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Résumé

L’objectif de la présente étude est la mise en évidence de I’effet d’un extrait d’acétate
d’éthyle de la propolis (EAP) de Tigzrit (Tizi-Ouzou, Algeérie) sur certains parametres
biochimiques chez les rats males Wistar rendus diabétiques par injection de streptozotocine
(STZ : 60 mg/Kg i.p). Un total de 30 rats males Wistar (de poids moyen égal a 160 + 18 g)
a été divisé en six groupes de cing rats, recevant respectivement 50, 100, 200 mg/kg d’EAP
et 50 mg/kg de quercétine par voie orale et un groupe témoin négatif T (1’cau et la nourriture
ad libitum), et un autre sert de témoin positif G1 (rendus diabétiques sans traitement). Les
différents groupes d’animaux (G2 au G5) ont regu des traitements des doses variables
pendant une période de 90 jours. En fin d’expérience, les prélévements sanguins ont été

effectués par ponction cardiaque afin de mesurer les paramétres d’homéostasies.

Les résultats obtenus indiquent que I’EAP a raison de 200 mg/kg diminue le taux de
glycémie chez les rats diabétiques (3.33 gr/L). Le taux d’hémoglobine glyquée (HbA1C) est
¢galement réduit sous 1’effet de la propolis. L’effet de la propolis sur la glycémie et 'HbA1C
est efficace . Le poids des rats diabétiques traités par la propolis (200mg/kg) augmente
significativement par rapport aux rats diabétiques non traités. Par ailleurs, les concentrations
en créatinine et en urée diminuent également chez les rats diabétiques sous ’effet de la
propolis ; laissant penser a une amélioration de la fonction rénale. Le profil lipidique des rats
diabétiques est également amélioré sous 1’effet de la propolis. L’administration de la propolis
permet de diminuer le taux sérique d’ASAT et ALAT pour les rats diabétiques traités par

apport aux non traités.

Mots clés : Diabéte, propolis, quercétine, streptozotocine, homéostasie.
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Abstract

The objective of this study is the demonstration of the effect of propolis ethyl acetate
extract (EAP) of Tigzrit (Tizi-Ouzou, Algeria) on some biochemical parameters in diabetic
rats Wistar already injected by streptozotocin (STZ 60 mg/ Kg ip). A total of 30 male Wistar
rats, (average weight equal to 160 + 18 g) were divided, into six groups (five animals each).
Four groups received 50, 100, 200 mg / kg EAP or 50 mg / kg of quercetin orally for 90
days, and the fifth is used as negative control (T) and received only water and food ad
libitum. The last groups served as positive control serves G1 (made diabetic without
treatment). In the end of the experiment, blood samples were collected by cardiac puncture

to measure parameters of homeostasis.

The results indicated that the EAP at 200 mg / kg reduced blood sugar levels in diabetic
rats (3.33 g / L). Glycated hemoglobin (HbA1C) was also reduced under the effect of
propolis. The effect of propolis on blood glucose and A1C is dose-dependent. The weight of
diabetic rats treated with propolis (200mg / kg) significantly increased compared to the
untreated diabetic rats. On the other hand, the concentrations of creatinine and urea
decreased suggesting an improvement in renal function; the lipid profile of diabetic rats had
also improved. The serum AST and ALT were reduced in the treated diabetic rats, compared

to untreated.

Keywords: Diabetes - Extract of propolis — streptozotocin - antidiabetic effects.
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Liste des abbreviations

ADP: Adénosine diphsphate.

AMP: Adénosine monophosphate.

AMPK: Activated mono-phosphate kinase.
ATP : Adénosine triphosphate.

AZT : Azidothymidine.

CAPE : composeé présentant le meilleur pouvoir antioxydant.
CD4 : Cluster de différenciation 4.

CD8 : Cluster de différenciation 8.

DID : Diabete insulinodépendant.

DL : Dose letale.

DNID : Le diabéte non insulinodépendant.
DNT : Diabétique non traité.

DO : Densité optique.

EAP : Extrait d’acétate d’éthyle de la propolis.
ECP : Extrait chloroforme de la propolis.
EDTA : Ethyléne Diamine Tétra-Acétique.
EEP : I’extrait éthanolique de la propolis.
GOT : Transaminase flutanique oxaloacétique.
GPT : Transaminase Glutanique pyruvique.
H>O> : Eau oxygénée.

HbA1c : Hémoglobine glyquée.

HDL : High density lipoprotein.

IL-6 : Interleukine-6.

LDH : Lactate Dehydrogenase.

LDL : Low density lipoprotein.

MDH : Malate Dehydrogenase.

mg/kg : Milligrammes/kilogramme.

NADPH: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate.
NH3 : Ammoniac.

NO synthase : L’oxyde nitrique synthase.
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O : Oxygeéne.

OMS : Organisation mondiale de la santé.

ORAC : Oxygen Radical Absorbance Capacity.

P : Propolis.

P/V : Brute/Solvant.

PAKZ1: Protein activated kinase 1.

pH : Potentiel hydrogene.

Q : Quercétine.

SGOT/ASAT : Sérum Glutamooxaloacétate Transférase /Aspartate-
Aminotransférase.

SPGT/ALAT : Sérum Glutamopyruvate Transférase / Alanine-Aminotransférase.
STZ : streptozocine.

TNF-a : Cytokine pro-inflammatoires, Tumor Necrosis Factor-a.
TRAIL: (tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand).
VIV : Volume/Volume.

VIH : Virus de I'immunodéficience humaine.

VLDL : Very low-density lipoprotein.
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Introduction

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé, le nombre de diabétiques dans le monde
devrait plus que doubler d’ici 2030 passants de 13,5 millions en 1995 a 370 millions soit
4,3% de la population mondiale. Les pays en voie de développement ne sont pas épargnés
avec une progression de 84 a 228 millions de malades d’ici 2025 soit une hausse de 170%.

Durant la méme période, le diabéte continuera de progresser dans le monde développé
(augmentation prévue de 40% entre 1995 et 2025) : c’est déja la quatriéme cause de
mortalité. La population malade sera aussi de plus en plus jeune, femmes et hommes étant
touchés indifferemment (OMS, 1998).

Plusieurs facteurs sont évoqués pour expliquer cette augmentation spectaculaire :

e [’accroissement et le vieillissement de la population (Gourdy et al., 2001).

¢ le mode de vie sédentaire (absence d’activité physique) (Helmrich et al., 1991).

e des mauvaises habitudes alimentaires (destruction du rythme et des horaires de repas
favorisant le grignotage, consommation excessive de sucres et lipides pouvant

entrainer une obésité, malnutrition) (Bennett et al., 1992).

Le diabéte est donc un probléme de santé public majeur, tant en terme de mortalité que
de codt pour les systémes de santé, auquel il convient d’apporter des réponses en développant
des nouveaux axes de recherches thérapeutiques pour découvrir des médicaments
potentiellement plus efficaces et moins toxiques. (Anonyme, actualité pharmaceutique,
2001).

Selon I’'OMS (Guermaz, 2008), I’ Algérie en compte 5 millions tout diabéte confondu.
Les traitements actuels du diabéte visent & normaliser autant que possible la glycémie sans
pour autant guérir la maladie. L’épidémie du diabéte engendre des dépenses financiéres
majeures pour les individus et pour la société, du fait de la maladie et surtout de sa grave

complication (Ortiz, 1993).

La diminution du pouvoir d’achat des populations, le cout des médicaments et leurs
effets secondaires non négligeables, qui dans de nombreux cas, sont plus graves que les
troubles de la maladie elle-méme et enfin la méfiance vis-a-vis des produits de synthese, ont

fait que les populations du tiers monde (comme 1’ Algérie) et méme ceux des pays développés

Introduction
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utilisent encore des plantes médicinales comme alternative thérapeutique, en particulier pour
le diabéte de type II, (Grimaldi, 2005).

Plusieurs travaux de recherche ont montré un intérét certain pour ses plantes, connues
comme source de nouvelles biomolécules hypoglycémiantes.... ’insuline végétale n’étant
pas encore connue (Chicouri, 1983). La phytothérapie antidiabétique connait & ce jour un
essor considérable du fait de la découverte d’un nombre important d’extraits de plantes
antidiabétiques. L’utilisation des plantes est une pratique courante dans le monde.
Aujourd’hui plus de 800 plantes ont été identifiées et étudiées comme traitement potentiel
du diabéte de type Il. Les principaux principes actifs isolés et identifiés comme
antidiabétiques sont : Les flavonoides, les mucilages, les glycanes, les triterpénoides, les

alcaloides, les saponosides et tanins (Perez et al., 1998 ; Wang et Ng, 1999).

La propolis une substance naturelle résineuse collectée par les abeilles soit sur des
bourgeons d’arbres tels que le peuplier, le chéne, I’aulne, etc., soit sur des coniféres,

amalgamés a une sécrétion salivaire des abeilles (Jianchun et al., 2007).

Ce produit de la ruche est tres précieux en raison de ses propriétés antioxydantes,
antibactériennes, antivirales, anticancers et thérapeutiques liées a sa composition en
polyphénols et flavonoides. A cet effet, la propolis est extensivement utilisée dans 1’industrie
alimentaire, la médecine, la cosmétologie et en médecine vétérinaire (Tosi et al., 2006).

