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Introduction

Le benzo(a)pyréne, un contaminant de I’environnement de la famille des hydrocarbures
aromatiques polycycliques, étant le membre le plus étudié de cette famille, présent dans divers
milieux, notamment la fumée de cigarette, les aliments grillés au charbon de bois et les sous-
produits de déchets industriels (Sergent et al., 2019). Le Benzo(a)pyreneest est un composé bien
étudié qui nécessite une activation métabolique. B(a)P et ses métabolites peuvent traverser la
barriéere hémato-encéphalique sous forme lipophile. lls atteignent facilement le tissu cérébral et
causent des lésions cérébrales (Grova et al., 2007). La neurotoxicité du B(a)P a recu beaucoup

moins d’attention que sa cancérogénicité (Chepelev et al., 2015).

Le stress oxydatif survient suite a la présence d’un déséquilibre entre la production des espéces
oxygénées reactives (EOR) et la capacité des systemes biologiques a réparer les dommages
oxydatifs ou neutraliser les effets des intermédiaires réactifs formés incluant les peroxydes et les
radicaux libres. L’augmentation de la production des (EOR) et la diminution de I’efficacité des
mécanismes de défense antioxydants conduisent a des dommages aux protéines, aux lipides et a
I'ADN (Udensi et Tchounwou, 2016). Le stress oxydatif et la génération des espéces oxygénées
réactives (EOR), causeraient également divers dommages et perturbations moléculaires et
cellulaires dans plusieurs maladies humaines (Savas, 2012) et plusieurs études ont abordé la

relation entre le développement de plusieurs maladies neurodégénératives et le stress oxydatif.

Il est nécessaire de chercher de nouvelles molécules qui soient plus efficaces, plus résistantes et a

moindre effets indésirables, pour prévenir les maladies neurodégénératives.

La propolis est une substance collante et résineuse, collectée a partir de diverses sources florales,
qui est transformée et utilisée par les abeilles melliferes (Apis mellifera) pour construire et
entretenir leurs ruches en bouchant des trous dans leurs nids d'abeilles (Kasiotis et al., 2017). Des
extraits enrichis en flavonoides et en polyphénols issus de la propolis présentent des propriétés
anti-oxydantes apportées par plusieurs etudes (Rouibah et al., 2008 ; Lahouel et al., 2010 ;
Kebsa et al., 2014).

A partir de ces données, nous avons fixés les objectifs de notre travail consacrés a étudier et
déterminer I'ampleur de ce stress oxydatif cérébrale lors d’une neurotoxicité aigiie du B(a)P
d’une part et a établir 1’effet protecteur de la propolis contre cette neurotoxicité d’autre part. Et

évaluer les paramétres de stress oxydant cellulaire et la visualiser des changements tissulaires.
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Chapitre I : La neurotoxicité du benzo(a)pyrene

1.1. Le cerveau
1.1.1.Anatomie fonctionnelle du cerveau :

Sur le plan anatomique, le systeme nerveux central (SNC) est composé du cerveau et de la
moelle épiniere, les fibres nerveuses qui quittent le cerveau et la moelle épiniere, ainsi tous les
neurones situés en dehors des ces structures forment le systéme nerveux périphérique (SNP). Le
cerveau est un objet physique, un organe du corps, un tissu vivant, qui se trouve a I’intérieur du

crane, le cerveau est 1’organe le plus complexe du vivant (Figure 1).

CORPS CALLEUX EPIPHYSE
TELENCEPHALE BASAL | THALAMUS

NEOCORTEX . \ PONT DE VAROLE
BULBE OLFACTI
HYPOTHALAMU /" EPINIERE
ANTERIEUR -
HYPOTHALAMUS
MEDIAN ——— o
NOYAU SUPRACHIASMATIQUE -
CHIASMA OPTIQUE -~~~ / HYPOPHYSE  conMATION  FORMATION
HYPOTHALAMUS .-~ FORMATION RETICULEE RETICULEE RETICULEE
POSTERIEUR MESENCEPHALIQUE PONTIQUE BULBAIRE

Figure.l le cerveau de la souris (Leclerc, 2012).

La premiere fonction du cerveau est de produire un comportement ou des mouvements (Kolb et
al., 2019). Le cortex cerébral et I'nippocampe sont des éléments importants du systéme nerveux
central (SNC) (Varallyay et al., 2013). Le cortex cerébral est crucial pour le contrble de la
cogitation et du fonctionnement (Viggiano et al., 2014). L hippocampe (Figure 2) est une
structure clé qui affiche un role central dans les processus d’apprentissage et de mémoire (Lynch,

2004).
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Figure 2 : Les principaux axes de référence de I’hippocampe. A gauche, un hippocampe (en
bleu) de cerveau humain, et a droite un hippocampe (en rose foncé) de cerveau de souris. Les

axes septo-temporal, dorso-ventral et rostro-caudal sont indiqués (Leclerc, 2012).

Dans le cerveau, entre la circulation sanguine et le systeme nerveux central (SNC), se trouve la
barriere hémato-encéphalique. La barriere hémato-encéphalique contréle I'entrée des nutriments
et limite I'entrée des substances toxiques au sein du SNC contribuant ainsi a I'noméostasie des
fonctions cérébrales. Les CE cérébrales sont les composantes structurales et fonctionnelles de la

barriere hémato-encéphalique (Annabi et al., 2010).

Les prolongements des astrocytes établissent des contacts avec les neurones et les vaisseaux
sanguins. lls stimulent les cellules des vaisseaux pour qu’elles forment des jonctions serrées, qui
sont a la base de la barriere hémato-encéphalique (Figure 3). Les astrocytes participent
également a 1’échange de nutriments et de diverses substances entre les vaisseaux et les
neurones, fournissent un tissu de soutien aux structures cérébrales, et favorisent la réparation du

tissu endommagé (Kolb et al., 2019).
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Figure.3 la barriéere hémato-encéphalique (Kolb et al., 2019).
I.1.2.Pathologies du cerveau

Plus de 2000 pathologie peuvent d’une fagon ou d’une autre étre liées a une anomalie cérébrale

(Kolb et al., 2019).

La maladie de Parkinson est une autre maladie neurodégénérative largement répandue, associée a
la perte de neurones dopaminergiques et a une diminution des niveaux de dopamine striatale
(Fontanilla et al., 2011).

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative du systeme moteur
caractérisée par une faiblesse focale puis généralisée conduisant a la paralysie et au déces par
insuffisance respiratoire. Les symptémes découlent de la perte de corticospinal (haut) et du tronc

cérébralet les neurones moteurs spinaux (inférieurs) (Fontanilla et al., 2011).

Les tumeurs cérébrales sont les tumeurs solides les plus diagnostiquées chez les enfants de moins
de 15 ans dans le monde, les tumeurs des hémisphéres cérébelleux occupaient le premier rang
(Hazmiri et al., 2018).

1.2.Le benzo(a)pyreéne et le cerveau

L'ensemble du profil chimique et des caractéristiques physiologiques d'un tissu est essentiel pour
comprendre la logique du développement d'une pathologie, en fonction de divers parametres
anatomiques, chimiques et metaboliques (Ogunleke, 2019). La pollution est un mélange
hétérogene de composés organiques et de particules susceptibles d’influencer le développement
du systéeme nerveux central (SNC) (Morris-Schaffer et al., 2019). Le systeme nerveux central
peut étre trés susceptible d'étre endommage par le B(a)P (Wormley et al., 2004).

6
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1.2.1. Hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) :

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sont des molécules constituées de carbone
et d’hydrogeéne issus de la dégradation de la matiere organique. Leur structure comporte au
moins 2 cycles aromatiques condensés. L’agencement de ces cycles aromatiques est linéaire,
angulaire ou groupé (Figure 4). Certains HAP peuvent contenir des cycles saturés et d’autres
peuvent étre substitués (nitro-HAP, amino-HAP, alkyl-HAP, etc.) (Bostrom et al., 2002).

Les HAP sont un groupe de contaminants environnementaux omniprésents formés lors de la
combustion incompléte ou pyrolyse de matiéres organiques et présents dans divers milieux,
notamment la fumée de cigarette, les aliments grillés au charbon de bois et les sous-produits de
déchets industriels. Il est bien connu que ces polluants ont divers effets néfastes sur la santé
humaine, notamment le développement de cancers, de pathologies cardiovasculaires, de
perturbations du systéeme endocrinien et de maladies inflammatoires et pulmonaires (Mayati et
al., 2012).

La plupart des effets deléteres liés aux HAP sont médiés par l'activation du récepteur
d'hydrocarbure d'aryle cytosolique (AhR) et sa liaison ultérieure a des éléments sensibles au
xénobiotique spécifiques qui se trouvent dans le promoteur des génes sensibles au
HAP. Cependant, certains effets liés aux HAP peuvent étre initiés de maniére indépendante de
AhR (Mayati et al., 2017).

Les HAP ont tres faible hydrosolubilité, et sont solubles dans de nombreux solvants organiques
et hautement lipophiles, en raison de leur nature lipophile, les HAP peuvent franchir la barriere
hémato-encéphalique et provoquer des modifications physiopathologiques telles que la perte

d'activité neuronale et la plasticité synaptique et la mort neuronale (Mortamais et al., 2017).

Leur toxicité provient de leur interférence avec le fonctionnement des membranes cellulaires

mais aussi avec les systéemes enzymatiques (Rengarajan et al., 2015).

Les HAP ne possédent pas une toxicité aigué ou subaigué trés importante. Un potentiel
neurotoxique, une toxicité hématologique, rénale et hépatique et une immunotoxicité ont
toutefois étaient observés dans différentes études animales utilisant de trés fortes doses (Ramesh
et al., 2001). Une exposition chronique, méme a de faibles concentrations de HAP, provoque des
dommages durables, tels que le cancer , la stérilité et la neurotoxicité pour I'homme et la faune
(Bollinger et al., 2017). Ces contaminants suscitent un intérét considérable, car certains d'entre
eux sont hautement cancéerogenes chez les animaux de laboratoire et ont été impliqués dans des

cancers du sein, du poumon et du célon chez I'nomme (Ramesh et al., 2004).
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Figure.4 Structure chimique de quelques HAP (Bostrom et al., 2002).
1.2.2. Benzo(a)pyrene

Le benzo(a)pyrene (B(a)P) est un HAP a 5 anneaux aromatiques, étant le membre le plus étudié
de cette famille et possédant une région de baie, est émis dans 1’atmosphére sous forme
particulaire. Il est systématiquement présent dans les mélanges, en quantité assez faible et surtout
variable en fonction des sources d’émission. Il est classé cancérogéne par I’UE et est le seul HAP

classé cancérogeéne certain par le CIRC (groupe 1) (IARC, 2010).

Le B(a) P a été signalé comme cancérogene probable chez I'hnomme. L'exposition au B (a)P peut
avoir lieu par ingestion d'aliments ou d'eau contaminés (grillés ou fumés) ou par inhalation d‘air
pollué (Dutta et al., 2010). Le benzo(a)pyréne est un composé environnemental bien étudié qui
nécessite une activation métabolique pour avoir un effet cancérogene. La neurotoxicité du BaP a

recu beaucoup moins d’attention que sa cancérogénicité (Chepelev et al., 2015).
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Figure.5 Structure chimique du benzo (a)pyrene (Nebert et al., 2013).

1.2.3.Caractéristiques physico-chimiques

Le nom officiel du B(a)P selon I’Union internationale de chimie pure et appliquée est
benzo(a)pyréne. Le Benzo (a) pyréene se présente sous forme cristalline solide et de couleur jaune
pale ayant une Légere odeur aromatique. Il est faiblement volatile et insoluble dans 1’eau, mais
tres soluble dans de nombreux solvants organiques, tel que le chloroforme, le benzene, le toluéne
et le xyléne. Le b(a)P est une substance stable jusqu'a des températures tres élevées. En solution,
il s’oxyde sous I’influence de la lumiére, de I’air et de la chaleur (IARC, 2010). Ces principales

caractéristiques physico-chimiques sont résumées au (Tableau 1).

Tableau.1 Principales caractéristiques physico-chimiques du B(a)P (Sidani et al., 2012).

Benzo(a)pyrene

Formule moléculaire C20H12

Structure chimique

Type de HAP Lourd
numéro de CAS 50-32-8
Poids moléculaire (g/mol) 252,32

Densité (g/cm3) 1,351

Point de fusion (°C) 178,1
Point d’¢ébullition (°C) 310-312
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1.2.4. La toxicité du benzo(a)pyréne

Les études de toxicité aigué décrivent les effets néfastes d'une substance qui résulte soit d'une
exposition unique ou d’expositions répétées dans une courte période de temps (habituellement

moins de 24 heures) et a des fortes doses d’administration (Hayes, 2008 ; Klaassen, 2001).

