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Introduction

L'inflammation est le moyen physiologique par lequel 1'organisme est protégé contre plusieurs
agents comme les allergénes, les infections, les produits chimiques et de nombreux autres
stimuli. Bien que l'inflammation soit un mécanisme de protection, de nombreux médiateurs et
événements inflammatoires peuvent initier, maintenir et aggraver de nombreuses maladies
(Patnaik et al., 2011).

L'inflammation est généralement caractérisée par des événements réguliers, tels que la
rougeur, le gonflement, la chaleur et la douleur. Le processus d'inflammation implique
plusieurs mécanismes et conduit a la libération de médiateurs inflammatoires qui sont des
substances chimiques puissantes présentes dans les tissus corporels, telles que les
prostaglandines, les leucotriénes, les prostacyclines, les lymphokines, I’histamine et les
chimiokines (interféron-a (IFN-0), I'TFN-y, les interleukine (IL)-1, IL-8, 5-hydroxytryptamine
(5-HT) et facteur de nécrose tumorale a (TNF-o)) (Dzoyem et al., 2017).

La douleur est un systéme d'alerte qui informe le corps de la survenue de lésions tissulaires.
Dans la physiopathologie de la douleur, plusieurs actions biologiques sont impliquées,
notamment l'activation des récepteurs nociceptifs et l'enzyme cyclooxygénase 2 (COX-2)
(Silva et al., 2017).

Dans la plupart des cas, la genése de la douleur est inflammatoire, quelle que soit son
étiologie. Avec 1’élucidation du rdle des cytokines inflammatoires, il existe maintenant une
compréhension claire des voies par lesquelles de nombreux médicaments anti-inflammatoires

peuvent soulager I’inflammation et la douleur (Maroon et al., 2010).

De nos jours, les médicaments anti-inflammatoires synthétiques dominent le marché, mais la
toxicité qu’ils entrainent ne peut pas étre exclue. De nombreux médicaments (anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) et corticostéroides) ont été mis au point, mais leurs
études de profil d'innocuité ont montré qu'aucun d'entre eux n'était clairement sans danger et
ces molécules présentent le plus souvent des effets indésirables qui peuvent géner leur
utilisation a long terme (Rahmani et al., 2016).

En raison des effets secondaires importants des anti-inflammatoires stéroidiens et non
stéroidiens, il existe un intérét croissant pour les composés naturels et leurs dérivés qui sont

utilisés depuis des siécles pour réduire la douleur et l'inflammation et agissent en inhibant les
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voies inflammatoires de la méme maniére que les anti-inflammatoires synthétiques (Maroon
et al., 2010).

La propolis, également appelée colle d'abeille, est une matrice naturelle complexe synthétisée
par les abeilles a partir de produits recueillis des bourgeons d'arbres, des sucs, des résines, des
mucilages et d'autres sources végétales. Depuis 1’antiquité, ’homme a utilisé la propolis dans
différents domaines, principalement la médecine traditionnelle. De nos jours, le
développement des recherches sur la propolis est principalement lié au développement de
méthodes chimiques et analytiques permettant d'analyser sa composition chimique (Zabaiou
etal., 2017).

Au niveau du laboratoire de Toxicologie Moléculaire de I’université de Jijel, la propolis de
Jijel a été largement étudiée pour ses effets antioxydants, antibactériens et antiprolifératifs
(Benguedouar et al., 2016) mais elle n’a jamais été étudie pour ses activités anti-

inflammatoires et antalgiques.

Le but de ce travail est donc d’étudier 1’effet anti-inflammatoire et ’effet antalgique de
I’extrait éthanolique de la propolis de Jijel in vifro et in vivo sur des modeles animaux

d’inflammation et de douleur chez les souris Wistar albinos.
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1. La propolis
1.1. Définition

La propolis est une substance résineuse fortement adhésive ayant une couleur variant du jaune
verdatre au brun foncé, fabriquée par les abeilles a partir de leurs propres secrétions et des
résines collectées a partir de diverses sources végétales (Figure 1) (Hudnall et Phoenix,
2007; Mok-RyeonAhn et al., 2015 ; Amini-Sarteshnizi et al.,2015).

Le mot propolis vient du grec: «pro» = devant, «polis» = ville. La signification "devant la
ville" convient bien au rble protecteur de la propolis pour la ruche. Un autre nom de la
propolis est la colle d'abeille.

La propolis est utilisée par les abeilles pour sceller les trous dans leurs ruches afin d’empécher
Pentrée des courants d'air, de protéger la ruche contre les envahisseurs externes et de

momifier les carcasses des prédateurs (Hudnall et Phoenix, 2007 ; Righi et al., 2011).

Fig.1 Collecte et fabrication de la propolis par les ouvriéres butineuses (Simone-Finstrom
et Spivak, 2010).

1.2. Types et composition de la propolis

Différents types de propolis ont été mis en évidence et ceci en fonction de divers facteurs tels
que l'origine géographique, les sources végétales et le moment de la récolte (Machado et al.,
2016).

Les types de propolis les plus courants sont la propolis tempérée, la propolis tropicale, la

propolis méditerranéenne et la propolis pacifique (Bankova, 2005). La propolis de la zone
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tempérée est généralement appelée propolis du peuplier car elle est principalement produite
partir du bourgeon du Populus (Popova et al., 2004).

Au Brésil, grand producteur de propolis, la propolis la plus répandue est la propolis verte de
Baccharis dracunculifolia. Elle est riche en phénylpropanoides prénylés, en triterpénoides, en
acides chlorogénique et en acide benzoique (Adne A Righi et al., 2011).

La propolis brune est dérivée de l’espéce Copaifera et contient principalement des
flavonoides et des terpénes (Sawaya et al., 2006). En outre, la propolis rouge brésilienne de
I'état d'Alagoas (nord-est Brésil) obtenue de Dalbergia eastophyllum est riche en
isoflavonoides, en benzophénones prénylées et en époxyde de naphtoquinone (Trusheva et al.,
2006; Piccinelli et al., 2011).

La propolis rouge mexicaine contient principalement des flavanones, des isoflavanes et des
ptérocarpanes (Righi et al., 2011).

Les études menées sur la propolis ont montré que sa composition chimique différe en fonction
du climat, de la diversité végétale de la zone de collecte et des especes d’abeilles et joue un
role important sur ses propriétés thérapeutiques (de Mendonga et al., 2015 ; Zabaiou et al.,
2017). Hudnall et Phoenix (Hudnall et Phoenix, 2007) ont montré que la propolis est
constituée d’environ 11-18 % de résines, 77-87 % de cire, 4-5 % de polyphénols et 0-5 %

autres matériaux.

Selon Amini-Sarteshnizi et al. (Amini-Sarteshnizi et al., 2015 ) et Righi et al. (Righi et al.,
2011), la propolis est composée de 50% de baume végétale et de résine, de 30% de cire, de

10% d’huiles essentielles et aromatiques, de 5 % de pollen et de 5 % d’autres substances.

En Europe et dans les zones tempérées (comme 1’Algérie), les constituants principaux de la
propolis sont les flavonoides et les esters de l'acide phénolique (par exemple, l'ester
phénéthylique d'acide caféique (CAPE)), obtenus essentiellement des sommets de peupliers
(Populus nigra) (Zabaiou et al., 2017).

Kasote et al. (Kasote et al., 2014) ont montré que la propolis dérivée du peuplier est riche en
flavonoides, en acides aromatiques et les analogues d'esters correspondants (Sawaya et al.,
2010).

La Propolis obtenue a partir de la région tropicale contient principalement des dérivés

prénylés de l'acide p-coumarique, des flavonoides, des benzophénones, des lignanes et des
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terpénes (Popova et al., 2009). Machado et al. (Machado et al., 2015) ont montré qu’il y a

différents types de propolis (rouge, verte et brune), recueillis de différentes régions du Brésil.

1.3. Propriétés biologiques de la propolis

La propolis est un produit naturel de la ruche, possédant plusieurs activités
pharmacologiques comme I’activité antimicrobienne, antioxydant, anti-inflammatoire,
immunmodulatrice et antitumorale (Salim et al., 2015 ; Watanabea et al., 2016 ; Zabaiou et
al., 2017).

1.3.1. Activité antibactérienne, antifongique et antiparasitaire

L'activité antimicrobienne de la propolis est la propriété biologique la plus étudiée
(Bogdanov, 2016). La plupart des études ont montré que la propolis est active contre la
majorité des bactéries gram-positives. Le degré d'activité dépend du type de propolis et donc

de sa composition chimique (Bogdanov, 2016).

Comme tous les autres types de la propolis, la propolis Algérienne posséde une bonne activité
antimicrobienne surtout contre les bactéries gram-positifs et & moindre degré contre les gram-
négatif et cette activité est due principalement aux composés terpéniques (Cardinault et al.,
2012).

La propolis agit sur les bactéries par différents mécanismes. Elle peut inhiber la croissance
bactérienne par blocage de la division cellulaire, désorganisation du cytoplasme, inhibition de
la synthése protéique ou par inhibition du processus d’adhésion (Cardinault et al., 2012).
Certaines études ont montré que la propolis, lorsqu’elle est prise en association avec certains
antibiotiques, augmente leur efficacité (streptomycine, ampicilline, gentamycine,

cloxacilline...) (Cardinault et al., 2012).

La propolis posse¢de également un effet fongicide sur divers champignons comme Candida
famata, C. glabrata, C. kefyr, C. pelliculosa, C. parapsilosis et Pichia ohmeri (Watanabe et
al, 2011).

Falcao et al. (Falcao et al., 2014) ont montré que la propolis du Portugal est active contre les

Trypanosomas brucei, parasite responsable de la maladie africaine du sommeil.
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1.3.2. Activité antioxydant

Les activités antioxydants de la propolis de diverses origines géographiques, a savoir,
I’ Argentine, 1’ Australie, le Brésil, la Bulgarie, le Chili, la Chine (Hebei, Hubei et Zhejiang), la
Hongrie, la Nouvelle-Zélande, 1’ Afrique du Sud, la Thailande, 1’Ukraine, 1’Uruguay, les
Etats-Unis et 1’Ouzbékistan ont été étudiées (Ahn et al., 2007). Il a été montré que les extraits
¢thanoliques de la propolis d'Argentine, d'Australie, de la Chine, de la Hongrie et de la
Nouvelle-Zélande possédent des activités antioxydants relativement fortes. Ce pouvoir
antioxydant est directement corrélé aux polyphénols totaux et surtout aux flavonoides (Ahn et
al., 2007).

Une études comparative entre des échantillons de propolis italienne et russe a montré une
composition polyphénolique proche et par conséquent, une activité antioxydant presque
similaire (Fabris et al., 2013).

