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Introduction

I. Introduction

L’oxygeéne moléculaire est un élément crucial pour la vie des organismes aérobiques.
Toutefois, il peut former des especes partiellement réduites et fortement toxiques appelées les
radicaux libres ou encore les espéces réactives oxygénées (ERO). Aux doses faibles, les ERO
sont trés utiles pour l’organisme et jouent des roles important dans divers mécanismes
physiologiques tels que la transduction du signal. Aux doses excessives, les ERO deviennent
nefastes et toxiques pour I’organisme. La surproduction des ERO au-deld des capacités
antioxydantes, des systémes biologiques donne lieu au stress oxydant qui est impliqué dans
I’apparition de plusieurs maladies telles que les maladies cardiaques 1’altérosclérose, les

1schémies et 1’infarctus de myocarde.

Les aflatoxines sont des métabolites produits par des moisissures du genre Aspergillus et
plus particuli¢rement Aspergillus flavus et Aspergillus parsiticus dont le plus redoutable c’est
I’aflatoxine B1, durant son processus métabolique elle contribue a la génération des espéces
réactives de I’oxygeéne. La toxicité de ’aflatoxine B1 a été intensivement étudiée au niveau du
foie en tant qu’un potentiel hépatocarcinogéne et hépatotoxique. Cependant, son mécanisme de
toxicité n’est pas entierement compris. Des études récentes ont indiqué I’implication de
I’aflatoxine B1 dans la dérégulation de certaines voies métaboliques cardiaques. Cependant,
jusqu’a présent aucun mécanisme moléculaire n’a €t€ proposé pour expliquer les dommages

oxydatifs de I’aflatoxine B1 au niveau du cceur.

La propolis ou la colle d’abeille est un mélange complexe de plusieurs composés
organiques et inorganiques, utilis€ par ’abeille comme colle, enduit et antibiotique. Cette
matiere balsamique gommeuse a attiré 1’attention de I’homme depuis 1’antiquité. Dans le monde
entier, de nombreuses études sont consacrée a la propolis, source important de composés
phénoliques, notamment les flavonoides. Ces composés sont impliqués dans plusieurs
mécanismes antioxidants grace a leurs structures et leurs potentiels redox. Dans ce contexte,
s’inscrit ce travail dont I’objectif vise d’une part a étudier ’effet cardiotoxique de I’aflatoxine
B1 et d’autre part a évaluer ’effet préventif de D’extrait de la propolis contre cette toxicité

induite in vivo chez le rat.

Notre stratégie expérimentale a €t¢ basée sur 1’étude de la cardiotoxicité de 1’aflatoxine Bl,
analyse chimique de différents échantillons de la propolis et I’évaluation de ’effet antioxydant et
cardioprotecteur de I’extrait brute de la propolis.
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I1.1. Le cceur, Anatomie et physiologie

Le cceur est une machine infatigable dont la paroi musculaire se contracte rythmiquement
tout au long de I’existence, ne se reposant que pendant de bréves pauses entre les contractions
(Unglaub D. et al, 2007). Cette machine est une pompe creuse musculaire puissante.

L’anatomie du coeur décrit sa structure, sa localisation et sa forme (Cabasson A., 2008).

Le poids du cceur varie entre 250 et 350 g. Le cceur est logé a I’intérieur du thorax osseux
est bordé latéralement par les poumons (figure 1). L’apex du cceur pointe vers le bas en
direction de la hanche gauche et repose sur le diaphragme, a la hauteur du cinquiéme espace
intercostal. La base du cceur, sa face postéro-supérieure, plus large est le point d’émergence de
tous les gros vaisseaux du corps; située en dessous de la deuxiéme céte, elle fait 4 1’épaule
droite (Elaine N., 2005).
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Figure 1: Localisation anatomique du cceur (Elaine N., 2005)

Le cceur est enveloppé dans une membrane sérofibreuse a double paroi appelée le
péricarde. 11 comprend deux parties : le péricarde fibreux et le péricarde séreux. La paroi
cardiaque est constituée de trois couches ; I’endocarde, le myocarde et 1’épicarde (Abraham L.,
2006).