Lors d’une exposition cutanée au B(a)P, les effets observés sont I’hypersensibilité au contact et
I’immunosuppression de glandes sébacées. L’administration intra-péritonéale du B(a)P chez des
souris a également mis en évidence des effets hématologiques, immunosuppresseurs,
neurologiques (effets sur la production de certains neurotransmetteurs) et sur le systéme
reproducteur (Heredia Ortiz, 2015). Le b(a)P et ses métabolites peuvent traverser la barriere
hémato-encéphalique sous forme lipophile. Ils atteignent facilement le tissu cérébral et causent
des Iésions cérébrales. L'exposition subaigué au B (a) P chez la souris adulte module également
I'expression genique dans les zones du cerveau fortement impliquées dans la fonction cognitive,
comme |" hippocampe (Grova et al., 2007). Des symptdmes neurologiques, notamment une
dysrégulation végétative et une perte de mémoire a court terme, ont été signalés chez des
travailleurs exposes a une exposition aigué au B (a) P dans des usines de production de coke en
Pologne (Majachrzak et al., 1990).

Une diminution de la réponse aux stimuli sensoriels et un dysfonctionnement autonome chez des
rats ayant recu une dose unique, doses (25, 50, 100 et 200 mg kg-1) de B (a) P (Saunders et al.,
2002). Ces résultats démontrent que le systéme nerveux est une cible pour la toxicité
comportementale induite par le B (a) P.

Le benzo (a) pyréne produisait des tumeurs chez toutes les especes (souris, rat, hamster, cobaye,
lapin, canard, triton, singe) pour les quelles des données ont été rapportées a la suite d'une
exposition par différentes voies (orale, cutanée, par inhalation, intratrachéale, intrabronchique,
sous-cutanée, intrapéritonéale, intraveineux). Il avait un effet cancérigene local et systémique,
était un initiateur de la cancérogenése cutanée chez la souris et était cancérogene lors d'études a

dose unique et a la suite d'une exposition prénatale et transplacentaire (IARC, 2010).

Les principaux criteres de jugement fonctionnels altérés par le B(a)P comprenaient les fonctions
neuromusculaires, les fonctions sensorimotrices (son et douleur) et les fonctions autonomes

(augmentation du nombre de mictions et défécations) (Saunders et al., 2002).
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1.2.5. La toxicocinétique du B (a)P
1.2.5.1. L’absorption

Le B(a)P peut étre absorbé par différentes voies. Les 3 voies principales d’absorption sont la
voie cutanée, respiratoire (inhalation) et gastrique (ingestion). La vitesse et la quantité de B(a)P
absorbé dépendent du véhicule. L’administration du B(a)P avec divers aliments modifie son
absorption chez les rats. Cette absorption est de 42 % a 50 % avec les aliments lipophiles. Elle
diminue de 20 a 30 % avec les autres aliments (Kawamura et al., 1988)

Les HAP sont des molécules lipophiles. Cette propriété leur permet d’étre facilement dissous
dans la bicouche lipidique et de traverser les membranes cellulaires par diffusion passive. Ainsi,
le B(a)P est absorbé par les voies respiratoire, digestive et cutanée. Son hydrophobicité ralentit
sa diffusion a travers les épithéliums, du fait de la présence d’espaces inter-membranaires
aqueux. Ce phénomene a pour conséquence une concentration en B(a)P plus élevée au niveau du

site d’entrée que dans le compartiment sanguin et les tissus éloignés (Gerde, 1993).

L’absorption du B(a)P par voie orale est rapide et présente un comportement exponentiel (Rees
et al.,, 1971). Rees et al. (1971) ont mesuré de grandes concentrations de B(a)P dans les
ganglions lymphatiques thoraciques trois heures aprés 1’exposition intragastrique du B(a)P. Le
tractus gastro-intestinal peut également contribuer a la biotransformation du B(a)P et les
métabolites produits peuvent facilement traverser les parois intestinales pour atteindre la

circulation sanguine (Rees et al., 1971).
1.2.5.2. La distribution

La distribution du B(a)P est trés importante dans tout I’organisme et 1’équilibre entre les
concentrations sanguines, hépatiques, dermiques et rénales est atteint dans les 2 heures suivant
I’exposition (Marie, 2010). Malgré cette importante distribution du B(a)P dans les différents
compartiments de I’organisme, la diminution de ses concentrations plasmatiques pendant les
premieres heures suivant 1’exposition est principalement due a son métabolisme hépatique lors

d’une injection IV chez le rat (Heredia-Ortiz, 2011).

La distribution du B(a)P est similaire apres administration sous cutanée, intraveineuse ou intra-
trachéale chez les souris et les rats. 1l est détecté dans tous les organes apres quelques minutes a
quelques heures suivant I’administration (Foth et al., 1988). Ramesh et al. (2001) ont montré la
présence d’une grande distribution du B(a)P dans le plasma 6 heures aprés son administration
par voie orale. 10 % de cette dose a été détectée dans le foie aprés 24 heures alors que 45 % a éteé

éliminée dans les urines et les féces. Pour étudier la distribution apres administration par voie
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intra-trachéale (Ramesh et al., 2001). Weyand et Bevan (1986) ont administré du B(a)P marqué
au 3H. Aprés 5 min, le B(a)P se distribue 60 % au niveau des poumons et 13 % dans le foie.
Apres une heure, 27 % de radioactivité est retrouvee dans la carcasse, 24 % dans les intestins, 16
% dans le foie et 15 % dans les poumons (Weyand et Bevan, 1986). Le tissu adipeux et les
glandes mammaires constituent des sites trés importants de distribution et d’accumulation de
B(a)P di a sa nature lipophile (Modica et al., 1983). Le B(a)P peut aussi traverser la barriere
placentaire chez la souris et le rat (Madhavan et Naidu, 2000). Une distribution temporelle du
B(a)P métabolisé dans le plasma et les tissus cérébraux aprés une administration orale de 25, 50,
100 et 200 mg / kg (Saunders et al., 2006).

1.2.5.3. Métabolisme

Le B(a)P est métabolisé par les enzymes de phase 1, les cytochromes P450s (CYPs), qui donnent
des composeés plus hydrophiles tels des époxydes, des dihydrodiols, des phénols et des quinones
(Osborne et Crosby, 1987). Ces derniers forment une classe de métabolites cancérigénes ultimes
du B(a)P. Les principaux CYP impliqués dans la formation des diols et des diol-époxydes sont le
CYP1Al, CYP1A2 et CYP1B1 (Shinada, 2006). Plusieurs voies métaboliques sont impliquées
dans la biotransformation du B(a)P qui aboutissent a la formation d’un radical cation, de
différents métabolites hydroxylés, d’orthoquinones et des diol-époxydes.
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Figure.6 Schéma métabolique du benzo (a)pyréne (IARC, 2010).
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1.2.5.3.1. Voie du radical cation

La premiére réaction enzymatique sur le squelette carboné du B(a)P, peut étre une peroxydation
conduisant a la production d’un radical cation. Son hydrolyse spontanée aboutit a la formation du
6-OHBaP. Ce dernier peut étre spontanément oxydé, ou bien métabolisé par les CYP, en
quinones : BaP-1,6-, 3,6-, et 6,12-diones. Ces métabolites subissent ensuite 1’action de la
NADPH quinone oxydoréductase 1 pour former des hydroquinones. Un dérivé dicarboxylique
est également produit de facon importante aprés I’ouverture d’un des cycles aromatiques de la
1,6-dione ou de la 3,6-dione, lors d’une exposition intrapéritonéale (IP) de rats au 14C-B(a)P
(Yang et al., 2000).

1.2.5.3.2. Voie des diol-époxydes

Les trans-dihydrodiols proches de la région de baie peuvent également étre une nouvelle fois
oxydés par les CYP, ou les radicaux peroxydes générés par I’activité peroxydase de la
prostaglandine H synthase. Comme précédemment, les arénes oxydent les moins stables issus de
cette réaction sont spontanément hydrolysés en phénols, aboutissant a la formation de
monohydroxy-dihydrodiols (triols). Quant aux plus stables, ils ne sont pas hydrolysés et forment
les dihydrodiols-époxydes (diol-époxydes). Ainsi, le BaP-9,10-dihydrodiol est majoritairement
transformé en BaP-1-hydroxy-9,10-dihydrodiol et dans une moindre mesure en BaP-9,10-diol-
7,8-époxyde (rev-BPDE), tandis que le BaP-7,8-dihydrodiol est principalement métabolisé en
BaP-7,8-diol-9,10-époxyde (BPDE). la majorité du BPDE et du rev-BPDE est hydrolysée pour
former le 7, 8, 9,10-tetrahydroxy-tetranydrobenzo(a)pyréne (BaP-7, 8, 9,10-tétraol) (Simpson et
al., 2000).

Cette réaction n’est pas nécessairement médiée par une enzyme et peut étre spontanée, a partir de

I’attaque de 1’eau présente dans le média (Yang et al., 1976).
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Figure.7 Métabolisme du B(a)P en diolépoxydes (IARC, 2010).

1.2.5.3.3. Voie des quinones/espéces réactives de I’oxygene

C’est une oxydation enzymatique du benzo(a)pyrene-7,8-diol en benzo(a)pyréne-7°,8- quinone,
molécule réactive électrophile vis-a-vis de I’ADN, par les aldo-céto-réductases (AKR) (Mangal
et al.,, 2009). Dans les lignées cellulaires humaines A549 du cancer du poumon, le
benzo(a)pyréne-7,8-quinone augmente la formation du 8-oxo-désoxyguanosine (Mangal et al.,
2009). Le benzo(a)pyréne-7,8-quinone peut également subir un cycle répétitif d’oxydoréduction
qui génere des especes oxygénées réactives (EOR) qui endommagent I’ADN (Penning et al.,
1999). Il existe aussi plusieurs autres sources des EOR induites par le B(a)P. Les souris et les rats
métabolisent le B(a)P en benzo(a)pyrene-1,6-quinone (figure 9), benzo(a)pyréne-3,6-quinone et
benzo(a)pyrene-6,12-quinone a partir du 6-oHB(a)P par des réarrangements non enzymatiques.

Ces quinones entrent dans le cycle redox et sont responsables de 1’induction de mutations (Xue

et Warshawsky, 2005).
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Figure.8 Cycle redox de la formation benzo(a)pyréne-1,6-quinone (Sen et al., 2012).

Les intermédiaires réactifs du B(a)P (oxydes, diol-époxydes et cations radicalaires) ainsi que les
EOR générées par la quinone peuvent perturber 1’équilibre de la balance prooxydants/anti-
oxydants en réduisant les niveaux des antioxydants ce qui entraine un stress oxydant. Parmi ces
EOR, il y a principalement 1’anion superoxyde (O.- 2) et le peroxyde d’hydrogéne (H202). Le
H202 peut par la suite donner naissance a un autre radical, le radical hydroxyle OH. Qui est tres
réactif vis-a-vis de I’ADN (Kim et Lee, 1997).

1.2.5.4.Excrétion

Le systeme hépatobiliaire et le tractus gastro-intestinal sont les voies principales d’élimination
du B(a)P et de ses métabolites,quelle que soit la voie d’exposition.la forte excrétion fécale (70-

75 % d’une dose sous-cutanée chez la souris) suggére 1’existence d’un cycle entéro-hépatique.

L’excrétion urinaire est une voie mineure.chez le rat et la souri (4-12%),le maximum
d’élimination se situe entre 24 et 48 h , la majeure partie de la dose urinaire totale étant excrétée
en 72 h. elle contient des métabolites du B(a)P conjugués sous forme de GSH de glucuronides,
de sulfates et d’acides mercaptiriques (80% de la dose excrétée),des cmposés phénoliques et des
esters, éthers et conjugués avec des sucres neutres (13-18% de la dose excrétée). 1l n’y a pas
d’élimination dans I’air expiré (IARC, 2010).

Lee et al. (2003) ont rapporté que 0,0065% de la dose du B(a)P se retrouvait dans 1’urine de rats
au cours des quatre-vingt-seize heures apres une exposition par voie intrapéritonéale. Les rats
traités par voie intrapéritonéale par le B(a)P, excrétent du 7-(benzo(a)pyrene-6-yl)- N7-guanine
dans les feces et I'urine. Cet adduit a été aussi détecté¢ dans les tissus pulmonaires de souris

traitées avec du B(a)P par voie intrapéritonéale (Banasiewicz et al., 2004).
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Chapitre Il : Le stress oxydatif

I1.1. Le stress oxydant

Lorsque les cellules utilisent I'oxygene pour produire de I'énergie, des radicaux libres peuvent
étre créés en parallele de la production de I'ATP (adénosine triphosphate), au sein des
mitochondries, mais cette voie n’est pas unique. Ces sous-produits sont généralement des
especes réactives de 1’oxygéne (ROS, Reactive Oxygen Species en anglais), qui résultent de
processus redox cellulaires. Ces espéces peuvent avoir un effet néfaste sur le métabolisme de
I’organisme lorsque leur concentration augmente trop. Ainsi, a concentration élevée, elles
génerent une situation dite de stress oxydant, processus délétere qui peut endommager les

structures cellulaires et conduire a 1’apoptose (Favier, 2003).

La définition du stress oxydant se réfere a une rupture de 1’équilibre homéostatique entre la
production des especes réactives de 1'oxygene et la défense antioxydante de 1’organisme. Il s’agit
donc d’une perturbation dans 1'équilibre pro-oxydant/antioxydant en faveur de la formation des
especes réactives, conduisant a des dommages potentiels sur les cellules, les tissus, I’ADN,

etc...(Anderson, 1997).

