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Introduction 

 

    Le méthotrexate (MTX)  est un médicament polyvalent qui a été cliniquement appliqué dans une 

large gamme de maladies , y compris , la polyarthrite rhumatoïde, le psoriasis et les maladies 

néoplasiques.Malgré cette ancienneté et toute l’expérience acquise, de nombreux points 

d’interrogations persistent sur son utilisation optimale ; sa stratégie d’utilisation diffère 

sensiblement d’un pays à l’autre, ainsi que sa tolérance et son efficacité a long terme et surtout sa 

toxicité (Moghadam et al., 2015). 

Les applications thérapeutiques du MTX sont généralement limitée vue sa  toxicité sévère à 

plusieurs niveau, système nerveu,rein, coeur et essentièllement au niveau du foie.Plusieurs 

hypothèses ont été suggérées concernant les mécanismes de la toxicité  induite par le méthotrexate. 

En effet, la plupart des études mettent en jeu le rôle du stress oxydatif dans ce processus qui est 

induit par la formation des radicaux libres.  Cela aboutit à la perturbation de l'homéostasie oxydante 

et la perte du dysfonctionnement mitochondrial qui contribuent cliniquement à l'apparition des 

effets secondaires toxiques du méthotrexate (vardi et al., 2010; Deavall et al., 2012). 

    Au cours des dernières décennies, et malgré la découverte de nouveaux composés en chimie de 

synthèse, les sources naturelles restent le principal fournisseur de nouveaux médicaments et de 

nouvelles structures chimiques. Nous assistons donc à un regain de la phytothérapie surtout pourles 

produits riches en polyphénols, et principalement en flavonoïdes qui ont montré des propriétés 

biologiques antioxydantes intéressantes (Kurek-Górecka et al., 2013; Georgiev et al., 2014). 

    La propolis ou colle d’abeille est un mélange complexe de plusieurs composés organiques et 

inorganiques ,utilisé par l’abeille comme colle, enduit et antibiotique.Il a été démontré  qu'elle est 

très riche en possibilités thérapeutiques et exprime un spectre large d’activités biologiques ; effet 

antibactérien, antiinflammatoire, anticancerigène, hépatoprotecteur, antivirale, spasmolytique, et 

antioxydant (Liuet al., 2004). 

    Dans ce contexte, cette étude est s’inscrite dont l’objectif vise d’une part, à étudier l’effet 

hépatotoxique et cardiotoxique du MTX et d’autre part, à évaluer l’effet préventif de l’extrait 

éthanolique de la propolis contre cette toxicité induite in vivo. 
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Notre stratégie expérimentale a été basée sur : 

 L’étude phytochimique de deux échantillons de la propolis et l’évaluation de l’effet de l’origine 

géographique sur sa composition chimique et son activité anti radicalaire. 

 L’évaluation de la toxicité hépatique et cardiaque du méthotrexate. 

 L’évaluation de l’effet préventif bénéfique de la propolis sur le foie et le cœur. 
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I-1- Historique et Définition 

 

    Le méthotrexate (MTX), dérivé de l’aminoptérine ou [acide N-[4-[[(2,4-diamino-6-ptéridinyl) 

méthyl]méthylamino]benzoyl]-L-glutamique],est un agent de la classe des antimétabolites 

(Waltham et al., 1988;Laharie et al., 2008).Il a été développé dans les années 1940 comme un 

antagoniste spécifique de l'acide folique puis  commercialisé en 1955 (Chan et Cronstein, 

2002 ;Laharie et al., 2008).En effet le MTX est un médicament cytotoxique efficace largement 

utilisé  à des doses élevées dans la chimiothérapie de plusieurs types du cancer, y compris les 

ostéosarcomes, les  leucémies, et les lymphomes non hodgkiniens (Balloy et al., 2007 ;Gaïes   et al., 

2010).Il est également indiqué à des doses plus faibles dans le traitement de certaines maladies 

inflammatoires chroniques telles le psoriasis, la polyarthrite rhumatoïde et la maladie de Crohn 

(Erdogan et al., 2015). 

 

I -2-Pharmacocinétique du méthotrexate  
 

I -2-1-Absorption  

    L’absorption du MTX administré par voie orale semble dépendre de la dose. Cette  absorption est 

quasi complète pour des doses faibles (< 20 mg par semaine) (Lebrun-Vignes et al., 1999 ; Beylot-

Barry  et Le Maitre, 2011).  

    Le MTX est absorbé dans le jéjunum proximal (au niveau digestif) avec un pic de concentration 

plasmatique maximal d’une à deux heures après l’ingestion (Laharie et al.,2008). Il est 

complètement absorbé à la suite de l’administration parentérale et après l’injection  intramusculaire 

(la biodisponibilité est d’environ 90%) (Lebrun-Vignes et al., 1999). 

I -2-2-Distribution  

    Le MTX est une petite molécule qui circule majoritairement sous forme liée aux protéines 

plasmatiques principalement l’albumine (50-80%) ou libre (Reutenauera et al., 2009). Il se 

concentre particulièrement dans les organes suivants : rein, rate, foie, vésicule biliaire, peau ainsi 

que dans les liquides d’épanchement pleural et d’ascite (Shapiro et al., 1975). Son volume de 

distribution est évalué à 0,76l/kg avec une diffusion principalement dans l’espace extracellulaire 

mais avec la capacité de pénétrer les membranes cellulaires et, à haute dose, la barrière hémato 

méningée (Reutenauera et al., 2009). 
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I -2-3-Métabolisme 

   Le MTX subit un métabolisme hépatique et intracellulaire notamment dans les cellules 

néoplasiques et les hépatocytes. Dans la cellule, le MTX fixe un ou plusieurs résidus glutamate sous 

l'influence de la folyl-polyglutamate synthétase (FPGS), afin d’obtenir des polyglutamates qui 

peuvent être reconvertis en MTX grâce à des enzymes hydrolases (Jolivet et al., 1987 ;Tian et 

Cronstein, 2007).Une petite quantité du médicament (3-12%) est métabolisée en 7- 

hydroxyméthotrexate (7 OH- MTX) au niveau du foie (Cutolo et al., 2001). 

    Le MTX est également métabolisé en acide 2,4-diamino-N10-méthylptéroïque (DAMPA), non 

toxique, représente moins de 5 % du médicament excrété dans les urines (Donehower et al., 

1979 ;Howell, 1980;Wolfrom et al., 1990). Le DAMPA est formé par hydrolyse du MTX par des 

carboxypeptidases bactériennes après sécrétion biliaire du MTX dans le tractus gastro-intestinal 

(McGuire et al., 2000). 

 

I - 2-4-Élimination  
 

    L’excrétion du MTX se fait essentiellement par voie rénale. Durant les  premières vingt quatre 

heures suivant l’ingestion de MTX ,60-90 % de sa dose est éliminée dans les urines sans que la 

molécule n’ait été métabolisée. Cette élimination implique essentiellement une filtration 

glomérulaire et partiellement une sécrétion tubulaire proximale (Carpentier et al., 1999). 

    La sécrétion biliaire du MTX est très faible mais elle est un peu plus élevée chez les insuffisants 

rénaux (Laharie et al., 2008). La vitesse de la clairance du MTX varie grandement et diminue 

généralement aux doses élevées. Le retard de la clairance du médicament a été identifié comme l’un 

des principaux facteurs responsables de la toxicité du  MTX (Creaven et al., 1973). Le MTX est 

caractérisé par une demi-vie initiale de 1.5 à 3.5 heures et une demi-vie terminale de 8 à 15 heures 

(Balloyet al., 2007). 

I -3-Mécanisme d’action du méthotrexate 

    Le MTX est un médicament qui possède trois actions principales : action anti-métabolique, anti-

inflammatoire et immunosuppressive (Cutolo et al., 2001 ;Balloy et al., 2007). 
 

I -3-1-Action anti-métabolique  

    Elle représente son action capitale, généralement exercée après l’administration de MTX à fortes 

doses afin de lutter contre les néoplasies (Cutolo et al., 2001 ;Laharie et al., 2008). 

http://www.jle.com/fr/recherche/recherche.phtml?dans=auteur&texte=N.+Carpentier
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    Le MTX est un cytostatique de la famille des antifolates,qui pénètre dans la cellule via une 

protéine trans­membranaire spécifique utilisée normalement dans le transport des folates 

réduitsprovoquant une inhibition compétitive de la dihydrofolate reductase (DHFR),enzyme clé du 

métabolisme desfolates qui permet de catalyser laconversion du dihydrofolate en tétrahydrofolate 

ou la forme active du folate(Jolivet  et al., 1987 ;Reutenauera et al., 2009 ;Beylot-Barry  et Le 

Maitre, 2011 ;Fekryet al., 2016) . 

   Dès son entrée dans la cellule, le MTX et ses dérivés polyglutaminésse lient avec une grande 

affinité à l'enzyme DHFR ce qui entraine  l’inhibition de cette dernière (Jolivet  et al., 1987).Cette 

etape est suivi parl’inhibition d’autres enzymes : la thymidylate synthétase, la 5-aminoimidazole-4-

carboxamide ribonucléotide (AICAR) et la glycinamide ribonucléotide (GAR) transformylase ( 

AICARTF, GARTF) par conséquent il y’a eu un déficit en bases puriques et pyrimidiques 

aboutissant à un défaut de synthèse de l’ADN et d’ARN (Waltham et al., 1988 ;Laharie et al., 

2008 ;Reutenauera et al., 2009). 

    L’action antimétabolique de MTX  est exercée principalement sur la multiplication des cellules 

en phase S (cellules à prolifération rapide : cellules cancéreuses, cellules normales de l'épithélium 

digestif et de la moelle osseuse) (Lebrun-Vignes et al., 1999 ;Gervaise, 2003). 

 

 

Figure 1 : Mode d’action du MTX après pénétration cellulaire (Coralie, 2010).  

 

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.dz&sl=en&u=http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/%3Fterm%3DFekry%2520B%255Bauth%255D&usg=ALkJrhhCOIPs9vImxsSt0c8ff3eKcZ6pVA
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I -3-2-Action anti-inflammatoire  

    Dans ce cas les effets du MTX semblent essentiellement liés à une inhibition de l’AICAR 

transformylase, ce qui induit une accumulation intracellulaire d’AICAR (Chan et Cronstein, 

2002).L’inhibition de cette enzyme  par le MTX et ses métabolites(les polyglutamates) conduit à 

l’accumulation d’AICAR dans le milieu intracellulaire. L’accumulation d’AICAR et ses 

métabolites(AICA Riboside) ont un effet inhibiteur direct sur au moins deux enzymes clés, 

l’adénosine désaminase et l’AMP désaminase provoquant l’augmentation de la concentration de 

l’adénosine et de nucléotides d'adénine par voie intracellulaire,  cette accumulation d’AICAR est 

associée à une élévation de la concentration de l’adénosine dans l'espace extracellulaire par 

l'existence d’ecto-5 '-nucléotidase, une enzyme qui catalyse la déphosphorylation de l’AMP à 

l’adénosine (un médiateur endogène puissant)qui exerce des effets anti-inflammatoires en agissant 

surChan et Cronstein, 2002 ;Cronstein,2005): 

 Les polynucléaires neutrophiles : l’inhibition de l’adhésion aux cellules épithéliales 

(inhibition de l’expression des molécules d’adhésion intracellulaire telles que la molécule 1 

d’adhérence (ICAM-1) et de la production de leucotriéne B4 et de TNFα) (Cutolo et al., 

2001 ;Chan et Cronstein, 2002). 

 Les monocytes (macrophages) : inhibition de l’expression  de TNF, IL-1, IL-6 et IL-8  et 

l’augmentation de la production  d’IL-10, IL-4, IL-12 et de l’IL-1ra (Cutolo et al., 

2001 ;Laharie et al., 2008). 

Ces événements sont à l’origine  d’une diminution de chimiotactisme des polynucléaires 

neutrophiles et des monocytes (Laharie et al., 2008). 

 

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.dz&sl=en&u=http://pharmrev.aspetjournals.org/search%3Fauthor1%3DBruce%2BN.%2BCronstein%26sortspec%3Ddate%26submit%3DSubmit&usg=ALkJrhiociEKzkh3LMQ8SNF8Qic1j8HgJw
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.dz&sl=en&u=http://ard.bmj.com/search%3Fauthor1%3DM%2BCUTOLO%26sortspec%3Ddate%26submit%3DSubmit&usg=ALkJrhjek2jje1E98961uUVRIFFbm5bnuA
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Figure 2 : Concentration extracellulaire de l’adénosine suite à l’administration de MTX. 