Le cceur est constitué de deux parties ; cceur droit et ceeur gauche. Chacune est formée de
deux cavités oreillette et ventricule et munie des arteres coronaires et des veines qui 1’entourent
(RossBoyd D.et Chairman V., 1995 ; Ramé A. et Thérond S., 2007).
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I1.2.6.1. Les antioxydants enzymatiques
11.2.6.1.1. Les superoxydes dismutases (SOD)

Les superoxydes dismutases SOD sont des enzymes ubiquitaires réalisant la dismutation des

anions superoxydes en peroxyde d’hydrogéne et oxygene moléculaire selon la réaction suivante :

20 +2H" 0, + H,0,

Ces enzymes induisent la disparition du superoxyde mais en générant le péroxyde d’hydrogéne.

Trois formes ont été décrites chez les mammiféres : la SOD a cuivre /zinc présent dans le
cytoplasme, la SOD a manganése présente dans les mitochondries et une SOD extracellulaire
caractérisée au niveau de la lymphe et du plasma: c’est une SOD a cuivre / zinc (Januel C,,
2003 ; Pelomont J., 1993).

11.2.6.1.2. La Catalase (CAT)

La catalase dégrade le peroxyde d’hydrogéne en eau et d’oxygene, en utilisant le fer comme
un cofacteur, elle est essentiellement localis€e dans les peroxysomes et présente en forte
concentration dans le foie est les globules rouges (Jonas N., et Elias S. J.A., 2001 ; Ronald M.,
2011).

I1.2.6.1.3. Les glutathions peroxydases (GPx) et réductases (GR)

La glutathion peroxydase (GPx) agit en synergie avec le SOD puisque son rble est
d’accélérer la dismutation de H,O, et O,. Ce sont majoritairement des séléno-enzymes.elle
utilise le gluthation (GSH) comme un cofacteur selon la réaction suivante (Nzengue Y., 2008 ;
Maritim A.C. et al., 2002).

ROOH + 2 GSH

ROH +GSSG + H,0

H,O, + 2 GSH

2H,0 + GSSG

La glutathion réductase joue un rdle de régénérer le (GSH) a partir du glutathion disulfure
(GSSG) grace au NADPH qui est utilis¢ comme donneur d’électrons. En effet, la concentration
cellulaire en 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 (Parris M., 1997 ; Garait B., 2006).

13
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11.2.6.1.4. La glutathions-S-transférase (GST)

Glutathion S-transférase est une famille des enzymes multifactorielles présentes chez tous
les organismes (Renuka W. et al., 2003). La GST est un systéme trés important dans la
protection de la cellule contre les especes réactives de l'oxygene, par sa capacité de conjugaison
avec les composés électrophiles et la réduction des peroxydes (Zhihua J. et al., 2004 ; Gattas G.
et al., 2004). En plus elle est associée avec d'autres processus biologiques. En effet, quelques
GST sont impliquées dans la modulation des canaux ioniques (Dulhunty A. et al., 2001), d'autres
dans la synthese des eicosanoides, leukotrienes et les prostaglandines (Bartling D. et al., 1993 ;
Fernandez-Canon J. et Penalva M., 1998). L'activité de conjugaison du GST avec les composés

électrophiles est présentée comme suit:

GST +R-X GSR + HX

71.2.6.1.5. Les thiorédoxines

Elles sont localisées dans les mitochondries, le cytosol, les peroxysomes et sont associées
aux noyaux et aux membrane, grice a leur activité péroxydase, elle neutralise le peroxyde
d’hydrogéne, le peroxynitrite et de nombreux hydroperoxydes, malgré une activité plus faible
que le GPx la lactase, elle pourraient jouer un rble majeur dans I’élimination des
hydroperoxydes, du fait de leur quantité¢ importante (0.6 a 0.8 % de protéines solubles
cellulaires) et de leurs distribution large dans la cellule (figure : 3 ) (Zarrouki B.,2007).

Figure 3: Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxidants

et de leurs cofacteurs métalique (Zarrouki B., 2007).
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I1.3. L’aflatoxine B1

Les aflatoxines sont des mycotoxines extrémement toxiques, mutagénes et cancérogeénes
(Fangeat L., 2008). Elles sont des métabolites secondaires synthétisés par des souches
Aspergillus flavus, A. parasiticus et A. nomius (Verma J. ,2004 ; Rawal S. ,2010; Psoy L.
,2010). Elles sont largement abondantes dans les oléagineux, les récoltes du coton et des céréales
notamment le blé et le mais (Zinedine A., 2004 ; Tozlovanu M., 2008). Le stockage de ces
aliments dans des conditions humides ou chaudes peut augmenter la synthése d’aflatoxines
(Domngupiapo F. et al., 1989 ; Zinedine A., 2004).

