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Résumé

L’objectif de la présente étude est la mise en évidence de l’effet d’un I’extrait
éthanolique de la propolis (EEP) récoltée dans la région de Tigzirt (Tizi-Ouzou, Algérie) sur
certains parametres biochimiques chez les rats males Wistar diabétiques a obésité induite par
un régime hyper-gras, rendus diabétiques par injection de streptozotocine (STZ : 35mg/Kg
poids), On a divisé les rats en cinq groupes, chaque groupe contient six rats: un groupe
témoin, un groupe diabétique sans traitement, deux groupes diabétiques traités a différentes
doses de I’extrait de la propolis (100mg /kg et 200mg/kg) et un groupe diabétiques traités par
la quercétine (50mg/kg).

Les résultats obtenus indiquent que la propolis (100mg/kg et 200 mg/Kg) et la quercétine
(50mg/kg) arrivent a corriger ’hyperglycémie (1.23, 1.18, 1.74) respectivement chez les rats
diabétiques et la propolis diminué la consumation de la régime hyper-gras en améliorant le

poids.

Le taux d’hémoglobine glyquée (HbA1C) est également réduit sous I’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 non traités. Par ailleurs, les concentrations en créatinine et en urée diminuent
également chez les rats diabétiques sous I’effet de la propolis et la quercétine ; laissant penser
a une amélioration de la fonction rénale. Le profil lipidique des rats diabétiques est également
amélioré sous I’effet de la propolis €. L’administration de la propolis permet de diminuer le
taux sérique d’ASAT et ALAT ainsi d’améliorer le taux de la protéine et d’albumine

plasmatiques pour les rats diabétiques traités par apport aux non traités.

Mots clés : Rats males Wistar-EEP propolis-Régime cafétéria-Streptozotocine-Diabéte type
II- Parametres biochimiques plasmatiques

Résumé
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Abstract:

The objective of this study is to demonstrate the effect of an ethanolic extract of propolis
(EEP) harvested in the Tigzirt region (Tizi-Ouzou, Algeria) on certain biochemical
parameters in male rats Wistar diabetic with obesity induced by a hyper-fat diet, and injected
by streptozotocin (STZ: 35mg/kg). The rats were divided into five groups, each group
containing six rats: a control group, a diabetic group without Treatment, two diabetic groups
treated with different doses of propolis (100mg/kg and 200mg/kg) and a diabetic group
treated with quercetin (50mg/kg).

The results obtained indicate that propolis (100mg/kg and 200mg/kg) and quercetin
(50mg/kg) corrected hyperglycemia (1.23, 1.18, 1.74) respectively in diabetic rats and
propolis decreased the consumption of The hyper-fat diet by improving the weight.

The level of glycated hemoglobin (HbA1C) is also reduced under the effect of propolis
and quercetin. The effect of propolis on the HbA1C concentration is dose-dependent. The
weight of diabetic rats treated with propolis (200mg / kg) increased significantly compared to
untreated rats. On the other hand, creatinine and urea concentrations also decreased in diabetic
rats under the effect of propolis and quercetin; Suggesting an improvement in renal function.
The lipid profile of diabetic rats is also enhanced by propolis. Administration of propolis
reduces the serum levels of ASAT and ALAT, thus improving plasma protein and albumin

levels for diabetic rats treated with untreated intake.

Key words: Rat male Wistar-EEP Propolis-Streptozotocin-Diabetes type 1l- Plasma

biochemical parameters.
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4-AF : 4-aminophénazone.

ADO : Les Antidiabétiques Oraux.

ANAES : Agence Nationale D’accréditation et D’évaluation En Santé.
CAPE : L’ester Phényléthylique de 1’acide Caféique.

CT : Cholestérol Total

DAP : dihydroxiacétone phosphate.

DID : Diabéte Insulinodépendant.

DPP-4 : Dipeptidylpeptidase-4

DPPH : Diphenylpicrilhydrazyl

. DT1 : Diabete insulino-dépendant ou diabéte de type 1
. DT2 : Diabete non insulino-dépendant ou diabéte de type 2
. EEP : I’extrait éthanolique de la propolis.

. G3P : glycérol-3-phosphates.

. GK : glycérol kinase.

. GLP-1 : Glucagon-like peptide 1

. GLUT4 : Le transporteur de glucose 4'

. GOT : Transaminase flutanique oxaloacétique
. GPO : glycérophosphate déshydrogénase.

. GPT : Transaminase Glutanique pyruvique

. H,O, . Eau oxygéné

. HbA1C : Hémoglobine glyquée

. HDL : Lipoprotéine de Haute Densité

. IDF : International Diabetes Fédération.

. IL-1B : Interleukine-1p

. IL-6 : Interleukine-6

. IMC : indice de masse corporelle.

. LDH : Lactate Dehydrogenase

. LDL : Lipoprotéine de Faible Densité

. LPL : lipoprotéinlipase.

. MDH : Malate Dehydrogenase.

. mg/kg : Milligrammes/kilogramme

. NADH : Nicotinamide adenine dinucleotide
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33. NH3 : Ammoniac.

34. NO synthase : L’oxyde nitrique synthase

35. NO : Oxyde Nitrique.

36. O, . Oxygene.

37. OMS : de I’Organisation Mondiale de la Santé.

38. P/V : Brute/Solvant.

39. PH : Potentiel hydrogene

40. PTA : l'acide phosphotungstique.

41. ROS : pour « Reactive Oxygen Species »

42. STZ : Streptozotocine

43. TG: Triglycérides.

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

47. VIH : Virus de I'immunodéficience humaine

48. VLDL : les lipoprotéines de trés faible densite.
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Introduction :

Le diabete sucré principalement le diabete type 2, est considéré depuis quelques
années comme un des fléaux du troisiéme millénaire, partout dans le monde, dans les pays
développés comme dans les pays en voie de développement. Le nombre de personne atteintes
de diabete ne cesse de croitre de facon tres alarmante .on comptait 366 million de diabéte en
2010 et 552 millions sont attendus en 2030. (Shaw et al.,2010).

Le diabete est une maladie complexe tant par ses mécanismes physiopathologiques que
par son déterminisme génétique ainsi que la genese de ses complications. C’est un groupe
hétérogene de maladie métabolique dont la caractéristique principale est une hyperglycémie
résultant d’un défaut de sécrétion, d’action de ’insuline ou de ces deux anomalies associées
(OMS 2002). En plus des complications aigues du diabete, I’hyperglycémie chronique
provoque des complications dégénératives plus ou mois graves touchant le cceur, les

vaisseaux, les yeux, les reins et les nerfs (Capet et al., 1999).

L’impact de cette pathologie sur les systémes de santé est trés lourd a travers les pertes

humaines, aux cotés liées aux traitements, a la prise en charge et aux complications.

Les traitements actuels des diabétes de types 2 vise a soigner et non a guérir la maladie.
Il repose, d’une part, sur I’amélioration de la sensibilité a 1’action de I’insuline par 1’activité
physique réguliere, les mesures diététique et les médicaments insulinosensibilisateurs.de plus,

le traitement peut comprendre une adjonction insuline (Cariou et al.,1997).

La médecine traditionnelle basée sur 1’utilisation des plantes médicinales pour le
traitement de nombreuses maladies, dont le diabete sucré, continue a étre utilisée, et au cours
de ces dix dernieres années sa popularité n’a fait qu’augmenter. La pratique de la médecine

traditionnelle varie grandement d‘un pays a ’autre et d’une région a I’autre.

Elles sont influencées par des facteurs connus: la culture, I’histoire et philosophies
personnelles. Selon I’OMS, Apres de 80% de la population des pays en voies de
développement de la région d’Afrique ont recours a la médecine traditionnelle (Bingel et al.,
1985).

La valorisation des ressources naturelles est une préoccupation qui devient de plus en
plus importante dans nombreux pays. Ainsi, depuis son assemblé générale, 1’OMS

recommande 1’évaluation de I’innocuité et de I’efficacité des médicaments a base des plantes
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en vue de standardiser leur usage et les intégrées dans les systéemes de soins conventionnels
(Day et al.,1989).

Les informations ethnobotaniques recueillies, dans plusieurs régions d’un monde
estiment que plus de 1123 especes végeétales, soit plus de 725 genre est appartenant a 13
familles, sont utilisé pour leur propriétés hypoglycémiante et anti hyperglycémiant (Day et
al.,1989).

En Algeérie, comme tous les pays du Maghreb les pays en voie de développement, le
recours a la médecine traditionnelle est largement répandu, et plusieurs remedes a base de
plantes utilisés individuellement ou en combinaison sont recommandés pour soigner le
diabéte sucré ; parmi celles-ci nous citons Ficus Carica, Citrullus colocynthis L, Ajuga iva L

et la propolis.

La propolis est un matériau résineux complexe recueilli par des abeilles de miel a
partir de bourgeons et d'exsudats de certaines sources de plantes voisines de leurs ruches. La
propolis se compose d'excréments de séve, d'écorce et d'abeille et s'accumule dans les ruches
abeilles. La consistance chimique de propolis dépend fortement de la flore de la région d'ou
elle est recueillie (Agaet al., 1994).

La propolis contient au moins 200 composés qui ont été identifiés dans différents
échantillons, avec plus de 100 présents dans un échantillon donné.

Ceux-ci comprennent les acides et les esters gras et phénoliques, les esters
phénoliques substitués, les flavonoides (flavones, flavanones, flavonols, dihydroflavonols,
chalcones), les ter-pénes, les stéroides, les aldéhydes aromatiques et les alcools et les dérivés
des sesquiterpénes, du naphtalene et des stilbénes (Bankova et al., 1995).

Les principaux types de flavonoides sont la rutine, la quercétine, la galangine
(sampietro et al., 2001) et I'ester phénylique de I'acide caféique (balog et al.,2006).

La propolis possede un large spectre d'activités biologiques et posséde une utilisation
historique de la medecine folklorique.

Ainsi, il est largement utilisé dans les aliments pour la santé, les préparations
pharmaceutiques (Havsteen et al.,1983) et les boissons dans le but de maintenir ou
d'améliorer la santé humaine (Marcucci et al.,1965).

Il a été signalé que la propolis améliore les activités du systeme immunitaire (orsolic

et al., 2006), le balayage des radicaux oxygenes (Abd El-Hady et al., 2007), les
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antimicrobiens, les anti-inflammatoires, les activités anti-tumorales (silici et al.,2005) et les
activités antidiabétiques.

e [L’objectif de ce travail est de développer de nouveaux outils thérapeutiques et
préventifs basés sur la supplémentassions par des antioxydants d’origine alimentaire
pour prévenir la pathologie diabétique.

e pour chercher I’effet antidiabétique on a utilisé la propolis a deux concentrations (100
mg/kg et 200 mg/kg) et la quercétine (50 mg/kg) chez des rats males rendus obéses on

utilisant un régime hyper-gras.
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Chapitre I : Revue bibliographique
I. Généralités sur le diabéte :

1.1.Définition du diabeéte :

Le diabéte est un désordre du métabolisme glucidique caractérisé par un exces
permanent de sucre dans le sang (hyperglycémie) et la présence de sucre dans les urines
(glycosurie). Selon les criteres de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (Puavilai
et al., 1999), le diabete est defini par une glycémie a jeun supérieure ou égale a 7
mmol/L (1,26 g/L) et ce, a au moins deux reprises. Chez une personne diabétique,
I’assimilation du glucose sanguin par les cellules ne peut se faire normalement en raison

d’une insuffisance ou d’une mauvaise utilisation de I'insuline.