MTX :methotrexate;MTXGlu :polyglutamatemethotrexate;AICAR :carboxamidoribonucleotideami

noimidazole;AMPDA :AMPdésaminase;AICAside :carboxamidoribonucleosideaminoimidazole;A

DA :l'adénosine désaminase;Ecto-5'NT :ecto-5'-nucléotidase (Chan et Cronstein,2002).  

I -3-3-Action  immunosuppressive 

    Les effets de MTX sur la fonction des lymphocytes T, soit in vivo ou in vitro, ont été démontrés 

par plusieurs études. En effet les chercheurs ont montré que le MTX diminue la prolifération des 

lymphocytes T activées durant la phase S/G2 du cycle cellulaire (phase de division).Et provoque 

l’apoptose des cellules T (Genestier et al., 1998 ;Cutolo et al., 2001 ;Chan et Cronstein, 2002 ). 

   Les autres lymphocytes résidents (comme les lymphocytes naïfs) ne sont pas concernés par cette 

action (Murphyet al., 2008). 

I - 4-Effets indésirables du méthotréxate 

I - 4-1-Toxicité hématologique  

    La toxicité hématologique est une complication grave couramment observée pour des doses 

élevées de MTX (Gaies et al., 2012).Il s’agit d’une thrombopénie puis d’une leuconeutropénie à 
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progression rapide. Cette toxicité peut être aussi à l’origine d’une anémie mégaloblastique et d’une 

pancytopénie (Reutenauera et al., 2009 ;Gaies et al., 2012). 

I -4-2-Toxicité hépatique  

    L’apparition d’une cytolyse hépatique est fréquemment observée, elle est transitoire et réversible 

en une à deux semaines. Le risque d’une fibrose hépatique et d’une cirrhose est ainsi augmenté lors 

du traitement par le MTX (Laharieet al., 2008 ;Beylot-Barry  et Le Maitre, 2011). 
 

I -4-3-Toxicité pulmonaire  

    Des pneumopathies immunoallergiques pouvant évolué vers la fibrose pulmonaire peuvent être 

observées et nécessite une corticothérapie. La Pneumopathie est l'une des effets secondaires les plus 

graves, mais rares lorsque le  MTX est  à faibles doses (Reutenauera et al., 2009 ; Gaies et al., 

2012). 

I -4-4-Toxicité neurologique  

   Le MTX interfère avec des réactions de transméthylation qui sont cruciales pour la formation   de 

protéines, de lipides et de myéline. Des complications neurologiques en découlent, soit aiguës, 

subaigüe ou neurotoxicité chronique à l’origine d’une détérioration neurologique et cognitive 

progressive (Reutenauera et al., 2009 ; Gaies et al., 2012). 
 

I -4-5-Toxicité cutanéo-muqueuse  

    La toxicité cutanéo-muqueuse responsable d’une éruption cutanée, d’un érythème des extrémités 

et d’une chute de cheveux. Elle peut également entraîner une photosensibilité et des ulcérations 

cutanées et muqueuses. De rares cas de dermatoses bulleuses et de vascularites ont été rapportés 

(Gaies et al., 2012). 

 

I -4-6-Toxicité rénale  

    Elle se manifeste par une augmentation de la créatinine pouvant évoluer vers une insuffisance 

rénale irréversible. Ce phénomène est du à une nécrose tubulaire et à la précipitation du MTX et de 

ses métabolites sous forme de cristaux en cas d’administration de fortes doses (Reutenauera et al., 

2009 ;Gaies et al., 2012). 

I -4-7-Autres toxicités  

    Elles sont, anaphylactique, ophtalmologique et surtout digestifs (douleurs abdominales, nausées) 

(Reutenauera et al., 2009 ;Beylot-Barry  et Le Maitre, 2011). 
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II-1- Anatomie et physiologie du foie  

II-1-1- Anatomie descriptive du foie 

    Le foie représente l'organe interne le plus volumineux du corps humain, son poids est de 1400 à 

1500 g. Il occupe la région de l’hypocondre droit, s’étendant du 5ème espace intercostal vers le bas, 

dans l’alignement du centre de la clavicule, jusqu’au rebord costal droit. Il a trois faces : face 

supérieure ou diaphragmatique, face inférieure ou viscérale : elle est parcourue par trois sillons qui 

dessinent grossièrement la lettre H et face postérieure. Cet organe est formé de deux lobes 

principaux, le droit et le gauche, ainsi que de deux petits lobes, à savoir, le lobe caudé à la face 

postérieure, et le lobe carré à la face inférieure, et chaque lobe se subdivise lui-même en un grand 

nombre d'unités fonctionnelles appelées lobules. Ces lobules sont formés de cellules hépatiques, les 

hépatocytes (Frank ,1992 ; Casting et Smail, 1999; Shaffer et Myers ,1999). 

On y distingue dans le foie deux types de cellules :  

 Les cellules parenchymateuses: les hépatocytes (représentent 60 % de la masse cellulaire) 

(David, 2000). 

 Les cellules sinusoïdales : elles sont composées de  cellules endothéliales, cellules de Kupffer,  

cellules étoilées du foie également dénommées cellules de Ito ou cellules périsinusoïdales et  

lymphocytes associés du foie (Malik et al., 2002). 

II-1-2-Physiologie du foie  

Les principales fonctions assurées par le foie sont : 

 La fonction vasculaire : le foie étant le principal réservoir sanguin de l’organisme. De plus, il 

permet la collecte decomposants alimentaires, qui sont conduits au foie à partir du tractus 

digestif viala veineporte. 

 La fonction métabolique:le foie étant impliqué dans le métabolisme de la plupart des 

xénobiotiques et dans la biosynthèse, le stockage, la transformation et la dégradation de 

composés organiques (Frank ,1992 ;Guyton, 1995). 

 La fonction biliaire : La bile est une solution aqueuse, iso-osmotique par rapport au plasma, 

contenant moins de 5 % de solides. Elle est élaborée initialement dans les hépatocytes, 

conditionne l’absorption intestinale des lipides, des graisses alimentaires et des vitamines 

liposolubles, assure l’homéostasie du cholestérol et l’élimination de différents produits de  
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dégradation, comme ceux de l’hémoglobine, sous forme de bilirubine. La bile est la voie 

d’excrétion principale des métabolites toxiques (Shaffer et Myers ,1999;Poupon et al., 2004 ). 

II-2-Mécanisme de l’hépatotoxicité du méthotréxate 

    Le MTX est stocké sous forme des polyglutamates intracellulaire (Vardiet al., 

2010).L’administration de ce  médicament à long terme induit une accumulation de ses métabolites 

dans le parenchyme hépatique.Le MTX et ses métabolites pourraient induire une inhibition 

chronique du métabolisme des folates. Donc, l’hépatotoxicité est  en raison de l'appauvrissement de 

l’acide foliqueau niveau hépatique,conduisant  à un blocage de la synthèse d’acides aminés et 

d'acides nucléiques,cela pourrait conduire à des dommages des organites et des membranes 

plasmatiques dans les  cellules de parenchyme hépatique interférant avec leur fonction et permettant 

une fuite d'enzymesqui conduit à une nécrose des hépatocytes (Laharie et al., 2008 ;Tag, 2015 ; 

Çakır et al., 2015). 

II-2-1- Principales lésions hépatiques du méthotrexate  

    Le foie est le site principal des biotransformations des xénobiotiques; toute affection hépatique 

peut induit des modifications de métabolisme ce qui conduit à l’apparition de la toxicité  (Viala, 

2007).Les lésions hépatiques les plus fréquentes observées suite à l’administration de MTX sont : la 

cytolyse hépatique, la stéatose, la fibrose hépatique et la cirrhose (Laharie et al., 2008). 

 Cytolyse : 

    La cytolyse hépatique est une maladie de foie définit par une atteinte de la membrane 

hépatocytaire, qui  peut être une destruction de la membrane ou une modification de la perméabilité 

membranaire.Cette anomalie est observée lors du traitement avec le MTX  que ce soit pour des 

traitements courts à des doses élevées et cytotoxiques ou pour des traitements d’entretien à de plus 

faibles doses. Elle est désignée par une  augmentation des transaminases sériques (ASAT et 

ALAT).La cytolyse disparaît généralement à l’arrêt du traitement, mais la disparition peut prendre 

plusieurs semaines. La supplémentation en folates diminue la fréquence des cytolyses sans modifier 

l’efficacité du traitement, même chez les malades consommant de l’alcool (Laharie et al., 

2008 ;Pariente, 2013 ). 
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 Stéatose  

    La stéatose hépatique est caractérisée par la présence d’un excès de lipides (plus de 5%). 

L’accumulation de lipides dans le foie  peut conduire au blocage de la libération des triglycérides 

hépatiques dans le plasma. 

    Le MTX pourrait aussi être un facteur de risque de stéatohépatite métabolique. Des lésions 

histologiques de stéatopathie métabolique sont souvent observées lorsque les malades ont une 

ponction biopsie hépatique (Frank ,1992 ; Laharie et al., 2008). 

 Fibrose  

    La fibrose hépatique est définie par l'accumulation excessive de matrice extracellulaire dans le 

parenchyme hépatique,elle peut être aussi décrite par l’encapsulation ou le remplacement du tissu 

lésé par une réponse « de cicatrisation collagénique ». Les constituants de la matrice extracellulaire 

déposés en excès au niveau des espaces intercellulaires, cela due à un déséquilibre entre la 

synthèse, le dépôt et la dégradation de ses constituants (Rosenbaum ,1994 ;Spahr et al., 

2003;Sawadogo et al., 2007;Schuppan et Afdhal, 2008 ). 

   Le premier cas de  fibrose hépatique lors d’un traitement par MTX pour lepsoriasis est observé 

en 1964. La prévalence de la  fibrose significative varie de 0 à 33 %. Dans l’exemple du psoriasis, 

des travaux anciens ont montré que la prévalence de la  fibrose hépatique variait de 25  à 50%  

alors que plus récemment celle-ci était estimée de 0à 4% (Laharie et al., 2008). 

 Cirrhose  

    La cirrhose est le stade majeur du développement de la fibrose hépatique induit par la plupart des 

maladies chroniques du foie. Elle est définie par l’existence d’un trouble architectural diffus du 

parenchyme hépatiquecaractérisé par le développement histologique des nodules de régénération 

entourés par des bandes fibreuses. Les complications de la cirrhose sont potentiellement graves : 

hémorragie par rupture de varices œsophagiennes,hypertension portale (HTP),  infections du 

liquide d’ascite, syndrome hépatorénal et carcinome hépatocellulaire (Sawadogo et al., 2007 ; 

Schuppan et Afdhal, 2008 ;VonMoos et Müllhaupt, 2015). 

    Il a été publié que 26 % des malades traités par le MTX avaient une cirrhose à long terme. Il est 

important de noter que, dans les études publiées après 1990, quelle que soit l’indication du  
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traitement, la prévalence de la cirrhose sous MTX est la plus faible, comprise entre 0 et 6 % 

(Laharie et al., 2008). 

II- 3-Stress oxydatif 

    Le stress oxydatif a été définie comme un déséquilibre entre les oxydants et les antioxydants, ce 

qui entraîne une augmentation globale des niveaux cellulaires d'espèces réactives de l'oxygène 

(ROS). Ces produits proviennent soit de sources exogènes (tel que: l’alcool et certains 

médicaments) ou de sources endogènes (telque: le cytochrome hépatique P 450) (Vuppalanchi et 

al., 2011;Yang et al., 2016 ). 

II-3-1- Stress oxydatif dans le foie  

    Le stress oxydatif est une caractéristique importante dans la physiopathologie des maladies 

hépatiques aiguë et chronique, telles que les lésions d'ischémie repefusion, les modèles 

cholestatiques de maladie du foie, les maladies du foie alcoolique et la stéatohépatite non 

alcoolique (Vuppalanchi et al., 2011 ;Li et al.,2015). 

 

 

Figure 3 : Mécanisme général du stress oxydatif induit par divers facteurs et maladies du foie  

 (Li et al., 2015). 
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    Les cellules parenchymateuses sont des cellules primaires soumises à un stress oxydatif induit 

par une blessure dans le foie. Au niveau des hépatocytes ; la mitochondrie, le réticulum 

endoplasmique, les microsomes et les peroxysomes peuvent produire des ROS. La régénération de 

ces espèces réactives provoque des dommages dans les cellules  de Kupffer, les cellules étoilées du 

foie et les cellules endothéliales. 