Les aflatoxines constituant un groupe de 18 composés structurellement proches (un assemblage
d’une coumarine et de 03 furomne). Les plus courantes sont I’AFB,, ’AFB,, ’AFM,, I’AFG, et
I’AFG, (Jard G., 2009).

L’aflatoxine B;(AFB;) est 1’une des plus célebres mycotoxines possédant le profil toxique le plus
sérieux. Généralement le cycle lactone de I’AFB1 semble étre responsable de sa toxicité

(figure 4). L’aflatoxine B est la plus étudiée et la plus toxique (Prokofjeva B.G., 2005 ; Jard G.,

2009).
O O
&
U\O/}.\O O OCH
3

Figure 4 : Structure chimique de ’aflatoxine B1.

L’aflatoxine B1 est soluble dans certains solvant organiques, trés peu soluble dans I'eau et
insoluble dans les solvants non polaires (Fremy J.M. et Thormam C., 2004). L’aflatoxine est un
composé thermorésistant stable méme & des tempgratures de 250 pendant 20 minutes a I’état
cristallisé. Le tableau 2 résume quelques propriétés physicochimiques de I’AFB1 (Zenedine A.,
2004).
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Tableau 2 : Quelques propriétés physicochimiques de I’ AFB1 (Zenedine A., 2004).

La propriété La valeur
Poids moléculaire 312
Température de fusion 268-269°C
Pouvoir rotatoire -560

RF chloroforme / méthanol | 0.56
Formule brute Cy7H1205

IL.3.1. Pharmacocinétique

L’absorption de I’aflatoxine B1 se réalise par diffusion passive au niveau du duodénum,
elle est importante puisque plus de 70 % des doses administrées par voie orale ont pu étre
détectées apreés élimination dans les urines et les féces. Le volume de distribution de ’AFB1 est
relativement faible et se limite aux organes impliqués dans le métabolisme et I’épuration des

toxiques, essentiellement le foie et les reins ( Galtier P., 2005).

La phase I de la métabolisation de I’AFB1 correspond au processus de bioactivation par
oxydation via des monooxygénase a cytochrome p450, elle est principalement réalisée dans le
foie mais la muqueuse gastro-intestinale posséde aussi des enzymes capables de bioactiver
PAFB1 (Hussein S., 2001 ; Gonzalo J., 2010), il existerait un réle prépondérant de I’isoforme
cyp 1A2 dans les réactions d’oxydation de FAFB1 en AFMI1 (4-hydroxy AFBI1) et AFB1 8,9
éoxyde. Le cyp 3A4 a une affinité plus modeste (Hong J., 2005 ; Even P., 1996 ;Yunus A.w.,
2011). L’expression prépondérante de cyp 3A4 en fait un acteur majeur de la métabolisation de
I’AFB1 (Guindon K., 2008; Gatier P., 2005). L’O-déméthylation de I’AFB1 conduit a
I’aflatoxine P1 (AFP1) qui est ensuite détoxiquée par une UDP-glucoronyl-transferase (Ayub
M.Y., 1997). L aflatoxicol est un métabolite issu de la réduction réversible de la fonction céton
en C; de AFB1 via une réductase NADPH dépendante cytosolique (figure 5) (Gatier P., 2005).

La phase II du métabolisme correspond a la détoxication de ’AFB1 8,9-€poxyde, elle est
principalement assurée par une réaction de comjugaison réalisée par glutathion S-transférase
(GST) sur la fonction époxydes hydrolases condwisant a I’AFB1-dihydrodiol puis a ’AFB1
dialdéhyde ensuite transformé en AFBl-dialcool par ’AFB1 aldéhyde réductase (figure 9)
(Galtier P, 2005 ; Ganzalo J., 2010).

Les glutathion —conjugués et glucorono-conjugués sont éliminés majoritairement dans la bile et

aussi dans les urines, les adduits aflatoxine-guanine sont aussi retrouvés dans les urines et

18
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peuvent servir de biotraceur comme les adduits aflatoxine-albumine plasmatiques (Galtier P.,

2005).

AFLATOXINE B1 AFBY1 8,9-6poxyde
AFLATOXINE P1 w
9 o
NP . o
17 O-déméthylation o CYPIA et CYP3A o /J\/lz
_______ H —_— ~_’ R [e]
H e § < ~ L. époxydanion NN )
s O, X
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Figure S : Biotransformation de phase I (Galtier P., 2005).