La propolis portugaise est une source importante de polyphénols présentant des propriétés
antioxydants trés puissantes (Leandro Moreira et al., 2008). Les extraits de propolis
provenant des régions de Bornes (nord-est) et de Fund&o (centre) au Portugal ont été évalués
pour leur capacité a inhiber l'oxydation induite par le dichlorhydrate de 2,20-azobis (2-
amidinopropane) (AAPH). Les résultats indiquaient que la propolis portugaise constitue une
excellente source d'antioxydants naturels efficaces et d'agents chimio-préventifs (Valente et
al., 2011).

Salim et al. (Salim et al., 2015) ont montré que 1’extrait éthanolique de la propolis administré
seul ou associé a la doxorubicine présente des effets antioxydants, antiprolifératifs et
apoptotiques plus importants sur les cellules PC3 du cancer de la prostate par rapport au

traitement avec doxorubicine seule.

1.3.3. Activité immunmodulatrice

Les antioxydants présents dans la propolis jouent aussi un réle important dans ses activités
immunomodulatrices (Sayed et al., 2009). Une revue générale de Sforcin (Sforcin, 2007), a

démontré que tous les types de propolis auraient une activité immunomodulatrice.

La propolis posséde une action immunomodulatrice in vitro et in vivo sur ’ensemble des

cellules immunitaires impliquées dans la réponse innée ou acquise. Elle stimule 1’action des
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macrophages et des cellules NK (natural killer) contre les cellules tumorales. Elle augmente
la production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6, IL-8), renforce la coopération
entre les lymphocytes CD4 et CD8 et stimule la production d’anticorps par les plasmocytes
(Sforcin, 2007; Cardinault et al., 2012).

Fischer et al. (Fischer et al., 2007) ont montré que la propolis augmente la réponse
immunitaire cellulaire par I'augmentation de 1’expression de l'interféron-y et I’activation de la

production de cytokines.

1.3.4. Activité cardioprotectrice

Plusieurs auteurs ont postulé que les polyphénols de la propolis réduisent le risque des
troubles cardiovasculaires et préviennent le développement de plaques d’athérome (Norata et
al.,, 2007; Gorinstein et al., 2011). Ainsi, en tant qu’une source de polyphénols, la propolis
représente une stratégie alternative potentielle pour la prévention des maladies

cardiovasculaires.

1.3.5. Activité antiproliférative

De nombreuses études in vitro ont montré 1’effet antiprolifératif de la propolis vis-a-vis d’un
trés grand nombre de lignées cellulaires tumorales. Dans la grande majorité des cas cet effet
résulte d’une induction de I’apoptose. Les différentes molécules de la propolis agissent en
induisant 1’apoptose soit par la voie intrinséque ou extrinseque. L’effet antiprolifératif peut
également résulter d’un arrét du cycle cellulaire par inhibition des cyclines ou par blocage des

récepteurs hormonaux (Cardinault et al., 2012 ; Zabaiou et al., 2017).

Plusieurs études in vitro ont démontré une action cytotoxique de la propolis sur diverses
cellules tumorales. Ce produit naturel peut bloquer différentes voies de signalisation et par
conséquent, l'oncogenése, ce qui entraine une diminution de la prolifération et de la
croissance cellulaire. Elle exerce également un effet contre 1’angiogenése en modulant le

microenvironnement tumoral (Araujo et al., 2011; Sawicka et al., 2012; Chan et al., 2013).

Le traitement des lignées cellulaires cancéreuses A549 et Hel.a a montré que la propolis
présente un effet antiprolifératif d’une maniere dose dépendante et ceci apres 24h, 48h et 72h

de traitement (Kumazawa et al., 2004).
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2. ’inflammation et la douleur

2.1. L’inflammation

2.1.1. Définition

L'inflammation se produit généralement lorsque des micro-organismes infectieux tels que les
bactéries, les virus ou les champignons envahissent le corps, résident dans les tissus cibles
et/ou circulent dans le sang. Une inflammation peut également se produire en réponse a
d’autres facteurs tels que les Iésions tissulaires, la mort cellulaire, le cancer, ’ischémie et la
dégénérescence. La réponse immunitaire innée ainsi que la réponse immunitaire adaptative
sont impliquées dans le processus inflammatoire (Azab et al., 2016). De nombreux
médiateurs inflammatoires sont synthétisés et sécrétés lors des réponses inflammatoires. Ces
médiateurs sont généralement divisées en deux catégories principales: les médiateurs pro et
anti-inflammatoires (Libby et al., 2007). L’inflammation se manifeste par quatre signes
principaux:

- Rougeur : due a la vasodilatation et ’hyperémie.

- Gonflement : occasionné par I’exsudation de liquide et de protéines plasmatiques dans les
tissus, qui est due a une augmentation de la perméabilité membranaire.

- Chaleur : associée 4 une augmentation du débit sanguin et a une activité cellulaire accrue.

- Douleur : associée a la stimulation de neurones nocicepteurs par des médiateurs chimiques

spécifiques (Azab et al., 2016). Elle peut étre aigiie ou chronique.

2.1.1.1. ’inflammation aigué

L’inflammation aigué représente la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée
(quelques jours ou semaines), d’installation souvent brutale et caractérisée par des
phénoménes vasculo-exsudatifs intenses. La guérison peut €tre spontanée ou aprés un
traitement et peut laisser des séquelles si la destruction tissulaire est importante (Charles et al.,
2010).

2.1.1.2. I’inflammation chronique

L’inflammation chronique correspond a une inflammation n’ayant aucune tendance a la
guérison spontanée et qu’évolue pendant plusieurs mois ou années.

On peut distinguer deux types de circonstances de survenue des inflammations chroniques :
les inflammations aigués évoluant en inflammations prolongées subaigué&s et chroniques
lorsque 1’agent pathogéne initial persiste dans les tissus, ou lorsqu’une inflammation aigué
récidive de fagon répétée dans le méme tissu (Nourshargh et al., 2006 ; Charles et al., 2010).

9



Rappels bibliographiques

2.1.2. Mécanisme de la réponse inflammatoire

La réponse inflammatoire est une activation coordonnée des voies de signalisation qui
régulent les niveaux tissulaires des médiateurs inflammatoires et des cellules inflammatoires
présentent dans le sang. C’est la pathogenése commune dans plusieurs maladies chroniques,
comme les maladies cardiovasculaires et intestinales, le diabéte, 1’arthrose et le cancer (Chen

et al., 2018).

Bien que les processus de la réponse inflammatoire dépendent de la nature du stimulus et de
sa localisation dans le corps, ils partagent tous un mécanisme commun caractérisé¢ par les
étapes suivantes : 1) reconnaissance du stimulus par les récepteurs de surface membranaire, 2)
activation des voies de signalisation inflammatoire, 3) Libération des marqueurs de

I’inflammation et 4) recrutement des cellules inflammatoires (Chen et al., 2018).

Les stimuli inflammatoires comme les produits microbiens, les cytokines comme
Pinterleukine-1p (IL-1pB), I’interleukine-6 (IL-6) et le facteur de nécrose tumorale (TNF-a)
médient I’inflammation & travers l’interaction avec leur récepteurs spécifiques; TLRs, le
récepteur de IL-1 (IL-1R), le récepteur de IL-6 (IL-6R) et le récepteur de TNF (TNFR)
respectivement (Ashley et al., 2012).

L’activation de ces récepteurs déclenche des voies de signalisation importantes comme la voie
des MAPK (mitogen-activated protein kinase), la voie NF-xB (nuclear factor kappa-B) et la
voie JAK-STAT (Janus kinase-signal transducer and activator of transcription) (Figure 2)
qui conduisent in fine a la production de médiateurs inflammatoires, et par conséquent un
recrutement massif des cellules inflammatoires (Ashley et al., 2012). Ces derniéres partcipent
a la réaction inflammatoire par la libération de différents médiateurs et d’enzymes

lysosomales surtout dans le cas d’infection bactérinne.

Un autre composant majeur de la réponse inflammatoire est l'acide arachidonique, qui est
immédiatement libéré par les membranes cellulaires traumatisées sous I’action de la
phospholipase A2. L'acide arachidonique est transformé en prostaglandines et thromboxanes
en partie par l'action enzymatique de la cyclooxygénase (COX) de types 1 et 2 (Fitzgerald,
2004). Les prostaglandines agissent comme des hormones localisées de courte durée qui
peuvent étre libérées par n'importe quelle cellule du corps au cours d'une lésion tissulaire,
chimique ou traumatique, et peuvent induire de la fievre, une inflammation et une douleur,
une fois présentes dans l'espace intercellulaire. Les thromboxanes, qui sont également des

activateurs hormonaux, peuvent réguler le tonus des vaisseaux sanguins, l'agrégation
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plaquettaire et la formation de caillots pour augmenter la réponse inflammatoire (Marron et
al., 2010).

TI Pe

Fig.2 Activation des voies inflammatoires induite par TLR. La signalisation via les TLRs
(Toll-like receptors) active les cascades de signalisation intracellulaire qui conduisent a la
translocation nucléaire de I'AP-1 et du NF-KB ou de I'IRF3, qui régule la réponse
inflammatoire (Chen et al., 2018).

2.1.3. Les anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires sont des médicaments qui peuvent réduire la douleur, 1’inflammation
et dans certains cas la fiévre, couramment utilisés dans le traitement des maladies
inflammatoires aigués (Chebira, 2014 ; Franchin et al., 2017).

Les anti-inflammatoires se répartissent en deux classes : les anti-inflammatoires stéroidiens

(AIS) et les anti-inflammatoires non stéroidiens.

2.1.3.1. Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou les glucocorticoides

Constituent une vaste famille de médicaments dérivés du cortisol. Parmi les anti-
inflammatoires stéroidiens les plus puissant, les glucocorticoides, les corticoides naturels
(cortisol) et les corticoides de synthéses (prednisone, prednisolone, la dexaméthasone ou le
triamcilone (Kindt et al., 2008). Les glucocorticoides (GC) sont des substances dérivées du
cholestérol (Chebira, 2014), et sont synthétisées par les glandes surrénales (Maksimovic et al.,

2007). Les GC agissent essentiellement sur le métabolisme glucidique et protéique chez
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2.1.3.3. Les anti-inflammatoires naturels

En raison des effets secondaires importants des médicaments anti-inflammatoires stéroidiens
et non stéroidiens, les composés naturels tels que les compléments alimentaires et les plantes
médicinales, suscitent un intérét accru et sont utilisés depuis des siécles pour réduire la
douleur et l'inflammation. Beaucoup de ces composés naturels agissent en inhibant les voies
inflammatoires de la méme maniére que les AINS. Outre la voie de la COX, de nombreux
composés naturels inhibent les voies inflammatoires du facteur nucléaire-kB (NF-xB)
(Maroon et al., 2010).