    Une variété de cytokines comme le TNF-α peut être produit dans les cellules de Kupffer suite au 

stress oxydatif, ce qui pourrait augmenter l’inflammation et l’apoptose.En ce qui concerne les 

cellules étoilées hépatiques, la synthèse ducollagène et la prolifération de ces cellules  est 

déclenchée par la peroxydation lipidique provoquée par le stress oxydatif (Cichoż-Lach et 

Michalak, 2014; Li et al., 2015 ). 

II-3-2-Stress oxydatif induit par le méthotrexate 

    La toxicité du MTX au niveau du foie semble se rapporter à la production des ROS, cela 

provoque des dommages au niveau des mitochondrieset des membranes cytoplasmiques et induit 

des  lésions tissulaires oxydatives. Ces anomalies représentent le résultat d’une  augmentation de  

la peroxydation lipidique  dans les tissusdu foie (induit la libération de la MDA : malondialdéhyde) 

et une diminution des  taux d'enzymes anti oxydantes telque le glutathion cellulaire (Tag, 2015 ; 

Moghadam et al., 2015 ;Çakır et al., 2015). Ainsi, le MTX provoque l’inhibition du nicotinamide 

adénosine diphosphate (NADP) déshydrogénases –dépendantes cytosolique et l’enzyme malique 

(NADP), Ce qui suggère que ce  médicament pourrait diminuer la disponibilité de NADPH 

(nicotinamide-adénosine di phosphate d'hydrogène) dans les cellules. Dans  les conditions 

normales, le NADPH est utilisé par  l’enzyme glutathion réductase pour maintenir l'état réduit de  

glutathion cellulaire(GSH), un important antioxydant cytosolique (Vardi et al., 2010; Moghadam et 

al., 2015). 

II-4-Marqueurs hépatiques  

II-4-1-Transaminases  

 ALAT (Alanine-amino-transferase) : l'ALAT est une enzyme essentiellement trouvée dans le 

foie (où elle est exclusivement cytoplasmique), mais elle se rencontre aussi, par ordre de 

concentration décroissante, dans les reins, le cœur, les muscles squelettiques, le pancréas, la 

rate, les poumons et le sérum. L’activité de l’ALAT est la plus fréquemment dosée comme 

marqueur d’hépatotoxicité. Ce test est beaucoup plus spécifique d’une lésion hépatique.  
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L’atteinte hépatocytaire provoque la libération  de ces enzymes dans le compartiment 

extracellulaire (Amacher, 2002; Ozer et al., 2008 ; Jaunin-Stalder et al., 2009 ).   

 ASAT (aspartate-amino-transferase) : cette enzyme est retrouvée essentiellement dans le 

compartiment mitochondrial, moins spécifique que l’ALAT pour le foie, Le rapport 

ASAT/ALAT peut donc aider à déterminer une probabilité sur l’existence d’une atteinte 

hépatique (Amacher, 2002;Jaunin-Stalder et al., 2009).    

II-4-2-Phosphatase alcaline (PA) : le PA se trouve majoritairement dans le foie et les os. 

L’élévation de  ce biomarqueur traduit une atteinte cholestatique par libération d’enzyme du tissu 

hépatocytaire vers le compartiment plasmatique.Elle est physiologiquement élevée pendant  la 

grossesse et chez les  enfants (Ozer et al., 2008;Jaunin-Stalder et al., 2009 ). 

II-4-3-Gamma-glutamyl-transférase (γ-GT) :leγ-GT est un marqueur hautement sensible de 

l’atteinte hépatobiliaire avec une spécificité modérée. Il se trouve dans les hépatocytes et les 

cellules épithéliales biliaires (Ozer et al., 2008 ; Jaunin-Stalder et al., 2009). 

II-4-4-Bilirubine totale :la bilirubinetotale, est un marqueur de l’atteinte cholestatique. Elle se 

partage en bilirubine directe (conjuguée) et indirecte (non conjuguée). Une élévation plus 

importante de la bilirubine indirecte par rapport à la bilirubine directe témoigne d’une hémolyse. 

La bilirubine directe est un indicateur de la fonction hépatique d’élimination (Ozer et al., 2008 ; 

Jaunin-Stalder et al., 2009). 
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III-1-Les polyphénols   

    Les polyphénols sont des métabolites secondaires végétaux, caractérisés par la présence dans leur 

structure d’au moins un cycle aromatique à 6 carbones (groupe phénol), lui-même porteur d’un ou 

plusieurs fonctions hydroxyles (OH) (Hennebelle et al., 2004 ; Murtala et al., 2014 ). Ils peuvent 

aller de molécules simples comme les acides phénols à des composés hautement polymérisés, de 

plus de 30000 dalton comme les tanins. les polyphénols sont principalement synthétisés à partir des 

hydrate de carbone via la voie de l’acide shikimique et la voie de l’acétate, celle de l’acide 

shikimique conduisant après transamination et désamination aux acides cinnamiques et leurs 

dérivés et celle de l’acétate conduisant aux polycétoesters ou polyacétates (malonate) (Chira et al., 

2008) .  

    Les flavonoïdes constituent le principal groupe de polyphénols, avec plus de 5000 composés 

différents identifiés dans le règne végétal. Ces molécules sont caractérisés par une structure 

commune en C 6  –C 3  – C 6, dans laquelle deux cycles benzéniques sont réunis par une chaîne de 

trois carbones (Chira et al., 2008 ; Massau, 2012 ). En fonction de la nature des différents 

substituants présents sur les cycles des molécule ainsi que sur la base du nombre et de la structure 

chimique des carbones constitutifs les flavonoïdes sont classés en différentes catégories dont les 

plus importantes sont les flavanones, les flavonols, les flavones, les flavanols, les isoflavones et les 

anthocyanes (Ghedira, 2005 ; Chira et al., 2008 ; Kanti et Syed, 2009). 

III-2-La propolis comme source des polyphénols 

III-2-1-Définition et étymologie de la propolis   

    La propolis ou colle d’abeille est une  substance naturelle résineuse recueillie par les abeilles 

d’espèce Apis mellifera L à partir de sources botaniques, essentiellement sur les bourgeons d’arbres, 

mais aussi sur les jeunes branches, et les pétioles des feuilles (Ghedira et al., 2009 ;Wang et al., 

2016 ). Les abeilles l’utilisent à l’entrée de leurs ruche pour en protéger l’accé,c’est ce qui indique 

son étymologie Greque « pro » signifiant devant et « polis » signifiant cité (devant la cité) (Ghedira 

et al., 2009). Son étymologie viendrait aussi du verbe latin propolire qui signifié « enduire ». En 

effet l’abeille enduit l’intérieur de son habitat de cette résine pour se protéger contre les bactéries, 

les parasites et les virus, sceller des trous dans les alvéoles des abeilles, boucher les ouvertures, 

lisser les parois interne et désinfecter la ruche (Castaldo et Capasso, 2002 ; de Mendonça et al., 

2015 ;Wang et al., 2016).  
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III-2-2-Composition de la propolis  

    La composition de la propolis varie en fonction de leur origine botanique, géographique et la 

saison de collection (Nadine et al., 2014 ; De Mendonça et al., 2015 ). De manière générale, elle 

est constituée de 50% de résine et baume, de 30% de cire, de 10% d’huiles essentielles et 

aromatiques, de 5% de pollen, et de 5% de substances organiques et minérales. Parmi ces derniers 

il y aura beaucoup de flavonoïdes et autres dérivés phénoliques  ainsi que leurs esters, des dérivés 

aromatiques volatiles, des minéraux telles que : fer, calcium, zinc, cuivre et manganèse et des 

vitamines (B1, B2, B6, C et E) (Cardinault et al., 2012 ; Wang et al., 2016).   

 

III-2-3-Origine de la propolis   

   L’origine botanique de la propolis peut influencer la saveur, la couleur, l’arome et la composition 

chimique (Wang et al., 2016).   Plusieurs recherches ont montré que la propolis pouvait avoir deux 

origines : 

 Origine interne: la propolis est un résidu issu de la première phase de la digestion du pollen 

dans un petit organe situé entre le jabot et l’intestin moyen appelé le gésier à pollen (Hegazi, 

1997).  

 Origine externe : Les plantes, essentiellement les arbres représentent  la source principale du 

produit de base de la propolis. Parmi les principales essences d’arbres connues pour être 

productrices de propolis on peut citer : spin, bouleau, aulne et le peuplier (qui semble l’espèce la 

plus importante). Les abeilles rapportent  le produit de base à la ruche, et le modifient en partie 

par l’apport de certaines de leurs sécrétions propres (cire et sécrétions salivaires essentiellement)  

(Massau, 2012 ; Murtala et al., 2014 ;Nurby et al., 2014).   

 

III-2-4-Propriétés physico-chimiques   

    La  consistance de la propolis varie en fonction de  la température, elle est dure est friable à 15°C, 

molle est malléable à 30°C, collante ou gluante entre 30 et 60°C, jusqu'à fondre en moyenne vers 

60-70°C ou plus. Sa couleur varie selon sa provenance, elle peut être jaune claire, brune  très foncé 

presque noire, verte, rouge…etc. De saveur âcre et parfois amères, d’odeur agréable et douceâtre 

mélangé à celui du  miel, de la cire et d’autres produits (cannelle, vanille ...etc.). Son point de fusion 

se situe autour de 70°C et sa densité est de 1.2 (soit supérieur a celle de l’eau). La propolis est 

insoluble dans l’eau à froid, elle est en revanche, Partiellement soluble dans l’acétone, l’alcool, 

l’ammoniaque, le benzène, le chloroforme…etc (Donnadieu, 2008 ; Nurby et al., 2014 ;Wang et al., 

2016). 
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 III-2-5-Propriétés pharmacologiques et biologiques   

    La propolis est utilisée par l’homme sur le plan médical depuis des millénaires en raison de ses 

activités à large spectre qui peuvent être utilisés dans la médecine complémentaire et alternative. 

Malgré des différences de composition entre les propolis, un certain nombre de propriétés 

pharmacologiques et/ou d’effets santé commun font consensus (Cardinault et al., 2012 ; de 

Mendonça et al., 2015).    

 

III-2-5-1-Activité  antioxydant et anti radicalaire   

     Des extraits enrichis en flavonoïdes et en polyphénols issus de la propolis présentent des 

propriétés anti-oxydantes par inhibition de la lipoperoxydation de l’acide linoléique. L’activité 

antiradicalaire est mise en évidence vis -a- vis du radical DPPH.  C’est la fraction la plus concentrée 

en flavonoïdes qui piégé le mieux le radical libre DPPH. In vivo, la propolis réduit significativement 

la lipoperoxydation dans différents organes (foie, rein, poumon, cerveau) et module l’expression 

des enzymes anti oxydantes (catalase, superoxyde dismutase, glutathion peroxydase) (Ghedira et 

al., 2009 ; Cardinault et al., 2012 ; de Mendonça et al., 2015). En effet les polyphénols 

essentiellement les flavonoïdes exercent leur activité antioxydant à travers : 

 

1-Piégeage des radicaux libres   

    La propriété des flavonoïdes la mieux décrite est leur activité antioxydante et leur capacité à 

piéger les radicaux libres : radicaux hydroxyles (OH·), anions superoxydes (02 
.-
) et radicaux  

peroxylipidiques, selon la réaction suivante : 

    Flavonoïde (OH) + R
.
 → flavonoïde (O

.
) + RH (Lugasi et al., 2003; Ghedira, 2005 ).  

 

2-Interaction avec les ions métalliques  

    Les flavonoïdes sont également capables de chélater les ions métalliques (largués à partir de leurs 

protéines de fixation ou de transport) qui peuvent renforcer ces effets délétères par la Production 

des radicaux hydroxyles (OH·) (Lugasi et al., 2003; Ghedira, 2005 ). 

 

3-Inhibition enzymatique   

    Les flavonoïdes sont des inhibiteurs enzymatiques à l’égard de l’aldose réductase, de la 

phospholipase A2 et des enzymes de l’inflammation : la cyclooxygénase et la lipooxygénase 

(Ghedira, 2005). 
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III-2-5-2-Activité anti-inflammatoire  

     Plusieurs études ont  montrés que la propolis possède une activité anti-inflammatoire     

significative, à travers plusieurs  mécanismes d’actions : inhibition de l’activation de certaines 

molécules du système immunitaire (IL-6), inhibition de certaines enzymes impliquées dans la voie 

métabolique de l’inflammation, modification de métabolisme de l’acide arachidonique, et 

l’inhibition de  l’activation et la différenciation des macrophages mononucléaire (Ghedira., 2005 ; 

Ghedira et al., 2009). 