H.3.2. Mode de la toxicité

L'aflatoxicose aigué se produit suivant l'ingestion des doses élevées des aflatoxines sur
une période relativement courte. Ce qui peuvent inclure I’hémorragie, dommages aigus de foie,
cedéme, changement de digestion, absorption et/ou métabolisme de nourriture, perte du poids et
probablement mort (Petchkongkaew A., 2007). Sur le plan histologique, on retrouve un foie
décoloré, de volume augmente, une prolifération des canaux biliaires, des 1ésions de nécrose,
d’infiltration graisseuse du foie, des hémorragies hépatiques, pulmonaires, rénales et une
congestion des poumons (Prokofjeva A. et Brochard G., 2005). L'évaluation classique de la
toxicité de ces composés porte sur la détermination des valeurs de LD50 ; la dose létale qui
correspond a la concentration capable d’entrainer la mort de la moiti¢ de la population testée,
elle est dépendante du sexe, d’dge et du poids des espéces. En effet, elle est de 7 mg/kg par voie
orale chez les rats et 9 mg/kg chez les souris (Eaton D. L. et Groopman E. P., 1994 ; Galtier p.
et al., 2009).
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I1.4. Les polyphénols

Les polyphénols sont des composés aromatiques synthétisés par les plantes lors du
métabolisme secondaire, ils sont généralement impliqués dans la défense contre les
rayonnements ultraviolets ou agressions par des microbes pathogénes (Aguie V., 2008 ; Zlata
L., 1992). Comme définition, nous pouvons dire que les polyphénols sont des composés
phénoliques hydrosolubles ayant une masse moléculaire de 500 a 3000 Dalton et contenant au
moins un noyau benzénique lié directement par un groupe hydroxyde libre ou engagé dans une
fonction éther, ester, hétéroside, ils peuvent se combiner avec des protéines en formant des
complexes ( Bouhadjera K., 2005 ; Gianmaria F., 2011).

I1.4.1. Classification

Les polyphénols peuvent se classer en différents groupes selon le nombre d’atomes
constitutifs et la structure de squelette de base. Les principales classes les plus largement
répandues sont : les acides phénoliques, les flavonoides, les tannins et lignines, les plus rares les
coumarines et les stilbénes (Nkhili E.Z., 2009 ; Hongxiang L., 2007).

11.4.2.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont classés en deux groupes: dérivés de 1’acide benzoique et
dérivés de I’acide  cinnamique (Manach C. et al., 2004).
Les acides hydroxybenzoiques sont des dérivés de 1’acide benzoique ayant une structure
générale de base de type (C6-C1), dont les plus répandus sont I’acide salicylique, ’acide
gallique et ’acide vanillique, ils existent souvent sous forme d’esters ou de glycosides
(Donatien K., 2009 ; D’ Archivio M. et al., 2007).
Les acides hydroxycinnamiques sont des dérivés de I’acide cinnamique ayant une structure
générale de base de type (C6-C3), dont les plus abondants sont I’acide caféique et ’acide
férulique, ils existent souvent sous forme combinées avec des molécules organiques (Sarni-

Manchado P. et Cheynier V., 2006)

11.4.2.2. Les flavonoides

De nos jours, des milliers des flavonoides ont été identifiées en classes et sous classes
(tableau 3). Ils regroupent une trés large gamme de composés naturels polyphénoliques. IIs se
trouvent a la fois sous forme libre (aglycone) ou sous forme d’hétéroside (Hadj S., 2009,

Lopez-Lazaro M., 2009). IIs ont tous une origine biosynthétique commune et par conséquent,
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11.4.2.4. Lignines

Ce sont des polymeéres tridimensionnels résultant de la condensation (copolymérisation) de
trois alcools phénylpropéniques, ils servent de précurseurs pour les composés de types
phénylpropanoides (Gerhard R., 1993 ; Muanda F. N, 2010).

11.4.3. Biosynthése des polyphénols

Les deux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) sont présents dans les
protéines mais sont également a l'origine de la formation de la plupart des molécules
phénoliques chez les végétaux. Ces composés sont issus par deux voies métaboliques :

Elle conduit a la formation du précurseurimmédiat par des phénols par désamination de
phénylalanine. La séquence biosynthétique qui suit, dénommeée séquence de phénylpropanoide,
permet la formation des principaux acides hydroxycinnamique. Les formes actives de ces
derniers avec le coenzyme A permettent d’accéder aux principales classes de composés
phénoliques ( Rong T., 2010 ; Wiley J. et Ltd S., 2002).