Plusieurs articles originaux et revues de synthése ont rapporté 1'effet inhibiteur des produits
naturels sur les processus inflammatoires, du moins dans les cas d'inflammation de bas grade.
Ces composés comprennent les plantes comestibles (cactus, tomate), les herbes tels que
Potentilla erecta, les polyphénols végétaux (resvératrol, quercétine), les dérivés de la
coumarine, un dérivé d'Euphorbia (jolkinolide B), la koumine (alcaloide de Gelsemium

elegans) et différents autres plantes et composés intéressants (Latruffe, 2017).

Les mécanismes d’action des molécules naturelles sont différents. Elles peuvent agir a
différents niveaux comme la régulation des miARN non codants (Losson et al., 2016), la
modulation des histones déacetylases (Fang et al., 2016) et I’inhibition de la COX-2 (Dutartre,
2016).

2.2. La douleur

La douleur est définie comme une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable,
associée 4 une lésion tissulaire réelle ou potentielle. La transmission douloureuse est un
phénoméne complexe, impliquant des mécanismes électrophysiologiques et neurochimiques
(den Hoogen et al., 2019). 1l existe deux types de douleur ; la douleur aigué et la douleur
chronique. La durée d'évolution est I'élément prépondérant qui permet de distinguer entre les
deux (Radat, 2014).

La douleur aigiie décroit généralement lorsqu'un traitement de sa cause est institué. Une
douleur chronique est une douleur qui a une durée d’évolution de plus de 3 mois. Elle persiste
et devient résistante aux antalgiques usuels; elle représente pour le patient l'essentiel de sa

maladie avec un fort retentissement psychologique et social (Laroche, 2014).
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2.2.1. Types de douleur

2.2.1.1. La douleur nociceptive

La douleur nociceptive est causée par une activation des neurones primaires afférents appelés
nocicepteurs et par un état d’inflammation en réponse a une lésion ou blessure. La douleur
postopératoire est un exemple de douleur nociceptive. Elle est limitée dans le temps, souvent
aigiie, remplit une fonction biologique, protége, prévient et rarement accompagnée de signes
psychologiques (Nehmé, 2006).

2.2.1.2. La douleur neuropathique

Ce sont des douleurs qui peuvent survenir lorsque le systéme nerveux est 1ésé dans la partie
qui transmet les sensations. Lorsque les fibres nerveuses sensitives sont abimées, elles sont
susceptibles de transmettre des informations erronées et le malade se voit désinformé, il
ressent alors des briilures, des décharges é€lectriques, des démangeaisons, des picotements, des
sensations de froid douloureuses et des fourmillements dans des régions du corps qui sont
d’apparence normale, pourtant la douleur est bien réelle (Laroche et al., 2008 ; Aarskorg,
2011).

2.2.1.3. La douleur psychogéne

Les douleurs psychogénes regroupent toutes les douleurs que 1'on ne sait pas classer dans les
deux catégories précédentes. Ce sont des douleurs sans 1ésions apparentes. Leur dimension
essentielle semble résider dans le psychisme, avec Ilintervention de phénoménes

psychologiques amplifiant la sensation douloureuse (Wrobel, 2003).

2.2.3. Mécanisme et chemin de la douleur

Les stimulations thermiques et mécaniques activent directement les nocicepteurs. Les 1ésions
traumatiques, inflammatoires ou ischémiques vont provoquer la libération par les tissus 1ésés
de substances chimiques (Figure 4).

Ces substances pourront, soit activer directement les nocicepteurs et sont dites algogénes
(bradykinines, ions potassium, hydrogéne, oxyde nitrique, histamine et sérotonine) soit
sensibiliser les nocicepteurs a d’autres stimuli (Rabaud et al., 2013). Les prostaglandines et
les leucotriénes, jouent un rdle de sensibilisateurs des nocicepteurs agissant sur d’autres

substances tel que les peptides impliqués dans la transmission du message douloureux. La
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rencontrées. Ces derniers sont répartis en 2 classes: les antalgiques opiacés et les antalgiques

non opiacés (Monassier 2005).

2.2.4.1. Les antalgiques opiacés (morphiniques)

Les opiacés sont des substances naturelles ou synthétiques dérivées de 1’opium. Ce sont des
médicaments qui se lient aux récepteurs opioides du syst¢me nerveux central. Ils sont utilisés
en médecine comme antalgiques puissants pour soulager les douleurs sévéres ou chroniques
(Roulet et al., 2007). Ils sont classés en :

1) Peptides opioides endogeénes produits dans le corps: endorphines, dynorphines et
enképhalines.

2) Alcaloides de I’opium: morphine, codéine et thébaine.

3) Opioides semi-synthétiques: héroine, oxycodone, hydrocodone, dihydrocodéine,
hydromorphone, oxymorphone et nicomorphine.

4) Opioides totalement synthétiques: péthidine ou démérol, méthadone, fentanyl,
propoxyphéne, pentazocine, buprénorphine, butorphanol, tramadol, etc (Kumar et al., 2010).

2.2.4.2. Les antalgiques non morphiniques

Ce sont les traitements antalgiques simples souvent couplés a une action antipyrétique. Les
antalgiques non morphiniques regroupent I’ensemble des médicaments symptomatiques des
douleurs dont le mécanisme d’action est indépendant des récepteurs opioides (Perrot et al.,
2013).

Le paracétamol (acétaminophéne) est un analgésique couramment utilisé, associé aux AINS,
partageant des propriétés antipyrétiques et analgésiques, et utile pour soulager la douleur
légere 4 modérée. Malgré son utilisation courante, le mécanisme d'action du paracétamol est
mal compris. Le paracétamol partage des propri€tés avec les AINS d’inhibition de la
cyclooxygénase (COX). L’inhibition de I’isoforme centrale COX-3 pourrait étre responsable
des effets du paracétamol (Smith, 2009 ; Oscier et Milner, 2009).

Les AINS constituent un groupe de composés qui partagent des propriétés anti-

inflammatoires, antalgiques, anti-pyrétiques, anti-uricémiques et anti-plaquettaires. Ils

16



Rappels bibliographiques

agissent par inhibition du systéme enzymatique COX, ce qui entraine une réduction de la
douleur inflammatoire, mais également des effets délétéres par manque de thromboxane, de

prostaglandines et de prostacyclines (Ky et al., 2018).

La découverte d’un nouveau récepteur cible des cannabinoides a suscité 1’utilisation de
nouvelles molécules. Le cannabis est une substance naturelle utilisée sélectivement comme
composant actif, le tétrahydrocannabinol (THC). Les cannabinoides a usage médicamenteux
ont acquis une grande popularité dans la prise en charge de maladies douloureuses chroniques
telles que la sclérose en plaques. En dépit des propriétés bénéfiques des cannabinoides, il
existe un risque connu de dommages psychologiques de 1%, de sorte que I’utilisation

médicale de ces médicaments est actuellement limitée (Hebbes et al., 2016).

2.2.4.3. Les antalgiques naturels

Hormis les antalgiques morphiniques, plusieurs plantes médicinales ou dérivés possé¢dent des
effets antalgiques comme 1’4loevera barbedensis, utilisée comme gel antalgique pour calmer
la douleur dentaire (Amrit et Samir, 2008). Chez le rat Wistar albinos, [’administration par
voie orale de Cissus quadrangularis a montré un fort effet antalgique, anti-inflammatoire et

antipyrétique (Priyanka et Rekha, 2010).

La partie aerienne de Bunts longifolia posséde également un effet antalgique ; sont extrait
méthanolique administré a trois doses différentes aux souris a montré la présence d’un effet
hautement significatif par rapport a ’acide salicylique (Ahmad, 1993). L’extrait éthanolique
des racines de Buxus sempervirens présente un effet antalgique puissant chez les souris

comparativement au médicament de référence (Kumar et Akbar, 2010).

L’effet de ’extrait méthanolique des feuilles de Curcuma alismatifolia a été également étudié.
Son activité analgésique a été évaluée pour ses actions pharmacologiques contre la douleur
centrale et périphérique induite par la méthode d’immersion de la queue et le test d’induction
de la douleur par I’acide acétique chez les souris. A la dose de 250 et 500 mg/kg, 1’extrait
entralne une augmentation significative (p <0,05) du seuil de la douleur étudiée par la
méthode d'immersion de la queue et ce, d’'une maniére dose dépendante. Dans le deuxieme
test, I'extrait a la dose de 500 mg/kg, a montré une inhibition maximale de 60,5 % (p <0,001)
de la douleur par rapport au médicament de référence diclofénac de sodium (75,0 %) (Akter et
al., 2008).
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2.3. La propolis, un anti-inflammatoire et antalgique

La propolis a été utilisée en médecine traditionnelle pour améliorer la santé et prévenir les
maladies inflammatoires (Funakoshi-Tago et al., 2015).

Plusieurs études ont associé différents types de propolis et ses divers constituants avec une
activité anti inflammatoire remarquable (Naito et al., 2007). Selon Silva-Carvalho et al.
(Silva-Carvalho et al., 2015), I’effet anti-inflammatoire de la propolis est dose-dépendant. Son
mécanisme est sensiblement proche de celui de [’aspirine. Cet effet est dii a son action
inhibitrice (principalement celle des flavonoides qu’elle contient) sur la prostaglandine
synthétase, empéchant ainsi la synthése des prostaglandines, composants responsables de la

réaction inflammatoire.

La propolis brésilienne a longtemps été considérée comme une source riche en molécules
anti-inflammatoires en raison de sa diversité phytochimique trés complexe. Tiveron et al.
(Tiveron et al., 2016) ont montré que la propolis du Brésil du Sud, a une activité anti-
inflammatoire en diminuant l'activation de NF-xB et la libération du TNF-o dans les
macrophages.

La propolis rouge brésilienne possede ¢galement une activité anti-
inflammatoire prometteuse dont le mécanisme est la diminution des mécanismes de
'adhérence des leucocytes, de la libération de TNF-a, IL-1B, CXCL1 / KC et CXCL2 / MIP-
2, du Chimiotactisme induit par CXCL2 / MIP-2 et de ’afflux du calcium (Bruno Bueno-
Silva et al., 2015).

Les extraits de la propolis verte brésilienne présentent également un important effet anti-

inflammatoire mais le mécanisme moléculaire n’a pas été étudié¢ (Kai Wang et al., 2014).