Le développement de la maladie résulte de plusieurs facteurs génétiques et

environnementaux.

1.2.Classification du diabeéte :

Il existe deux principales formes cliniques de diabéte correspondant a deux
mécanismes pathogeniques différents : le diabéte de type 1 ou insulinodépendant et le

diabete de type 2 ou non insulinodépendant.
1.2.1. Le diabete de type 1:

Le diabete de type 1 (DT1), anciennement appelé diabete insulinodépendant (DID)
ou diabete sucré, concerne 5 a 10% des patients diabétiques. C’est la maladie
endocrinienne la plus fréquente, se déclarant en général avant I’age de 30 ans, en
particulier chez le jeune enfant et pendant I’adolescence. Il s’agit d’une maladie auto-
immune qui se caractérise initialement par une infiltration des ilots de Langerhans par des

macrophages et des lymphocytes.

Il en résulte la destruction sélective des cellules B des Tlots de Langerhans du

pancréas, et donc une carence absolue et définitive en insuline (Boitard, 1995).
1.2.1.1. Physiopathologie du diabéte de type 1 :

Le diabete de type 1, autrefois appelé diabéte insulinodépendant (DID) ou diabéte

juvénile, apparait le plus souvent de maniére brutale chez I'enfant ou chez le jeune adulte.

Il se caractérise par une polyurie, une polydipsie et une polyphagie ayant pour
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conséquence un amaigrissement malgré une prise de nourriture abondante. La glycémie est
supérieure a 2g/L avec présence d'acétone et de glucose dans les urines.

Le diabete de type 1 représente 10% des cas de diabéte (Daneman, 2006) et est une
maladie auto-immune dans 90% des cas conduisant a une destruction progressive et
chronique des cellules f.

La maladie est présente depuis plusieurs années avant que les symptomes
apparaissent, Cela a lieu lorsque plus de 70% des cellules B sont détruites (Pirot et al.,
2008).

1.2.2. Le diabete de type 2 :

Le diabéte de type 2 (DT2) est une maladie caractérisée par une insulino-résistance
des tissus périphériques, associée a un déficit qualitatif et quantitatif de la sécrétion
pancréatique d’insuline en réponse au glucose. Il représente 80 a 90% des sujets atteints et
affecterait plus de 2% de la population mondiale (Defronzo, 1997).

1.2.2.1.Physiopathologie du diabéte de type 2 :

Le diabete type 2 est une pathologie complexe dont certains mécanismes spécifiques
sont encore indéterminés. Il est reconnu que le diabete type 2 résulte d’un débalancement
entre la sensibilité a I’insuline des tissus et la sécrétion de I’insuline par la cellule p du
pancréas. La (figure. 1) représente I’évolution d’une glycémie normale vers I’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 f permet de conserver une

| e AL Obesity
% \r N

glycémie normale.

B ol failure

L)

MNarmal Increased Decreased

Insulin secretion
by [ calls

Blood glucose Normal Narmal or impaired glucose tolerance Diabetes melkitus

Figure 1 : Le mécanisme physiopathologique du diabete type 2(Kasuga, 2006)
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1.2.2.2. Intolérance au glucose :

L’intolérance au glucose autrefois appelée syndrome métabolique ou syndrome X,
correspond a une hyperglycémie modérée. 1l s’agit d’un stade précurseur du diabéte ou les
patients atteints ont un risque plus éleve de développer par la suite un diabete de type 2.
En 2010, 138 millions de personnes étaient touchées par I’intolérance au glucose,
majoritairement des personnes entre 40 et 59 ans. Un tiers de ces personnes, en revanche,
sont gées de 20 a 39 ans (IDF Diabétes Atlas).

1.2.2.3. Facteurs de risque de diabéte :

1.2.2.3.1. Obésité et lipotoxicité :

Dans 80 % des cas, le diabéte est lié a une surcharge pondérale voire une obésité.
Celle-ci se traduit par un indice de masse corporelle (IMC) supérieur a 30. Les patients
obeses ont 10 fois plus de risque de devenir diabétique (Grimaldi, 2004). L’ obésité est
notamment due au mode de vie actuel ou les apports caloriques sont bien supérieurs aux
dépenses énergétiques. En effet, le mode de vie de notre société contemporaine est
caractérisé par une augmentation de I’ingestion de graisses alimentaires et de glucose
(boissons sucrees).

Il est estimé a plus de 1,1 milliard, le nombre de personnes en surpoids dans le
monde dont 320 millions d’obeses (IDF ,2003). En France, L’étude montre également
qu’il y a 3 fois plus de diabétiques de type 2 en cas de surpoids et 7 fois plus en cas
d’obésite.

L’obésité est caractérisee par un état chronique ou le tissu adipeux ne peut plus stocker de
facon normale les triglycérides ce qui a pour conséquence le dépét de ces lipides dans des
compartiments autres que ceux dévolus a cette fonction, comme le tissu adipeux viscéral,
les muscles, le foie, le cceur et le pancréas. Cette accumulation provoque une derégulation
et une dysfonction du tissu impliqué, appelée lipotoxicité (Kusminski et al., 2009). Le tissu
adipeux viscéral libere une grande quantité d'acides gras libres, ce qui favorise la synthése
hépatique des triglycérides et stimule la néoglucogenese hépatique. Au niveau musculaire,
les acides gras libres sont oxydés en priorité par rapport au glucose, entrainant une
production accrue d'acétyle coenzyme A qui inhibe en retour les enzymes de la glycolyse ;

le tout contribuant a I’aggravation de I’hyperglycémie.
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1.2.2.3.2. Les facteurs sociaux :

La consommation de nourritures et de boissons riches en énergie, en graisses et en
glucides est devenue une habitude dans nos sociétés modernes. De plus, la transition d’un
milieu rural vers un milieu urbain est associée a des changements dans les habitudes
alimentaires et I’activité physique (Solomons et Gross, 1995). D’une part, les conditions
de vie et de travail sont plus confortables, I’organisme est donc moins soumis a des
contraintes physiques. De plus, la sédentarité multiplie le risque de diabéte par deux.
D’autre part, les tendances alimentaires vont vers des aliments ou boissons ayant un index
glycémique élevé (haut pouvoir sucrant). Des études ont suggéré que la probabilité de
devenir obese est de 38% chez les sujets feminins qui boivent plus d’un soda par semaine
contre 18% chez celles qui boivent moins d’un soda par semaine (Liebman et al., 2003).
Une autre étude a montré qu’une consommation en boissons sucrées (58% de soda, 20%
de jus de fruits, 19% de thé et 3% de café) a été significativement associée a un surpoids
(Nicklas et al., 2003).

Ces préférences pour une alimentation hypercalorique et cette sédentarité associées
sont la cause d’un environnement obésogéne chez I’homme, qui peut engendrer des

complications allant de I’insulino-résistance au diabéte de type deux.
1.2.2.3.3. L’hérédité:

Le diabéte de type 2 est une maladie également a predisposition génétique, en plus
de la présence de facteurs sociaux ou environnementaux. Le risque de développer un
diabete chez un enfant ayant un des deux parents diabétiques est augmenté. De plus, chez
des jumeaux monozygotes, la concordance de la maladie peut atteindre 90% (Grimaldi,
2004).

1.2.2.3.4. L’age:

Le risque de developper un diabete de type 2 augmente avec I’age. En effet, la
tranche d’age la plus touchée est celle des 40-59 ans (IDF, 2003). Chez le sujet agé, il y a
une baisse de I’insulino-sécrétion et une augmentation de I’insulino-résistance (Jackson,
1990).

1.2.2.3.5. La grossesse :

Un diabéte gestationnel est considéré par I’OMS (1997) comme un diabéte a part

qui disparait apres la grossesse. Cependant, celui-ci est un facteur de risque ultérieur d’un
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diabéte de type 2, de méme que la naissance d’un enfant de plus de 4kg (ANAES, Février
2003). De plus, un enfant né de mére atteinte par un diabéte gestationnel, a plus de risque

de développer un diabéte de type 2 et de souffrir d’obeésité (Grimaldi, 2004).
1.2.2.4. Mécanisme de I’insulino-résistance :

Une des premiéres phases du diabete de type 2 est I’insulino-résistance. Sa mise en
place fait intervenir de hautes concentrations en acides gras qui sont libérés par le tissu
adipeux dans la circulation. Ces acides gras sont ensuite oxydes dans les tissus
périphériques en en glycérol et en céramides, ce qui entraine I’augmentation d’une iso
forme d’une protéine kinase C. Cette kinase phosphoryle le récepteur IRS-1 sur les acides
aminées sérines et thréonine ce qui a pour consequence d’inhiber la phosphorylation de la
tyrosine qui est requise pour libérer I’insuline. Ainsi, la translocation des veésicules
renfermant le transporteur GLUT4 est inhibée, le glucose circulant ne peut donc pas entrer
dans les cellules (Schulman, 2000).

Cela favorise I’hyperglycémie ; le pancréas va donc s’adapter en produisant plus

d’insuline.
1.2.2.5. Apo ptose des cellules B :

Dans les cellules B, I’accumulation des acides gras libres est toxique et cette toxicité
passe par la formation de céramide, induisant I’augmentation d’oxyde nitrique (NO) et
I’activation de I’apoptose (Shimabukuro et al., 1998). De plus, une concentration élevée
en glucose induit une apoptose médiée par I’IL-1p sur des cellules B dans un modé¢le de rat
diabétique de type 2 (Donath et al., 1999), mais aussi sur des Tlots humains (Maedler et
al., 2002).

L hyperglycémie chronique est également responsable de la formation d’especes
réactives de I’oxygene, ROS pour « Réactive Oxygéné Spécifs » qui contribue avec I’IL-
1B a la transcription du facteur acétyle coenzyme A, De plus, le tissu adipeux sécrete des
hormones et des cytokines ayant des actions auto et paracrine.

Les adipocytes peuvent secréter de la leptine, des antagonistes du récepteur a I’IL-1p
(Meier et al., 2002), du TNFa (Hotamisligil et al., 1995) et de I’IL-6 (Fried et al., 1998).
Ces facteurs sont tous augmentés dans I’obésité et sont liés a I’insulino-résistance (Donath
et al., 2003); (figure 2).
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Figure 2 : Facteurs contribuant a l'apoptose des cellules B (Source personnelle)
(Donath et al., 2003).

1.2.2.6. Les traitements du diabéte de type 2 :

1.2.2.6.1. Les antidiabétiques oraux (ADO) :

En général, les ADO sont prescrits apres un échec des regles hygiéno-diététiques
durant 3 @ 6 mois. Il existe 5 classes d’ADO, le traitement étant adapté a chaque patient
diabetique :

-Les biguanides (Metformine, Glucophage®500, 850, 1000) : ils réduisent I’insulino-
résistance en favorisant I’action de [I’insuline sur les tissus-cibles, en inhibant la
néoglucogenése héepatique et en diminuant I’absorption intestinale de glucose (Defronzo et
al., 2005). lls sont indiqués chez des patients en surcharge ponderale et sont préconisés chez
des patients sans surcharge pondérale ou en association avec un autre ADO.

-Les sulfamides hypoglycémiants : ils stimulent la sécrétion d’insuline (Diamicron®),
(Buse et al., 2004).