Le but de notre étude est d’étudier I’effet antidiabétique de la propolis sur les rats rendus

diabétiques par streptozotocine. Cette étude est subdivisée en deux parties :

e Une partie bibliographique, dans laquelle nous avons essayé de faire une synthése
bibliographique de 1’état actuel des connaissances sur :
- la définition de diabete sucré.
- La phytothérapie antidiabétique (propolis et ses propriétés pharmacologiques).

- Le dosage des paramétres biochimiques.

e Une partie expérimentale, ou nous avons effectué :

- Dans un premier temps une acclimatation de [’animal.
p p

Introduction
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- Recherche s’il existe un effet hypoglycémiant et anti hyperglycémiant de la
propolis sur un modele animal ; rats Wistar, avec un diabéte induit a la
streptozotocine.

- De méme nous avons déterminé I’impact de cette thérapie sur certains

parametres d’homéostasie.

Pour en finalité, et a la lumiere de nos résultats et ceux de la littérature, envisager la

place d’un traitement biologique substitutif chez les rats rendus diabétique

expérimentalement.

Introduction
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Chapitre I : Le diabéte

1.1. Généralités

Le diabete est une maladie métabolique caractérisée par un désordre au niveau de la
régulation du métabolisme des glucides entrainant une hyperglycémie. A l'origine, le terme
"diabéte"” désignait diverses maladies caractérisees par une élimination importante d’urines,
une déshydratation et une soif intense (Calop et al., 2008). Cette pathologie se distinguait
par la saveur sucrée des urines et fut nommée diabete sucré (Sharma, 2008).

Le diabete sucré est un groupe de maladies métaboliques caractérisées par une
hyperglycémie chronique résultante d’un défaut de la sécrétion de I’insuline et/ou de 1’action
de cette hormone (Rodier, 2001). Le diabéte type 1, insulinodépendant (DID), est
actuellement maitrisé surtout aprés la synthése de 1’insuline recombinante (Johnson, 1983).

Pour le diabéte type 2 (DNID), le champ de recherche est encore ouvert.

1.2. Les différents types de diabéte
1.2.1. Diabete insulinodépendant ou de type 1 (DID)

C’est le diabéte insulinodépendant, juvénile, maigre, cetonique. Il survient a tout age et
est plus fréquent chez les jeunes entre 9-14 ans. Il est lié ou non a une destruction auto-
immune progressive des cellules B des ilots de Langerhans, par infiltration des lymphocytes
et de macrophages (insulite) qui conduit en quelques années a un état d’insulinopénie
absolue. Dans ce type de diabéte (Gaw et al., 2004 ; Grimaldi, 2005), représente 5 a 10% de

tous les cas de diabéte.

L’entrée dans la maladie caractérisée par une hyperglycémie supérieure a 2 g/L (la limite
supérieure étant de 1,26 g/L a jeun), peut se traduire par une polyurie, une polyphagie, une
polydipsie, une perte de poids, une fatigue, ou un profond déséquilibre de 1’homéostasie
glycémique accompagné de cétose ou d’acidocétose, pouvant aboutir a un coma. L’évolution
de la maladie est marquée par des complications : microangiopathie, accidents vasculaires
cérébraux, rétinopathie, cataracte, glaucome, hypertension, cardiopathie ischémique,
Glomérulosclérose, neuropathie autonome, vasculopathie périphérique, gangréne... (Jaidane
et al., 2008).

Chapitre 1 : Le diabéte
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1.2.2. La physiologie de diabéte type 1

Insulinite auto-immune est une infiltration de cellules mononuclées (lymphocyte T) et
pénétrant I’ilot de Langerhans du pancréas, cette présence d’un anticorps anti-ilots (ICA) est
trés spécifique pour un diabete et un élément prédictif de I’installation de diabete de type

2qui conduit a la destruction totale des cellules du pancréas (Grimaud, 2007).
1.2.3. Le diabete non insulinodépendant ou de type 2 (DNID)

C’est le diabete non insulinodépendant ou diabéte de la maturite, gras, non.
Acidocétosique C’est entre 40 a 80 ans qu’il est le plus fréquent. On le décrit plus rarement
chez les adolescents et les enfants. Il résulte de la combinaison de deux anomalies
métaboliques : un déficit de I’insulinosécrétion et une diminution de la sensibilité a I’insuline
des tissus cibles (foie, muscle, tissus adipeux) (Lubetzki et al., 2000 ; Guillausseau et
Michelin, 2003),il touche principalement les sujets plus ages et souvent obéses (Amadou,
2006).

Le diabete de type 2 concerne 85 a 90% des patients diabétiques (Brian, 2006), il
s'accompagne parfois par les symptdmes suivants : polydipsie, polyurie, asthénie,

polyphagie, amaigrissement et obésité, (Raccah, 2004 ; Calop et al., 2008).
1.2.4. Physiopathologie du diabete de type 2

Le diabete type 2 est une pathologie complexe dont certains mécanismes spécifiques
sont encore indéterminés. Il est reconnu que le diabéte type 2 résulte d’un débalancement
entre la sensibilité a ’insuline des tissus et la sécrétion de 1’insuline par la cellule béta du
pancréas. La (fig. 1) représente 1’évolution d’une glycémie normale vers ’apparition du
diabete type 2 (Kasuga, 2006). Cette figure illustre I’influence négative des adipocytes sur
le métabolisme du glucose. En effet, leur production d’adipokines, de cytokines pro-
inflammatoires et d’acides gras libres favorise le développement de la résistance a I’insuline.
La compensation de cette résistance a I’insuline par les cellules B permet de conserver une

glycémie normale.
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Figure 1 : Le mécanisme physiopathologique du diabéte type 2(Kasuga, 2006)

Cependant, il arrive un point ou les cellules B ne suffisent plus et se dégradent entrainant
ainsi une augmentation de la glycémie et I’apparition du diabete type 2. Il résulte donc d’une
résistance a I’insuline et d’une sécrétion d’insuline insuffisante (Canadian Diabetes
Association, 2008). La résistance a I’insuline peut s’expliquer par plusieurs mécanismes, ce
qui est conséquent avec le fait que le diabéte type 2 serait une maladie hétérogene (Savage,
2007).

Un apport énergétique augmenté¢ accompagné d’une diminution de la dépense
énergétique favorise un bilan énergétique positif. Ce bilan énergétique positif favorise le
stockage des graisses (fig. 2), éventuellement, le stockage des graisses sera trop important
ce qui engendrera une libération d’acides gras libres circulants et d’adipokines (Wilding,

2007).
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Figure 2 : Le développement du diabete type 2 (Wilding, 2007).

Cette augmentation des acides gras libres circulants favorisera la résistance a I’insuline
notamment dans le foie et le muscle. Pour lutter contre cette résistance a I’insuline, le
pancréas augmentera sa production d’insuline. Par contre, si cet état persiste trop longtemps,
les cellules B décompenseront et se dégraderont, causant ainsi une augmentation de la
glycémie et ’apparition du diabete. La résistance a 1’insuline suivie de 1’insuffisance des
cellules B perturberont le métabolisme du glucose favorisant le développement du diabéte

type 2.

Il est reconnu que la présence d’un surplus de poids est associée a un risque accru de
développer du diabéte type 2 (Wilding, 2007).0n observe que le surplus de poids et I’obésité

sont associés a un risque graduellement augmenté du diabete type 2.
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Cependant, il est a noter que la raison pour laquelle le diabete type 2 est absent chez
certains individus avec un surplus de poids est encore indéterminée (Eckel, 2011).

En effet, la proportion du type de gras est a prendre en considération étant donné que le
gras viscéral est davantage associé au diabéte de type 2 que le gras sous-cutané (Wilding,
2007).

Les acides gras libres ont une influence importante sur le développement du diabete type
2. Ceux-ci sont libérés majoritairement au niveau du tissu adipeux central sous-cutané
(Santosa, 2008).Ces acides gras libres circulants vont éventuellement s’accumuler dans le

foie et le muscle (Samuel et al., 2010).

Si la capacité d’oxydation des lipides par la B-oxydation de ces tissus vient a étre saturée,
les lipides vont s’accumuler dans ces tissus sous forme d’un intermédiaire de lipides, le
diacylglycérol (Boden, 2011).L’activation de la protéine kinase C sérine/thréonine par le
diacylglyceérol entrainera une phosphorylation de la sérine du récepteur a ’insuline altérant
ainsi son fonctionnement. Ce phénomeéne explique pourquoi les acides gras libres ont été

associés a une diminution de la sensibilité a I’insuline dans les muscles et le foie.