Elle conduit par condensation répétée a des  systeémes aromatiques comme les chromones, les
isocoumarines et les quinones. La pluralité structurale des composés phénolique due a cette
origine biosynthétique est encore accrue par la possibilité trés fréquente par une participation
simultanée du shikimate et de ’acétate a 1’élaboration des composés mixtes comme les

flavonoides, les stilbénes et les xanthones (Bouheroum M., 2007).

IL4.4. La biodisponibilité des polyphénols

I1 est trés important de noter que les polyphénols qui sont les plus communs dans le régime
humain ne sont pas nécessairement les plus actifs dans le corps, parce qu’ils ont une faible
activité intrinséque, ou parce qu’ils sont mal absorbés dans I’intestin, fortement métabolisés, ou
rapidement éliminés (Manach C. et al., 2004).

Dans la nourriture, tous les flavonoides, exceptés les flavonols, sont trouvés sous la forme
glycosylées, la plupart des glycosides résistent & 1’hydrolyse acide dans 1’estomac et arrivent
probablement ainsi intact dans le duodénum (Gee J. M. et al., 1998), seulement les aglycones et
quelques glycosides peuvent étre absorbés par I’intestin gréle (Kanti Bhooshan Pandey K. et
Ibrahim Rizvi S., 2009). La flore microbienne hydrolyse les glycosides des polyphénols qui ne
sont pas absorbés dans I’intestin gréle en aglycones, et métabolise intensivement les aglycones
aux différents acides aromatiques (Rodrigo R. et al, 2010; Del Rio D. et al., 2009 ;
Williamson G. et Manach C., 2005). Les aglycones sont dédoublées par I’ouverture de

I’hétérocycle a différents endroits selon leur structure chimique. Les métabolites microbiens
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I1.4.5.2. Chélation des ions métalliques

Les polyphénols sont considérés comme de bons chélateurs des ions métalliques en
formant des complexes stables, dont les sites de chélation sont : un noyau catéchol sur le cycle
B, les groupes 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C, et les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre le
cycle A et B, ils sont alors capables d’inhiber la réaction de fenton (figure 7) (Havsteen B.H.,
2002 ; Cook N.C. et Samman S., 1996).

=
AL 4 OH
| B
e ey < :7/
[ v o«
B i oM
= y il -
L /!
/’ i " ks
L N n
) X i

Figure 7 : Les sites proposés pour la chélation des ions métalliques
(Me'?) par les flavonoides (Meladenka P. et al., 2010).

11.4.5.3. Le piégeage direct des ROS

L’interaction des polyphénols avec de nombreux radicaux libres a ét¢ employée dans
plusieurs études afin de déterminer les éléments majeurs de I’activité antioxydante. A cause de
leurs faibles potentiels redox, les flavonoides (FL-OH) sont capables de réduire les radicaux

libres comme le superoxyde, le peroxyle, ’alkoxyl et I’hydroxyl par transfert d’hydrogene.

FL-OH+R FL-O +RH

Ou: R represente 1’anion superoxyde, le peroxyle, I’alkoxyle et I’hydroxyle.
Le radical flavonoxy FL-O’ peut réagir avec un autre radical pour former une structure quinone
stable ou interagir avec I’oxygene pour donner une quinone et un anion superoxyde (figure 8).

Cette réaction est responsable d’un effet pro-oxydant indésirable des flavonoides (Bimlesh K.,

2011 ; Dragan A. et al., 2003).
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Figure 8 : Piégeage des ROS par les flavonoides (Marfak A., 2003).

I1.4.6. La propolis comme source de polyphenols

La propolis est une substance résineuse, aromatique et balsamique que les abeilles récoltent
a I’aide de leurs mandibules sur les bourgeons et I’écorce de certains arbres (peuplier, bouleau,
orme, sapin, pin ...). L’abeille ’utilise pour boucher les ouvertures, lisser les parois et surtout
désinfecter la ruche (Toullec A., 2008; Blanc N., 2010). Le mot propolis vient du grec « pro »
en avant de défense de et « polis », la ville qui sigmfie « défense de la ville » (Salatino A,
2005; vassya S. et al., 1999 ; King Henry S., 2012).