-Les glitazones (pioglitazone et rosiglitazone) : ce sont des molécules qui améliorent la
sensibilit¢ a ’insuline et la fonction B cellulaire, en diminuant 1’insulino-résistance par
action sur les récepteurs.

-Les inhibiteurs des alphas-glucosidases (Glucor®) ralentissent I’absorption digestive

des glucides complexes.
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-Les glinides : ce sont des insulino-sécréteurs qui stimulent le pic précoce d’insulino-
sécrétion.
Les ADO sont administrés majoritairement a des patients diabétiques de type 2,
mais  certains ADO sont administrés chez des patients diabétiques de type 1, comme les
biguanides et les inhibiteurs des a-glucosidase, pour retarder I’absorption des glucides par

I’intestin.

- Les incrétines et incrétino-mimétiques : Les incrétines sont des peptides produits par
les cellules L de I’intestin, souvent associées a des hormones et jouent sur la satiété. La plus
connue des incrétines est le GLP-1 (Glucagon-like peptide 1). Il est secrété par les cellules du
jéjunum et de I’iléon en présence de nutriments dans I’intestin, ce qui stimule la sécrétion
d’insuline et diminue la néoglucogenese hépatique. Cette hormone intéressante a
malheureusement une demi-vie tres courte car elle est rapidement dégradée par I’enzyme

dipeptidyl peptidase-4 ou DPP-4.

- L’intérét des scientifiques s’est alors porté sur le maintien de cette enzyme en

développant

- des analogues du GLP-1 résistants a la dégradation par I’enzyme DPP-4, ce qui permet
d’améliorer le contréle de la glycémie et d’avoir un role positif sur la perte de poids,

- des inhibiteurs de la DPP-4, permettant ainsi de retarder la dégradation du GLP-1, (Heine

et al., 2005).

1.2.2.6.2.Les mesures hygiéno-diététiques :

1.2.2.6.2.1. L alimentation :

Pour améliorer le contrble glycémique des patients diabétiques (type 1 et 2), il est
nécessaire de modifier et contrbler leur régime alimentaire. Une réduction du poids est
souvent nécessaire. Cette modification du régime alimentaire se fait avec I’accompagnement
de médecins nutritionnistes ou de diététiciens. L'alimentation du diabétique doit étre
équilibrée parmi les 3 repas quotidiens et comporter des glucides (environ 50% de I’apport
énergétique total), des lipides (35%), des protéines (15%). Les glucides doivent provenir
d'aliments a faible index glycémique comme le riz, les pates, le pain et les Iégumes secs. Les
graisses seront limitées de préférence aux graisses d'origine végetale avec au maximum 5 a
10% d’acides gras saturés et 20 a 25% d’acides gras insatures. Les sucres rapides tels que les
boissons sucrées, les confitures, les confiseries et les glaces sont a bannir, de méme que le

grignotage. Un régime hypocalorique permet de réduire plus facilement le surpoids. En effet,

Chapitre I : Revue bibliographique I. Généralités sur le diabete



A. Grine & F. Guellouh (2017). Effet de la propolis chez les rats males diabétiques & obésité induite par un régime hyper-gras.MlIl.

Nutrition et santé.univ.Mostaganem 77

des études indiquent que la meilleure alimentation pour prévenir la prise de poids, I’obésité,
le diabéte de type 2 et les maladies cardiovasculaires et une alimentation pauvre en graisse et
en boissons sucrées associee a une grande quantité de glucides, de fibres, de ceréales et de
protéines (Astrup, 2005).

1.2.2.6.2.2. L activité physique :

L’activité physique est associée a des regles alimentaires spécifiques, la pratique d’une
activité physique réguliere est indispensable (marche, vélo, natation...). ldéalement, une
activité de 45 minutes, 3 jours par semaine voire tous les jours est requise. Cela permet de
diminuer les besoins en insuline et I’insulino-résistance, de diminuer le taux de triglycérides

par augmentation des récepteurs aux LDL et d’augmenter la dépense énergétique.

Ce pendant, pour un patient diabétique de type 1, I’exercice physique ne doit pas étre

intense car il augmente le risque d’hypoglycémie (Gautier et al., 2006).

I.4. Diabéte et plantes médicinales :

L’Algérie possede un riche patrimoine d’agro-ressources médicinales et
alimentaires utilisées traditionnellement pour traiter plusieurs maladies dont le diabete, les
maladies cardiovasculaires et autres pathologies (Kambouche et al., 2009). Certaines études

montrent les effets hypoglycémiants et hypolipémies de plusieurs plantes.

1.4.1. Propolis- un nouvel agent antidiabétique

Il a été montré que des extraits de plantes notamment la propolis ont les mémes efficacités
gue les médicaments antidiabétiques et sans effets secondaires, sans diminution de I'efficacité
au fil du temps et sans complications diabétiques a long terme (Kim et al., 2006).
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Chapitre I: Revue bibliographique
I1. La propolis

11.1. Définition de la propolis :

Le mot propolis est d’origine grecque et il signifie "pro™ - en avant et "polis" - cité,
en se référant aux observations des apiculteurs qui voyaient cette résine: I’entrée de la ruche
"devant la cité”. Son étymologie viendrait aussi du verbe latin propolis qui signifie «
enduire ». En effet, I’abeille enduit I’intérieur de son habitat de cette résine pour se protéger
des agressions microbiennes.

Les abeilles Apis mellifica intermissa récoltent des substances résineuses, sur les
bourgeons de certains arbres (Fenge et al., 2008). Elles les mélangent avec les secrétions de
leurs propres glandes, de la cire et de pollen, et utilisent ce produit qu’on appelle "la
propolis” au colmatage de fissures et au lissage de surfaces rugueuses a I’intérieur de la
ruche. C’est donc une sorte de mastic particulierement collant et robuste.

La récupération de ce produit est relativement facile, il suffit de gratter les cadres
des grilles spéciales placées dans la ruche (Ghedira et al., 2009).

La propolis joue un réle important dans la médecine par ses innombrables vertus dont
on peut citer ses effets bactéricides (contre un grand nombre de bactéries différentes, en
particulier contre les agents pathogenes tels que les Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus et Echerichia faecalis (Ghedira et al., 2009), anti inflamatoires
(Ramos, 2007), fongicides (Marcucci, 1995), antivirals (Schnitzler et al., 2010). (surtout
contre le virus de I’herpés) et cytotoxiques (Popolo et al., 2011).

I1.2.Provenance de la propolis:

Depuis les temps les plus anciens, les apiculteurs se sont apercus que les abeilles
récoltaient la résine des bourgeons de divers arbres et en particulier celle du peuplier.
Cette ancienne hypothése de I’origine externe de la propolis & été remise en question
au début de siécle, et certains spécialistes estiment pour leur part que certaines variétés
de propolis sont d’origine interne ou mixte (Eric, 1984).
> Théorie de I’origine interne :
La propolis est un résidu issu de la premiére phase de digestion du pollen dans un
petit organe situé entre le jabot et I’intestin moyen appelé le gésier a pollen, la propolis
serait ensuite régurgitée par I’abeille, la présence d’enveloppe de grains de pollen et de soie

d’abeilles appuyait cette théorie.
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Ce pendant des grandes divergences de composition chimique entre le pollen et la
Propolis rendent cette hypothese peu vraisemblable. (Eric, 1984).
» Théorie de I’origine mixte :
Dans les années trente, (Eric, 1984), affirme qu’il existait deux types de propolis. La
véritable propolis est élaborée a partir du pollen dans le pro ventricule.
Il lui attribua le réle principal qui consiste a vernir I’intérieur des alvéoles avant la
ponte de la reine.

La propolis provenant des arbres est utilisée a des fins moins importantes telles que le
rétrécissement du trou de vol ou I’embaumement de prédateurs.

On pense actuellement que la propolis trouvée dans la ruche est en grande partie,
constituee par les résines recueillies sur les bourgeons de certains arbres, il s’agit de
Peuplier surtout et aussi de Chétaigniers, Marronniers d’Inde, Sapins, etc. (Kumazawa et
al., 2004).

» L’origine botanique de la propolis;

La propolis est un complexe d’une série de substances résineuses gommeuses. Elle est
recueillie principalement par les abeilles a partir de plantes, arbres, de bourgeons d’arbres
(Kumazawa et al., 2004).

Il est bien connu qu’en Europe et dans les régions au climat tempeéré. Les abeilles
récoltent ses précieuses substances sur les bourgeons de Peupliers, les Bouleaux, les Aulnes,
les Marronniers d’Inde, les Frénes, les Saules, les Epicéas et les Chénes, etc. Dans les autres
régions, il existe d’autres plantes a part celles citées avant telles que la Macaranga Tanarius
(Figure. 3) en Okinawa (Kumazawa et al., 2004). La provenance de la propolis dépend de la
région, de la flore botanique qui se situe a proximité immédiate des ruches et aussi aux
préférences de I’abeille (Tableau 1) (Arjun et al., 2004).

11.3.0rigine de la propolis algérienne:

Selon la flore botanique disponible en Algérie, on peut déduire que notre propolis
est d’origine soit du Pin (Pinus sp) (Figure.4.a) qui occupe les zones semi arides, le chéne
(Chéne Liege et Chéne Zeen) (Figure.4.b) qu’on trouve au nord-est du pays, Chataignier

(Figure.4.c), Cypres (Cupressus sp) (Figure.4.d), Casuarina, et le Peuplier (Populus sp).
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Figure 3 : Plante de Mahang (Macaranga tanarius) (Kumazawa et al., 2004).

Tableau 1: La source botanique de la propolis selon les différentes régions.

Genre et/ ou especes Région Référence
géographique

Peuplier (Populus nigra, Populus italica, [Bulgarie (Kumazawa et al., 2004).

Populus tremula)

Peuplier (Populus nigra) Albanie (Kumazawa et al., 2004).

Peuplier (Populus suaveolens) Mongolie (Kumazawa et al., 2004).

Peuplier (Populus fremontii) USA (Mainland) (Kumazawa et al., 2004).

Plumeria (Plumeria acuminata, USA(Hawai (Kumazawa et al., 2004).

Plumeria acutifolia) ian Islands)

Peuplier (Populus euramericana) United Kingdom (Kumazawa et al., 2004).

Bouleau (Betula sp.), Peuplier (Populus [Hungary (Kumazawa et al., 2004).

sp), Pin (Pinus sp), Prunus sp, Acacia.

Bouleaux (Betula sp), Aulnes (Alnus sp). Poland (Kumazawa et al., 2004).

Clusia(Clusia sp), Delchampia sp Région Equatorial (Kumazawa et al., 2004).

Clusia (Clusia minor et Clusia major) Venezuela (Kumazawa et al., 2004).

Xanthorrhoea (Xanthorrhoea sp) Australie (Burdock, 1998)

Peuplier (Populus sp), Bouleaux La Zone tempérée du| (Burdock, 1998)

(Betula sp), Orme (Ulmus sp) et les Nord

’R\om.grin des champs (Baccharis Brésil (Sibel et al., 2007)

dracunculifolia), Peuplier (Populus sp),

Peuplier (Populus sp), Eucalyptus (EucalyptusTurkie (Sibel et al., 2007)

sp) et le Chataignier (Castanea sativa).

Bouleaux (Betula Verrucosa) Russie Samet et al., 2007 ; Santos
et al., 2008).