En parall¢le, le tissu adipeux est le principal producteur de 1’adiponectine, une
adipokine, qui aurait comme effet d’améliorer la sensibilité¢ a I’insuline (Nishida, 2007).
Cependant, ’obésité est associée a un faible niveau d’adiponectine et empéche, par
conséquent, la présence de son effet protecteur ce qui pourrait contribuer a augmenter la
résistance a I’insuline. En effet, ’adiponectine, en se liant a des récepteurs d’adiponectine 1
et 2 au niveau du foie et des muscles, améliore la sensibilité a I’insuline en favorisant
’activité de I’AMP-activated kinase (AMPK), molécule favorisant 1’oxydation des acides
gras libres (Brochu-Gaudreau et al., 2010).11 s’agit donc d’un autre facteur favorisant une

diminution de la sensibilité a ’insuline.

1.2.5. Diabete gestationnel

La définition actuelle du diabéte gestationnel est celle proposée lors de la I\vem®
conférence internationale du diabete gestationnel (Metzger, 1998), et par 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS).
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Il s’agit d’un trouble de la tolérance glucidique conduisant a une hyperglycémie de
sévérité variable, débutant ou diagnostiqué pour la premiére fois pendant la grossesse, quel
que soit le traitement nécessaire et I’évolution dans le post partum. Le diabéte gestationnel
est en réalité une entité cliniguement hétérogéne regroupant plusieurs situations dont le

pronostic materno-feetal est différent :

e Une anomalie de la tolérance glucidique apparue au cours de la grossesse, le plus
souvent en seconde partie de grossesse et disparaissant, temporairement au moins, en
post-partum. C’est la situation la plus fréquente.

e Un diabéte patent préexistant a la grossesse et découvert a 1’occasion de celle-ci. Le
plus souvent, il s’agit d’un diabete de type 2 mais parfois également d’un diabéte de
type 1. Ce diabéte est alors révélé par les modifications métaboliques induites par la

gestation. Ce diabéte persistera aprés 1’accouchement.

Cette seconde situation entre jusqu’a présent dans la définition classique du diabéte

gestationnel mais correspond en fait a un authentique diabéte généralement de type 2.
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Chapitre 11 : La propolis
I1.1. Définition et généralité

La propolis désigne toute une série de substances résineuses, gommeuses et
balsamiques, de consistance visqueuse, recueillies par les abeilles sur certaines parties
de végétaux (essentiellement les bourgeons et les écorces de certains arbres),
substances qu’elles rapportent a la ruche et qu’elles modifient vraisemblablement en partie
par D’apport de certaines de leurs propres sécrétions (cire et sécrétions salivaires

principalement ( Donadieu, 2008).
11.2. Définition de ’apithérapie

La commission scientifique d’apithérapie d’Apimondia (Fédération Internationale des

Associations Apicoles) propose la définition suivante :

L’apithérapie est un concept médical, basé sur des appuis scientifiques corroborant des

connaissances traditionnelles comprenant :

e des procédures et standards de production apicole a destination médicales ;

e des procédures de transformation des produits de la ruche, seuls, ou en
association avec les plantes médicinales et leurs dérivés (Api-pharmacopée) ;

e des protocoles cliniques intégrant I’utilisation de 1’Api-pharmacopée et/ou des

abeilles (Api-médecine). (Fédération Internationale des Associations Apicoles).

L’apithérapie correspond a ’utilisation des produits récoltés, transformés ou sécrétés
par ’abeille, et tout particuliérement pour 1’heure : le pollen, la propolis, le miel, la gelée
royale et le venin. Des produits essentiels pour les thérapeutiques de "terrain”. En effet, Il a
été scientifiquement démontré que tous les produits de la ruche peuvent s’avérer tres
bénéfiques pour la santé de I’'Homme. L’utilisation thérapeutique du miel et de la propolis
par exemple, remonte a la nuit des temps. L’usage de la cire, du pollen et de la gelée

royale ont montré leur efficacité thérapeutique (Donadieu,2006).
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11.3. Origine de la propolis

L’extraordinaire pérennité des abeilles que 1’on estime a quelques 60 millions d’années
tient aux moyens naturels qu’elles ont su trouver dans la nature pour faire face a toutes sortes
de maladies et parasites. Les abeilles récoltent une résine presente sur les bourgeons, jeunes
rameaux, blessures de certains arbres et arbustes prévue pour les protéger contre les attaques
des micro-organismes mais aussi des insectes (un effet répulsif) (Gregoris, 2010).

En mélangeant cette résine a de la cire et a des enzymes sécrétées par leur systeme
glandulaire, elles obtiennent une sorte de glu que 1I’on nomme : propolis. Les abeilles
récoltent cette résine quand la température est voisine de 18-20 °C, la modifient avant de la
déposer dans la ruche pour colmater les trous, pour en assurer une parfaite étanchéité
associee a une excellente asepsie (Bogdano, 2010).

L’ouverture a I’entrée de la ruche est constamment ajustée et remodelée a 1’aide de propolis
afin d’ajuster ses dimensions et son orientation en fonction des conditions climatiques. Ce
passage constitue par la méme occasion une sorte de « sas de décontamination » a 1’entrée
de la ruche ou chaque abeille rentrante ou sortante devra se poser, d’ou le nom de propolis
qui en grec signifie pro : « devant » et polis : « Cité », I’abeille va aller chercher sa résine
dans son écosystéme et c’est bien de cet écosystéme que va dépendre la composition de la
propolis (Burdock, 1998).

11.4. Composition de la propolis

L’origine botanique dont sera issue la propolis constitue le principal facteur responsable
de sa composition spécifique. L’autre facteur sera les modifications générées a travers les
sécrétions hyopharyngiennes de 1’abeille qui vont apporter d’autres éléments spécifiques en
plus de certaines transformations (hydrolyse des hétérosides de flavonoides en aglycone)
(Hégazi, 1997).

La propolis est constituée de 50 a 55 % de résines et baumes, de 30 % de cires et acides
gras, de 10 % d’huiles essentielles, de 5 % de pollen et de 5 % de substances organiques et
minérales Parmi ces derniéres, on retrouvera beaucoup de flavonoides et autres derives
phénoliques ainsi que leurs esters, des dérivés aromatiques volatils, des minéraux (fer,
calcium, zinc, cuivre, manganése) et des vitamines (C, E et du groupe B).(Marcucci, 1995 ;
Viuda-Martos et al., 2008).

La fraction polyphénolique est trés différente d’une propolis a une autre et constitue

ainsi une sorte d’empreinte spécifique qui permet d’identifier I’origine botanique de cette
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propolis (Bankova, 2000 ; Sawaya et al., 2010). Chaque compose ayant des activités
biologiques qui lui sont propres, les propriétés pharmacologiques de chaque type de propolis
seront donc conditionnées par sa composition. En vue d’une utilisation chez I’homme, il est
important de caractériser, de standardiser et de maitriser la composition de chaque propolis
utilisée (Bankova, 2005).

5% 3%

¥ Résines et baumes

¥ Huiles essentielles

Cire
55%

()
0% #Pollen

¥ Divers

Figure 3 : La composition de la propolis.

I1.5. Les caractéristiques botaniques de certain type la propolis

La provenance de la propolis dépend du lieu géographique, de 1’écosystéme, de la
région, de la flore botanique qui se situe a proximité immediate des ruches et aussi aux
préférences de I’abeille (tableau 3).

La propolis est un matériau recueilli par les abeilles a partir de certaines plantes. Cette
matiére végétale a été identifiées dans presque toutes les parties de la plante : les feuilles, les

racines, les tiges, les fleurs, les graines et I’écorce (Arjun et al., 2004).
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Tableau 1 : Les types de propolis les plus répandues avec leurs principales familles de

composés polyphénoliques.

Type de propolis Origine Origine Principaux constituants
géographique botanique

Propolis brune Algérie, Tunisie | Apis mellifica la chrysine, Kaempférol

(Boufadi et al., 2014) intermissa acacétine acide cinnamique

et acide hydroxy
méthoxycinnamique

Peuplier Ambrée a
brune

(Popova et al., 2011)

Europe, Amérique
du Nord, régions
non tropicales de
I’Asie, Nouvelle-
Zélande

Populus spp. et
principalement
P. nigra L

Flavones, flavanones,
acides phénols et ses esters
et sesquiterpenes

Verte du Brésil
(Salatino et al., 2005)

Zone tropicale du
Brésil

Baccharis spp.
principalement B.
dracunculifolia DC

Derivés prénylés de I’acide
coumarique

Acides diterpéniques,
Lignan

Bouleau
(Popravko, 1978)

Nord de la Russie

Betula verrucosa

Flavones, flavonols,
flavonones et
sesquiterpenes

Propolis rouge Cuba, Breésil, Dalbergia Isoflavones, isoflavanes,
(Piccinelli et al., Mexique ecastophyllum flavonoides et
2011) benzophénones isoprénylée
Propolis rouge Cuba, Venezuela | Clusia rosea Isoflavones, isoflavanes,
(Hernandez et flavonoides et
al., 2005) benzophénones
isoprénylées
Méditerranéenne Sicile, Gréce, Famille des Acides diterpéniques et
(Popovaet al., 2011) Malte, Créte, Cupressacea principalement de type
Turquie labdane
Pacifique Zone pacifique Macaranga Prényl-flavanones
(Trusheva et al., 2011) | (Taiwan, tanarius
Okinawa,
Indonésie)
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11.6. Propriétés pharmacologiques de la propolis

La propolis est utilisée par I’homme sur le plan médical depuis des millénaires. Depuis
une cinquantaine d’années, la littérature scientifique a rapporté et confirmé¢ bon nombre
d’activités santé de la propolis (Khalil, 2006 ; Lotfy, 2006). Malgré des différences de
composition entre les propolis, un certain nombre de propriétés pharmacologiques et/ou

d’effets santé commun font consensus.