La Propolis est récolté a par les abeilles a ’aide de leurs mandibules sur les bourgeons et
I’écorce de sertains arbres : pin, sapin, épicéa, plusieurs espéces de peupliers (qui semble la
source la plus importante), l'aulne, le saule, le marronnier d'Inde, le bouleau, le prunier, le fréne,
le chéne et I'orme (Vassaya S.et al., 1999). d’apres les chercheurs allemands la Propolis serait
résidu résineux, Provenant de la premiére phase de la digestion du pollen dans un petit organe,

situé entre le jabot et I’intestin moyen (Sanatino A.et al., 2005)

La composition de la propolis est trés complexe avec 300 constituants différents. Toutefois
elle peut fortement varier d’un type de propolis a un autre (Banskota H.A., 2001 ; sawaya
A.CHYF. et al., 2002). Elle contiendrait 50 4 55 % de résines et de baumes, 20 a 35 % de cires
végétales ou de cire d’abeille, 5 a 10 % d’huiles essentielles, 5 % de pollen et 5 % d’autres

substances diverses d’origine organique ou minérale (King Henry S., 2012).

La propolis est constituée aussi de plus de 40 flavonoides ( flavones, flavanones, flavanols,
chalcone... ) de composés phénoliques ( acide coumarique, acide acécylsalique... ),
d’aldéhydes aromatiques, de composés térpénique, d’acides gras aliphatiques, de sucres,
d’acides aminés, d’oligo-éléments et de vitamines (Mahmoud L., 2006; Marcucci M.C., 1994,
Vassaya S.et al., 1999).
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phénolique agissant comme donneur d’électron. Pour cela 75 ul du NaNO, (5%) sont ajoutés a
250 pl de I’extrait diluée dans I’eau distillé (1/100). Aprés 6 min du repos, 150 ul d’AICI3 (2%)
et 500 pul de NaOH (1 M) sont ajoutés, le mélange est complété par ’eau distillée jusqu’a 2,5
ml. L’absorbance est lue aprés 10 min d’incubation & 510 nm contre un blanc préparé par I’eau

distillée dans les mémes conditions.

Une courbe d’étalonnage linéaire est établie par la quercétine (25-200 pl/ml) dans les mémes
conditions des échantillons. Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent de

quercétine par 1g de propolis (mg EQ/g).

I11.1.3. Analyse de la propolis par la chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectrophotométrie de masse (CPG/SM).

Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de masse est I’un
des plus puissants outils d’identification de constituant d’un mélange. Si on dispose d’un
ensemble CPG-SM (CG-SM), c'est-a-dire chromatographie en phase gazeuse couplé avec la
spectrométrie de masse. On injecte dans le chromatographe en phase gazeuse un mélange de
produits. Chaque produit, séparé par la colonne, est analysé 1’un apres 1’autre par le spectrometre
de masse. Le spectrométre de masse fonctionne alors comme un détecteur de la chromatographe
en phase gazeuse. Ce dispositif permet d’obtenir un chromatogramme, de doser chaque
constituant du mélange et d’identifier ces constituants du mélange et d’identifier ces constituants

a I’aide de leur spectre de masse.

L’analyse de la CG/MS a été effectuée en utilisant un chromatographe GC 2010 avec une
colonne FS-SE 30 CB de longueur 25 m et de 0,25 mm. Le gaz vecteur est I’He et le volume de
’injection 0,25 pl.

Le chromatogramme est couplé a un détecteur M=QP-2010 utilisant le Mode EI comme source
d’ions (70EV) et ayant une température maximale de 35 C°. Trois échantillon ont été testé

(Kaous, El-Milia et Ouedjena) avec une température initiale 150 C°, T finale 280 C°.

I11.1.4. Mesure de ’effet scavenger ou piégeur des ROS du DPPH in vitro

Le DPPHP est défini comme un radical libre qui réagie avec des groupements amine,
phénols, les acides ...etc. Le DPPH (2.2 diphenyl 1 picryl hydrazyl) a une couleur violette, en
présence de piégeur de radicaux libres qui peut donner un atome ou un électron, le DPPH se

réduit en 2.2 diphenyl 1picryl hydrazine de couleur jaune.
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Le sang est prélevé aprés 24 h, 48h et 72h de I’administration de I’AFB14 partir de sinus orbital
au mveau de ’ceil 4 I’aide de tube capillaire, le sang est récupéré dans des tubes secs. I est
centrifugé 4 4000rpm pendent 10 mn. Le surnageant est récupéré puis congelé a -20°C  afin
d’effectuer les dosages biochimiques (LDH, CPK et TGO) et afin de faire I’identification de
I’AFBI1 dans le sang par HPLC et dans les urines aprés 24h par HPLC.