Il a été démontré que la propolis de Baccharis supprime les réponses neuro-inflammatoires
induites par I'hypoxie par inhibition de l'activation de NF-xB dans la microglie. L’activation
de ces derniéres dans les mitochondries est responsable d’une génération accrue de ROS (Wu
et al., 2013).
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Matériels et méthodes

Ce travail consiste a étudier I’activité anti-inflammatoire et antalgique de I’extrait éthanolique
de la propolis de Jijel. La partie in vivo a été réalisée au niveau de I’animalerie tandis que la
partie in vitro a été réalisée au niveau du laboratoire de Pharmacologie du Département de

Biologie Moléculaire et Cellulaire a ["université de Jijel.

1. Extraction et préparation de la propelis

La propolis a €té collectée de chez des apiculteurs a partir des ruches situées dans la région de
Chadia (Kaous) (Latitude N 36.755506, Longitude E 5.807074) a 10 km au Nord Est de la
wilaya de Jijel (Algérie) en mois de septembre. Cette propolis est présente sous forme de
poudre jaune aromatique qui nous avons dissout dans 1’éthanol et nous avons diluée dans
leau distillée. L’extrait éthanolique de la propolis de Jijel a été préparé au niveau du
Laboratoire de Toxicologie Moléculaire de I’université de Jijel par macération dans 1°éthanol
95 % avec agitation pendant 15 jours suivie d’une filtration puis évaporation au rotavap
(Buchi R300) a 60 °C (Lahouel et al., 2011). L’extrait éthanolique de propolis a été conservé
a4 °C a I’abri de la lumiére et de I’humidité. Avant chaque utilisation une solution mére est

préparée dans de 1’éthanol 1/1000°™,

2. Animaux et conditions d’élevage

Les expérimentations animales ont été réalisées sur des souris femelles Wistar albinos
(Institut Pasteur d’Alger) 4gés de 45 jours et ayant un poids moyen de 25 g. Les animaux ont
été maintenus dans des cages en plastique & une température située entre 20 et 25°C, avec

accés libre 4 ’eau et 4 la nourriture.

3. Dosages des phénols totaux

La teneur en phénols totaux de I’EEP (extrait éthanolique de la propolis) a été déterminée
suivant le protocole décrit par Chan et al. (Chan et al., 2005), en utilisant le réactif Folin-
Ciocalteu, ce dernier est un acide de couleur jaune qui réagit avec les résidus phénoliques afin
de former un complexe coloré en bleu.

Un volume de 100 pl de I’extrait éthanolige de propolis a été mélangé avec 500 pl de la
solution de Folin-Ciocalteu dilué a 10 %. Aprés S min d’incubation, 400 pul de carbonate de
sodium (75 g/1) ont ét€ ajoutés.

L’absorbance a été lue & 735 nm au spectrophotometre (Specord 50 plus), aprés incubation

pendant S min au bain marie & 40 °C. La courbe d’étalonnage a été effectuée avec ’acide
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gallique a différentes concentrations (7.812 pg/ml - 250 pg/ml). Les résultats obtenus sont
exprimés en (mg) équivalents d’acide gallique par (g) d’EEP.

4. Dosage des flavonoides

Le dosage de la teneur en flavonoides de I’extrait éthanolique de 1a propolis (EEP) a été
effectué selon la méthode décrite par Djeridane et al. (Djeridane et al., 2006). Elle consiste &
mélanger 1 ml d’extrait éthanolique de la propolis avec 1 ml d’Alcl; (2 %) puis lire
I’absorbance a 430 nm. La teneur en flavonoides a €t€ estimée en se référant & une courbe
d’étalonnage préparée avec la quercétine a différentes concentrations (0.039 pg/ml - 125
pg/ml).

Les résultats ont été exprimés en (mg) de quercétine équivalents par (g) de I’extrait.

5. Etude de P’activité anti-inflammatoire

5.1. Test de dénaturation des protéines (BSA)

Le pouvoir d’inhibition de la dénaturation des protéines de I’extrait éthanolique de propolis a
été mesuré par la méthode décrite par Gunathilake et al. (Gunathilake et al., 2018) avec
quelques modifications(Température 70°C 2 la place de 58°C).

Le mélange réactionnel contient 2,5 ml du PBS (pH 6.4), 450 pl de solution de BSA 1% et 50
ul de I’extrait éthanolique de propolis a différentes concentrations (100 pg/ml, 250 pg/ml et

500 pg/ml).

Le mélange a été incubé a 37 °C pendant 15 min puis réincubé a 70 °C pendant 5 min. Apres
refroidissement & température ambiante, I’absorbance a été lue a 600 nm. Un contréle a été
préparé dans les mémes conditions. Le diclofénac de sodium a été utilisé comme contréle

positif (médicament de référence) préparé dans les mémes conditions.

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines est calculé comme suit:
% d’inhibition = [(Ac - At) / Ac] x 100

Ac : Absorbance du contréle.

At : Absorbance de I’échantillon (test).
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5.2. Stabilisation de la membrane des globules rouges
5.2.1. Préparation de la suspension des globules rouges

Le test de I’étude de la stabilisation de la membrane des globules rouges a été réalisé selon la

méthode de Sharma et al. (Sharma et al., 2018).

Le sang a été prélevé a partir d’un lapin. Le sang recueilli a été mélangé 4 un volume égal de
solution d'Alsever stérilisée (2 % de glucose, 0,8 % de citrate de sodium, 0,5 % d'acide
citrique et 0,42 % de chlorure de sodium dans de 'eau distillée). Le sang a été centrifugé a
3000 rpm / 10 min et les cellules récupérées ont été lavées trois fois avec une solution iso-
saline (NaCl 0,9 %, pH 7,2). Le volume du sang récupéré a été ensuite reconstitué sous forme

de suspension a 10 % (v/v) avec de la solution iso-saline.

5.2.2. Hémolyse induite par solution hypotonique

Le mélange réactionnel contient 0.5 ml d’extrait éthanolique de propolis (100, 250 et 500
pg/ml), 1 ml du tampon phosphate (0,15 M ; pH 7,4) et 2 ml d’une solution hyposaline (NaCl
0,42 %). 0.5 ml de la suspension des globules rouges (10 %) a été rajouté a chaque tube, suivi
d’une incubation & 56 °C pendant 30 min. Par la suite, les tubes sont centrifugés a 2500 rpm /10
min. Le surnageant a été récupéré et l’absorbance lue & 560 nm & 'aide d’un
spectrophotométre. Le contrble a été préparé dans les mémes conditions avec une solution

isosaline.

Le diclofénac de sodium est utilisé comme molécule de référence, avec les mémes

concentrations que 1’extrait.

Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse a été€ calculé selon la formule suivante :
% d’inhibition de ’hémolyse = [(Ac - At)/ Ac] x 100

Ac : absorbance du controdle.

At : absorbance de I’échantillon (test).
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5.3. Pouvoir inhibiteur des protéases

L'activité inhibitrice des protéases de I’extrait éthanolique de la propolis a été réalisée selon la
méthode décrite par Gunathilake (Gunathilake et al., 2018).

Le mélange réactionnel contient 1 ml de Tris-Hcl (20 mM; pH 7,4), 0,06 mg de trypsine et 1
ml de I’échantillon a différentes concentrations (31.25 ; 62.5 ; 125 ; 250 ; 500 pg/ml). Aprés 5

min d’incubation & 37 °C, 1ml de caséine (0.8 %) a été ajouté.

Le mélange a été incubé de nouveau pendant 20 min a 37 °C. A la fin de l'incubation, 2 mi de
I’acide perchlorique (70 %) ont été ajoutés pour terminer la réaction. Les tubes ont été
centrifugés 3000 rpm / 15 min et I'absorbance du surnageant a ét€ lue 4 210 nm. Un contrdle a
été préparé dans les mémes conditions. Le diclofénac de sodium a été préparé dans les mémes

conditions et utilisé¢ comme molécule de référence (contrdle positif).

Le pourcentage d'inhibition de [’activité des protéases a été calculé en utilisant la formule

suivante:
Le pourcentage d’inhibition (%) = (Ac - At /Ac) x 100
Ac : Absorbance du contrdle.

At : Absorbance de 1’échantillon (test).

5.4. Test de induction de I’cedéme plantaire chez la souris

Afin d’évaluer I’effet anti-inflammatoire de 1’extrait éthanolique de la propolis, un modele
d’inflammation aigué a été utilisé (Winter et al., 1962), basé sur I’injection sous cutanée dans
la patte arriére droite de la souris, d’une solution de carragénine préparée dans une solution
de NaCl (0.9 %). Les souris doivent étre privées d’aliment 12h avant le test et de 1’eau durant

toute 1a durée du test.

Un effectif de 24 souris a été réparti en 04 lots de 06 souris chacun. 45 min avant I’injection
de la solution de carragénine 1 % (100 pl), toutes les souris ont €té traitées par gavage (250
ul) selon ce qui suit :
e Le lot 1 témoin (contrdle négatif) : Les souris de ce lot regoivent de I'eau
physiologique (NaCl 4 0,9 %).
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e Le lot 2 standard (contrdle positif): Les souris de ce lot regoivent un anti-
inflammatoires de référence qui est diclofénac de sodium & une dose de 50 mg/Kg
préparé dans le NaCl 4 0,9 %.

o Le lot 3 test (Extrait) : Les souris regoivent 1’extrait éthanolique de la propolis & une
dose de 12,5 mg/Kg préparé dans le NaCl 4 0,9 %.

o Le lot 4 test (Extrait) : Les souris regoivent 1’extrait éthanolique de la propolis & une
dose de 25 mg/Kg préparé dans le NaCl a 0,9 %.

A T’aide d’un pied 2 coulisse, le volume de la patte arriere droite de la souris a été mesuré
avant I’induction de I’cedéme puis aprés I’injection de la carragénine chaque 1h durant 4 h.

Le pourcentage d’augmentation de la taille de la patte a été calculé selon la formule suivante :

% d’augmentation de volume de la patte = [(T¢ - Tw) / T} x 100

Ty : Taille initiale de la patte (Avant traitement).

Ty : Taille de la patte aprés traitement.

L'activité anti-inflammatoire a €té estimée par la détermination des pourcentages d'inhibition
de I';edéme, calculés suivant la formule (Akhtar et al., 2016) :

% d’inhibition de I’cedéme = [(Tc - Tt) / Tc] x 1060

Tec : Taille de la patte des souris controles.
Tt : Taille de la patte des souris traitées (extraits éthanoliques de propolis ou diclofénac de

sodium).

