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Résumé

La propolis est une substance naturelle, produite par les abeilles melliferes a partir de la
résine de diverses plantes. Cette étude vise la détermination de la composition chimique et
I'évaluation de l'effet hépatoprotecteur, cardioprotecteur et néphroprotecteur de l'extrait
d'acétate d'éthyle de la propolis de Tigzirt contre la toxicité induite par 1'épirubicine ; un agent

anticancéreux, appartenant a la famille des anthracyclines.

Trente rats males albinos Wistar ont été divisés en cinq groupes. Les rats ont été traités
pendant 15 jours avec l'extrait d’acétate d’éthyle de propolis de Tigzirt (EAP) ou de
quercétine par voie orale avant d’étre soumis a une toxicité par une injection (i.v) d’une dose
cumulative de 9 mg/kg d’épirubicine en vue de réparer les dommages hépatiques, rénaux et

cardiaques.

L’identification de I’EAP par HPLC/UV montre la présence de nombreux composés
polyphénoliques, tel que 1’acide caféique, acide éllagique, acide ascorbique, catéchine et
quercétine, etc. L’injection de 1’épirubicine aux rats, induit un dysfonctionnement hépatique,
rénal et cardiaque se révélant par une augmentation significative (P<0.05) du taux sérique des
marqueurs biochimiques (ASAT, ALAT, PAL, urée, créatinine, acide urique, LDH et
troponine) et les biomarqueurs inflammatoires (TNF-a et PGE2). Cette toxicité a ainsi
provoqué des 1ésions, des nécroses et des infiltrats inflammatoires au niveau du foie, reins et
cceur. L’administration de 250 mg/kg d’EAP a permet de restaurer ces fonctions en abaissant
le taux de ces parametres, ainsi un équilibre du stress oxydatif a été démontré avec une
diminution de + 50% du taux de malondialdéhyde et nitrique oxyde, et une augmentation du
superoxyde dismutase, catalase et glutathion peroxydase. Une restauration de I’architecture

des organes a été observée.

Ces résultats montrent que la propolis est riche en substances phénoliques, ce qui lui
procure l’effet protecteur et curatif contre 1’hépatotoxicité, la néphrotoxicité et la

cardiotoxicité induite par 1’épirubicine chez les rats Wistar.

Mots clés : Propolis ; HPLC/UV ; Epirubicine ; Toxicité ; Stress Oxydatif, Biomarqueurs

inflammatoires.
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Abstract

Propolis is a natural substance produced by honey bees from the resin of various plants.
This study aims to determine the chemical composition and evaluation of the
hepatoprotective, cardioprotective and nephroprotective effect of ethyl acetate extract of
propolis from Tigzirt against epirubicin-induced toxicity; an anticancer agent, belonging to

the anthracycline family.

Thirty male albino Wistar rats were divided into five groups. The rats were treated for 15
days with ethyl acetate extract of propolis from Tigzirt (EAP) or quercetin orally before being
injected with toxicity (i.v) of a cumulative dose. 9 mg / kg of epirubicin to repair liver, kidney

and heart damage.

The identification of EAP by HPLC / UV shows the presence of numerous polyphenolic
compounds, such as caffeic acid, elagic acid, ascorbic acid, catechin and quercetin, etc.
Injection of epirubicin into rats induces hepatic, renal, and cardiac dysfunction with a
significant (P <0.05) increase in serum biochemical markers (ASAT, ALT, PAL, urea,
creatinine, uric acid, LDH and troponin) and inflammatory biomarkers (TNF-a and PGE?2).
This toxicity has caused lesions, necrosis and inflammatory infiltrates in the liver, kidneys and
heart. The administration of 250 mg / kg of EAP a makes it possible to restore these functions
by lowering the rate of these parameters, thus a balance of oxidative stress has been
demonstrated with a decrease of + 50% in the rate of malondialdehyde and nitric oxide, and
an increase in superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase. A restoration of the

organ architecture has been observed.

Key words: Propolis; HPLC/UV; Epirubicin; toxicity; oxydative stress; inflammatory

biomarkers.
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EAP : extrait d’Acétate d’éthyle de la Propolis.
ECG : électrocardiogramme.

EDTA : Acide Ethylene-Diamine-Tétra-Acétique.
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HPLC : Chromatographie en phase liquide a haute performance.
H,S04: Acide sulfurique.

IC : insuffisance cardiaque.

ICC : insuffisance cardiaque congestive.

IL-1 : interleukine-1.

IIL : infiltrats inflammatoire lymphocytaire.

IRA : insuffisance rénale aigué.

IRC : insuffisance rénale chronique.

LDH: lactate déshydrogénase.

LTB4 : Leukotriene B4.

LTC4 : Leukotriene C4.

LOX : lipoxygenase.

MDA : malondialdéhyde.

MPO : Myéloperoxydase.

mPTP : port de transition de la perméabilité mitochondriale.
MLS : Matiere Seche.

NAD : nicotinamide adénine dinucléotide.

NADH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Réduit.
NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate.
nm: nanometre.

nmol: nanomole.

NF : nécrose focalisée.

NO: oxyde nitrique.

O, : dioxygene.

OH: hydroxyde.

OMS: Organisation Mondiale de la Santé.

ONOQO' : peroxynitrites.

PAL: phosphatase alcaline.

PAMPs : pathogen-associated molecular patterns.
PBS : Phosphate Buffered Saline.

P/V : poids / volume.

PGE2 : prostaglandine E2.
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PHN : parenchyme hépatique normale.

RL: radicaux libres.

ROS: especes réactives de I'oxygene.

rpm: Rotation Par Minute.

SAB: Sérum Albumine Bovine.

SERCA 2a: réticulum sarco-endoplasmique Ca 2+ - ATPase.
SOD: superoxyde dismutase.

TFA : trifluoroacetic acid.

TGO: Transaminase Glutamate Oxaloacétate.
TGP: Transaminase Glutamate Pyruvate.
Th1 : cellules de type T auxiliaire de type.
TNF-a : Tumor necrosis factor.

V/V: volume / volume.

VC : veine centro-lobulaire.

v —GT : gamma glutamyl transférase.

5'-NT : 5’-Nucleotidase.
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Introduction

Le cancer est une maladie liée a la prolifération incontr6lée de certaines cellules devenues
anormales pouvant former une tumeur maligne et méme se propager a travers le corps, et il
constitue par I’importance du nombre de personnes qu’il atteint un probléeme majeur de santé
publique. En effet, d'apres les projections de 1'Organisation Mondiale de la Santé (Lodish et
al., 2005; OMS, 2006), plus de 8.2 millions de gens meurent du cancer chaque année et ce

nombre devrait augmenter de 50 %, d'ici 2020 (OMS, 2013).

La chimiothérapie représente une voie standard des traitements antitumoraux. Les

anthracyclines font parties des médicaments de la chimiothérapie le plus souvent indiqués.

L’¢épirubicine (EPI), appartenant a la famille des anthracyclines, est I’un des agents
chimiothérapeutiques le plus efficace utilisé dans le traitement d’une variété de tumeurs
solides et hématologiques malignes (Judson et al, 2014). Son efficacité anti-tumorale est
dose-dépendante, mais son utilisation clinique est limitée par le développement des toxicités

cardiaques, hépatiques et néphrotiques.

Plusieurs hypotheses ont été suggérées concernant les mécanismes de la toxicité induite
par les anthracyclines. Il a été rapporté que les radicaux libres de 1’oxygeéne (RLO) et la
peroxydation lipidique jouent un role essentiel dans la cardiomyopathie provoquée par les
anthracyclines (Singaletlliskovic, 1998). En effet, la plupart des études mettent en jeu le role
du stress oxydatif dans ce processus qui est induit par la formation des RLO découlant de la
structure chimique de 1’épirubicine ayant tendance a générer des especes réactives de
I’oxygene durant la métabolisation du médicament (Mukhopadhyay et al., 2009; Stérba et al.,

2013).

Par ailleurs, la prévalence des cancers augmente avec 1'dge dans un contexte ou les
pathologies cardiovasculaires, hépatiques et néphrotiques deviennent plus fréquentes
(Crivellari et al., 2000). Il est donc important d'étudier les effets hors-cible de la thérapie
anticancéreuse d'appoint dans des conditions de stress. En effet, il y a trés peu de travaux

combinant la toxicité des anthracyclines.
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Au cours des dernieres décennies, et malgré la découverte de nouveaux composés en
chimie de synthese, les sources naturelles restent le principal fournisseur de nouveaux
médicaments et de nouvelles structures chimiques. Nous assistons donc a un regain de la
phytothérapie surtout pour les produits riches en polyphénols, et principalement en
flavonoides qui ont montré des propriétés biologiques antioxydantes intéressantes (Kurek-

Gorecka et al., 2013; Georgiev et al., 2014).

Dans ce cadre, de nombreuses molécules antioxydantes ont été proposées comme
protectrices de la toxicité (Du et Lou, 2008; Vincent et al., 2013), mais des controverses
existent encore sur les études cliniques. Il n’y a donc aujourd’hui aucune substance mise sur
le marché qui protege réellement les organes contre les effets toxiques des anthracyclines

Ainsi, la recherche d’agents protecteurs constitue une voie d’exploration toujours ouverte.

Parmi ces substances protectrices, nous nous sommes intéressés a la propolis, qui est une
substance naturelle résineuse collectée par les abeilles soit sur des bourgeons d’arbres tels que
le peuplier, le chéne, ’aulne, etc., soit sur des coniferes, amalgamés a une sécrétion salivaire

des abeilles (Jianchun et al., 2007).

Ces dernieres années de nombreux travaux ont montré que cette substance est composée
essentiellement de flavonoides. Cette composition varie en fonction de son origine, de
I’espece d’abeille et du temps de la récolte (Boufadi et al., 2014). On lui reconnait de
nombreuses propriétés : antibactérienne (Boufadi et al., 2016), antiallergique (Yasar et al.,
2016), anti-inflammatoire (El-Guendouzet al., 2017), antioxydante (Boufadi et al., 2014),

anticancéreuse (Zabaiou et al., 2017), activité immunomodulatrice (Soltani et al., 2017), etc.

Au vu de ces données, nous avons décidé de nous intéresser a 1’effet protecteur de la
propolis de Tigzirt contre I’hépatotoxicité, cardiotoxicité et la néphrotoxicité induite par

I’épirubicine chez les rats Wistar.

Ce manuscrit est organisé en trois chapitres dont le premier est une revue bibliographique
faisant le point sur les effets secondaires des anthracyclines et les vertus thérapeutiques de la
propolis, le second chapitre décrit le matériel et les méthodes utilisés lors du travail
expérimental, un troisieme et dernier chapitre présente les résultats qui y sont discutés et

confrontés a ceux d’autres auteurs.

Introduction
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Chapitre I: Généralités sur les anthracyclines et la propolis

I.1.La chimiothérapie

La chimiothérapie comprend 1'utilisation d'agents chimiques pour arréter la croissance et

a éliminer les cellules cancéreuses, méme a des emplacements éloignés de l'origine de la

tumeur primaire, les anthracyclines sont parmi les médicaments les plus efficaces

actuellement disponibles pour le traitement des maladies néoplasiques (Chang et al., 2011 ;

Shivani et al., 2014 ; Mauro et al., 2017) (tableau 1).

Tableau 1 : Médicaments les plus utilisés dans la chimiothérapie (Tannock et Hill, 1998).

Agent alkylants

Moutard azotée
Chlorambucil

Melphalan
Cyclophosphamide
Nitroso-urée
IfosfamideActinomycine D

BusulfanBeleomycine

Antimétabolites

Méthotrexate
5-Fluorouacil
Cytosine Arabiniside
6-Thiouanine
Gemcitabine

Carboplatine

Produits naturels et leurs dérivés

Anthracyclines

Doxorubicine
Daunorubicine
Epirubicine
Mitoxantrone

Mitomycines C

AlkaloidesVinea

Vinblastine
Vincristine

CCNU Vindesine
Etoposide (VP-16)

Camptohecins

Taxanes

Paclitaxel

Docetaxel

Autres agents

Cisplatine

Chapitre I: Généralités sur les anthracyclines et la propolis
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I.2. Les anthracyclines
1.2.1. Définition

Les anthracyclines sont une famille de médicaments anticancéreux d'origine naturelle,
isolés comme les antibiotiques de micro-organismes (actinobactéries du genre Streptomyces).

Ces molécules sont fluorescentes et de couleur rubis (suffixe -rubicine) (Pai et Nahata, 2008).

1.2.2. Pharmacologie des anthracyclines
[.2.2.1. Structure moléculaire

Les anthracyclines sont d'origine fongique, ils sont constitués d'une partie chromophore

composée de 4 anneaux aromatiques et d'un sucre (daunosamine) (fig.1).

NH;

Figure 1:La structure des anthracyclines (Praet et al., 1990).

Elles possedent la structure polyaromatique des tétracyclines, avec un amino-sucre, la
daunosamine, qui est attachée par une liaison glycosidique. Les agents cytotoxiques de cette
classe ont tous une structure quinone et hydroquinone, qui leur permet de fonctionner comme

accepteur et donneur d’¢lectrons (Praet et al., 1990).
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La structure moléculaire des diverses anthracyclines utilisées en clinique est représentée
dans la (fig. 2).

OH oH
Daunorubicin NH Idarubicin NH,

NH
OH © HNT ~  ~—"0oH

[0

OH O HN_ -~ o~ _OH
L Mitoxantrons

Figure 2: La structure moléculaire des anthracyclines utilisées en clinique

(Sacco et al.,2003).

1.2.2.2. Pharmacocinétique

Les agents anticancéreux ont une fenétre thérapeutique tres étroite, et leurs
caractéristiques pharmacologiques et pharmacocinétiques doivent étre particulierement prises
en compte afin d’optimiser 1’efficacité des traitements tout en minimisant leur toxicité. Il est
généralement admis que I’activité d’un agent anticancéreux dépend de sa concentration et de
la durée pendant laquelle il est au contact de la tumeur. Or, le plus souvent, la dose efficace
est trés proche de la dose toxique, et c¢’est donc le schéma d’administration. L'hydrophobicité
de la doxorubicine associée a sa nature de base faible non chargée lui permet de diffuser
passivement a travers la membrane plasmique par un mouvement de flip-flop du feuillet

externe au feuillet interne (fig. 3) (Borst et al., 2000).
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Figure 3: La diffusion des anthracyclines a travers la membrane plasmique

(Singh et al., 2006).
1.2.2.3. Absorption et élimination

Les anthracyclines sont habituellement administrées par voie intraveineuse, généralement
en perfusion, leur demi-vie plasmatique est courte et elles sont rapidement éliminées du
plasma. L’élimination par voie biliaire dépasse 50% (avec une faible fixation aux protéines
plasmatiques) et par voie urinaire dans 10% (Fagerholm et al., 2007). La courbe d'élimination
de la doxorubicine est multiphasique, et le temps d'élimination est de 30h. La glycoprotéine
P diminue leur activité en les faisant sortir de la cellule. Ces substances sont rapidement
captées par différents organes : cceur, reins, poumons, foie et rate (Vici et al., 2007). Elles ne
traversent pas la barriere hémato-encéphalique. La daunorubicine, la doxorubicine et leurs
dérivés sont éliminés apres conversion métabolique en une variété de substances inactives ou

moins actives (Jain, 2000).

1.2.3. I’épirubicine

1.2.3.1. Structure de I’épirubicine

L'épirubicine est un traitement de la chimiothérapie appartient a la famille des
anthracyclines utilis€ dans le traitement des cancers (fig.4). Il s'agit d'un isomere de la
doxorubicine (4'-épi-doxorubicine), elle se fixe rapidement sur les structures nucléaires de la
cellule, bloquant la synthése de I'ADN et de ’ARN, c'est un agent intercalant au niveau de
I’ADN (conte, 2000).

Chapitre I: Généralités sur les anthracyclines et la propolis



S.CHAA (2019). Epirubicine, Propolis, Hépatotoxicité, Cardiotoxicité et néphrotoxicité. Doctorat LMD en N&S. Univ. Mostaganem

Figure 4: structure de I’épirubicine (Heron, 2010).

1.2.3.2. Propriétés physico-chimiques

Description physique : Solide

Masse moléculaire : 543,525 g/moL

Point de fusion : 344,53 °C

Solubilité : Dans I’eau, 93 mg/L a 25 C

Décomposition : Lorsque chauffé jusqu'a décomposition, émet des fumées toxiques

de / oxydes d'azote (George, 2012).

1.2.3.3. Propriétés pharmacologiques

Classe pharmaco thérapeutique : anthracyclines et apparentés.

L’épirubicine appartient au groupe des antibiotiques anthracyclines. L’épirubicine se lie a

I'ADN et inhibe 1'action des acides nucléiques polymérases (Baldini, 2004).

1.2.3.4. Données pharmaceutiques

a. Liste des excipients

Acide chlorhydrique, chlorure de sodium, eau pour préparations injectables.

b. Incompatibilités

L’épirubicine ne doit pas étre mélangée a de I'héparine, en raison du risque de

précipitation.

Chapitre I: Généralités sur les anthracyclines et la propolis
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¢. Durée de conservation

Avant ouverture : 2 ans.

Apres la premiere ouverture, la stabilité physico-chimique en cours d'utilisation du
produit dilué dans une solution de chlorure de sodium a 0,9% ou dans une solution de glucose

a5 % a été démontrée pendant 12 heures a une température ne dépassant pas 25°C.

Toutefois, du point de vue microbiologique, le produit doit étre utilisé immédiatement.
En cas d’utilisation non immédiate, les durées et les conditions de conservation apres dilution
et avant utilisation relévent de la seule responsabilité de I'utilisateur et ne devraient pas

dépasser 24 heures a 2-8 °C.

d. Précautions particulieres de conservation

- A conserver au réfrigérateur (entre 2 a 8°C).
- Conserver le flacon dans I'emballage d’origine, a 1'abri de la lumicre.

- Ne pas congeler (George, 2012).

1.2.4. Toxicité des anthracyclines
1.2.4.1. Intercalation du médicament au niveau de ' ADN

Les anthracyclines s'intercalent directement dans le petit sillon de la double hélice d'ADN
par formation de liaisons hydrogenes. De plus, la partie glucidique des anthracyclines
interagit avec les protéines régulatrices de ' ADN ce qui a pour conséquence une inhibition de

la réplication et de la transcription de I'ADN (fig.5) (Jain et al., 2005).

Figure 5: Intercalation des anthracyclines dans la molécule d'ADN (Miura et al., 2000).
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1.2.4.2. Inhibition de 1'enzyme topoisomérase II

Récemment connu, semble le principal mécanisme de cytotoxicité anti-tumorale. Cette
enzyme est responsable de la conservation de la structure tridimensionnelle de ’ADN. La
présence de la molécule d’anthracyclines au niveau du complexe topoisomérase II-ADN
stabilise les coupures double brins et inhibe I’action de 1’enzyme chargée de relier les

extrémités libres des brins coupés (fig. 6) (Maraldi et al.,2002).

Figure 6: Action des anthracyclines par l'intermédiaire de la topoiomérase I dans la

molécule d'ADN (Maraldi et al., 2002).

1.2.4.3. Induction d’un stress oxydatif

L’activité pharmacologique des anthracyclines provient de réactions d'oxydoréduction
avec formation d'intermédiaire semi-quinone par gain d'un électron cédé par le NADPH et
génération d'eau oxygénée, H,O,, de radicaux libres oxygene et OH. La conjugaison de la
partie hydroquinone de la molécule d'anthracycline avec le fer ferrique intracellulaire peut
conduire a la production non enzymatique de RL (fig.7) (Lanzarini et al, 2000). L'hypothese
du développement d'un stress oxydatif induit par les anthracyclines a été largement
documentée. L'augmentation de la production de RL associée a une diminution des systeémes
de défenses antioxydantes serait a I'origine des atteintes irréversibles observées au niveau des

cellules (Lanzarini et al., 1991).
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a- Formation d'espéces activées de 1'oxygene lors du métabolisme des anthracyclines

Les anthracyclines sont capables d'induire une production accrue de RL oxygénés, du fait
de leur structure de type quinone, pouvant subir une réduction, catalysée par les flavines
réductases (NADPH-cytochrome P-450 réductase, NADH déshydrogénase), pour aboutir a la

formation d'un dérivé semi-quinone radicalaire (Lanzarini et al., 1991).

ANTHRACYCLINE
forme radicalaire seml-quinone

O
EZ‘]ﬁ \ /
’< cytochrome P450 rdductase,
NADH déshydrogénane,

Fe*" libre,
|dor'nuno ridductase | oNOS\ dommno oxydmo,

A A A
'v\,/ Q‘” / \ / \
=y

s - NO
ANTHRACYCLINE

forrme quinone l |

(Epirubicine) l B

O, L-arginine

L-citrulline

OoNOO- —H~ *NO, + -OH

Figure7: Production de RL par réaction enzymatique d'oxydoréduction et formation de

peroxynitrites (ONOQ") (Lanzarini et al., 2000).

Une deuxieme voie de génération de radicaux libres par les anthracyclines par la
formation d'un complexe organométallique entre les anthracyclines et le fer. Au sein de la
cellule, I'ion ferrique Fet libre, libéré de ses sites de stockage, transferrine et ferritine par
l'attaque des anthracyclines se lie a trois molécules d'anthracyclines pour former un complexe
stable : Fe™* (anthracyclines). Ce complexe peut subir une oxydoréduction, donnant naissance

a un complexe radicalaire Fe" (anthracyclines) qui peut céder son €lectron a 1'0, moléculaire

et aboutir ainsi a la formation de radicaux O, (Siveski et al., 1994).