11.6.1. Activité antidiabétique de la propolis

Une normalisation durable de la glycémie diminue le risque de développer des micro-
maladies vasculaires et de réduire les complications de cette maladie. Les thérapies
conventionnelles du diabete ont de nombreuses lacunes, par exemple les effets secondaires

comme le stress oxydatif (Punitha et al., 2005)et I’intolérance a I’insuline (Raccah, 2004).

Il a été montré que des extraits de plantes notamment la propolis ont les mémes
efficacités que les médicaments antidiabétiques et sans effets secondaires, sans diminution
de l'efficacité au fil du temps et sans complications diabétiques a long terme (Kim et al.,
2006).

11.6.2. Activité antimicrobienne

L’activité bactéricide de la propolis et/ou de ses constituants est la plus largement
documentée. 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+.
Parmi les bactéries inhibées, on retrouve des Staphylococcus (aureus et mutans)(Lu,
2005)des Streptococcus (mutans et sanguinis) (Koo et al., 2002),des Proteus (vulgaris et
mirabilis), des Pseudomonas (Onlen et al., 2007), des Salmonella (Uzel et al., 2005), autant
de souches qui sont impliquées dans les troubles des sphéres otorhinopharyngées, gastro-

intestinale, génitale ou buccale(Samet et al., 2007 ; Santos et al., 2008).

Les différentes études mécanistiques suggérent que la propolis et/ou 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 ou par une
inhibition du processus d’adhésion (Farooqui, 2010). Certaines études ont montré que des
souches résistantes, voire multirésistantes aux antibiotiques, étaient sensibles a la propolis

(Raghukumar et al., 2010). 1l a également été montré que la propolis, lorsqu’elle est prise en
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association avec certains antibiotiques, augmente leur efficacité (streptomycine, ampicilline,

gentamycine, cloxacilline...) (Fernandes et al., 2005; Sforcin, 2011).
11.6.3. Activité antifongique

La propolis exerce une activité fongicide contre les germes appartenant au genre
Candida, mais aussi contre les champignons de type Aspergillus (Ozcan, 2004) et
Mycrosporum (Dobrowolski et al., 1991) ainsi que contre les levures (Dalben-Dota et al.,
2010). Une étude in vitro a montré un effet coopératif de la propolis pour lutter contre une
souche mycosique d’Amérique du Sud en stimulant I’activité fongicide des macrophages
(Murad et al., 2002).

11.6.4. Activité antivirale

Les études ont montré que la propolis et/ou ses constituants étaient efficaces contre de
nombreux virus : myxovirus, poliovirus, coronavirus, rotavirus, adénovirus (Schnitzler et
al., 2010). Ainsi, la propolis et certains de ses constituants (apigénine, chrysine) possedent
un effet prophylactique contre le virus de la grippe, en atténuent les symptdmes a travers une
action antineuraminidase (Liu et al., 2008) La propolis de peupliers et 1’un de ses principaux
composés, 1’ester phényléthylique d’acide caféique (CAPE), ont un potentiel anti-VIH
(comme agent anti-intégrase du virus) (Burke et al., 1995) et un effet additif avec I’AZT
(azidothymidine), (inhibiteur de la transcriptase reverse). Des crémes a base de propolis se
sont révélées efficaces pour réduire les durées des lésions, les douleurs et augmenter les

intervalles entre deux épisodes d’herpes labial et génital (Vynograd, 2002).

11.6.5. Activité antiparasitaire

Quelques études ont montré que la propolis était efficace contre les trichomonas (Xu,
2006), les trypanosoma (responsable de la maladie du sommeil), (de Castro, 1995), la
leishmania (Machado, 2007) ou (Giardia lamblia (parasitose intestinale), (Abdel-Fattah,
2007) qui sont pour la plupart des parasites tres répandus dans les pays tropicaux et

subtropicaux.

11.6.6. Activité antioxydante

La propolis est une substance constituée de nombreux composés antioxydants :

vitamines E et C et des polyphénols, (Ahn, 2004). Les études ont montré que ’activité
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antioxydante de la propolis était positivement corrélée avec son contenu en polyphénols
(Gregoris, 2010). De ce fait, la propolis de peupliers plus riche en polyphénols posséde un
potentiel antioxydant supérieur a celui de la propolis verte du Brésil par exemple
(Kumazawa, 2004).

Dans le méme esprit, on trouve que la valeur ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity ou Capacité d’absorption des radicaux libres) d’une résine pure et enticre de
propolis est supérieure a celle de ses différentes sous-fractions organiques. In vivo, la
propolis réduit significativement la lipoperoxydation dans différents organes (foie, rein,
poumon, cerveau) et module I’expression des enzymes antioxydantes (catalase, superoxide
dismutase, glutathion peroxydase) (Sobocanec, 2006). Le CAPE est le composé présentant

le meilleur pouvoir antioxydant (Farooqui, 2010).

11.6.7. Activité anti-inflammatoire

Sur des modeles in vivo d’arthrite, d’cedéme de la patte ou d’inflammation chronique
et aigué, la propolis exerce un effet anti-inflammatoire significatif (Ramos, 2007). Plusieurs
mécanismes d’actions ont été proposés : inhibition de 1’activation de certaines molécules du
systeme immunitaire (IL-6) et inhibition de certaines enzymes impliquées dans la voie
métabolique de [I’inflammation (cyclo-oxygénase, lipo-oxygénase, myéloperoxidase,
NADPH-oxydase, ornithine décarboxylase) (Khayyal et al., 1993). Le CAPE s’est révélé
étre le plus puissant modulateur du métabolisme de 1’acide arachidonique a la base de la

synthése des leucotriénes et des prostaglandines pro-inflammatoires (Rossiet et al., 2002).
11.6.8. Activité anti-angiogénique

La propolis et plus spécialement I’artepelline C (propolis verte) et le CAPE (propolis de
peupliers) réduisent 1’angiogenése in vitro et in vivo via une limitation de la
néovascularisation, une inhibition de la prolifération et de la migration cellulaires, et ce, de

maniere dose-dépendante (Keshavarz et al., 2009).
11.6.9. Activité immuno-modulatrice

La propolis possede une action immunomodulatrice in vitro et in vivo sur 1’ensemble
des cellules immunitaires impliquéees dans la réponse innée ou acquise (Orsatti et al., 2010).
Elle stimule le pouvoir de présentation des macrophages, 1’activité lytique des macrophages

et des natural Kkiller contre les cellules tumorales. Elle augmente la production de cytokines
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pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6, IL-8), renforce la coopération entre les lymphocytes CD4
et CDS8 et stimule la production d’anticorps par les plasmocytes (Sforcin, 2007). Il a

également été montré que la propolis exercait une activité antiallergique.

La prise de propolis réduit les éternuements et irritations dans le cas de rhinite allergique
par inhibition de la libération d’histamine (Shinmei et al., 2009). La prise orale quotidienne
de propolis pendant deux mois a permis une réduction du nombre et de la sévérité des crises
nocturnes et une amélioration des fonctions ventilatoires chez des patients souffrants
d’asthme. En paralléle, ces auteurs ont constaté une diminution des prostaglandines, des
leucotriénes et des cytokines pro-inflammatoires et une augmentation de cytokines anti-

inflammatoires chez ces patients (Khayyal et al., 2003).

11.6.10. Activité anti-tumorale

De trés nombreuses études in vitro et in vivo ont été entreprises sur ’activité anti-
tumorale de la propolis ou de ses principaux constituants (Orsolic, 2010). Les résultats
montrent un effet antiprolifératif vis-a-vis d’un trés grand nombre de lignées tumorales
(sang, peau, cdlon, sein, prostate, poumon, foie, cerveau et rein) (Liao et al, 2010 ; Valente
et al, 2011). On estime actuellement qu’environ 70 % des cancers sont dépendants de la voie
de signalisation PAK1 pour leur croissance. Diverses études ont montré que I’extrait
alcoolique de propolis et/ou ses principaux constituants étaient capables d’inhiber la voie de
signalisation PAK1 en modulant I’expression et/ou I’activité d’un certain nombre de facteurs
impliqués dans cette voie de signalisation. Dans la grande majorité des cas, 1’effet
antiprolifératif résulte d’une restauration du signal d’apoptose (Szliszka et al., 2009 ;Avci et
al., 2011).