Mahang (Macaranga tanarius) Okinawa (Kumazawa et al., 2004).
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Résine
secrétée

par le

Chéne zeen

Résine du

Sapin

Figure .4.c : Chataignier

Figure .4: Quelques plants source de la propolis en Algérie.
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I1.4.La récolte de la propolis par I’apiculteur:

La propolis peut étre récoltée selon des techniques diverses:

e Par raclage et grattage des cadres (figure.5) ou des parois de la ruche, de
préférence a une température assez basse, la propolis, alors dure et friable, se
détachant mieux

e Par des grilles spécialement congues a cet effet. Ce procédé donne une propolis de
meilleure qualité (Eric, 1984).
On elimine les déchets les plus grossiers et elle est ensuite dissoute a froid dans

I’alcool éthylique a 70 % ce qui permet I’élimination de la cire (Yves, 1981).

Figure .5 : Raclage de la propolis sur les cadres de la ruche.

11.5. Composition chimique de la propolis:
Dans les régions tempérées ou le peuplier est considéré comme la principale source de la
propolis, les constituants majeurs sont les poly phénols (Kujumgiev et al., 1999):

- Des esters d’acides phenoliques (72.7%).

- Des acides phénoliques (1.1%).

- Dihydrochalcones (6.5%).

- Chalcones (1.7%).

- Flavonones (1.9%).

- Flavones (4.6%).

- Tetrahydrofuranes (0.7%).

Peu d’études ont eté effectuées sur cette propolis, mais de nombreux travaux sont en

cours pour identifier sa composition chimique.
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11.6.Utilisation de la propolis:

11.6.1.Utilisation de la propolis par les abeilles :

A I’intérieur de la ruche, la propolis sert de mastic de ciment ou de baume. Les
abeilles I’emploient pour : (Lavie, 1975).

- Assurer une meilleure isolation thermique ;
- Obturer les fissures ;
- Réduire I’ouverture de trou de vol dans les régions a climat froid ; (Figure. 6)

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

- Réparer les rayons et renforcer les minces parois des alvéoles en I’incorporant a la
cire que I’abeille sécréte ;

- Stériliser les alvéoles avant la ponte.

Figure. 6: Les abeilles réduisent le trou de vol avec de la propolis (Lavie, 1975).

11.6.2. Utilisation de la propolis par I’homme:

La propolis est largement utilisée dans plusieurs domaines tels que :

a- Cosmétique

La propolis et ses extraits ont éte largement utilisés dans la dermatologie et la
cosmétique (Lavie, 1975) .Ses effets sur la régénération et la rénovation des tissus ont été
bien étudiés. Avec ses caractéristiques bactéricides et fongicides, elle offre de nombreux

bénéfices dans diverses applications (Krell, 1996).
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b- Médecine

La propolis est utilisée dans divers traitements tel que :
e les problémes cardio-vasculaires ;
e appareil respiratoire (pour diverses infections) ;
e so0ins dentaires.
o lesulcéres;
e les infections des muqueuses et les lésions;
e le cancer (Ito et al., 2001)
e Le diabete (Fuliang et al., 2005)

Elle est utilisée aussi dans le soutien et I’amélioration du systéme immunitaire

(Krell, 1996).

c- Technologie alimentaire

Les activités anti-oxydantes, antifongiques et antibactériennes de la propolis lui
offre une place de choix dans ce domaine. Les résidus des propolis semblent avoir un effet
géneralement bénefique sur la santé humaine. Cependant, seulement tres peu d’études ont
été faites sur les effets secondaires possibles sur la plus grande consommation des
propolis. D’aprés la littérature, certains composants identifiés dans les propolis peuvent
étre trés préjudiciables a la santé humaine (Krell, 1996).

La propolis peut étre utilisee comme préservatifs en matériel d’emballage de
nourriture (Mizuno et al., 1987) Elle est aussi utilisée pour la prolongation de la vie

d’entreposage en congélation des poissons.
11.7. Propriétés Pharmacologiques:

La propolis posséde un large spectre d’activité biologique.

11.7.1. Propriétés anti-infectieuse :

Elle présente des propriétés antimicrobiennes (antibactériennes, antifongiques,
anti- parasitaires et antivirales) et probablement immunostimulantes : elle active les

fibrocytes et inhibe I’histaminosécrétion des mastocytes (Gheclira et al., 2009). Le

Chapitre | : Revue bibliographique I1. Propolis



A. Grine & F. Guellouh (2017). Effet de la propolis chez les rats males diabétiques a obésité induite par un régime hyper-gras.MIl. Nutrition

et santé.univ.Mostaganem 79

mécanisme d’action n’a pas pu étre mis en évidence, il semble étre multifactoriel.
11.7.2. Activité antibactérienne :

Ces propriétés sont étendues et importantes sur de nombreuses souches
bactériennes. La premiere étude dans ce sens a ete réalisé par (White, 1906), cité par (Eric,
1984) qui montra que I’intérieur de la colonie d’abeilles était a peu prés dépourvu de
micro-organismes. Il n’étudia pas la propolis mais il remarqua que les rayons de cire
contenaient trés peu de bactéries contrairement a toutes attente, or, il se trouve que les
rayons sont recouverts d’une mince pellicule de propolis, c’est donc elle seule qui est en

contact avec le milieu de culture.

La propolis est bactéricide efficace pour les germes comme Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococus oygenes, Escherchia faecalis,
Escherchia coli, Salmonilla typhimurium, Listeria innocua, Candida albicans, Candida

tropicalis, Candida krusei, et enfin Pseudomonas aeruginosa (Sibel et al., 2007).

On attribue cette activité au groupe de flavonoides en particulier la gal angine qui
semble avoir un effet anti-staphylocoque trés important (Gheclira et al., 2009), mais aussi

aux acides caféique, férulique, gallique et salicylique.

La propolis est souvent nommée « antibiotique naturel ». Un grand nombre

d’études ont montré les résultats suivants :

» La propolis de I’Argentine a montré un effet positif contre
Staphylococcies aureus, ainsi que sur Escherichia coli (ATCC 25922)
(Enzo et al., 2007).

» La Salmonella Typhimurium a été inhibée par la propolis du
Brésil et de la Bulgarie(Alencar et al., 2007).

» la propolis de la région de la Grece a montré un effet positif sur un

nombre important des germes (Eleni et al., 2007).

11.7.3. Activité antifongique:

La propolis a une activité antifongique importante, c’est ce qui permet
aux cadavres présents dans la ruche dont les abeilles ne peuvent se débarrasser de
ne pas moisir (Eric, 1984).

Elle a des effets antimycosiques, contre les germes appartenant au genre
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Candida et contre les levures.

Elle s’est montrée efficace dans I’infection a la Giardia lamblia

(oxyurose) comme la métronidazole (Gheclira et al., 2009).

Il existe cinq constituants de la propolis possédant une activité
antifongique significative, il s’agit du Pinobanksol-3-acétate, du Pinocembrine,
de I’acide coumarique et de I’acide caféique (Eric, 1984).

11.7.4. Activité antivirale:

Il 'y a peu d’études qui ont été réalisée sur I’activité antivirale de la propolis
(Kumazawa et al., 2004). Mais la propolis provenant du Brésil s’est montrée active contre
le virus de la grippe. L’ester Phényléthylique de I’acide Caféique (CAPE) est un des plus
puissants agents anti-intégras de VIH. La propolis est également anti-herpétique (Gheclira
et al., 2009).

11.7.5. Propriéteés anti-oxydante et anti-radicalaire:

Des extraits enrichis en flavonoides et en poly phénols issus de la propolis
présentent des propriétés anti-oxydantes trés importantes par inhibition de la
lipoperoxydation de I’acide Linoléique (Kumazawa et al., 2004). L’activité anti-
radicalaire est mise en évidence vis-a-vis du radical DPPH. C’est la fraction la plus
concentrée en flavonoides qui réduit le mieux les radicaux libres en protégeant les lipides
et autres substances comme la vitamine C. C’est pour cette raison qu’on recommande la

prise de la propolis au méme temps que I’acide ascorbique (Buratti et al., 2007).

11.7.6. Propriétes anticancéreuses:

Elle a un effet cytotoxique qui permet d’inhiber les cellules tumorales Héla avec
une 50 de 7,45 pg/ml.

La propolis verte du Brésil fait I’objet de plusieurs recherches, au Japon entre

autres, pour ses propriétes anticanceéreuses (Gheclira et al., 2009).

11.7.7. Propriétés anti-inflammatoires:

L’extrait de propolis et le CAPE qu’elle contient inhibent I’cedéeme induit par la
carragénine et par I’arthrite (Gheclira et al., 2009)

La propolis, par ses flavonoides, retarde I’inflammation de la pulpe dentaire qu’elle
protége en la chapotant et simule la réparation de la dentine. Cet effet est utilisé dans

I’inflammation de la gencive (Khayyal, 2003).
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11.7.8. Propriétés digestives:
Elle est inhibitrice des spasmes des voies digestives. Elle protege I’estomac contre
des Iésions induites par I’éthanol. L’extrait de propolis agirait en inhibant la lipoxygénase

et protége la muqueuse gastrique du stress oxydatif.

L’ester phényléthylique du CAPE de la propolis atténue les symptdmes de la colite
induite par le peptidoglycane-polysaccharide bactérien en inhibant produites dans les
macrophages, réduisant ainsi la production de cytokines pro-inflammatoires (Gheclira et
al., 2009).

11.7.9. 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 diabéte 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

I'efficacité au fil du temps et sans complications diabétiques a long terme (Kim et al., 2006).

11.7.10. Autres propriétes:
Beaucoup d’autres propriétes biologiques et pharmacologiques des propolis ont été
décrites par divers auteurs, y compris la régénération des tissus, [I’activité

hepatoprotoctive, action immun modulatrice, etc. (Khayyal, 2003).
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Chapitre 11 : Matériel et méthodes
I1.1. Le matériel végétal :

11.1.1. Origine de la propolis utilisée :

La propolis utilisée dans ce travail est celle produite par la race d’abeilles Apis mellifica
intermissa qui a eté récolté durant le printemps 2016 apres la miellée de la région de Tiznit
(Tizi Ouzou). La recolte de la propolis brute a été effectuée par la méthode des grilles. La

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

11.1.2. Préparation de I’extrait de propolis :
L’extrait de propolis a été prépare selon le protocole de (Seidell et al., 2000) qui consiste
a découper la propolis brute en petit morceaux, a les broyer avant d’en extraire les principes
actifs avec de I’éthanol 95% (v/v) (dans les proportions propolis brute/solvant = 1/10 : P/V)
dans un bain d’eau froide a ultrason pendant 1h30min (figure. 7et 8). Cette opération
d’extraction est répétée 3 fois. La suspension est ensuite filtrée sur papier Wattman N°1 avant
évaporation du solvant a sec sous pression reduite a une température de 60°C. Ce filtrat

représente I’extrait éthanolique de la propolis (EEP) (figure.9).
11.2. Expérimentation animal :

11.2.1. Animaux et conditions d’hébergement :

Pour cette étude, nous avons utilisé 30 rats males Wistar (Institut Pasteur, Alger) pesant
entre 90g -100g. Des 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 cing

groupes dans chacun six rats males.