Les especes oxygénées réactives (EOR) sont produites par les organismes vivants au cours du
métabolisme cellulaire normal. Lorsqu’elles sont présentes en concentrations faibles ou
moderées, ces EOR participent au déroulement des processus cellulaires physiologiques. A des
concentrations éleveées, elles produisent des dégats aux macromolécules comme les protéines, les
lipides et I’ADN (Valko et al., 2006).

Pour faire face a ces EOR, les organismes aérobies sont munis de systemes de défense
antioxydants qui sont enzymatiques et non enzymatiques et qui servent essentiellement a les
éliminer. Cependant, dans les conditions pathologiques, les systemes antioxydants sont le plus

souvent désactivés (Birben et al., 2012).

Le changement de 1’équilibre entre prooxydants et antioxydants en faveur des premiers est
appelé « stress oxydatif ». Les dommages oxydatifs peuvent étre exacerbés par une diminution

de I’efficacité des mécanismes de défense antioxydants (Minciullo et al., 2015).
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Figure.9 Déséquilibre du statut pro/antioxydant favorisant 1’état de stress oxydant (OPARA,
2002).

11.2. Nature de la réactivité des ROS/RNS

ROS et RNS sont des termes génériques imprécis utilisés en biologie et en médecine. lls
décrivent plusieurs espéces, pouvant étre radicalaires, chargées ou non. On peut citer par
exemple les radicaux hydroxyles (OHe), I’anion-radical superoxyde (O2¢"), le monoxyde d’azote
(NOe), le dioxyde d'azote (NO2°), les peroxydes (ROQe¢) et les lipides peroxydés (LOOe+). En
outre, le peroxyde dhydrogéne (H202), 1’ozone (03), l'oxygene singulet (102), I’acide
hypochloreux (HOCI), I'acide nitreux (HNOz2), le peroxynitrite (ONOQ"), le trioxyde d‘azote
(N203), et le peroxyde lipidique (LOOH), sont des dérivés non radicalaires tout aussi bien
couverts par ces acronymes. Toutes ces especes peuvent conduire a des réactions radicalaires ou

globalement oxydantes dans les organismes vivants (Genestra, 2007).

Dans la famille des radicaux, on distinguera les radicaux primaires qui ont un réle physiologique
particulier et les radicaux secondaires, produits par réactions (non contrélées, généralement) des

radicaux primaires avec plusieurs matériaux biologiques présents

dans une cellule soumise a un stress oxydant (lipides, protéines, glucides...) (Favier, 2003).
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Figure.10 différents radicaux libres oxygénés et especes réactives de 1I’oxygéne (Chen et Chung,
1996)

11.3. Systemes de défense antioxydants

La production excessive ou incontrolée d’espéces oxydantes induit une perturbation du statut
redox pouvant induire de sérieuses altérations des structures cellulaires. Il donc nécessaire que
cette production de (ERO) soit contrdlée. Pour cela, les cellules disposent se systeme de défense
antioxydants classées en antioxydants enzymatiques ou non- enzymatiques. Les antioxydants
peuvent étre classés selon leurs modes d’action, leurs localisations cellulaires et leurs origines

(Halliwell, 1990).
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Figure.11 Systéeme de défense antioxydant (OPARA, 2002).

11.3.1. Les systéemes antioxydants enzymatiques

Les Systéemes de défense contre le stress oxydatif ont pour réle d’inhiber 1’oxydation d’un
substrat. Les antioxydants primaires, qui sont pour la plupart des enzymes, vont limiter la
production des espéces réactives de I’oxygéne (ERO) et les antioxydants secondaires, qui
peuvent étre des substances lipo ou hydrosolubles, vont piéger les ERO sous une forme peu

réactive (Zielinski et Portner, 2000). Parmi les enzymes antioxydantes.
11.3.1.1. La superoxyde dismutase (SOD)

La SOD est une enzyme antioxydante primaire essentielle qui réagit en défense de 1’organisme
contre les produits toxiques du métabolisme cellulaire.elle catalyse la dismutation de 1’anion
superoxyde (O2¢) en peroxyde d’hydrogene (H202) La SOD existe sous trois isoformes qui se
différencient par leur localisation cellulaire et par leur cofacteur métallique : une forme
cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD), une forme
mitochondriale associée au manganese (Mn-SOD) et une forme extracellulaire (EC-SOD). Il a
été montré que la Cu/Zn-SOD était également présente dans 1’espace intermembranaire (Okado-
Matsumoto et Fridovich, 2001 ; Sturtz et al., 2001).
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cell membrane

—

mitochondria

Figure.12 Les trois types de la SOD (Faraci et al., 2004).

11.3.1.2. Glutathion peroxydase (GPX) et reductase (GR)

La glutathion peroxydase (GPX) catalyse la réaction de transformation des peroxydes
d’hydrogéne H202 et lipidiques ROOH respectivement en eau et alcool ROH. Cette réaction
met en jeu une molécule antioxydante non enzymatique, le glutathion, sous sa forme réduite
GSH. En fait la forme réduite du glutathion (GSH) est le régulateur majeur du redox
intracellulaire et se trouve en abondance dans les cellules, ses concentrations pouvant atteindre
10 mM (Meister et Anderson, 1983).

Le glutathion agit comme un capteur direct des radicaux libres, un co-substrat pour 1’activité
enzymatique de la glutathion peroxydase, co-facteur de plusieurs autres enzymes, et forme des
conjugués dans des réaction d’endoet de xénobiotiques (Gregus et al., 1996). En réalité¢ 2
molécules de GSH sont nécessaires et formeront la forme oxydée du glutathion a savoir le
glutathion disulfide GSSG.

GPX

H202 + 2 GSH s 2 H20 + GSSG (Powers et Jackson 2008)

GPX

ROOH + 2 GSH === ROH + H20 + GSSG (Powers et Jackson 2008)

La glutathion réductase (GR), quant a elle, a pour role de régénérer le GSH a partir du GSSG
grace au NADPH qui est utilisé comme donneur d’éléctrons. La concentration cellulaire en
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glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire constamment pour que la GPX maintienne

sa fonction. Ces deux enzymes sont présentes dans le cytosol et dans les mitochondries.
GR

GSSG + NADPH + H+ wessssi» 2 GSH + NADP+ (Powers et Jackson 2008)

11.3.1.3. La catalase (CAT)

La catalase se trouve dans les peroxysomes essentiellement. Elle assure la transformation en eau
et dioxygene du peroxyde d’hydrogéne H202, pour lequel elle a une moins forte affinité que la
GPX. Cette enzyme est abondante dans le foie et les globules rouges. Elle se retrouve

préférentiellement dans les peroxysomes et en plus faible quantité dans le cytosol.
Cat

2 H202 — = 2 H20 + 02 (Powers et Jackson, 2008)

11.3.2.Les systéemes antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart de ces composants ne sont pas synthétises
par ’organisme et doivent etre apportés par I’alimentation.dans cette catégorie d’antooxydant
nous retrouvons les oligoéléments, la glutathion réduit (GSH), 1’ubiquinone, le cytrochrome c et

les vitamines E et C.
11.3.2.1. Le glutathion

Le glutathion (GSH) est un tripeptide permettant la réduction des peroxydes cellulaires grace a la
réaction catalysée par la glutathion peroxydase (GPX). Le GSH intervient également dans le
cycle de régénération de 2 vitamines antioxydantes : la vitamine E et la vitamine C (Powers and
Jackson 2008). Le rapport entre la forme réduite du glutathion GSH et la forme oxydée GSSG
permet de caractériser le statut redox de la cellule et constitue aussi un bon marqueur du stress
oxydant car plus le flux d'H202 est important, plus le glutathion réduit est consomme et le

glutathion oxyde augmenté (Ji et al., 1992).
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11.4. Les conséquences du stress oxydant

Les dommages induits par les ERO sont : une peroxydation des lipides, une oxydation des
protéines, des mutations de I'ADN. Ces altérations peuvent conduire a des pertes de fonction et
d'intégrité, voire a la mort cellulaire notamment par I'intermédiaire de lI'apoptose (mort cellulaire
programmée). Les ERO initient I'apoptose en activant I'ouverture du pore de transition de
perméabilité.

11.4.1. La peroxydation lipidique

Les premieres cibles des ERO sont les lipides, notamment ceux présents dans les membranes
cellulaires et subcellulaires. Les membranes riches en acides gras polyinsaturés (AGPI) sont trés
sensibles a I'oxydation en raison de leur degré élevé d'insaturation (Hulbertl, 2005 ; Pamplona et
al., 2000). L'oxydation des lipides génere des peroxydes lipidiques, qui sont trés réactifs. La
peroxydation de lipides induit une diminution de la fluidite, de la perméabilité et de I'excitabilité
des membranes (Hong et al., 2006). Tout ceci peut conduire a 1’apoptose si les dégats sont
importants (Mc Michael, 2007).

Elle fournit également une grande variété de produits qui peuvent réagir avec les protéines et
I'ADN (Marnett, 1999). Parmi les produits formés lors de la peroxydation lipidique,
I'isoprostane, le malondialdéhyde (MDA), le acides thiobarbiturique (TBARS) et le 4-
hydroxynonenal (4- HNE) sont étudiés comme marqueurs de la peroxydation lipidique (Echtay
et al., 2003).

La peroxydation lipidique des constituants membranaires des eérythrocytes a de lourdes

conséquences et peut mener a une hémolyse oxydative grave (Gallo et al., 2013).

La peroxydation lipidique a été démontrée comme une conséquence majeure du stress oxydatif et
joue un réle critique dans les dommages neuronaux et les maladies neurodégénératives (Romero
et al., 1998).

11.4.2. Oxydation des protéines
De fagon comparable a I'oxydation des lipides, les protéines sont aussi susceptibles d'étre

oxydées par les ERO. Cette oxydation provoque l'introduction d'un groupe carbonyle dans la
protéine (Levine, 2002). Ces réactions d'oxydation, fréquemment influencées par les cations

. . + ~ , , . .
métalliques comme le Cu?" et le Fe?* peuvent étre classées en deux catégories : 1) celles qui

cassent les liaisons peptidiques et modifient la chaine protéique, 2) les modifications des

peptides par I'addition de produits issus de la peroxydation lipidique.
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Les ERO provoquent aussi une dénaturation des proteines : altération des groupements thiols,
formation de ponts disulfures, accentuation du caractére hydrophobe d’ou agrégation des
protéines qui les rend plus résistantes a la protéolyse physiologique (Grandjean, 2005). Cela
concerne en particulier les enzymes cytosoliques et les protéines de transport qui perdent leurs

fonctionnalités a la suite de ces modifications délétéres (Durand et al., 2013).
11.4.3. Lésions sur ’ADN

Les lésions des ERO sur I’ADN des cellules sont principalement provoquées par le radical
hydroxyle. Le monoxyde d’azote peut également participer a une fragmentation de I’ADN. Les
dommages oxydatifs de I’ADN peuvent aboutir a une mutagénése, une perturbation des
processus de réplication, de transcription et de traduction provoquant un arrét des syntheses et
pouvant mener a la mort cellulaire (Lenzi, 2011). Le stress oxydant accélére et amplifie toutes

les Iésions spontanées produites sur I’ADN (Tissier, 2011).

La mutagénése intervient quand les procédés de réparation de I’ADN n’ont pas le temps d’agir et
que I’ADN cellulaire se réplique avec les erreurs (provoquées en partie par le stress oxydant).
Plus le degré de stress oxydant est élevé, plus les phénoménes de mutagénese dépassent les
processus de réparation (Tissier, 2011).

11.5. Stress oxydatif dans le cerveau

De nombreux auteurs comme Favier (2006) et Tissier (2011) ou encore Valko et al. (2007)
décrivent un lien entre le stress oxydant et les dommages cellulaires causés. En effet, un stress
oxydant dit « Iéger » entraine une prolifération cellulaire accrue, un stress oxydant « moyen »
provoque une apoptose cellulaire, un stress oxydant « fort » induit une nécrose cellulaire et enfin
un stress oxydant « majeur » est responsable de modifications membranaires a 1’origine de lyses
cellulaires. Le cerveau est I’un des organes les plus susceptibles a I'attaque des radicaux libres. |l
possede une activité métabolique plus élevée, une plus forte quantité de gras polyinsatureés, il y a
un fort taux d'oxydation neurochimique et d'auto-oxydation de certaines catécholamines, une
forte quantité de fer et il posséde un taux plus faible d'enzymes détoxificateurs, comme la
catalase (CAT), la glutathione peroxydase (GPx) et la superoxyde dismutase (SOD) (Bureau,
2006).

le stress induit par la B(a)P module les enzymes métabolisant dans le cerveau de fagon indirecte
par le biais de systemes neuroendocriniens impliquant des récepteurs alpha 2 adrénergiques, ce
qui aboutit a la formation de métabolites réactifs a I'origine d'une toxicite (Konstandi et al.,
2000).
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11.6. Le stress oxydant et quelques pathologies associées

Un défaut d'équilibre entre la production des radicaux libres et les mécanismes de défense
constitue un stress oxydant. Le stress oxydant est incriminé dans les processus de vieillissement
cellulaire (Andreyev et al., 2005). Le stress oxydatif a été mis en cause dans la pathogénese de
nombreuses maladies humaines, notamment, les accidents vasculaire cérébraux et les maladies
neurodégénératives tel que la maladie d’Alzheimer, la sclérose latérale amyotrophique (SLA) et
la maladie de parkinson (Desport et Couratier, 2002).