Les différentes molécules de la propolis vont pouvoir agir a différents endroits pour
induire ’apoptose soit par la voie intrinséque, via la libération du cytochrome C
mitochondrial, soit par la voie extrinséque, via I’induction de ligands TRAIL, de protéines
proapoptotiques, des caspases, des protéines p21 et p53 et I’inhibition des protéines
antiapoptotiques. L’effet antiprolifératif peut également, selon les lignées considérées,
résulter d’un arrét du cycle cellulaire par inhibition des cyclines ou par blocage des

récepteurs hormonaux (Popolo et al., 2011).
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11.6.11. Autres effets

La propolis montre un effet préventif contre les neutropénies, anémies et thrombopénies
consécutives aux traitements de chimiothérapie et radiothérapie (Montoro et al.,
2011 ;Benkovic et al., 2009).Ces traitements anticancéreux sont particulierement toxiques
envers certains organes (foie, ceeur, rein, neurone). Des études in vitro et in vivo ont la aussi
montré un effet protecteur de la propolis contre ces agents chimiques (Alyane et al., 2008).
Des résultats similaires ont été trouves avec des intoxications a différents xénobiotiques
(paracétamol) (Gonzalez et al., 1994) et polluants environnementaux (métaux lourds)
(Bhadauria, 2008).

Ces effets passent en partie par les propriétés antioxydantes de la propolis qui va protéger
les cellules, contribuer au mécanisme de réparation de I’ADN et au mécanisme de défense
endogene (surexpression des enzymes antioxydantes, maintien du glutathion intracellulaire).
Une étude a également montré que la propolis pouvait prévenir I’insulinorésistance induite
chez I’animal. Cet effet passerait par une modulation du métabolisme des lipides et du
glucose, une inhibition de la production d’IL-1p et de I’activité de la NO synthase (El-Sayed
et al., 2009).

11.6.12. Effets indésirables—toxiques

La toxicité de la propolis est trés faible. Chez le rat, la dose létale DL50 d’un extrait
concentré de propolis a été évaluée a 15 g/kg. Une saisine de 1’agence francaise de sécurité
sanitaire des aliments (Afssa) (2007-SA-0231), rapporte que la dose la plus élevée sans effets
indésirables est de 1 400 mg/kg chez I’animal et qu’une supplémentation de 1,95 g/j pendant
30 jours n’a pas entrainé d’effets indésirables chez I’homme (Jasprica et al., 2007 ;
Donadieu, 2008). Il peut exister cependant des cas d’allergies de contact (dermatose,

eczéma) avec un allergene bien identifié : le 3,3-dimethylallyl caffeate (Gardana, 2001).
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Chapitre 111 : Matériel et méthodes

I11.1. Le matériel végétal

111.1.1. Origine de la propolis utilisée

La propolis utilisée dans ce travail est celle produite par la race d’abeilles Apis mellifica
intermissa qui a été recolté durant le printemps 2014 aprés la miellée de la région de Tigzrit
(Tizi Ouzou). La récolte de la propolis brute a été effectuée par la méthode des grilles. La

propolis est stockée au congélateur a une température de -18°C.

111.1.2. Préparation de I’extrait de propolis

L’extrait de propolis a été préparé selon le protocole de (Boufadi et al., 2014) qui
consiste a découper la propolis brute en petit morceaux, a les broyer avant d’en extraire les
principes actifs avec de 1’éthanol 95% (v/v) (dans les proportions propolis brute/solvant =
1/10 : P/V) dans un bain d’eau froide a ultrason pendant 1h30min (fig. 4et 5). Cette opération
d’extraction est répétée 3 fois. La suspension est ensuite filtrée sur papier Whatman N°1
avant évaporation du solvant a sec sous pression réduite a une température de 60°C. Ce filtrat
représente 1’extrait éthanolique de la propolis (EEP).

Une partie de cet extrait éthanolique secs (EEP) a, par la suite, été mis en suspension dans
200 ml d’eau distillée et extrait avec 200 ml de chloroforme. La couche organique a été
¢liminée et la phase aqueuse a été extraite avec 200 ml d’acétate d’éthyle (EtOAc) trois fois.
La phase organique d’EtOAc a été recueillie apres évaporation compléte du solvant acétate

d’éthyle noté EAP (fig.06) (Boufadi et al., 2014).

Figure 4 : La propolis brute Figure 5 : Extrait de propolis

Etude expérimentale : matériels et méthodes

19



M. Belhamiti (2016). Effet de la propolis de Tigzirt sur les rats Wistar rendus diabétiques. Master 2 en Nutrition et Santé

—

v

[ Ethanol 95% /1h30 ] <

(3fois)
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-

Extrait Ethanolique de

l la propolis

Figure 6 : Extraction de la propolis (Boufadi et al., 2014)

111.2. Expérimentation animale

111.2.1. Animaux et conditions d’hébergement

Pour cette étude, nous avons utilisé 36 rats males Wistar (Institut Pasteur, Alger) pesant
entre 150-180 gr. Dés leur réception, les rats ont été mis aléatoirement dans des cages
métaboliques pour une période d’adaptation de 2 semaines a température ambiante avec un
cycle naturel de lumiére et d’obscurité. Les animaux ont un acces libre a la nourriture
(croquettes provenant de la société de production des aliments pour animaux, Bouzaréa,
Alger) et a I’eau. Aprés deux semaines d’acclimatation, les animaux ont été divisés en six

groupes.
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111.2.2. Induction du diabéte expérimental

Apres une mise a jeun pendant une nuit, le diabéte a été induit chez les rats par injection
intra-péritonéale d’une dose unique de streptozotocine (STZ), diluée dans le citrate de
sodium (pH 4.5), et a raison de 60 mg/Kg du poids corporel (Saini et Sharma, 2013). Apres
I’injection de la streptozotocine et pour prévenir a cet effet fatal, les rats recoivent une
solution de saccharose (10 %) pendant une nuit. Les rats dont le glucose sanguin est supérieur
a 3 g/L et la glucoserie est positif, sont considérés comme diabétiques, les dosages répétés

au moins trois fois.

111.2.3. Le traitement des rats diabétiques

Le test de tolérance au glucose montre une meilleure amélioration de la tolérance des
animaux au glucose avec ’extrait de la propolis, un traitement étalé sur une durée de trois
mois dans le but d’effectuer une hémoglobine glyquée.

Afin d’évaluer I’effet antidiabétique de 1’extrait de la propolis :

Les lots des rats sont répartis comme suivants :
= Témoin : les rats normaux (témoin).
= Groupe 1 : les rats diabétiques non traités.
= Groupe 2 : les rats diabétiques traités par 50 mg/kg EAP.
= Groupe 3 : les rats diabétiques traités 100 mg/kg EAP.
= Groupe 4 : les rats diabétiques traités par 250 mg/kg EAP.

= Groupe 5 : les rats diabétiques traités par 50 mg/kg de quercétine.

111.2.4. La surveillance du poids, la glycémie et la glycosurie
111.2.4.1. Pesé
Les animaux sont pesés a I’aide d’une balance a précision selon un programme bien
défini avant et aprés I’induction de diabéte et chaque jour, jusqu’au dernier jour du

traitement.
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111.2.4.2. Dosage du glucose sanguin

L’évolution de la glycémie des rats des différents groupes est contrélée avant et apres
I’induction du diabéte et des le premier jour du traitement, jusqu’a la fin.

Tous les prélevements sanguins pour le dosage de la glycémie sont effectués au niveau
de la queue des rats. Aprés nettoyage de la queue avec I’alcool, le rat est piqué a I’aide d’une
aiguille fine, une goutte de sang est récupérée puis déposée sur une bandelette insérée dans
le glucometre (One Touch).

La glucoserie (glucose dans les urines) est effectuee par des bandelettes (Labstix) dotée
de deux parties réactionnelles réservées pour le glucose et ’acétone, sur la boite de

bandelette, il y a une échelle colorimétrique pour la lecture comparative.

111.2.4.3. Prélevement de sang chez le rat

Les prélevements de sang sont effectués, sur des rats a jeun. Le recueil de sang a été

effectué respectivement sur tubes héparines et EDTA.

I11.3. Les paramétres biochimiques

111.3.1. Dosage de glucose sanguin
Principe
Le glucose présent dans I’échantillon donne, selon les réactions couplées décrites ci-

dessous, un complexe coloré quantifiable par spectrophotométrie (Trinder, 1969) ;(Lott,
1975) ;

Détermination enzymatique du glucose selon les réactions suivantes :

Glucose oxydase
Glucose + Oz + H,0O > Acide gluconique + H20>

Peroxydase
2H202 + phénol + 4-Amino-antipyrine ————  quinoneimine rose + 4H20

Etude expérimentale : matériels et méthodes
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111.3.2. Dosage des protéines totales
Principe

La méthode colorimétrique décrite par Gornall. Les liaisons peptidiques des protéines
réagissent avec le cuivre, en milieu alcalin pour donner un complexe coloré en bleu-violet
quantifiable par spectrophotométrie a 550 nm, (Réaction du type Biuret).

Le réactif biuret contient de sodium potassium tartrate qui complexe les ions cuivriques
Et maintient leur solubilité en solution alcaline (Tietz, 1999) ; (Clinical guide of laboratory
test, 2006).

111.3.3. Dosage de ’urée
Principe
Urée est dosée en cinétique selon la réaction suivante :

Uréase
Urée + H20 » 2NH3+ CO2

Les ions ammonium, en présence de salicylate et d’hypochlorite de sodium réagissent
En formant un composé de couleur verte (dicarboxylindophenol) dont I’intensité est

proportionnel a la concentration en urée (Young, 1990) ; (Sampson et al., 1980).

