/kg ;(E, €) groupe standard traité

par rivastigmine a 1,5 mg/kg ; CP : Cellule de Purkinje. DCP : Dégénérescence de Purkinje.
H : Hémorragie.
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2.3.3.3.Cortex :

Etude microscopique des coupes histologiques au niveau du cortex, on a observé chez le group
Alzheimer de dépdt de plague amyloide avec une visibilité des enchevétrements
neurofibrillaires. En revanche, les groups Alzheimer D1 traité par propolis a 150mg/kg,

Alzheimer D2 traité par propolis a 300mg/kg et le groupe standard traité par Rivastigmine a
1,5mg/kg ont un cortex normal. (Figure 56)

Figure 56 : Photomicrographie du cortex coloré par H&E. (X10-X40) ; (A) groupe témoin ;
(B) groupe Alzheimer ; (C) groupe Alzheimer traité par la propolis a dose de 150mg/kg; (D)
groupe Alzheimer traité par la propolis a dose de 300mg/kg ; (E) groupe standard traité par

rivastigmine & 1,5mg/kg .ENF :Enchevétrement neurofibrillaire. PA : Plaque Amyloide. H :
Hémorragie
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2.3.4. Foie:

Etude microscopique des coupes histologiques au niveau du tissu hépatique, on a observé chez
le group Alzheimer des damages cellulaire et hémorragie contrairement au groupe témoin ou
était 1’observation plus claire et la densité cellulaire était plus importante. Concernant
Alzheimer traité par propolis a 150mg/kg, Alzheimer traité par propolis a 300mg/kg et le groupe
standard traité par Rivastigmine a 1,5mg/kg ont un tissu hépatique normal et sont presque

similaire au groupe témoin. (Figure 57)

Figure 57 : Photomicrographie du tissu hépatique coloré par H&E(X40) ; (A) groupe témoin ;
(B) groupe modele Alzheimer ; (C) groupe modéle Alzheimer traité par la propolis & dose de
150mg/kg; (D) groupe modéle Alzheimer traité par la propolis a dose de 300mg/kg ; (E)groupe
modele Alzheimer traité par rivastigmine a 1,5mg/kg. VCL: Veine centro-lobulaire.CH :

Cellules hépatiques. H : Hémorragie.
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2.35. Rein:

L'administration d'extraits aqueux de la propolis & 150 et 300mg/kga visiblement prévenu la
structure architecturale des reins chez les groupes traités (Alz-TrD1), (Alz-TrD2) de
déférentesmanifestations provoquées par le chlorure d'aluminium. Une certaine hémorragie a
été observeé chez le group Alzheimer par rapport aux groupe témoin et les groupes traités par la
propolis (Alz-TrD1) et (Alz-TrD2). (Figure 58)

Figure 58 : Photomicrographie du tissu rénale coloré par H&E.(X10-X40) (A) groupe témoin ;
(B) groupe Alzheimer ; (C) groupe Alzheimer traité par la propolis a dose de 150mg/kg; (D)
groupe Alzheimer traité par la propolis a dose de 300mg/kg ; (E)groupe standard traité par

rivastigmine a 1,5 mg/kg. GR : Glomérule rénale ; EB : Espace de Bowman ; TD : Tubule
distale ; H :Hémorragie.
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I1. Discussion :

La maladie d’Alzheimer est une pathologie neurodégénérative irréversible qui entraine une
altération progressive et définitive des cellules nerveuses. Elle se caractérise par un déclin

progressif des fonctions cognitives.

Ce travail est pour I’objet d’évaluer in vivo I’activité neuroprotectrice de la solution aqueuse de

la propolis sur la maladie d’Alzheimer a deux doses choisies 150 et 300mg/Kkg.