III-2-5-3-Activité antimicrobienne   

    L’activité bactéricide de la propolis est la plus largement documentée. Cette activité à large 

spectre a été démontrée sur des bactéries Gram+ et Gram–. parmi les bactéries inhibées : des 

Bacilles (cereus et subtilis), staphylococcus (aureus et mutans), des Pseudomonas, des Proteus, des  

Clostridium, Escherichia coli et faecalis, Candida albicans…etc (Ghedira et al., 2009 ; Oliveira et 

al., 2010). 

    Les différentes études mécanistiques suggèrent que la propolis pourrait inhiber la croissance 

bactérienne par blocage de la division cellulaire, par une désorganisation du cytoplasme, par une 

inhibition de la synthèse protéique ou par une inhibition du processus d’adhésion (Cardinault et al., 

2012).   

III-2-5-4-Autres propriétés   

    La propolis exerce une activité fongicide contre les germes appartenant au genre Candida, mais 

aussi contre les champignons de type Aspergillus et Mycrosporum ainsi que contre les levures 

(Cardinault et al., 2012).   

    Les études ont montré que la propolis et/ou ses constituants étaient efficaces contre de nombreux 

virus : myxovirus, poliovirus, coronavirus, rotavirus, adénovirus (Cardinault et al., 2012). De plus, 

la propolis est active contre le virus de la grippe et améliore les symptômes grippaux chez la souris. 

L’ester phényléthylique de l’acide caféique (CAPE) est un des plus puissants agents anti-intégrase 

du VIH  (Ghedira et al., 2009).   

    Selon certains études, la propolis serait efficace contre la plupart des parasites répandus 

essentiellement dans les pays tropicaux et subtropicaux, tels que : les trichomonas, les trypanosoma, 

la leishmania ou Giardia lamblia (Cardinault et al., 2012). 
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IV -Matériel et méthodes  

     Notre travail a été réalisé au niveau du laboratoire de biochimie, département de biologie  

moléculaire et cellulaire, faculté des sciences de l’université de Jijel, durant une période de deux 

mois et demi. Il concerne l’évaluation de l’effet protecteur de l’extrait éthanolique de la propolis 

(EEP) contre la toxicité hépatique et cardiaque induite par le méthotrexate sur les rats wistar 

albinos. 

 Partie 1 : Etude phytochimique de la propolis 

1- Récolte de la propolis 

     Les échantillons de la propolis sont récoltés au mois mars et d’avril (2016), ils sont fournis par 

des apicultures de deux régions (Texenna, Kaous), la récolte est effective par un grattage et raclage 

des cadres et des parois de la ruche. Avant l’utilisation, les échantillons de la propolis ont été 

maintenus à température ambiante dans l'obscurité. 

 2- Préparation de l’extrait éthanolique de la propolis  

    L’EEP est obtenu par extraction selon la méthode de Bruneton (1995).Pour cela, les échantillons 

de la propolis coupés en petits morceaux sont soumis à une extraction par macération dans l’éthanol 

95% (20 g de la propolis pour 100 ml d’éthanol) sous agitation et à l’abri de la lumière. Suite à la 

filtration des macéras sur papier filtre wattman, l’évaporation des filtras obtenus à 60 °C est réalisée 

à l’aide d’un évaporateur rotatif (Evaporateur E100 ,Hei dolph). Juste après l’évaporation, les 

résidus obtenus  de chaque échantillon sont pesés pour calculer le rendement d’extraction, selon la 

formule suivante : 

Rendement d’extraction en (%) = (E1 /E0) 

Avec : 

E1 : masse de l’extrait obtenu(g) 

E0 : masse de la prise d’essai (g) 

     En fin, les résidus sont récupérés dans l’éthanol 95%  afin d’obtenir l’EEP. Les deux extrait 

obtenus sont conservés à l’abri de la lumière et à température ambiante jusqu’a leur utilisation. 
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3-Dosage des polyphénols totaux  

    L’évaluation des polyphénols totaux est réalisée selon la méthode colorimétrique de Folin –

Ciocalteu décrite par Singleton et Rossi en 1965, qui est basée sur la réduction en milieux alcalin de 

la mixture acide phosphotungstique (H3 PW12O40), et acide phosphomolybdique ( H3PMO12O40) du 

réactif de Folin par les groupements oxydables des composés phénoliques, conduisant à la 

formation d’un mélange d’oxydes bleus de tungstène et de molybdène .Ces derniers présentent un 

maximum d’absorption à 735nm dont l’intensité est proportionnelle à la quantité de polyphénols 

présents dans l’extraits. 

    Brièvement, 500 μl de réactif de Folin-Ciocalteu (dilué à1 /10
éme

  dans l’eau) sont ajoutés à 100 

μl d’extraits dilués (1/10000). Le mélange obtenu est laissé 5 min à température ambiante, puis 400 

μl de la solution de carbonate de sodium (75 g/l) sont ajoutés .Après incubation à 20°C pendant 30 

minutes, l’absorbance est lue à 735nm grâce à un spectrophotomètre (Jasco V-630) UV-Visible 

contre un blanc préparé dans les même conditions.     

    La quantification des polyphénols est déduite à partir d’une gamme d’étalonnage réalisée avec 

l’acide gallique (0-400 μg/ml) dans les mêmes conditions que les extraits (Annexe 1, figure 1). 

    Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme de poids 

sec d’extrait (mg EAG/g extrait). 

4-Dosage des flavonoïdes totaux  

    Le dosage des flavonoïdes a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium (AlCl 3) 

décrite par Bahorun et al., en 1996. La réaction est basée sur la formation d’un complexe entre le 

chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygène présents sur les carbones des flavonoïdes, ce qui 

donne une coloration jaune dont l’intensité est quantifiée à 430 nm. 

1ml  d’extrait dilué est mélangé avec 1ml de la solution d’AlCl3 à 2% (préparé dans le 

méthanol).Après un repos de 10min, l’absorbance est lue à 430 nm. 

     La quantification des flavonoïdes est déduite à partir d’une gamme d’étalonnage réalisé avec la 

quercétine  (0-200 μg /ml)  dans les mêmes conditions que les extraits (Annexe 1, figure 2). 

     Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent de la quercétine par gramme de poids 

sec d’extrait (mg EAG/g extrait). 
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5- Etude du pouvoir anti –radicalaire  

    L’activité anti-radicalaire des extraits de la propolis a été évaluée in vitro, par le test au DPPH°. 

Le DPPH° (2.2 diphenyl 1picryl hydrazyl) de couleur violette, vire au jaune, en présence de 

capteurs de radicaux libres, et se réduits en 2.2 diphenyl 1picryl hydrazine  .La solution de DPPH° 

est préparée à l’avance à 10
-4 

 M dans le méthanol (au moins 3 à 4h) car la solubilisation est difficile 

et ne se conserve pas plus de 48h à l’obscurité. 

    À 0,25 ml de l’extrait  de kaous à différents concentrations (50, 100, 200,400 μg/ml), 0,75ml de 

la solution méthanolique de DPPH° est additionné. Après agitation et incubation pendant 30 mn à 

température ambiante et à l’abri de la lumière, la diminution de la DO est lue à 517nm contre un 

blanc méthanol. 

    Le mélange contenant 0,25ml de méthanol et 0,75 ml de DPPH° est considéré comme contrôle 

négative .La quercétine est utilisée comme témoin pour la comparaison de l’effet scavenger avec 

l’extrait. 

    L’activité anti-radicalaire est exprimée en pourcentage de réduction du DPPH° en utilisant la 

formule suivante : 

                      I= [(AB-AA) /AB]  100 

Dont : 

I : Pourcentage d’inhibition. 

AB : Absorbance du contrôle négatif. 

AA : Absorbance de l’échantillon. 

 

Partie 2-Etude de l’effet antioxydant de l’EEP in vivo  

1-Animaux et conditions d’hébergement  

    L’étude a été réalisée sur des rats de souche Wistar albinos (Institut Pasteur d’Alger) pesant 

environs de 195-240 g. Les animaux sont placés en  cages avec un accès libre à la nourriture et à 

l’eau et maintenus dans une animalerie à température constante (22°C), hygrométrie de 60% et un 

cycle de lumière/obscurité de 12/12heures.  
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2-Traitement des animaux  

     Notre travail est consacré à l’étude in vivo de l’effet protecteur de l’EEP contre la toxicité induite 

par le MTX .Pour la réalisation de cette étude in vivo nous avons choisi la propolis de Kaous. 

    Le méthotrexate (cytotrex 2.5 mg, comprimé)  est utilisée non pour son action anticancéreuse 

mais pour son effet hépatotoxique. 

    Le traitement des animaux  a été effectué comme suit : 

 Premier lot (témoin) : les rats reçoivent 1ml d’eau distillée par voie orale une fois par jour 

pendant 15 jours.  

 Deuxième lot (MTX) : les rats reçoivent 1ml d’eau distillée par voie orale une fois par jour 

pendant 7 jours, puis une dose répétée du MTX 20 mg/kg  pendant 8 jours par voie orale. 

 Troisième lot (EEP+MTX) : les rats reçoivent une dose de 100 mg/kg  de la propolis par voie 

orale pendant 7 jours, puis une dose répétée du MTX 20 mg /kg pendant 8 jours par voie orale. 

 Quatrième lot (Quercétine +MTX) : les rats reçoivent une dose journalière de 10 mg/kg  de la 

quercétine par voie orale pendant 7 jours, puis une dose répétée du MTX 20 mg /kg  pendant 8 

jours par voie orale. 

3-Prélèvement du sang  

    Le sang est prélevé, avec un capillaire dans des tubes héparinés, par ponction de la  veine du 

sinus –orbital au niveau de l’œil des rats. Le sang est centrifugé à 3300 rpm pendant 15 min, le 

plasma est aliquoté puis congelé à -20°C pour l’analyse des paramètres biochimiques. Juste  avant 

l’emploi le surnageant doit être décongelé à la température ambiante. 

4-Sacrifice des animaux et prélèvement des organes (foie et cœur) 

    Après 8 jours de l’administration de MTX  les rats sont euthanasiés par inhalation des vapeurs du 

chloroforme, la paroi abdominale est ouverte, le diaphragme est incisé le cœur, et le foie sont 

prélevés, plongés, lavés dans le NaCl 0.9 % et congelés à – 20°C pour réaliser les dosages 

tissulaires. 
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5-Dosage des paramètres sériques 

    La mesure des activités plasmatiques des enzymes pour le diagnostic de l’atteinte hépatique et 

cardiaque, à savoir le lactate déshydrogénase (LDH), la créatine phosphokinase (CPK), les 

transaminases (TGO, TGP), la bilirubine, la phosphatase alcaline, et les protéines totales a été 

effectuée en utilisant des kits SPINREACT sur automate (ARCHITECT ABBOTT), le dosage est 

effectué selon les instructions du fabricant.  

6-Dosage des marqueurs du stress oxydatif 

6-1-Préparation de la fraction cytosolique 

    Pour la préparation de la fraction cytosolique, nous avons utilisé la méthode décrite par Iqbal et 

al., (2003) .Pour cela, 0,5 g du foie et du cœur sont coupés et homogénéisés par un Potter en verre 

dans 3 volume de la solution de tampon phosphate (KH2PO4  0,1M, pH 7, 4) contenant KCL 

(1,17M) .Après découpage en morceaux fins et homogénéisation, l’homogénat est centrifugé à 4000 

rpm pendant 15 minutes à 4 °C  à l’aide d’une centrifugeuse SIGMA 3-16PK pour séparer les 

débris cellulaires , le surnageant obtenu est centrifugé à 10000 rpm à 4 °C pendant 30 mn. Le 

surnageant ainsi obtenu est utilisé comme source d’enzymes.  

6-2-Dosage du  malondialdéhyde (MDA) cytosolique ou test TBARS  

    Le dosage de MDA est réalisé selon la méthode décrite par Okhawa et al., (1979). cette méthode 

utilise l’acide thiobarbiturique (TBA). En effet, la détection du MDA présent dans les échantillons 

biologiques se base sur la réaction au cours de laquelle, 2 molécules de TBA réagissent avec une 

molécule de MDA ce qui entraîne la formation d’un complexe coloré en rose susceptible d’un 

dosage spectrophotométrique. 