111.3.4. Dosage de Créatinine
Principe

La créatinine présente dans 1’échantillon réagit avec le picrate en milieu alcalin en
formant un complexe coloré (méthode de Jaffé). La vitesse de formation de ce complexe est
mesurée en périodes initiales courtes, pour réduire 1’interférence d’autres composés. Les
échantillons de sérum et de plasma contiennent des protéines qui réagissent de facon non
spécifique, cependant, les résultats peuvent étre corrigés en soustrayant une valeur fixe.

L’utilisation de cette correction est connue méthode de Jaffé compenseée (Henry, 1984).
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111.3.5. Dosage de transaminase (TGO)

Principe :

Détermination cinétique de I’activité aspartate aminotransférase. La réaction est initié¢e

par addition de I’échantillon du patient au réactif. Le schéma réactionnel est le suivant :

GOT
2 oxoglutarate + L-Aspartate —— Glutamate + oxaloacetate

MDH
Oxaloacetate + NADH*HY ———4 Malate + NAD"

GOT : Transaminase flutanique oxaloacétique.
MDH : Malate Dehydrogenase.

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel
a Pactivité aspartate amino transferase dans I’échantillon (Bergmeyer et Wahlefeld, 1978),
(Bergmeyer et Horder, 1980).

111.3.6. Dosage de transaminase (TGP)
Principe :

Détermination cinétique de ’activité Alanine amino transférase La réaction est initiée

par addition de I’échantillon du patient au réactif. Le schéma réactionnel est le suivant :

GPT
2-oxoglutarate + L-Alanine —— Glutamate + Pyruvate

LDH
Pyruvate + NADH + H* ———  Lactate + NAD"

GPT : Transaminase Glutanique pyruvique.

LDH : Lactate Dehydrogenase.

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a
I’activité alanine transferase dans 1’échantillon (Bergmeyer et Wahlefeld, 1978) ;
(Bergmeyer et Horder, 1980).
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111.3.7. Dosage de I’albumine
Principe
En milieu tamponné a PH= 4.2 le vert de bromocrésol se combine a 1’albumine pour

former un complexe coloré dont 1’absorbance mesurée a 620 nm est proportionnelle a la

concentration en albumine dans le spécimen (Doumas, 1971) ;(Tietz, 2006).

111.3.8. Dosage des Triglycérides
Principe :

La présente procédure implique I'hydrolyse des triglycérides par la lipase. La
concentration en glycérol est alors déterminée par dosage enzymatique couplée avec la
réaction de Trinder qui se termine par la formation d'un colorant quinoneimine. La quantité
du colorant formé, est directement proportionnelle a la concentration en triglycérides dans
I’échantillon (Henry, 1984).

Triglycérides ——— glycérol + Acide gras

Glycérol kinase
Glycérol + ATP » glycerol-1-phosphate + ADP

GIP
Glycerol-1-phosphate + 02 — DAP + H202

Peroxydase
H202+ 4 AAP + DHPS —— —  Quinoneimine Dye + 2 H20

111.3.9. Dosage du Cholestérol total
Principe

Le cholestérol est mesuré aprés hydrolyse enzymatique puis oxydation. L’indicateur
quinoneimine est formé a partir du peroxyde d’hydrogéne et de I’amino 4-antipyrine en
présence de phénol et de peroxydase.

Détermination enzymatique selon les réactions suivantes :
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Cholestérol estérase
Esters de cholesterol + H20 » Cholestérol + Acides gras

Cholestérol oxydase
Cholestérol + O» » Cholesténe- 4-one - 3 + H,0»

Péroxydase
H202 + Phénol + Amino- 4 — antipyrine ——  Quinoneimine rose
La quantité de quinoneimine formée est proportionnelle a la concentration de cholestérol
(Trinder, 1969) ; (Richmond, 1973) ; (Fasce, 1982).

111.3.10. Dosage du Cholestérol (HDL et LDL)
Principe

Les chylomicrons et les lipoprotéines de tres faible densité (VLDL) et de faible densité
(LDL) contenus dans 1’échantillon sont précipités par addition d’acide phosphotungstique
en présence d’ions magnésium.

Le surnagent obtenu apres centrifugation contient les lipoproteines de haute densité (HDL)
dont le cholesétrol est dosé par le réactif cholestérol enzymatique (Burstein et al., 1970).

111.3.11. Dosage d’hémoglobine glyquée (HbAlc)
Principe

Mesure photométrique du trouble amené par la réaction antigéne-anticorps en méthode
point final a 600 nm pour déterminer directement la concentration en de 1’hémoglobine
glyquée dans le sang total. L’hémoglobine normale et ’hémoglobine glyquée ont les méme
taux d’adsorption non spécifique sur les particules de latex. En présence d’anticorps
monoclonal des souris anti HbAlc humaine (Réactif R2), un complexe
latex/HbA 1c/anticorps anti HbAlc se forme. L’agglutination a lieu quand 1’anticorps
polyclonal de chéevre anti-IgG de souris interagit avec 1’anticorps monoclonal (Fonfrede,
2006).

111.3.12. But du dosage de I’hémoglobine glyquée

L’hémoglobine glyquée est un marqueur biologique indispensable pour le suivi du patient

diabétique. Il permet d’évaluer le controle glycémique et d’ajuster la thérapeutique.
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Le dosage de ’hémoglobine glyquée est I’examen de référence dans le suivi du diabéte.
Il permet de déterminer de fagon rétrospective 1’équilibre glycémique des patients
diabétiques sur une durée d’environ 3 mois. L’hémoglobine glyquée correspond donc a
I’ensemble des molécules d’hémoglobine modifiées par glycation. Le nombre de fonctions
susceptibles de fixer un ose et le fait que d’autres oses que le glucose peut se fixer génere

une multitude de forme glyquée de I’hémoglobine. (Mario, 2006).

La quantité d’hémoglobine glyquée dans le sang dépend de la durée de vie du globule
rouge (120jours) et de la glycémie. Elle renseigne donc sur la qualit¢ de 1’équilibre
glycémique des120 jours précédant le dosage. La contribution de chacun de ces 120 jours
sur la valeur de ’hémoglobine glyquée est différente, la glycémie moyenne des 30 jours
précédant le dosage contribue a 50% du résultat alors que celle des jours 90 a 120 contribue
seulement a10%. Il est donc raisonnable de doser ce parameétre tous les 3 mois.
L’hémoglobine est donc un index rétrospectif et cumulatif a long terme qui permet la
surveillance du diabete. Elle s’exprime en pourcentage de I’hémoglobine totale. Le terme «
hémoglobine glycosylée », souvent employé est impropre. En effet, la glycosylation est un

mécanisme enzymatique de la biosynthése protéique (Roszyk, et al., 2007).

11.6. Méthodes statistiques :

Pour le calcul de la moyenne, 1’écart type, le minimum et le maximum ont été
effectués avec le logiciel Excel version 2013 (Microsoft).
Les représentations graphiques des résultats, en histogrammes et en secteurs ont été

réalisées avec le logiciel XLSTAT version 2012.
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Chapitre 1V : Résultats et discussion
IV.1. Détermination de poids corporel

Durant la période d’expérimentation on a tracé un programme de prise de poids
corporels a travers des périodes de temps bien déterminées avant et apres 1’induction du

diabéte et au cours du traitement, 1’évolution du poids est représentée dans le tableau 12.

Le poids des rats a ’arrivée est de 150 a 180 gr qui atteignent apres trois semaines d une

moyenne de 205 gr.
poids corporel
220 -
200 +
180 - /
160 A f\——/—ivﬂ/.———.—_.
—
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Figure 7 : La variation du poids corporel sur treize (13) semaines.

Avant ’induction du diabete, le poids des rats de tous les groupes est d’une
augmentation légere, qui est normale et non significative, ¢’est le cas du groupe (T) pendant
toute la période d’élevage, le groupe témoin a présenté un gain de poids corporel lié a la

croissance normale des animaux d’une moyenne de (50 g).

Aprés I’induction du diabéte, le poids des rats de tous les groupes baisse d’une fagon
hautement significative d’une moyenne de (20 g).

Le groupe (G1) présente une diminution continue de poids corporel de (47 g), qui
s’accentue au cours de la période d’expérimentation, cette baisse est hautement significative
en phase finale d’élevage qui conduit a I’amaigrissement de 1’animal.

Cette perte de poids des rats diabétiques est due aux désordres métaboliques des glucides

et des lipides, causés par le catabolisme des graisse et les tissus adipeux, notamment la

Chapitre 1V : Résultats et discussion

28



M. Belhamiti (2016). Effet de la propolis de Tigzirt sur les rats Wistar rendus diabétiques. Master 2 en Nutrition et Santé.

lipolyse, mais aussi par la dégradation du glycogene par la glycogénolyse suite a

I’insulinodéficience.

Le groupe (G2), traité par la propolis 50 mg/kg, le traitement n’est pas efficace, ou la

durée de traitement est insuffisante, car on observe une perte de poids.