Afin de déterminer les effets secondaires du produit étudié, un test de toxicité a été effectuée
avant d’entamer notre expérimentation. L’administration intra gastrique de la solution aqueuse
de la propolis a dose de 150mg/kg, 300mg/kg et 500mg/kg chez les souris n’a induit aucun
signe de toxicité aux cours des 14 jours d’observation, cela signifie que la solution aqueuse du
produit apicole étudié a dose choisie ne provoque aucune toxicité. Ces resultats s’accordent
avec le travail de (Ramadan et al, 2012)qui est basé sur 1’extrait éthanolique de la propolis a
des doses (10, 100, 1000, 1000, 2000, et 5000 mg/kg), ainsi que les résultats que (Nanaware
et al, 2017) ont trouve aprés I'administration orale d'extrait éthanolique de la propolis indienne

aux rats.

Durant toute la période d’expérimentation (90 jours), des mesures hebdomadaires du poids
corporel des souris ont été effectuées ainsi que la solution consommeée par les souris qui a été

mesurée pour chaque lot.

Pendant la période du traitement préventif les souris modéle Alzheimer traité par propolis
(ALZ-TrD1) et (ALZ-TrD2) présentent une stabilite, alors que les souris de modéle Alzheimer
ont marquées par une augmentation hautement significative dans la masse corporelle

comparativement au groupe témoin

Concernant la deuxieme phase qui represente I’induction de la maladie,on a remarqué une
stabilité de masse corporelle chez les souris modéle Alzheimer pendant toutes les semaines de
cette période. Ces résultats s’approchent de ceux rapportés par (Campos et al, 2022)qui ont
montré aucun changement corporel chez les souris induits par le chlorure d’ Aluminium (Alcl3)
pendant la provocation de la neurotoxicité et ne s’accordent pas avec le travail de (Khalil et
al, 2020) qui indiqué une perte de poids corporel chez les rats groupes Alzheimer qui ont recu

le chlorure d’ Aluminium (Alcl3)a 100 mg/kg par voie orale.
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L'absence de changements significatifs dans le temps d’immobilité, la locomotion et le
comportement anxieux des souris du groupe témoin est une indication cohérente qu'ils ne
présentaient pas de déficit moteur ou motivationnel. Ces observation sont similaires avec le
travail de (Impellizeri et al, 2023)qui ont notés les mémes remarques chez les rats pendant

leur étude.

Les résultats du test de Morris MSR démontrent un temps significativement élevé chez les
souris modéle Alzheimer (ALZ) a atteindre la plateforme invisible comparé au modeles
Alzheimer traités (ALZ-TrD1), (ALZ-TrD2) et (STD). Ca correspond aux résultats de (Chen
et al, 2008) qui révelent chez le groupe traité par la solution aqueuse de la propolis a 100mg/kg

une atténuation significative de I'amnésie induite par la scopolamine.

Enfin, la lecture microscopique des coupes histologiques des différents organes étudiées a
savoir le cerveau, le foie et les reins nous a permet d’observer une différence remarquable entre

les groupes d’expérimentation.

Dans le tissu cérébral on a basé sur trois régions : I’hippocampe la structure la plus touchée

dans le cas de la maladie d’Alzheimer MA ainsi que le cervelet et le cortex cérébral.

Lecture microscopique au niveau de 1’hippocampe indique la présence des enchevétrements
neurofibrillaires et des plaques amyloides chez les souris modele Alzheimer (Alz) et une perte
neuronale bien démontrée comparativement au groupe témoin (T) qui présente une
condensation des neurones au niveau dans la région DG de I’hippocampe. Ceci correspond
résultats de la recherche de (Khalil et al, 2020) qui ont révélé une organisation tissulaire
normale dans la région de I'hnippocampe. Le chlorure d’Aluminium (AICI3) s'accumule
principalement dans I'hippocampe, dont qu'il est particuliérement vulnérable & la maladie
d'Alzheimer et qu'il joue un r6le important dans les processus d'apprentissage et de

mémorisation (Impellizeri et al, 2023).