En l'absence de métaux de transition libres (fer, cuivre), les radicaux O, ne sont pas tres

toxiques pour les structures environnantes, car ils sont transformés en peroxyde d'hydrogene

Chapitre I: Généralités sur les anthracyclines et la propolis
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(H,0O,). L'H,0O, peut ensuite étre décomposé en eau et moléculaire grace a l'action des

catalases et des glutathions peroxydases (GSH-Px) (Sayed-Ahmed et al., 1999).

b- Formation d'especes activées de l'azote par interactions entre les especes

radicalaires

Du fait du contexte inflammatoire induit par les anthracyclines une grande quantité de
L'oxyde nitrique (NO). De plus, les anthracyclines peuvent étre réduites par le domaine

réductase des oxydes nitriques synthases endothéliales (eNOS) en dérivé radicalaire semi-

quinonique qui, en présence d'O,moléculaire, peut conduire a la formation d'O,". Il a été

démontré que la production concomitante de grandes quantités d'O,” et de NO pouvait induire

la formation de peroxynitrite (ONOO’), qui pouvait lui-méme générer le radical OH

indépendamment des processus faisant intervenir le fer (Sayed-Ahmed et al., 1999).

c- Aspects toxiques cellulaires de la production d'espéces oxydantes par les

anthracyclines

La production de RL par les anthracyclines au sein des cellules, entralne une
peroxydation lipidique responsable de 1'altération des fonctions membranaires. L'homéostasie
calcique est alors perturbée, il s'ensuit une diminution de la contractilité musculaire, ainsi
qu'un défaut de relaxation par « exces » du Ca** disponible au niveau des myofibrilles. De
plus, le stress oxydatif associé peut induire directement des 1ésions mitochondriales avec une
apoptose. La formation de ONOQ’, au sein des cellules, pourrait également jouer un role

important dans la toxicité des anthracyclines (Kakinuma et al., 2006).

1.2.4.4. Hypothese des métabolites toxiques issus du métabolisme des anthracyclines

Par exemple, I'épirubicinol, métabolite de 1'épirubicine, formé dans le cytosol par des
enzymes NADPH dépendantes serait moins actif sur le plan tumoral mais plus toxique sur le
coeur que son précurseur, 1'épirubicine. Ce métabolite est capable d'inhiber certaines ATPases
(adénosine triphosphatase) Ca**dépendantes du réticulum sarcoplasmique tel que la SERCA
2a. Ces métabolites, une fois formés dans les cellules, pourraient altérer les mouvements

ioniques, en particulier les transferts calciques (Kakinuma et al., 2000).
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1.2.4.5. Hypothese liée au niveau de 1I'apoptose cellulaire induite par les anthracyclines

L’action proapoptotique des anthracyclines est en partie initiée par les radicaux libres, qui
activent la protéine p53 et sa fixation sur I’ADN. La p53 y active la transcription du géne Bax
(médiateur proapoptotique), inhibe celle du géne Bcl-XL (médiateur antiapoptotique). Bax
induit la libération du cytochrome c par la mitochondrie, parouverture du pore mitochondrial,
tandis que Bcl-XL a I’effet inverse. Cette libération du cytochrome c entraine la formation de
I’apoptosome, complexe effecteur comprenant I’apoptosis activating factor-1 (Apaf-1), le
cytochrome c et la pro-caspase-9. La p53 interagit aussi avec la topoisomérase II, dont elle

inhibe la fonction ligase (fig. 8) (Kakinuma et al., 2006).
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Figure8:Théorie de métabolites toxiques des anthracyclines (Kakinuma et al., 2006).
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I.2.5. Cardiotoxicité, hépatotoxicité et néphrotoxicité des anthracyclines
1.2.5.1. Cardiotoxicité des anthracyclines

La toxicité cardiaque des anticancéreux est spécifique a certains médicaments (fig. 9).
Elle est le plus souvent dose-dépendante et cumulative. Elle peut apparaitre dés la 48"™heure
apres le traitement (toxicité aigu€) ou plusieurs jours ou mois aprés l’injection (toxicité
chronique).Cette toxicité est le plus souvent irréversible se traduisant par une insuffisance

cardiaque congestive de constitution progressive, réfractaire aux traitements (Talabert et al.,

2013).
PERTURBATIONS DU RUPTURE DE
METABOLISME L"HOMEOSTASIE
ENERGETIQUE CALCIQUE
STRESS > 1 REACTIONS
OXYDANT ANTHRACYCLINES AUTO-IMMUNES
METABOLITES MODIFICATIONS DE
TOXIQUES L’EXPRESSION GENIQUE

Apoptose / Nécrose

Altération de la fonction
cardiaque

Figure 9: La cardiotoxicité des anthracyclines (Talabert et al., 2013).
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1.2.5.1.1.Les différents grades de la toxicité cardiaque

Ce sont surtout les anthracyclines qui sont impliquées : doxorubicine, épirubicine le plus
souvent, par formation de radicaux libres (complexes fer-anthracyclines cardiotoxiques). Elles
sont a I’origine d’une toxicit¢ cumulative, irréversible, se traduisant par une insuffisance

cardiaque (tableau 2) (Fondrinier et al., 2004).

Tableau 2: Les grades de la cardiotoxicité (OMS, 2010).

Grade 0 Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4
Rythme Pas de Tachycardie Extrasystole, Extrasystoles Tachycardie
cardiaque changement > 110 au repos arythmie sinusale  nécessitant le ventriculaire
traitement
1.2.5.1.2.Les types de la cardiotoxicité des anthracyclines

v" une cardiotoxicité aigiie

Apparait pendant ou peu de temps apres I’administration du traitement. Elle se traduit
cliniquement par des troubles du rythme compliqués chez certains patients d’'une myocardite

(Senkus et al., 2011).
v" une cardiotoxicité subaigiie

Apparait quelques semaines aprés 1’administration du traitement et qui se présente
cliniquement sous la forme d’une myo-péricardite. Elle est rare mais responsable de 60% de

mortalité (Senkus et al., 2011).
v" une cardiotoxicité chronique

Se manifeste généralement dans 1’année suivant le début du traitement. Elle conduit & une
dysfonction ventriculaire gauches sévere et I’apparition d’une insuffisance cardiaque

congestive (Senkus et al., 2011).

1.2.5.2. Néphrotoxicitédes anthracyclines

La chimiothérapie anticancéreuse peut avoir des effets néphrotoxiques qui sont

caractérisées par une diminution du taux de filtration glomérulaire et un dysfonctionnement
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tubulaire proximal. L’évolution ultime est caractérisée par la nécrose de 1’¢pithélium
tubulaire. L’insuffisance rénale chronique est irréversible mais les effets cliniques peuvent

étre limités a une élévation de 1’urée et de la créatinine (Monassier, 2012).

1.2.5.2.1. Les différents grades de la néphrotoxicité

Certains traitements anticancéreux présentent une toxicité rénale. Une meilleure
connaissance de cette néphrotoxicité et de ses mécanismes permettrait une meilleure prise en
charge du patient ainsi qu’une appréhension efficace d’une éventuelle dégradation de la
fonction rénale suite & I’administration de ce type de médicament (tableau 3) (Deray et al.,

2010).

Tableau 3:Différents grades de la toxicité rénale (OMS, 2010)

Grade 0 Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4
Créatinine <1.25 1.26-2.5 2.6-5 5.1-10 >10
Protéinurie = Absence <0.3 0.3-1 >1 Syndrome
(g/24h) néphrotique
Hématurie Absence  Microscopique Microscopique Microscopique Anurie

avec caillot

1.2.5.2.2. Les différents types de la néphrotoxicité
La néphrotoxicité peut €tre a la fois aigué et chronique, liée a une atteinte glomérulaire :
v" La néphrotoxicité aigue

Associée a des altérations de I’hémodynamique intra-rénale et a une réduction du débit de

filtration glomérulaire qui débute précocement apres I’initiation du traitement. (Doros, 2014).
v" La néphrotoxicité chronique

Se caractérise par une atrophie tubulaire, une fibrose interstiticlle et une

glomérulosclérose et peut étre évolué vers une insuffisance rénale chronique (Doros, 2014).

Les médicaments de la chimiothérapie entrainent une coloration des urines pendant les
heures qui suivent la perfusion (jaune foncé pour le méthotrexate, rouge avec les

anthracyclines, bleue avec la mitomycine) (Doros, 2014).
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1.2.5.3 L’ hépatotoxicité des anthracyclines

C’est le pouvoir de provoquer des dommages au niveau du foie. La toxicité du foie se
manifeste sous forme d’inflammation (on parlera d’hépatite) ou encore de nécrose (mort des
cellules hépatique), dans les cas les plus séveres. La stéatose hépatique survient lorsqu’il y a

accumulation de gras dans le foie (Angulo, 2002).

1.2.5.3.1. Les différents grades de I’hépatotoxicité

Les anthracyclines présentent une toxicité hépatique cumulative qui se manifeste par une
élévation des transaminases de 50 a 90%, avec possibilité de fibrose hépatique, voire de

cirrthose hépatique (tableau 4).

Tableau 4: Différents grades de la toxicité hépatique (OMS, 2010)

Grade 0 Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4

<125foisla  1,26-2,5foisla 265 foisla 5.1-10 foisla ~ >10foisla

ASAT/ALAT
normale normale normale normale normale

1.2.5.3.2. Les différents types de ’hépatotoxicité
v" Toxicité aigué

Stéatose, Cholestase, Nécrose hépatique (cytolyse hépatique ou hépatite) (Kaplowitz,
1997).

v toxicité chronique

Hépatite chronique qui peut a I’origine d’une insuffisance hépatique telle que la fibrose,

cirrhose et tumeurs (Kaplowitz, 1997).

1.2.6. Prévention de la toxicité des anthracyclines

Afin de prévenir les effets toxiques des anthracyclines, différentes stratégies peuvent tre
employées dont la diminution de la dose cumulée totale, le mode d'administration ou

I'administration d’antioxydants (Delemasure et al., 2006).
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1.2.6.1. Diminution de la dose cumulée totale des anthracyclines

La diminution de la dose cumulée totale des anthracyclines chez 1'adulte est a ce jour la
prévention la plus efficace contre les complications. Néanmoins, ce protocole limite
l'efficacité du traitement anti-tumoral. La prise en compte du bénéfice sur l'activité anti-
tumorale est donc indispensable avant la diminution ou l'arrét du traitement compte-tenu des

variations interindividuelles importantes (Delemasure et al., 2006).

1.2.6.2. Mode d'administration des anthracyclines

Une autre approche consiste a modifier le protocole d'administration des anthracyclines.
Ainsi, une perfusion continue sur plusieurs jours plutdt qu'une injection en bolus permet de

diminuer les risques de complications (Delemasure et al., 2006).

1.2.6.2. Utilisation des antioxydants

Pendant de nombreuses années, la génération d'un stress oxydant était 'hypothese la plus
favorisée expliquant les effets toxiques des anthracyclines. Efficaces sur de nombreux
modeles animaux, de nombreux antioxydants ont été testés dans des essais cliniques dont

I'acétylcystéine, la vitamine E, polyphénols, probucol, etc. (Delemasure et al., 2006).

Dans ce cadre, de nombreuses molécules antioxydantes ont été proposées comme

protectrices de la toxicité (Du et Lou, 2008),

La propolis est une de ces molécules anti-oxydantes. Son utilisation sans avoir été

, . L s , . .
permanente s’est poursuivie au fil des années jusqu'a ce qu’elle soit redécouverte de facon
relativement récente (Segueni, 2011). Mais des controverses existent encore sur les études
cliniques. Il n’y a donc aujourd’hui aucune substance mise sur le marché qui protege
réellement les organes des effets toxiques des anthracyclines Ainsi, la recherche d’agents

protecteurs constitue une voie d’exploration toujours ouverte.

I.3. La propolis et ses propriétés thérapeutiques
1.3.1. Historique

Le mot propolis a été dérivé du grec dans le quelle morpheéme «Pro» signifie «devant» ou

«a D’entrée de» et le morpheme «polis» signifie «communauté» ou «ville» ce qui signifie
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substance de défense de la ruche (Chandna et al., 2014; Aminimoghadamfarouj et

Nematollahi, 2017; Yumnam et al., 2017).

Connue dé¢ja des prétres de I’Egypte antique ou elle servait & momifier les cadavres, la
propolis fut tres certainement utilisée par les Grecs anciens puisque Aristote la signale comme
un remede aux affections de la peau, plaies et suppurations dans son « Histoire des animaux ».
Les Romains I’ont donné a tous les soldats pour soigner leurs blessures pendant les différentes
invasions, ainsi plusieurs activités de guérison de la propolis été identifiées par les médecins

grecs (Golder, 2004 ; Elnakady et al., 2017; Ferreira et al., 2017).

Les textes hébreux la nommaient « tzori » et les propriétés thérapeutiques sont décrites
dans I’ancien Testament. Dans un texte coranique, nous avons relevé ce paragraphe qui fait
allusion a la propolis : «Habite les montagnes, les arbres et les ruches, puis mange de tous les
fruits et suit humblement les voies de ton Seigneur. Il sort de leur ventre une boisson de
diverses couleurs salutaire pour les Hommes. En cela il y a un signe pour les gens qui

réfléchissent » (Sourate : L’abeille, Verset : 68-69).

Les ouvrages du moyen age européen décrivent méme les préparations médicales a base
de propolis pour les traitements des maladies de la sphere ORL et de la respiration. Son
activité anesthésiante reconnue permet a cette époque la chirurgie des fentes labiales chez
I’enfant (Blanc, 2010).A la fin du XIX®™ siécle, la propolis était en plein essor grace a ses
vertus médicinales, employée sous forme d’onguent, d’emplatre, de lotion ou de fumigation.
De nos jours, elle est utilisée surtout en Europe de ’est, au Brésil, en Asie et notamment au

Japon (Blanc, 2010 ; Machado et al., 2017).

1.3.2. Définition de la propolis

La propolis désigne toute une série de substances résineuses, gommeuses et balsamiques,
de consistance visqueuse(Abdulrhman et al., 2012), recueillies par les abeilles sur certaines
parties de végétaux (essentiellement les bourgeons et les écorces de certains arbres),
substances qu’elles rapportent la ruche et qu’elles modifient vrai semblablement en partie par
I’apport de certaines de leurs propres sécrétions (cire et sécrétions salivaires principalement)

(Donadieu, 2008 ; Harfouch et al., 2016).
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1.3.3. Récolte de la propolis
1.3.3.1. Récolte de la propolis par les abeilles

Le nombre de butineuses, spécialisées dans la récolte des résines et la fabrication de la
propolis est relativement restreint au sein d’une colonie d’abeilles (Banskota et al., 2001;
Ciftci-Yilmaz et al., 2017) (fig. 10). Les ouvrieres butineuses localisent la source de résines et
broient celle-ci avec leurs mandibules, les mélangent a d’autres substances de leurs propres
sécrétions afin de fabriquer de la propolis. Une fois fabriquée, la propolis est transportée a la
ruche dans les corbeilles situées dans les pattes postérieures de 1’abeille (Harfouch et al.,

2016).

Figure 10 : Récolte de la propolis (Segueni, 2011).

La quantité¢ de propolis fabriquée dépend de la race d’abeille, de la flore butinée et de la
saison. Au sein d’'une méme race, la quantité de propolis récoltée par les abeilles est de 1’ordre

de 100 a 300 gramme par ruche par an (Sabir et Sumidarti, 2017).

1.3.3.2. Récolte de la propolis par ’Homme

Traditionnellement, la propolis est ramassée par les apiculteurs moyennant le grattage des
cadres ou en introduisant une grille a I’intérieur de la ruche que les abeilles se chargent de

"propoliser” (Lotfy, 2006 ; Kuropatnicki et al., 2013).
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Apres avoir récolté la propolis brute avec beaucoup d’impuretés, il faut la nettoyer par les
solvants appropriés, le plus souvent avec de 1’alcool afin d’obtenir une teinture. Pendant

I’extraction, toute la cire et les impuretés sont éliminées (Segueni, 2011).

1.3.4. Origine botanique

Il existe plusieurs types de propolis en fonction de la zone géographique de la ruche, des
végétaux présents sur cette zone, de la disponibilité des végétaux pendant la saison et de

I’espéce de ’abeille (tableau 5).

Tableau S: Origine botanique de la propolis (Burdock, 1998).

Nom Nom Principales
. . Familles Provenance
francais anglais Propriétés
chéne Oak Fagacées Asie -Anti-inflammatoire
Afrique -Astringente
-Analgésique
-Hypoglycémiante
Peuplier Poplar Salicacées Afrique du nord -Diurétique

Moyen-Orient  -Facilite I’'urico-élimination

Europe -Fluidifiant
-Antiseptique+++
Bouleau Birch Bétulacées Europe du nord -Diurétique
blanc Amérique -Facilite 1’urico-élimination
canada -Cicatrisante
Orme Elm Ulmacées Amérique -Anti-inflammatoire
Europe -Antifongique
Chine -Anti-diarrhéique
-Astringente
Pin Pine Pinacées Amérique du  -Mucolytique
nord -Cicatrisante
Europe du nord _ Astringente
Russie -Antiseptique
Marronnier Horse = Hippocastanacées Europe -Antihémorragique
D’inde chestnut Turquie -Astringente
Balkans -Vasoconstricteur
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Tout cela explique que I’on trouve des propolis de couleur jaune ambre jusqu’au brun foncé
en passant par des variétés qualifiées de vertes ou de rouges. L’abeille va aller chercher sa
résine dans son écosystéme et c’est bien de cet écosysteme que va dépendre la composition de

la propolis (Burdock, 1998 ; Zheng et al., 2017).

1.3.5. Propriétés physico-chimiques de la propolis
1.3.5.1. Propriétés physiques
1.3.5.1.1. Consistance
La propolis est une substance naturelle de consistance variable suivant la température :

- A 15°C, elle est dure et friable.
- A 30°C, elle est molle et malléable.
- Entre 30 et 60°C, elle devient collante ou gluante, jusqu’a fondre en moyenne vers 60-
70°C ou plus (Ramos et Miranda, 2007; Wagh, 2013; Martinotti et Ranzato, 2015).
1.3.5.1.2. Couleur

Tres variable suivant sa provenance, allant du jaune clair au brun tres foncé, presque noir,
en passant par toute la gamme des bruns (fig. 14) (Ozcan, 1999; De Castro, 2001; Lotty,
2006; Sawicka et al., 2012 ; Ahmed et al., 2017).

1.3.5.1.3. Saveur
Elle est souvent acre et parfois amere (Donadieu, 2008).
1.3.5.1.4. Odeur

Variable selon son origine botanique : en général arome agréable et douceatre, mélangé a
celui du miel, de la cire et d’autres produits (cannelle, vanille, etc.). Lorsqu’on la brile, elle
dégage une odeur trés délicate et trés recherchée du fait des résines aromatiques qu’elle

contient (Donadieu, 2008).
1.3.5.2. Propriétés chimiques
1.3.5.2.1. Solubilité

La propolis est insoluble dans 1’eau a froid. Elle est, en revanche, elle est soluble dans
I’acétone, 1’alcool, I’ammoniaque, le benzeéne, le chloroforme, etc. Il importe de noter que la

propolis est aussi soluble dans une solution de soude caustique a 2% (Donadieu, 2008).
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1.3.5.2.2. Point de fusion
- Son point de fusion se situe autour de 70°C.
- Chauffée au bain-marie, elle se divise en deux parties :

- Une partie visqueuse qui tombe au fond du récipient ;
- Une partie liquide appelée cire de propolis, qui reste en surface et qui a de nombreux
usages dans le domaine apicole (Donadieu, 2008).

1.3.5.2.3. Densité

La densité de la propolis est de 1,2 (soit supérieure a celle de I’eau) (Donadieu, 2008).

1.3.6. Composition analytique

La composition de la propolis est variable selon la source végétale visitée par les abeilles.
On connait actuellement plus de 300 composants différents de la propolis qui ont été
identifiés par les méthodes d’analyse modernes : chromatographie en phase gazeuse et
spectrométrie de masse. La composition de la propolis brute differe de celle de la propolis

pure (tableau 6 et 7) (SohaimyetMasry,2014 ; Drescher et al., 2017 ; Abdulkhani et al., 2017).

Tableau 6: Composition chimique de la propolis brute (Sabir et Sumidarti, 2017).

Composition en ordre Composition par groupe Quantité
Résines et baumes Flavonoides, acides phénoliques+esters 45-55%
Cire et acides gras La cire d’abeille et des plantes 25-35%
Huiles essentielles Anéthol et eugénol+++ 10%

volatiles
Pollen Protéines (6 acides aminées libres > 1%) 05%

Arginine et proline jusqu’a 45% du total

Autre composés organiques  Cétones, lactones, quinones, stéroides, acide 05%
et substances minérales benzoique, vitamines A/B, sucres ; 14traces
diverses de minéraux, silice et zinc sont les plus
connus.
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Tableau 7: Composition chimique de la propolis de Tigzirt par LC/MS (Boufadi et al., 2017).

Famille Constituants Concentration (uM)
Flavonoides Chrysine 8+2
galangine >10
Genistein >10
Kaempférol 4+£2
Acacétine 9+2
Polyphénols acide caféique >10
acide férulique 6+3
Totarol >10
Autres Acide cinnamique 9+4

Les constituants de la propolis du point de vue de I’activité pharmacologique sont :

- Les flavones, les flavonols et les flavonones, communément appelés les flavonoides.
- Les phénols (antiseptiques).
- Les substances aromatiques : vanilline et iso vanilline (principes odorants de la
vanille).
Les flavonoides jouent un role important dans la pigmentation des plantes. On dénombre
dans la propolis pas moins de 60 flavonoides, comme la galangine, le kaemphérol, la

quercétine, la pinostrombine et la pinobanksine (Agra et al., 2006 ; Krél et al., 2013).

Ce nombre important de flavonoides fait de la propolis une substance aux multiples

propriétés biologiques (antioxydante, anti-inflammatoire, etc.).

Les phénols se trouvant dans la propolis sont principalement : 1’acide caféique (au fort
pouvoir antioxydant), I’acide cinnamique (antiseptique et antifongique), 1’acide et 1’alcool
benzoique, ainsi que 1’acide férulique (puissant antioxydant et anti-inflammatoire) (Agra et

al., 2000).
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La composition chimique de la propolis est tres variable et complexe, a cause de la
biodiversité de la végétation de chaque région visitée par les abeilles ou elles collectent cette

substance (Khayyal et al., 2009).