     

                       Figure 4 : Principe de dosage de MDA. 
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    Pour ce dosage, 0.5 ml de TCA (20%) et 1 ml de TBA (0.67%) sont ajoutés à 0.5 ml 

d’homogénat. Le mélange est porté au bain-marie à 100°C afin de favoriser la réaction du MDA 

avec le TBA. Après 15 minutes, Les échantillons sont refroidis pendant 5 minutes, ensuite 4 ml de 

n-butanol sont ajoutées. Le mélange est  centrifugé à 3000 rpm pour une durée de 15 minutes à 

l’aide d’une centrifugeuse ILETTICH –EBA 20, la DO est lue sur le surnageant à 532 nm. 

   Le taux de MDA est déduit à partir d’une gamme étalon préparée dans les mêmes conditions en 

utilisant une solution du tétraetoxypropane (TEP) qui donne le MDA après leur hydrolyse (Annexe 

2 figure 3). 

6-3-Dosage du glutathion (GSH) 

    Le dosage du GSH est basé sur la méthode colorimétrique d’Ellman (1959). Le principe est basé 

sur la réaction d’oxydation du GSH par l’acide 5, 5’- Dithiobis 2-nitrobenzoïque (DTNB) libérant 

ainsi l’acide thionitrobenzoïque (TNB) qui, au pH alcalin, présente une absorbance à 412 nm, selon 

la réaction suivante : 

 

 

 

 

 

  

 

 

             

                                Figure 5 : Principe de dosage de glutathion. 

 

    Pour ce dosage, 50 μl du surnageant sont dilués dans 10 ml de tampon phosphate (0,01 M, 

pH=8). 20 μl du DTNB (0,01M) sont ajoutés à 3 ml du mélange de dilution. Après 15 min 

d’incubation, la lecture de la DO est effectuée  à 412 nm contre un blanc préparé dans les mêmes 

conditions avec le tampon phosphate (KH2PO4  0,1 M, pH 7, 4) contenant KCL (1,15M). 

    Le taux du GSH est déduit à partir d’une gamme étalon de glutathion préparé dans les mêmes 

conditions que le dosage et les concentrations sont exprimés en millimoles de glutathion par 

gramme de tissu (Annexe 2 figure 2). 
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6-4-Mesure de l’activité enzymatique de la catalase (CAT) cytosolique 

   L’activité enzymatique de CAT est déterminée par la méthode de Clairborne (1985). Le principe 

est basé sur la dégradation de l’H2O2  en présence de la source enzymatique à 25 °C en eau (H20) et 

dioxygène (O2) selon la réaction suivante : 

                                          2 H2O2 
     CATALASE

        H20 + O2 

   

    La mesure de cette activité a été effectuée par un mélange de 1 ml de tampon phosphate 

(KH2PO4, 0.1 M, pH 7.2), 0.950 ml de H2O2  (0.019 M) et de 0.025 ml de la source enzymatique 

(fraction cytosolique). L’absorbance de H2O2 est lue à 240 chaque minute pendant 2 minutes. 

L’activité enzymatique est calculée en terme d’unité internationale par minute et par gramme de 

protéine (UI / min/g de protéine), selon la formule suivante : 

 

UI/g= (2.3033/T) × (log A1/A2) /g de protéine. 

 

Sachant que : 

 

A1 : Absorbance au temps 0 mn. 

A2 : Absorbance après 1mn. 

 T : Intervalle de temps en mn. 

6-5-Mesure de l’activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GST) cytosolique 

    L’activité de la GST est déterminée selon la méthode de Habig et al. (1974). La GST catalyse la 

réaction de conjugaison entre le glutathion et le 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) comme 

substrat. La conjugaison se fait par le biais du groupement thiol du glutathion selon la réaction 

suivante : 

GSH + CDNB → conjugué GS – DNB + HCl 

    Le produit issu de cette réaction (GS – DNB) absorbe à 340 nm. L’augmentation de l’absorption 

est directement proportionnelle à l’activité GST de l’échantillon. Cette dernière est déterminée 

classiquement par la mesure à 340 nm (et 25C°) de la formation du produit de la réaction de 

conjugaison du CDNB avec du glutathion réduit. 

Le mélange réactionnel contient 1700 μl du tampon phosphate (0,1 M ; pH 6,5) et 100 μl du CDNB 

(20 mM).Après incubation du mélange réactionnel à 37°C pendant 10 min, la réaction est démarrée 

par l’addition de 100 μl de l’homogénat diluée 1 /100 et de 100 μl du glutathion (20 mM). 
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La variation de la densité optique est lue chaque minute pendant 5 min à 340 nm. Le calcul de 

l’activité de la GST, exprimée en UI /ml, a été calculée en utilisant un coefficient d’extinction 

molaire (ɛ= 9,6 mM
-1

 cm
-1

) selon la relation suivante :  

 

Activité (UI/ml)= (ΔDO340nm /T)E -(ΔDO340nm /T)B  Vt F /ɛ   VEZ 

           (ΔDO 340nm /T)E : différence de l’absorbance échantillon. 

           (ΔDO 340nm /T)B : différence de l’absorbance du blanc. 

           Vt : volume réactionnel total (ml). 

           F : facteur de dilution. 

7-Dosage des protéines : 

    Le dosage est réalisé selon la méthode de Bradford (1976) qui consiste à mesurer la concentration 

protéique. C’est un dosage colorimétrique, basé sur le changement d’absorbance mesuré à 595 nm, 

qui  se manifeste par le changement de la couleur de bleu brillant de coomassie (BBC: G250) après 

complexation avec les acide aminés aromatiques et les résidus hydrophobes des acides aminés 

présents dans les protéines. 

    La réalisation de ce dosage nécessite de mélanger 0.1 ml d’homogénat dilué (1/5) avec 3 ml du 

reactif de Bradford dilué (1 /2). Après agitation, la lecture est lue à 595 nm 5 min plus tard. La 

concentration en protéines est déterminée à partir d’une gamme étalon réalisée dans les mêmes 

conditions que les échantillons avec de l’albumine sérique bovine (BSA) de concentrations (0-1 

mg/ml). 

 

8-Traitement des résultats  

    Les résultats numériques et graphiques sont représentés sous formes de moyenne ±écart type. 

L’évaluation statistique est effectuée en comparant les moyennes des groupes traités par le MTX à 

celle des groupes témoins d’une part ,et d’autre part à celle traités par la quercétine et EEP de la 

propolis  en utilisant le test t de student avec un seuil de signification supérieur à 95% (p<0,05). 

(p>0,05), effet non significatif ns. 

(p<0,05), désigne un effet significatif *. 

(p<0,01), désigne un effet hautement significatif**. 

(p<0,001), désigne un effet très hautement significatif***. 
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V-Résultats et interpretation 

Partie 1 - Etude phytochimique 

    Après la récolte de différents échantillons , on a remarqué que les échantillons ont des couleurs 

différentes (propolis de kaous : marron. Propolis de Texenna : marron foncé presque noire) . Cette 

variabilité de couleur est la conséquence d’une composition différente . 

1-Rendement d’extraction 

    Après évaporation à sec des extraits, nous avons pris le poids de l’extrait sec de chaque 

échantillon afin de calculer le rendement d’extraction. Les résultats obtenus sont représentés dans le 

tableau ci –dessous . 

Tableau 1: Rendement d’extraction des extraits éthanoliques de la propolis des deux régions. 

Les échantillons Poids  de propolis (g) Poids sec de l’extrait 

    éthanolique (g) 

Rendementd’extraction

(%) 

EEP Kaous            85,7           23,82                 27,79 

EEP Texenna            73,79           19,79                 26,81 
  

     A partir de notre étude expérimentale, nous avons constaté que le rendement d’extraction différe 

d’un extrait à l’autre selon la région. L’extrait éthanolique de la propolis de Kaous présente le 

meilleur rendement (27,79%), par rapport à celui de Texenna avec un rendement de 26,81% . 

2-Teneur en polyphénol et en flavonoïdes 

2-1-Teneur en polyphénols 

    La quantité des composés phénoliques des deux extraits éthanoliques de la propolis,exprimée en 

mg équivalent d’acide gallique / g de propolis, est illustrée dans le tableau 2 . 

Tableau 2: Teneur en polyphénols dans les deux échantillons de propolis en mg EAG/g de 

propolis. 

 EEP Kaous EEP Texenna 

Teneur en polyphénols(mg EAG/g de 

propolis) 

 

 

797,5±0,35 

 

675±3,53 
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     D’aprés les résultats obtenus les teneurs en polyphénols différent d’un extrait à un autre selon la 

région de provenance de chaque propolis. La propolis de Kaous présente une teneur plus élevée en 

polyphénols (797,5±0,35 EAG/g de la propolis) que celle de Texenna (675±3,53 EAG/g de la 

propolis) . 

2-2-Teneur en flavonoϊdes 

    Les teneurs en flavonoϊdes des deux extraits éthanoliques de la propolis, exprimée en mg EQ/g de 

propolis sont illustrées dans le tableau 3 . 

Tableau 3:Teneur en flavonoïdes dans les deux échantillons de propolis en mg EQ/g de propolis .  

       EEP Kaous EEP Texenna 

Teneur en flavonoϊdes 

(mg EQ/g de propolis) 

340±3,66 333,3±1 

       

    Nos résultats montrent que la propolis de Kaous est la plus riche en flavonoïdes (340±3,66 mg 

EQ/g de la propolis) par rapport à celle de Texanna (333,3±1 mg EQ/g de la propolis) . 

3-Effet anti-radicalaire de l’extrait éthanolique de la propolis  

   La figure 6 montre les variations de l’effet scavenger de l’’EEP de kaous, et de la quercétine à 

différentes concentrations molaires vis-à-vis de radical DPPH°. 

         

Figure 6: Evaluation de l’activité anti-radicalaire de l’EEP à différentes concentration vis-à-vis 

de  radical libre DPPH°. 

    L’évaluation du pouvoire antiradicalaire de l’EEP aux concentrations de 50, 100, 200 et 400 µg / 

ml repose sur le pourcentage de réduction du DPPH°. Nos résultats montrent que l’ effet anti-
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radicalaire de l’EEP est proportionnel à leurs concentrations (42,05±5,26, 46,36±6,43, 

50,02±5,11 et 66,88±11,97 % respectivement). Les mêmes résultats sont enregistrés pour la 

quercétine avec des pourcentage d’inhibition (41,59±8,36, 53,42±15,55, 61,55±6,19 et 67,45±7,51 

% respectivement). À la concentration de 50 et 400 µg / ml l’EEP présente une activité anti-

radicalaire proche à celle de la quercétine, cette activité est diminuée pour les  deux concentrations 

100 et 200 µg / ml . 

Parti 2 - Etude in vivo de l’effet antioxydant de l’EEP 

1-Paramètres sériques 

    Les variations des taux des paramétres sériques des rats traités par le MTX seul, en association 

avec la propolis ou la quercétine sont démontrées dans le tableau 2 . 

Tableau 4 : Variations des taux  des paramétres sériques  des rats traités par des doses répétées 

de MTX (20 mg/kg) seul, en association avec l’EEP (100 mg/kg) ou avec la quercétine (10 

mg/kg). 

 

1-1- Aspartate amino-transférase (ASAT/GOT)  

    Nos résultats montrent une augmentation  hautement significative (p<0.01) des taux de TGO des 

rats traités par le MTX (582±85,24 UI/l) par rapport aux rats témoins (355,33±11,01 UI/l ). Pour les 

rats prétraités par l’EEP, on obsérve une diminution très hautement significative (p<0.001) par 

rapport à celle des rats traités par le MTX et une diminition hautement significative (p<0.01) pour la 

quercétine ou la substance de référence . L’effet de la propolis est mieux que celui de la quercétine 

avec des taux (208,33±50,80 ; 292±79,89 UI/l respectivement ) . 