Les coupes histologiques au niveau du cervelet chez groupes modeles Alzheimer traité a 150
mg/kg et 300 mg/kg de la propolis et le group standard traité par Rivastigmine a 1,5 mg/kg
montrent une architecture et un bon positionnement des couches cellulaire. 1ls sont similaires
au groupe témoin. Par rapport au groupe Alzheimer qui montre des altérations au niveau des
cellules du Purkinje (Dégénérescence du Purkinje), avec une présence des Hémorragies. C’est
résultats s’accordent avec le travail de (Khalil et al, 2020)qui ont notés presque les mémes

remarques.
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Les échantillons de cerveau du groupe témoin ont révélé une organisation tissulaire normale
dans la région du cortex cérébral contrairement au groupe des souris modele Alzheimer (Alz).
En revanche, les groups modeles Alzheimer traité par propolis a 150 mg/kg et 300mg/kg,
modéle Alzheimer traité par Rivastigmine & 1,5mg/kg (STD) ont marquée un cortex normal
avec une structure cellulaire claire presque similaire a celle du groupe témoin. Ces remarques
sont presque similaire au du travail de (Ozdemir et al, 2023) qui ont induit la maladie par

Injection intracérébroventriculaire de streptozotocine.

Au niveau du tissu hépatique, on a observé chez le group Alzheimer des damages cellulaire et
hémorragie contrairement au groupe témoin qui a une structure normale ou était 1’observation
plus claire et la densité cellulaire était plus importante. Ces résultats s’accordent avec les

travaux de (Ramadan et al, 2012).

L'administration d'extraits aqueux de la propolis a 150 et 300mg/kg a visiblement prévenu la
structure architecturale des reins chez les groupes traites (Alz-TrD1), (Alz-TrD2) de déférentes
manifestations provoquées par le chlorure d'aluminium. Une certaine hémorragie a été observé
chez le group Alzheimer par rapport aux groupe témoin et les groupes traités par la propolis
(Alz-TrD1) et (Alz-TrD2). Ce resultat concorde avec les travaux(Silva et al, 2020)qui ont
travaillé sur le traitement oral a la gelée royale sur le modéle Alzheimer rat induit par

streptozotocine.

La propolis renferme au moins 200 composés, dont des acides et des esters phénoliques, des
flavonoides, des stéroides, des aldéhydes aromatiques et des alcools, etc.(Malekahmadi et al,
2023) qui confére a cette substance des qualités thérapeutiques remarquables, parmi eux
I’activité anticholinestérasiques (Abdel-Rahman et al, 2020).

L’extrait de la propolis améliore le systeme de défense antioxydant en diminuant le
malondialdéhyde dans le cerveau, qui est un facteur essentiel de la maladie d'Alzheimer, et
inhibe I'activité de lI'acetylcholineésterase AChE (Hirata et al, 2021).

La propolis contribue a prévenir la mort cellulaire neuronale liée au stress oxydatif, qui est
impliquée dans la pathogenese de plusieurs maladies neurodégénératives(Takashima et al,
2019).
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Les produits apicoles sont parmi les produits naturels qui font I’objet des plusieurs études
scientifiques pour la recherche du nouveau traitement curatif et préventif de certaines
pathologies neurodégénératives. L’objectif de ce travail est d’évaluer ’activité neuroprotectrice

in vivo de I’extrait aqueux de la propolis.

Dans notre expérimentation nous avons cherché a montrer I’effet neuropréventif de la propolis
sur la maladie d’Alzheimer chez les souris souche NMRI suivant un protocole de 90 jours

réparti en deux phases.

La premicre représente période de traitement préventif qui consiste a I’administration de
I’extrait aqueux de la propolis a 150 et 300 mg / kg par gavage gastrique pendant 45 jours. Et
la deuxiéme repose sur I’induction de la maladie d’ Alzheimer aves I’administration de chlorure
d’aluminium a100 mg/kg par voie oral associé du D- galactose par voie intrapéritonéal durant
45 jours

Le test de toxicité réalis¢ avant d’entamer 1’étude expérimental montre que 1’extrait aqueux de

la propolis n’a induit aucun signe de toxicité au cours des 14 jours d'observation.

Pendant la période de traitement préventif, I’évolution pondéral a montré une augmentation du
poids corporel chez les souris modéle Alzheimer comparativement aux témoins. Les souris
Alzheimer traité avec 1’extrait aqueux de la propolis a 150 mg/kg (Alz -Tr D1) et 300 mg/kg

(Alz- Tr D2) n’ont montré aucun changement.