11.2.2. Induction du diabeéte :
11.2.2.1.Induction I'obésité:

Aprés une phase d'adaptation (15 jours), I'obésité est induite chez les rats par le

régime cafeteria. Ce régime, hypercalorique et hyper lipidique, induit une hyperphagie

Chapitre Il : Materiel et méthodes



A. Grine & F. Guellouh (2017). Effet de la propolis chez les rats males diabétiques a obésité induite par un régime hyper-gras. M.II.

Nutrition et santé.univ.Mostaganem. 23

suivie d’une obésité dont l'installation est rapide chez les rats Wistar. Le régime cafeteria est

-

Figure 7 : La propolis brute. Figure 8 : Extrait de propolis

v

) Broyage
Ethanol 95% 1h30 (3 fois)

Filtration Papier wattman
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Evaporation

Figure 9 : protocole de Extraction de la propolis (Seidell et al., 2000)

composé de 50% de régime standard et de 50% d’un mélange de saucisse, biscuit secs,
fromage, cacahuétes, chips, chocolat, dont les proportions; 2: 2: 2:2:1: 1 selon le protocole
de (Darimont et al., 2004).L'induction de I’obésité chez rats est confirmé par le suivi de la
prise du poids corporel et la quantité d’aliment ingéré pendant 1 mois.

11.2.2.2. Induction diabete de type2 :

Aprés une mise a jeun pendant une nuit, le diabete a été induit chez les rats par injection
intra-péritonéale d’une dose unique de streptozocine (STZ), (Sigma-Aldrich Co, St Louis,
MO). diluée dans le citrate de sodium (pH 4.5), et a raison de 35 mg/Kg du poids corporel
(Danda et al., 2005).

Aprés I’administration de la streptozocine et pour prévenir a cet effet fatal, les rats
recoivent une solution saccharose (10%) pendant une nuit. Les rats qui ont un taux de
glycémie supérieur a 2g /I sont considérés comme diabétiques.

11.2.3. Animaux et conditions d’hébergement :

Les lots des rats sont répartis comme suivants :(figure.10)

» Groupe n’1(6rats) : les rats normaux (témoin).
» Groupe n’2 (‘6rats) : les rats diabétiques non traités.

» Groupe n° 3(6rats) : les rats diabétiques traités par la propolis (100 mg/kg de poids

corporel).
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» Groupe n°4 (6rats) : les rats diabétiques traités par la propolis (200 mg/kg de poids
corporel).

* Groupe n°5(6rats) : les rats diabétiques traités par la quércétine (50mg/kg de poids

corporel).

Figure 10: les cages pour les rats de laboratoire.

11.2.4. La surveillance du poids (poids du rat et la prise alimentaire
journaliere) :

Les animaux sont pesés a I’aide d’une balance a précision selon un programme bien
défini avant et aprés I’induction de diabete et chaque semaine, jusqu’au le jour de la
dissection des rats.

Et la prise alimentaire était faite durant chaque jour a 8 h a I’aide d’une balance de

précision.
11.2.5. Dosage du glucose :

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, Selon les
recommandations du protocole.

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

glucomeétre (One touch), qui fait une lecture de glycémie aprés 10 secondes.

11.3. Sacrifice et prélevement de sang et des organes:
Les rats sont anesthésiés par chloroforme (94%) apres 16 h de jeline et sont sacrifiés
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(par décapitation). Au moment du sacrifice, le sang est collecté sur des tubes secs, des tubes
EDTA et des tubes héparine. Apreés centrifugation a 3000 tours/minute pendant 15 minutes,

le sérum et le plasma sont récupéreés et conserves a (- 20C°).

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

Le sérum est utilisé pour le dosage des parametres biochimiques plasmique (l'urée,
protéines totales, triglycéride, cholestérol total, HDL-c, LDL-c, albumine, créatinine, La
glycémie, et les transaminases (TGO et TGP).

Prélevements les organes(le foie, le ceeur, le cerveau, pancréas, les poumons, les reins,
et les tissus adipeux) rapidement préleves sont pour éviter la nécrose des tissus , rincés avec
I'eau physiologique, puis débarrassé de tout tissu adjacent et éléments sanguins, ces organes
sont conserves dans le formol dilué a 10 %.

Le sang prélevé sur des tubes EDTA est destiné pour le dosage de I’hémoglobine
glyquée.

Les dosages et les analyses biochimique ont eté effectués au laboratoire de I’hopital

militaire régional universitaire d’Oran, on utilisant I’automate (Cobas-intégra 400plus).

11.4. Méthode analytique (Etude biochimiques):

11.4.1. Méthode de Dosage de glucose :

% 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) ; (Dingeon, 1975).

Détermination enzymatique du glucose selon les réactions suivantes :

Glucose oxydase

Glucose + O2 + H20 JAcide gluconique + H20»

Peroxydase

2H202 + phénol + 4-Amino-antipyrine gluinone imine rose + 4H20

11.4.2. Méthode de Dosage d’hémoglobine glyquée (HbALc) :
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% 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
I’hémoglobine glyquée dans le sang total. L’hémoglobine normale et I’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/HbAlc/anticorps anti  HbAlc se forme. L’agglutination a lieu quand
I’anticorpspolyclonal de chevre anti- IgG de souris interagit avec I’anticorps monoclonal.
(Fonfrede, 2006) ; (Roszyk, et al., 2007).

11.4.3. Bilan lipidique :

11.4.3.1. Meéthode de dosage des triglycérides:

% Principe:

Dans notre étude, Les triglycéride sont été déterminés suivant une méthode
colorimétrique par une auto analyseur de type en utilisant le Kit de réactif de triglycérides
(Buccolo et Harold., 1973). Les triglycérides incubés avec la lipoprotéinlipase (LPL)
libérent du glycérol et des acides gras libres le glycérol est phosphorylase par du
glycérophosphate déshydrogénase (GPO) et de I'ATP en présence de glycerol kinase (GK)
pour produire du glycérol-3-phosphates (G3P) et de I'adénosines-5-di phosphate (ADP). Le
G3P est alors transformé dihydroxiacétone phosphate(DAP) et en peroxydée d'hydrogene
(H202) par GPO.

Au final, le peroxyde d'hydrogene (H202) réagit avec du 4-aminophénazone (4-AF)
et du p-chlorophénol, réaction catalysée par la peroxydase (POD), ce qui donne une
couleur rouge.

LPL
Triglycérides + H20 —— Glycérol acide gras libres.
Glycerol kinase
Glycérol + AT » G3P + ADP.
GPO
G3P + 02 » DAP+H202.

POD
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H202 + 4 - AF+ p-chlorophénol ——quinone + H20

Le taux des triglycérides est déterminé a une longueur d'ondes de 505 nm. L'intensité
de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de triglycérides présents dans
I'échantillon testé.

11.4.3.2. Méthode de dosage du cholestérol total:
% Principe :

Dans notre étude, Cholestérol total ont été déterminés suivant une méthode
colorimétrique par un auto analyseur en utilisant le Kit de réactif de cholestérol total
(Meiattini et al., 1978). La réaction consiste a libérer le cholestérol de la liaison ester par la
cholestérol-esterase, et d’oxyder le cholesterol libre non estérifié par la cholestérol-
oxydase. L'indicateur est une quinone imine formée a partir de peroxyde d'hydrogéne, de la
4-aminophénazone, sous l'action catalytique de la peroxydase. La concentration en
guinone imine colorée est mesurée a 505 nm, elle est proportionnelle a la concentration en

cholestérol total.

CHE

Cholestérol ester + HHO ~ ——— Cholestérol + acides gras

CHOD
Cholestérol + 02 ——» Cholesténone + H202
POD

2H202+phenol + 4-aminophénazone ——quinoneimine + 4H20

11.4.3.3. Méthode de dosage du cholestérol-HDL.:
¢ Principe

Dans notre étude, cholestérol-HDL ont été déterminés suivant une méthode
colorimétrique par un autoanalyseur de type en utilisant le Kit de réactif de du cholestérol-
HDL(Naito., 1984).Les lipoprotéines de faible densité (LDL), les lipoprotéines de trés
faible densité (VLDL)et chylomicrons du spécimen sont Précipités par l'acide

phosphotungstique (PTA) et le chlorure de magnésium. Le cholestérol-HDL obtenu dans le

Chapitre Il : Materiel et méthodes



A. Grine & F. Guellouh (2017). Effet de la propolis chez les rats males diabétiques a obésité induite par un régime hyper-gras. M.II.

Nutrition et santé.univ.Mostaganem. 29

surnageant apres centrifugation est ensuite dosé par réactif pour le dosage du cholestérol

total.

11.4.3.4. Méthode de mesure de la concentration de cholestérol LDL:

Le dosage se fait selon une méthode de calcul directe par la formule de (Friedwald et
al., 1972).
LDL-C (mg/dl) = Cholestérol total (mg/dl) -[HDL-C (mg/dl) +TG/5] (mg/dl).

11.4.5. Bilan Rénal :
11.4.5.1. Méthode de dosage de I'urée:

% Principe

Urée est dosée en cinétique selon la réaction suivante :

Uréase
Urée + H20 »NH3 + 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).

11.4.5.2. Méthode Dosage de Créatinine :
% Principe

La créatinine présente dans I’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 I’interférence d’autres composés. Les
échantillons de sérum et de plasma contiennent des protéines qui réagissent de facon non
specifique, cependant, les résultats peuvent étre corrigés en soustrayant une valeur fixe.
L utilisation de cette correction est connue méthode de Jaffé compensée (Henry, 1984).

11.4.6. Bilan Hépatique :
11.4.6.1. Méthode Dosage de transaminase (TGO) :

« Principe:
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Détermination cinétique de I’activité aspartate aminotransférase. La réaction est initiée

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

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

MDH
Oxaloacetate + NADH *H* —— 5  Malate + NAD"

GOT : Transaminase flutanique oxaloacétique.

MDH : Malate Dehydrogenase.

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a
I’activité aspartate amine transférase dans I’échantillon (Bergmeyer et Wahlefeld, 1978),
(Bergmeyer et Horder, 1980).
11.4.6.2. Méthode Dosage de transaminase (TGP) :

¢ Principe :

Détermination cinétique de I’activité Alanine amine 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 ——@lutamate+Pyruvate

LDH
Pyruvate + NADH + H* ——— [ actate + NAD"

GPT : Transaminase Glutanique pyruvique.

LDH : Lactate Dehydrogenase.
Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a

I’activité alanine transférase dans I’échantillon (Bergmeyer et Wahlefeld, 1978) ; (Bergmeyer
et Horder, 1980).

11.4.7. Méthode de Dosage des protéines totales :
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% Principe

La méthode colorimétrique. 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).

11.4 8. Méthode de Dosage de I’albumine :

% Principe
En milieu tamponné a PH= 4.2 le vert de bromocrésol se combine a I’albumine pour
former un complexe coloré dont I’absorbance mesurée a 620 nm est proportionnelle a la

concentration en albumine dans le spécimen (Doumas, 1971) ;(Tietz, 2006).
11.5. Méthode d'analyse statistique:

On a utilise un logiciel EXCEL 2007 pour mettre les donnés sous forme des
moyennestécart-types chez les cing groupes des rats males Wistar & obésité rendus
diabétiques (n=6).
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Chapitre 11 : Matériel et méthodes
I1.1. Le matériel végétal :

11.1.1. 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 récolté durant le printemps 2016 apres la miellée de la région de Tiznit
(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.