Le groupe (G3) traité par la propolis 100 mg/kg, les rats maintiennent leurs poids
corporels au fil du temps, ¢a veut dire qu’il y a une bonne compétition entre le traitement et

le désordre métabolique causé par le diabete.

Le groupe (Gb), les rats traités par la propolis 250 mg/kg, montre une augmentation de

poids jusqu’a 50 g, qui est similaire a celui du groupe (T).

Le groupe (G6), rats traités par la quercétine a la dose 50 mg/kg, on a une amélioration
de poids spectaculaire hautement significative de 60 g, qui est due a I’effet du traitement sur
la correction du métabolisme glucidique, il est trés probable que la composition chimique de
la quercétine est bénéfique pour I’amélioration du poids (Graphe 12). ¢’est le cas des travaux

effectués par (Vats et al., 2004) ; (Oliveira et al., 2008).

IV.2. Dosage de la glycémie

Le dosage de la glycémie est le marqueur majeur de notre expérimentation, c’est pour
cette raison cette opération a été programmée a des moments bien déterminés avant et aprés
I’induction du diabéte et au cours du traitement, ce dosage a été fait chaque semaine, mais

on a sélectionné des valeurs chaque trente (30 jours) mentionnées sur le graphe 13.
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Figure 8 : Les résultats de dosage de glycémie sur 90 jours.

Avant I’induction du diabéte, la glycémie des rats de tout le cheptel varie entre (0.80 et

1.10 g/L), suivant la quantité d’aliment prise par 1’animal.

Apres I’induction du diabéte par la streptozotocine pour le groupe (G1 au G5), on note
une augmentation importante de la glycémie (> 2.50 g/L), a la suite de la destruction des

cellules Béta du pancréas qui conduit a un déficit de production d’insuline.

On enregistre une augmentation importante de la glycémie (> 3 g/L) chez le groupe

(G1), durant toute la période de notre étude (90 jours).

Cependant, les rats des groupes (G2), les rats diabétiques traités par la propolis a la dose
50 mg/kg, la glycémie a fait un pic de (2.70 g/L) en J60 puis commence a baissé jusqu’a
(1.80 g/L) en J90, c’est presque similaire au groupe (G5) avec des chiffres moins, ¢a veut

dire que la prolongation de traitement donne un bon résultat.

A I’opposé du groupe (G4) rats traités par la propolis a la dose 250 mg/kg, on observe
une baisse de glycémie des le début de traitement a (1.50gr/l) en J60 et (1.20 gr/L) en J90,
qui est certainement due a une regulation du métabolisme glucidique par la substance active
des flavonoides de propolis (Graphe 2), donc les résultats sont significatifs et se ressemblent
aux travaux de (Li et al., 2011) ; (Munstedt et al., 2009).
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IV.3. Dosage de la glycosurie

La recherche du glucose dans les urines a été toujours effectuée en paralléle avec la
glycémie et on a remarqué que lorsque la glycémie augmente, la glycosurie I’est aussi chez
les rats diabétiques (tableau 4), Les résultats obtenus par cette analyse, montrent une
présence importante de glucose dans les urines des rats diabétique. Cette glycosurie refléte
I'nyperglycémie et indique que la charge de glucose filtrée par le rein dépasse la capacité des
tubules rénaux a reabsorber la totalité du sucre.

Le groupe (G1) des rats diabétiques non traités, la glycosurie est toujours positive (+ +
++) en fonction du taux élevé de la glycémie (> a 2.50 gr/l), qui est due & une insulinopénie,
en comparaison avec le groupe (T), la glycosurie est toujours négative (-) avec une glycémie
normale (< a 1.28 gr/l).

Les groupes (G1, G2, et G3) les rats diabétiques traités a la propolis et la quercétine a
différentes doses, la glycosurie est un petit peu moindre (++) par rapport aux groupes (G1),
ce qui signifie I’effect catabolisant de la propolis et la quercétine sur le sucre.

En revanche le groupe (G5) montre une disparition totale ou trace de glycosurie (- ou
trace), cette diminution de la glycosurie est due a I’efficacité de la dose un peu plus
concentrée de la propolis sur la regulation glucidique rénale qui informe que la glycémie est
au-dessous du seuil (1.28 gr/L) (Tableau 4). Cette observation est en accord avec ce qui a
été rapporté par (Gaw et al., 2004) ; (Goetz, 2007).

Tableau : le dosage de glycosurie.

Groupe T _ _ _ _
Témoin

J1 J15 J30 J60 a J90
Groupe G1 _ _ ++++ ++++
Groupe G2, - _ ++++ +
G3 et G6

- _ + + - Qu trace
Groupe G5

Tableau 5 : La variation de la glycémie en fonction de la glycosurie.

Glycémie en (gr/l) 1.20 1.35 2 3 4
Glycosurie en (+) - trace ++ +++ ++++
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Figure 9 : La variation de la glycémie par rapport a la glycosurie.

IV.4. Etude des dosages des paramétres plasmiques apreés sacrifice
IV.4.1. Le dosage de la glycémie

La glycémie est un parametre métabolique crucial pour I’organisme, ce qui explique sa

régulation fine. Les résultats du dosage de glycémie sont représentés dans le graphe 2.

Glycémie

05 - i
0
T G

Figure 10 : Les résultats de glycémie.

1 G2 G3 G4 G5
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Les groupes (G2 et G3), les rats diabétiques qui ont recu 50 et 100 mg/kg de propolis,
montrent une baisse de glycémie par rapport au groupe(G1) aux rats diabétiques non traités

de 1.21 %, ce pourcentage sur la correction de la glycémie n’est pas assez intéressant.

A propos du (G6), rats traités par la quercétine a la dose 50 mg/kg, on remarque une
baisse de glycémie jusqu’a (1.45 gr/L), la quercétine semble efficace pour la regulation du

sucre sanguin.

Cependant le groupe (G5), rats traités par la propolis 250mg/kg, on constate qu’il y a
une baisse remarquable de glycémie qui s’aligne au groupe (T) des rats normoglycémiques

a glycémie égale de (0.84 gr/l).

La thérapie semble plus efficace a la dose un peu plus élevée de propolis, ce qui explique
une regulation bien clair du métabolisme glucidique par la substance active des flavonoides
de propolis, donc les résultats sont significatifs (Graphe 2), ces résultats concordent avec
ceux (Lietal., 2011) ; (Minstedt et al., 2009).

IV.4.2. Dosage d’hémoglobine glyquée

Le dosage de I’hémoglobine glyquée (ou HbAlc) permet de vérifier 1’équilibre du
diabéte au fil du temps, elle est le reflet de la glycémie sur les trois derniers mois.
Le groupe G5 rats qui ont recu 200 mg/kg propolis, montre une amélioration considérable
de (18.57%) par rapport au groupe G1 rats diabétique non traités, cette valeur s’approche
beaucoup du témoin (T), en effet la propolis prouve un effet positif sur la regulation de sucre
de I’organisme a long terme.

Néanmoins la quercétine a prouvé une efficacité qui n’est pas mal sur la regulation du
sucre sanguin, car 1’espace est de (1.80 %) avec les rats (G1) (graphe 5). Ces travaux

ressemble a ceux de (Domerego et al., 2009) ; (Zamami et al., 2007).
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Figure 11 : Les résultats de dosage d’Hb A1C.
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1V.4.3. Dosage de I’urée et la créatinine

L’urée et la créatinine sont des marqueurs significatifs de la fonction rénale, 1’élévation
de la concentration de ces deux parametres est a relier au dysfonctionnement rénal chez les
rats diabétiques due a la complication du diabéte et la nephrotoxicité (Valente et al., 2011).

Le groupe (G2 et G3), respectivement traités par la propolis 50 et 100 mg/kg, témoignent
une bonne correction de la fonction rénale, de (0.40 gr/L) pour ’urée et (1 mg/L) pour la
créatinine par rapport au groupe (G1), diabétique non traité.

Le groupe G6 rats traités par la quercétine (50 mg/kg), on a une diminution de taux
d’urée de (0.30 gr/L) et un taux de créatinine de (2 mg/L), on comparaison avec le groupe
(G2).

Concernant le groupe (G5) traité par la propolis 200 mg/kg, le rétablissement de la
fonction rénale est tres proche du groupe témoin (T), elle est de (0.50 gr/l) pour I’urée et de
1.5 mg/l pour la créatinine. 1l apparait que la thérapie employée par la propolis provoque une
diminution de I’urémie et de la créatininémie de (0.80 mg/L).

Apres tout, la dose de propolis plus élevé semble étre la plus efficace, car elle provoque
une diminution hautement significative des deux parameétres, dont les valeurs s’approchent
de la normale, ce qui confirme que I’utilisation d’EAP de la propolis a différente dose n’a
eu aucun effet toxique sur les reins durant le traitement (Graphe 6). Les chiffres obtenus

correspondent a ceux qui ont éte trouvé par (Bhadauria, 2011) ; (Garoui et al., 2011).
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Figure 13 : Les résultats de dosage de ’urée.
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Figure 13 : Les résultats de dosage de la créatinine.

1V.4.4. Dosage du cholestérol

Lorsqu’on parle de cholestérol élevé, on se réfere habituellement au Cholestérol LDL

mauvais cholestérol, par contre le HDL on I’appelle souvent bon cholestérol.