Concernant la deuxieme phase, on a remarqué une stabilité de masse corporelle chez les souris
modele Alzheimer et groupe témoin par rapport aux groupes traités par la propolis a 150 et
300mg/kg (Alz-Tr D1), (Alz-Tr D2) et par le traitement synthétique rivastigmine a 1,5 mg/kg

(STD) qui ont indiqué une légére augmentation dans le poids.

La consommation d'eau est également faible chez les souris Alzheimer traité par la propolis a
300 mg/kg (Alz-Tr D2), group standard (STD) et groupe témoin par rapport aux group
Alzheimer et Alzheimer traité (Alz-Tr D1) au cours de la période de traitement.

Les altérations neurologiques affectées chez les souris modele Alzheimer se traduisent par des

troubles comportementaux et 1’incapacité d’apprentissage par rapport aux souris témoins.

Les résultats de la mémoire spatiale de travail (MST) indiquent le nombre d’erreur
significativement élevé les souris modele Alzheimer par rapport aux témoins. En effet, les

résultats obtenus du test de mémoire spatiale de référence conditionné (MSR) démontrent un
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temps de séjour dans le bras éclairé chez souris modele Alzheimer significativement moins que

chez le groupe témoin.

Les résultats de test de Morris (MST) indiquent que les souris modele Alzheimer atteignent la
plateforme visible dans un temps plus élevé avec une légere déférence comparativement au
témoin les groupes modéles Alzheimer traité (Alz-TrD1) et (STD). Le groupe modele
Alzheimer traité (Alz-TrD2) nécessite une durée significativement élevée que les autres
groupes. D’apres les résultats obtenus durant le S5eme jour, le groupe témoin et les groupes
modeles Alzheimer (STD), (Alz-TrD1) et (Alz-TrD2) détectent plateforme invisible plus

rapidement du groupe modele Alzheimer.

Les résultats des tests de comportements réaliser a la fin de protocole (Activité locomotrice,
test de compartiment noir et blanc, labyrinthe en croix sureélever et test de la nage forcé)
présente une perturbation comportementale chez les groupes d’expérimentations plus

précisément chez les souris modéle Alzheimer.

Cette étude in vivo représente une étape initiale de I’activité neuroprotectrice de I’extrait aqueux

de la propolis.

En perspective, il serait intéressant de procéder a la caractérisation des différentes molécules
bioactives contenants dans 1’extrait de ce produit apicole en déterminant leur mécanisme
d’action dans la neuroprotection contre la maladie d’Alzheimer. Une étude in vitro serait
¢galement intéressante a mener afin de déterminer ’activité anti-cholinestérasique et anti-

butyrylcholinestérasique de la solution aqueuse de la propolis.
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Annexes



Annexe 1

= L’évolution pondérale chez les lots expérimentaux durant les 90 jours d’expérimentation

Annexe 2

= Laconsommation de la solution chez les lots expérimentaux durant les 90 jours

Phase 1 Phase 2
Témoin 28,51+1,19 29,71+1,37
Alz 31,17+1,21 32,82+1,37
STD 28,8+1,08 29,57+0,97
Alz-TrD1 30,48+1,43 32,08+1,89
Alz-TrD2 32,57+2,45 33,35%1,65

d’expérimentation

Phase 1 Phase 2
Témoin 288,33+19,66 319,16+34,98
Alz 342+20,74 366,66+17,51
STD 321,5+19,99 369,16+23,32
Alz-TrD1 341,67+26,20 411,66+35,44
Alz-TrD2 295,83+27,46 302,08+18,6




Annexe 3

= Test de I’activité locomotrice : Moyenne des quatre phases de I’activité locomotrice

Moyenne des quatre phases
Témoin 50,2+11,41
Alz 40,2948,11
STD 57,42+15,72
Alz-TrD1 53,6749,22
Alz-TrD2 58,37+£11,15