11.1.2. Préparation de I’extrait de propolis :
L’extrait de propolis a été préparé selon le protocole de (Seidell et al., 2000) 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 (figure. 7et 8). Cette opération
d’extraction est répétée 3 fois. La suspension est ensuite filtrée sur papier Wattman 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) (figure.9).

11.2. Expérimentation animal :

11.2.1. Animaux et conditions d’hébergement :

Pour cette étude, nous avons utilisé 30 rats males Wistar (Institut Pasteur, Alger) pesant
entre 90g -100g. 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. Apres deux semaines d’acclimatation, les animaux ont été divisés en cing

groupes dans chacun six rats males.

11.2.2. Induction du diabéte :
11.2.2.1.Induction |'obésite:
Aprés une phase d'adaptation (15 jours), l'obésité est induite chez les rats par le

régime cafeteria. Ce régime, hypercalorique et hyper lipidique, induit une hyperphagie

suivie d’une obésité dont l'installation est rapide chez les rats Wistar. Le régime cafeteria est
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Figure 7 : La propolis brute. Figure 8 : Extrait de propolis

Figure 9 : protocole de Extraction de la propolis (Seidell et al., 2000)
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composé de 50% de régime standard et de 50% d’un mélange de saucisse, biscuit secs,
fromage, cacahueétes, chips, chocolat, dont les proportions; 2: 2: 2:2:1: 1 selon le protocole
de (Darimont et al., 2004).L'induction de I’obésité chez rats est confirmé par le suivi de la
prise du poids corporel et la quantité d’aliment ingéré pendant 1 mois.

11.2.2.2. Induction diabete de type2 :

Apreés une mise a jeun pendant une nuit, le diabéete a été induit chez les rats par injection
intra-péritonéale d’une dose unique de streptozocine (STZ), (Sigma-Aldrich Co, St Louis,
MO). diluée dans le citrate de sodium (pH 4.5), et a raison de 35 mg/Kg du poids corporel
(Danda et al., 2005).

Aprés ’administration de la streptozocine et pour prévenir a cet effet fatal, les rats
recoivent une solution saccharose (10%) pendant une nuit. Les rats qui ont un taux de
glycémie supérieur a 2g /I sont considerés comme diabétiques.

11.2.3. Animaux et conditions d’hébergement :

Les lots des rats sont répartis comme suivants :(figure.10)

» Groupe n°1(6rats) : les rats normaux (témoin).

= Groupe n°2 (6rats) : les rats diabétiques non traités.

» Groupe n° 3(6rats): les rats diabétiques traités par la propolis (100 mg/kg de poids
corporel).

» Groupe n°4 (6rats): les rats diabétiques traités par la propolis (200 mg/kg de poids
corporel).

= Groupe n°5(brats) : les rats diabétiques traités par la quércétine (50mg/kg de poids

corporel).

Figure 10: les cages pour les rats de laboratoire.
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11.2.4. La surveillance du poids (poids du rat et la prise alimentaire

journaliere) :

Les animaux sont pesés a 1’aide d’une balance a précision selon un programme bien
défini avant et aprés I’induction de diabéte et chaque semaine, jusqu’au le jour de la
dissection des rats.

Et la prise alimentaire était faite durant chaque jour a 8 h a 1’aide d’une balance de

précision.
11.2.5. Dosage du glucose :

L’évolution de la glycémie des rats des différents groupes est contrdlée avant et apres
I’induction du diabéte et dés le premier jour du traitement, jusqu’a la fin, Selon les
recommandations du protocole.

Tous les prélevements sanguins pour le dosage de la glycémie sont effectués au niveau
de la queue des rats. Apres nettoyage de la queue a 1’alcool, le rat est piquée a 1’aide d’une
fine aiguille, une goutte de sang est récupérée puis déposée sur une bandelette insérée dans le
glucomeétre (One touch), qui fait une lecture de glycémie apres 10 secondes.

11.3. Sacrifice et prélevement de sang et des organes:
Les rats sont anesthésiés par chloroforme (94%) apres 16 h de jelne et sont sacrifiés
(par décapitation). Au moment du sacrifice, le sang est collecté sur des tubes secs, des tubes
EDTA et des tubes héparine. Aprés centrifugation a 3000 tours/minute pendant 15 minutes,

le sérum et le plasma sont récupéres et conserves a (- 20C°).

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

Le sérum est utilisé pour le dosage des paramétres biochimiques plasmique (l'urée,
protéines totales, triglycéride, cholestérol total, HDL-c, LDL-c, albumine, créatinine, La
glycémie, et les transaminases (TGO et TGP).

Prélevements les organes(le foie, le ceeur, le cerveau, pancréas, les poumons, les reins,
et les tissus adipeux) rapidement prélevés sont pour éviter la nécrose des tissus , rincés avec
I'eau physiologique, puis débarrassé de tout tissu adjacent et éléments sanguins, ces organes
sont conserves dans le formol dilué a 10 %.

Le sang prélevé sur des tubes EDTA est destiné pour le dosage de 1’hémoglobine
glyquée.

Les dosages et les analyses biochimique ont été effectues au laboratoire de 1’hopital

militaire régional universitaire d’Oran, on utilisant 1’automate (Cobas-intégra 400plus).
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11.4. Méthode analytique (Etude biochimiques):

11.4.1. Méthode de Dosage de glucose :

% Principe :

Le glucose présent dans 1’échantillon donne, selon les réactions couplées décrites ci-
dessous, un complexe coloré quantifiable par spectrophotométrie (Trinder, 1969) ;(Lott,
1975) ; (Dingeon, 1975).

Détermination enzymatique du glucose selon les réactions suivantes :

Glucose oxydase

Glucose + O, + H,0 #pcide gluconique + H,0,

Peroxydase

2H202 + phénol + 4-Amino-antipyrine giuinone imine rose + 4H20

I1.4.2. Méthode de 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
I’hémoglobine glyquée dans le sang total. L’hémoglobine normale et I’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'HbAlc/anticorps anti  HbAlc se forme. L’agglutination a lieu quand
’anticorpspolyclonal de cheévre anti- IgG de souris interagit avec 1’anticorps monoclonal.
(Fonfrede, 2006) ; (Roszyk, et al., 2007).

11.4.3. Bilan lipidique :
11.4.3.1. Meéethode de dosage des triglycérides:

% Principe :

Dans notre étude, Les triglycéride sont été déterminés suivant une méthode

colorimétrique par une auto analyseur de type en utilisant le Kit de réactif de triglycerides
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(Buccolo et Harold., 1973). Les triglycérides incubés avec la lipoprotéinlipase (LPL)
liberent du glycérol et des acides gras libres le glycérol est phosphorylase par du
glycérophosphate déshydrogénase (GPO) et de I'ATP en présence de glycérol kinase (GK)
pour produire du glycérol-3-phosphates (G3P) et de I'adénosines-5-di phosphate (ADP). Le
G3P est alors transformé dihydroxiacétone phosphate(DAP) et en peroxydée d'hydrogéne
(H202) par GPO.

Au final, le peroxyde d'hydrogene (H202) réagit avec du 4-aminophénazone (4-AF)
et du p-chlorophénol, réaction catalysée par la peroxydase (POD), ce qui donne une
couleur rouge.

LPL
Triglycérides + H20 — Glyceérol acide gras libres.

Glycérol kinase

Glycérol + AT » G3P + ADP.
GPO
G3P +02 » DAP+H202.
POD
H202 + 4 - AF+ p-chlorophénol ——quinone + H20

Le taux des triglycérides est déterminé & une longueur d'ondes de 505 nm. L'intensité
de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de triglycérides présents dans

I'échantillon testé.

11.4.3.2. Méthode de dosage du cholestérol total:
% Principe :

Dans notre étude, Cholestérol total ont été déterminés suivant une méthode
colorimétrique par un auto analyseur en utilisant le Kit de réactif de cholestérol total
(Meiattini et al., 1978). La réaction consiste a libérer le cholestérol de la liaison ester par la
cholestérol-estérase, et d’oxyder le cholestérol libre non estérifié par la cholestérol-
oxydase. L'indicateur est une quinone imine formée a partir de peroxyde d'hydrogéne, de la
4-aminophénazone, sous l'action catalytique de la peroxydase. La concentration en
quinone imine colorée est mesurée a 505 nm, elle est proportionnelle a la concentration en

cholestérol total.
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CHE
Cholestérol ester + H2O ~ ——— Cholestérol + acides gras

CHOD
Cholestérol + O2 —— Cholesténone + H202
POD

2H202+phenol + 4-aminophénazone ——»quinoneimine + 4H20

11.4.3.3. Méthode de dosage du cholestérol-HDL.:
¢ Principe

Dans notre étude, cholestérol-HDL ont été déterminés suivant une méthode
colorimétrique par un autoanalyseur de type en utilisant le Kit de réactif de du cholestérol-
HDL(Naito., 1984).Les lipoprotéines de faible densité (LDL), les lipoprotéines de trés
faible densité (VLDL)et chylomicrons du spécimen sont Précipités par I'acide
phosphotungstique (PTA) et le chlorure de magnésium. Le cholestérol-HDL obtenu dans le
surnageant apres centrifugation est ensuite dosé par réactif pour le dosage du cholestérol

total.

11.4.3.4. Méthode de mesure de la concentration de cholestérol LDL:

Le dosage se fait selon une méthode de calcul directe par la formule de (Friedwald et
al., 1972).
LDL-C (mg/dl) = Cholestérol total (mg/dl) -[HDL-C (mg/dl) +TG/5] (mg/dl).

11.4.5. Bilan Rénal :
11.4.5.1. Méthode de dosage de I'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
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En formant un composé de couleur verte (dicarboxylindophenol) dont I’intensité est

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

11.4.5.2. Méthode Dosage de Créatinine :
% Principe

La créatinine présente dans I’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 composes. Les
échantillons de sérum et de plasma contiennent des protéines qui réagissent de facon non
specifique, cependant, les résultats peuvent étre corrigés en soustrayant une valeur fixe.
L’utilisation de cette correction est connue méthode de Jaffé compensée (Henry, 1984).

11.4.6. Bilan Hépatique :
11.4.6.1. Méthode Dosage de transaminase (TGO) :

¢ Principe :
Détermination cinétique de 1’activité aspartate aminotransférase. La réaction est initiée

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

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

MDH

Oxaloacetate + NADH *H*  ———5  Malate + NAD"

GOT : Transaminase flutanique oxaloacétique.

MDH : Malate Dehydrogenase.

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a
I’activité aspartate amine transférase dans 1’échantillon (Bergmeyer et Wahlefeld, 1978),
(Bergmeyer et Horder, 1980).
11.4.6.2. Méthode Dosage de transaminase (TGP) :

+« Principe :
Détermination cinétique de 1’activité Alanine amine transférase La réaction est initiée
par addition de I’échantillon du patient au réactif.

Le schéma réactionnel est le suivant :
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GPT
2-oxoglutarate + L-Alanine ———@lutamate+Pyruvate

LDH
Pyruvate + NADH + H*  ———>{ actate + NAD"

GPT : Transaminase Glutanique pyruvique.

LDH : Lactate Dehydrogenase.

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a
I’activité alanine transférase dans 1’échantillon (Bergmeyer et Wahlefeld, 1978) ; (Bergmeyer
et Horder, 1980).

11.4.4. Méthode de Dosage des protéines totales :

Q2

% Principe

La méthode colorimétrique. 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).