Les rats sont sacrifiés dans le 8™ jour de I’administration de 1’AFB1 apres anesthésie par

I’éther. Les coeurs sont prélevés et pesés afin d’évaluer les paramétres du stress oxydatif,
1112 .2. Etude qualitatif de L’AFB1 par PHPLC dans le sang et les urines

Le mélange des produits a séparer et mis en solution dans un solvant. Ce mélange est
introduit dans la phase mobile liquide (¢luant). Suivant la nature des molécules, elles
interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire contenue dans la colonne
chromatographique. Ces interactions provoquent des échanges qui aboutissent a la séparation. La
spectrophotométrie UV est utilisée comme un détecteur de ’'HPLC, elle permet de compléter les
informations apportées par le comportement chromatographique de I’HPLC, et de caractériser
les molécules. Dans ce cas chaque composé absorbe a une longueur d’onde bien déterminée. Les
conditions chromatographiques sont HPLC model SHIMAAdZU, pompe (LC-20AT),
détecteur (SPD-20 AV), dégazeur : DGU-20 A 3.

Les conditions analytiques de HPLC la phase mobile eau — methanol :ACN, la colone C18-
125x4,6 mm, débit : 0,08 ml /min, A=365nm, colonne inférieur 10 pl/ml.

IIL.2.3. L’évaluation de I’effet cardioprotecteur de EEP
I11.2.3.1. Dosage des paramétres biochimiques

On a été fait un dosage des paramétres biochimique pour évaluer I’atteinte cardiaque qui sont

LDH, CPK et TGO et un dosage des protéines s€riques pour €valuer la toxicité de 4AFBI.
I11.2.3.2. Dosage des paramétres du stress

111.2.3.2.1. Dosage du glutathion

Le glutathion est une enzyme tripeptide composé de trois aminoacides (1’acide glutamique, la
cystéine et la glycine). Sa concentration dans les cellules est variable entre 0,5 a 10 mM et de
I’ordre des uM dans le plasma. Il existe deux formes oxydées GS-SG et GSH. Le dosage du
GSH est effectué selon la méthode colorimétrique d’Ellman (1995) par le réactif DTNB acide
5.5-dithiobio-2-nitro-benzoique. La réaction consiste a I’oxydation du GSH par le DTNB cela
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I11.2.3.2.4. Evaluation de Pactivité de la Catalase cytosolique.

La catalase est une enzyme qui catalyse la réaction de dégradation de péroxyde d’hydrogéne
en eau et oxygene. Le dosage est réalisé selon la méthode de Clairbone (1985) dont le principe

est base sur la disparition de H,O, en présence de la catalase & 25°C selon la réaction suivante ;

H,0, H,O+ O,

Pour ce dosage, un cuve de mesure contient 1ml de tampon phosphate (KH,POs) (0.1 M, pH
7.4), 0.950 ml de peroxyde d’hydrogene (0.019 M) et 0.025 ml de la source enzymatique. La
lecture de la DO est effectuée a 560 nm chaque minute pendant deux minutes. L’activité

enzymatique est exprimée en pl/g de protéines selon la réaction suivante :

2.303 Ay

log —— / g de protéine.
T A,

Ul /g de protéine =

D’ou : A, : absorbance au temps 0 mn.
A, : absorbance au temps 1 mn.

T : intervalle de temps en mn.
I11.2.3.2.5. Evaluation de ’activité de la SOD cytosolique

La détermination de I’activité de la SOD dépend de la capacité de I’enzyme a inhiber la
réduction de nitrobleutétrazoluim (NBT) c'est-a-dire inhibé la formation du formazun par les

superoxydes qui sont générés par une photoréaction & partir de I’oxygéne et la riboflavine.
Riboflavine + oxygéne ————superoxyde O

Superoxyde + NBT —— formazun

La réduction du NBT par I’anion superoxyde en formazun est suivie a 560nm.

Pour ce dosage, le mélange réactionnel contient 2ml du milieu réactionnel (cyanide de sodium
10M, solution du NBT 1.76 x 10™*M, EDTA 66 x 10”°M et la riboflavine 2 x 10° M), 5 pl de la
source enzymatique. Le mélange est arraché avec une lampe de 15 watt pendant 10 mn. Le

contrdle est préparé dans les mémes conditions mais sans sources enzymatique.

Une unité d’activité de la SOD est définit en temps que la quantité d’enzyme requise pour
empécher la réduction du NBT par 50 %.
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T

Figure 12 : Pouvoir antiradicalaire d’extrait ethanolique de la propolis
d’El-Milia, de I’ acide gallique et la quercétine.