11.6.1. Mutagéneése et cancérogénese

Valko et al. (2007) expliquent que les ERO et, plus généralement, le stress oxydant est
directement lié aux processus de cancérogénese par les 1ésions de I’ADN qu’ils provoquent
(notamment le radical hydroxyle), I’activation des procarcinogénes en carcinogenes,
I’amplification de signaux prolifératifs et I’inhibition de certains génes suppresseurs de tumeurs

(Klebanoff, 2005).

Il est intéressant de noter qu’une mutation sur le géne codant la MPO (ayant pour conséquence
un remplacement d’un nucléotide G en un nucléotide A sur la paire de base 463) provoque une
moindre expression du gene et une moindre synthése de la MPO. Chez les patients atteints de
cette mutation, on a observé une diminution du risque des cancers des poumons, du larynx, de la
vessie et de I’hépatoblastome (Klebanoff, 2005).

La lipoperoxydation peut entrainer la formation d’aldéhyde et notamment de malondialdéhyde,
agent mutagéne pour les cellules des mammiferes et carcinogenes chez le rat. Le produit majeur
de la lipoperoxydation reste I’hydroxynonenal qui est moins mutagene mais qui reste tres toxique
(Valko et al., 2007). Paradoxalement, lorsque la cancérogénése est avancée, les radicaux libres
interviennent au sein des lymphocytes NK (Natural Killer) dans la lutte anticancéreuse en
induisant un sénescence précoce puis une apoptose des cellules tumorales (Valko et al., 2006).

11.6.2. Sénescence et sénilité — affections neurodégénératives

L’implication du stress oxydant (et notamment du systéme impliquant la MPO) dans des
maladies neurodégénératives humaines comme la maladie d’Alzheimer ou de Parkinson est
communément admise. Si le cerveau est si sensible au stress oxydant c’est parce qu’il s’agit d’un
tissu riche en acide gras polyinsaturés, sujets a la peroxydation lipidique. Chez I"'Homme,
certaines aires du cerveau sont constituées de tissus riches en fer ce qui augmente la probabilité
de production d’ERO (Tissier, 2011).
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Le vieillissement cérébral physiologique associé a la diminution des capacites cognitives porte le
nom de sénescence. Lorsque, celle-ci devient pathologique et lorsqu’on est en présence de
dysfonctionnements cognitifs (perte d’énergie, détérioration de la qualité des relations avec le
propriétaire, comportements compulsifs, etc...), on parle alors de sénilité. Selon Jungbluth
(2008), 1a sénilité s’accompagne de I’accumulation cérébrale d’un peptide amyloide B possédant
la méme séquence d’acides aminés que le peptide incriminé dans la maladie d’Alzheimer chez
I’Homme. Ce peptide serait neurotoxique et a 1’origine de la production de nombreuses ERO.
Méme si le lien de causalité n’a pas été trouvé, de nombreuses études ont montré que le
dysfonctionnement cognitif, la présence anormale de ce peptide et I’augmentation des marqueurs

du stress oxydant sont corrélés dans la sénilité canine (Jungbluth, 2008).
11.6.3. Maladies inflammatoires

Lorsqu’un phénomeéne inflammatoire survient, trois phases .Une surproduction d’ERO survient
lors de I’inflammation car : Il y a stimulation de I’expression d’enzymes constitutives comme les
NOS endothéliales et neuronales, la XOR, certaines NOX et COX1, Il y a activation des
enzymes inductibles comme NOX2, NOSi et COX2. Selon Jungbluth (2008), les mécanismes a
I’origine de la surproduction d’ERO sont initiés par des cytokines produites lors de
I’inflammation et les cellules phagocytaires en sont les principales productrice méme si les
cellules endothéliales, les fibroblastes et les chondrocytes peuvent également produire des ERO.
De plus, il a ét¢ montré que les ERO interviennent dans la régulation de I’inflammation par la
stimulation de la synthése de molécules d’adhérence et de médiateurs de 1’inflammation
(Jungbluth, 2008).

L’inflammation dans le cerveau (neuroinflammation) pouvait jouer un rdle important dans le
déclenchement, ou du moins dans la progression de la MP, si la neuroinflammation et le stress
oxydatif semblent deux sujets trés distincts, ils sont pourtant intimement reliés dans la MP, au
cours du processus de neuroinflammation, diverses cytokines et radicaux libres sont produits et
peuvent causer la mort neuronale par apoptose. Les radicaux libres produits par la microglie
activée peuvent augmenter I'état de stress oxydatif et causer I'apoptose des cellules neuronales.
Les cytokines enclenchent aussi la mort neuronale via le processus de mort apoptotique,

puisqu'ils lient les récepteurs de mort cellulaire (Bureau, 2006).
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Chapitre 111 : propolis
I11.1. Propolis origines géographiques et botanique

La propolis est un produit naturel appartenant a la grande famille des produits apicoles, est I’'un
des six produits de la ruche avec le miel, la gelée royale, le pollen, la cire et le venin
d’abeille. Le mot Propolis est un terme complexe provenant de deux mots grecs anciens: pro-
debout pour « avant ou en défense » et polis qui signifient ville. Ainsi, en apiculture, sa
signification fait référence a I’hébergement de la ruche. La propolis est une substance collante et
résineuse, collectée a partir de diverses sources florales, qui est transformée et utilisée par les
abeilles melliferes (Apis mellifera) pour construire et entretenir leurs ruches en bouchant des
trous dans leurs nids d'abeilles. 1l est également utilisé pour lisser les murs internes et protéeger

I'entrée de la ruche des intrus (Kasiotis et al., 2017).

Il existe plusieurs types de propolis qui sont fonction de la zone géographique de la ruche, des
vegétaux présents sur cette zone géographique, de la disponibilité des végétaux pendant la saison
et de ’espece de I’abeille. Tout cela explique que 1’on va trouver des propolis de couleur jaune
ambre jusqu’au brun foncé en passant par des variétés qualifiées de vertes ou de rouges.
L’abeille va aller chercher sa résine dans son écosystéme et c’est bien de cet écosystéme que va

dépendre la composition de la propolis (Cardinault et al., 2012).

La propolis est insoluble dans 1’eau froide et soluble dans 1’acétone, I’alcool, I’ammoniaque, le
benzeéne, le chloroforme etc. Aux températures élevées, la propolis est douce, souple et trés
collante; cependant, une fois refroidi, et particulierement lorsqu'il est gelé ou presque, il devient
dur et cassant. Il restera fragile apres un tel traitement, méme a des températures plus élevées. La
propolis deviendra généralement liquide entre 60 et 70 ° C, mais pour certains échantillons, le

point de fusion peut atteindre 100 ° C (Kuropatnicki et al., 2013).
111.2. Composition chimique de la propolis

La composition chimique de la propolis est sensible a la localisation géographique, a l'origine
botanique et aux especes d'abeilles, L’analyse d’échantillons de propolis provenant de diverses
parties du monde a montré que la propolis contient plus de 300 composés chimiques
différents (Huang et al., 2014). elle comprend généralement des cires d'abeilles, des baumes, des
huiles essentielles et des résines (Tableau 2), riches en métabolites secondaires des flavonoides,
les terpénes, les composés phénoliques (figure 13) et leurs esters, les xanthones, les propolones
et les guttiferones,( De Mendonca et al., 2015). Polysaccharides, protéines, acides amings,
amines, amides et débris organiques (Kuropatnicki et al., 2013). Les aldéhydes aromatiques et
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les alcools, les acides gras, les stilbénes et les B-stéroides (Watanabe, 2011). La propolis contient
également des vitamines importantes, telles que les vitamines B1, B2, B6, C et E, ainsi que des
minéraux utiles tels que le magnésium (Mg), le calcium (Ca), le potassium (K), le sodium (Na),
le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganése (Mn) et le fer (Fe). Quelques enzymes, telles que la
déshydrogénase succinique, la glucose-6-phosphatase, l'adénosine triphosphatase et la
phosphatase acide (Pasupuleti et al., 2017). Une propolis algérienne est dérivée de deux especes
principales Populus spp et Citrus spp et se compose de pinocembrine, de chicorique et de

caféique les acides et leurs esters, la galangine (Boutabet et al., 2011) .

Tableau 2. Principaux composants chimiques de la propolis (Ghedira et al., 2009).

Substances principales Constituants chimiques

Résine et baume 50 a 55 %

Cire 30 %

Pollen 5 %
Prédominance pour le bornéol et le menthol a-coté”
Huiles essentielles 10 % d’un mélange variable de terpénes et sesquiterpenes

b-bisabolol, 1,8-cinéole, a-copaene, cymene, limonéne

Autres substances 5 %

Flavones : apigénine, chrysine, tectochrysine, artepilline.
Flavonols : galangine, apigénine, quercétine , fisétine.
Flavonoide Flavanones : naringénine, pinocembrine, pinostrobine.

Dihydoflavonols : pinobanksine.

Acide benzoique, acide p-hydroxybenzoique, acide
férulique, acide cinnamique, acide p-coumarique,
Acides phénols acid gentisique, acide caféique et 1’ester phényléthylique

de I’acide caféique (CAPE).

Acides et esters aliphatiques Coumarine, esculétol Sucres
Divers simples (fructose, glucose) et polysaccharides stérols :

acetate de calinastérol, acétate de b-dihydrofucostérol

Vitamines Complexe vitaminique B, provitamine A, vitamine PP.

Minéraux Al, Ar, Ba, Bo, Cr, Co, Cu, St, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, Se,
Ti, Va, Zn, silice.
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Figure.13 Structure chimique des molécules entrant dans la composition de la propolis (Toreti et
al., 2013) .

111.3. Propriétés biologiques de la propolis

La propolis est un produit naturel ayant de nombreuses activités biologiques démontrées et
I'extrait de propolis a été utilisé dans les industries alimentaires, pharmaceutique et
cosmétique. Différents travaux ont montré les variations de la composition chimique, et par voie
de conséquence, de l'activité biologique de la propolis associée a son type et a son origine
géographique (Nunes et al., 2018). La propolis et ses extraits ont de nombreuses applications
dans le traitement de diverses maladies en raison de ses propriétés antiseptiques, anti-
inflammatoires, antioxydantes, antibactériennes, antimycotiques, antifongiques, anti-ulcéreuses,

anticancereuses et immunomodulatrices (Pasupuleti et al., 2017).
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111.3.1. Activité antioxydante et antiradicalaire

L’activité antioxydante d’un composé ou d’un extrait correspond a sa capacité a diminuer ou a
empécher les réactions d’oxydation. Les antioxydants naturels les plus connus sont le B- caroténe
(provitamine A), 1’acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les
composés (poly) phénoliques en général (Popovici et al., 2009). Des extraits enrichis en
flavonoides et en polyphénols issus de la propolis présentent des propriétés anti-oxydantes par
inhibition de la lipoperoxydation de I’acide linoléique. La propolis a forte activité antioxydante
contient des composés antioxydants tels que le kaempférol et le phénéthylcaféate (Kumazawa et
al., 2004).

L’activité anti radicalaire est mise en évidence vis-a- vis du radical DPPH. C’est la fraction la
plus concentrée en flavonoides qui piége le radical libre DPPH (Alencar et al., 2007). La
propolis peut également agir en tant que piégeur contre les radicaux oxygéne. Des études
récentes indiquent que la propolis est capable d'inhiber la formation de lI'anion superoxyde, qui

est produite lors de I'autoxydation du b-mercaptoéthanol (Castaldo et Capasso, 2002).