11.4.7. Méthode de 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).
11.5. Méthode d'analyse statistique:

On a utilise un logiciel EXCEL 2007 pour mettre les donnés sous forme des
moyennestécart-types chez les cing groupes des rats males Wistar a obésité rendus

diabétiques (n=6).
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Chapitre 111 : Résultats et Discussion

I11.1. Etudes de paramétres avant sacrifice :

I11.1.1. Poids corporel et la consommation alimentaire chez les animaux :
La figure (11 et 12) représente I’évolution de poids et la consommation alimentaire
chez les rats males Wistar rendus obeses par le régime cafeteria durant 4semaines et ensuite
ils ont été injectés par STZ (35mg/kg).

Les rats qui ont un taux de glycémie supérieur a 2g/L ont été considéré comme
diabétiques, ils ont ensuite répartit en 5 groupe : groupe témoin, groupe diabétique non traité,
groupe traite par 100mg/kg de la propolis, groupe traite par 200mg/kg de la propolis et groupe
traite par 50mg/kg de la quercétine durant un mois.

Avant I’induction du I’obésité et du diabéte le poids des rats de tous les groupes est
augmenté légerement, qui est normale et non significative, pendant les deux premieres

semaines (phase d’adaptation).

C’est le cas du groupe n° 1 (témoin) pendant toute la période d’élevage le poids et la

consumation (aliment normal) augmentation legeére.

Nous résultats montrent que I’administration de régime cafétéria chez les rats males Wistar
induit une obésité (180 a 200 g) accompagnée avec une hyperglycémie légere chez tous les

lots expérimentaux (glycémie >1.26g/L).

Aprés un mois de traitement, on a enregistré que le poids corporel des rats males rendues
diabétiques est amélioré on utilisant la propolis 100mg/kg, propolis 200mg/kg et la quercétine
(235, 250, 242 g) et celle des rats diabétiques (238g) on comparant avec celle de témoin
(190g) respectivement. (Figure 11).

Les groupes n° 4et 5, rats traités par propolis a la dose 200 mg/kg, et rats traités par
quercétine a la dose 50mg/kg, on a une amélioration de poids spectaculaire hautement
significative a la suite de I’augmentation de la dose de la quercétine qui est due a I’effet du

traitement sur la correction du métabolisme en général (figure 11).

Le régime cafétéria agit comme un régime hyper lipidique et hypercalorique associé a une
accumulation de tissu adipeux et & une prise de poids aussi bien chez I’lhomme que chez le rat
(Golay., 1998).
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On a remarqué que I’administration de la propolis (17.83g/J) et de la quercétine (31g/J)
diminue la prise alimentaire durant la phase de traitement on se référe toujours au témoin
(54.33g/J).

I11.1.2. Evaluation de la glycémie :

La glycémie représente le taux de glucose dans le sang. Elle varie chez un individu en
fonction du moment de la journée, de ses prises alimentaires, de la distance par rapport au
repas et des efforts réalisés, (Lott, 1975).

Elle est evaluée a jeun et elle est normalement comprise entre [0, 55 et 1, 15] gramme de
glucose par litre de sang. (Dingeon, 1975).

La figure (13) représente le taux plasmique du glucose des rats males Wistar traités par
des doses différentes de la propolis (100mg et 200mg /kg) et la quercitine (50mg/kg) en
comparaison avec le témoin (rats normal) et des rats diabétiques non traités.

Pendant les 3émes semaines de consommation du régime cafétéria, on a observé que le taux
de la glycémie chez les groupes [2, 3, 4, et 5] augmente (1.17, 1.22, 1.27, et 1.1g/L)
significativement en comparant avec celle du groupe témoin qui reste pendant 10 semaines
normal (1g/L).

Le taux de glycémie chez les groupes [2, 3, 4, et 5] qui ont injectés par une substance
diabétogene streptozotocine (STZ 35mg/kg) est augmenté (supérieur 2g/L).

On a remarqué que le traitement par la propolis (100mg/kg) et (200mg/kg) est améliore le
taux de la glycémie (1.23, 1.18 g/L) chez les rats méles rendus diabétiques par rapport au
celle des rats diabétiques non traités (1.42g/L) respectivement.

En revanche on a enregistré que I’administration de la quercétine (50mg/kg) n’a aucun effet

significatif sur le taux de la glycémie par rapport au celle des rats non traites (G2).

Nos résultats nous laissons penser que le traitement par la propolis diminuée le taux de
glucose dans le sang a cause de sa richesse en flavonoides et en poly phénols qui présentent
des propriétés anti-oxydantes trés importantes par I’inhibition de la lipoperoxydation de
I’acide linoléique (Kumazawa et al., 2004).
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Figure 13 : Les variations de la glycémie de tous les groupes durant
I’expérimentation. (n=6)

Ecartypes
111.2. Etude de paramétres post sacrifice :

111.2.1. Dosage d’hémoglobine glyquée ou (HbAlc):1
L’hémoglobine glyquée (ou HbALc) est le reflet de la glycémie. Tandis que la glycémie
capillaire et la glycémie a jeun sont des instantanés de I’état glycémique, I’HbAlc permet

d'évaluer I’équilibre glycémique sur une plus longue période (environ deux a trois mois),
(Roszyk, et al., 2007).

La figure (14) illustre le taux plasmique de Hbalc des rats males Wistar traités par la
propolis (100mg/kg, 200mg/kg) et la quercétine (50mg/kg) en comparaison avec le témoin
(rats normal) et des rats diabétiques non traité.

On a remarqué que le taux d’hémoglobine glyquée augmente significativement chez
le groupe diabétique non traité ( 5.8% ), en comparant avec celle des groupes diabétiques
traités par la 200mg/kg de propolis (4.15% ), 100mg/kg de propolis (4.25%) et celle
traité par 50mg/kg de la quercétine (4.7%).

Donc la thérapie semble plus efficace a la dose un peu plus élevée de propolis, ce qui
explique une régulation bien clair du métabolisme glucidique par la substance active des
flavonoides de la propolis, donc les résultats sont significatifs (figure 14), ces résultats
concordent avec ceux (Mario et lasnier., 2006), Néanmoins la quercétine n’a pas prouvée

une grande efficacite sur la régulation du HbAlc, car I’espace est important avec les rats
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témoins de (3.8%) (figure 14), Ces travaux ressemble a ceux de (Domerego et al., 2009) ;
(Zamami et al., 2007).
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Figurel4 : Les résultats des dosages d’Hb Alc chez les cing Groupes post
dissection (n=6).
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111.2.2. Dosage de bilan renal (I’urée et la créatinine) :

L’urée et la créatinine sont des marqueurs significatifs de la fonction rénale, I’élévation de
la concentration de ces deux parametres est a relier au dysfonctionnement rénal chez les rats
diabétiques due a la complication du diabete et la nephrotoxicité. (Young, 1990) ; (Henry,
1984).

Selon I’OMS la concentration normale de I’urée dans le sang est comprise entre [0,17 a

0,53] g/L et celle de la créatinine est varie [4 a 14] mg/L.

La figure (15 et 16) illustre le taux plasmique de créatinine et de I’urée des rats males
Wistar traités par la propolis (100mg/kg, 200mg/kg) et la quercitine (50mg/kg) en
comparaison avec le témoin (rats normal) et des rats diabétiques non traités.

Nos résultats montrent que I’utilisation de traitement par la (100 et 200 mg/kg) propolis a
amélioré Iégerement la fonction rénal (uree, creat), (0.37, 7.6), (0.31, 7.07) on comparant

avec celle des rats traités par la quercetine (0.51g/L, 9 mg/L) respectivement.
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111.2.3. Dosage de bilan lipidique :

111.2.3.1. Cholestérol et triglycérides:

Le cholesterol est un lipide (graisse) qui provient pour partie du foie. Le reste est
d’origine alimentaire. Le cholestérol total correspond au taux de cholestérol HDL (*bon
cholestérol™) et LDL ("mauvais cholestérol). (Meiattini et al., 1978).

Selon I’OMS la concentration normale de cholestérol dans le sang est comprise entre [1.10
et 2.30] g/L

Les triglycérides, comme le cholestérol, font partie de la classe des lipides. lls
constituent une reserve énergeétique tres importante. Ils sont composes de glycérol et d'acides
provenant essentiellement de la métabolisation du sucre, de I'alcool et des corps gras. Les
triglycérides proviennent des graisses apportées par notre alimentation, la consommation de
sucres et d'alcool mais également de la synthése hépatique, (Buccolo et Harold., 1973).

Selon I’OMS la concentration normale de triglycérides dans le sang est comprise entre [0.45
et 1.50] g/L.

La figure (17 et 18) illustre le taux plasmique de cholestérol et triglycérides des rats
males Wistar traités par la propolis (100mg/kg, 200mg/kg) et la quercitine (50mg/kg) en
comparaison avec le témoin (rats normaux) et des rats diabétiques non traités.

On a observés que le taux de cholestérol total normal mesurés chez les rats méales traités par

la plus élevée propolis est diminué légérement par rapport au celle des groupes non traités.

On remarque que le taux de triglycéride se corrige avec I’augmentation de la dose du
traitement : la propolis (1.05¢/L) par contre avec celle traité par la quercétine (1.80g/L), on
se réfere avec celle des groupes diabétiques non traités est de (1.78 g/L) (figure 18).

On constatant que I’administration de la quercétine 50 mg/kg a un effet hyper
triglyceridemiant en comparant avec celle des rats non traités (G2), ce qui nous faire connaitre
que I’effet du traitement est faiblement efficace sur la lipolyse, pour régulariser le taux des
lipides, par déficit de production d’insuline a la maniére de ce que a été expliqué par
(Daleprane et al. 2011).
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111.2.3.2. cholestérol LDL et HDL :

Le LDL représente la majorité du cholesterol total dans le sang. Il est aussi appelé
"mauvais cholestérol” car il a tendance a se déposer dans les artéres et favoriser le

risque cardiovasculaire. (Friedwald et al., 1972),

Le HDL aussi appelé "bon cholestérol™, a lui pour but de capter le cholestérol en
exces dans le sang, et de le conduire vers le foie afin qu'il soit éliminé avec la bile.
(Naito., 1984).

La concentration normale de HDL dans le sang par I’OMS est comprise entre [0.35 & 0.65]
g/l, et celle des taux de LDL varie entre [0.00 a 1.00] g/L.

La figure (19et 20) illustre le taux plasmique de LDL et HDL des rats males Wistar
traités par la propolis (100mg/kg, 200mg/kg) et la quercétine (50mg/kg) en comparaison
avec le témoin (rats normaux) et des rats diabétiques non traité.

On remarquant qu’il y a une diminution du taux plasmiques du LDL (0.19, 0.04 et 0.19
g/L) chez les rats traités par la concentration 100 et 200 mg de la propolis/kg du poids et 50
mg/kg de la quercétine, respectivement par rapport a celle des rats diabétiques non traités
(0.23g/L).

En revanche on remarque a une amélioration du taux plasmiques du HDL (0.41, 0.67 et
0.4 g/L) des rats traités par la concentration 100 et 200 mg de la propolis/kg du poids et de la
quercétine, respectivement par rapport a celle des rats diabétiques non traités il y a
augmentation est de (0.08 g/L).

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

cholestérol total est en accord avec le LDL.