6. Etude de I’activité antalgique
Au cours de ce travail, deux méthodes différentes d’induction de la douleur ont été utilisées. 11
s’agit d’induire la douleur chez la souris par injection d'une substance irritante: 1’acide

acétique ou le formaldéhyde.
6.1. Writhing test (Induction de la douleur par ’acide acétique)

Cette méthode a été utilisée pour induire la douleur par l'injection de 1'acide acétique chez les

souris (Gupta et al., 2015).
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L’effet analgésique des extraits éthanolique de la propolis a été évalué en suivant le nombre
de contorsions abdominales induites par I’injection intra-péritonéale de I’acide acétique.
L’injection intra-péritonéale de 1’acide acétique chez la souris provoque un syndrome
douloureux qui se traduit par un mouvement d’étirement des pattes postérieures et des
torsions de la musculature dorso-abdominale (spasmes), qui peuvent étre réduites par un
produit antispasmodique.

Des lots de 06 souris ont été constitués. Le lot témoin a regu de ’eau distillée, par contre les
autres lots ont regu I’extrait éthanolique de propolis (25 mg/kg) ou [I’indométacine (25
mg/kg). 30 minutes aprés I’administration des extraits par gavage gastrique, les animaux ont
regu de I’acide acétique (0,6 %) par voie intra-péritonéale.

Cinq minutes apres I’injection de I’acide acétique, le nombre de contorsions a été compté chez

chaque souris durant 15 minutes. L’effet analgésique a été €valué selon la formule suivante :
% inhibition = (1 - ~* ) x 100
Wb

Wb : Représente la moyenne du nombre de contorsions des souris du lot témoin.

Wt : Représente la moyenne du nombre de contorsion des souris du lot traité.

6.2. Test d’irritation par le formaldéhyde (formole)
La méthode utilisée est la méme que celle décrite par Dubuisson et Dennis (Dubuisson et
Dennis, 1977).
L’injection du formaldéhyde sous I’aponévrose plantaire de la patte postérieure d’une souris
entraine I’apparition d’un syndrome douloureux. Les souris sont placées dans une enceinte qui
permet d’observer la patte traitée. Elles sont reparties en 3 lots de 6 souris :

e Un lot traité par ’eau distillée.

e Un lot traité par I’extrait éthanolique de propolis & 25 mg/ml.

e Un lot traité par indométacine a 25 mg/kg.
Les souris recoivent ces traitements (250 pul) par voie oral, 30 minutes avant 1’injection d’une
solution de formaldéhyde 2,5% (20 pl) sous le coussinet plantaire de la patte arriére droite.
Les souris sont ensuite placées en observation.
L’effet anti nociceptif est déterminé suivant le nombre de léchages et d’étirements de pattes
des souris durant les deux phases du syndrome douloureux : la premiére phase de 0 a 5

minutes et la seconde de 15 a 30 minutes avec une période intermédiaire de 10 minutes.
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7. Etude statistique

Tous les résultats sont exprimés en moyenne + SD. L’analyse statistique a été réalisée en
utilisant le logiciel GraphPad Prism 8 par le test-f de Student pour I’ensemble des expériences
et le test ANOVA suivi du test de Tukey pour le test de I’cedéme induit par la carragénine.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Résultats

1. Teneur en polyphénols et en flavonoides de I’extrait éthanolique de la propolis

La teneur en polyphénols totaux de I’extrait éthanolique de la propolis de Jijel a été effectuée
par la méthode spectrophotométrique au réactif de Folin-Ciocalteu. Les résultats obtenus ont
été exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme de propolis (mg EAG/g), en
utilisant I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique (y =
0.0063x - 0.0303, R? = 0.9978) (Annexe 1). La teneur en constituants phénoliques totaux de
l'extrait éthanolique de la propolis a été trouvée égale a 247.46 £ 0,009 mg équivalent d’acide
gallique par g de propolis.

La teneur en flavonoides totaux a été effectuée par la méthode colorimétrique au chlorure
d’aluminium (AICl3). Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent de quercétine par
gramme de propolis (mg EQ/g) en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la courbe
d’étalonnage de la quercétine (y = 0.003x — 0.0002, R? = 0.9997) (Annexe 2). La teneur a été
estimée a 199.33 + 0,02 mg équivalent de quercétine par g de propolis.

Les teneurs en polyphénols (mg équivalent d’acide gallique/ g de propolis) et en flavonoides

(mg EQ/g de Propolis) sont illustrées dans le tableau 1.

Tableau 1 : Les teneurs en polyphénols et en flavonoides de I’extrait éthanolique de la

propolis (moyenne = SD).

Polyphénols Flavonoides

Teneur 247.46 + 0,009 mg EAG/g de propolis 199.33 + 0,02 mg EQ/g de propolis

2.Inhibition de la dénaturation protéique

L’étude du pouvoir inhibiteur de la dénaturation protéique a été réalisée en utilisant la BSA
comme protéine. Les pourcentages d’inhibition de la dénaturation protéique de 1’extrait
éthanolique de la propolis et du diclofénac de sodium (100, 250 et 500 pg/ml) sont présentés
dans la figure 5.
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Fig. 5 : Pourcentages d’inhibitions de la dénaturation protéique de I’extrait éthanolique
de propolis et du diclofénac de sodium (100, 250 et 500 pg/ml). N=3, Test-t de Student,
$33 p<0,001.

D’aprés I’histogramme présenté dans la figure 5, on observe que I’inhibition (%) de la
dénaturation protéique de 1’extrait éthanolique de la propolis (100, 250 et 500 pg/ml) est
concentration dépendante et varie entre 38,60 £ 2,5 % et 97,64 £ 1 %. Une augmentation
significative p<0,001 de ’inhibition a été enregistrée en augmentant la concentration de 250
pg/ml a 500 pg/ml. L’extrait éthanolique de la propolis présente un fort pouvoir d’inhibition
de la dénaturation au méme degré que le diclofénac de sodium ou, a la concentration de 500

pg/ml, I’inhibition est presque totale égale a 97,64 £ 1 %.
3. Inhibition de I’hémolyse des globules rouges

Les pourcentages d’inhibition de ’hémolyse des globules rouges par ’extrait éthanolique de
la propolis et le diclofénac de sodium (100, 250 et 500 pg/ml) sont présentés dans la figure 6.
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Fig. 6 : Inhibition de I’hémolyse des globules rouges traités par extrait éthanolique de
Ia propolis et le diclofénac de sodium (100, 250 et S00 pg/ml). N=3, Test-t de
Student **p< 0,01; ***P<0,001 ; $ p<0,05.La comparaison entre le Diclofénac et la

propolis et entre les différents concentrations de la propolis.

Les résultats présentés dans la figure 6 montrent que I’extrait éthanolique de la propolis est
capable d’inhiber I’hémolyse des globules rouges d’une maniére concentration dépendante
(p<0,05) et atteint un taux maximal de 8,69 + 2,72% a la concentration de 500 pg/ml. Ce taux
est trés faible comparativement au diclofénac de sodium qui atteint un pourcentage de 60,85 +
2,63 % avec la méme concentration (p<0,001).

L’évaluation du pourcentage d'inhibition montre donc que l'extrait éthanolique de propolis
posséde une faible activité de stabilisation des membranes des globules rouges par inhibition

de I’hémolyse.

4. Inhibition de Pactivité des protéases
Les résultats de cette expérience ont permis de calculer le pourcentage d’inhibition de la
protéase (Trypsine) exercée par 1’extrait éthanolique de propolis et le diclofénac de sodium a

différentes concentrations et sont présentés dans la figure 7.
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Fig. 7 : Inhibition de P’action de la protéase (trypsine) par I’extrait éthanolique de
propolis et le diclofénac de sodium (31,25 ; 62,5 ; 125 ; 250 et 500 pg/ml). N=3, Test-t de
Student, $ p< 0,05.La comparaison est faite entre la différente concentration de la

propolis, et entre le Diclofénac et la propolis (ns : non significative).

A partir des résultats représentés dans 1’histogramme du pourcentage d’inhibition de 1’action
des protéases (figure 7), on observe que l’extrait éthanolique de la propolis posséde une
activité inhibitrice de 1’action de la trypsine plus important & celle du médicament de
référence, le diclofénac de sodium et ce, quel que soit la concentration utilisée (31,25 ; 62,5 ;
125 ; 250 et 500 pg/ml). Elle atteint une inhibition maximale de 28,21 & 3,08 % par rapport &
celle du diclofénac de sodium (21,79 + 1,79 %) a la concentration de 500 pug/ml.

L’effet inhibiteur de ’extrait éthanolique de la propolis augmente d’une maniére significative
(p<0,05) en augmentant sa concentration de 31,25 pg/ml & 62,5 pg/ml puis son activité

devient presque stable.

5. Inhibition de I’cedéme induit par la carragénine chez la souris

L’cedéme de la patte des souris induit par l’injection de la carragénine est un modéle
largement utilisé dans 1’inflammation aigiie pour évaluer 1’activité anti-inflammatoire des
nouvelles substances (Ouédraogo et al., 2012). L’injection de la carragénine au niveau de la

patte droite des souris induit une augmentation de la taille de cette derniere.
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Le tableau 2 montre les pourcentages d’augmentation de la taille de la patte induit par la
carragénine chez les souris traitées par le véhicule (eau physiologique), le diclofénac de

sodium (50 mg/kg) et par 1’extrait éthanolique de propolis (12,5 et 25 mg/kg).

Tableau 2 : Pourcentage d’augmentation de la patte arriére droite des souris aprés

injection de la carragénine.

Traitements Dose % d’augmentation du volume de ’cedéme
(mg/kg) 1h 2h 3h 4h
Témoin '

(EP) - 57.60+ 0.1 74.06+0.18 | 92.35+0.18 | 87.16+0.21
Diclofénac 50 66.63 £0.09 | 54.19£0.11 | 58.62+0.12 | 47.6+0.08
de sodium * *k **x

EEP 12.5 53.85+0.09 | 57.35+0.14 | 60.62+0.2 | 45.62+0.06

* %%k * %k %k

EEP 25 33.15+0.15 | 25.25+0.26 | 21.29+0.06 | 16.1+0.05

* %k % %k %k * % %k * %k %k

Les souris ont été traitées par voie orale avec le véhicule (eau physiologique), le médicament de
référence (diclofénac de sodium 50 mg/kg) et ’extrait éthanolique de la propolis (EEP 12,5
mg/kg et 25 mg/kg) 45 min avant I’injection a 1’aponévrose plantaire de la carragénine 1% (100
pl). Le pourcentage d’augmentation de la taille de la patte arriére droite a été mesuré pour
chaque heure durant 4h. Les résultats sont exprimés en moyenne + SD, n=06 souris dans chaque
lot. Test ANOVA suivi du test de Tukey ; * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001(comparaison des

lots traités avec le lot temoin).