Le cholestérol est utile a nos cellules pour fabriquer certaines hormones, certaines

vitamines et d'autres constituants comme la bile.

On note aussi que 1’effet de la quercétine sur le cholestérol total a la dose 50 mg/kg, montre
une baisse de (0.40 gr/L).
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Le taux de cholestérol total se corrige avec 1’augmentation de la dose du traitement, ce
qui est montré par le groupe (G5) des rats traités par la propolis 200 mg/kg, par rapport au
groupe (G1) diabétique non traités, cette correction est (14.23 %), cette diminution est
significative (Graphe 7), cette regulation est équivalente avec les travaux de (Percie, 2003) ;
(El-Sayed, 2009).

Cholestérol
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14 -
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Figure 14 : Les résultats de dosage du cholestérol.

gr/L

1VV.4.5. Les fractions du cholestérol LDL et HDL

Réellement, quand le HDL augment le LDL diminue et inversement, seulement le

cholestérol total est en accord avec le LDL.

Concernant les fractions du cholestérol, les trois groupe (G2, G3 et G4) les rats qui ont
recus la propolis a différentes, montrent un résultat satisfaisant, une diminution de pour la
fraction HDL et 0.52 gr/l pour la fraction LDL par rapport aux rats diabétiques non traités.
Ce qui nous laisse comprendre que le taux du bon cholestérol baisse suite a I’inhibition de
la lipolyse causé par le rétablissement de la production d’insuline, a I’exemple des travaux

de (Anilakumar et al., 2007) ; (Apimondia et al., 2001).
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Figure 15 : Les résultats de dosage HDL et LDL.
1V.4.6. Dosage des triglycérides

Les triglycérides, fait partie de la classe des lipides. lls constituent une réserve
énergétique trés importante. lls sont composés de glycérol et d'acides provenant
essentiellement des graisses alimentation, ou également de la synthése hépatique, c’est un

parametre biochimique qui donne une bonne information sur le métabolisme lipidique.

Le groupe G5, les rats qui ont recu 250 mg/kg de propolis ont montré une baisse de
(0.30 gr/L), comparée aux rats diabétique non traités (G2).

En revanche, on observe une élévation du taux des triglycérides chez le groupe (G2)
traité par la propolis 50mg/kg, par rapport au groupe (T) de (0.35 gr/L), qui baisse avec
I’augmentation de la dose de la propolis & 100mg/kg mg/kg chez le groupe (G3) de (0.20
gr/L), (graphe 9), ce qui nous faire connaitre que 1’effet du traite est faiblement efficace sur

la lipolyse, pour régulariser le taux des lipides, par déficit de production d’insuline.

Ces variations ressemblent a la maniére de ce que a été expliqué par (Daleprane et al.
2011) ; (Yao et al., 2004).
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Figure 16 : Les résultats de dosage des triglycérides.
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1V.4.7. Dosage des protéines totales

Le dosage de protéines sanguines est parametre qui nous permet de prédire une
inflammation, une insuffisance hépatique, un déficit immunitaire ainsi qu’un
dysfonctionnement métabolique notamment la néoglucogenese.

On a remarqué que le taux de protéines totales a baissés de (5 gr/L) chez le groupe (G1) rat
diabétique non traité, par rapport au groupe (T), des rats normoglycémiques, ¢a veut dire que
I’insulinémie engendre une hyperglycémie, qui conduit a la dégradation des protéines totales

de I’organisme par la néoglucogenése.

Concernant le groupe (G6), traité par la quercétine 50 mg/kg, montre une élévation
remarquable des protéines totales, ce qui confirme une bonne regulation sur le métabolisme

protéinique.

On a constaté aussi que plus on augmente la dose de la propolis, chez les groupes (G2,
G3 et G4), 50, 100 et 250 mg/kg, on observe une élévation exponentielle des protéines
totales, respectivement (48, 52 et 80 gr/L), ce qui nous laisse a supposer que la composition

chimique de la propolis est protéinigue.

Cette situation est semblable aux travaux effectués par (Donadieu, 2006) ; (Anilakumar
et al., 2007).
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Figure 17 : les résultats de dosage des protéines totales.
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1V.4.8. Dosage de I’albumine

L'albumine est une protéine fabriquée par le foie, elle joue un role de transporteur plasmique.
On obtient une hyperalbuminérie en cas d’inflammation chronique ou une infection grave.

On a constaté chez les groupes rats (G2, G3 et G4) traités par la propolis a différentes doses,
que lorsqu’on augmente la dose, on note une diminution du taux d’albumine, respectivement
de (22, 30 et 36 gr/L) par rapport au groupe (G2), et c’est de méme pour la quercétine de (30
gr/L). Une accumulation d’albumine dans le sang indique une toxicité plasmique, Ce
rétablissement métabolique de 1’albumine prouve 1’effet efficace de la propolis et la

quercétine, ce qui a été effectué par les travaux de (Bolen et al., 2001) ; (Kamal et al., 2004).
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Figure 18 : Les résultats de dosage d’albumine.
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IV.4.9. Dosage des transaminases TGO/ASAT et TGP/ALAT

Les transaminases sont deux paramétres plasmiques trés intéressants pour préjuger la
fonction hépatique ou lorsqu'il existe une lésion cellulaire, principalement au niveau du foie,
du cceur, des reins ou des muscles. Les deux parametres biochimiques s’articulent

concomitamment, ¢’est-a-dire augmentent et diminuent dans la méme circonstance.

Pour les groupes G2 et G3, rats diabétiques traités par la propolis a la dose respective
50 et 100 mg/kg, montrent une diminution de (12 %) par rapport aux rats diabétiques non
traités (G1), qui promettre un bon signe de rétablissement de la fonction hépatique.

Le groupe (G6), rats qui ont recus la quercétine s’alignent avec les chiffres des rats
normaux (T) (TGO =58 UI/L et TGP = 62 UI/L), donc la quercétine donne un bon résultat

de la fonction hépatique.

Quant a la dose 200mg/kg de la propolis démontre un résultat record de 38 Ul/l en TGO
et 43 Ul/l en TGP, ca veut dire que ’effet des flavonoides de la propolis améliore par
excellence la réparation des Iésions cellulaires de I’organisme et 1’élimination des substances
toxiques de 1’organisme, ces effets ont été constaté par (Dobbs et al., 2003) ;(Domerego et
al., 2009).

TGO et TGP

120

100 ~

ul/L

T Gl G2 G3 G4 G5

Figure 18 : Les résultats de dosage des transaminases TGO et TGP.
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Conclusion et perspectives

A la lumiére de ce travail experimental, qui permet de démontrer que les remédes
biologiques issus des extraits de plantes ont une place non négligeable et présente un grand
intérét dans une vaste gamme d'applications dans le traitement du diabéte Mellitus. Notre
étude contribue a porté sur ’evaluation et I’impact des extraits EAP (extrait d’acétate
d’¢éthyle) de la propolis et la quercétine sur la correction métabolique du rat rendu diabétique
insulinodépendant expérimentalement.

Les trois principaux objectifs poursuivis dans ce travail ont été atteints, on a commencé
par I’induction du diabéte expérimental par la streptozotocine, puis I’extraction des extraits
de propolis de différentes plantes, et on a terminé par évaluer 1’effet antidiabétique et

I’impact de ces substances biologiques sur les parameétres plasmiques.

Tout d’abord, on a réussi a obtenir des rats diabétiques par une seule injection de
streptozotocine intrapéritonéale a la dose 60mg/kg de poids corporel, Le mécanisme d’action
de la streptozotocine sur les cellules B du pancréas a été intensivement étudiée et est
maintenant assez bien compris. L'action cytotoxique de cet agent diabétogéne est mediée par
des especes réactives de I'oxygeéne, cependant, la streptozotocine pénetre dans la cellule B
par l'intermédiaire d'un transporteur de glucose (GLUT?2) et provoque I'alkylation de I'ADN,
et par la suite la destruction des cellules B du pancréas, qui conduit a une insulinémie et
I’¢lévation de la glycémie a des valeurs supérieures a 3 gr/l apres trois jours. (Szkudelski,
2001).

Le taux d’hémoglobine glyquée (HbA1C) est également réduit sous 1’effet de la propolis
et de la quercétine. L’effet de la propolis sur la concentration en HbA1C est dose-dépendant.
Le poids des rats diabétiques traités par la propolis (200mg/kg) augmente significativement
par rapport aux rats diabétiques non traités. Par ailleurs, les concentrations en créatinine et
en urée diminuent également chez les rats diabétiques sous I’effet de la propolis ; laissant
penser a une amélioration de la fonction rénale. Le profil lipidique des rats diabétiques est
¢galement amélioré sous I’effet de la propolis. L’administration de la propolis permet de
diminuer le taux sérique d’ASAT et ALAT pour les rats diabétiques traités par apport aux

non traités.
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Pour confirmer nos résultats il serait souhaitable de répéter cette étude sur des
échantillons quantitativement plus importants et a plusieurs doses pour repérer celle qui est

adéquate pour un traitement efficace.
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