L’activité antioxydante de la propolis de Bornes (Nord-Est) et de Funddo (Centre) au Portugal a
été aussi étudiée. Sa capacité de piégeage des radicaux libres et de protection contre la
peroxydation lipidique a été évaluée dans les érythrocytes humains (Valente et al., 2011). La
propolis rouge de la région Nord du Brésil posséde I’activité antioxydante la plus puissante par
rapport aux propolis vertes et marrons (Machado et al., 2016). L’extrait éthanolique de la
propolis jaune brésilienne provoque une diminution de la production de 1’oxyde d’azote et du
malondialdéhyde chez les rats Wistar sans pour autant affecter les activités des enzymes
antioxydantes superoxyde dismutase et catalase (da Silva et al., 2016). La propolis réduit
significativement la lipoperoxydation dans différents organes (foie, rein, poumon, cerveau) et
module I’expression des enzymes antioxydantes (catalase, superoxide dismutase, glutathion
peroxydase) (Okutan et al., 2005). Le CAPE est le composé présentant le meilleur pouvoir

antioxydant (Farooqui et Farooqui, 2010).
111.3.1.1. Effet de la propolis sur les maladies neurodégenératives et dépressives

Parmi les différentes pathologies liées aux troubles de [l'oxydation, les maladies
neurodégénératives ont une place particuliere. La propolis a d'intéressantes propriétés
antioxydants qui pourrait étre utilisé comme un composé prophylactique. D'ou Reis et al. (2014)
décrit que I'extrait d'huile de propolis exerce effets stimulants, antidépresseurs sur le systeme
nerveux central associé a une activité antioxydante chez le rat (Reis et al., 2014). Extrait

éthanolique de propolis coréenne ont également effet antidépresseur en améliorant la fonction
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des récepteurs des glucocorticoides (Lee et al., 2013). Huile essentielle de propolis verte
brésilienne, riche en terpénoides, posséde des effets thérapeutiques contre I’anxiété en modulant
I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (Li et al., 2012). Un prétraitement avec la propolis
améliore de maniere significative la cytotoxicité induite par le peroxyde d’hydrogene dans les
cellules SHSY5Y de neuroblastome humain, réduit de maniere significative les espéces
d'oxygene réactif dérivées des mitochondries et de la 8-0x0-20-désoxyguanosine et inverse
I'accumulation de b-amyloide par la modulation de PI3 K sentier (Ni et al., 2017). la propolis
pourrait protéger des dommages neurodégenératifs dans les neurones qui surviennent pendant la
maladie d’Alzheimer et le vieillissement (da Silveira et al., 2016). Les peptides d’amyloide-b
s’accumulent dans le cerveau et déclenchent une cascade d’événements pathologiques dans la
maladie d’Alzheimer. Il est intéressant de noter que la pinocembrine, enrichie en propolis, inhibe
I’accumulation de peptide amyloide-b in vitro (Wang et al., 2016) et in vivo (Liu et al., 2014).
Fontanilla et al. (2011) ont rapporté que l'ester phénylique de I'acide caféique (CAPE) atténuait
la neurodégénérescence dopaminergique et la perte de dopamine dans le modéle murin MPTP de
la maladie de Parkinson (Fontanilla et al., 2011). Le méme composé diminue également les
signes de sclérose latérale amyotrophique et augmente la progression de la survie en atténuant a
la fois la neuroinflammation et la mort des cellules du neurone moteur (Fontanilla et al., 2012).
Enfin, CAPE a également un effet protecteur contre la perte neuronale dopaminergique induite
pharmacologiquement chez le rat en protégeant contre la libération du cytochrome c et
I'activation de la caspase-3 (Barros Silva et al., 2013).

111.3.2. Autres activités

La propolis présente des propriétés antimicrobiennes (antibactérienne, antifongique,

antiparasitaire, antivirale) (Scazzocchio et al., 2006).

L’activité bactéricide de la propolis et de ses constituants est la plus largement documentée.
Cette activité a large spectre a été démontrée sur des bactéries Gram+ et Gram— (de type
anaérobie et aérobie) mais avec une plus grande efficacité sur les souches Gram+. Parmi les
bactéries inhibées, des Staphylococcus (aureus et mutans) (Lu et al., 2006). des Streptococcus
(mutans et sanguinis) (Koo et al., 2002). Des Bacilles (cereus et subtilis) (Pavilonis et al., 2008) ,
des Proteus (vulgaris et mirabilis), des Pseudomonas (Onlen et al., 2007), des Listeria(Yang et
al., 2006) , des Salmonella(Uzel et al., 2005), des Clostridium, des Pyogenes, Escherichia coli et
faecalis et Helicobacter pylori (Boyanova et al., 2005) .

Une nouvelle option thérapeutique pouvant étre envisagée pour des investigationsin vivo

ultérieures comme candidat au traitement de la leishmaniose cutanée (Miranda et al.,
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2015).quelques études ont montré que la propolis était efficace contre les trichomonas, les
trypanosoma (responsable de la maladie du sommeil), les leishmania ou Giardia lamblia
(parasitose intestinale) qui sont pour la plupart des parasites trés répandus dans les pays

tropicaux et subtropicaux (Cardinault et al., 2012).

La propolis AF-08 du Brésil est active contre le virus de la grippe et améliore les symptdmes
grippaux chez la souris. L’ester phényléthylique de I’acide caféique (CAPE) est un des plus
puissants agents anti-intégrase du VIH. (Ghedira et al., 2009). Un extrait de propolis contenant
une concentration de 20 .10 2 mg / ml de flavonoides était suffisant pour provoquer la mort

cellulaire des 67 levures (Oliveira et al., 2006).
La propolis posséde un effet ant i- inflammatoire significatif sur différent s modéles in vivo

d’arthrite, d’oedéme de la patte ou d’inflammation chronique ou aigiie (Ramos et Miranda,
2007). Le CAPE s’est révélé étre le composé possédant le plus fort effet inhibiteur sur 1’activité
des cyclooxygénases COX-1 et COX-2, évalué par la production de prostaglandines pro-

inflammatoires (Rossi et al., 2002).

La propolis posséde une action immunomodulatrice in vitro et in vivo sur I’ensemble des cellules
immunitaires impliquées dans la réponse innée ou acquise (Orsatti et al., 2010 ; Park et al.,
2010). Elle augmente la production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6, IL-8),
renforce la coopération entre les lymphocytes CD4 et CDS et stimule la production d’anticorps
par les plasmocytes (Orsi al., 2000 ; Sforcin, 2007). La prise de propolis réduit les éternuements
et irritations dans le cas de rhinite allergique par inhibition de la libération d’histamine (Shinmei

et al., 2009).

De trés nombreuses études in vitro et in vivo ont été réalisées sur I’activité antitumorale de la

propolis et de ses principaux constituants (Sforcin, 2007 ; Sawicka et al., 2012). Les résultats
montrent un effet antiprolifératif vis-avis d’un trés grand nombre de lignées tumorales (sang,
peau, c6lon, sein, poumon, pancréas, foie, rein, prostate, cerveau) (Watanabe et al., 2011). Une
autre étude portant sur I'effet de I'extrait éthanolique de propolis algérienne sur la croissance
tumorale de mélanome a montré que la galangine, un flavonoide commun de la propolis,
induisait de facon remarquable I'apoptose et inhibait les cellules de mélanome in vitro
(Benguedouar et al., 2016). La propolis turque exerce une action cytotoxique sélective sur les
cellules cancéreuses du poumon humain en induisant un stress du réticulum endoplasmique, une
apoptose et une activité de la caspase et en réduisant le potentiel de la membrane
mitochondriale. (Demir et al., 2016).

31



Synthése Bibliographique

111.4. Toxicité

Les études en rapport avec la toxicité de la propolis sont rares et tres faible. Elle n’est pas
toxique pour les hommes et les animaux, si elle est consommée en quantités raisonnables.
L’extrait alcoolique de propolis incorporé dans I’eau potable (rat et souris) et utilisé aux doses
1875 et 2470 et 4000 mg/kg/J pendant 30, 60 et 90 jours, ne montre aucun effet toxique
(Segueni, 2011). Les effets indésirables se manifestent par quelques gastralgies (Cuzzolin et al.,
2006). Il existe des allergies de contact : dermatite de contact et eczéma (Lee et al., 2006).
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Notre travail a été réalisé au niveau du laboratoire de Toxicologie Moléculaire, a I’université de
Jijel, il est consacrée a I’évaluation de 1’effet protecteur de 1’extrait ethanolique de la propolis de

Jijel contre la toxicité cérébrale aigue induit par le benzopyréne chez la souris.
IV .1. Le benzopyréne

Le benzopyréne utilisée dans cette étude est le benzopyréne sigma Aldrich.
IV.2. Récolte de la propolis

La propolis utilisée dans ce travail a été récoltée dans la wilaya de Jijel, au sein de la coopérative
apicole de la commune de chekfa) par les apiculteurs et ’extraction de composées actif, a été

effectuée au sein du laboratoire de recherche de toxicologie Moléculaire(LTM).
IV.2.1. Préparation de I’extrait brut éthanolique de la propolis

100 grammes de propolis brute ont été additionnés a 900 ml d’éthanol 96° et laissés a macération
pendant 10 jours. La solution est ensuite filtrée et évaporée a 69°C. L’extrait résineux obtenu

constitue 1’extrait brut final.

Pour I’étude in vivo est afin d’évaluer I’effet protecteur, une solution hydro alcoolique (1% en

éthanol) a été préparée et administrée a une dose finale de 25 mg/kg.

1VV.2.2. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides de la propolis
1V.2.2 .1 Dosage des polyphénols totaux de la propolis

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé par la méthode (Singleton et Rossi,1965) en utilisant
le réactif de folin-ciocalteu. L’interaction entre le folin-ciocalteu qui est un acide de couleur jaune
et les résidus phénoliques conduit a la formation d’un complexe coloré en bleu dont I’intensité de
la coloration est proportionnelle avec la concentration des polyphénols dans ’extrait. Pour le
dosage 500plde I’extrait dilué en 1/100°™, sont ajouté a 2.25ml d’eau distillée et 250 pl du réactif
de folin-ciocalteu (5%). Apres 5 mn de repos, 2ml de Na,COs (bicarbonate de sodium) (7.5%) ont
été additionné, le melange est ensuite incubé pendant 60mn a température ambiante et a I’abri de

la lumiére. Enfin la densité optique (DO) est lue a 760nm (Singleton et Rossi, 1965).

La quantification des polyphénols est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage en milieu
alcoolique (éthanol 70%) réalisée avec 1’acide gallique (utilisé aux concentrations massiques de
(50 pg/ml, 25ug/ml, 12.5 pg/mg6.25 ug/ml ,3.125 ug/ml)) dans les mémes conditions que I’extrait
(Annexe I, figure 1).Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par

gramme de poids de propolis(mg EAG/g de propolis).

34



Matériel et Méthode

1V.2.2 .1 . Dosage des flavonoides totaux de la propolis

Selon Dewanto et al. (2002), le dosage des flavonoides se fait par la méthode colorimétrique basée
sur la formation d'un complexe jaune entre les flavonoides, et le chlorure d'aluminium. 250 pl de
I’extrait dilué en 1/1000°™ sont mélangés avec 75ul de NaNo; (5%). Aprés un repos de 6mn, 150
ul d’AlClz (2%) et 500 ul de NaOH (1M) sont ajoutés, le volume est complété par 2,5 ml d’eau
distillée, ensuite la DO est lu a 510 nm (Dewanto et al., 2002).

La teneur en flavonoides totaux, est exprimée en milligramme équivalent de la quercétine par
gramme de I’extrait, en utilisant une courbe d’étalonnage de la quercétine (annexe I, figure 2) (200

pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25ug/ml, 12.5 pg/ml). Tous les dosages sont réalisés 3 fois.
Etude in vivo :

1VV.3. Traitement des Animaux
1VV.3.1.Entretien et traitement des animaux

Les souris utilisées dans ce travail sont des souris males sains de souche swiss albinos, Pesant
chacun entre 20 et 45 g, fournis par I’institut pasteur d’Alger. Les souris sont maintenues dans
I’animalerie de 1’Université de Jijel dans des conditions standards ; une température ambiante de
22 ° C, une humidité relative de 60% et a un cycle de lumiere/obscurité de 12/12h. Les souris sont

mises en quarantaine 7 jours avant leur utilisation.

1VV.3.2. Traitement et sacrifice des animaux
1VV.3.2. 1. Traitement des animaux par la propolis

Apres la période d’adaptation des animaux, nous avons commencé un traitement preventif,

utilisant de 1’extrait de propolis a une dose quotidienne de 25mg/kg pendant cinq jours successifs.
1V.3.2.2. Induction de la toxicité aiglie par le benzopyréne

Apres le traitement par la propolis, une induction chimique d’une toxicité aigiie cérébrale par
le benzopyrene est réalisée par I’administration d’une dose unique de 100 mg/kg véhiculée dans
1 ml d’huile d’olivet+ 1% de DMSO ; le B(a)P a éte administré aux animaux par voie intra-
péritonéale (IP) (Likhachev et al., 1992).

Les animaux sont placés dans des cages en plastique. Ils ont un acces libre a la nourriture et a 1’eau.

les animaux ont été répartis en 4lots :

Groupe 1 témoin(T) : 3 souris regoivent 0.2 ml (eau distillée+ Ethanol) par voie orale (vo)

pendant 5 jours, et 0.2ml d’huile d’olive par voie intra péritonéal (IP) le 6 éme jours.
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Groupe 2 benzopyréne (B(a)p): 03 souris recevant 0.2ml (Ethanol+ eau distillée) par voie oral
(vo) pendant 5 jours + 0.2ml de B(a)P par voie intra péritonéal (IP) a une dose unique de 100
mg/Kg au 6 éme jours.

Groupe 3 propolis+Benzopyréne (EEP+B(a)p) :5 souris recoivent 0,2ml de la propolis a une
dose de 25 mg/souris par voie orale quotidiennement pendant 5 jours et suivi par une injection
intrapéritonéale unique du B(a)P de 0.2 ml d’une dose de 100 mg/kg administré au 6éme jour.
Groupe 4 propolis(P) : 05 souris recevant une seul injection de 0.2 ml de propolis par voie oral

d’une dose unique quotidienne de 25mg/ml pendant 05 jours.
1V.3.2.3. Sacrifice des animaux et prélévement de ’organe (cerveau)

A la fin des délais du traitement de benzopyréne pendant (48h) les animaux sont sacrifiés, ensuite
le cerveau sont soigneusement prélevés, rinces dans une solution de chlorure de sodium (Nacl
0.9%), puis pesés. L un est congelé a (-20 °C) pour les dosages tissulaires des parameétres de stress
oxydatif (MDA, GSH, SOD, CAT,) et I’autre est fixé dans la solution de formol tamponné10%

pour I’étude histologique.
1VV.3.3.Préparation de la fraction cytosolique

Nous avons préparé la fraction cytosolique selon la méthode décrit par (Igbal et al., 2003). Pour
cela, 0.5 g du cerveau sont coupés et homogeéenéisés avec trois volumes de tampon phosphate
KH2PO4 (0,1 M a pH 7.,4) contenant du KCl 1,17 %a I’aide du broyeur de DOUNCE, I’homogénat
est centrifugé a2000 tours pendant 15 min a 4°C, pour éliminer les débris nucléaires ; le surnageant
est ensuite centrifugé a 9 600 tour/min) pendant 30 min a 4 °C. Le surnageant final est utilisé

comme source d’enzymes cytosoliques .
1V.3.4 .Dosage des protéines totales

Les protéines sont dosées selon la méthode de Bradford (1976). Cette méthode est basée sur un
dosage colorimétrique détectant le changement de couleur du bleu brillant de Coomassie (BBC) a
595 nm, Le changement d'absorbance est proportionnel a la quantité de colorant lieé donc a la
concentration en protéines dans I'échantillon. Pour cela, 2ml de Bleu de Coomassie a été ajouté a
50ul de I’échantillon. Ensuit le mélange a été incubé a température ambiante pendant 15 min et la
DO a été lue a 595nm. La concentration en protéines a été détermine a partir d’'une gamme étalon
réalisé dans les mémes conditions avec de 1’albumine sérique bovine (BSA) aux concentrations

(0-1Img/ml), dans les mémes conditions (annexe Il, figure 4).
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IVV.4. Mesure des paramétres du stress oxydatif
1V.4.1. dosage du MDA cytosolique ou test TBARS

La détermination de la concentration du MDA au niveau de la fraction cytosolique est réalisée par
la méthode (Ohkawa et al., 1979) en utilisant ’acide Thio barbiturique (TBA). En effet, la
détection du MDA présent dans les échantillons biologiques se base sur la réaction au cours de
laquelle, une molécule de MDA en milieu acide (pH 2 a 3) a chaud (100°C) est condensé avec
deux molécules de TBA pour former un complexe coloré en rose (figure 14) susceptible d’un

dosage spectrophotométrie a une longueur d’onde A = 532 nm.
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Figure 14 : Principe du dosage de malondialdéhyde (Laguerre et al., 2007).

Pour ce dosage, un mélange réactionnel est préparé qui est constitué de : 0.25 ml de la fraction
cytosolique de cerveau, 0.25 ml du TCA (20%) et 0.5 ml du TBA (0.67% dans NaOH 50 mM).
Ce mélange est chauffé a 100°C pendant 15 min puis refroidi sous I’eau de robinet. 2 ml de n-
butanol sont ajoutées et aprées une centrifugation de 15 minutes a 3000 rpm, la densité optique du

surnageant est mesuré a 532 nm .

Le taux du MDA en terme uM/mg de protéine selon la formule suivant :
DO=¢*L*c

¢ : coefficient d’extinction molaire du MDA (1.53*100000 M .Cm.1).

L : longueur du trajet optique (1cm).

C : concentration de la MDA en mol/mg de protéine.
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1V.4.2. dosage du glutathion cytosolique

Le dosage de glutathion réduit est effectué selon la méthode de Ellman (1959) au niveau du
cerveau. C’est une méthode basée sur I’évaluation de la réduction du réactif d’Ellman DTNB (5,5'-
dithio-bis  (2-nitrobenzoique)) par les groupes (SH) en formant 1’acide 2-nitro-5-
mercaptobenzoique, ce dernier est caractérisé par une coloration jaune intense, et par conséquent
peut étre utilisée pour évaluer les groupes thiols (SH) (figurel5) ce qui permet sa quantification

spectrophotométrie a 412 nm (Ellman.1959).

Disulide denivative of  2- nito-5-mercaptobenzoic acid
2-mitro-benzoic acid

Figure 15 : principe du dosage du GSH (Sedlak et Rayond, 1967).

Ainsi, 50ul de TCA a5% sont mélangés avec 50ul d’échantillon. Le mélange est agité et laisse au

froid (4c°) pendant 5 minutes ensuite, les tubes sont centrifugés 10 minutes a 2000 tours/mn.

Pour ce dosage cela 25 pL du surnageant sont diluées dans 5 ml de tampon phosphate (Na2HPO4,
0,1 M ; pH = 8). 20ul du DTNB (0.01 M) sont ajoutés a 3 ml du mélange de dilution, Apres 15
min d’incubation nous avons effectués la lecture de la densité optique a 412 nm contre un blanc

prépare dans les mémes conditions avec le TCA (5%).

Le taux du GSH est déduit a partir d’'une gamme ¢étalon de glutathion préparée dans les mémes

conditions que le dosage. Les résultats sont exprimés en mM/mg de protéines.
I1VV.4.3. Evaluation de Pactivité des enzymes anti-oxydantes
1V.4.3.1. Mesure de ’activité enzymatique du superoxyde dismutase (SOD)

La SOD est une enzyme antioxydant trés importante dans le maintien d’une basse concentration
de I’anion superoxyde. Elle catalyse la dismutation de 1’O2-° en peroxyde d’hydrogene et en

oxygene selon la réaction suivante :

202-° + 2H+->02 + H202
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L’activité enzymatique de la superoxyde dismutase cytosolique a été déterminée selon la méthode
décrit par Marklund et Marklund, (1974). La mesure de I’activité de cet enzyme est basée sur la
capacité de la SOD a inhiber 1’auto-oxydation du pyrogallol.

La figurel6 illustre quelques étapes de 1’autoxydation du pyrogallol (Kim et al., 1994 ).

Figure 16 : Quelques étapes de 1’autoxydation du pyrogallol (Kim et al., 1994).

Cette autoxydation en présence d’EDTA est inhibée par la SOD jusqu’a 90% avec un pH entre
(7.9 a2 9.1), ce qui indique la dépendance de I’anion superoxyde dans cette autoxydation (Kim
et al., 1994).

Pour la mesure de I’activité de la SOD, dans la cuve de mesure on met : 850uL du tampon tris
HCL (50mM, PH=8.2), 15 pL de la fraction cytosolique, 100uL de ’EDTA (10mM) et ensuite
50uL de pyrogallol (2.5 mM dans HCL 10mM). La lecture de la DO est effectuée a 420 nm

chaque minute pendant 5 minutes.

Les résultats sont exprimés en Ul de SOD / mg de protéines, une unité de 1’activité de la SOD

est définie comme 1’enzyme qui causerait I’ inhibition de 50% de ’autoxydation du Pyrogallol.
L’activité enzymatique en terme d Ul /mg de protéine selon la formule suivante :
% d’inhibition = [(DO contréle/AT-DO échantillon /AT) /AT DO contréle] *100
SOD Ul/mg =%d’inhibition /n*50.
N : quantité de proteine en mg dans le volume de I’echantillon utilisée .
1V.4.3.2. Mesure de I'activité enzymatique de la catalase

L’activité de la catalase a été déterminée selon la méthode décrite par Clairbone (1985). Le
principe est basé sur la disparition du peroxyde d’hydrogéne (H202) en présence de la source
enzymatique a 25° C. Un mélange constitué de 1ml du tampon phosphate (KH2PO4 0,1M,
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pH=7,2), 0,950 ml du peroxyde d’hydrogene (0,019M) et 0,025 ml de la source enzymatique est
préparé.

L’absorbance est mesurée a 240 nm chaque minute pendant 2mn. L’activité enzymatique est

exprimée en Ul /mg de protéine selon la relation suivante :
Ul /g de protéine= (2,3033/T. logA1/Az) / concentration des proteines.
Sachant que :
A : absorbance au temps Omn.
A : absorbance au temps 1mn.
T : intervalle de temps en mn
IVV.5. Examen histologique du tissu cérébral

Les fragments de cerveau sont coupés en tranches fines et fixées dans le formol 10%. Un processus
de déshydratation est réalisé par trempage dans des bains successivement plus concentré d’éthanol
puis dans 1’éthanol absolu, puis dans du xyléne pour éliminer 1’alcool. Ensuite dans des bains de
paraffine et laissés se solidifier a froid. Aprés la réalisation des blocs, des coupes de 4pm
d’épaisseur ont été préparé a I’aide du microtome. Les coupes obtenues sont ensuite déparaffinées
par le xyléne puis réhydratées dans des bains d’éthanol successivement moins concentrés, puis
dans I’eau, ensuite colorées avec I’hématoxyline et 1’€osine, afin de permettre la mise en évidence

des noyaux (bleu pourpre) et du cytoplasme (rouge) lors de I’observation microscopique (Farias
etal., 2014).

V.6 .Analyse statistiques

Les résultats sont données sous forme de moyenne + écartype. Nos résultats sont vérifiés par le

test de student avec un seuil de signification supérieur a 95% (p < 0.05).
(P> 0.5), effet non significatif ns.

(p< 0.05), désigne effet significatif * ou #.

(p< 0.01), désigne effet hautement significatif ** ou ##.

(p<0.001), désigne effet tres hautement significatif *** ou ###.

(* comparaison avec le témoin) ou (# comparaison avec le lot traité par le benzopyréne).
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V.1: Etude phytochimique de la propolis

V.1.1.Teneur en polyphénols et flavonoides de la propolis

L’étude quantitative de 1’extrait ethanolique de la propolis (EEP) au moyen du dosage par
spectrophotométrie avait pour objective la détermination de la teneur totale des polyphénols et des
flavonoides .deux courbes d’étalonnages (annexe I, figurelet 2) ont été tracés, la premiéere réalisée
avec ’acide gallique a différentes concentration, 1’autre avec la quercétine les mesures de densité

optique ont été réalisées a 760 nm pour les polyphénols et 510nm pour les flavonoides

La quantité des polyphénols et des flavonoides totaux dans I’EPP, exprimée en mg EAG/g de

propolis respectivement, est illustrée dans la figure 17.

700
600
500
400
300
200

100

teneur en polyphénols et flavonoides

polyphénols flavonoides

Figurel? : teneur en polyphénols et flavonoides dans 1’extrait ethanolique de la propolis en mg

EAG/g de propolis et mg EQ/g de propolis.

Nos résultats montrent que la propolis de chekkfa présente un teneur élevé et riche en Polyphénols
et flavonoides (575.61+21.45 mg EAG/g de propolis) et (454.25+2.5 mg EQuercétine /g de
propolis).Les résultats de I'analyse phytochimique de la teneur en polyphénols et flavonoides
effectuée Sur l'extrait éthanolique de la propolis(EEP) ont montré la présence des phénols et
Flavonoides. Les composes phénoliques sont bien connus comme des agents antioxydants et dirigé

contre les radicaux libres associés aux dommages oxydatifs.
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Cette différence dans les teneurs en polyphénols et en flavonoides dépend essentiellement de
’origine de la propolis, la saison de la récolte, les conditions climatiques et environnementales, la

localisation géographique, les conditions de conservation et les especes d’abeilles.

D’autre part une corrélation positive a été détectée entre la teneur en flavonoides de la propolis et
son activité antioxydant. Cette activité antioxydant est due a la présence de certains éléments dans
la structure flavonoide, tels que la présence d'une double liaison entre C-2 et C-3 dans le cycle B
et la présence de groupes hydroxyle hautement reactifs (3 ‘et 4'- dihydroxy) dans le cycle, capable
de donner un électron et de I'nydrogene a ROS ; ainsi, en interrompant la réaction de propagation

des radicaux libres conduisant a la peroxydation des lipides (LPO) (Kurek-Gorecka et al., 2014).

Par conséquent, la concentration de ces phénols et flavonoides peut contribuer de maniére
synergique dans le pouvoir antioxydant important de propolis et peut ainsi soutenir l'usage local
pour le traitement des maladies liées par des radicaux libres (Awoyinka et al., 2007) ainsi que la
composition chimique de la propolis varie essentiellement avec la région de collection et par

conséquent 1’activité biologique (Lahouel et al., 2010).

Plusieurs études ont montré 1’effet préventif de la propolis de chakfa contre le stress oxydant induit
par plusieurs substance (Alayne et al., 2008 ; Lahouel et al., 2010). La teneur élevée de la propolis
de chakfa et sa richesse en flavonoides et en polyphénols comme : chalcone, la galangine, la
tectochrysine (boutabet et al., 2011) est responsable de ses propriétés antioxydants et a sa capacité
a piéger les radicaux libres et a protéger les membranes contre les dommages de la peroxydation
lipidique. L’effet protecteur de la propolis peut étre alors le résultat de ses propriétés antioxydants

ainsi qu’a la capacité de la molécule a piéger les radicaux libres.

V .2. Evaluation du stress oxydant cérébrale

V.2.1. Variation des taux du malonyldialdéhyde cytosolique (MDA)

Il existent de nombreux marqueurs pour 1’evaluation de la peroxydation lipidique dont le malon
dialdéhyde (MDA) qui est sans doute le plus connu et le plus utilisee (Guichardant et al.,2006).la
guantification de taux de ce derniers est generalement accéptée comme ndicateur du stress oxydatif
resultant d’une surproduction de ROS et de la diminution des defenses antioxydants (Servais,

2004).

Le test le plus largement utilisé pour la peroxydation des lipides est La MDA, qui est considérée
comme un indice de peroxydation lipidique, et est produite au cours du stress oxydatif, (Singletary
et al., 2004).
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Les variations des taux du MDA cytosolique cérébrale apres injection intrapéritonéal de Benz (a)

pyréne (100mg/kg) seul, en association avec I’EEP (25mg/kg) sont illustrées dans la figure (18).
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Figure 18 : Variations des taux du MDA cytosolique cérébrale aprés traitement par le
benzopyréne absolu seul (100mg/kg) ou en cas de prétraitement par la propolis pendant 5 jours a
25mg/kg.

(* : Significative relatif au témoin, ** : hautement significative, *** : trés hautement significative, # :

significative relatif au benzopyrene, ## : hautement significative, ### : trés hautement significative).

Nos résultats montrent une augmentation hautement significative (P<0.01) du taux de MDA chez
les souris traitées par le B [a]P seule par rapport aux souris témoins (92.351+2.34 contre 48.24 +
9.44Umol /mg de protéine). Concernant les souris traitée par I’EEP, on constate une diminution
trés hautement Significative (P<0.001) par rapport aux souris traités par le B(a)P seule
(49.18+7.80 contre 92.35+2.34 Umol /mg de protéine).et on observe aussi dans le groupe traitée
par I’EEP une diminution hautement significative par rapport au B(a)P L’augmentation du taux de
MDA conduit a une augmentation des effets délétéres des B(a)p, une richesse en lipide , une
production excessive de radicaux libres et a I’inhibition des enzymes de piégeage des radicaux
libres. Les produits de la peroxydation lipidique comprennent le Malon dialdéhyde, qui interagit
avec diverses molécules conduisant a un stress oxydatif et qui serait impliqué dans la formation

de tumeurs (Ramakrishnan et al., 2007).

La Peroxydation lipidique, accrue des tissus cérébraux des groupes traitée par le B(a)P ,et pourrait
étre une conséquence de la formation accrue de radicaux libres, et cette peroxydation peut
également étre attribuée a un statut antioxydant altéré aprés I'administration de B (a) P (Madrigal

et al ., 2003). La peroxydation lipidique a été démontrée comme une conséquence majeure du
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stress oxydatif et joue un ro6le critigue dans les dommages neuronaux et les maladies

neurodégeneératives.

Les données expérimentales ont démontré que le B (a) P traverse facilement la barriere hémato-
encéphalique et induit une toxicité neurocomportementale aigué par le biais du stress oxydatif
(Murawska-Cialowicz et al., 2011).

Cette diminution de taux de MDA chez les souris prétraitée par I’EEP, est due a 1’effet scavenger
des polyphénols de la propolis qui a la capacité de réduire le taux de ROS et d’augmenter les
capacités anti-oxydantes tissulaires .et a la présence de flavonoides en peut contribuer a cet effet,
car ils sont révelés d’étre un potentiel inhibiteur de la peroxydation lipidique (Siegers et Younes.
1981).

Nos resultats sont similaires & ceux obtenus par (Yildiz et al., 2008 ; Kasala et al., 2016) qui ont
démontré les effets protecteurs des polyphénols contenus dans la propolis, tels que la Chrysine et
le CAPE, contre les dommages oxydatifs dans le cerveau des souris, Ces résultats sont en accord
selon lesquels la concentration en MDA était inhibée dans le groupe traité avec EEP ajouté , aprés
le traitement par B (a) P, est confirmait que I’activité antioxydant pié¢geant les radicaux libres par
1’ EEP pour réduire les effets déléteres de B (a) P. En ce qui concerne les effets de la propolis sur
le systeme nerveux, des preuves montrant que la propolis et / ou ses composants sont
neuroprotecteurs contre diverses agressions cérébrales in vivo ou des lésions neuronales.
(Bankova, 2005 ; lzuta et al., 2008 ; Kasai et al., 2011).

Les membranes riches en acides gras polyinsaturés (AGPI) sont tres sensibles a l'oxydation en
raison de leur degré élevé d'insaturation (Hulbertl, 2005 ; Pamplona et al ., 2000). L'oxydation des
lipides génere des peroxydes lipidiques qui sont eux-mémes trés réactifs. La peroxydation de
lipides induit une diminution de la fluidité, et la permeabilité et de I'excitabilité des membranes
(Hong et al., 2006).

V .2.2 .Variation du taux de glutathion cérébrale

Le glutathion est un antioxydant non enzymatique, constitue la premiére ligne de défense (Ré et
al., 2005). Il possédé une forte capacité de donner les électrons en se liant sur son groupe SH aux

métabolites toxique (Aouacheri et al., 2009).

le glutathion, et un des cofacteurs des voies de détoxification et de régulation du potentiel redox,

ainsi que l'augmentation des activités des enzymes antioxydants, ce qui permet de réduire I’effet

néfaste des ROS (Orsoli¢ et al., 2013).
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Les variations des taux du GSH cytosolique cérébrale chez des souris traitée par le B(a)p
100mg/kg), et la propolis (25mg/kg ou en cas de prétraitement par le B(a)p +P pendant 7 jours
sont présentées dans la figure 19ci-dessous.
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Figure 19 : Variations des taux du GSH cytosolique cérébrale aprés traitement par le
benzopyrene absolu seul (100mg/kg) ou en cas de prétraitement par la propolis pendant 5 jours a
25mg/kg.

(* : Significative relatif au témoin, ** : hautement significative, *** : trés hautement significative, # :

Significative relatif au benzopyréne, ## : hautement significative, ### : trés hautement significative).

D’aprés nos résultats, on observe que I’administration de B(a)P provoque un appauvrissement
significative (p <0,05) des taux de GSH (14.99+4.80 mM/ mg de protéine) Par rapport au groupe
témoin (30.96 £15.40 Mm/mg de protéine). Alors que le taux de GSH augmente de facon
significative (p< 0.05) chez les souris prétraitées par I’EEP et en associant avec le B(a)p
(29.94+6.19Mm/mg de protéine).

La diminution de GSH dans le groupe B(a)p dépend a la production importante de ROS, ce statut
consomme et par consequent modifie les niveaux d'enzymes antioxydants. Cependant, le degre de
diminution de la concentration de GSH est différent entre les tissus cérebraux. Ce résultat pourrait
étre lié aux activités de la y glutamyl cystéine synthétase, et la glutathion synthétase, qui servent
toutes deux a synthétiser le GSH (Mendoza. et al., 2005).

Le systéme de défense antioxydant dans le cerveau peut étre insuffisant pour assurer une protection
compléte et améliore donc les processus de peroxydation lipidique provoquée par L.’administration

de [B (a) P] les enzymes GSH sont beaucoup plus faibles dans le systéme nerveux central que les

érythrocytes et les tissus périphériques (Husain et al., 1996).
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Dans le groupe traitée par B(a)P +P, et avec le prétraitement des souris par ’EEP a (25mg/kg) on
observe une augmentation du taux de GSH dans le cerveau par rapport au groupe traitée par le
B(a)P, que montré que la propolis augmentait les groupes sulfidryles, probablement par ses
composés phenoliques qui sont capables de capter les radicaux ainsi La propolis peut étre un agent
thérapeutique et préventif naturel potentiel contre les dommages causés par le B(a)p (Ramanathan et al.,
2003), elle a des propriétés antioxydants. Les principales classes chimiques présentes dans la
propolis sont les flavonoides et les phénoliques. Les bios flavonoides sont des molécules
antioxydants qui jouent un réle important dans le piégeage des radicaux libres, produits par les

maladies neurodégénératives.

V .2.3. Variation de I’activité enzymatique de la Superoxyde dismutase cérébrale

Le stress oxydatif dans le cerveau peut étre lié a une altération de I'apprentissage et de la mémoire.
(Cini et al., 1994).

Parmi les systémes antioxydants enzymatiques cytosolique figurent en premiére ligne la
superoxyde dismutase (SOD). Le O2-°premiére espéce toxique formé a partir De 1’oxygéne, est
éliminé ou au moins maintenu a un niveau de concentration assez bas par la SOD qui catalyse sa
disparition par dismutation. Le peroxyde d’hydrogene ainsi formé est dismuté en oxygene et en

eau par la catalase (Andreyev et al., 2005).

La SOD est essentiellement une enzyme protectrice qui élimine les ions superoxydes produits sous la forme
de sous-produits cellulaires pendant le stress oxydatif (Pushpakiran .,et al 2004). Son activité réduite peut
entrainer des effets indésirables, car les anions superoxydes sont extrémement toxiques et peuvent
s'accumuler dans le corps.la détermination du statut antioxydant enzymatique dans le cadre de notre
étude comprend la mesure de I'activité de SOD, qui est une sorte d'enzyme antioxydant endogéne, peut

éliminer les radicaux libres et avoir un effet protecteur sur les cellules (Leadon et al., 1988).

Les variations de 1’activité enzymatique de SOD cytosolique cérébrale chez des souris traitée par
le B(a)p 100mg/kg), et la propolis (25mg/kg ou en cas de prétraitement par la propolis pendant 5

jours sont présentées dans la figure 20 ci-dessous :
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Figure 20: Variation de ’activité enzymatique de la SOD dans le tissu cérébrale, aprés un
traitement par le B(a)p seul (100mg/kg), en cas de prétraitement par la propolis (25mg/kg) seul
et en cas de la combinaison propolis + B(a)P.

(* : Significative relatif au témoin, ** : hautement significative, *** : trés hautement significative, # :

significative relatif au benzopyréne, ## : hautement significative, ### : trés hautement significative).

Selon la figure22 on constate que 1’administration de I’EEP chez les souris entraine une
augmentation trés hautement significative (p<0.001) avec un taux (85.22+3.20 Ul/mg de protéine)
par rapport au groupe témoin avec un taux (60.265 +9.63 Ul/mg de protéine).et par conséquent on
observe dans le groupe traitée par le B (a)P une diminution significative (p<0.05)de I’activité
Enzymatique de la SOD a un taux bas de (55.30.30 £4.5 Ul/mg de protéine) par rapport au Groupe
témoin (60.26+5.63U1/mg de protéine), Et pour le groupe prétraité par le B (a)P+P, on observe
une augmentation bien claire du taux de la SOD de maniéré significative (p<0.05) arrivant a
(86.44+ 3.94 Ul/ mg de protéine) Par rapport au groupe de B(a)P (74.30+ 4.5 Ul/mg de protéine).
Ces résultats montrent 1’évaluation de diminution des niveaux d’activité de SOD du cerveau dans
Le groupe traité par le B (a)p, et les niveaux variables d’activité de SOD évaluées dans le tissu
pourrait étre lié au taux de réparation des dommages causés a I’ADN et la production des radicaux
libres dans ce travail ont été rapportée que les activités de SOD dans le cerveau des souris étaient
inversement associées a I’augmentation des dommages oxydative de I’ADN et des protéines, et la
diminution de I’activité de SOD pourrait étre causée par I’accumulation de radicale Super oxyde
et H202, ce qui entrainerait la consommation de la SOD (Kim et Lee 1997).Et I’augmentation de
la SOD chez les souris par I’EEP montre que la propolis a inversé de maniere significative tous
les changements induits par le B(a)P, de nombreux rapport indiquent que la propolis et ses

composants phénoliques sont des protecteurs de la mort neuronal au moins en partie par la
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médiation de leurs activités antioxydants .Les flavonoides contenus dans la propolis augmentent
I’activité de la SOD et représentent potentiecllement la capacité de mort cellulaire neuronale. En ce
qui concerne les effets de la propolis sur le systéme nerveux des preuves montrant que la propolis
et / ou ses composants sont neuroprotecteurs contre diverses agressions cérébrales in vivo ou que
des lésions neuronales in vitro se sont accumulées rapidement. Par exemple, le CAPE et les
composants hydrosolubles de la propolis sont des neuroprotecteurs contre les lésions
excitotoxiques lors de lésions d'ischémie reperfusion(Bankova,2005).

Dans cette étude, I'augmentation de la MDA et la diminution de la SOD dans le groupe expose au
B (a) P (100 mg / kg) suggéré que le B (a) P induit une toxicité neurocomportementale en
augmentant le niveau de MDA et en inhibant I'activité de la SOD. Il peut avoir un lien avec
I'inhibition d’antioxydant scavenging system (Saunders et al., 2006).

V.2.4. Variation de I’activité enzymatique de la catalase cytosolique cérebrale

La catalase est I’'un des antioxydants enzymatiques et éléments qui permettent le maintien de I’état
normal dans la cellule, elle agit en synergie avec la SOD puisque son role est d’accélérer la
dismutation du peroxyde d’hydrogéne en H20 et en O2 moléculaire (Marfak, 2003). Elle joue un
role important dans la protection contre les effets délétéres de la peroxydation lipidique, des ROS

et des radicaux hydroxyles suite 1’administration des anthracyclines (Vardi et al., 2010).

Les variations de 1’activité enzymatique de la CAT cytosolique cérébrale chez des souris traitée
par le B(a)p 100mg/kg), et la propolis (25mg/kg ou en cas de prétraitement par le B(a)p +P pendant

7 jours sont présentées dans la figure 21 ci-dessous
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Figure2l : Variation de I’activité enzymatique de la CAT dans le tissu cerébrale, aprés un
traitement par le B(a)p seul (100mg/kg), en cas de prétraitement par la propolis (25mg/kg) seul
et en cas de la combinaison propolis + B(a)P.

(* : Significative relatif au témoin, ** : hautement significative, *** : trés hautement significative, # :

Significative relatif au benzopyréne, ## : hautement significative, ### : trés hautement

significative).

Les mémes constations ont été enregistrée pour 1’effet du B(a)P sur I’activité de la catalase a celle
de la SOD Concernant la CAT, nos résultats (figure23) montrent une inhibition de 1’activité
catalasique Chez les souris traitée par le B (a)P (145.18+ 7.33Ul/mg de protéine).par rapport au
groupe Témoin (201.68+16.164Ul /mg de protéine), cependant cette diminution est significative
.ceci Expliquerait par une faible production de ROS, Ces données suggerent fortement que le B
(@)P et les HAP associés peuvent provoquer des altérations de la fonction du systéme nerveux
(Das et al., 1985).

Selon les résultats on constate que 1’administration des souris traitée par ’EEP entraine une
augmentation significative de la CAT (202.65+26.4 Ul/mg de protéine) par rapport au groupe
témoin (201.68+£16.164Ul /mg de proteine). Dans le groupe de souris traités par la B(a)P +
propolis, l'augmentation de taux de la CAT été bien claire arrivant a (204,658 + 7.33 Ul/mg de
protéine) par rapport au groupe de B(a)P de 145.1844 + 7.331 Ul/mg de protéines). La propolis a
inversé de maniére significative tous les changements induits par le B(a)P gréace aux flavonoides
qui constituent d’importants composants de la propolis et qui peuvent montrer une augmentation

de l'activité CAT dans le cerveau d’animaux d’expérience (Kasai et al., 2011), et par conséquent
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La catalase est I’un des antioxydants enzymatiques, elle existe en forte concentration dans le
cerveau. elle agit en synergie avec la SOD puisque son rdle est d’accélérer la dismutation du
peroxyde d’hydrogéne en H20 et en O2 moléculaire (Marfak, 2003). La diminution significative
des activités enzymatiques de la catalase et la superoxyde dismutase. chez les animaux traités par
le B(a)p peut étre due a la production excessive de H202 au cours du métabolisme par les HAP.

V .3. Etude histologique microscopique

Les figures ci-dessous montrent les résultats de 1’¢tude histologique microscopique de tissus
cérébrale. Apres traitement par le B(a) p par voie intra-péritonéale a une dose de 100 mg/kg et le
traitement préventif par I’EEP a une dose de 25 mg/kg par voie oral pendant 5 jours, le jour du

sacrifice, nous avons prépareé les coupes histologiques visualisés par microscope optique apres

coloration hématoxyline/éosine, des modifications histologiques induites au niveau du cerveau.

Figure.22 Coupe histologique du cerveau de souris vue au microscope optique (coloration a
I'hnématoxyline et a I'éosine (H & E) dans le groupe témoin (10x10).
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Figure.23 Coupe histologique du cerveau de souris vue au microscope optique (coloration a
I'hnématoxyline et a I'éosine (H & E) dans le groupe traitée par B(a)p (10 x10).

MC : mort cellulaire

Figure.24 Coupe histologique du cerveau de souris vue au microscope optique (coloration a
I'nématoxyline et & I'éosine (H & E) dans le groupe traitée par (EEP +B(a)p) (10 x10).
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Figure.25 Coupe histologique du cerveau de souris vue au microscope optique (coloration &
I'hnématoxyline et a I'éosine (H & E) dans le groupe traitée par (EEP) (10 x10).
Chez le témoin, nous avons observé la région de I’hippocampe du cerveau présente une
architecture condensée (figure 22). Le réle de I'hippocampe est essentiel pour la
formation de I'apprentissage et de la mémoire (Patri et al., 2013; Chengzhi et al., 2011).
Et nous avons montré que I'analyse histopathologique révele que I'exposition aigué au
benzo(a)pyréene chez les souris traités avec une dose de 100 mg/kg par voie intra-péritonéale, Le
B (a) P pouvait favoriser une perturbation dans I’hippocampe du cerveau. Les lésions
histopathologiques ont montré un léger phénomeéne de mort cellulaire dans I'hippocampe du
cerveau induit par B(a)P. Les fleches en noir (figure 23) indiquent un début de mort cellulaire des
neurones endommagés. Cela peut étre di au fait que B (a) P traverse facilement la barriére
hémato-encéphalique et provoque une neurotoxicité (Saunders et al., 2006; Lee et al., 2005).
Nous avons observé la région de 1’hippocampe du cerveau présente une architecture condensée
(figure 24). Nous avons observé que ’architecture cérébrale (1’hippocampe) est semblable au
témoin. EEP a la dose de 25mg/kg a un effet neuroprotecteur au cours d’un prétraitement (figure

24).

Chez le groupe traité par EEP seul (figure 25), nous avons observeé que | architecture cérébrale
est semblable a seule du témoin, la propolis exerce des effets neuroprotecteur contre la
neurotoxicité induite par le B(a)P.
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L’étude histologique confirme les résultats biochimiques du stress oxydant cytosolique mesuré

lors de la neurotoxicité aigue du B (a) P et I’effet préventif de la propolis.
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Conclusion

Notre étude a démontré que le stress oxydatif dans le SNC da a la génération d'especes réactives
de I'oxygeéne et a la répression des antioxydants peut &tre un mécanisme essentiel dans les effets

comportementaux aigus induits par le B(a)P chez la souris.

La propolis possédee des activités antioxydantes importantes due a sa richesse en flavonoides.
Notre étude avait comme un objectif d’évaluation de I’effet neuro-protecteur de I’extrait
éthanolique de la propolis de Jijel contre la neurotoxicité aiglie du benzo(a)pyrene chez la souris.
Les résultats obtenus dans notre études établie a permet de montrer que : La propolis de Jijel de
la région de Chekfa est riche en polyphénol et en flavonoides.

Le B(a)P a la dose de 100mg/kg a un effet pro-oxydant au niveau du cerveau, exprimé par
I’augmentation de la peroxydation lipidique et ’activité des enzymes anti-oxydantes SOD et
CAT et une déplétion en glutathion (GSH). Ceci est confirmé par I’apparition des modifications
tissulaires séveéres.

EEP a la dose de 25mg/kg a un effet neuroprotecteur au cours d’un prétraitement, exprimé par
un renforcement des anti-oxydantes enzymatique SOD et CAT et non enzymatique
glutathion(GSH) et la protection des membranes contre la peroxydation lipidique.

Cette étude reste préliminaire. Il serait souhaitable de développer cette étude en mesurant
d’autres parameétres du statut antioxydant/pro-oxydant, elle nécessite d’autres études a 1’échelle
moléculaire pour développer le mécanisme neurotoxique du B(a)P et mieux connaitre le

mécanisme neuro-protecteur des polyphénols de la propolis.
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I- Gamme d’étalon de polyphénols et flavonoides :

A- La courbe d’étalonnage de I’acide gallique :

Apres la préparation des solutions de différentes concentrations de 1’acide gallique et préparation

de la gamme d’étalonnage (répéter 3 fois), nous avons obtenu les valeurs d’absorbances suivantes

Tableau 2 : Densités optiques (DO) de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique

[AGpg/ml 0 P5 25 5.25

3.125

1.56

D.78 D.39

D.2

D.1

D.005

DO moyenne B.71 211 [1.01 D.46

D.29

D.079

D.046  D.024

D.010

D.029

D.0019

La courbe montre une linéarité de 1’absorbance en fonction des concentrations utilisées

(annexl , figure 1). L’équation de la courbe (y = 0,0744x + 0,0043) et le coefficient de corrélation

(R2 = 0,9993) ;

La courbe d’étalonnage exprimée en pg équivalent d’acide gallique par gramme d’échantillon de

propolis (g /g).
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage des polyphénols (acide gallique).




B-La courbe d’étalonnage de quercétine :

Aprés la préparation des solutions de différente concentration de quercétine et préparation la

gamme d’étalonnage (répéter 3 fois) nous avons obtenu les valeurs d’absorbances suivantes

Tableau 03: Densités optiques (DO) de la courbe d’étalonnage de la quercétine

[QR]ug/ml

200

100

b0

) 12.5

5.5

3.25

DO moyenne

D.34

D.293

D.279

D.269

D.266

D.266

D.261

La courbe montre une linéarité de 1’absorbance en fonction des concentrations utilisées

(annex 1 ,figure 2)L’équation de la courbe (y = 0,0008x + 0,0088) et le coefficient de corrélation

(R2 = 95,71 %).

La courbe d’étalonnage exprimée en pg équivalent de quercétine par gramme d’échantillon de

propolis (ug /g).
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Figure 2: la courbe d’étalonnage des flavonoides( Quercétine).
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Gamme d’etalon de GSH :

moy
y = 0,0645x + 0,0229
14 R2=0,9957
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Figure 3 : Courbe d’étalonnage de GSH avec le réactif DTNB
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Figure 4 : Courbe d’étalonnage des protéines (sérum albumine bovine).
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Tableau 3 : Variation de I’effet préventif de la propolis sur I’activité des enzymes antioxydant,

CAT, SOD, contre la toxicité cérébrale aigue du benzopyréne chez la souris.

Traitement des animaux

L’activité¢ de CAT [Ul/mg

L’activité de SOD [Ul/mg

Pr] Pr]
témoin 201.688+16.164 60.25+9.63
benzopyréne 145.184+7.331 * 55.30+4.5
propolis 202.653+26.29 85.22+3.20. ***

Propolis+benzopyréne

204.658+79.14

68.44+3.9475*

Les valeurs sont données en moyenne * Ecart type. Comparaisons faites entre les groupes traités
et le groupe témoin. * P< 0.05 représente une différence significative ; ** P< 0.01 représente une
différence hautement significative ; *** P < 0.001 représente une différence trés hautement

significative.

Tableau 4 : Variation de I’effet préventif de la propolis sur la peroxydation lipidique MDA,

contre la toxicité cérébrale aigue du benzopyréne chez la souris.

Traitements des animaux Taux de MDA (UM/ mg de protéine)

Témoin 48.249+13.35
Benzopyréne 92.351+2.343 **
propolis 68.578+2.376 ##

Propolis+benzopyréne 49.188+7.803 ###




Tableau 5 : Variation de I’effet préventif de la propolis sur le GSH, contre la toxicité cérébrale

aigue du benzopyréne chez la souris.

Traitement des animaux Taux de GSH (mM/ mg de proteine)
témoin 30.96+15.4026

Benzopyréne 14.99+4.613

propolis 41.48+3.16 #

Propolis +benzopyréne 29.94+6.19
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Evaluation de I’effet protecteur de I’extrait éthanolique de la propolis de jijel contre la toxicité
cerébrale aigue induite par le benzo(a) pyrene

Résumé

Le benzo(a)pyréne B(a)P est un polluant cancérigéne capable d’induire une neurotoXicité via la
géneération des radicaux libres et I’induction d’un stress oxydant. La présente étude vise a évaluer
I’effet préventif de la propolis de Jijel contre neurotoxicité aigue du B(a)P chez la souris. L’étude
phytochimique a montré que la propolis est riche en polyphénols et en flavonoides. L’étude in vivo a
montré que le B(a)P a 100mg/kg en dose unique par voie intrapéritoniale (IP) présente une toxicité
neuronale sévere 48heures apres le traitement. Ceci se traduit par une réduction significative de taux
du glutathion (GSH) et une augumentation de la peroxydation lipidiqgue (MDA) et ’activité des
enzymes anti-oxydantes superoxyde dismutase (SOD) et catalase (CAT). Le prétraitement par la
propolis a (25mg/kg/j) pendant 5jours a permis de prévenir cette toxicité par diminution des taux du
MDA d’une part, et augmentation des taux de GSH et de I’activité¢ de la SOD et de la CAT d’autre
part. L’étude histologique a confirmé que la neurotoxicité de B(a)P et I’effet neuroprotecteur de la
propolis. Ces résultats recommandent donc [I’utilit¢é de la propolis pour atténuer les
dysfonctionnements neuronale du B(a)P.

Mots clés : Benzo(a)pyrene, neurotoxicité, stress oxydant, propolis.

Abstract

Benzo (a) pyrene B (a) P is a carcinogenic pollutant capable of inducing neurotoxicity via the
generation of free radicals and the induction of oxidative stress. The present study aims to evaluate the
preventive effect of Jijel propolis against acute neurotoxicity of B (a) P in mice. The phytochemical
study showed that propolis is rich in polyphenols and flavonoids. The in vivo study showed that B (a)
P at 100 mg / kg single dose intraperitoneally (IP) showed severe neuronal toxicity 48 hours after
treatment. This results in a significant reduction in glutathione levels (GSH) and an increase in lipid
peroxidation (MDA) and the activity of antioxidant superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT)
enzymes. Pretreatment with propolis at 25mg / kg / day for 5 days prevented this toxicity by lowering
MDA levels and increasing GSH levels and SOD and CAT activity. on the other hand. The
histological study confirmed the toxicity of B (a) P and the neuroprotective effect of propolis. These
results therefore recommend the usefulness of propolis to attenuate the neuronal dysfunctions of B (a)
P.

Key words: Benzo(a)pyrene neurotoxicity, oxidative stress, propolis.
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