D’apres les résultats mentionnés dans le tableau 2, on observe que chez le lot 1 (t€moin) qui
a regu 1’eau physiologique a 0.9%, ’injection de la carragénine entraine une augmentation
progressive des pourcentages de 1’cedéme des pattes des souris & partir de la premiére heure
suivant I’injection, qui atteint sa valeur maximale a la 3™ heure (92.35 + 0.18 %). A partir

de la 4™ h, la taille des pattes des souris témoins commence & diminuer (87,16 = 0,21 %).

Chez le lot 2 de référence qui a regu le diclofénac de sodium (50 mg/kg), les résultats obtenus
montrent que 1’administration de cet anti-inflammatoire provoque une diminution de
’augmentation de la taille de la patte des souris traitées par la carragénine par rapport a celles

des souris du lot témoin. Aprés 4h de traitement par le diclofénac de sodium, I’augmentation
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de la taille est de 47,6 = 0,08 %, significativement diminuée (p<0,001) par rapport a celle du

lot témoin.

L’administration de la propolis (12,5 mg/kg et 25 mg/kg) aux souris réduit également la taille
de la patte comparativement au lot témoin traité avec la carragénine seule. Le taux
d’augmentation de la taille des souris traitées avec la propolis a 12,5 mg/kg est du méme ordre
que celui obtenu avec le diclofénac du sodium alors que les souris traitées avec la propolis 25
mg/kg ne montrent pas une grande augmentation de la taille de leurs pattes. Cette derniére
augmente aprés lh du traitement et atteint une valeur de 33,15 £ 0,15 % puis diminue
progressivement dans les 3 heures suivantes pour atteindre un taux d’augmentation de la taille
de 16,1 £ 0,05 %. Elle présente une diminution significative (p<0,001) comparativement avec

celle de la carragénine seule.

A partir de nos résultats, nous avons également calculé le pourcentage d’inhibition de
I’cedéme par I’extrait éthanolique de propolis (12,5 mg/kg et 25 mg/kg) et par le diclofénac de
sodium (50 mg/kg). Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 8.
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Fig. 8 : Activité anti-inflammatoire de PEEP exprimée en pourcentage d’inhibition de
Pceedéme induit par I’injection de la carragénine. Le véhicule (eau physiologique), le
médicament de référence (diclofénac de sodium 50 mg/kg) et PEEP (12,5 mg/kg et 25 mg/kg) ont
été administrés par voie orale 45 min avant I’injection au niveau de I’aponévrose plantaire de la
patte arriére droite des souris d’une solution de carragénine 1% (100 pl) et la taille de la patte a
été mesurée avant et chaque 1 h durant 4 h aprés injection de la carragénine. Les résultats sont

exprimés en moyenne = SD. n= 6. Test ANOVA suivi du test de Tukey, ** p<0,01 ; *** p<,001,

33



Résultats

338 p<0,001.La comparaison est faite entre le Diclofénac et la propolis et entre les différentes

concentrations de la propolis

D’apres les résultats présentés dans la figure 8, on remarque que I’extrait éthanolique de la
propolis (EEP) posséde une activité anti-inflammatoire d’inhibition de I’cedéme aux deux
doses administrées (12,5 mg/kg et 25 mg/kg) avec des taux plus significatifs (p<0,001) pour
la dose de 25 mg/kg par rapport a la dose de 12,5 mg/kg durant toute la durée du traitement.
Le pourcentage d’inhibition de I’edéme de I’EEP est meilleur & celui du diclofénac de
sodium. Ceci a été enregistré depuis la premiére heure suivant I'injection de la carragénine ou
un pourcentage d’inhibition de 34,98 + 0,09 % a été enregistré, significativement plus élevé
(p<0,01) a celui du diclofénac de sodium (20,01 + 0,065 %).

Le pouvoir inhibiteur exercé par I’EEP (25 mg/kg) augmente chaque heure jusqu’a atteindre
une inhibition maximale de 52,27 + 0,07 % a la 4™ heure, significativement plus élevé a
celle du diclofénac de sodium (40,34 + 0,035 %) et de I’EEP (12,5 mg/kg) qui est égale a
27,16 £ 0,039 %.

6. L’activité inhibitrice des torsions induites par Pinjection d’acide acétique chez la

souris

Les expériences ont été réalisées sur un modele animal en utilisant le test des torsions du
corps et des reldchements des pattes arriére des souris induites par 1’injection de ’acide
acétique. Des lots de souris ont été testés aprés injection intra-péritonéale d’acide acétique a
0,6 %. Cette injection induit une sensation de douleur qui se manifeste chez la souris par un
mouvement d’étirement des pattes postérieures et des torsions de la musculature dorso-
abdominale, appelés crampes abdominales. Les différents groupes ont été administré par voie
intra-gastrique ; de I’eau distillée (témoin), ’indométacine a 25 mg/kg (standard) et 1’extrait
éthanolique de la propolis a 25 mg/kg respectivement. Apreés 30min nous avons fait I’injection
d’acide acétique par voie IP. L’effet antalgique a été évalué par le dénombrement de ces
crampes et étirements pendant 15 min aprés I’injection de 1’acide acétique. L’acide acétique
provoque dans les premiers instants une agitation des souris, qui se caractérise par des
déplacements fréquents. Ces déplacements sont suivis par des torsions du corps et des
relachements des pattes arriére. Ensuite les animaux se blottissent dans un coin et refont des

torsions. Les résultats de I’expérience ont été résumés dans le Tableau 3.
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Tableau 3 : Effet antalgique de Pindométacine et de Pextrait éthanolique de la propolis
contre les crampes abdominales et les torsions induites par Pacide acétique chez la

souris Wistar

Lots des Traitement Nombre de %
souris torsion d’inhibition
1 Témoin 75+ 10 -
(Eau distillée)
2 EEP 1,67 £ 0,67 97.77%
25 mg/kg ko
3 L’indométacine 1,83 +0,83 97.56%
25 mg/kg *kk

Les valeurs représentent les moyennes du nombre de torsions = SD, n= 06 souris dans
chaque lot. Test-t de Student ***p<0,001 (Comparaison des lots traités par le Diclofénac
et EEP avec le lot témoin).

D’aprés les résultats de I’évaluation de I’activité antalgique contre la douleur induite par
I’acide acétique (Tableau 3), nous avons trouvé que l’acide acétique induit un nombre
important de crampes et de torsions abdominales moyennes de 75 + 10, comptabilisés au

cours de 15 minutes chez le lot témoin.

Les souris traitées par I’indométacine ont démontré que ce médicament induit une
diminution significative (P<0.001) du nombre de torsions et de crampes abdominales induits
par ’acide acétique par rapport au lot témoin. Le nombre de torsions et crampes obtenu est de
1.83 + 0,83 équivalent a un pourcentage d’inhibition de 97.56%.

L’extrait éthanolique de la propolis & la concentration de 25mg/kg réduit le nombre des
crampes abdominales et des torsions de fagon significative (P<0.001) avec un pourcentage
d’inhibition de 97.77 % égal a celui de I’indométacine.

7. L’effet antalgique contre Pirritation induite par le formaldéhyde
Dans ce test les souris ont été traitées avec I’injection du formaldéhyde au niveau de
I’aponévrose plantaire de leurs pattes arri¢re droites. Cette injection induit chez la souris des

douleurs et irritations caractérisées par 1’augmentation du nombre de 1échages et d’étirements
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de la patte arriére droite pendant deux phases. Les résultats obtenus sont présentés dans le
tableau 4.

Tableau 4 : Effets de I’extrait éthanolique de la propolis et de ’indométacine (25 mg/kg)

sur la douleur induite par I’injection du formaldéhyde chez les souris Wistar

Phase 1 Phase 2
Traitement Intensité de Inhibition Intensité de Inhibition
douleur % douleur %
Témoin 29.33 £5.35 - 54 £ 10.46 -
(Eau distillée)
Indométacine 475+ 1.77 83.81 1.6 £ 0.81 97.04
25 mg/kg **k * ok
EEP 6.5+1.5 77.84 5+£2.64 90.74
25 mg/kg *% * ¥

Les valeurs représentent les moyennes de ’intensité de la douleur + SD, n=06 souris.

Test-t de Student **p<0,01 ; ***p<0,001 (Comparaison des lots traités avec le lot témoin).

Les résultats du tableau 3 montrent que I’extrait éthanolique de la propolis inhibe les deux
phases de la douleur induite par le formol au méme niveau que celui de I’indométacine.
Aucune différence significative (p>0,05) n’a été enregistrée entre les deux en phase 1 ou en

phase 2.

Pendant la phase 1 qui représente la phase aigiie, I’extrait éthanolique de la propolis (25
mg/kg) entraine une inhibition de 77,84 % du taux de la douleur exprimée chez la souris par

le nombre de léchages et d’élévations de la patte (6,5 £ 1,5 ; p<0,01).

En phase chronique (15-30 min), I’extrait éthanolique de la propolis entraine une diminution
trés significative (p<0,01) avec une intensité de 5 + 2,64 du nombre de léchages et étirements

comparativement aux souris non traitées (54 = 10.46).
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Discussion

L’objectif de notre étude est d’une part, d’étudier I’effet anti-inflammatoire de I’extrait
éthanolique de la propolis de Jijel in vitro et in vivo sur un modéle animale induit chez la
souris Wistar et d’autre part étudier son effet antalgique aussi sur deux modéles animaux de
douleur différents induits chez la souris Wistar. Nous avons également évalué la teneur

moyenne dans notre extrait en polyphénols et en flavonoides.

Les polyphénols et les flavonoides sont des constituants importants qui contribuent a la
couleur et a la saveur de la propolis. Ce sont les constituants pharmacologiquement actifs les
plus importants de la propolis (Ahmed et al., 2017). Par conséquent, pour évaluer ’activité
biologique de la propolis utilisée dans notre travail, la teneur en polyphénols et en flavonoides

de cette derniére a été quantifiée.

La méthode de Folin-Ciocalteu a été utilisée pour le dosage des composés phénoliques totaux.
La coloration obtenue est proportionnelle a la quantité de polyphénols présente dans I’extrait
éthanolique de propolis ou 1’absorption maximale est de 735 nm (Chan et al., 2005).

Les résultats de la teneur en polyphénols totaux indiquent que notre propolis contient des
concentrations élevées en composés phénoliques (247.46 = 0.009mg EAG / g de propolis). Le
dosage des flavonoides a montré que 1’extrait éthanolique de la propolis de Jijel en est aussi
riche (199.33 £+ 0.002mg EQ / g de propolis).