Annexe 4

= Test de labyrinthe en croix surélevé : Moyenne des quatre phases de labyrinthe en croix
surélevé

Moyenne des quatre phases

Témoin 258,85+35,75
Alz 266,65+24,12
STD 223,06+48,63
Alz-TrD1 220,68+36,9

Alz-TrD2 228,04+24,38




Annexe 5

= Test de double Compartiment noir/ blanc : Moyenne des quatre phases de double
Compartiment noir/ blanc

Moyenne des quatre phases
Témoin 218,18+34,09
Alz 154,54+31,89
STD 187,91+29,3
Alz-TrD1 218,81+28,39
Alz-TrD2 204,75+27,45

Annexe 6 :

Test de Persolt

Moyenne des quatre phases

Témoin 211+42 36
Alz 156,5+27,57
STD 180,8+37,11

Alz-TrD1 181,5+21,8

Alz-TrD2 167,66+15,51




Annexe 7

= Test de mémoire spatiale de travail (MST)

Annexe 8

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Test (J5)

Témoin 9+1,87 6,6+0,55 6,5+1,12 6,25+0,83 1,75+0,83
Alz 10+2,55 7,5+£1,12 7,75%0,83 9,25+1,92 6+1,87
STD 10,5+2,06 10,5+1,5 6,5+1,66 7,5+1,8 6,4+1,52
Alz-TrD1 10,6+2,51 9,8+1,79 6,2+1,92 4,75%1,3 7+1,22
Alz-TrD2 10,3+1,64 7,25+2,68 3,67+1,63 4,75%1,48 3,75%1,3

= Test de mémoire spatiale de reférence conditionné (MSR)

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Test (J5)

Témoin 80+17,9 103+28,1 116+36,1 142+24,1 234+15,8

Alz 68,8+11,1 47,8124 155+26,1 156+26,8 190+38,8
STD 108+32,9 97,3+24,6 152+24.7 163+15,2 183+31
Alz-TrD1 128+37,2 138+12,6 135+12,5 136+25,5 156+34

Alz-TrD2 157+23,5 124+37,7 244+29,5 1794215 1871249




Annexe 9

= Distinction de position

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Test (J5)
Témoin 12,842,59 10,4+1,14 6,2+2,59 5,8+2,28 4+1,58
Alz 13,8+3,63 11+3,24 10,5+2,06 7,4+2,07 7,4+1,14
STD 11,6£3,65 11,3+0,83 9+1,87 6,2+3,35 5,4+1,82
Alz-TrD1 10+3,08 7,8+1,79 7,6+£2,97 5,4+1,95 5,25+4,26
Alz-TrD2 9,75+£2,17 712,12 240,71 4,5+2,6 5,75+2,28
Annexe 10
= Test de Morris (MST)
Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Test (J5)
Témoin 5,8+1,92 5+1,41 26,7+11,8 23,5+11 5,75+3,11
Alz 8,25+3,49 13+9,87 10,8+7,4 5,5+£3,91 7,515,32
STD 3,33+0,41 6,25+2,17 3,75+1,92 7,548 6,75+2,28
Alz-TrD1 5,25+1,64 9+7 45+1,12 5+1,58 4,25+0,43
Alz-TrD2 51,22 3,33+1,63 340,71 3,33+0,41 15,3+3,56




Annexe 11

= Test de Morris (MSR)

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Test (J5)

Témoin 3,8+1,48 5,8+1,64 6,75+3,34 3,6+1,67 6,5+3,64
Alz 12,6+10,2 10,8+7,29 30+10,3 6,5+3,84 8,25+3,56
STD 6,75+1,3 6+0,71 4,5+2.5 442,35 5,25+4,32
Alz-TrD1 12+11,6 5,2+2,28 6,67+2,48 2,75%0,83 5,25+3,49

Alz-TrD2 711,22 6,5+1,8 9,33+4,97 2,75%0,43 5+2,12




Annexe 12 : Les étapes de 1’é¢tude histologique

1-Circulation 2-Inclusion

4-Coloration 3-Microtomie

|

5-Montage 6-Lecture microscopique