Concernant le HDL et LDL, seulement les rats qui ont recus la dose élevé de la propolis
200mg/kg qu’ils montrent un résultat satisfaisante par rapport aux celles des rats diabétiques
non traités, ce que 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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111.2.4. Dosage de bilan hépatique (TGP et TGO) :

Les transaminases sont des enzymes qui se trouvent dans les cellules. Il en existe deux
types : I'aspartame aminotransférase (ASAT ou TGO) et l'alanine aminotransférase (ALAT ou
TGP). Leur taux dans I’organisme peut étre modifié en cas de Iésion cellulaire hépatique,

cardiaque, rénale ou musculaire. (Bergmeyer et Horder, 1980).

Selon OMS la concentration normale de TGO dans le sang est comprise entre [0.0 a 41.0]
U/L et celle de TGP est varie entre [0.0 & 38.0] U/L. La figure (21 et 22) illustre le taux
plasmique de TGP et TGO chez les rats males Wistar traités par la propolis (100mg/kg,
200mg/kg) et la quercitine (50mg/kg) en comparaison avec le témoin (rat normal) et des rats

diabétiques non traités.

La figure (21) présente une diminution de taux de TGP chez le groupe n°3 et 4 des
rats diabétiques traités par la propolis a la dose respective 100 et 200 mg/kg(23.2 et 22.4 U/L),
par rapport aux rats diabétiques non traites (27.4 U/L), qui promettre un bon signe de

rétablissement, a I’instar de la quercétine (31.5 U/L) .

La figure (22) illustre une diminution de taux de TGO chez les groupes n°3 et 4 des rats
diabétiques traités par la propolis a la dose respective 100 et 200 mg/kg (59.8 et 52 U/L) par
rapport aux celle des rats diabétiques non traités (64.4 U/L) en comparant avec celle traités
par la quercétine (58.7 U/L).

ca veut dire que I’effet des flavonoides de la propolis est excellent sur la réparation des
Iésions cellulaires de I’organisme et la toxicité métabolique, ces effets ont été constaté par
(Domerego et al., 2009).
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Figure 21 : Les résultats des dosages TGP chez les cing groupes post dissection.
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Figure 22 : Les résultats des dosages TGO chez les cing groupes post dissection.
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111.2.5. Dosage protéines :

Le dosage de protéine sanguine est un paramétre qui nous permet de prédire une
inflammation, une insuffisance hépatique, un déficit immunitaire ainsi qu’un
dysfonctionnement métabolique notamment la néoglucogenése. (Tietz, 1999).

Le taux de protides totaux normal par ’OMS est compris en moyenne entre [65 a 85]

grammes par litre de sang.

Cette figure (24) illustre le taux plasmique de protéines des rats males Wistar traités par
la propolis (100mg/kg, 200mg/kg) et la quercitine (50mg/kg) en comparaison avec celle du
témoin (rat normal) et celle des rats diabétiques non traités.

On a remarqué que le taux de protéines baisse chez le groupe n°1 rat normal , On a
constaté aussi que plus on augmente la dose de la propolis (groupe n°3 et 4), on observe un
taux important de protéines totales, ca veut dire que I’insulinémie sévére engendre une
hyperglycémie, qui conduit a la dégradation des tous les protéines de I’organisme par la
néoglucogenese, qui a été prouvé par le groupe n° 5 rats diabetiques traités par quercétine

avec un taux de 89.3 mg/L qui nous laisse pense que la propolis contient des acides aminés.

Cette situation est semblable aux travaux effectués par (Anilakumar et al., 2007).
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Figure 24 : Les résultats des dosages de protéine chez les cing groupes post
dissection. (n=6).
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111.2.7. Dosage d’albumine :

L’albumine représente 60 % des protéines présentes dans le sang. Elle sert au transport
de nombreuses substances endogenes (qui prennent naissance a I’intérieur du corps) et
exogenes (qui prennent naissance a I’extérieur du corps) dans le sang et elle permet le
maintien de la pression oncotique (force qui attire I’eau en direction des protéines).

L albumine est fabriquée par les heépatocytes (cellules du foie). (Doumas, 1971).

La concentration normale d’albumine dans le sang par ’OMS est comprise entre [40 a
50] g/L.

Cette figure (25) illustre le taux plasmique d’albumine des rats males wistar traits par la
propolis (100mg, 200mg /kg) et la quercitine (50mg/kg) en comparaison avec le témoin (rats
normal) et des rats diabétiques non traité.

On a remarqueé que le taux de I’albumine diminue chez le groupe n°1 rat normal (25¢/L)

compares avec celle des rats diabétiques non traités.

On a constaté que le taux d’albumine est améliorée durant le traitement par la propolis
(groupe n°3 et 4), (40 et 44) g/L, par ce taux a été diminue lors de I’administration de la
50mg/kg de la quercétine (25 g/L), qui nous laisse pense que la propolis contient des

albumines.
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Figure 25 : Les résultats des dosages albumine chez les cing groupes post
dissection. ( n=6).
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Conclusion

La phytothérapie peut constituer une medecine alternative ou au moins comme un
complément a la pharmacie classique. La nécessité de trouver de nouvelles molécules reste

une priorité de santé publique.

A I’heure actuelle, I’Algérie est un pays riche en termes de biodiversité, et l'usage des
pharmacopées traditionnelles est encore une pratique bien vivante.

Ces pharmacopées traditionnelles comportent des traitements pour soigner plusieurs
pathologies et il est donc toujours d'actualité de penser que de nouvelles molécules puissent
continuer a étre isolées des plantes locales spontanees.

Nous travaux ont été basé sur la cherche de I’effet antidiabétique de la propolis a deux
concentrations (100 mg/kg et 200 mg/kg) et la quercétine (50 mg/kg) chez des rats males
rendus obeses on les comparant avec celui des rats males Wistar rendu diabétique on utilisant
un régime hyper-gras et hypercalorique (régime cafétéria) et les injectés par une concentration
modéré de la streptozotocine (35mg/kg).

Nous résultats montrent que I’administration de régime cafétéria durant 4 semaines chez
les rats males Wistar induit une obésité (180 a 200 g) accompagnée avec une hyperglycémie

Iégere chez touts les lots experimentaux (glycémie>1.26g/L)

Le régime cafétéria agit comme un régime hyper lipidique et hypercalorique associé a une
accumulation de tissu adipeux et a une prise de poids aussi bien chez I’homme que chez le
rat (Golay., 1998).

Nos resultats nous laissons penser que le traitement par la propolis diminuée le taux de
glucose dans le sang a cause de sa richesse en flavonoides et en poly phénols qui présentent
des propriétés anti-oxydantes trés importantes par I’inhibition de la lipoperoxydation de

I’acide linoléique (Kumazawa et al., 2004).

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.

On a remarque que le bilan lipidique est améliorée avec I’augmentation de la dose du

traitement de la propolis par contre avec celui obtenu avec le traitement par la quercétine.

L administration de la propolis permet de diminuer le taux sérique d’ASAT et ALAT ainsi
d’améliorer le taux de la protéine et d’albumine plasmatiques pour les rats diabétiques traités
par apport aux non traités.

Conclusion
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Enfin, comme le recommande I’OMS, la validation de I’'usage des drogues végétales
comme remeéde traditionnel dans le traitement du diabete sucré devrait passer par I’évaluation
de leur efficacité, de leur innocuité et la standardisation de leur emploi.

Il pourrait constituer un moyen complémentaire dans le traitement du diabéte sucré et
introduit dans le systéme de soin conventionnel.

En effet, les plantes médicinales se caractérisent souvent par leur teneur en plusieurs
composés actifs doués de modes d’action différents. Leur effet antidiabéetique serait le résultat
d’action additive ou synergique.

Ainsi, les plantes médicinales antidiabétiques peuvent offrir une large réponse au probleme
complexe du diabéte sucré, et des perspectives thérapeutiques pour une meilleure prise en
charge. En effet, elles peuvent jouer un réle d’adjuvant alimentaire a titre préventif, ou pour
augmenter I’efficacité d’agent antidiabétiques oraux afin de retarder I|’apparition des
complications dégenératives du diabéte.

Elles permettent également de lutter contre les effets délétéres du diabete, tel que le stress

oxydatif, la lipopéroxydation).

Conclusion
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Résumé

L’objectif de la présente étude est la mise en évidence de I’effet d’un I’extrait éthanolique de la
propolis (EEP) récoltée dans la région de Tigzirt (Tizi-Ouzou, Algérie) sur certains parameétres
biochimiques chez les rats males Wistar diabétiques a obésité induite par un régime hyper-gras, rendus
diabétiques par injection de streptozotocine (STZ: 35mg/Kg poids), On a divisé les rats en cing
groupes, chaque groupe contient six rats : un groupe témoin, un groupe diabétique sans traitement,
deux groupes diabétiques traités a différentes doses de I’extrait de la propolis (100mg /kg et 200mg/kg)
et un groupe diabétiques traités par la quercétine (50mg/kg).Les résultats obtenus indiquent que la
propolis (100mg/kg et 200 mg/Kg) et la quercétine (50mg/kg) arrivent a corriger I’hyperglycémie
(1.23, 1.18, 1.74) respectivement chez les rats diabétiques et la propolis diminué la consumation de la
régime hyper-gras en améliorant le poids. Le taux d’hémoglobine glyquée (HbAL1C) est également
réduit sous I’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 non traités. Par ailleurs, les concentrations en créatinine et en
urée diminuent également chez les rats diabétiques sous I’effet de la propolis et la quercétine ; laissant
penser a une amélioration de la fonction rénale. Le profil lipidique des rats diabétiques est également
amélioré sous I’effet de la propolis e. L’administration de la propolis permet de diminuer le taux
sérique d’ASAT et ALAT ainsi d’améliorer le taux de la protéine et d’albumine plasmatiques pour les

rats diabétiques traités par apport aux non traités.

Mots clés : Rats males Wistar-EEP propolis-Régime cafétéria-Streptozotocine-Diabéte type I1-

Paramétres biochimiques plasmatiques

Abstract:

The objective of this study is to demonstrate the effect of an ethanolic extract of propolis (EEP)
harvested in the Tigzirt region (Tizi-Ouzou, Algeria) on certain biochemical parameters in male rats
Wistar diabetic with obesity induced by a hyper-fat diet, and injected by streptozotocin (STZ:
35mg/kg). The rats were divided into five groups, each group containing six rats: a control group, a
diabetic group without Treatment, two diabetic groups treated with different doses of propolis
(100mg/kg and 200mg/kg) and a diabetic group treated with quercetin (50mg/kg). The results obtained
indicate that propolis (100mg/kg and 200mg/kg) and quercetin (50mg/kg) corrected hyperglycemia
(1.23, 1.18, 1.74) respectively in diabetic rats and propolis decreased the consumption of The hyper-fat
diet by improving the weight.

The level of glycated hemoglobin (HbA1C) is also reduced under the effect of propolis and
quercetin. The effect of propolis on the HbAL1C concentration is dose-dependent. The weight of
diabetic rats treated with propolis (200mg / kg) increased significantly compared to untreated rats. On
the other hand, creatinine and urea concentrations also decreased in diabetic rats under the effect of
propolis and quercetin; Suggesting an improvement in renal function. The lipid profile of diabetic rats
is also enhanced by propolis. Administration of propolis reduces the serum levels of ASAT and ALAT,
thus improving plasma protein and albumin levels for diabetic rats treated with untreated intake.

Key words: Rat male Wistar-EEP Propolis-Streptozotocin-Diabetes type 1l- Plasma
biochemical parameters.
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