Nous avons remarqué que la teneur en polyphénols est plus importante que celle en
flavonoides ce qui est tout a fait logique puisque ces derniers constituent une classe des
premiers et qui est en accord avec la littérature, ou la propolis semble étre riche en
polyphénols qu’en flavonoides (Benhanifia et al., 2013; Rebiai et al., 2014; Ahmed et al.,
2017).

Certains auteurs comme Kumazawa et al. (Kumazawa et al., 2004), suggérent que la teneur
en flavonoides peut étre utilisée comme critére critique pour différencier entre les différents
types de propolis. La teneur en flavonoides de notre propolis est supérieure a celle indiquée
dans plusieurs études (Boufadi et al., 2014; Rebiai et al., 2014; Ahmed et al., 2017). Cette
variation est principalement attribuée a la différence dans régions de ces propolis (K&hk6nen
et al., 1999).
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La concentration des polyphénols dans notre échantillon est plus élevée que celles rapportées
dans plusieurs études : Benhanifia et al., (Benhanifia et al., 2013) ont montré que la teneur en
polyphénols totaux de la propolis de nord-ouest algérien contient une concentration en
composés phénoliques égale a 42.89 + 0.95mg EAG /g de propolis, et en flavonoides égale a
29.63 = 1.11mg EQ / g de propolis. Ahmed et al., (Ahmed et al., 2017) ont montré que la
propolis de la Malaisie contient une concentration en composés phénoliques = 15.93+ 0.18mg
EAG /g de propolis, et en flavonoides égale a 1.65+ 0.10mg EQ / g de propolis. Boufadi et al.
(Boufadi et al., 2014) ont montrés que la propolis de Ain Quassara (Algérie) contient des
concentrations en composés phénoliques égale a 55 £ 1 mg EAG /g de propolis, et en

flavonoides égale a 24 + 1mg EQ / g de propolis.

Pour étudier I’effet anti-inflammatoire de I’extrait éthanolique de la propolis de Jijel, nous
avons réalisé différents tests in vitro et in vivo. Nous avons tout d’abord €tudié son effet sur la
dénaturation des protéines par le test de BSA. La dénaturation des protéines comme l'une des
causes de l'inflammation a été bien documentée. Un nombre important d’anti-inflammatoires

sont connus pour inhiber la dénaturation des protéines (Pungle et al.,2018).

La dénaturation des protéines est un processus dans lequel les protéines perdent leurs
structures tertiaire et secondaires sous 1’effet d'un stress externe ou d'un composé tel que un
acide fort ou une base, d'une concentration en sel inorganique, un solvant organique ou par la
chaleur. La plupart des protéines perdent leur fonction biologique lorsqu'elles sont dénaturées
(Marliyah et Ananthi, 2015). Dans ’organisme, la dénaturation des protéines peut étre a
lorigine de la production d'auto-antigénes dans certaines maladies arthritiques comme la
polyarthrite rhumatoide (Mizushima et Kobayashi, 1968 ; Chandra et al., 2012). Elle a été
utilisée dans le cadre de I’étude des mécanismes de l'activité anti-inflammatoire in vitro
(Govindappa et al., 2011). Les 1ésions tissulaires au cours de la vie pourraient étre assimilées
a la dénaturation des constituants protéiques des cellules ou de la substance intercellulaire. Par
conséquent, la capacité d'une substance a inhiber la dénaturation d'une protéine signifie un
potentiel apparent d'activité anti-inflammatoire (Osman et al., 2016). D’aprés les résultats
obtenus, notre EEP a inhibé la dénaturation de la BSA 4 un taux de 97.64 % égale a celui du

diclofénac du sodium.

Plusieurs médicaments anti-inflammatoires ont montré une capacité concentration dépendante

pour inhiber la dénaturation des protéines provoquée thermiquement (Grant, 1970). Cette
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inhibition était le principal mécanisme d'action des AINS proposé par Mizushima et
Kobayashi (Mizushima et Kobayashi, 1968) avant la découverte de leur effet inhibiteur de la
cyclooxygénase par Vane (Vane, 1971).

Nous avons également étudié 1’effet de ’extrait éthanolique de la propolis sur la stabilisation
de la membrane des globules rouges. La stabilisation de la membrane des globules rouges a
été utilisée comme méthode pour étudier l'activité anti-inflammatoire in vitro car elle est
analogue 4 la membrane lysosomale des cellules inflammatoires (Marliyah et Ananthi, 2015).
D’aprés les résultats de cette expérimentation, I’EEP a présenté une stabilisation de la
membrane des globules rouges mais, elle est faible par rapport a celle du diclofénac de
sodium. Cette stabilisation est concentration dépendante et une stabilisation maximale de
8.69% a été obtenue avec une concentration de 500 pg/ml d’extrait éthanolique de la propolis.
La stabilisation du lysosome est importante pour limiter la réponse inflammatoire en
empéchant la libération des constituants lysosomaux des neutrophiles activés lors des
infections microbiennes, tels que les enzymes bactéricides et les protéases. L'enzyme
lysosomale libérée lors de l'inflammation produit divers troubles cellulaires. L'activité
extracellulaire de ces enzymes peut étre liée a une inflammation aigué a chronique (Sree
Kumari et al., 2015). Le mécanisme d’action des anti-inflammatoires non stéroidiens tel que
le diclofénac de sodium est lié principalement a leur capacité d’inhibition de la synthése de
prostaglandines et de thromboxane, en inhibant 1’action des deux isoformes de I’enzyme
membranaire cyclo-oxygénase (COX-1 et COX-2) (Ahmad et al., 2013). Ces médicaments
agissent également soit en inhibant les enzymes lysosomales, soit en stabilisant les
membranes lysosomales (Sree Kumari et al., 2015). Pour cela nous avons aussi étudié 1’effet

de notre extrait éthanolique de la propolis sur 1’action des protéases.

La méthode utilisée est basée sur le méme principe de la stabilisation de la membrane des
globules rouges en utilisant la trypsine comme protéase. D’apreés les résultats obtenus, I’EEP a
une inhibition maximale de protéases de 28.21+ 3.08 % a la concentration de 500 pg/ml égale
a celle du diclofénac du sodium. Cette inhibition indique que l'extrait éthanolique de la
propolis (EEP) est capable d’inhiber les enzymes lysosomales aprés leur libération au méme
niveau que le diclofénac pour limiter la réponse inflammatoire des neutrophiles activés, tels
que les enzymes bactéricides et les protéases, qui peuvent provoquer une inflammation

tissulaire supplémentaire (Sree Kumari et al,, 2015).
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Wozniak et al., (WozZniak et al., 2019) ont montré que la propolis pollonaise exerce un effet
protescteur vis-a-vis des globules rouges en stabilisant leurs membranes contre les attaques

par les radicaux libres.

Afin d’approfondir notre étude sur I’effet anti-inflammatoire de 1’extrait éthanolique de la
propolis, nous avons réalis€ une étude in vivo basée sur ’injection d’une solution de
carragénine au niveau de la patte arriére droite des souris Wistar. L’injection de la carragénine
1% sous I’aponévrose plantaire de la patte postérieur droite de souris pour provoquer I’cedéme
a permis d’évaluer I’effet anti-inflammatoire préventif de 1’extrait éthanolique de propolis
(12,5 mg/kg, 25 mg/kg) en le comparant avec le diclofénac de sodium (50 mg/kg) qui est un
anti-inflammatoire non stéroidien qui agit principalement en inhibant ’action des cyclo-

oxygénases (COX).

Le suivi des souris du groupe témoin (NaCl a 0.9 %) et des groupes prétraités (par I’extrait
éthanolique de propolis a 12,5 mg/kg et 25 mg/kg et le diclofénac de sodium) pendant les
quatre heures qui suivent I’injection de la carragénine, a montré une augmentation de la taille
des pattes des souris de tous les lots. Mais cette augmentation a été plus importante dans le lot
témoin par rapport aux lots traités. Cela indique bien que la carragénine a induit une réaction
inflammatoire par la formation d’un cedéme et qu’elle représente un bon modéle pour 1’étude

de I’activité anti-inflammatoire.

L’cedéme induit par ’injection de la carragénine a été couramment utilisé comme modéle
expérimental pour I’induction de l'inflammation aigu€ et pour évaluer I’activité anti-
inflammatoire des substances bioactives. La carragénine est un polysaccharide sulfaté extrait
a partir des algues (Mujumdar et Misar, 2004 ; Wang et al., 2013) dont le choix est dii au fait
qu’elle n’est pas antigénique et ne cause pas des effets systémiques. Elle agit aussi comme

pro-inflammatoire par activation de la phospholipase A2 (Yin et al., 2003).

L’injection de la carragénine provoque la libération de plusieurs médiateurs chimiques qui
sont responsables du processus inflammatoire (Skerget et al., 2005). La réaction
inflammatoire a été presque immédiate suite a 1’injection de la carragénine qui a provoqué
I’apparition de signes classiques d’une inflammation aigiie locale comme la rougeur, la

douleur, la chaleur et un cedéme chez les quatre groupes expérimentaux.

Le développement de l'cedéme induit par la carragénine est un événement diphasique: la

premicre phase est déclenchée suite a la libération de l'histamine, la sérotonine et les quinines
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a la premiére heure favorisant ainsi la vasodilatation qui est & l'origine de la rougeur et la
chaleur qui touchent le site de l'inflammation (Amol et kallangouda, 2011 ; Huanga et
al.,2011). Par contre, la deuxiéme phase, initiée aprés la premiére heure et qui s’étend jusqu’a
la quatrieme heure, est liée a la libération des prostaglandines (Saini et Singha, 2012 ; Habib
et Waheed., 2013) associée a la migration leucocytaire vers la zone enflammée (Ndiaye et al.
2006). Ces médiateurs augmentent la perméabilité des capillaires du site de I’inflammation et
I’échappement de I’exsudat de la circulation sanguine vers 1’espace interstitiel provoquant un
cedéme localisé, qui & son tour, détermine ainsi une sensation de douleur (Rousselet et al.,
2005). Ce qui explique 1’augmentation de la taille des pattes des souris du lot témoin traitées

avec de la carragénine seule au cours des 4h de 1’expérience.

Par contre, nous avons observé une réduction significative (p<0,001) de la taille des pattes des
souris traitées par I’extrait éthanolique de propolis (25 mg/kg) par rapport au groupe traité par
le diclofénac de sodium (50 mg/kg) & partir de la premiére heure, ce qui indique bien que
’extrait a induit une action anti-inflammatoire. Cette réduction par rapport au diclofénac de
sodium est représentée par un pourcentage d’inhibition important qui a atteint 52,27 = 0,07 %

aprés 4h de traitement.