 Témoin MTX EEP+MTX Quercétine+MTX 

ASAT (UI/l) 355,33±11,01 582±85,24 ** 208,33±50,80### 292±79,89## 

ALAT (UI/l) 68,33±2,51 108,66±11,59** 38±5,19### 33,66±12,34## 

PAL (UI/l) 60,66±6,8 133±32,96* 56±10,39# 60,66±6,65# 

Bilirubine (mg/l) 1,76±0,55 2,96±0,057** 2,1±0,17### 2,33±0,28# 

LDH (UI/l) 1365,5±456,47 2326,66±410,04* 1291±384,51# 1985,66±88,37ns 

Protéines totales  

(g/l)                                                      

150,33±8,5 135,33±4,04* 145,66±1,15# 191±1,52# 

CPK (UI/l) 1623,66±551,15 3480,66±866,38* 1089±55,42## 661,6±845,8# 
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1-2-Alanine amino-transférase (ALAT/TGP) 

   On constate une augmentation  hautement significative (p<0.01)  des taux de TGP des rats traités 

par le MTX par rapport aux rats témoins avec (108,66±11,59 contre 68,33±2,51 UI/l). Pour les rats 

prétraités par l’EEP on observe une diminution très  hautement significative (p<0.001) par rapport à 

celle des rats traités par le MTX. Chez les rats prétraités par la quercétine on observe une 

diminution hautement significative (p<0.01). L’effet de cette dernière est mieux que celui de la 

propolis (33,66 contre 38±5,19 UI/l). 

1-3-Phosphatase alcaline (PAL) 

   Nous avons obsérvé une augmentation significative (p<0.05) du taux de PAL des rats traités par le 

MTX par rapport aux rats témoins (133±32,96 contre 60,66±6,8 UI/l). Concernant les rats prétraités 

par l’EEP ou la quercétine une diminution significative (p<0.05) de PAL par rapport aux rats traités 

par le MTX a été enregistrée. L’EEP posséde un effet plus élevé que celui de la quercétine avec des 

taux (56±10,39 contre 60,66±6,65 UI/l )  . 

1-4-Bilirubine 

    Chez les rats traités par le MTX, on constate une augmentation hautement significative (p<0.01)  

du taux de la bilirubine par rapport aux rats témoins avec (2,96±0,057 contre 1,76±0,55 mg/l). Les 

rats prétraités par l’EEP montrent une diminution trés hautement significative (p<0.001) et 

significative (p<0.05) pour la quercétine , en comparaison avec les rats traités par le MTX. L’EEP 

posséde un effet plus élevé que celui de la quercétine ( 2,1±0,17; 2,33±0,28 mg/l respectivement ) . 

1-5-Lactate déshydrogénase (LDH) 

  Concernant les rats traités par le MTX, on observe une augmentation significative (p<0.05)  du 

taux de LDH par rapport aux rats témoins (2326,66±410,04 contre 1365,5±456,47 UI/l). Les taux 

de LDH ont été diminués de façon significative (p<0.05) chez les rats prétraités par l’EEP et non 

significative (p>0.05) chez les rats prétraités  par la quercétine. L’EEP présente un meilleur effet 

par comparaison avec celui de la quercétine .  

1-6-Protéines totales 

    Une diminution  significative (p<0.05)  de la concentration des protéines totales chez les rats 

traités par le MTX par rapport aux rats témoins est observée (135,33±4,04 contre 150,33±8,5  g/l). 

Pour les rats prétraités par l’EEP et la quercétine on constate une augmentation significative 
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(p<0.05) de la concentration des protéines totales (145,66±1,15 ; 191±1,52 g/l respectivement )  par 

rapport aux rats traités par le MTX .  

1-7- Créatine phosphokinase (CPK) 

   Nos résultats montrent une augmentation significative (p<0.05) des taux de CPK chez les rats 

traités par le MTX par rapport aux rats témoins (3480,66±866,38 contre 1623,66±551,15 UI/l) .Pour 

les rats traités par l’EEP , on constate une diminution (1089±55,42 UI/l) hautement significative 

(p<0.01) par contre  les rats traités par la quercétine on obsérve une diminution significative 

(p<0.05) de taux de CPK (661,6±845,8). 

2-Dosage des marqueurs du stress oxydatif 

2-1-Tissu hépatique 

2-1-1-Taux du MDA cytosolique  

    Les variations des taux du MDA  cytosolique hépatique après administration orale de MTX (20 

mg/kg) seul, en association avec l’EEP (100 mg/kg/jr), ou avec la quercétine (10 mg/kg/jr) sont 

illustrées dans la figure 7 . 

 

               

Figure 7 : Taux du MDA  cytosolique hépatique après administration orale de MTX (20 mg/kg) 

seul, en association avec l’EEP (100 mg/kg/jr), ou avec la quercétine (10 mg/kg/jr) . 

    Nos résultats montrent une augmentation hautement significative (p<0.01) du taux de MDA chez 

les rats traités par le MTX par rapport aux rats témoins (24,36±3,28 contre 12,08±2,78 nmole /l). 

** 

## 
# 

0

5

10

15

20

25

30

Témoin MTX EEP+MTX Quercétine+MTX

co
n

ce
n

tr
a

ti
o

n
 d

e
 M

D
A

 (
n

m
o

le
/l

) 



                                                                                      Résultats et interprétation 

 

32 
 

Concernant les rats prétraités par l’EEP, on constate une diminution hautement significative 

(p<0.01) par rapport aux rats traités par le MTX et une  déplétion significative (p<0.05) pour les rats 

prétraités par la quercétine (11,38±0,78; 13,45±3,85 nmole /l respectivement ) .  

2-1-2-Evaluation des taux de glutathion  

   L’evolution des taux de GSH chez les rats traités par des doses répétées de MTX (20 mg/kg) seul,  

en association avec l’EEP (100 mg/kg), ou avec la quercétine (10 mg/kg) est enregistré dans la 

figure 8 . 

    

              

 Figure 8 : Evolution des taux de GSH cytosolique hépatique après administration orale de MTX 

(20 mg/kg) seule,en association avec l’EEP (100 mg/kg/jr),ou avec la quercétine (10 mg/kg/jr). 

        D’après nos résultas, les rats traités par le MTX subissent une diminution  hautement 

significative (p<0.01)   de GSH par rapport aux rats témoins avec des concentrations (0,97±0,066 

contre 1,42±0,15 mM). Alors que le taux de GSH varie de façon très  hautement significative 

(p<0.001) chez les rats prétraités par l’EEP et  les rats prétraités par la quercétine (1,62±0,098 

contre 1,57±0,058 mM) par rapport aux rats traités par le MTX . 

2-1-3-Evaluation de l’activité enzymatique de la catalase cytosolique  

    La figure 9 ci-dessous illustre l’activité de la catalase cytosolique hépatique chez les rats après 

administration orale de MTX (20 mg/kg) seul, en association avec l’EPP (100 mg/kg/jr), ou avec la 

quercétine (10 mg/kg/jr) . 
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 Figure 9 : Variations de l’activité  enzymatique de la catalase cytosolique hépatique après 

administration orale de MTX (20 mg/kg) seul, en association avec l’EEP (100 mg/kg/jr), ou avec 

la quercétine (10 mg/kg/jr) . 

    D’après les résultats, nous avons remarqué que l’administration de MTX seul a induit une 

déplétion hautement significative (p<0.01) de l’activité de la CAT par rapport aux rats témoins 

(0,017±0,07 UI/mg de protéines contre 0,05±0,01 UI/mg de protéines ). La mesure de l’activité de 

la CAT chez les rats prétraités par l’EEP ou la quercétine a montrée une augmentation significative 

(p<0.05) , (0,057±0,013; 0,062±0,006 UI/mg réspectivement ) par rapport aux rats traités par le 

MTX . 

2-1-4-Evaluation de l’activité de la glutathion S-transférase hépatique  

    La figure 10 montre l’effet de l’EEP à 100 mg/kg et la quercétine à 10 mg/kg sur l’activité de la 

CAT chez les rats traités par des doses répétées de MTX (20 mg/kg) seul, en association avec l’EEP 

ou avec la quercétine . 
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Figure 10 :Variations de l’activité enzymatique de la GST cytosolique hépatique après 

administration orale de MTX (20 mg/kg) seul, en association avec l’EEP (100 mg/kg/jr), ou avec 

la quercétine (10 mg/kg/jr) . 

     Notre étude montre que l’administration de MTX seul a induit une déplétion significative 

(p<0.05) de la GST hépatique par rapport aux rats témoins (5,15±0,98 contre 9,95±0,47 UI/ml ) . 

Concernant les rats prétraités par l’EEP ou la quercétine on observe une augmentation significative 

(p<0.05) de GSH (8,91±1,63; 7,62±1,07 UI/ml respectivement ) en comparaison avec les rats traités 

par le MTX . 

2-2-Tissu cardiaque 

2-2-1-Taux du MDA cytosolique 

    Les variations des taux du MDA  cytosolique cardiaque après administration orale de MTX (20 

mg/kg) seule,en association avec l’EEP (100 mg/kg/jr),ou avec la quercétine (10 mg/kg/jr) sont 

illustrées dans la figure 11 ci-dessous. 

 

 

* 

# 

# 

0

2

4

6

8

10

12

Témoin MTX EEP+MTX Quercétine+MTX

A
ct

iv
it

é
 d

e
 G

ST
 (

U
I/

m
l)

 



                                                                                      Résultats et interprétation 

 

35 
 

                

Figure 11 : Variations des taux du MDA  cytosolique cardiaque après administration orale de 

MTX (20 mg/kg) seul, en association avec l’EEP (100 mg/kg/jr),ou avec la quercétine (10 

mg/kg/jr ). 

        Nous avons remarqué une augmentation significative (p<0.05)  du taux de MDA chez les rats 

traités par le MTX par rapport aux rats témoins (6,83±0,76 contre 3,81±0,75 nmole /l). Pour les rats 

prétraités par l’EEP ou la quercétine on constate une diminution significative (p<0.05) du taux de 

MDA (4,76±1,14 et 5 ±0,43 respectivement)  par rapport aux rats traités par le MTX . 

2-2-2-Evaluation des taux de glutathion  

    La figure 12 montre les variations des taux de GSH cytosolique cardiaque après administration 

orale de MTX (20 mg/kg) seul, en association avec l’EEP (100 mg/kg/jr), ou avec la quercétine (10 

mg/kg/jr) . 

               

Figure 12 :Variations des taux de GSH cytosolique cardiaque après administration orale de MTX 

(20 mg/kg) seul, en association avec l’EEP (100 mg/kg/jr), ou avec la quercétine (10 mg/kg/jr) . 
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    Dans cette présente étude, les résultats ont montrés une diminution significative (p<0.05)  du taux 

de GSH chez les rats traités par le MTX par comparaison avec les rats témoins (0,94±0,064; 

1,15±0,075 respectivement). Par contre on constate une augmentation significative (p<0.05) du taux 

de GSH chez les rats prétraités par l’EEP ou la quercétine (1,43±0,22 contre 1,36±0,2) par rapport 

aux rats traités par le MTX . 

2-2-3-Evaluation de l’activité enzymatique de la catalase cytosolique cardiaque 

   L’effet de l’EEP à 100 mg/kg et la quercétine à 10 mg/kg sur l’activité enzymatique de la catalase 

après administration orale de MTX (20 mg/kg) seul, en association avec l’EPP (100 mg/kg/jr), ou 

avec la quercétine (10 mg/kg/jr) est représenté dans la figure 13 ci-dessous . 

         

Figure 13 : Variations de l’activité enzymatique de la catalase cytosolique cardiaque après 

administration orale de MTX (20 mg/kg) seul, en association avec l’EEP (100 mg/kg/jr), ou avec 

la quercétine (10 mg/kg/jr) . 

    Une diminution significative (p<0.05) de l’activité de la CAT est enregistrée chez  les rats traités 

par le MTX seul par rapport à celle mesurée chez le groupe témoin (0,03±0,01 contre 0,054±0,012 

UI/mg de protéines). Cette activité est augmentée de façon hautement significative (p<0.01) pour 

les rats prétraités par l’EEP (0,062±0,005 UI/mg de protéines ) et significative (p<0.05) chez les 

rats prétraités par la quercétine (0,054±0,07 UI/mg de protéines). 

2-2-4-Evaluation de l’activité de la glutathion S-transférase 

   La figure 14 illustre les variation de l’activité enzymatique de GST chez les rats témoins, traités 

par des doses répétées de MTX (20 mg/kg) seul, en association avec l’EEP (100 mg/kg) ou avec la 

quercétine (10 mg/kg)  

. 

* 

## 

# 

0

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

0,07

Témoin MTX EEP+MTX Quercétine+MTX

co
n

ce
n

tr
a

ti
o

n
 d

e 
 la

 c
at

al
as

e
 

(U
I/

m
gd

e 
p

ro
té

in
e)

 



                                                                                      Résultats et interprétation 

 

37 
 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 14:Variations de l’activité enzymatique de la GST cytosolique cardiaque après 

administration orale de MTX (20 mg/kg) seul,en association avec l’EEP (100 mg/kg/jr),ou avec 

la quercétine (10 mg/kg/jr). 