On a constaté que les extraits ethanoliques de la propolis ont un effet scavenger trés
puissant. Ces extraits sont actifs & des concentrations allant jusqu’a 25 pg/ml. En effet, I’'EEP de
Kaous, Ouedjena et El-Milia ont un effet piégeur maximal a 200 pg/ml, atteint respectivement
(66,23 + 3,85%, 62,81 + 1,58 %, 64,95 + 3,92 %) contre 47,43 = 1,28 % avec ’acide gall'ique et
42,31 + 3,22 % avec la quercétine. Ces pourcentages peuvent étre considérés comme inhibition
totale du DPPH® car a la fin de la réaction, la solution finale posséde toujours une couleur
jaundtreIl apparait également que cet effet scavenger de tous les extraits est li¢ a leur
concentration. En comparant ces résultats, les extraits ethanoliques des différents propolis sont

trés efficaces que 1’acide gallique et la quercétine , les antioxydants de référence.

Le piégeage du radical DPPH® par l’extrait s’explique généralement par la nature des
polyphénols de 1’extrait. Les polyphénols, qui sont connus par leur activité antioxydante, ont la
capacité de piéger directement les radicaux libres (R°) et les transforment aux espéces non
radicalaires (R-H) par donation d’atomes d’hydrogéne (Marfak A., 2003).

En comparant les résultats de 1’étude spectrophotométrique, de la CPG et de 1’effet scavenger
des trois régions, on a constaté que ’extrait ethanolique de Kaous est le plus riche en composés
phénoliques et possede un effet piégeur de ROS trés puissant. Cela nous a permis de le choisir

dans la réalisation de notre étude.
V1.3. L’étude qualitative de PAFB1 par PHPLC dans le sang et les urines apres 24h

L’étude qualitative du sang et des urines par ’HPLC nous donne les résultats présentés

respectivement dans la figure 13, 14, 15, 16 et 17.
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Conclusion

VI. Conclusion

Les aflatoxines sont des mycotoxines synthétisés par des souches Aspergillus flavus,
Aspargillus parasiticus. I’ aflatoxine B;(AFB;) est I'une des plus célébres mycotoxines possédant
le profil toxique le plus sérieux, La biotransformation de I’AFB1 dans le foie par les enzymes
microsomales conduit a la génération des métabolites toxiques comme AFB1-8 9-epoxide et les
especes réactives de 1’oxygéne qui sont capables de réagir avec les lipides insaturés et ’initiation
des chaines de réactions de peroxydation des lipides membranaires de myocytes causant des
anomalies structurales. Les flavonoides sont des composés naturels largement présents dans les
fruits, les légumes et les végétaux supérieurs, 1l sont connus par leur activité antioxydante. Ils
sont des piégeurs des radicaux libres, des chélateurs des ions métalliques et également des
inhibiteurs d’enzymes responsables de la formation des radicaux libres. La Propolis désigne
toute une série de substances résineuses, gommeuses et balsamiques, de consistance visqueuse,
recueillies par les abeilles, elle a des propriétés thérapeutiques diverses grace a la présence de

polyphénles.

Notre étude est effectuée in vitro par le test au radical libre DPPH? et in vivo sur des rats
wistar , visant 4 étudier I’effet cardiotoxique de I’AFB1 et évaluer I’effet préventif de 1’extrait

ethanolique de la propolis. 1l existe une évidence considérable 4 partir de cette étude :

Aprés 24, 48 et 72 heurs de ’administration de ’AFB1, les biomarqueurs enzymatiques
cardiaques LDH, CPK et TGO ont augmenté. Aprés 7 jours, le taux de peroxydation lipidique a
augmenté et le systéme de défense enzymatique et non enzymatique a diminu€.

Le prétraitement par Uextrait ethanolique de la propolis pendant 10 jours, prévient
’augmentation des biomarqueurs enzymatique cardiaque et le taux de peroxydation lipidique et

la diminution du systéme de défense enzymatique et non enzymatique.

Les résultats obtenus de notre présente étude sont trés considérables car ils ouvrent beaucoup de
perspective notamment sur ’AFB1. Cette primaire €tude montrant la cardiotoxicité aigue de ce
produit, encourage beaucoup & établir une étude compléte et plus profonde. Des études

supplémentaires, pouvant étre basées sur :

e Larecherche d’autres effets probables de I’AFB1 dans la mitochondrie.

e FEtude de I’effet cardiotoxique a long terme.
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