La douleur est une expérience désagréable causée par des stimuli intenses ou dommageables,
a un caractére essentiellement protecteur et peut servir de modalité sensorielle pour indiquer
la présence d'une lésion tissulaire. Il existe différents types et causes de douleur, mais tous
sont liés 4 une sensation de malaise physique ou émotionnel qui affecte négativement la
routine quotidienne (Zakaria et al., 2018).

Dans cette étude, l'activité antalgique de 1'EEP était évaluée a 'aide du test d’induction de la
douleur par I’injection de 'acide acétique et du formaldéhyde chez la souris.

L’injection de ’acide acétique (produit algogene) par voie IP induit une douleur périphérique
qui résulte d’une lésion tissulaire responsable d’une augmentation de la libération de
nombreux médiateurs chimiques tels que : I’histamine, la prostaglandine et la sérotonine, la
bradykinine et 1’acétylcholine dans le liquide intrapéritonéale, qui vont stimuler les récepteurs
nociceptifs situés au niveau péritonéale (Kouakou et al., 2010). Il en résulte une douleur plus
tardive et diffuse qui se manifeste chez les souris par un mouvement d’étirement des pattes
postérieures et de torsion de la musculature dorso-abdominale (Chatter riahi et al., 2011).
Dans les conditions expérimentales de notre travail, I’injection d’une dose de 10 ml/kg de

’acide acétique a 0.6 % par voie IP provoque dés les premiers instants une agitation des
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souris, qui se caractérise par des déplacements fréquents. Ces déplacements sont suivis des
torsions du corps et des relachements de la patte arriere. Ce qui prouve bien que ’acide
acétique a induit une réaction douleureuse exprimée par un étirement des pattes postérieures

et une contraction des muscles intercostaux précédents 1’apparition des crampes franches.

Le test de I’acide acétique qui représente un test d’évaluation de la douleur par un stimulus
chimique est une méthode est trés sensible et idéale pour la détection de I’activité
thérapeutique de plusieurs composés (Sofidiya et al., 2010).

Les différents résultats obtenus dans notre étude démontrent une bonne activité antalgique
d’EEP proche de celle du médicament de référence qui est I’'indométacine administrée a une
dose de 25 mg /kg, ce qui nous laisse suggérer que le mode d’action de I’extrait testé pourrait
correspondre a celui de I’'indométacine. L’indométhacine est un dérivé de 1’acide indole-3-
acétique. C’est un anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS). Ce médicament est
principalement utilisé pour le traitement d'affections inflammatoires douloureuses comme la
goutte et 'arthrose. Il agit a travers ’inhibition non sélective de la cyclooxygénase-1 (COX-1)
et de la cyclooxygénase-2 (COX-2) (Kassab et al., 2018).

Le test au formol est un test valide dans les études antalgiques qui se compose de 2 phases. La
premiére phase (0 - 5 minutes) est caractérisée par des douleurs neurogénes causées par la
stimulation directe des nocicepteurs. Nous pensent que la substance p et la bradykinine
participe & cette phase. La deuxiéme phase (20 - 30 minutes) est spécifiée par une douleur
inflammatoire, une action dans laquelle certains médiateurs inflammatoires sont supposés étre
impliqués comme 'histamine, les prostaglandines, la sérotonine et la bradykinine. En réalité,
les médicaments a une action centrale préviennent les deux étapes de maniére égale, tandis
que les médicaments agissant a la périphérie inhibent seulement la deuxiéme phase. Dans
notre étude, ’EEP était capable d’inhiber la douleur dans les deux phases d’une maniére
significative (p<0,01 et p<0,001 respectivement) au méme niveau que I’indométacine utilisée
comme médicament de référence. Les résultats obtenus indiquent que 1'extrait éthanolique de

la propolis posséde une activité antalgique antinociceptive centrale et périphérique.

Peu d’études in vitro et in vivo ont été réalisées sur 1’effet anti-inflammatoire et antalgique de
la propolis. Les seules réalisées montraient toutes que la propolis exerce un effet antalgique et

anti-inflammatoire dont la puissance différe selon le type de propolis étudiée.
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Conti et al. (Conti et al., 2016) ont montré que la propolis est capable d’induire I’inhibition de
la voie NF-kB et la production du TNFa, I’IL-6 et I’IL-10 par les cellules dendritiques. Elle
est également capable d’inhiber la production des cyclooxygénases et des lipoxygénases et
par conséquent, la production des prostaglandines (Araujo et al., 2012).

La production des prostaglandines E2 (PGE2) a ét¢ aussi réduite et le pouvoir d’inhibition des
cyclooxygénases a ét¢ augmenté dans les macrophages J774 traitées avec 1’extrait éthanolique
de la propolis brésilienne (Rossi et al., 2002).

Paulino et al. (Paulino et al., 2006) ont montré que la propolis verte brésilienne est capable de
réduire la douleur induite par injection de formaldehyde a une ID 50 égale a 13,8 mg/kg. Elle
induit également une inhibition de 1’cedéme induit par I’injection de la carragénine. La
transfection dans les cellules HEK293 stimulées par le TNFo d’un géne rapporteur de NF-xB
a montré que cet extrait éthanolique exerce son activité par inhibition de la voie NF-«B.

Dans leur étude, Parandin et Darocogari (Parandin et Daroogari, 2019), ont étudié I’activité
anti-inflammatoire et antalgique de la propolis de I’Iran. 3 doses ont été testées (100, 200 et
400 mg/kg). Les résultats montraient que leur propolis entraine une inhibition de I’cedéme
induit par la carragénine, une inhibition des torsions et des crampes abdominales induites par
I’acide acétique et aussi les 1échages et étirements de pattes dus a I’injection plantaire de
formaldehyde d’une maniére dose dépendante p<0,05 (100 mg/kg), p<0,01 (200 mg/kg) et
p<0,001 (400 mg/kg).

L’extrait éthanolique de la propolis (EEP) Bulgarienne est capable d’inhiber les crampes
abdominales induites par 1’acide acétique a une ID50 = 7,4 + 0,7 mg/kg. Dans le test de
formaldehyde, cet EEP a la dose de 100 mg/kg réduit d’une maniere significative 1’induction
des douleurs.

L’extrait éthanolique de la propolis collectée au sud du Brésil a induit une inhibition
maximale de 58 + 5,5 % les torsions induites par 1’acide acétique lorsqu’il est administré par
voie IP a différentes concentrations (1 - 60 mg/kg) et une inhibition maximale de 43,5 %
quand il est administré par voie orale (25- 200 mg/kg). 1l agit sur les deux phases induites par
le formaldehyde avec une inhibition maximale de 22 + 5 % et 33 = 6 % pour la premiére et la

deuxiéme phase respectivement.

Ces propriétés anti-inflammatoires obtenues peuvent étre dues a la présence des composés
phénoliques qui ont la capacité d’inhiber les enzymes impliquées dans les processus
inflammatoires (Skerget et al., 2005), tel que les flavonoides qui sont connus pour inhiber la
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prostaglandine synthétase (Kumar et Kumud, 2010). La composition de 1’extrait éthanolique
de la propolis de Jijel (de la région de Chadia) a été déja étudiée (Lahouel et al., 2011).
L’é¢tude a montré que cet extrait est riche en divers polyphénols principalement les

flavonoides.

Des études antérieures ont montré que les effets anti-inflammatoires peuvent résulter de la
teneur élevée en polyphénols des plantes, en particulier les flavonoides. Les études
biochimiques sur le mécanisme d'action des flavonoides ont montré que ces composés
peuvent inhiber une grande variété d'enzymes a 1’égard de la phospholipase A2 et des
enzymes de I’inflammation : la cyclo-oxygénase et la lipo-oxygénase (Ghedira, 2005).

La libération d'acide arachidonique est étroitement liée a la cyclo-oxygénase et aux systémes

enzymatiques a S-lipoxygénase (Sowemimo et al., 2013).

Il a été rapporté dans la littérature que certains composés phénoliques (flavonoides) sont
capable d’inhiber la libération de nombreux médiateurs chimiques impliqués dans la douleur
tels que I’histamine, la sérotonine, la bradykinine et les prostaglandines (essentiellement celle
de la PGE2 et PGEq) par blocage des enzymes spécifiques notamment les cyclo-oxygénase
(COX-1 et COX- 2) impliquées dans la réaction inflammatoire et par conséquent dans la
genése de la nociception (Dubois, 1998 ; Blain et al., 2000 ; Carroll et Simonson, 2005 ;
Kouakou-Siransy et al., 2010).

Par exemple, I’acide caféique (CAPE) est capable d’inhiber la voie de signalisation du NF-xB
a travers I’inhibition de 1’activation du facteur de transcription NF-xB dans les lymphocytes T
(Wang et al., 2010). Armutcu et al. (Armutcu et al., 2015) Ont aussi montré que I’acide
caféique (CAPE) agit sur ’activation de la xanthine oxidase, des cyclooxygenases et sur le
NF-xB.

La galangine, un autre polyphénol de la propolis est aussi capable d’inhiber la réponse
inflammatoire par inhibition de plusieurs voies de signalisation comme la voie NF-xB,
MAPK, JAK/STAT en agissant sur les différents facteurs de transcription impliqués dans ces
voies (Choi et al., 2017).

46



Conclusion
&

Perspectives



Conclusion et perspectives

Notre étude a porté sur I’évaluation de 1’activité anti-inflammatoire et antalgique d’un extrait
éthanolique de la propolis de Jijel et a montré que cet extrait posséde une activité anti-

inflammatoire considérable et a différents niveaux :

L’inhibition de la dénaturation des protéines et de 1’action des protéases avec une faible

stabilisation des membranes des globules rouges.

Une forte inhibition de 1’cedéme induit par I’injection de la carragénine au niveau de la patte
arriére droite chez les souris a une dose de 25 mg/kg lorsqu’il est administré en traitement

préventif, plus importante méme que celle du diclofénac de sodium (50 mg/kg).

Cette étude a permis de montrer également que 1’extrait éthanolique de la propolis de Jijel
posséde une forte activité antalgique a travers la diminution significative le nombre
d’irritations et de léchages induits chez la souris par injection du formaldéhyde et I’inhibition

des spasmes chez la souris induits par injection de 1’acide acétique.

Notre travail nécessite d’étre complétée par I’étude et la détermination des mécanismes
moléculaires impliqués dans la réponse anti-inflammatoire et anti-antalgique de I’extrait
éthanolique de la propolis de Jijel et la détermination également de la(les) molécule(s)

responsable(s) des effets obtenus.
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