1.3.7. Conservation de la propolis

La propolis est un produit facile a conserver, quelle que soit la forme sous laquelle elle se
présente. Il est toutefois préférable de la conserver dans des récipients hermétiques, a 1’abri de
la lumiére, de I’humidité et de la chaleur. Pour bénéficier de toutes ses propriétés, il est

recommandé d’utiliser la propolis aussi fraiche que possible (Donadieu, 2008).

Elle est présente sous forme lyophilisé€e, car ce procédé de conservation assure, pendant
un temps presque illimité, le maintien de toutes ses propriétés et de la composition chimique

du produit.

1.3.8. Propriétés thérapeutiques de la propolis
1.3.8.1. Activité antioxydante

La quarantaine de flavonoides présents dans la propolis lui procurent une activité de «
free radicals scavengers » (Boufadi et al., 2017). C’est, apres le thé et le vin rouge, 1’é1ément

le plus riche en flavonoides.

Cette action est démontrée ou les composé€s phénoliques, les flavonoides, et surtout
I’artepilline C, s’opposent a la peroxydation des lipides et préviennent les dommages des

radicaux libres (Yang et al., 2011 ; El-Guendouz et al., 2017).

Les constituants de la propolis ont été soumis a des tests mesurant leur pouvoir
antioxydant. Il s’est avéré que ce sont I’acide caféique, I’acide caféoylquinique, 1’acide
cinnamique et leurs dérivés qui procurent aux propolis leurs propriétés anti oxydantes

(Galeotti et al., 2018).

1.3.8.2. Activité anti-inflammatoire

L’effet anti-inflammatoire de la propolis, proche de I’ Aspirine, est dose-dépendant. Les

flavonoides sont responsables, en inhibant la synthése des oxydes nitriques et des
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prostaglandines, inducteurs d’inflammation (Paulino et al., 2006 ; Batista et al., 2018) et en
supprimant la production de cytokines inflammatoire par les monocytes/macrophages

(Machado et al., 2017 ; Gutiérrez et al., 2018).
1.3.8.3. Activité immunomodulatrice

La propolis module de maniere significative les activités leucocytaires in vitro,
confirmant ainsi son potentiel de source de nouveaux biocides naturels et immunomodulateurs
(Soltani et al., 2017). Ainsi elle stimule le systtme immunitaire a produire plus de
macrophages (Donadieu, 2008). Ses effets biologiques bénéfiques sur le syst¢tme immunitaire
existent en partie grace au CAPE. La propolis régule 1’expression de génes qui contribuent a
la reconnaissance des micro-organismes et favorise donc la réponse immunitaire (Orsatti et

Sforcin, 2011).

1.3.8.4. Activité anticancéreuse

La propolis réduit l'expression de p53, Ki67, cyclineD1 et Bcl-xL (Kusuma et al., 2018),
comme elle inhibe la prolifération des cellules cancéreuses A549 et révele une activité anti-
adhésive de la famille des intégrines des récepteurs de 'adhésion(Brihoum et al., 2018). Ainsi
elle agit également en supprimant la formation de métastase, avant et apres I’inoculation de
carcinome mammaire et colique (Orsoli¢ et al., 2003). L’inhibition du processus tumoral due
a un dérivé de I’acide caféique : le CAPE. Des agents cytotoxiques naturels ont été identifiés
dans la propolis, comme les flavanones, I’artépilline C, les diterpénoides qui induisent

I’apoptose des cellules cancéreuses (Chen et al.,2011 ; Milind et al., 2013).

1.3.8.5. Activité antibactérienne

Le spectre antibactérien de la propolis est large. Son action est puissante, elle agit en effet
sur Staphylococcus aureus , Salmonella dysenteria et SARM (Boufadi et al, 2017), les
streptocoques, Helicobacter pylori , les microcoques (Farseni et al., 2009 ;AL-Ani et al.,
2018), Bacillus subtilis, Bacillus alvei, Bacillus larvae, Proteus vulgaris (Donadieu,2008),
Salmonella enterica Typhi (Orsi et al.,2011), Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Streptococcus faecalis (Kasiotis et al., 2017 ; Jiyeon, 2018). Cette activité antibactérienne

serait imputable a 1’acide cinnamique, aux molécules aromatiques, aux acides diterpéniques,
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aux composés phénoliques et aux nombreux flavonoides qui composent la propolis (Al-

Wailiet, 2018).

1.3.8.6. Activité antivirale

L’action antivirale de la propolis a ét¢ montrée sur les poliovirus, les virus de type
herpes, les adénovirus (Donadieu, 2008), le virus de la grippe HIN1 (Takemura et al., 2011),
de I’hépatite B (Apimondia, 2001), ’HSV-1 et HSV-2 (Schnitzler et al., 2010 ; Yildirim et
al., 2016).

1.3.8.7. Activité antifongique et antimycosique

La propolis possede une action contre Candida albicans, Trichophyton,
Microsporumcanis et Cryptococcus (Apimondia, 2001 ; Aghel et al., 2014 ;Franchin et al.,
2016). Ce sont la galangine, le kaempférol, la pinocembrine et I’acide caféique qui lui
conferent cette activité. Associée a des médicaments antimycosiques, la propolis a de

meilleurs effets sur les mycoses de la peau ou des muqueuses (Alvareda et al., 2015).

1.3.8.8. Activité antiparasitaire

L’action antiparasitaire de la propolis a été prouvée sur Trypanoso macruzi (Marcucci et

al., 2001) et Giardia lamblia (Abdel-Fattahet Nada, 2007).
1.3.8.9. Activité antiallergique

L’action antiallergique de la propolis vient en partie du fait de son activité antioxydante.
La chrysine, un flavonoide de la propolis, possede également une action antiallergique. En
effet, des tests in vitro et in vivo ont montré qu’elle réduisait la libération d’histamine parles
mastocytes et diminuait I’expression des génes codant pour les cytokines inflammatoires. Elle

atténue également 1’anaphylaxie modulée par la présence d’IgE (Bayie et al., 2011).

1.3.8.10. Activité analgésique-anesthésiante

Les propriétés anesthésiques de la propolis sont puissantes (davantage que la cocaine et la
procaine dans une anesthésie de cornée) et sans effets secondaires (Donadieu, 2008). Cette
action anesthésique liée aux huiles volatiles est indépendante, comme la morphine, d’un

mécanisme central (Apimondia, 2001).
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1.3.8.11. Activité cicatrisante et régénératrice

La propolis accélere la régénération des tissus abimés (pulpe dentaire, tissus hépatiques,

osseux). L’action antioxydante des flavonoides est sans doute a I’origine de ses capacités de

régénération, favorable a la restauration du systtme immunitaire. La présence d’acides

phénoliques et de certains acides aminés sont des acteurs incontestables de la cicatrisation et

de la régénération des cellules (Pessolato et al., 2011). La propolis restructure les membranes

capillaires cutanées et la néoformation vasculaire, améliore les processus métaboliques au

niveau cellulaire et tissulaire, lutte contre 1’hypoxie tissulaire, réactive les processus

enzymatiques et aide a la reformation de la substance fondamentale (Domerego et al., 2009)

(tableau 8).

Tableau 8: Récapitulatif des propriétés thérapeutiques de la propolis (Apimondia, 2001).

Activités biologiques

Les composants de la propolis

Activité antioxydante

Activité anti-inflammatoire
Activité immunomodulatrice
Activité anticancéreuse

Activité antibactérienne

Activité antivirale

Activité antifongique

Activité antiparasitaire

Activité antiallergique

Activité analgésique-anesthésique

Activité cicatrisante-régénératrice

CAPE, acide caféique, acide cafféoylquinique, acide
cinnamique et dérivés + flavonoides

CAPE+flavonoides + acide acétylsalicylique+Terpenes
CAPE
CAPE+flavonoides +diterpenes

CAPE, acide benzoique, acide férulique, acide
cinnamique, acides aromatiques + flavonoides

CAPE+flavonoides +naphtoquinones+Terpenes
CAPE, acide caféique +flavonoides

Composés végétaux

CAPE, Chrysine, flavonoides

huiles volatiles

flavonoide+acide phénolique+proline, arginine
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1.3.9. Les apports de la propolis dans les pathologies cancéreuses

De nombreux travaux de recherche confirment 1’intérét de la propolis en association avec
des traitements chimiothérapiques et/ou radiothérapiques. Les activités nombreuses des
extraits de propolis justifient ces résultats prometteurs, et de nombreux chercheurs soulignent
que Defficacité des traitements chimiothérapiques est accentuée par la prise de propolis, avec
de nombreux bénéfices associés en termes de tolérance et de confort pour le patient. Ces
chercheurs recommandent avec insistance la mise en place d’essais cliniques puisque tous les
résultats indiquent les bénéfices de I’association, que ce soit en chimiothérapie ou en

radiothérapie (scherding Roland, 2017 ; Zabaiou et al., 2017).

Pour toutes ces raisons, des études pharmacologiques de 1’activité anticancéreuse de la
propolis sont plus que jamais nécessaires et prometteuses : des études récentes montrent que
les propolis d’origine néerlandaises, portugaises, brésiliennes ou croates présentent une
efficacité comparable sur de nombreuses lignées cancéreuses (Martinotti et Ranzato, 2015 ;

Roland, 2017).

Chapitre I: Généralités sur les anthracyclines et la propolis
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Chapitre 11 : Matériel et méthodes

IL.1. Origine de la propolis

La propolis a été récoltée par une race d’abeilles (Apis mellifica intermissa), en Juin 2016
dans la région de Tigzirt (Tizi Ouzou, Algérie). La récolte de cette propolis brute a été
effectuée par la méthode des grilles, la propolis est stockée au congélateur a une température

de -18°C jusqu'a I'analyse.

Selon une étude récente, il a été rapporté que la propolis de Tigzirt (Algérie) contient la
plus grande quantité de substances antioxydantes parmi plusieurs types de propolis
algériennes (Boufadi et al., 2014). Cette propolis, a montré plusieurs activités, comme
antioxydante (Boufadi et al., 2014 ; Boufadi et al., 2017) et antimicrobienne (Boufadi et al.,
2016).

I1.2. Préparation de I’extrait de propolis

L’extraction a été faite selon le protocole de Boufadi et al. (2014), qui consiste a
découper la propolis brute en petit morceaux (fig. 11), a les broyer avant d’en extraire les
principes actifs avec de I’éthanol a 95% (v/v) (dans les proportions propolis brute /solvant =
1/10 : p/v) dans un bain d’eau froide a ultrason pendant 1h et 30 min. Cette opération
d’extraction est répétée 3 fois. La suspension est ensuite filtrée sur papier Whantman 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) (fig. 12).

Figure 11 : La propolis brute en petit morceaux Figure 12: L’extrait de la propolis
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Cet extrait éthanolique secs (EEP) par la suite a ét€ mis en suspension dans 200 mL d’eau
distillée et extrait avec 200 mL de chloroforme. La couche organique a été éliminée et la
phase aqueuse a été extraite avec 200 mL d’acétate d’éthyle (EtOAc) trois fois. La phase
organique d’EtOAc a été recueillie apres évaporation complete du solvant acétate d’éthyle

notée EAP.

I1.3. Identification chimique de la propolis par HPLC/UV

L'analyse chromatographique de 1'extrait d'acétate d'éthyle de propolis (EAP) a été réalisée
sur une chromatographie liquide de haute performance (Agilent 1100). La séparation a été
effectuée sur une colonne Agilent poroshell 120EC (100 mm x 2,1 mm, 2.7 um), en utilisant
des phases mobiles: eau / TFA / acide formique (99: 0.25: 0.75) (A) et acétonitrile (B).
L'élution a été réalisée a un débit de 0.6 mL/min avec une aliquote de 10 pL et a une
température de 55 ° C. En utilisant une méthode de gradient comme suit (t / min,% B): (0, 0),
1, 10), (2, 12.5), (3, 15), (9, 80), (10, 100), (11, 100), (14, 0) avec post 5 min. Les

chromatogrammes ont été enregistrés a 270 et 320 nm (Barbaric et al., 2011).

L'échantillon a été préparé en diluant 'EAP avec du méthanol a 1:100 (v/v). Les
composants de la propolis ont été identifiés en comparant leurs temps de rétention et leurs
spectres UV avec différents standards phénoliques (acide frans-cinnamique, acide gallique,
acide benzoique, acide férulique, acide m-coumarique, acide caféique, acide rosmarinique et
acide ellagique) , les flavonoides (catéchine, hespéridine, thymol, galangine, tectochrysine,
pinocembrine, acacétine, rutine, chrysine, apigénine, kaempférol et quercétine) et d’autres

composés organiques (acide ascorbique et menthol).

Les étalons ont été dissous dans du méthanol pour avoir des solutions meres a raison de 1
mg/mL. Ces composés phénoliques ont été identifiés en utilisant des courbes d’étalonnage des

différents standards exprimés en mg pour 1 g de propolis.
I1.4. Matériel chimique (épirubicine)

L’épirubicine que nous avons utilis¢ a été fabriqué par le laboratoire Thymoorgan
Pharmazie GmbH, Allmagne, sous le nom pharmaceutique PIRUCIN (épirubicine

hydrochloride) (fig. 13).
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Figure 13: 1’épirubicine pharmaceutique

IL.5. Animaux, conditions de ’expérience et prélévements sanguins et d’organes

Trente rats males Wistar albinos pesant entre 100 et 115 g ont été utilisés dans la présente
expérimentation. Ce modele animal a été fourni par I’institut Pasteur (Alger, Algérie). Le

protocole est conforme aux lignes directrices du National Institute of Health (NIH-USA).

Dés leur reception, les rats ont été répartis aléatoirement en 5 groupes expérimentaux
renfermant chacun 6 rats, ils ont été soumis a une période d’adaptation de deux semaines a

une température ambiante et une photopériode de 12 /12 h.

Les rats ont été logés dans des cages en polyéthylene, tapissés d’une litiere composée de
copeaux du bois. Les cages ont été nettoyés et la litiere changée quotidiennement. Les rats 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 la période d’adaptation, les rats du premier et deuxieéme groupe (Gl et G2)
recoivent, quotidiennement, 1 mL d’eau physiologique par voie orale, tandis que les animaux
du groupe 3 et 4 ont regu, respectivement, et par voie orale 1 mL de 100 et 250 mg/kg
d’extrait d’acétate d’éthyle de la propolis de Tigzirt (EAP), et ceux du groupe G5 ont été

administrés par 1 mL 50 mg/kg de quercétine.
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Au 15°™ jour du traitement, les rats du G2-G5 ont regu trois injections d’épirubicine par
voie intraveineuse (i.v) toutes les 48 heures pour atteindre une dose cumulative de 9 mg/kg
(Dobbs et al., 2003). Tous les animaux ont été observés et le poids corporel a été enregistré

quotidiennement (fig. 14).
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Figure 14: Schéma descriptif du dispositif expérimental

Vingt-quatre heures apres la derniere injection d’épirubicine, les rats ont été mis sous le
jetine pendant 12h avant la collecte du sang. Le jour qui suit, les rats ont été maintenu sous
une légeére anesthésie de chloroforme avant d’étre sacrifiés afin d’éviter tout risque de
changement des parametres biochimiques avant la collecte des échantillons de sang qui a été

immédiatement recueilli dans quatre tubes différents: EDTA, sec, hépariné et citraté.

Les échantillons de sérum ont été obtenus a partir des tubes secs; alors que les

échantillons de plasma ont été obtenus a partir des tubes héparinés.
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Les organes (foie, cceur et reins) et le péritoine ont été récupérés, rincés avec 1’eau
physiologique. Une partie des organes a été fixé dans le formol pour I’étude histologique,
I’autre partie est miss dans un tampon glacé d’isolation des mitochondries (10 mM tris-HCl,
pH 7.4, 250 mM Sucrose, 0.5 mM EDTA et 0.5% bovin serum albumin). Le péritoine a été
conservé dans le PBS (10 mM PO43-/300 mM NaCl, pH 7.4).

- Préparation de la matrice mitochondriale

La matrice mitochondriale est préparée selon la méthode décrite par Rustin et al. (1994).
Les morceaux des différents organes (foie, reins et cceur) sont mis dans un tampon glacé
d’isolation des mitochondries (10 mM tris-HCI, pH 7.4, 250 mM Sucrose, 0.5 mM EDTA et
0.5% bovin serum albumin). Aprés homogénéisation des fragments, I’homogénat obtenu est
centrifugé a 10000 rpm/10 min a 4°C. Les pellets de mitochondries sont lavés deux fois avec
le tampon d’isolation puis re-suspendus dans la méme solution tampon. La matrice
mitochondriale est extraite par congélation et décongélation suivi immédiatement par
homogénéisation répétée des préparations fraiches de mitochondriales afin d’éclater les
mitochondries. Apres centrifugation a 10000 rpm/10 min, le surnageant obtenu est conservé a
4°C afin de doser les parametres du statut antioxydant (catalase, superoxyde dismutase,

glutathion peroxydase, malondialdéhyde, oxyde nitrique et thiols).

- Préparation de ’homogénat tissulaire du foie

Les morceaux du foie ont été homogénéisés, séparément, avec une solution saline de 0.9
% a 4 °C, centrifugés trois fois (200 xg pendant 30 min). Le surnageant représente

I’homogénat tissulaire du foie (afin de doser les TNF-a) (Wu et al., 2017).
- Préparation de liquide péritonéale

Broyer le péritoine avec le PBS, centrifuger a 300 g/min pendant 15 min. Le surnageant

représente le liquide péritonéale (afin de doser les PGE2) (Paulino et al., 2008).

I1.6. Dosage des parametres biochimiques

L’analyse des paramétres sériques est effectuée suivant des méthodes enzymatiques ou

colorimétriques.
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I1.6.1. Dosage de la glycémie

La glycémie a été déterminée par une méthode enzymatique (Hexokinase /G-6-PDH) en

utilisant le Kit de réactif de glucose biomérieux.

Principe : Le dosage du glucose est basé sur une double réaction enzymatique : la
glucose-oxydase (GOD) oxyde le glucose en acide gluconique et en peroxyde d'’hydrogene
(H20,). Ce dernier permet 1’oxydation de I’o-dianisidine en un produit coloré grice a une
autre enzyme, la peroxydase. L’intensit¢ de la coloration est proportionnelle a la
concentration en glucose. A partir d’une courbe étalon, on peut déterminer graphiquement la
teneur en glucose d’une solution en mesurant son absorbance a 505 nm par

spectrophotométrie.

I1.6.2. Dosage des marqueurs de I’hépatotoxicité
I1.6.2.1. Dosage de ’aspartate aminotransférase (ASAT)

Le dosage de I’aspartate aminotransférase a été réalisé par la méthode cinétique selon la

fiche technique du Kit biomérieux (France).

Principe: Détermination cinétique de ’activité aspartate aminotransférase. La réaction

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

2 oxoglutarate + L-Aspartate ALAT Glutamate + oxaloacetate
Oxalocetate + NADH + H+ MDH Malate + NAD+

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a
I’activité aspartate amino transferase dans I’échantillon. GOT: Transaminase flutanique

oxaloacétique MDH: Malate Dehydrogenase. Lecture a 340 nm (Bergmeyer, 1976).

I1.6.2.2. Dosage de I’alanine aminotransférase (ALAT)
Le dosage de I’alanine aminotransférase a été réalisé par la méthode cinétique selon la

fiche technique du Kit biomérieux (France).
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Principe : I’alanine aminotransférase (ALAT) appelée aussi la glutamate-pyruvate
transaminase (GPT) catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de 1'alanine au
a-cétoglutarate formant le glutamate et le pyruvate. Le pyruvate est réduit au lactate par la

lactate-déshydrogénase (LDH) et le NADH. Lecture a 340 nm (Bergmeyer, 1980).

I1.6.2.3.Dosage de la phosphatase alcaline (PAL)

Le dosage de la phosphatase alcaline (PAL) a été effectué suivant une méthode

enzymatique colorimétrique en utilisant les kits BioVision (BioVision, USA).

Principe : Le substrat phosphate p-nitrophényl est hydrolysé par la Phosphatase Alcaline
de I’échantillon, en présence d’ions Magnésium, pour former du p-nitrophénol de couleur
jaune qui peut étre lu a 405 nm. L’intensité de la couleur produite est proportionnelle a

’activité de la phosphatase alcaline présente dans 1’échantillon (Thomas, 1998).

I1.6.2.4.Dosage de la 5’-Nucleotidase
Le dosage de la 5’-Nucleotidase est déterminée par une méthode colorimétrique

enzymatique (kit BioVision, USA).

Principe : La 5'-nucléotidase est une enzyme catalysant I'hydrolyse des nucléosides
inosine 5'-monophosphates en nucléosides et en phosphate inorganique. L'enzyme est
largement distribuée dans les tissus humain et animal. L'activité présente dans le sérum est
libérée de la membrane des cellules hépatiques par les sels biliaires et est utilisée comme

marqueur pour I'hépatopathie.

I1.6.2.5. Dosage de la bilirubine totale

La bilirubine totale est la somme des fractions conjuguée et libre. La bilirubine totale est
¢levée dans les affections provoquant 1’obstruction des voies biliaires, I’hépatite, la cirrhose,

les troubles hémolytiques et plusieurs carences enzymatiques héréditaires.

Principe : Le dosage de la bilirubine est basé sur la réaction entre la bilirubine et les
solutions d’acide sulfanilique diazoté. Dans une solution aqueuse, seule la bilirubine directe

(conjuguée) réagit de cette maniere. Ce réactif de dosage de la bilirubine directe utilise une

Chapitre I1 : Matériel et méthodes



S.CHAA (2019). Epirubicine, Propolis, Hépatotoxicité, Cardiotoxicité et néphrotoxicité. Doctorat LMD en N&S. Univ. Mostaganem 36

méthode a I’acide diazoté. La bilirubine conjuguée réagit avec 1’acide sulfanilique diazoté
pour produire une azobilirubine acide, dont I’absorbance est proportionnelle a la
concentration de bilirubine directe dans I’échantillon et doit étre mesurée a 555 nm (Walters,

1970).

I1.6.2.6. Dosage du gamma GT
La gamma-glutamyl transférase (y -GT) est une enzyme qui est présente dans quasiment
tous les tissus de 1’organisme, elle apparait notamment dans le foie, le pancréas, les reins et la

prostate.

Principe : La gamma-glutamyl transférase (y -GT) catalyse le transfert d’un groupe vy -
glutamyl de la y -glutamyl-p-nitroanilide au dipeptide accepteur glycilglycine (Persijn et al.,
1976).

I1.6.3. dosage des marqueurs de la néphrotoxicité
I1.6.3.1. Dosage de ’urée
L’urée est déterminée par la méthode calorimétrique enzymatique (Kit Chronolab,

System) (Berthelot, 1998) selon la réaction suivante :

Uréase

Urée + HHO ——» 2NH3 + CO,

L’urée présente dans 1’échantillon donne en présence d’uréase et de nitroprussiate un

indophénol coloré quantifiable par spectrophotométrie a 580 nm.

I1.6.3.2. Dosage de la créatinine
Le dosage de la créatinine a été réalisé par la méthode cinétique colorimétrique selon la

fiche technique du Kit biolabo (France).

Principe : La créatinine est déterminée par une méthode colorimétrique enzymatique (Kit
Biocon, Germany). La créatinine présente dans I’échantillon réagit avec le picrate en milieu
alcalin, pour donner un complexe coloré. La vitesse de formation de ce complexe est mesurée
dans des périodes initiales courtes, en évitant ainsi 1’interférence avec d’autres composés. La

lecture se fait a une longueur d’onde A=500 nm (Whelton et al., 1994).

Chapitre I1 : Matériel et méthodes



S.CHAA (2019). Epirubicine, Propolis, Hépatotoxicité, Cardiotoxicité et néphrotoxicité. Doctorat LMD en N&S. Univ. Mostaganem 37

I1.6.3.3. Dosage de I’acide urique

Le dosage de I’acide urique a été réalis¢ par la méthode enzymatique colorimétrique
selon la fiche technique du Kit Biolabo (France).

Principe : 'acide urique est oxydé par 1’uricase en allantoine et peroxyde d'hydrogene (2
H,0;) qui, sous l'influence de la peroxydase, du 4-aminophénazone (4-AP), et du 2-4

dichlorophénol-sulfonate (DCPS), forme un composé rouge de quinonéimine.

L’intensité de la coloration rouge formée est proportionnelle a la concentration de 1’acide

urique dans I’échantillon (Schultz, 1984).

I1.6.4. dosage des marqueurs de la cardiotoxicité
I1.5.4.1. Dosage de la Créatine Kinase mb

La CK-mb est I’une des trois formes de I’enzyme Créatine Kinase (CK).

Le dosage de la CKmb par la technique d’immuno-inhibition se fait par séparation
¢électrophorétique sur gel d’agarose a haut voltage (900 V) avec révélation enzymatique et

quantification en fluorescence. Le résultat est obtenu en 30 minutes.

I1.6.4.2. Dosage de la troponine totale

Dosage de la Troponine T représente un des isoformes spécifiques du myocarde.

Principe : Le dosage de la troponine T est commercialisé par une seule firme:
BOEHRINGER MANNHEIM, en utilisant la méthode ELISA. Les anticorps utilisés de 2°™
génération sont cardio-spécifiques. L'un des anticorps est fixé sur un support solide, 1'autre est
marqué par une enzyme. Le signal généré par la réaction est proportionnel a la concentration

de I'échantillon (Collinson, 1993).

11.6.4.3. Dosage du lactate déshydrogénase (LDH)
Le dosage du lactate déshydrogénase a été réalisé par la méthode cinétique selon la fiche

technique du Kit biolabo (France).

Principe : le lactate déshydrogénase (LDH) catalyse la réduction du pyruvate par le
NADH (Pesce, 1984). Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement

proportionnel a I’activité lactate deshydrogenase dans 1’échantillon.
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11.6.4.4. Dosage du peptide natriurétique de type B (BNP)

Le dosage de la peptide natriurétique de type B peut servir a évaluer la gravité de
l'insuffisance cardiaque, qui est en corrélation avec la classification définie par la New York

Heart Association (Wieczorek et al., 2002).

Principe : c’est un dosage immunologique dans le but est la détermination quantitative
du peptide natriurétique humain de type B (BNP) dans le plasma humain prélevé sur EDTA,
en utilisant la technologie de dosage immunologique microparticulaire par chimiluminescence

(CMIA) avec des protocoles de dosage flexibles, appelée Chemiflex.

I1.7. Détermination du statut antioxydant
I1.7.1. Dosage de la peroxydation lipidique (malondialdéhyde MDA)

Le dosage de la peroxydation lipidique a été réalisé sur le surnageant mitochondrial selon
le protocole de Yagi et al. (1997) qui consiste a mélanger 20 uL. de I’échantillon avec 0.8 mL
de H,SO,. Aprés agitation, 100 pL de solution d’acide phosphotungstique (10 7% P/V) sont
ajoutées, ce mélange est laissé 5 min dans 1’obscurité puis centrifugé de nouveau pendant min
a 1600 tours/min. le surnageant est éliminé et le culot re-suspendu dans 0.4 mL de H,SOq4
additionnés de 60 pL d’acide phosphotungstique puis centrifugé de nouveau 10 min a 1600
tors/min. Le surnageant est éliminé et le culot restant dissous dans 2 mL d’eau distillée et 0.5
mL de réactif TBA (335 mg d'acide thiobarbiturique dans 50 mL d'eau + 50 mL d'acide
acétique 99%). Le mélange résultant a ét€ chauffé au bain marie a raison de 95C° pendant 60
min. la solution a été refroidie dans un bac a glace et extraite pour une derniere fois par 2.5
mL de butanol. La fluorescence de la phase butanolique a été mesurée avec une longueur
d'onde d'excitation a 515 nm, une longueur d'onde d'émission a 553 nm, 10 nm étaient
glissiere avec la coupure a 515 nm. La quantité de la peroxydation lipidique a été exprimée en
équivalent MDA a partir d'une courbe linéaire dessinée avec plusieurs concentrations de la

tétraméthoxypropane (TMP) standard.

I1.7.2. Le dosage de I’oxyde nitrique

Principe : L'activité de piégeage de 1'oxyde nitrique peut étre mesurée par la réaction de
GRIESS qui consiste a convertir le nitrite en un composé azo pourpre foncé. La couleur

violette intense du produit permet un dosage des nitrites avec une sensibilité élevée et peut
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étre utilisée pour mesurer une concentration en nitrites aussi faible que ~ 0,5 uM.
L'absorbance de ce produit d'addition a 540 nm est linéairement proportionnelle a la

concentration en nitrites dans I'échantillon. (Nur Alam et al., 2012).

Mode opératoire : Le mélange réactionnel contenant 4 mL de nitroprussiate de sodium a
10 mM, de 1 mL d'une solution saline du tampon phosphate (pH 7.4) et 1 mL d’échantillon
(le surnageant mitochondrial) a été incubé a 25 °C pendant 150 min. Apres incubation, 0.5
mL de réactif de GRIESS (1% de sulfanilamide, 2% Ophosphoric et 0.1% d'acide N-(1-
Naphthyl)ethylenediamine NEDD) a été ajoutée en 0,5 ml de mélange réactionnel. Le
mélange est incubé a l'abri de la lumiere pendant 30 minutes. L'absorbance est mesuré a 535
nm contre le blanc. L'acide ascorbique ou le BHT sont utilisés comme étalon. Les résultats

sont exprimés en pmol/g.

I1.7.3. Dosage de ’activité enzymatique du superoxyde dismutase (SOD ; EC 1.15.1.1)

L’activité enzymatique du superoxyde dismutase est mesurée selon la méthode d’Elstner
et al. (1983). Le principe est basé sur la réaction chimique qui génére I’ion superoxyde (O a

partir de I’oxygeéne moléculaire en présence d’EDTA, de MnCl, et de mercaptoéthanol.

L’oxydation du NADPH est liée a la disponibilité des ions superoxyde dans le milieu.
Dés que la SOD est ajoutée dans le milieu réactionnel, elle entraine I’inhibition de 1’oxydation

du NADPH. Cette analyse nécessite deux réactifs qui sont les suivants :

Réactif 1 : 5 mL de tampon phosphate (0.2M/L, pH 7.4), 1 mL d’hydroxylamine chloride
(0.69 mg/mL), 1 mL d’antraquinone (0.1332 mg/mL) et 1 mL de diaphorase
(1 mg/mL d’une solution de 15 U/mL).

Réactif 2 : 6 mL de sulfanilamide a 10 mg/mL d’HCI a 25% et 6mL de naphylethyléne

diamine a 0.2 mg/mL.

Afin de précipiter les protéines, 400 uL du mélange éthanol/chloroforme (62.5/37.5 :
V/V) sont additionnées a 250 pL. de surnageant mitochondriale. Apres centrifugation a 4000

t/min pendant 5 min, le surnageant est récupéré.
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On mélange 5 puL de surnageant, 10 uL. de tampon phosphate et 100 uL. de réactif 1. Le
milieu réactionnel est ensuite incubé avec 10 uL de NADPH pendant 15 min a température

ambiante. Puis 100 uL de réactif 2 sont additionnés.

La lecture se fait a 540 nm, apres incubation de 20 min. La gamme d’activité

enzymatique est réalisée avec la SOD étalon. Les résultats sont exprimés en U/cg.

I1.7.4. Dosage de I’activité enzymatique de la catalase (CAT ; EC 1.11.1.6)

L’activité enzymatique du catalase est déterminée dans le surnageant mitochondriale ou
I’homogénat tissulaire selon la méthode de Liick (1965) qui consiste en une analyse

spectrophotométrique du taux de décomposition du peroxyde d’hydrogene.

En présence de la catalase, la décomposition du peroxyde d’hydrogeéne conduit a une

diminution de 1’absorbance de la solution de H,O, en fonction du temps.

Le milieu réactionnel contient 1 mL de surnageant mitochondriale, 1 mL d’H,0,, 1 mL
de tampon phosphate (50 mMol/L, pH 7.4) et 2 mL de catalase (3 U/uL). Apres incubation de
5 min, 1 mL du réactif sulfate d’oxyde de titanium (TiOSQO,) (1,7 g dans 500 mL d’H,SO4
2N) est ajouté. La lecture se fait a 240 nm. Les concentrations en H,O, restant sont
déterminées a partir d’'une gamme d’étalon de H,O, avec le tampon phosphate et le réactif

TiOSOy4 de facon a obtenir dans le milieu réactionnel des concentrations de 0.5 a 2 mM/L.

Le calcul d’une unité d’activité enzymatique est :

A =log Al —log A2.

Al : la concentration de H,O, de départ.

A2 :la concentration de H,O; apres incubation (au bout de 5 min).

L’activité spécifique est exprimée en U/mg.

I1.7.5. Dosage de ’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GSH-Px)

L'activité de GSH-Px a été mesurée par la méthode décrite par Rotruck et al. (1973). La

réaction consiste a mélanger 0.2 mL de tampon tris-Hcl, 0.1 mL d’azide de sodium, 0.2 mL de
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I’échantillon (le surnageant mitochondriale), 0.2 mL de glutathion, et 0.1 mL de peroxyde
d’hydrogene. Ensuite, on incube le mélange a 37°C pendant 10 min. L’arrét de la réaction a
été effectué par ’ajout de 0.4 mL de I’acide trichloracétique TCA a 10%. Ensuite, le mélange
a été soumis a une centrifugation dont le surnageant issu servant a déterminer le taux du
glutathion a été mélanger par le réactif d’Ellman (19.8 mg d’acide 5, 5’-dithiobisnitro
benzoique (DTNB) dans 100 mL de solution de nitrate de sodium a 0.1%). Les résultats sont

exprimés en U/mg.

I1.7.6. Dosage des thiols

Le dosage a été réalisé selon la méthode de Riddels et al. (1979) en utilisant le réactif
d’Ellman, le 5,5’-dithio-bis-(2-nitrobenzoate) ou DTNB, qui a été décrit par ces auteurs
comme un réactif spécifique des groupements sulfhydryles, suffisamment sensible pour
détecter la présence de résidus cystéines dans les échantillons. La réaction a consisté en un
dosage de I’ensemble des groupements SH a 412 nm par mesure du nitrobenzoate formé, de

coloration jaune vive.

Réactifs

- Solution de précipitation des protéines (acide métaphosphorique 1.6 % - d’EDTA 0.02 %
NaCl 30 % dans de I’eau).

- Réactif d’Ellman : 5,5’-dithio-bis-(2-nitrobenzoate) 1 mmol/L — EDTA 0.034 mmol/L.

La procédure consiste a mélanger 20 pL d’échantillon (le surnageant mitochondrial) dilué
au 1/10 dans du PBS pH 7.4 (dans de la glace) a 47 uL d’une solution de précipitation des
protéines. Le mélange ainsi obtenu a été agité au vortex pendant 5 min avant d’étre centrifugé

22000 g pendant 10 min.

Le surnageant a été filtré, puis 100 pL du filtrat ont été mélangés a 12 uLL d’une solution
de NaOH (1 mol/L), et 50 pL du réactif d’Ellman. Le mélange ainsi obtenu a été incubé a
température ambiante pendant 15 min. L’absorbance de la solution a été ensuite lue au
spectrophotometre a 412 nm et une gamme d’étalonnage a été réalisée a partir de dilutions de

glutathion réduit dans du tampon phosphate. Les résultats sont exprimés en mmol/g.
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I1.8. Dosage des bio-marqueurs inflammatoires
I1.8.1. dosage de la prostaglandine E2

Principe : Ce test utilise la technique de dosage immuno-enzymatique d'inhibition
compétitive. Un anticorps monoclonal spécifique a PGE2 a été pré-enrobé sur une
microplaque. Une réaction d'inhibition compétitive est lancée entre la biotine et I'antigéne non
marqué (étalons ou échantillons) avec l'anticorps pré enrobé. Apres incubation, le conjugué
non lié est éliminé par lavage. Ensuite, 1'avidine a été conjuguée a la peroxydase de raifort
(HRP) est ajouté a chaque microplaque et incubé. La quantité de HRP conjugué lié est
inversement proportionnelle a la quantité de de PGE2 dans I'échantillon. Apres addition de la
solution de substrat, l'intensité de la couleur développée est 1’inverse proportionnel a la

concentration de PGE?2 dans 1'échantillon.

Mode opératoire

- Retirer les bandes de microplaques excédentaires du cadre de la plaque et les remettre
dans la pochette en aluminium.

- Ajouter 150 pL de diluant d'étalonnage RD5-39 dans les puits NSB (non specific
binding).

- Ajouter 100 pL de diluant d'étalonnage RD5-39 dans les puits de 1'étalon zéro (BO).

- Ajouter 100 pL d'étalon ou d'échantillon (le liquide péritonéal) aux puits restants.

- Ajouter 50 uL de la solution anticorps primaire dans chaque puits (a I'exclusion des puits
NSB). Tous les puits sauf que les puits du NSB seront colorés en bleue.

- Ajouter 50 uLL de PGE2conjugué dans chaque puits. Tous les puits, a 1'exception des puits
NSB, seront colorés en violet. Couvrir avec la bande adhésive fournie.

- Incuber pendant 2 heures a température ambiante sur un agitateur orbital horizontal pour
microplaques réglé a 500 + 50 tr/min.

- Aspirer chaque puits et laver, en répétant le processus trois fois pour un total de quatre
lavages. Laver en remplissant chaque puits de tampon de lavage (400 uL) a 1'aide d'un
flacon pulvérisateur. L'élimination complete du liquide a chaque étape est essentielle au
bon fonctionnement de 1'appareil. Apres le dernier lavage, retirez tout tampon de lavage
restant en aspirant ou une décantation. Inverser la plaque et I'éponger contre des essuie-

tout propres.
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Ajouter 200 pL de solution de substrat dans chaque puits. Incuber pendant 30 minutes
dans une température ambiante. Protéger de la lumicere.

Ajouter 50 uL de solution d'arrét dans chaque puits. La couleur des godets doit passer du
bleu au vert jaune. Si la couleur dans les godets est verte ou si le changement de couleur
ne semble pas uniforme, tapoter doucement sur la plaque pour assurer un mélange parfait.
Déterminer la densité optique de chaque puits dans 30 minutes a 1'aide d'un lecteur de

microplaques a 450 nm.

I1.7.2. Dosage du facteur de nécrose tumorale (TNF-a)

Le TNF-a ELISA est un test immuno-enzymatique pour la détection quantitative du

TNF-a. Ce dernier est une cytokine polyvalente qui se retrouve dans de trées nombreuses

voies, dans I'homéostasie et la pathophysiologie des mammiferes. Le dosage de TNF-a se fait

sur I’homogénat tissulaire du foie.

Mode opératoire :

Un anticorps revétu anti-TNF-a animale est adsorbé sur des micropuits.

TNF-a animale présent dans I'échantillon ou 1’étalon se lie aux anticorps adsorbés dans
les puits, un anticorps monoclonal anti-TNF-a conjugué biotine est ajouté et se lie a
I'TNF-a capturé par le premier anticorps.

Apres l'incubation I’anticorps TNF-a anti-animale non lié, biotine conjugué est retiré au
cours d'une étape de lavage. Streptavidine-HRP est ajoutée et se lie a I’anticorps TNF-a
anti-animale biotine conjugué.

Apres l'incubation la streptavidine-HRP non consolidée est enlevée au cours d'une étape
de lavage, et la solution substrat réactive a la HRP est ajoutée aux puits.

Un produit coloré est formé en proportion de la quantité d' TNF-o présente dans
I'échantillon. La réaction est arrétée par addition d'acide phosphorique et 1'absorbance est
mesurée a 450 nm. Une courbe d’étalonnage est préparée a partir de sept dilutions

d’étalon TNF-a et la concentration de 1'échantillon TNF-a déterminée.

I1.8. L’étude histologique

L’¢tude histologique a été réalisée sur les différents organes (foie, rein et coeur) selon le

protocole de Drury et Wallington (1980). Elle est basée sur une analyse sémiologique qui

consiste a comparer les tissus normaux et les tissus pathologiques, dont 1’objectif est de
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vérifier ’existence de modifications éventuelles dans [’architecture de ces organes apres

I’administration de la propolis et I’injection de 1’épirubicine.
I1.8.1. Préparation des échantillons.
- La fixation

Le but de la fixation est de conserver les structures. En effet, le prélevement des tissus
provoque leur mort : les cellules déversent leurs enzymes, ce qui provoque une autodigestion
du tissu. Les liquides fixateurs les plus utilisés sont le formol ou le liquide de Bouin (mélange
de formol et d’acide picrique). La durée de la fixation varie selon le volume des prélévements.
Elle consiste a figer a un moment donné cellules, tissus, organes ou fragments d’organes dans
un état aussi proche que possible a I’état vivant. Dans notre cas, les organes sont fixés dans du

formol a 10% (formaldéhyde a 10%).
- La mise en cassette

Chaque échantillon par cassette, en particulier pour le foie (vu son volume). Plonger les
cassettes dans un récipient fermé de formol 10%, 10 fois le volume des prélevements, au

minimum une heure.

- La déshydratation

On passe les tissus dans des bains d'alcool de degré croissant (70°, 80°, 90°, 95°, 99°,

puis enfin 100°). L’intérét de la déshydratation est d’éliminer le fixateur.
- La clarification

Juste apres la déshydratation, les cassettes sont mises dans un bain de xylene a 40° C

pendant 2h, cette opération a été répéter trois fois.

- L’inclusion

Pour que la lumiere puisse passer a travers le tissu a examiner, celui-ci doit étre tres fin.
Or les tissus sont mous, il faut donc leur donner une consistance solide. C'est le principe de
l'inclusion. Le tissu est placé dans de la paraffine fondue (portée a 56-58°C) ; la chaleur
provoque l'évaporation du solvant (et sa dissolution dans la paraffine), les espaces ainsi
libérés sont remplis par la paraffine. Puis la paraffine est placée dans de petits moules, a

température ambiante, ce qui provoque son durcissement et donc la rigidification des
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fragments tissulaires prélevés. On procede alors au démoulage, on obtient des fragments

tissulaires inclus dans un bloc de paraffine.
I1.8.2. La microtomie

On effectue ensuite des coupes en utilisant un microtome (Leica, Allemagne), qui fait
avancer le bloc sur un rasoir, le bloc avance d'environ 2 a 3 um a chaque fois. L'ensemble des
tranches vont former un ruban dans lequel on retrouve des coupes sériées de prélevement

tissulaire.

- Etalement et collage des coupes sur des lames de verre
On chauffe sur une plaque chauffante la paraffine et ainsi la paraffine colle a la lame.
- Coloration des lames

Cependant, pour que I'on puisse utiliser une coloration, la paraffine doit €tre éliminée. On
procede donc au déparaffinage, qui consiste a passer les lames dans des bains de toluene ou de
xylene afin de dissoudre la paraffine. On effectue ensuite une réhydratation, l'alcool se

mélange avec l'eau et le toluene, on passe les lames dans des bains d'alcool de degré

décroissant (100°, 95°, 90° et 70°).

La coloration des lames a été effectuée comme suit :

- Bleuir le noyau avec I” hématéine pendant 3 a 4 min ;

- Laver les lames avec de 1’eau de robinet jusqu’au virage de la couleur au bleu-noir ;

- Les tremper dans 1’€¢osine 1% pendant 2 min ;

- Les mettre dans deux bains successifs d’alcool éthylique a 70° puis a 96° pendant 5

min chacun pour alléger la sur-coloration ;

Mettre les lames dans du xylene a deux reprises pendant 5 min.

- Le montage des lames

Les lames sont montées pour préserver les colorations puis sont déshydratées grace a des
bains en toluene, puis on colle des lamelles de verre par-dessus (grace a des résines
synthétiques) afin de préserver les préparations. Les lames préparées sont laissées sécher puis

observées sous microscope.
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I1.10. Analyse statistique

Le logiciel SigmaStat (SPSS, 3.0, SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) a été utilisé pour
l'analyse statistique. Les données sont présentées sous forme de moyenne + écart-type et ont
été évalués par ANOVA, avec le test post-hoc de Dunnett’s. Chaque analyse a été répétée

trois fois dans un dispositif en randomisation totale. La différence est considérée significative

a P<0.05
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

I11.1. Identification de la composition chimique de la propolis par HPLC/UV

L’analyse par HPLC/UV a permis d’identifier et quantifier les acides phénoliques et les
flavonoides de I’extrait d’acétate d’éthyle de la propolis de Tigzirt (EAP). L’extrait a été
analysé sur deux longueurs d’ondes différentes a 270 nm (fig. 15) pour I’identification des

flavonoides et a 320 nm pour ’identification des acides phénoliques (fig. 16).

Les composés phénoliques de I’extrait d’acétate d’éthyle de la propolis de Tigzirt (EAP)
ont été identifiés par HPLC/UV en basant sur deux longueurs d’ondes (270 et 320 nm) (fig.
15.16).

D’apres nos résultats, neuf flavonoides ont été identifiés : catéchine (1), quercétine (2),
rutine (3), acacétine (4), chlorogénique (5), apigénine (6), pinocembrine (7), chrysine (8),
kaempferol (9) ; sept acides phénoliques : thymol (10), acide ferulique (11), acide gallique
(12), acide cafféique (13), acide ellagique (14), acide rosmarinique (16) et frans-cinnamique
(17) ; et deux acides organiques : m-coumaric (15) et acide ascorbique (18).

La quantification a été faite en utilisant des courbes d’étalonnage des différents standards
commerciaux. Le tableau. 9 illustre les différents polyphénols identifiés, leurs temps de

rétention et leurs quantités dans la propolis.

L’acide caféique apparait a 2.38 min avec un taux de 0.85 mg/g, catéchine sort aussi a
2.38 min) mais avec une concentration de 0.78 mg/g. La quercétine est présente aussi a un
taux de 0.76 mg/g (Rt=5.73 min). La propolis de Tigzirt est riche en pinocembrine (0.82 mg/g
a 6.73 min), chrysine (0.55 mg/g a 7.25 min) et acide ascorbique (0.38 mg/g a 6.73 min).

Tandis, qu’elle n’est pas riche en rutine et apéginine (0.01 mg/g).

Selon boufadi et al. (2014), la propolis de Tigzirt renferme plus de polyphénols et de
flavonoides. Ainsi elle a manifesté la plus forte inhibition de la myéloperoxydase et de la
peroxydation lipidique parmi les échantillons récoltée de six régions différentes d’Algérie

(Tigzirt, Ouled Ali, Ain-El-Arba, Yennarou, Ksar Elhirache et Ain Oussara).

Barbaric et al. (2011) ont pu identifier plusieurs polyphénols (acide férulique, acide p-

coumarique, tectochrysine, galangine, pinocembrine, pinocembrin7 méthyléther, chrysine,
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Figure 15: Chromatogramme d’extrait de propolis a 270nm
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Figure 16 : Chromatogramme d’extrait de propolis a 320 nm

apigénine et kaempférol) par HPLC-RP, sur vingt échantillons des extraits éthanoliques de la

propolis de trois régions différentes de la Croatie, la Bosnie-Herzégovine et la Macédoine.

L'acide phénolique le plus courant dans ces échantillons est 1'acide férulique, compris entre

0.03 et 0.95 mg/g ainsi, l'acide p-coumarique avec une teneur allant de 0.002 mg/g a 0.15

mg/g. Cependant, la chrysine a montré une concentration allant de 0.19 a 1.2 mg/g.
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Tableau 9: Composition chimique d'extraits d’acétate d’éthyle de la propolis de Tigzirt par

HPLC / UV (mg/g)
Numéro du pic Composé Le temps de Quantité (mg/g
rétention (min) d’EAP)

1 Catéchine 2.38 0.78 £0.1

2 Quercétine 5.73 0.76 £0.15
3 Rutine 4.58 0.01 £0.02
4 Acacétine 5.25 0.17 £0.02
5 Chloregénique 5.66 0.2+£0.02

6 Apigénine 6.08 0.01 £0.01
7 Pinocembrine 6.73 0.82+0.13
8 Chrysine 7.25 0.55+0.21
9 Kaempférol 6.14 0.31 £0.11
10 Thymol 7.85 0.21 £0.06
11 Acide ferrique 0.63 0.05 +0.001
12 Acide gallique 2.13 0.29 £ 0.02
13 Acide caféique 2.38 0.85+0.09
14 acide ellagique 3.75 0.6 £0.05

15 m-coumarique 4.02 0.41 +0.07
16 Acide rosmarinique 2.13 0.18 +£0.02
17 Trans-cinnamique 5.66 0.34 +£0.03
18 Acide ascorbique 6.73 0.38 £0.02

La composition chimique de la propolis dépend des caractéristiques phytogéographiques
du site de collecte, puisque les abeilles choisissent différentes plantes comme source de
propolis dans différents habitats (Popova et al., 2010). Cet aspect, fait que la normalisation de
la propolis est difficile car différents solvants (éthanol, méthanol et eau) peuvent extraire
différents composés, influencant ainsi son activité (Cunha et al., 2004). Ainsi, une
standardisation universelle, globale, de la propolis est impossible en raison de la diversité

chimique de la propolis observée dans les diverses zones géographiques. Par contre, certains

Chapitre III : Résultats et discussion

49



S.CHAA (2019). Epirubicine, Propolis, Hépatotoxicité, Cardiotoxicité et néphrotoxicité. Doctorat LMD en N&S. Univ. Mostaganem 50

auteurs tels que Bankova (2005a) proposent une standardisation associée a chaque type de
propolis, et notamment a celui de type peuplier (type européen). Aussi Bankova (2005a) a
proposé que les propriétés biologiques de la propolis soient liées a une étude détaillée de sa

composition chimique et de ses sources botaniques.

II1.2. Observations cliniques

Les signes cliniques apparus chez les rats de chaque groupe ont été suivis
continuellement aprés I’injection de 1’épirubicine, pour déceler les effets de cette derniere et
I’action protectrice de I’extrait d’acétate d’éthyle de la propolis sur le comportement des rats

(tableau 10).

Les rats du groupe G1 (témoin) et le groupe 4 (les rats traités par 250 mg/kg d’EAP),
n’ont montré aucun signe de toxicit¢ ou de mortalité. Cependant, on remarque des
changements graves dans I’activité physique et le comportement des rats du groupe 1 (qui ont

recu uniquement 1’épirubicine) (fig. 17).

Tableau 10 : Les signes cliniques des rats au cours de I’expérimentation.
Gl : Témoin ; G2 : 9 mg/Kg d’épirubicine (7 jours) ; G3 : 100 mg/kg d’EAP (15
jours) puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours) ; G4 : 250 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg
d’EPI (7 jours) ; G5 : 50 mg/kg de quercétine puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours).

Groupes Signes

G1 Normal

Somnolence, hypoactivité, isolement, redressement des poils, tachycardie,

G2 difficulté de respiration, perte d’équilibre.

G3 tachycardie, difficulté de respiration.

G4 Normal

G5 tachycardie, difficulté de respiration, perte d’équilibre.
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Figure 17: Le comportement des rats aprés [’injection de I’épirubicine. A : somnolence, B:
redressement des poils, C : hypoactivité¢ des rats traités par 1’épirubicine seul, D :

activité des rats traités par la propolis.

II1.3. Effet de I’épirubicine sur le poids corporel et ’action protectrice de I’extrait de la
propolis

Résultats

L’évolution du poids corporel des rats est présentée dans la fig. 18. Aucune mortalité n’a
été observée durant la période d’expérimentation. Une évolution normale a été remarquée
chez les rats du groupe 1, 3 et 4. En revanche, on remarque une 1égeére diminution du poids
corporel chez les animaux du groupe 5 (traités avec 50 mg/kg de quercétine), tandis qu’une
diminution importante est observée chez les rats du groupe 2 (traité par 1’é€pirubicine seul).

Le changement du poids corporel est utilisé comme un indicateur des effets indésirables
des composés chimiques (Hilaly et al, 2004). La perte du poids est corrélée a 1’état

physiologique de 1’animal. Cette réduction du poids peut étre expliquée par la toxicité

Chapitre III : Résultats et discussion

51



S.CHAA (2019). Epirubicine, Propolis, Hépatotoxicité, Cardiotoxicité et néphrotoxicité. Doctorat LMD en N&S. Univ. Mostaganem 5 2

d’épirubicine. En revanche, la cause de la stabilité de 1’évolution du poids des rats du G3 et

G4 malgré I’injection d’épirubicine est due a I’effet protecteur de la propolis.
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Figure 18: Le poids (g) des rats traités ou/non par 1’extrait d’acétate d’éthyle de la propolis de Tigzirt
(EAP), de quercétine et/ou I’épirubicine. Les valeurs représentent la moyenne (m) de 5
déterminations £SEM (n = 5).

G1 : Témoin ; G2 : 9 mg/Kg d’épirubicine (7 jours) ; G3 : 100 mg/kg d’EAP (15 jours)
puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours) ; G4 : 250 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg d’EPI (7
jours) ; G5 : 50 mg/kg de quercétine puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours).

I11.4. Effet de I’épirubicine sur la glycémie et ’action protectrice de I’extrait de la
propolis

A la lumiere de ces résultats, on remarque une augmentation significative (P<0.05) de
80 % du taux de la glycémie chez les rats du G2 traités par 1’épirubicine seule (5.63 g/L), tout
en comparant aux rats du groupe témoin négatif (Gl). Par contre, on remarque une
diminution, de 68 et 76 % chez les rats du G3 et G4 (qui ont recu 100 et 250 mg/kg de
I’EAP), respectivement, par rapport aux rats du groupe 2 (qui ont recu uniquement
I’épirubicine). Tandis que, les rats du groupe 5 (qui ont été traité par la quercétine) ont montré

une légere diminution de 34 % du taux de glycémie par rapport au G2 (fig. 19).
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Notre résultat, est fondé par Grote et al. (2010) qui ont montrés que le traitement anti-

tumoral peut déséquilibrer le diabete.
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Figure 19: Glycémie (g/L) chez les rats traités ou/non par I’extrait d’acétate d’éthyle de la propolis de
Tigzirt (EAP), de quercétine et/ou 1’épirubicine. Les valeurs représentent la moyenne (m)
de 5 déterminations +SEM (n = 5).
G1 : Témoin ; G2 : 9 mg/Kg d’¢épirubicine (7 jours) ; G3 : 100 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg
d’EPI (7 jours) ; G4 : 250 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours) ; G5 : 50 mg/kg de
quercétine puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours).

L'augmentation du taux de glucose dans le sang peut €tre di a des dommages induits par
I’épirubicine dans le pancréas (Burtis et al., 1994). Les agents chimiothérapeutiques utilisés
tels que D’épirubicine et le cyclophosphamide (CY) peuvent potentiellement altérer le
systeme immunitaire. Une telle altération de la réponse immunitaire peut probablement avoir
des effets destructeurs sur les cellules B, ce qui peut étre irréversible et conduire ainsi a la

persistance de I'hyperglycémie (Wijayahadi et al., 2007).

Une ¢étude suggere qu’une patiente a développé des symptomes de diabete sucré juste
apres quatre cycles de chimiothérapie avec 1’épirubicine. Bien que 1'évaluation du sucre
sanguin et urinaire avant le traitement ait été normale, sachant qu’il n'y a pas d'antécédents

familiaux de diabete sucré. Par conséquent, il semble probable que les modifications
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immunologiques induites par la chimiothérapie aient pu entrainer 1'apparition d'un nouveau

diabete (Sharma et al., 2016).

De méme, Garcia et al. (2018) ont mené une étude sur un patient diabétique et qui
présente un déficit en insuline. Apres avoir écarté les causes les plus courantes de diabete, ils
ont considéré que cette crise dhyperglycémie pourrait étre liée au traitement de la
chimiothérapie notamment le cyclophosphamide (CY). En outre, la chimiothérapie pourrait
augmenter directement le nombre de cellules de type T auxiliaire de type 1 (Th1) productrices
d'interféron (IFN) -a capables de provoquer la destruction des 1lots (Campbell et al., 1991) et
d'accélérer indirectement l'insuline en augmentant la sécrétion d'IFN-y (Ablamunits et al.,
1999). Ces mécanismes favorisent I’apparition du diabete auto-immun, nécessitant une

utilisation de I’insuline tout au long de la vie.

Les résultats de la présente étude indiquent que le taux de glucose sanguin est
significativement élevé (P<0.05) chez les rats qui ont recu uniquement 1’épirubicine (G2) par
rapport au groupe témoin (G1). Tandis que, I’administration de 250 mg/kg d’EAP (15 jours)
suivie par 1’épirubicine (7 jours) chez le groupe G4 a montré une glycémie normale avec une

concentration de 1.4 g/L.

Ce résultat est similaire a celui rapporté par Fuliang (2012) et Yajing et al. (2012) qui
ont montré que la propolis exerce plusieurs effets bénéfiques sur le diabete de type 2 induit

par la streptozotocine.

Les résultats obtenus dans cette étude nous ont permis de dire que la propolis exerce un

effet protecteur et préventif contre I’hyperglycémie induite par I’épirubicine
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IILS5. Effet de I’épirubicine sur la fonction hépatique et ’action hépato-protectrice de

I’extrait de la propolis
Résultats

IIL.5.1. La phosphatase alcaline (PAL)

La concentration de la phosphatase alcaline PAL est significativement élevées (P<0.05)
de 74 % (288.33 UI/L) chez les rats du G2 (injectés par 1’épirubicine seulement) par rapport
au groupe témoin G1 (49 UI/L). Une diminution importante de 77 et 83 % a été observé chez
les rats du G3 et G4, respectivement, traités par 100 et 250 mg/kg d’EAP, par rapport au
groupe G1 (fig. 20).
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Figure 20 : Les teneurs sériques en phosphatase Alcaline PAL (UI/L) chez les rats traités ou/non par 1’extrait
d’acétate d’éthyle de la propolis de Tigzirt (EAP), de quercétine et/ou 1’épirubicine. Les valeurs
représentent la moyenne (m) de 5 déterminations £SEM (n = 5).

G1 : Témoin ; G2 : 9 mg/Kg d’épirubicine (7 jours) ; G3 : 100 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg
d’EPI (7 jours) ; G4 : 250 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours) ; G5 : 50 mg/kg de
quercétine puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours).

ITL.5.2. L’aspartate aminotransférase (ASAT)
D’apres nos résultats, on constate une augmentation de 67 % du taux sérique d’ASAT
(122.33 UI/L) chez les rats de groupe 2 (qui ont re¢u uniquement 1’€pirubicine) par rapport au

groupe témoin G1 (40 UI/L) (fig. 21).
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L’administration de la propolis de Tigzirt a provoqué une diminution tres significative
(P<0.05) de 68 et 88% de I’activité de cette enzyme (ASAT) chez les rats du G3 et G4,
respectivement, par rapport au G2. En outre, on constate une légere diminution de 49% chez

les rats traités par la quercétine par rapport au G2.
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Figure 21 : Les teneurs sériques de 1’aspartate aminotransférase ASAT (UI/L) chez les rats traités ou/non par
I’extrait d’acétate d’éthyle de la propolis de Tigzirt (EAP), de quercétine et/ou 1’épirubicine. Les
valeurs représentent la moyenne (m) de 5 déterminations +#SEM (n = 5).
Gl : Témoin ; G2 : 9 mg/Kg d’épirubicine (7 jours) ; G3 : 100 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9
mg/kg d’EPI (7 jours) ; G4 : 250 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours) ; G5 : 50
mg/kg de quercétine puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours).

II1.5.3. L’alanine aminotransférase (ALAT)

A la lumiere de ces résultats, on remarque une augmentation hautement significative
(P<0.05) de 70 % du taux de I’alanine amino transférase (ALAT) chez les rats du G2 (130
UI/L) tout en comparant aux rats du groupe témoin G1 (38 UI/L).

En revanche, on a enregistré une diminution de 73 et 84% du taux de I’ALAT chez les
rats du G3 et G4 (qui ont recu 100 et 250 mg/Kg de I’EAP) par rapport au groupe G2. Tandis
que la quercétine (G5) a diminué le taux de I’ALAT qu’a 51 % toujours par rapport au groupe

qui a été intoxiqué par I’épirubicine (G2) (fig. 22).
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Figure 22 : Les teneurs sériques de I’alanine aminotransférase (UL/L) chez les rats traités ou/non par 1’extrait
d’acétate d’éthyle de la propolis de Tigzirt (EAP), de quercétine et/ou 1’épirubicine. Les valeurs
représentent la moyenne (m) de 5 déterminations £SEM (n = 5).
Gl : Témoin ; G2 : 9 mg/Kg d’épirubicine (7 jours) ; G3 : 100 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9
mg/kg d’EPI (7 jours) ; G4 : 250 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours) ; G5 : 50
mg/kg de quercétine puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours).

I11.5.4. La gamma glutamyl transférase (y -GT)

Nos présents résultats montrent que 1’épirubicine (G2) a significativement (P<0.05) fait
augmenter la concentration de cette enzyme (y —GT) qui est de 1’ordre de 106 UI/L par

rapport au groupe témoin (G1).

En revanche, la gamma glutamyl transférase est réduite de - 66 et - 71 UI/L chez les
groupes G3 (ayant recu 100 mg/kg d’EAP puis 1’épirubicine) et G4 (ayant recu 250 mg/kg
d’EAP puis I’épirubicine) par rapport au groupe (G1) (fig. 23).
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Figure 23: Les teneurs sériques en gamma glutamyl transférase (UI/L) chez les rats traités ou/non par I’extrait
d’acétate d’éthyle de la propolis de Tigzirt (EAP), de quercétine et/ou 1’épirubicine. Les valeurs

représentent la moyenne (m) de 5 déterminations £SEM (n = 5).

G1 : Témoin ; G2 : 9 mg/Kg d’épirubicine (7 jours) ; G3 : 100 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg
d’EPI (7 jours) ; G4 : 250 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours) ; G5 : 50 mg/kg de
quercétine puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours).

II1.5.5. Taux de la bilirubine totale (Bil T)

La figure 24 présente le taux de la bilirubine totale chez les rats Wistar intoxiqués ou non
par ’épirubicine. En comparaison avec les rats du groupe contrdle, I’épirubicine a augmenté

le taux de la bilirubine totale chez les rats du groupe 2 (+53 mg/L).

On remarque une diminution significative (P<0.05) de ce parametre chez les rats du
groupe G3 (-50 mg/L) et G4 (-52 mg/L), qui ont recu, respectivement, 100 et 250 mg/kg de
propolis (pendant 15 jours) puis 9 mg/kg d’épirubicine (pendant 7 jours) par rapport aux rats
du groupe G1. L’administration de 50 mg/kg de quercétine aux rats du groupe 5 a engendré

un taux élevé de la bilirubine totale par rapport au groupe de controle.
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Figure 24: Le taux de la bilirubine totale (mg/L) chez les rats traités ou/non par I’extrait d’acétate d’éthyle de la
propolis de Tigzirt (EAP), de quercétine et/ou I’épirubicine. Les valeurs représentent la moyenne

(m) de 5 déterminations +SEM (n = 5).

G1 : Témoin ; G2 : 9 mg/Kg d’¢épirubicine (7 jours) ; G3 : 100 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg
d’EPI (7 jours) ; G4 : 250 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours) ; G5 : 50 mg/kg de
quercétine puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours).

IIL1.5.6. Taux de la 5’nucléotidase
Le dosage du taux sérique de la 5° nucléotidase a montré une augmentation tres
significative (P<0.05) chez les rats qui ont recu uniquement une injection d’épirubicine (G2)

de I’ordre de 12.33 UI/L par rapport au groupe témoin G1 (2.5 UI/L).

En outre, on remarque une réduction de cette activit¢ enzymatique a 1’ordre de — 7.83 et
9.33 UI/L, respectivement, chez les animaux du groupe G3 et G4, par rapport aux rats du
groupe G2. Le groupe traité par la quercétine a enregistré une augmentation importante par

rapport au G1 (fig.25).
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Figure 25: Les teneurs sériques de 1’activité enzymatique de 5’ nucléotidase (UI/L) chez les rats traités ou/non
par D’extrait d’acétate d’éthyle de la propolis de Tigzirt (EAP), de quercétine et/ou I’épirubicine. Les

valeurs représentent la moyenne (m) de 5 déterminations +SEM (n = 5).

Gl : Témoin ; G2 : 9 mg/Kg d’épirubicine (7 jours) ; G3 : 100 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg
d’EPI (7 jours) ; G4 : 250 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours) ; G5 : 50 mg/kg de
quercétine puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours).

II1.5.7. Statut antioxydant du foie

Le compartiment des mitochondries est présumé comme un des sites majeurs de
production des radicaux libres de I’oxygeéne (ROS : reactive oxygen species) a travers les
complexes de sa chaine respiratoire (Yuhan et al ., 2012), puisque ils contiennent une grande
quantité de phospholipides insaturés (Latchoumycandane et al., 2002).

Les valeurs du statut antioxydant hépatique des différents groupes sont présentées dans le

tableau 11.

I11.5.7.1. Taux du malondialdéhyde (MDA)

D’apres nos résultats, on remarque que les rats du groupe G2 (traités avec 9 mg/kg d’EPI)
montrent une forte concentration en MDA mitochondriale hépatique allant jusqu'a 5.49
nmol/mL par rapport au groupe témoin (G1) ou on a noté un taux allant jusqua 0.96

nmol/mL.
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Une diminution tres significative (P<0.05) a été enregistrée chez les groupes traités par
I’EAP par rapport au G2, surtout celui qui a été administré par 250 mg/kg d’EAP avant
I’injection de I’épirubicine (G4) ou le taux du MDA hépatique (0.9 nmol/mL) s’est révélé

proche de celui du groupe témoin (0.96 nmol/mL).

Par contre le groupe qui a recu 50 mg/kg de quercétine a présenté une légere réduction en

MDA hépatique allant jusqu'a 4.18 nmol/mL par rapport au groupe 2.

Tableau 11 : Les teneurs en malondialdéhyde (MDA), 1’oxyde nitrique (NO), Superoxyde
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathion peroxydase (GSH-Px) et les
thiols au niveau du foie chez les rats traités ou non par 1’extrait d’acétate
d’éthyle de la propolis de Tigzirt EAP, quercétine et/ou I’EPI. Les valeurs
représentent la moyenne (m) de 5 déterminations £SEM (n = 5).

Parameétres G1 G2 G3 G4 G5

MDA du foie (nmol/mg) 0.96 £0.11 5.84+£0.99 220+£0.13 0.89 £0.06 4.18 £0.11

NO du foie (umol/g) 811052 2340+1,22 19,88+0,70 8,09+0,93 16.06+1.63
SOD du foie (U/cg) 48.80+230 1594+233 2370193 50.74+1.87 20.76+1.70
CAT du foie (U/mg) 90.38+3.49 29.72+190 5381+1.87 96.69+1.60 38.05+1.24

GSH-Px du foie (U/g) 76.08 £ 242 12778 +14 46.04+143 86.51+2.11 36.26+243

Thiol du foie (mmol/mL) 1.57£0.16  0.25+0.02 1.27 £0.06 1.89 +£0.07 0.84 +0.04

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n = 5).

I11.5.7.2. Taux de I’oxyde nitrique (NO)

Les rats du groupe G2 (traités uniquement avec 9 mg/kg d’EPI) ont montré une
augmentation tres significative (P<0.05) du taux de 1’oxyde nitrique (NO) dans le foie (23.40

umol./g) par rapport au groupe témoin G1 (8.11 umoL/g).

En comparaison avec les rats du groupe G2, I’extrait d’acétate d’éthyle de la propolis de
Tigzirt a diminué la concentration du NO chez les rats des groupes G3 et G4, le groupe qui a
recu 250 mg/kg d’EAP a montré une valeur de 1’oxyde nitrique (8.09 pmol/g) similaire a
celle du G1 (8.11umoL/g).
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Une légere réduction de ce taux qui est de -7.34 pumoL/g a été enregistrée chez le groupe
G5 (qui a été traité avec 50 mg/kg de quercétine avant I’injection de I’épirubicine) par rapport

au G2.

I11.5.7.3. Taux du superoxyde dismutase (SOD; EC 1.15.1.1), de catalase
(CAT ; EC 1.11.1.6) et de glutathion peroxydase (GSH-Px)

Les résultats de la présente étude indiquent que les concentrations en superoxyde
dismutase, catalase et glutathion peroxydase au niveau du foie sont significativement réduites
(P<0.05) chez le groupe G2 avec des taux respectifs de 15.94, 29,72 et 12,78 U/g, par rapport

au groupe témoin G1.

L’activité de ces enzymes antioxydantes hépatique a été améliorée significativement
(P<0.05) chez les rats traités par la propolis notamment les rats du G4 (traités par 250 mg/kg
d’EAP), ol on a enregistré une augmentation de la SOD (50.74 U/cg), de la catalase (96.69
U/mg) et de la GSH-Px (86.51 U/g) par rapport aux rats du groupe G2.

Le groupe 5 n’a pas montré une amélioration significative au niveau des activités de ces

enzymes antioxydantes.

I11.5.7.4. Taux des thiols
L’activité des thiols hépatiques a été réduite significativement (P<0.05) chez les rats du

G2 (0.25 mmoL/g) par rapport aux rats du G1 (1.57 mmoL/g).

La concentration en ce marqueur du statut antioxydant a été positivement améliorée chez
les rats du groupe G3 et G4 qui ont recu, respectivement, 100 et 250 mg/kg de la propolis de
Tigzirt par rapport au groupe G2, dont le taux des thiols respectifs est de 1.27 mmoL/g et 1.89
mmolL/g.

Une légere élévation du taux des thiols mitochondriales hépatiques a été remarquée chez

les rats du G5 qui ont recu 50 mg/kg de Quercétine (0,84 mmol/g) par rapport au groupe 2.

IT1.5.8. L’étude histologique du foie

Le groupe témoin (G1) a montré une structure histologique normale du parenchyme

hépatique, hépatocytes et veines centro lobulaire (fig .26 a).
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L’¢étude histologique a montré des dommages majeurs dans le foie des rats du groupe G2.
L’épirubicine a causé une nécrose cellulaire avec dégenéraissance hépatique, dilatation des
sinusoides avec infiltrat inflammatoire lymphocytaire associé a une congestion des veines

centro-lobulaire (fig. 26 b-c).

Le traitement avec 100 mg/kg de propolis chez les rats du groupe 3 a montré une nécrose

tres prononcée localisée autour de la congestion de la veine centro-lobulaire (fig. 26 d).

L’administration de 250 mg/kg de propolis aux rats du groupe 4 a empéché toute
altération du foie, on observe une architecture similaire a celle observé chez les animaux du

groupe témoin (fig. 26 e).

Par contre, chez le groupe 5, on observe un parenchyme endommagé ou les hépatocytes
sont dégénérées responsables d’une nécrose focale, une dilatation des sinusoides et une
congestion des veines centro-lobulaire cernée par in infiltrat inflammatoire lymphocytaire

(fig.26 ©).

Discussion

I’épirubicine (EPI), appartenant a la famille des anthracyclines, est I’un des agents
chimio-thérapeutiques le plus efficace utilis¢ dans le traitement d’une variété¢ de tumeurs
solides et hématologiques malignes (Judson et al., 2014). Son efficacité anti-tumorale est
dose-dépendante, mais son utilisation clinique est limitée par le développement des toxicités
cardiaques et hépatiques.

Les anthracyclines sont capables d'induire une production accrue de ROS, du fait de leur
structure de type quinone, pouvant subir une réduction, catalysée par les flavines réductases
(NADPH-cytochrome P-450 réductase, NADH déshydrogénase), pour aboutir a la formation
d'un dérivé semi-quinone radicalaire ce qui entraine une toxicité au niveau du foie treés grave

(Lanzarini et al., 2000).

Grace a la présence d’antioxydants, il existe un équilibre physiologique subtil entre la
production et 1I’¢limination de ces ROS. C’est ainsi que plusieurs auteurs proposent le stress

oxydant comme le mécanisme clé de la toxicité de I’épirubicine (Marrington et al., 2011).
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Figure. 26 : Coupes histologiques de foie des rats du groupe : a : Témoin ; b et ¢ : 9 mg/Kg d’épirubicine (7

jours) ; d : 100 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours) ; e : 250 mg/kg d’EAP (15
jours) puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours) ; f : 50 mg/kg de quercétine puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours).

Cong : congestion; VC: veine centro-lobulaire ; DS : dilatation des sinusoides ; IIL : infiltrats

inflammatoire lymphocytaire ; PHN : parenchyme hépatique normale ; NF : nécrose focalisé ; DVC :

dilatation centro lobulaire.
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Une étude récente suggere que 1’extrait d’acétate d’éthyle de la propolis de Tigzirt
(EAP), a un effet antioxydant et anti-radicalaire tres puissant, dont il a montré une réduction
tres significative des dommages oxydatifs du stress oxydant chez les rats Wistar (Boufadi et
al,. 2017).

Dans cette étude, nous avons évalué D’effet de la propolis de Tigzirt contre
I’hépatotoxicité induite par 1’épirubicine. Afin de confirmer la toxicité hépatique induite par
I’EPL, nous avons injecté aux rats une dose cumulative de 9 mg/kg d’EPI (i.v) pendant une
semaine a un intervalle de 48h. 24h apres la derniere injection, nous avons constaté une
augmentation significative (P<0.05) de I’activité enzymatique de I’ALAT, I’ASAT, la PAL,

v —GT, 5’nucléotidase et méme le taux de la bilirubine totale chez les rats du G2.

L’augmentation de D’activité des enzymes hépatiques dans le sang peut étre due
pratiquement a des lésions tissulaires dans le foie ou en raison de modifications de la
perméabilité de la membrane cellulaire ou également une augmentation de la synthese ou une
diminution du catabolisme des aminotransférases (Farag et al., 2010).

En outre, PASAT, L’ALAT sont les principales enzymes utilisées dans le but d’évaluer
1’¢état de la fonction hépatique (Wallace et Meyer, 2010). Ce sont les biomarqueurs les plus
sensibles, directement impliqués dans 1'étendue des dommages cellulaires et de la toxicité

(Soudani et al.,, 2011).

Ainsi, toute nécrose cellulaire, destruction du parenchyme hépatique ou une
augmentation de la permeéabilité membranaire des hépatocytes peut mener a I’écoulement de
ces enzymes dans la circulation sanguine et donc a I’augmentation de leurs taux sériques
(Adeneye et al., 2006 ; Jodynis-Liebert et al., 2010). D’une autre part, la phosphatase alcaline
est une enzyme ubiquitaire, elle se trouve en particulier dans le foie, les voies biliaires, les
reins, 1’os et le placenta, ou elle est trés concentrée. Son augmentation dans la circulation
indique généralement la présence d’une obstruction des canaux biliaires intra-hépatiques,
d’une cirrhose biliaire primitive ou d’une désorganisation de l'architecture hépatique (Akhtar

etal, 2012).

L’¢étude histopathologique confirme nos résultats, dont les rats du groupe G2 injectés par
I’EPI ont montré une nécrose cellulaire avec dégénérescence hépatique, dilatation des

sinusoides avec infiltrat inflammatoire lymphocytaire associé a une congestion des veines

centro-lobulaire. Ces observations sont en accord avec celles rapportées par Wu et al., (2016),
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qui ont montré que 1’exposition des rats a I’épirubicine engendre des lésions hépatiques, avec

nécrose, infiltrat cellulaire inflammatoire et hémorragie interstitielle.

Par contre 1'administration de ’EAP aux rats pendant 15 jours et avant I’exposition a
I’épirubicine a réduit significativement 1’activité enzymatique des biomarqueurs hépatiques.
Le prétraitement avec la propolis a pu conserver 1’architecture hépatique et qui est aussi
similaire a celle observé chez le groupe témoin. Cela révele la capacité de la propolis
administrée d’atténuer les 1ésions hépatiques induites par cette substance de la chimiothérapie
(épirubicine). Ce qui nous révele, que la propolis est efficace dans la prévention des
dommages hépatiques causés par [’épirubicine. Cette propolis, a pu diminuer
significativement le taux des MDA et de 1’oxyde nitrique (NO) et d’augmenter les enzymes
antioxydantes (SOD, catalase et GSH-Px) au niveau du foie. Cet effet antioxydant est
certainement di a la présence des acides phénoliques et des flavonoides dans la propolis, ainsi

qu'a leur capacité de piégeage des radicaux libres (Boufadi et al., 2014, Boufadi et al., 2017).

On a enregistré une augmentation tres significative des malondialdéhyde (MDA) et de
I’oxyde nitrique (NO) au niveau des mitochondries hépatiques chez les rats du groupe 2
(injecté par 1’épirubicine), ainsi une forte diminution des activités des enzymes antioxydantes
hépatiques (SOD, catalase, GSH-Px). Pelletier et al. (2004) ont montré que la peroxydation
lipidique cause une 1ésion du tissu hépatique.

Plusieurs auteurs s’accordent a dire que la toxicité d’épirubicine est associée a la
détérioration du statut antioxydant, résultant d’une augmentation des teneurs en
malondialdéhyde (MDA) et une diminution des activités des enzymes antioxydantes (GSH,
SOD) (Ramanathan et Boroujerdi, 2001 ; Kebieche et al., 2009 ; Marrington et al., 2011 ;
Prado et al., 2011).

L’oxyde nitrique (NO) est un oxydant hautement réactif produit par les cellules
parenchymateuse et non parenchymateuses du foie a partir de L-arginine via I’oxyde nitrique
synthase, la superproduction du NO dans le foie peut causer des lésions tissulaires tres

importantes (Helyar et al., 1994).

Grace a la présence d’antioxydants, il existe un équilibre physiologique subtil entre la

production et I’élimination des ROS. Les ROS, par une vie tres courte et une réactivité élevée,
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sont analysés indirectement par I’évaluation des enzymes antioxydantes : la SOD, la GSH-Px

et la catalase (Venukumar et Latha, 2002 ; Halliwell et Gutteridge, 2007).

Pour assurer sa défense contre les attaques des radicaux libres, I’organisme possede un
systtme enzymatique de protection; qui sont les superoxydes dismutase (SOD) et la
glutathion peroxydase (GSH-Px), qui sont capables de piéger directement les radicaux pro-
oxydants, et peuvent prévenir contre les maladies liées au stress oxydatif (Otunola et al,

2014).

La propolis agit comme agent hépatoprotecteur (Banskota et al., 2001a; Santos et al,
2002 ; Won Seo et al., 2003 ; Andrade et al., 2008 ; Pena, 2008). Elle augmente le niveau de
glutathion tout en arrétant la peroxydation des lipides et le niveau de la glutathion oxydée. Par
conséquent, la propolis augmente l'activité antioxydante contre la toxicité induite par

I’épirubicine et agit comme un agent hépatoprotecteur.

D’autres études ont également montré que l'extrait de la propolis possede un role
protecteur contre hépatotoxicité due au stress oxydatif induit par le CCly (Wagh, 2013).
Banskota et al. (2001a) ont isolé des acides phénoliques, des flavonoides et des acides
diterpéniques de la propolis brésilienne, ces molécules ont montré une action

hépatoprotectrice contre D-galactosamine (d-GalN) / facteur de nécrose tumorale o (TNF-a).

Plusieurs études (Kolankaya et al,. 2002 ; Vicente et al., 2008 ; Turkez et al,. 2010 )
suggerent que la propolis a un effet protecteur contre I’hépatotoxicité induite par I’aluminium,
le cadmium et 1’alcool.

On peut conclure que I’extrait d’acétate d’éthyle de propolis de Tigzirt a assuré un effet
hépatoprotecteur trés intéressant contre la toxicité induite par 1’épirubicine. La quercétine n’a
pas montré un effet protecteur intéressant surtout au niveau des tissus hépatiques, ceci

explique que ’activité protectrice est due a I’effet synergique des composés phénoliques.
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I11.6. Effet de I’épirubicine sur la fonction rénale et I’action néphroprotectrice de
I’extrait de la propolis
Résultats

II1.6.1. L’urémie

L’urémie, avec la créatinémie, constitue un premier indice d’évaluation de la fonction

rénale (siby, 2008).

Dans la présente étude, on remarque des différences significatives (P<0.05) entre les
groupes (fig. 27). En comparaison avec le groupe contrdle qui a montré une urémie allant
jusqu'a 0.15 g/L, le groupe G2 (qui a regu seulement I’épirubicine) a montré une importante

augmentation de I’urémie a +1.48 g/L.

Par contre, les rats du groupe G3 et G4 (qui ont regu 100 et 250 mg/kg d’EAP avant
I’injection d’épirubicine) ont montré, respectivement, une diminution de -82 et -88 % de taux
de I'urée, par rapport aux rats du groupe G2. Les rats traités par la quercétine (G5) ont montré

une légere diminution de -55% du taux d’urée par rapport au groupe G2.
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Figure 27: Concentration sérique de 1’urée (g/L) chez les rats traités ou/non par 1’extrait d’acétate d’éthyle de la
propolis de Tigzirt (EAP), de quercétine et/ou I’épirubicine. Les valeurs représentent la moyenne (m)

de 5 déterminations +SEM (n = 5).

G1 : Témoin ; G2 : 9 mg/Kg d’épirubicine (7 jours) ; G3 : 100 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg
d’EPI (7 jours) ; G4 : 250 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours) ; G5 : 50 mg/kg de
quercétine puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours).
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I11.6.2. Créatininémie
Dans la présente étude, on remarque des différences significatives (P<0.05) entre les

groupes des rats (fig. 28).

En comparaison avec le groupe contrdle (G1) qui a montré une créatinémie allant jusqu'a
9.33 mg/L, le groupe G2 (qui a recu seulement une injection de 1’épirubicine) a montré une

haute augmentation de la créatinine (37.66 mg/L) par rapport aux rats du groupe témoin (G1).

En outre, on remarque une diminution tres significative (P<0.05) de -69 et -75% en ce
taux de créatinine, respectivement, chez les rats du groupe G3 et G4 par rapport au G2. La

quercétine a pu diminuer ce taux a -53% par rapport au groupe G2.
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Figure 28: Concentration sérique de la créatinine (mg/L) chez les rats traités ou/non par I’extrait d’acétate

mg/L

d’¢éthyle de la propolis de Tigzirt (EAP), de quercétine et/ou I’épirubicine. Les valeurs représentent

la moyenne (m) de 5 déterminations +£SEM (n = 5).

G1 : Témoin ; G2 : 9 mg/Kg d’épirubicine (7 jours) ; G3 : 100 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg
d’EPI (7 jours) ; G4 : 250 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours) ; G5 : 50 mg/kg de
quercétine puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours).
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I11.6.3. Taux de I’acide urique

L’injection d’épirubicine aux rats du groupe 2 a causé une augmentation tres élevée du
taux d’acide urique (276,6 mg/L) en comparant aux animaux du groupe témoin (G1) (36,66
mg/L) (fig. 29).

En revanche, I’administration de 100 et 250 mg/Kg d’EAP, respectivement, a réduit
significativement (P<0.05) ce taux chez les rats du groupe G3 et G4 (60,33 et 46,66 mg/L), en
comparant au groupe G2 (qui ont regu uniquement 1’EPI).

Tandis que le traitement par la quercétine a montré une légere diminution (87 mg/L) par

rapport au groupe 2.
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Figure 29: Concentration sérique de ’acide urique (mg/L) chez les rats traités ou/non par I’extrait d’acétate
d’éthyle de la propolis de Tigzirt (EAP), de quercétine et/ou I’épirubicine. Les valeurs représentent

la moyenne (m) de 5 déterminations £SEM (n = 5).

G1 : Témoin ; G2 : 9 mg/Kg d’épirubicine (7 jours) ; G3 : 100 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg
d’EPI (7 jours) ; G4 : 250 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours) ; G5 : 50 mg/kg de
quercétine puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours).

I11.6.4. Statut antioxydant des reins
I11.6.4.1. Taux du malondialdéhyde (MDA)

D’apres nos résultats, on remarque que les rats du groupe2 (qui ont été injectés par

I’épirubicine) montrent une forte concentration en MDA néphrotique allant jusqu'a 1.89
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nmol/mL par rapport au groupe témoin ou on a noté un taux allant jusqu'a 0.34 nmol/mL

(tableau 12).

Chez les groupes G3 et G4, ’administration de 100 et 250 mg/kg de propolis,

respectivement, a engendré une diminution significative (P<0.05) du taux de MDA rénal, qui

est de 0.53 et 0.34 nmol/mL par rapport au G2 (1.89 nmol/mL).

On note aussi que le taux du MDA chez les rats du groupe 4 (qui ont recu 250 mg/kg

d’EAP) est identique a celui du groupe témoin (G1).

Une légere augmentation du taux de MDA a été enregistrée chez les rats du groupe 5 (qui

ont recu 50 mg/kg de quercétine).

Tableau 12 : Les teneurs en malondialdéhyde (MDA), I’oxyde nitrique (NO), Superoxyde
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathion peroxydase (GSH-Px) et les
thiols au niveau des reins chez les rats traités ou non par 1’extrait d’acétate

d’éthyle de la propolis de Tigzirt EAP, quercétine et/ou I’EPI. Les valeurs
représentent la moyenne (m) de 5 déterminations #SEM (n = 5).

Parametres G1 G2 G3 G4 G5
MDA des reins (nmol/mg) 0.34 £0.06 1.89 £0.72 0.53£0.04 0.34 £0.06 1.27 £0.24
NO des reins (umol/g) 6.05 +0.32 1627+1.05 1284191 6.11+£0.25 13.52+0.98
SOD des reins (U/cg) 2279 £2.12 6.13£0.91 1520+ 0.66 23.78+1.45 10.87+0.82
CAT des reins (U/mg) 17.89 £ 0.90 5.03 £0.65 13.00+£0.94 18.14+0.53 9.04 +0.39
GSH-Px des reins (U/g) 45.12+1.74  20.10+1.23 3446+0.76 4475+198 24.61 £2.12
Thiol des reins (mmol/mL) 1.28 £ 0.15 0.47 £0.08 0.94 £0.05 1.30 £ 0.09 0.79 £0.05

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n = 5).

I11.6.4.2. Taux de I’oxyde nitrique (NO)

Une augmentation hautement significative (P<0.05) du taux d’oxyde nitrique au niveau

des reins (16.27 umoL/g) a été remarquée chez les rats injectés par 1’épirubicine (G2) par

rapport au groupe témoin G1 (6.05 pmoL/g).
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En revanche, la propolis a 250 mg/kg (G4) a montré un taux d’oxyde nitrique (NO)

proche de celui enregistré chez le groupe témoin G1.

L’administration de 50 mg/kg de quercétine n’a pas montré une amélioration significative
dont le taux de I’oxyde nitrique chez le G5 (13.52 pumol/g) est tres élevé par rapport au groupe

témoin G1.

I11.6.4.3. Taux de superoxyde dismutase (SOD; EC 1.15.1.1), de catalase
(CAT ; EC 1.11.1.6) et de glutathion peroxydase (GSH-Px)

Une diminution hautement significative (P<0.05) des enzymes antioxydantes qui dépasse
60% a été enregistrée au niveau des reins apres 1’injection de la dose cumulative de 9 mg/kg
d’épirubicine chez les rats du deuxieéme groupe (G2) par rapport au groupe témoin (G1)

(tableau 12).

Un prétraitement avec 250 mg/kg de propolis a permet d’assurer une amélioration
intéressante chez les rats du groupe 4 tout en augmentant le taux des enzymes antioxydantes

rénales (SOD : 23.78 U/cg ; CAT : 18.14 U/mg ; et GSH-Px : 44.75 U/g) par rapport au G2.

Tans dis que les rats du G5 ont montré une légeére amélioration de ’activité enzymatique

antioxydante au niveau des reins par rapport au groupe témoin G2.

I11.6.4.4. Taux des thiols
Les thiols néphrotiques ont manifesté une réduction chez les rats du groupe G2 (0.47
mmol/mL) aprés 1’injection de I’épirubicine d’ou sa valeur a été diminuée de 63.28% en

comparant avec le groupe G1 (1.28 mmol/ml).

En revanche, I’administration de 100 et 250 mg/kg d’extrait d’acétate d’éthyle de la
propolis de Tigzirt a montré une augmentation du taux des thiols néphrotiques
comparativement au G2. Les meilleurs résultats ont été obtenus chez les rats du groupe 4 qui

ont été traités par la dose de 250 mg/kg d’EAP.

On observe que les rats du cinquieme groupe (G5) ont montré une diminution de -0.49

mmol/mL du taux des thiols par rapport au G1.
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I11.6.5. Histopathologie des reins
La coupe histologique des reins des rats du groupe témoin (G1) a montré une architecture
normale avec une distribution des cellules régulieres dont les glomérules sont conservés,

absence de congestions et d’infiltrats inflammatoires (fig.30 a)

L’épirubicine a montré un tissu rénal endommagé, des glomérules gonflés et indéfinis, on
remarque aussi des congestions capillaires et des hémorragies, et méme présence des infiltrats

inflammatoires (fig. 30 b-c).

On observe une présence d’une légere congestion capillaire au niveau du parenchyme
rénal chez les rats du groupe G3 qui ont recu 100 mg/kg de propolis avant 1’injection

d’épirubicine (fig. 30 d).

Tandis que, I’administration de 250 mg/kg d’EAP aux rats du G4, nous a montré une
architecture néphrotique similaire que celle des animaux du groupe témoin (G1). Le
parenchyme rénal est tres conservé avec des glomérules intacts et une absence totale de

congestion granulaire (fig. 30 e).

Chez le G5, on observe un parenchyme endommagé ou les glomérules sont dégénérés
avec des congestions capillaires cernées par in infiltrat inflammatoire lymphocytaire (fig.

30 ).

Discussion

L’atteinte rénale consécutive a [’administration d’un médicament est une situation
fréquente en pratique clinique. Il s’agit d’un événement grave qui est associé¢ a une morbidité
et a une mortalité¢ importante. Du fait de sa riche vascularisation (25 % du débit cardiaque), le
rein est en effet un organe particulierement vulnérable a la toxicité des médicaments présents

dans I’organisme (Karie et al. 2010).

Les médicaments peuvent provoquer une insuffisance rénale aigué¢ (IRA) par atteinte
directe des tubules rénaux (aminosides, par exemple), par diminution de I’irrigation rénale
(anti-inflammatoires non stéroidiens, inhibiteurs de I’enzyme de conversion de 1’angiotensine,
cyclosporine, par exemple) ou par néphrite interstitielle aigu€. Ils peuvent aussi provoquer
une insuffisance rénale chronique par néphrite interstitielle chronique et nécrose papillaire

(Liu et al., 2007).
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Figure 30 : Coupes histologiques des reins des rats du groupe : a : Témoin ; b et ¢ : 9 mg/Kg d’épirubicine (7 jours) ; d :
100 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours) ; e : 250 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg
d’EPI (7 jours) ; f: 50 mg/kg de quercétine puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours).

PRN : parenchyme rénal normal, GND : glomérule non défini, Cong : congestion.
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On outre, la néphrotoxicité induite par les agents chimiothérapeutiques peut se manifester
par une insuffisance rénale aigué ou chronique, une dysfonction tubulaire, une protéinurie ou
méme une hypertension artérielle (Bardi et al., 2004). Ainsi, le suivi rénal doit inclure une
évaluation systématique du taux de filtration glomérulaire (GFR), de la fonction tubulaire (pH
urinaire. protéinurie. électrolytes), de méme qu’un suivi de la pression artérielle (Bruno et al.,
2017).

La lésion rénale est un effet secondaire de I'épirubicine dépendant de la dose, ce qui
limite son application clinique dans le domaine de la chimiothérapie tumorale (Jing Wu et al.,

2017).

Les dommages néphrotiques induits par I’épirubicine sont liés aux Iésions et a la mort
des cellules tubulaires rénales, a l'inflammation et au stress oxydatif, qui sont considérés
comme les mécanismes essentiels de la néphrotoxicité (Lin et al., 2010 ; Abdelraouf et al.,
2012).

Apres I'injection de 9 mg/kg d’épirubicine aux rats du groupe Gé, nous avons remarqué
une altération importante au niveau des marqueurs de la fonction rénale, une augmentation
significative de 1'urée, la créatinine et 1’acide urique. L’examen histologique des dommages

importants dans la structure rénale.

Par le biais des résultats obtenus, nous avons constaté une augmentation significative au
niveau des MDA et I’oxyde nitrique (NO) dans I’homogénat cellulaire des reins chez les rats
injectés par une dose cumulative de 9 mg/kg d’épirubicine. Nos résultats, montrent une
diminution significative au niveau des enzymes antioxydantes néphrotiques tels que la SOD,
CAT et GSH-Px, et méme les thiols. Ce qui explique, que I’EPI a provoqué une inhibition de

la défense antioxydante rénale.

Le role des ROS dans les effets tubulaires et glomérulaires des anthracyclines a été
clairement démontré. In vivo, les ROS sont étiquetés comme étant des médiateurs de la

nécrose tubulaire proximale et des Iésions rénales aigués (Du et Yang, 1994).

Les mitochondries ont été¢ définies comme l'une des cibles des dommages subcellulaires
induits par I’EPI dans les tissus. De plus, il a ét¢ démontré que le I’EPI pourrait stimuler le
transport transmembranaire d'arginine pour augmenter le substrat et activer la production de

I’oxyde nitrique (NO) médiée par 1’oxyde nitriquesynthase (NOS) (Cendan et al., 1995).

Chapitre III : Résultats et discussion



S.CHAA (2019). Epirubicine, Propolis, Hépatotoxicité, Cardiotoxicité et néphrotoxicité. Doctorat LMD en N&S. Univ. Mostaganem 76

En outre, 1'oxyde nitrique (NO) a une fonction vitale dans la régulation locale du flux
sanguin dans le cortex rénal et peut influer sur la filtration glomérulaire. Le NO peut agir de
différentes manieres, agissant en tant que molécule de signal physiologique, protectrice des

fonctions cellulaires et médiateur toxique (Valdivielso et Blantz, 2002).

Les dommages cellulaires médiés par le NO se font par plusieurs mécanismes,
notamment la perturbation de la respiration mitochondriale, 1'inhibition des enzymes, la
nitrosylation des protéines et la peroxydation des lipides par des médiateurs tels que le
peroxynitrite produit en réaction entre NO et O2-. Cette réaction se produit lorsqu'une
concentration élevée de NO devient disponible suite a une activité accrue de la NO
synthaseinductible (iINOS) (Gordge, 1998). Nous pouvons supposer qu'une augmentation de
l'expression de iNOS et de la production de NO joue un r6le dans l'apoptose des cellules

mésangiales in vitro (Martinez-Salgado et al., 2004).

Wu et al. (2017) ont montré que 1’exposition des rats a 1’épirubicine a causé des
dommages néphrotiques séveres, une dégénérescence tubulaire, une nécrose, une infiltration

des cellules inflammatoires et une hémorragie interstitielle.

L’administration de I’extrait d’acétate d’éthyle de la propolis de Tigzirt a pu préserver
I’architecture rénale, tout en diminuant les parameétres biochimiques rénaux (urée, créatine et

acide urique) et maintenir le systeme de défense antioxydante.

Les antioxydants sont capables d'abolir les dommages au niveau des reins en réduisant la
peroxydation des lipides et en renforcant la capacité de piégeage du systeme de défense
antioxydante. Les piégeurs de ROS ont été jugés bénéfiques pour atténuer les 1€sions rénales

apres l'injection de 1’épirubicine (Randjelovic et al., 2012).

Fadillioglu et al. (2003) ont démontré que ’augmentation des parametres du statut
antioxydants (tels que la SOD ou les thiols) a empéché la diminution de la filtration
glomérulaire induite par les anthracyclines. Ainsi, La GSH-Px joue un rdle important dans la
détoxification des composés xénobiotiques et dans l'antioxydation des especes réactives de

l'oxygene et des radicaux libres (Yagmurca et al., 2004).

Chapitre III : Résultats et discussion



S.CHAA (2019). Epirubicine, Propolis, Hépatotoxicité, Cardiotoxicité et néphrotoxicité. Doctorat LMD en N&S. Univ. Mostaganem

Plusieurs travaux ont confirmé ’effet protecteur de la propolis contre la néphrotoxicité

induite par différents agents telles que la gentamicine (Azab. 2014 ; Aldahmash et al.. 2016).

L’effet préventif et néphroprotecteur de la propolis est certainement dii a sa composition

chimique riche en polyphénols.
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II1.7. Effet de I’épirubicine sur la fonction cardiaque et I’action cardioprotectrice de

I’extrait de la propolis
Résultats
II1.7.1. Taux de la Créatine kinase mb (CKmb)

Les résultats de la présente étude indiquent que le taux de la Créatine Kinase mb (CKmb)
est significativement élevé (P<0.05) de 74% (37.83 UI/L) chez les rats exposés uniquement a

I’épirubicine (G2) par rapport au groupe témoin G1 (5.16 UI/L) (fig. 31).

Nos résultats indiquent que 1’administration de 100 et 250 mg/kg d’EAP, respectivement,
aux rats du groupe G3 et G4 a provoqué une diminution du taux de la CKmb qui est de -29.17

et -32.67 UI/L. en comparant aux rats du groupe G2.

De méme, on observe chez le groupe G5 une réduction de -20.5 UI/L par rapport au

groupe G2.

CKmb

40 A
35 -

20 -

ul/L

15 -

G1 G2 G3
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Figure 31: Concentration sérique de la CKmb (UI/L) chez les rats traités ou/non par I’extrait d’acétate d’éthyle
de la propolis de Tigzirt (EAP). de quercétine et/ou ’épirubicine. Les valeurs représentent la
moyenne (m) de 5 déterminations +SEM (n = 5).
Gl : Témoin ; G2 : 9 mg/Kg d’épirubicine (7 jours) ; G3 : 100 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg
d’EPI (7 jours) ; G4 : 250 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours) ; G5 : 50 mg/kg de
quercétine puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours).
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II1.7.2. Taux de la troponine totale

Les résultats obtenus indiquent que 1’injection de 1’épirubicine aux rats du groupe G2 a
provoqué une augmentation significative (P<0.05) de la troponine allant jusqu’a (0.76 pg/L)

par rapport aux rats du groupe témoin G1 (0,14 pg/L) (fig. 32).

Les rats du groupe G3 et G4 (qui ont été administrés avec 100 et 250 mg/kg d’EAP) ont
montré une diminution tres significative (P<0.05) de (0.29 et 0.17 ug/L), respectivement, par

rapport au groupe G2. La quercétine a pu diminuée ce taux qu’a (— 0.35 ug/L) par rapport au
G2.

Troponine totale

pg/L

G1 G2
Groupes

Figure 32: Concentration sérique de la troponine (ug/L) chez les rats traités ou/non par 1’extrait d’acétate
d’éthyle de la propolis de Tigzirt (EAP), de quercétine et/ou 1’épirubicine. Les valeurs représentent
la moyenne (m) de 5 déterminations £SEM (n = 5).
Gl : Témoin ; G2 : 9 mg/Kg d’épirubicine (7 jours) ; G3 : 100 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg
d’EPI (7 jours) ; G4 : 250 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours) ; G5 : 50 mg/kg de
quercétine puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours).

I11.7.3. Taux du lactate déshydrogénase (LDH)

A la lumiere de ces résultats, on remarque une augmentation significative (P<0.05) de 52
% du taux de LDH chez les rats du G2 (qui ont re¢u 9 mg/kg d’épirubicine) tout en comparant
aux rats du groupe témoin (G1). En outre, on remarque une diminution de -68 et -73 % chez

les rats du G3 et G4, par rapport au G1 (fig. 33).
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Figure 33: Concentration enzymatique du lactate déshydrogénase (UI/L) chez les rats traités ou/non par I’extrait
d’acétate d’éthyle de la propolis de Tigzirt (EAP), de quercétine et/ou 1’épirubicine. Les valeurs
représentent la moyenne (m) de 5 déterminations £SEM (n = 5).

G1 : Témoin ; G2 : 9 mg/Kg d’épirubicine (7 jours) ; G3 : 100 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg
d’EPI (7 jours) ; G4 : 250 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours) ; G5 : 50 mg/kg de
quercétine puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours).

II1.7.4. Taux du peptide natriurétique de type B (BNP)

La fig. 34 présente le taux du peptide natriurétique de type B (BNP) chez les rats Wistar
intoxiqués ou non par I’épirubicine.

Nos résultats, montrent une augmentation significative (P<0.05) de ce taux (580 pg/mL)
chez le groupe G2 (pris uniquement I’épirubicine) tout en comparant aux rats du groupe

témoin G1 (60.66).

En revanche, 1’administration de 100 mg/kg d’EAP aus rats du groupe G3 a montrés une
réduction de — 470 pg/mL de BNP par rapport au groupe G2.
En outre, la dose de 250 mg/kg d’EAP (G4) a montré un taux en BNP similaire a ceux du

témoin.
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Figure 34: Concentration sérique de BNP (pg/mL) chez les rats traités ou/non par ’extrait d’acétate
d’éthyle de la propolis de Tigzirt (EAP), de quercétine et/ou 1’épirubicine. Les valeurs représentent
la moyenne (m) de 5 déterminations +SEM (n = 5).
Gl : Témoin ; G2 : 9 mg/Kg d’épirubicine (7 jours) ; G3 : 100 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9
mg/kg d’EPI (7 jours) ; G4 : 250 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours) ; G5 : 50
mg/kg de quercétine puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours).

II1.7.5. Statut antioxydant du ceeur
I11.7.5.1. Taux du malondialdéhyde (MDA)

Le taux de malondialdéhyde des homogénats tissulaires du cceur des différents groupes

est présenté dans le tableau 13.

On remarque un taux treés élevé du malondialdéhyde du cceur chez les rats du groupe G2
injectés par 1’épirubicine seulement (0.66 nmol/mL) par rapport aux rats du groupe témoin G1

(0.13 nmol/mL).

En comparaison avec le taux du MDA cardiaque des rats du groupe G2, les rats du

groupe G3 et G4 ont montré un taux réduit de -0.23 et -0.52 mmol/mL, respectivement.

Une légere diminution du taux de MDA chez le G5 (recu 50 mg/kg de quercétine/ 9
mg/kg d’épirubicine) qui est de -0.12 nmol/mL par rapport au G2.
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Tableau 13 : Les teneurs en malondialdéhyde (MDA), I’oxyde nitrique (NO), Superoxyde
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathion peroxydase (GSH-Px) et les
thiols au niveau du cceur chez les rats traités ou non par I’extrait d’acétate
d’éthyle de la propolis de Tigzirt EAP, quercétine et/ou I’EPI. Les valeurs

représentent la moyenne (m) de 5 déterminations +SEM (n = 5).

Parametres G1 G2 G3 G4 G5
MDA du cceur (nmol/mg) 0.13£0.02 0.66+0.70  0.43+£0.04 0.13+£0.03 0.54 £0.04
NO du ceeur (umol/g) 394+£0.69 13.71£1.27 8.16+0.41 4.18+0.25 10.39+0.93
SOD du ceeur (U/cg) 1698127 509+1.06 1040+£0.37 17.02+1.26 7.59+0.55
CAT du cceur (U/mg) 20.12+0.88 1036+£0.96 1457+£0.74 2086+1.60 12.75+1.04
GSH-Px du ceeur (U/g) 3153+ 145 1495+£1.16 18.66+0.58 31.28+094 14.89+1.10
Thiol du cceur (mmol/mL) 0.92+0.03 0.12£0.05 0.39 £0.02 090+£0.04 0.34+0.01

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n = 5).

I11.7.5.2. Taux de I’oxyde nitrique (NO)

Le taux de I’oxyde nitrique (NO) a été augmenté de +9.77 umol/g chez les rats du groupe

G2 (injecté par 9 mg/kg d’EPI) par rapport au groupe témoin G1 (3.94 umol/g) (tableau.13).

Une diminution du taux de NO de 40.48 et 69.51% a été enregistrée chez les groupes G3

et G4 qui ont regu 100 et 250 mg/kg d’EAP, respectivement, par rapport au G2.

Les rats traités avec 50 mg/kg de quercétine (G5) présentent une diminution de ce taux de

24.21% par rapport au G2.

I11.7.5.3. Taux de superoxyde dismutase (SOD

: EC 1.15.1.1),

(CAT ; EC 1.11.1.6) et de glutathion peroxydase (GSH-Px)

de catalase

Les rats du groupe G2 traités uniquement pas 1’épirubicine ont montré¢ une diminution

tres significative (P<0.05) des enzymes antioxydantes au niveau du cceur; SOD (5.09 U/cg),
catalase (10.36 U/mg) et GSH-Px (14.95 U/g) par rapport au groupe témoin G1 ; SOD (16.98
Ulcg), catalase (20.12 U/mg) et GSH-Px (31.53 U/g) (tableau. 13).

Tandis, que le groupe G4 (qui a recu 250 mg/kg d’EAP) a montré une importante

augmentation de la concentration de ces enzymes antioxydantes au niveau du cceur

comparativement au groupe G2.
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Une légere augmentation des activités enzymatiques a été manifestée chez le groupe 5 par

rapport au groupe témoin G.

I11.7.5.4. Taux des thiols

Le taux des thiols au niveau de I’homogénat tissulaire du cceur est présenté dans le
tableau 13.

Le taux des thiols cardiaque a montré un abaissement significatif (P<0.05) chez les rats
du groupe G2 (0.12 mmol/g) par rapport au groupe témoin G1 (0.92 mmol/g).

Ce marqueur antioxydant a été¢ augmenté d’une maniere impressionnante chez les rats du
G3 et G4 qui ont regu 100 et 250 mg/kg d’EAP respectivement (0.39 mmol/g), (0.90 mmol/g)
par rapport au G2.

Le groupe 5 a montré une diminution significative en thiols (0.34 mmol/g) par rapport au

groupe 1.

Les rats du groupe G5 ont montré une légere augmentation de la concentration en
composés thiols, de 0.34 mmol/g. Cependant, cette concentration reste toujours inférieure a

celle enregistrée pour le groupe G1.

I11.7.6. L’étude histologique du cceur

L’¢étude microscopique de cceur des rats du groupe témoin (G1) a montré une structure

histologique normale du tissu cardiaque (fig. 35 a).

La coupe histologique du cceur des rats du groupe G2 (ayant recu 9 mg/Kg d’EPI) révele
la présence des cedémes, une congestion trés importante avec des plages de nécrose et

d’infiltrats inflammatoires plasmocytaires (fig. 35 b-c).

Le traitement avec 100 mg/kg de propolis (groupe 3) a montré une légere congestion avec

absence d’inflammation (fig. 35 d).

On note au niveau du cceur des rats du groupe 4 (ceux ayant regu 250 mg/kg d’EAP), une

architecture similaire a celle observée chez le groupe témoin (fig. 35 e).

Chez le groupe G5, on observe la présence des infiltrations inflammatoires, des

congestions capillaires et quelques plages de nécrose (fig. 35 f).
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Figure 35 : Coupes histologiques du cceur des rats du groupe : a : Témoin ; b et ¢ : 9 mg/Kg d’épirubicine (7 jours) ; d :
100 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours) ; e : 250 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg
d’EPI (7 jours) ; f : 50 mg/kg de quercétine puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours).

PMN : parenchyme myocardique normale, Cong : congestion, II : infiltrat inflammatoire.
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Discussion

Les anthracyclines peuvent induire différentes toxicités dont une toxicité hématologique,
une néphrotoxicité, une hépatotoxicité et une cardiotoxicité (Shivakumar et al., 2012 ;
Elsherbiny et al., 2014). Parmi ces toxicités, la cardiotoxicité fait partie des préoccupations
majeures limitant 1’efficacité du traitement ou altérant la qualité de vie des patients traités aux
anthracyclines.

Des protocoles de réduction de la dose ont été proposés pour éviter le risque de toxicité
cardiaque retardée, mais cela pourrait diminuer D’efficacité de I'activité cytotoxique des

anthracyclines.

Cette utilisation généralisée d'anthracyclines a suscité des inquiétudes quant au risque de
cardiotoxicité (Delemasure et al., 2006). Deux types principaux de cardiotoxicité ont été
identifiés: une cardiotoxicité aigué. indépendante de la dose d'anthracycline, généralement
légere et réversible, allant de modifications asymptomatiques de I'électrocardiogramme
(ECG) jusqu'a de rares cas de myocardite aigué sévere; et une cardiotoxicité retardée,
dépendante de la dose, conduisant a une insuffisance cardiaque congestive (ICC) irréversible,

chronique et menacant le pronostic vital (Mueller et al., 2004).

Le risque de développer une cardiotoxicité, en particulier I'lCC, est fortement corrélé a la
dose cumulative d'anthracycline (Swain et al., 2003). Dans le traitement du cancer du sein,
deux anthracyclines sont a notre disposition: la doxorubicine et I’épirubicine. La probabilité
de développer une ICC avec la I'épirubicine est liée 2 des doses cumulées de 900-1000 mg/m*

et plus (Katamadze et al., 2006).

La cardiotoxicité de 1’épirubicine est 'un des principaux facteurs limitant leur utilisation
prolongée. Cliniquement elle se traduit par une cardiomyopathie conduisant a une
insuffisance cardiaque (IC) congestive irréversible, dont la mortalité est élevée. Sachant que
I’insuffisance cardiaque (IC) est la résultante commune de la dégradation aigué ou
progressive du tissu ventriculaire. Les mécanismes moléculaires qui pourraient expliquer la
toxicité cardiaque sont complexes mais semblent distincts du mécanisme anticancéreux.
Plusieurs hypotheses ont été avancées mais il apparait que l'induction d'un stress oxydatif au
sein du tissue myocardique constitue le dénominateur commun de ces mécanismes

(Delemasure et al., 2006).
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On outre, 1’épirubicine entraine une cardiotoxicité de type I irréversible caractérisée par
des dommages permanents associés a une mort cellulaire des cardiomyocytes et des
changements ultrastructuraux (Cancer and the Heart, 2013). Elle est le plus souvent associée a
une cardiomyopathie dilatée. Cette cardiotoxicité peut survenir au moment de 1'injection ou
quelques heures apres (effets aigiies), dans la premiere année apres la fin du traitement (effets
chroniques précoces) ou quelques années apres la fin du traitement (effets chroniques tardifs)

(Lipshultz et al., 1996 ; Giantris et al., 1998).

Cependant, dans la présente étude on a constaté une perturbation au niveau de la fonction
cardiaque traduite par une augmentation tres significative des marqueurs biochimiques
cardiaque notamment la CKmb, LDH, la troponine T et le BNP chez les rats injectés par la
dose cumulative de 9 mg/kg d’épirubicine (G2) par rapport au groupe témoin G1.

L’augmentation significative du LDH et CKmb représente le premier indicateur de la
myopathie. C’est une potentialité des dommages musculaires car ces enzymes ont des valeurs

diagnostiques des problémes du myocarde (muscle du cceur) (Rasekh et al., 2008).

Par ailleurs, le peptide natriurétique de type B (BNP) est un marqueur qui fait partie de la
famille des peptides natriurétiques. Ce peptide est synthétisé essentiellement par les myocytes
cardiaques (Maisel et al., 2002). Le taux sanguins du BNP augmente dans le cas
d’insuffisance cardiaque congestive (Mueller et al., 2004). Ceci explique 1’augmentation du
BNP plasmatique en cas d’insuffisance cardiaque, une surcharge hydrique et une hypertension

artérielle étant alors présentes (Jourdain et al., 2009).

En effet, les taux de BNP augmentaient significativement lors de fortes doses de
chimiothérapie a base d'anthracyclines (Suzuki et al., 1998) et étaient corrélés a un
dysfonctionnement diastolique, plus que systolique (Nousiainen et al., 2002). En outre, la
sous-fraction créatine kinase-myocarde (CKmb) et la myoglobine (Myo) sont des marqueurs
pertinents des lésions du myocarde et ont été associées a une altération fonctionnelle
systolique et diastolique chez les patients traités par les anthracyclines (Nousiainen et al.,
1999).

L’¢évaluation du statut antioxydant au niveau des tissus cardiaques chez les rats injectés
par I’épirubicine seulement a montré 1’existence d’un stress oxydatif au niveau du cceur avec

une augmentation de la concentration du malondialdéhyde (MDA) cardiaque et de I’oxyde
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nitrique (NO), et par la diminution significative de ’activité des enzymes antioxydantes
(SOD, CAT, GSH-Px) et des thiols par rapport au groupe témoin.

Plusieurs études suggerent que ’augmentation de la peroxydation lipidique et les
dommages induits par les radicaux libres d’oxygene jouent un rdle pathogénique chez les

patients souffrant d’insuffisance cardiaque (IC) (Keith et al., 1998).

La thérapie antioxydante pourrait donc étre potentiellement intéressante dans le
traitement des patients souffrant d’insuffisance cardiaque. Des connaissances indiquent que la
combinaison de plusieurs antioxydants pourrait €tre une approche thérapeutique dans les
désordres caractérisés par la hausse du stress oxydatif contre les maladies myocardiques
(Sliwa et al., 1998).

Evidemment, 1’administration de la propolis de Tigzirt (EAP) aux rats, notamment la
concentration de 250 mg/kg d’EAP (G4) a montré un effet protecteur contre la cardiotoxicité
tout en améliorant le taux des marqueurs biochimiques cardiaques, et le statut antioxydant au
niveau du cceur, ainsi elle a assuré une protection histologique parfaite au niveau du
myocarde. Cet effet protecteur de la propolis est peut-étre dii a la composition chimique de
cette derniere particulierement les acides phénoliques et les flavonoides connu par leurs effets

antioxydants.

En effet, la propolis a la capacité de capter et de désactiver les radicaux libres produits
par la chaine respiratoire mitochondriale des cellules cardiaques (Jensen et al., 2006). La
réduction du radical O, dans les mitochondries cardiaques et 1'action directe contre le radical
OH, especes impliquées dans le déclenchement de la peroxydation lipidique, peuvent
également s'expliquer par le puissant effet de piégeage de la propolis. Alternativement, il est
également possible que l'effet de la cytoprotection de la propolis se fasse en bloquant la
perméabilisation du port de transition de la perméabilité mitochondriale interne (mPTP) ou en
libérant des effecteurs de la mort cellulaire par la membrane mitochondriale externe. La
restauration du potentiel membranaire mitochondrial pourrait également constituer une voie
de protection de la cellule contre I’apoptose. Toutes ces voies menent a la prévention de la

cardiotoxicité et les maladies dégénératives (Mesbah et Zellagui, 2012).

Le prétraitement des rats avec l'extrait de propolis avant les injections de la doxorubicine
a considérablement réduit les dommages induites par peroxydation dans les tissus du

myocarde et a restauré de maniere marquée les activités de la catalase et de la SOD. Il suggere
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fortement que l'extrait de propolis protege les tissus cardiaques du stress oxydatif en
protégeant les mitochondries (Benguedouar et al., 2008).

En outre, l'extrait d'éthanol de la propolis brésilienne peut protéger les rats par
l'intermédiaire de son pouvoir antioxydant (Nakamura et al., 2012). L'activité antioxydante in
vivo des extraits de propolis a montré une diminution de l'oxydation intracellulaire aux
niveaux du protéome cellulaire et mitochondrial dans les cellules de levure (Cigut et al.,
2011).

Plusieurs études suggerent que la propolis présente un effet cardioprotecteur contre la

doxorubicine (Chopra et al., 1995 ; Alyane et al., 2008).

La prévention contre cette cardiotoxicité repose sur une surveillance cardiaque étroite.
Dans le contexte de la protection myocardique, 1'emploi d'agents cardio-protecteurs couplés a
la chimiothérapie, tels que des composés pharmacologiques agissant sur le niveau du stress
oxydatif fait actuellement I'objet de recherches intensives en vue d'une utilisation optimale des

anthracyclines (Delemasure et al., 2006).

Nos résultats ont montré que le traitement par I'extrait d’acétate d’éthyle de la propolis de
Tigzirt a réduit significativement l'effet toxicité de 1’épirubicine au niveau du cceur par

rapport a celle des rats exposés a 1’épirubicine seule.

I11.8. Effet de I’épirubicine sur les biomarqueurs de ’inflammation
Résultats
I11.8.1. Taux de la prostaglandine E2 (PGE2)

D’apres nos résultats illustrés dans la figure 36, on constate qu’il y’a une augmentation
significative (P<0.05) importante (2066 pg/mL) au niveau du taux sérique de la PGE2 chez
les rats du deuxieme groupe G2 (qui ont été injectés par une dose cumulative de 9 mg/kg

d’épirubicine seulement) par rapport aux rats du premier groupe G1 (750 pg/mL).

En outre, on remarque une diminution de 30.68 et 62.59 % de la prostaglandine E2,
respectivement, chez les rats du groupe G3 et G4 (qui ont recu 100 et 250 mg/kg d’EAP) par
rapport au G2. De méme, ce taux est diminué de 14.75 % chez le groupe G5 par rapport

toujours au G2.
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Figure 36: La teneur en prostaglandine E2 dans les exsudats péritonéaux (pg/mL) chez les rats traités ou/non
par ’extrait d’acétate d’éthyle de la propolis de Tigzirt (EAP), de quercétine et/ou 1’épirubicine, Les
valeurs représentent la moyenne (m) de 5 déterminations +SEM (n = 5).
Gl : Témoin ; G2 : 9 mg/Kg d’épirubicine (7 jours) ; G3 : 100 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg
d’EPI (7 jours) ; G4 : 250 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours) ; G5 : 50 mg/kg de
quercétine puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours).

I11.8.2. Taux des TNF-a

Les résultats présentés dans la figure 37, montre un taux de TNF-a trés élevés (164
ng/ml) chez les rats du G2 (injectés par la dose cumulative de 9 mg/kg d’épirubicine) par

rapport au groupe témoin (G1) (63.66 ng/ml).

En revanche, I’administration de 100 mg/kg d’EAP pendant 15 jours et avant 1’injection
d’une dose cumulative de 9 mg/kg d’épirubicine a montré une diminution significative

(104.33 ng/g) par rapport au G2.

Dans le groupe G4 (rats traités avec 250 mg/kg de propolis), le taux du TNF-a (68.33
ng/g) s’est révélé proche de celui du groupe témoin (63.66 ng/g).

N

Le traitement avec 50 mg/kg de quercétine (G5) a pu diminuer ce taux a raison de

22.15% par rapport au groupe G2.
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Figure 37: La teneur en TNF-a dans le foie (ng/g) chez les rats traités ou/non par 1’extrait d’acétate d’éthyle de
la propolis de Tigzirt (EAP), de quercétine et/ou 1’épirubicine. Les valeurs représentent la moyenne
(m) de 5 déterminations +SEM (n = 5).
G1 : Témoin ; G2 : 9 mg/Kg d’¢épirubicine (7 jours) ; G3 : 100 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg
d’EPI (7 jours) ; G4 : 250 mg/kg d’EAP (15 jours) puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours) ; G5 : 50 mg/kg de
quercétine puis 9 mg/kg d’EPI (7 jours).

Discussion

L’inflammation est un mécanisme de défense indispensable pour Dintégrit¢ de
I’organisme, dont le but est d’éliminer I’agent pathogéne et réparer les 1ésions tissulaires

(Gokhale et al., 2002).

En outre, l'inflammation peut étre fondamentalement définie comme une modification de
I'équilibre morphologique dans une zone spécifique du tissu provoquée par différents types
d'agents: physiques, chimiques ou biologiques (Marcello et al., 2013). Il peut étre représenté
par une dilatation capillaire avec accumulation de fluide (cedéme) et par I'émigration et
l'accumulation de phagocytes (neutrophiles, monocytes, macrophages), qui contribuent
également a la génération d'hyperalgésie et a la perte de la fonction tissulaire (Gallin, 1989).
D'autres caractéristiques, telles que 1'érytheme et la fievre, peuvent également étre observées

lors d'événements inflammatoires. La derniere caractéristique survient apres la libération de
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cytokines (IL-1, TNF-a) par des macrophages activés, conduisant a une dilatation des
vaisseaux résultant d'une relaxation musculaire réguliere et a une augmentation du débit

sanguin local (hypothermie) (racken et al., 2014).

Le TNF-a joue un role central dans le développement de I’inflammation. II est induit par
les récepteurs Toll-Like, permettant de reconnaitre la structure conservée des molécules de
pathogenes (pathogen-associated molecular patterns [PAMPs]) a la suite de 1€sions cellulaires
ou bactériennes, exprimées par les cellules résidentes du tissu conjonctif (mastocytes,

macrophages, neutrophiles, fibroblastes, cellules dendritiques) (Takeda et al., 2004).

Parfois I’inflammation peut étre néfaste du fait de I’agressivité de 1’agent pathogene, de
sa persistance, du siege de I’inflammation, par anomalies de la régulation du processus
inflammatoires, ou par anomalie quantitative ou qualitative des cellules intervenant dans
I’inflammation. D’autre part, la surproduction des espéces réactive d’oxygenes au-dela des
capacités antioxydantes des systemes biologiques donne lieu au stress oxydant, qui est

impliqué dans 1’apparition des maladies inflammatoires chroniques (Rousselet et al., 2005).

La PGE2 est produite par une grande variété de tissus, notamment les muscles lisses
bronchiques, gastro-intestinaux, vasculaires, utérins et de la vessie, le canal artériel du feetus,
le placenta, le cerveau, les cellules macula densa rénales, les cellules souches

mésenchymateuses, les monocytes et les macrophages (Wang et al., 2005).

Dans cette étude, on remarque une concentration tres €levée en PGE2 chez les rats du
groupe G2 (qui ont été injecté avec 9 mg/kg d’épirubicine seulement), ainsi une augmentation
significative (P<0.05) du taux de TNF-a par rapport au groupe témoin Gl. Ce résultat
pourrait étre lié a la présence d’une inflammation aigue chez les rats du groupe G2, cette
inflammation est peut étre due a la détérioration du statut antioxydant induite par
I’épirubicine. L’¢étude histologique du foie, du cceur et des reins a confirmé I’existence des

infiltrats inflammatoires aux niveaux des tissus surtout le tissu hépatique.

Ivanov et al. (2004) et Attar et al. (2005) ont rapporté que la concentration élevée en
PGE?2 est produite dans le cas de plusieurs états pathologiques, notamment l'inflammation,

l'arthrite, la fievre, les 1ésions tissulaires, I'endométriose et une grande variété de cancers.
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L'inflammation a joué un rdle important dans l'initiation et la progression des lésions
hépatiques induites par 1'épirubicine. L'épirubicine a induit la libération de cytokines pro-
inflammatoires, telles que le TNF-a et I'IL-6 (Wu et al., 2017). Ces auteurs, ont montré

I'accumulation de TNF-a et d'IL-6 dans les reins de souris traitées a 1'épirubicine.

Une étude a révélé que les changements précoces dans les parametres de TNF-a observés
aprés 200 mg/m* d'épirubicine étaient accompagnés d'une augmentation significative des
niveaux sériques de ROS et d'une diminution significative de GPx (Mercuro et al., 2007). Un
mécanisme explicatif par lequel l'inflammation peut induire un dysfonctionnement au niveau
des différents organes tels que le cceur est la relation étroite entre les cytokines, les ROS, les
dommages a I'ADN mitochondrial et les défauts de la fonction de transport des électrons, ce
qui peut conduire a une génération supplémentaire de ROS (Mercuro et al., 2007). En
conséquence, une relation a été établie entre la libération de TNF-a et I'augmentation de la
ROS dans les tissus notamment les tissus cardiaques défaillants des patients atteints de

cardiomyopathie dilatative (Tsutamoto et al., 2001).

Chez les rats du groupe 4 qui ont été traité par 250 mg/kg d’EAP avant I’injection de 9
mg/kg d’épirubicine, nous avons constaté un taux de PGE2 et TNF-a similaire a celui de
témoin G1. Ceci assure 1’effet protecteur de la propolis de Tigzirt contre I’'inflammation

provoqué par 1’épirubicine.

Une étude récente de Boufadi et al., (2017) suggere que la propolis a permet de rétablir
les perturbations de 1’homéostasie et les marqueurs de l’inflammation induites par la
carragénine chez les rats Wistar avec une diminution significative de la prostaglandine PGE2,
et une inhibition de la myéloperoxydase, ainsi que 1’effet anti-inflammatoire apparaissait chez

les rats traités par la dose de 250 mg de propolis/kg de poids vif.

Les effets anti-inflammatoires de 1’extrait éthanolique de la propolis administrée par voie
orale ont ¢été¢ observés dans I’inhibition de I’cedéme induit par la carragénine, de 1’arthrite
induite par I’adjuvant de Freund, ainsi que du granulome induit par des boulettes de coton

(Park et al., 1996).
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La propolis supprime la génération des lipoxygenase (LOX) et des cyclo-oxygenase
(COX) au cours de la péritonite aigué induite par le zimosan in vivo, et les macrophages
péritonéaux murins in vitro, en inhibant la production élevée in vivo de LTB4 et de LTC4

(Mirzoeva et al., 1996).

Les extraits de propolis agissent sur les macrophages en activant l'immunité non
spécifique de 1'hote, induisant la libération de H,O; et inhibant la production d'oxyde nitrique

de maniere dose-dépendante (Orsi et al., 2000).

Cette activité anti-inflammatoire peut étre expliquée par la composition chimique de

notre extrait de propolis et sa richesse en flavonoides et en acides phénoliques.
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Conclusion et perspectives

Profitant de I’essor grandissant des médecines dites "naturelles", la propolis s’inscrit dans
cette tendance, le plus souvent en complément des traitements conventionnels. En effet, les
recherches entreprises durant ces dernieres années ont permis de montrer que ce produit de la
ruche pouvait étre une alternative efficace dans bon nombre de troubles et pathologies, mais

également en association avec certaines médications.

Actuellement, la communauté scientifique reconnait, en partie, le pouvoir et I’apport de
I’apithérapie dans les domaines diététiques et thérapeutiques. Toutefois, cette discipline reste
non reconnue comme une pratique médicale a part entieére. Ainsi, elle fait ’objet de plus en
plus d’études visant a confirmer scientifiquement les effets bénéfiques de la propolis déja
observés pendant plusieurs millénaires. En fait, tout le paradoxe est 1a, ses vertus médicinales
sont connues dans de nombreuses civilisations, des résultats empiriques les mettent en

évidence mais la confirmation des bienfaits de ce produit par le monde médical tarde a venir.

De par son incroyable richesse en éléments biologiques, la propolis est une substance
extrémement complexe, qui devra systématiquement étre caractérisée afin de pouvoir garantir
la crédibilité des résultats scientifiques, sans qu’il soit certain, d’ailleurs, qu’une telle
systématisation soit possible. Pour mieux appréhender les mécanismes mis en jeu, il parait
donc trés important a I’avenir que tous les travaux de recherche identifient la source botanique
de la propolis utilisée, déterminent les composés isolés responsables de son action et ne se

cantonnent plus a son origine géographique.

L'identification chimique d'extrait de propolis par HPLC/UV montre la présence de
plusieurs composés polyphénoliques (acide ferrique, acide gallique, acide caféique, acide
ellagique, m-coumarique, acide rosmarinique, trans-cinnamique) et de nombreux flavonoides

(catéchine, quercétine, rutine, chloregenic, apigénine, pinocembrine, chrysine, kaempférol).

L’injection d’une dose cumulative a 9 mg/kg d’épirubicine par voie intraveineuse aux

rats Wistar a provoqué une perturbation métabolique révélée par I’apparition des atteintes
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de la fonction cardiaque, hépatique et rénale. De plus, le statut antioxydant a été détérioré,
avec une peroxydation lipidique traduite par 1’augmentation excessive du MDA et de I’oxyde
nitrique (NO) et une diminution des activités des enzymes antioxydantes suggérant ainsi un
stress oxydant généré par 1’épirubicine. Ainsi, une activité inflammatoire a été confirmée par

I’augmentation des taux de PGE2 et TNF-a.

Tous ces résultats ont été confirmés par 1’étude histologique des organes (foie, cceur, et
reins), une dégénérescence hépatique, cardiaque et néphrotique, des congestions capillaires et

des infiltrats inflammatoires ont ét€ observés.

L’association de la propolis avec 1’épirubicine a diminué de facon impressionnante le
niveau de la toxicité de cette derniere, en modulant les niveaux des marqueurs biochimiques,
ainsi a temporisé les enzymes du stress oxydant, en amendant 1’activité des enzymes
antioxydantes, et en inhibant la peroxydation lipidique. Cette combinaison a révélé une

amélioration du métabolisme biochimique.

Histologiquement une protection parfaite des tissus a été assurée par 1’extrait d’acétate
d’éthyle de la propolis de Tigzirt au niveau des organes (foie, cceur, reins) touchés par la
toxicité induite par 1’épirubicine.

La dose de propolis qui a montré une prévention tres efficace contre la toxicité est celle
de 250 mg/kg. Tandis que 1’administration de 50 mg/kg de quercétine n’a montré aucun effet
protecteur contre les effets toxique de I’épirubicine, ceci confirme que 1’action protectrice de
la propolis est dose dépendante, ainsi cette efficacité est due a I’ensemble des polyphénols

présents dans cet extrait (effet synergique).

L’ensemble de ces résultats obtenus ont permis de mettre en évidence 1’action protectrice
de I’extrait d’acétate d’éthyle de la propolis de Tigzirt et sa capacité a moduler les effets

toxiques causés par 1’épirubicine.

La propolis demeure donc une réserve importante pour la recherche de substances
biologiquement actives et il reste beaucoup a apprendre au sujet de ses modes d’action et ses
propriétés pharmacocinétiques. Néanmoins, il y a un manque de recherche clinique sur les
effets de cette substance chez I’Homme. Il n’existe présentement aucun consensus sur la

normalisation des produits thérapeutiques a base de propolis.
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Annexe

1. Préparation du PBS
1 L de PBS contient :

- 800 mL d’eau distillée
- 8 gNa(Cl

- 0.2gKCl

- 1.44 g Na,HPO,

- 0.24 g KH,PO,4

Apres le mélange des ingrédients la solution est conservée a 4°C
2. Préparation du tampon d’isolation des mitochondries
Pour un litre de tampon on a mesuré :

- 85.6 g de saccharose

- 24 gTris HCI

- 380 mg EDTA

- 0.5% BSA (bovin serum albumine)
- 900 mL d’eau bidistillée

- Ajustementdu pHa 7.4

Annexe
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