    Une diminution significative (p<0.05) de l’activité de la GST a été constatée chez les rats traités 

par le MTX par rapport aux témoins (0,134±0,013 contre 0,201±0,045 UI/ml). Pour les rats 

prétraités par l’EEP on observe une augmentation très hautement significative (p<0.001) de 

l’activité enzymatique de la  GST (0,369±0,035 UI/ml)  par rapport aux rats traités par le MTX. 

Cette activité chez les rats prétraités par la quercétine est significative (p<0.05) (0,251±0,05 UI/ml).   
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VI-Discussion 

    La présente étude est consacrée en premier lieu à l’étude phytochimique des extraits de la 

propolis puis à l’évaluation de l’effet hépatoprotecteur et cardioprotecteur de la propolis contre la 

toxicité induite par le MTX . 

1- Etude phytochimique 

    Notre étude phytochimique a été portée sur l’évaluation de l’effet de l’origine botanique sur la 

composition chimique et l’activité anti-oxydante de la propolis . 

    Les deux  échantillons collectés de la propolis présentent des couleurs (marron et marron foncé 

presque noire) et des odeurs différents, qui sont la conséquence de la différence de l’origine 

botanique des espèces de plantes constituantes de la flore botanique qui se situe à proximité 

immédiate des ruches. Selon (Velikova et al., 2000 ; Kartal et al., 2002 ; Wang et al.,2016) , le 

climat, la zone géographique, et la saison de collecte sont aussi considérés  comme des facteurs de 

cette variation .  

    Après la préparation des deux extraits éthanoliques, on constate qu’il y a une différence de 

rendements entre les deux échantillons selon la région. Le meilleur rendement est obtenu avec la 

propolis de Kaous (27,79 %) par rapport à celui de Texenna (26,81 %). 

    Nos résultats montrent que la teneur en polyphénols totaux et en flavonoϊdes des deux 

échantillons est variable selon l’origine botanique  de la propolis. On constate que l’EEP de kaous 

est l’extrait le plus riche en polyphénols et en flavonoϊdes, ceci est expliqué par l’influence des 

facteurs environnementaux sur la synthèse et l’accumulation de ces composés phénoliques. Daprés 

les résultats obtenus par  (Kebsa et al.,2014) la teneur en polyphénols dans l’EEP de kaous est 

410,25 mg EAG/ g, cette teneur est plus faible que celle qu’on a trouvé dans notre étude. Alors que 

la teneur en flavonoϊdes est très proche à celle obtenu par (Kebsa et al.,2014)  (320,71 mg ER /g) et 

(Lahouel et al.,2008) ( 370 mg EQ / g) . 

   L’activité antiradicalaire de l’EEP de kaous vis-à-vis du radical libre DPPH° a été évalué par la 

méthode au DPPH°. Notre étude montre  que l’EEP de kaous présente un effet très puissant et 

concentration dépandant. Par comparaison avec l’activité antiradicalaire de la quercétine on observe 

que les pourcentages d’inhibition sont très proche; cela nous indique que la propolis présente 

vraiment une forte activité anti-axydante. Ces résultats sont en accord avec plusieurs auteurs 

(Lahouel et al., 2010 ; Kebsa et al.,2014 ; De Mendonça et al.,2015). Cette forte activité est 

expliquée par la présence des composés phénolique, particulièrement les flavonoïdes. L’une des 
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propriétés les plus éminents de ces derniers est  leur excellente capacité de piéger les ROS (Wang et 

al., 2016). Chen et al ont rapporté que les flavonoïdes ayant un pouvoir antioxydant très 

remarquable. Puisque la propolis contient des niveaux élevés en flavonoïdes, on pense que ces 

molécules biologiquement actives peuvent être responsables de cet effet antioxydant . 

2-Evaluation de l’effet hépatoprotecteur et cardioprotecteur de la propolis contre la toxicité 

induite par le MTX 

2-1- Evaluation des paramètres sériques 

     La présente étude vise d’abord à évaluer l’hépatotoxicité et la cardiotoxicité  induite par le MTX 

en évaluant les marqueures sériques et ses effets sur la balance antioxydant-prooxydant cytosolique, 

puis de voir l’effet hépatoprotecteur et cardioprotecteur  de la propolis contre  cette toxicité . 

    Les variations des taux des paramètres sérique sont utilisées comme marqueur de diagnostic des 

lésions et des dommages hépatiques et cardiaques. Des tests de la fonction hépatique et cardiaque 

menés par des analyses de sang donnent des informations sur l'état du foie et du cœur. 

    Dans notre étude, nous avons constaté que le taux des enzymes TGO, TGP, PAL, LDH ,la 

bilirubine et les CPK  est élevé dans le plasma des rats traités par le MTX, par contre nous avons 

enregistré une diminution du taux des protéines totales, ceci par comparaison avec le taux obtenu 

chez les rats témoins. Ces résultats sont expliqués par la présence des lésions ou des nécroses au 

niveau des cellules hépatiques et cardiaques qui permettent la libération des paramètres sériques 

dans le plasma. Les résultats de notre étude sont conformes aux travaux précédents (Demiryilmaz et 

al., 2012; Moghadam  et al., 2015; Erdogan et al., 2015) . 

    Selon Tunali-Akbay et al., les rats traités par le MTX présentaient un effet toxique sur le foie où 

il a provoqué une élévation notable des activités sériques d'ALAT et ASAT (Tunali-Akbay et 

al.,2010). L’ALAT est une enzyme cytosolique de l’hépatocyte, son activité sérique accrue reflète 

une fuite dans la membrane plasmatique, ce qui, à son tour, associée à la mort cellulaire. Il est 

considéré comme l'un des meilleurs indicateurs de la nécrose du foie (Hemeida et Mohafez, 

2008Tag ; 2015).  
 

     D’après ( Lahouel et al., 2011),  les flavonoïdes de l' extrait ethanolique de la propolis protégent  

les tissus du foie et du cœur chez les rats traités par des médicaments anticancéreux. Dans notre 

étude on constate que l’EEP et la quercétine ont des effet  hépatoprotecteurs et cardioprotecteurs 

contre les dommages induits par le MTX, ceci est illustré par la diminution du taux des enzymes 
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sériques et  par l’augmentation de celui des protéines totales dans le sérum des rats prétraités par 

l’EEP et la quercétine. Nos résultats sont en accord avec celui de (Tag, 2015). Tag a étudié l’effet 

hépatoprotecteur de mûrier contre l’hépatotoxicité de MTX et a rapporté que l’administration de 

mûrier empêche l’augmentation de l’ASAT et l’ALAT et améliore la fonction hépatique grâce aux 

propriétés antioxydantes de ses composants de mûrier, en particulier les flavonoϊdes ( à savoir, la 

quercértine, la rutine…) . Les  résultats  de  notre étude  sont  conformes ainsi  aux travaux de 

(Birsen, 2011) qui a constaté que l’administration de la quercétine a un effet hépatoprotecteur 

contre la toxicité hépatique du MTX, cela  par l’amélioration de taux des paramètres sériques dans 

le sang, de la peroxydation lipidique et des systèmes enzymatiques et non enzymatiques . 

2-2-Evaluation des marqueurs du stress oxydatif 

2-2-1-Malondialdéhyde (MDA) 

     La peroxydation lipidique est l’un des principaux effets de l'attaque radicalaire conduit à la 

formation de malondialdelyde (MDA). Il représente le processus de dégradation oxydative des 

acides gras poly - insaturés. Sa présence dans les membranes biologiques provoque une altération  

de la fonction membranaire, une altération   de l’intégrité structurale, une diminution de la  fluidité 

membranaire, et une  inactivation de nombreux enzymes et récepteurs liée à la membrane 

(Alyane et al., 2008; Li et al., 2008; Nirala  et Bhadauria, 2008; Cichoz-Lach et Michalakn,2014 ) . 

   Notre étude montre une augmentation hautement significative du taux de  MDA hépatique 

(significative  au niveau cardiaque) dans les groupes d’ animaux recevant le MTX seul, cette 

augmentation est un indicateur de la toxicité du médicament et de la peroxydation lipidique qui est 

considérée comme une cause importante de la destruction et des dommages aux membranes 

cellulaires, ce qui a été suggéré d'être un facteur contribuant au développement des lésions 

tissulaires au niveau hépatique et cardiaque (Tag, 2015; Moghadam et al., 2015 ). Les résultats 

obtenus sont en accord avec ceux trouvés par (Vardi et al., 2010) qui ont constaté que le MTX 

provoque une lésion tissulaire oxydative par l’augmentation de  la peroxydation des lipides dans les 

tissus du foie et la diminution des taux d'enzymes antioxydantes . 

    La co-administration de la propolis avec le MTX, réduit   la formation de MDA dans les tissus 

hépatiques (de façon hautement significative) et cardiaques des  rats. Cela peut être expliqué par la 

présence des polyphénols et surtout des flavonoïdes qui sont considérés comme des antioxydants 

puissants. L'effet protecteur des flavonoïdes peut être dûe à leur capacité à réagir avec les radicaux 

peroxyle des acides gras polyinsaturés; inhibant ainsi de ce fait la peroxydation lipidique (Viswa, 

2005 ;Tag, 2015; Wang et al., 2016). Cet effet vis-à-vis de la péroxydation lipidique des 
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membranes est bien établi, et dépend de la structure moléculaire et de la capacité d’interagir et de 

pénétrer dans la bicouche lipidique (Santos et al., 1998; patricia et al., 2005) . D’après (Sergio and 

Russel 1999 ; El-Demerdach et al.,2004), le prétraitement par la beta-carotène provoque une 

protection de l’intégrité de la membrane des hépatocytes en empêchant la peroxydation des acides 

gras par les radicaux libre en comparaison avec les rats recevant le MTX . 

 

2-2-2-Glutathion (GSH) : 

    Le GSH est un antioxydant non enzymatique de défense. Il joue un rôle important 

dans la désintoxication par la formation de métabolites réactifs conjugués (interaction directe du 

groupe –SH de GSH avec les ROS) et protège les membranes cellulaires contre l’oxydation 

(Tarasub et al., 2012; Dhanesha et al., 2015). La présente étude montre que le MTX pourrait réduire 

le taux de  GSH, ce qui indique un déséquilibre entre les antioxydants et les oxydants dans le foie.  

Cette diminution du niveau de GSH modifie l' état redox cellulaires et les cellules pourraient être 

plus sensibles aux métabolites réactifs de l' oxygène.  Ces résultats sont en parfait accord avec les 

résultats obtenus par (Vardi et al., 2010; Moghadam  et al., 2015). 

    D’après  (Demiryilmaz et al., 2012), l'un des mécanismes possibles liés à une réduction du GSH 

est basée sur la diminution de la disponibilité du NADPH dans les cellules. Cette diminution des 

taux de GSH  est certainement due à l’effet toxique des métabolites réactifs instables de 

médicament qui sont fixés et neutralisés par le système de détoxification. De plus , le GSH est un 

substrat clef pour les ezyme antioxydantes telle que la GST  qui neutralise le H2O2, donc sa 

diminution peut etre liée a sa consomation accru par ces enzymes (Philips et al., 2001; Elia et al 

.,2006 ) . 

    Notre étude montre ainsi une diminution du taux de GSH cardiaque chez les rats traités par le   

MTX, résultat en accord avec la littérature (Eskandari et al., 2014) où les chercheurs montrent une 

diminution de GSH cardiaque intracellulaire et  l'augmentation du GSSG extracellulaire suite à 

l’administration des antimétabolites (5-fluorouracil ,capecitabin) qui provoquent l'augmentation des 

niveaux intracellulaires des ROS et des dommages au niveau du cœur. 
 

    Le co-traitement par l’EEP provoque l'amélioration intracellulaire des taux cytosoliques de GSH. 

Cela montre que l’EEP avait un effet positif. On peut expliquer cette augmentation soit par l’action 

des flavonoϊdes  au niveau génétique pour induire la synthèse de cette protéine ou sur  l’une des 

étapes de sa biosynthèse soit par l’effet scavenger des flavonoïdes c'est-à-dire au lieu que les 

métabolites réactifs toxiques se fixent et consomme le glutathion ils vont être captés par les 

flavonoïdes. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par (Madiha et al., 2012; Dalaklioglu 
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2013 ) qui ont constaté que cette déplétion pourait être due à une stimulation de la synthèse de cet 

antioxydant et/ou à sa régénération par les polyphénols et les flavonoϊdes. 

2-2-3-Catalase (CAT) : 

    La catalase est l’un des éléments qui permet le maintien de l’état normal dans la cellule. Elle agit 

comme un antioxydant catalysant la réduction de H2O2 et joue un rôle important dans la protection 

contre les effets délétères de la peroxydation lipidique, des ROS et des radicaux hydroxyles suite à 

l'administration du MTX (Dinkova-Kostova, 2002; Vardi et al., 2008) . 

    Nos données montrent une inhibition de l’activité de la CAT hépatique de façon hautement 

significative suite à l’administration du MTX seul. Ce résultat est en accord avec la littérature 

(Moghadam  et al., 2015; Hafez et al., 2015) . Cette diminution peut être due à une destruction de 

l’enzyme par les ROS ou à sa inhibition. Selon (Abdel-Ghaffar et al., 2013) une diminution de 

l'activité des enzymes antioxydantes peut être expliquée soit par leur induction lors de la conversion 

des radicaux libres en métabolites inactifs ou secondairement à l'effet inhibiteur direct du MTX sur 

les activités des enzymes . 

    Notre étude montre ainsi une diminution de l’activité de la CAT cardiaque chez le groupe traité 

par le MTX. Selon ( Kebsa et al., 2010) la doxorubicin est un anticancéreux qui provoque une 

déplétion de la CAT hépatique. 

    Le prétraitement par l’EEP à montré une amélioration de l’activité de la CAT ceci pourait 

s’expliquer par l’effet piégeurs des ROS joué par la propolis. (Dalaklioglu et al., 2013) ont prouvé 

que le traitement par le  résveratol provoque l’augmentation de la CAT dans le foie . 

2-2-4-Gluthation s-transférase (GST) 

    Notre recherche montre une diminution des taux de GST hépatique de façon significative après le 

traitement par le MTX, résultat conforme avec selui trouvé par (Ikediobi et al., 2004). La déplétion 

des taux de GST peut être expliquée par une production accrue des radicaux libres ou en raison 

d'une diminution significative de la machinerie antioxydante (Abdel-Ghaffar, 2013). 

 

    Le prétraitement par l’EEP provoque une augmentation des taux de GST. Résultats conforme 

avec la littérature (Dalaklioglu et al., 2013) oû les chercheurs montrent que le resvératol présente 

non seulement un effet de balayage directe sur les ROS mais aussi stimule la production 

intracellulaire des enzymes antioxydantes. 

     Les résultats obtenus montre ainsi une diminution des taux de GST cardiaque chez les rats traités 

par le MTX. (Lemaire et al., 1992) ont rapporté que l'original objectif de son étude était de relier la 
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cardiotoxicité de l’antimétabolite  5-fluorouracile au métabolisme du médicament dans le cœur. 

Donc cette diminution peut être expliquée par la production des ROS et/ou l’inactivation des 

enzymes antioxydantes. Par contre le taux de GST est augmenté chez les groupes prétraité par 

l’EEP grâce aux propriétés antioxydantes de la propolis et ces composés.  

    Les radicaux libres sont capables de réduire l’activité enzymatique de certains antioxydants 

endogènes tel que l’alpha tocophérol, le glutathion, la superoxyde dismutase, et la catalase. De ce 

fait ils sont responsables, en partie du stress oxydant (Stoyanovsky et al.,1998; Puntarulo et 

al.,1999). Les flavonoïdes sont reconnus pour leurs activités antioxydantes. Ils sont des piégeurs des 

radicaux libres, des chélateurs des ions métalliques et également des inhibiteurs d’enzymes 

responsables da la formation des radicaux libres (Cotelle et al., 1996; Cos et al., 1998; Rice-Evan et 

al., 2005). Nos résultas confirment ces donnés et  sont, en grande partie,  similaires a ceux rapportés 

par  Kashif et al., (2004) : ils ont trouvé que l’exposition des rats au stress diminue l’activité 

enzymatique dela CAT et de GST,  réduit le taux de glutathion mais, augmente celui de 

malondialdéhyde  (MDA) par rapport au témoins. Par contre, le traitement par les antioxydants 

(vitamine E, C, et A) avant ou après l’exposition au stress  augmente plutôt l’activité enzymatique 

de la GST, de ka CAT, et le contenu cellulaire en glutathion  et réduit dans l’autre coté les taux de 

MDA (Kashif et al., 2004) . 
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 Conclusion 

    Les résultats obtenus dans cette étude ont montré que le traitement par le MTX a induit une 

toxicité hépatique sévère ainsi qu'une toxicité cardiaque chez les rats wistar albinos. Cette 

toxicité est  traduite d'une part par la libération des transaminases, LDH, bilirubine, PAL, 

CPK dans le sang et la diminution du taux des protéines totales, et d’autre part, par  un déficit 

dans le système antioxydant enzymatique et non enzymatique avec augmentation de la 

peroxydation lipidique. Cela conduit à des altérations au niveau hépatique et cardiaque. 

    Le prétraitement par l’EEP a réduit la toxicité du MTX par amélioration du taux des 

paramètres sériques, augmentation du taux des protéines totales,   normalisation du taux  des 

antioxydants enzymatiques et non enzymatiques, et  diminution de la peroxydation lipidique.  

    Cette recherche nécessite d’autres études plus approfondies pour mieux se concentrer sur 

les effets révélés. Il serait souhaitable de développer cette étude en mesurant d’autres 

paramètres du statut antioxydant et pro-oxydant. Des études à l’échelle moléculaire sont 

nécessaires pour développer le mécanisme hépatotoxique du MTX, déterminer la toxicité  à 

d'autres niveaux et mieux connaître  le mécanisme hépatoprotecteur et cardioprotecteur des 

polyphénols de la propolis.  
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 Figures 1 : Courbe étalon du dosage des  polyphénols (l’acide gallique comme standard). 

 

 

 Figures 2 : Courbe étalon du dosage des flavonoïdes (quercétine comme standard).  
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Etude de l’effet de la propolis sur la toxicité  hépatique et cardiaque du  méthotrexate 
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Résumé : le méthotrexate (MTX) est l'un des agents cytotoxiques largement utilisé dans le traitement 

de plusiers maladies tel que le cancers. La présente étude porte sur l’évaluation de l’effet de la propolis 

sur l’hépatotoxicité et la cardiotoxicité induite par le méthotrexate chez les rats wistar albinos. Le 
groupe témoin  reçoit l’eau distillée (1ml /j pendant 15 js), le groupe de MTX  reçoit 1 ml du MTX (20 

mg /kg par voie orale doses répétés ) , le groupe MTX + l’extrait éthanolique de la propolis (EEP)  

reçoit 1 ml de l’EEP (100 mg /kg) , 7 js avant l’administration du MTX , le groupe MTX+ quercétine  

reçoit 1 ml de la quercétine  (10 mg/kg) 7js avant le traitement par le MTX. Les résultats montrent que 
l’administration du méthotrexate seul se maniféste par une élévation du taux des enzymes sériques 

(ASAT, ALAT, LDH, PAL, CPK, bilirubine), et une diminution du taux des protéines totales, une 

production marquée du malondialdéhyde, une déplétion du contenu de gluthation , et une inhibition 
des activités enzymatiques de la catalase et de la gluthation -S-tansférase. Cette altération est due à un 

stress oxydant développé au sein du tissu hépatique et cardiaque. Un prétraitement des rats par l’extrait 

éthanolique de la propolis et la quercétine réduit considérablement les dommages peroxydatifs dans 
les tissus hépatiques et cardiaques , augmente l’activité enzymatique de la catalase et de la gluthation -

S-transférase. Ces résultats confirment le pouvoir anti-radicalaire de la propolis et sa capacité à piéger 

les ROS et stimulée la synthèse des agents antioxydants. 

Mots clés :Méthotrexate, Stress Oxydatif, Propolis, hépatotoxicité, cardiotoxicité. 
 

 

Abstact: the methotrexate one of the cytotoxic agents is largely used in the treatment of several 

diseases such as cancers. The present study relates to the evaluation of the effect of the propolis on the 

hepatotoxicity and the cardiotoxicity induced by the méthotrexate at the albino wistar  rats. The 
reference group receives water distilled (1ml /j during 15 days), the group of  MTX receives 1 ml of 

the MTX (20 Mg /kg by oral way amounts repeated), the group MTX + EEP receives 1 ml of the EEP 

(100 Mg /kg), 7 days before the administration of the MTX, group MTX+ quercetin receives 1 ml of 
quercetin (10 mg/kg) 7days  before the treatment by the MTX. The results show that the 

administration of the methotrexate only appears by a rise in the rate of the serum enzymes(ASAT, 

ALAT, LDH, PAL, CPK, bilirubine), and a reduction in the rate of total proteins, a marked production 

of malondialdéhyde, a déplétion of the contents of gluthation, inhibition of the enzymatic activities of 
the catalase and gluthation - S-tansférase. This deterioration is due to a stress oxidizing developed 

within hepatic and cardiac fabric.  A pretreatment of the rats by the extract ethanolic of the propolis 

and quercetin reduces considerably the damage peroxydatifs in fabrics hepatic and cardiac, the 
enzymatic activity of the catalase and gluthation increases - S-transférase. These results confirms the 

capacity anti-ridicalizing of the propolis and its capacity to trap the ROS and stimulated the synthesis 

of the antioxydant agents. 
Key words: Methotrexate, Oxydative Stress, Propolis, hepatotoxicity, cardiotoxicity. 

 
 

ْزِ   يشض انسشطاٌ،عذة ايشاض يٍ بُٛٓا  ْٕ ٔاحذ يٍ انعٕايم انسايت الأكثش َشاطا فٙ علاج  انًٛثٕثشٚكساثملخص:

 شٚكساث عهٗ خشداٌ ٔسخش أنبُٕٛسث ذٚت ٔانقهبٛت انخٙ ٚسببٓا انًٛثٕانذساست حشحكز عهٗ حقٛٛى حأثٛش انذَح عهٗ انسًٛت انكب

 يم يٍ 1نًعاندت بانًٛثٕثشٚكساد حهقج ا انًدًٕعت ,ٕٚيا 11يم يٍ انًاء انًقطش نًذة  1حهقج  ,انًدًٕعت انشاْذة.

يم  1حهقج  انًدًٕعت انًعاندت بانًٛثٕثشٚكساد يع انذَح  , اٚاو 7نًذة  يغ/كغ( عٍ طشٚق انفى 20نٕحذِ ) انًٛثٕثشٚكساد

       أظٓشث يغ/كغ(. 10يم يٍ انكشسخٍٛ ) 1اٚاو، انًدًٕعت انًعاندت بانكشسخٍٛ حهقج  7كغ (  نًذة     /يغ100 يٍ انذَح

 (ASATشٚكساث حًٛزث باسحفاع يعخبش فٙ كًٛت انًعاٚٛش انبٕٛكًٛٛائٛتثٕ ثبأٌ حقذٚى خشعاث يخكشسة يٍ انًٛ انُخائح

,ALAT  (bilirubine ,CPK ,PAL ,LDH  ٔاَخفاض فٙ كًٛت انبشٔحُٛاث الإخًانٛت، كًا نٕحع اسحفاع فٙ َسبت 

Malondialdélydeَقصاٌ فٙ كًٛت ال ، GSHنم انُشاط الإَزًٚٙ ،حشاخع,Glutathion-S- transférase 

Catalase . .نهدشراٌ  انًعاندت انًسبقت ْزا انخذْٕس ساخع إنٗ الإخٓاد انخأكسذ٘ انًخطٕس داخم الأَسدت انكبذٚت ٔانقهبٛت

 ، أحذثج حشاخع يهحٕظ فٙ َسبت انخهف عهٗ يسخٕٖ انُسٛح انكبذ٘ ٔانقهبٙ ٔاسحفاع انُشاط الإَزًٚٙ  نم ٔ انكشسخٍٛ حبانذَ

Glutathion-S- transférase, Catalase, اندذٔس  ببٛحطٗ قذسحّ عهٔ  ذَحانُشاط انًضاد نهدذٔس  نه حاكذ . ْزِ انُخائح

 .انحشة نلاكسدٍٛ ٔ ححفٛز انعٕايم انًضادة نلاكسذة

 انسًٛت انقهبٛت., انسًٛت انكبذٚتانًثٕحشٚكساث، الإخٓاد انخأكسذ٘، انذَح، الكلمات المفتاحية:


