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Introduction 

Avec l'évolution de la société, le consommateur est devenu plus soucieux de sa sécurité 
alimentaire, et il demande à être protégé de mieux en mieux contre les risques des 
contaminations. Tandis que les professionnels de l 'agro-industrie prennent des mesures de plus 
en plus strictes pour garantir l'innocuité des aliments, les pouvoirs publics mettent également en 

place des normes de plus en plus sévères pour prévenir au mieux les risques sanitaires. 

L'aflatoxine Bl(AFBl), mycotoxine extrêmement hépatotoxique produite principalement par la 
moisissure d' aspergillus jlavus et Aspergillus parasiticus est un contaminant majeur de certains 

produits alimentaires, incluant les céréales, les oléagineux et produits dérivés, les épices et les 
fruits secs et séchés (Dragacci et al. , 2011 ). On peut trouver l 'AFB 1 dans les poussières 

atmosphériques, dans les produits et aliments d'origine animale, dont le lait, le sang, et les abats 
peuvent contenir des traces d' elle ou de ses métabolites contenues dans les aliments ingérés par 
les animaux d'élevage. Dans d' autres substrats, matériaux comme bois, papier peint, tissus, 
peintures, colles, adhésifs et plâtre (Brochard, 2005). 

L'aflatoxine Bl telle qu'elle est retrouvée dans la nourriture n'est pas un composé susceptible 
d'induire des effets toxiques ou cancérigènes. Le mécanisme de cancérogénicité d'AFBl a été 
largement étudié, c'est l'activation de cette molécule au niveau du foie par les cytochromes P450 

qui la transforme en un composé très réactif, l'exo-8,9-époxyde, qui interagirsse avec les sites 
nucléophiles des acides nucléiques en formant l'adduit AFB1-N7

- Guanine, cette action 

constitue une étape cruciale dans l'initiation de l' hépatocarcinogenèse (Yunus et al. , 2011). Bien 

que le mécanisme exacte de l'hépatotoxicité des aflatoxines n'est pas entièrement compris, 
plusieurs rapports suggèrent que la toxicité peut s'expliquer par la génération des espèces 
réactives de l'oxygène (ROS) comme l'anion superoxyde (02

"), le radical hydroxyle (OH"), et le 
peroxyde d'hydrogène (H20 2) au cours du métabolisme hépatique de l 'AFB 1. Ces espèces 
peuvent attaquer les composés cellulaires tels les membranes, conduisant finalement à 
l'altération du fonctionnement cellulaire et à la cytolyse. Ces dommages oxydatifs sont 
rencontrées par des mécanismes de défense cellulaires incluent les antioxydants enzymatique et 
non enzymatique (Sohn et al. , 2003.; Towner et al. , 2003). 

À cet égard, les recherches réalisées dans ce domaine ont permis d' élucider les effets toxiques 

d'AFBl sur le foie, le cœur, le système respiratoire, le système immunitaire, le système rénal, le 

système nerveux, .... etc. Dans le but de prévenir tous ces effets délétères et d' améliorer la santé, 
la communauté scientifique et le grand public repose sur l 'utilisation des produits naturelles 
riches en molécules actives tel la propolis; substance résineuse gommeuse et balsamique, de 

consistance visqueuse, fabriquée par les abeilles à partir de leurs sécrétions et d'une série de 
substances résineuses provenant des plantes (Kusumoto et al. , 2001). 

La composition chimique et donc les activités de la propolis dépendent essentiellement de 
l'origine géographique, la saison de récolte, les conditions climatiques et environnementales, la 
localisation géographique, et la durée de conservation. La propolis a été utilisée depuis 
longtemps dans la médecine traditionnelle et revient sur le devant de la scène comme une 

excellente alternative aux médicaments grâce à ces propriétés biologiques résultant de sa 

richesse en composés phénoliques, notamment les flavonoïdes (flavones, flavonols et 

flavanones), et les acides phénoliques. Ces composés phénoliques possèdent certaines activités 
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biologiques y compris les effets antioxydants, des activités anticancéreuses, anticarcinogéniques 
et antimutagéniques (Bruneton, 1999). 

Dans ce contexte, nous avons fixé les objectifs suivants: 

Etude phytochimique de 4 échantillons de propolis et évaluation de l' effet de l'origine 
géographique sur sa composition chimique et son activité anti-radicalaire. 

Evaluation de la toxicité hépatique d'une dose unique intrapéritonéale (lmg/kg) de 
l'AFBl. 

Evaluation d'éventuels effets hépatoprotecteurs de la propolis administrée par voie orale 
à la dose de 1 OO mg/kg contre la toxicité de l' AFB 1 en comparaison avec la quercetine à 

la dose de 1 Omg/kg 
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Chapitre 1. Aflatoxine Bl 

1. Généralités sur les mycotoxines 

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires, produites par des champignons 
microscopiques de genre Aspergillus, Penicillium, Fusarium, et Alternaria, d'autres genres sont 
aussi impliqués comme Claviceps, Diplodia, et Arthrinium (Hussein et Brasel, 2001). Elles se 
retrouvent dans une large variété de produits agricoles notamment les céréales, les fruits à coque, 

les fruits séchés, les épices (Jard, 2009). Pendant la culture, la croissance des moisissures, la 

sécrétion, le type de mycotoxines et la quantité sécrétée sont influencés par des facteurs qui 
incluent la composition du substrat, l'oxygène, l 'humidité, la température, le pH, et la 

compétition avec les autres microorganismes (Brochard, 2005). Après la récolte, des conditions 

défectueuses à savoir les conditions de stockage, de transformation et/ou de transport des 
produits alimentaires pourraient augmenter de façon dramatique les teneurs en aflatoxines dans 
les aliments (Pfohl-Leszkowicz, 1999). 

Actuellement, plus de 300 de ces toxines sont identifiées à l' échelle internationale, et une 
vingtaine d'entre elles sont considérées comme présentant un risque pour le consommateur. 
Selon leur origine biologique, les mycotoxines sont classées en polyacétoacides, terpènes 

cyclopepetides et métabolites azotés. Elles sont aussi classées selon leurs principaux effets 
toxiques en mycotoxines mutagènes (AFs, patuline .. . ), mycotoxines cancérogènes 

(ochratoxines ... ), et mycotoxines tératogènes (trichothécènes, l ' ochratoxine A) (Jard, 2009). 

Le groupe des aflatoxines est le plus connu, le mieux étudié et le plus réglementé, elles sont 
produites par des souches d'Aspergillus jlavus, Aspergillus parasiticus et Aspergillus nomius 
(Gourama et Bullerman, 1995). Dont les plus importantes sont l 'AFB 1, l' AFB2, l 'AFG 1, 
l'AFG2, l'AFMI, et l'AFM2. Selon le centre international de la recherche contre le cancer 
(CIRC), les aflatoxines sont classées dans le premier groupe ; comme agents cancérogènes. Elles 
sont hépatocarcinogènes, mutagènes, et tératogènes (Wild et Turner, 2002). 

2. Aflatoxine Bl 

2.1. Origine et répartition 

L' AFB 1 est une substance extrêmement toxique produite principalement par la 

moisissure d' aspergillus jlavus et Aspergillus parasiticus (Talayakul et al. , 2005). C'est un 
contaminant majeur de certains produits alimentaires humaines et animales, incluant les céréales 

(blé, orge, mais, riz, seigle ... ), les oléagineux (les arachides notamment) et produits dérivés 

(pâtes, farines, pains, biscuits), les épices (paprika, chili, poivre), les fruits secs et séchés (figues, 
dates, raisins) (Coppock et Christian, 2007 ; Dragacci et al. , 2011). On peut également rencontrer 
l' AFMl dans le lait, elle provient de la biotransformation del ' AFB 1 par les ruminants (Dragacci 

etal., 2011). 

On peut ·trouver l' AFB 1 dans les poussières atmosphériques fixées au niveau des spores 
fongiques, dans les produits et aliments d'origine animale, dont le lait, le sang, et les abats 
peuvent contenir des traces d'elle ou de ses métabolites contenues dans les aliments ingérés par 
les animaux d'élevage. Dans d'autres substrats, matériaux comme bois, papier peint, tissus, 

peintures, colles, adhésifs, plâtre (Brochard, 2005). 
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2.2. Structure et propriétés physico-chimiques 

L' AFB 1 est une molécule organique complexe de nature non protéique, sa structure de 
base est constituée de cycle bifurane coumarine/ cyclopentanone (Figure 1), caractérisée par la 
présence d'une double liaison entre le carbone C8 et C9 du premier anneau furane (Schmidt et 
Esser, 1985). Elle est de formule brute C17 H1206 et de faible poids moléculaire (312.3 g/mol) 
(Dragacci et al., 2011). 

C'est une substance thermorésistante, stable même à des températures de 250° C pendant 30 
min, légèrement soluble dans l'eau, et les hydrocarbures, insoluble dans les solvants non 
polaires, très soluble dans les solvants organiques moyennement polaires (chloroforme, 
méthanol, acétone ... ). Sous la lumière Ultra-Violette, elle est fluorescente et prenne une couleur 
bleue (IARC, 1993). 

0 0 
// 

0 / 

~ 

\ 
0 

0 

Figure 1. Structure chimique de l'AFB1 (Cal/eri et al., 2007) 

2.3. Réglementations 

Les premiers règlements visant à limiter la présence de mycotoxines dans les denrées 
alimentaires ont été élaborés en 1960, après la découverte d' AFB 1. Actuellement, environ 1 OO 
pays ont des réglementations concernant ces toxines (V an Egmond et al. , 2007). Le tableau 1 
montre les quantités maximales autorisées dans les denrées alimentaires destinées à l'homme en 
Europe. 

Tableau 1. Quantité maximale autorisée dans les denrées alimentaires destinées à /'!tomme en Europe 
(188112006/CE) (AFSSA, 2009). 

Aflatoxines Matrice Teneur maximale en µg/kg 

Arachides, autres grènes, fruits secs 
De 2, 5 ou 8 selon le produit et son stade de 

transfonnation 

Céréales 
2 ou 5 selon le produit et son stade de 

transformation 

AFBl 
Certaines épices 5 

Préparations à base de céréales pour enfants 
0.1 

en bas âge 

Lait 0.05 
AFMl 

Préparations pour enfants en bas âge 0.025 
-
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Actuellement en Algérie, il n'ya pas de normes ou de limites réglementaires fixant les teneures 

maximales des aflatoxines dans l'alimentation humaine et animale. 

2.4. Biosynthèse de I' AFBl 

Depuis la découverte de la structure d' AFB 1, les chercheurs ont tenté de déchiffrer les 

voies de biosynthèse de cette toxine. La production d' AFB 1 se fait au cours de l'idiophase, dont 

il n'y a pas moins de 23 étapes enzymatiques dans la voie de biosynthèse, où elle commence 
avec des unités d'acétate et de malonate qui sont métabolisées en AFB 1 via des polycétones, 

avec pour intermédiaires principaux: l'acide norsolorine, l'avérufine, la versicolorine A et la 

stérigmatocystine. Les voies de synthèse d' AFB2, G 1 et G2 diverge de la voie d' AFB 1 (Schmidt, 

1985). 

2.5. Toxicocinétique de I' AFBl dans l'organisme 

2.5.1. Exposition par voie orale 

Après l'administration orale, l'AFBl est tout d' abord absorbée par diffusion passive au 

niveau du duodénum, cela permet son passage depuis le bol alimentaire vers le sang 30 min 
après leur ingestion (Dragacci et al., 2011). La forme circulante d'AFBl est majoritairement liée 
aux protéines plasmatiques (Dahlmann et al. , 1998), ce qui retarde sa filtration glomérulaire et 

donc son élimination rénale. Elle se distribue essentiellement dans les organes impliqués dans le 

métabolisme et l'épuration des xénobiotiques (foie et reins) mais peut être présente à l ' état de 
trace dans d'autres tissus comme le cœur, les poumons, le cerveau et les muscles (Stubblefield et 

al., 1983). 

Le métabolisme hépatique d'AFBl est réalisé principalement par l'intervention des cytochromes 

P450 (CYP450) (Brochard et Le bâcle, 2009). Il se déroule en deux phases une phase de 

biotransformation et une phase de conjugaison. Dans la première phase, il y' aura l' intervention 

des CYP1A2 et CYP3A4, dont la voie la plus dominante de bioactivation se ferait par le 

CYP1A2 qui au travers des réactions d'oxydation formant par hydroxylation l'AFMl (4-

hydroxy AFB 1 ), et par époxydation l 'AFB 1 8,9-époxyde (AFBO) (AFB 1-8,9-exo-epoxide, et 

AFBl-8,9-endo-epoxide) (Eaton et Gallagher, 1994; Do et Chai, 2007). Le CYP3A4 dont 

l'action serait moins prépondérante, est impliqué dans la formation par hydroxylation de la 3a.
hydroxy-AFB 1 (AFQl), et dans une moindre mesure dans la synthèse de l' AFBO (Guengerich et 

al., 1996). 

En plus des enzymes mono-oxygénases, deux autres métabolisations enzymatiques d ' AFB 1 

interviennent, une 0-déméthylation conduit à l' AFPl qui est ensuite détoxiquée par une UDP

glucuronyl- transférase, et une réduction de la fonction cétone en Cl via une NADPH réductase 

pour former l'aflatoxicol (AFOL) (Galtier, 2003). 

La phase de détoxification d' AFBO, comprend sa conjugaison au glutathion par des glutathion 

S-transférases (GST). L' AFBO est aussi détoxifiée par des époxydes hydrolases conduisant à 

l' AFB 1-dihydrodiol puis à l 'AFB 1- dialdéhyde ensuite transformée en AFB 1-dialcool par 
l'AFBl-aldéhyde réductase, une conjugaison à l'acide glucuronique des métabolites hydroxylées 
aboutit à la formation de glucurono-conjugués (Klein et al. , 2000 ; Kelly et al. , 2002 ). 

L' AFB 1 est éliminée dans la bile sous forme conjuguée au glutathion et/ou au acide 

glucuronique. Elle est ainsi éliminée par voie urinaire sous forme inchangée ou sous forme 

métabolisée. Les adduits aflatoxine-guanine sont aussi retrouvés dans les urines et peuvent servir 
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de biomarqueur. L' AFMl se trouve excrétée dans les urines et aussi dans le lait (IARC, 1993). 
Les voies de métabolisation d' AFB 1 sont représentées dans la (figure 2). 
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Figure 2. La métabolisation d'AFBlavecformation des métabolites réactifs et des biomarqueurs (Wild et Turner, 
2002). 

2.5.2. Exposition par voie respiratoire 

Après l'inhalation d' AFB 1, une proportion de celle-ci sera stockée dans les poumons où 
elle subit une métabolisation majoritairement par la prostaglandine H-synthétase et/ou la 
lipoxygénase, conduisant à la formation de différents métabolites dont la forme active est 
l' AFBO, cette activité étant concentrée dans les macrophages alvéolaires. Le CYP2Al3 , 
prédominant au niveau du système respiratoire, est capable de métaboliser l 'AFBl en AFBO (He 
et al., 2006). Une telle activation en combinaison avec la faible activité de conjugaison de la 
GST cytosolique contribue probablement à la sensibilité particulière des poumons humains à 

l'AFBl. Les études in vitro suggèrent que les CYP450 responsables de l'activation d' AFBl dans 
le foie, jouent un rôle mineur dans leur activation dans le poumon chez l'homme (Massy et al. , 
2000). La grande proportion d' AFB 1 inhalée sera transportée par le sang vers le foie dont elle 

subit une biotransformation par les CYP450 (Biswas et al. , 1993). 

Du fait de leurs effets toxiques, l 'AFB 1 et ces métabolites seront éliminées hors organisme, à 
partir du sang soit directement dans les urines, soit indirectement dans les selles ou les urines 
après leur métabolisation dans le foie. La demi-vie plasmatique de l 'AFB 1 est de 87. 7 heures 
après une administration intratrachéale (Coulombre et Sharma, 1985). 
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2.6. Effets de l' AFBl sur la santé 

Les effets des AFs sur la santé varient suivant l'espèce, l' âge, le sexe, l' état 
physiologique de l'animal, le mode d'administration et la composition de l' alimentation. 

2.6.1. Immunotoxicité 

L' AFB 1 a un effet inhibiteur sur le système immunitaire. Cet effet est dû au fait de 
l'interaction d'AFBO avec l'ADN et L'ARN bloquant ainsi la synthèse protéique dont la 
synthèse des lymphokines et du complément C4 qui a une activité hémolytique et 
bactériolytique. L' AFB 1 inhibe la phagocytose des macrophages ce qui provoque l' arrêt des 
processus ultérieurs et la présentation des antigènes aux lymphocytes B, ces arrêts ont pour 
conséquence la diminution de la production des anticorps et donc une chute de la résistance aux 
maladies (Pier, 1991). 

2.6.2. Hématotoxicité 

L' AFBl exerce des effets hématotoxiques, elle affecte l'hématopoïèse en induisant des 
aberrations chromosomiques des cellules de la moelle osseuse (Ito et al. , 2002). L'inhibition de 
l'hématopoïèse, l'hématopoïèse défectueuse transitoire, la destruction des globules rouges ou la 
combinaison des trois sont des mécanismes qui ont été proposés pour expliquer l' association 
entre l 'AFB 1 et l'expression d' anémie selon des études réalisées sur des animaux (Verma et 
Raval, 1991). 

2.6.3. Effets sur la reproduction 

Il existe de nombreux rapports qui décrivent les effets délétères d' AFB 1 sur les systèmes 
de reproduction et de développement tels que la maturation sexuelle, le développement et la 
maturation des follicules, la gestation et le développement de fœtus (Faisal et al. , 2008). 

De nombreuses études ont démontré la toxicité d' AFB 1 sur la reproduction masculine, les 
organes de reproduction et sur les différents aspects de la spermatogénèse (Faridha et al. , 2006; 
Faisal et al., 2008). Une dégénération des testicules, des cellules germinales et une diminution 
de la fertilité, et de l'efficacité des spermatozoïdes ont été mises en évidence par Egbunike et al. 

(1980) après le traitement des rats par une dose sublétale d' AFB 1. 

Le traitement des souris albinos par une dose de 500 µg/kg/jour d'AFBl pendant 7, 15, 30, 45 
jours, a causé une diminution de la mobilité et de la concentration des spermatozoïdes. Une 
augmentation des spermatozoïdes anormaux a été mise en évidence (Agnes et Akbarsha, 2003). 
Le traitement des souris albinos par l' AFB 1 a causé des fragmentations de la chromatine des 
spermatozoides. 

L'administration d'AFBl aux rats femelles a provoqué des réductions dans le nombre d'oocytes, 
du nombre de follicules et du poids des cellules sexuelles (diminution de la taille de l' utérus et 
les ovaires) (Hafez et al., 1982). 

2.6.4. Effets tératogènes 

L'AFBI peut traverser la barrière placentaire, il y a donc la possibilité d'exposition du 
fœtus qui n'a pas de systèmes de détoxification matures. Les effets délétères observés sur le 
fœtus sont des anomalies du squelettique et cardiaques, et des microphtalmies notées chez la 
progéniture des lapins exposés oralement à l 'AFB 1 (Brochard et Le Bâcle, 2009). 
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2.6.5. Effets sur le système rénal 

L'administration d'AFBl aux souris induit des lésions hémorragiques intenses dans les 
reins. Une dose unique d'AFBl stoppe l'incorporation de 50% d'acide orotique dans l'ARN et 
donc l'inhibition de sa synthèse (Akao et al., 1971). 

L'administration orale d' AFB 1 chez des rats a des effets cancérigènes sur les reins (Epstein et 

al., 1969). Une dose unique d' AFB 1 (1 OO µg/kg) diminue significativement la filtration 
glomérulaire, la résorption du glucose, le transport tubulaire des électrolytes et des anions 
organiques (Grosman et al. , 1983) 

L'AFBl provoque une diminution dans le taux des enzymes nécessaires pour la protection des 
tissus rénales contre les dommages oxydatifs (kanbak et al. , 2001 ). L'examination histologique 
des tissus rénaux des rats traités par l 'AFB 1 a démontré des dégénérations, gonflements, et des 
déformations des cellules qui tapissent les tubules contournés proximal et distal (yalmaz et al. , 

2006). 

2.6.6. Effets sur le système respiratoire 

L'administration intratrachéale d'AFBl supprime la libération du facteur de nécrose 
tumorale- Alpha (TNF-a) des macrophages alvéolaires et affaiblit le système immunitaire naturel 
et acquis, respectivement par la suppression de la phagocytose des macrophages péritonéale et la 
réponse primaire des anticorps de la rate. Des adénomes pulmonaires ont été détectés, chez 
100% des rats traités par l' AFB 1 trois fois par semaine durant un mois (Wieder et al. , 1968). 

2.6. 7. Effets sur le système nerveux 

Un traitement aigue des rats par l'AFBl provoque une diminution d'acétylcholinestérase 
du cerveau, alors qu'un traitement chronique cause une augmentation d'acétylcholinestérase de 
l'adénohypophyse (Egbunike et Ik:egwuonu, 1984). 

L' AFB 1 altère l'homéostasie des amines biogéniques du système nerveux central. Chez les rats, 
l'AFBl cause une diminution de la sérotonine et de son métabolite l' acide 5-
hydroxyindoleacetique (Weekly et al. , 1985), elle inhibe la métabolisation du tryptophane par la 
diminution de l'activité du tryptophane 2, 3- dioxygénase (Weekly et Llewellyn, 1984). L'AFBl 
provoque la diminution de la tyrosine ce qui conduit à l' altération de la concentration des 
catécholamines (Weekly et al. , 1989). 

L'administration gastrique répétée d' AFB 1 conduit à une diminution de la concentration de la 
dopamine et de ces métabolites (Coulombe et Sharma, 1985). L' administration intrapéritonéale 
d' AFB 1 cause des tumeurs dans le système nerveux central et périphérique (Goerttler et al., 

1980). 

2.6.8. Cardiotoxicité 

L' AFBl a un effet sur l'approvisionnement des cellules cardiaques en énergie par son 
action inhibitrice sur la synthèse de glycogène, l' assimilation du glucose, et sur la glycolyse. Cet 
effet a pour conséquence la réduction du taux de glycogène et du glucose accompagnée par une 
diminution des enzymes glycolytiques, le Glyceraldéhyde 3- phosphate déhydrogénase 
(GAPDH), le Glucose isomérase (GI), et le lactate dehydrogénase (LDH) (Abdulmajeed, 2011 ). 

La diminution du glycogène cardiaque résulte d'une inhibition de l'activité des enzymes 
biosynthétiques et de la stimulation de la glycogénolyse et ce ci par l' inhibition de l'hydrolyse de 
l'adénosine monophosphate polycyclique (AMPc) (Kiessling, 1986). La réduction de 
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l'absorption du glucose peut être attribuée à la diminution du nombre des transporteurs GLUT 1 
et GLUT 4 du sarcolemme (Kiessling, 1986). 

2.6.9. Effet sur la peau 

Lorsque la peau est exposée aux AFB 1, des brûlures, des rougeurs et des nécroses 
cutanées se produisent. Des études récentes ont démontré que l' AFB 1 possède des activités 
initiatrices pour les tumeurs de la peau (Rastogi et al., 2006). 

2.6.10. Effets sur le foie 

L'organe principal visé par les aflatoxines est le foie. Après l'invasion des AFB 1 dans le 
foie, les lipides infiltrent les hépatocytes et cela conduit à la nécrose ou à la mort des cellules 
hépatiques. En corrélation avec la diminution du fonctionnement du foie, il apparaît un 
dérangement du mécanisme de la coagulation sanguine, un ictère et une augmentation des 
transaminases et des phosphatases libéré dans le sérum. L' AFB 1 altère l' équilibre de la balance 
antioxydante-prooxydante hépatocytaire (Meki et al. , 2004). 
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1. Le foie 

1.1. Anatomie 
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Le foie est le plus volumineux organe de l' organisme, pèse environ 1,5 kilo. Il est logé 
dans la partie supérieure de l'abdomen, du côté droit et recouvert par une capsule de tissu 
conjonctif, elle-même entourée par le péritoine. Il est divisé en deux sections, le lobe droit et le 

lobe gauche. Ces deux lobes se composent d'une multitude de segments, les lobules, qui 

constituent l'unité fonctionnelle du foie. Ces lobules sont formés par des hépatocytes et de 

cellules sinusoïdales (cellule endothéliale, cellule de Kupffer et cellule étoilée du foie) (Lanz, 
2009). 

Les hépatocytes ont une double polarité, leurs faces sinusoïdales sont en contact intime avec le 

sang portal via les cellules endothéliales. Ce sont des zones d 'échanges intenses où les cellules 

puisent les éléments nécessaires à leurs activités de synthèse (lipides, protides et glucides) et de 
catabolisme (xénobiotiques, hormones ... ) et déversent les produits de leurs activités. Leurs faces 

biliaires délimitent le canalicule biliaire. La bile secrétée par les hépatocytes chemine dans ce 

système canaliculaire puis est recueilli dans des ductiles juxta-portaux qui se jettent dans le canal 
biliaire de l'espace porte. 

Les cellules endothéliales limitent la sinusoïde et empêchent le sang de s' immiscer dans l ' espace 

de Disse tout en autorisant, par leurs systèmes de pores, les échanges entre le plasma et les 

hépatocytes. 

Les cellules de Kupffer sont des macrophages situées à l' intérieur de la sinusoïde, leurs rôles est 

de purifier le sang sinusoïdal des impuretés non arrêtées par la barrière intestinale (endotoxines 

bactériennes, particules minérales ou virales ... ). Les Cellules étoilées du foie sont situées dans 

l'espace de Disse, ont pour fonctions le stockage de la vitamine A, et la synthèse de la matrice 

extracellulaire hépatique (Yves, 2005). 

Le foie est approvisionné en sang à raison de un à deux litres par minute à partir de deux sources: 
l'artère hépatique, d'une part, qui transporte vers le foie du sang riche en oxygène, et la veine 

porte d'autre part, qui amène le sang riche en nutriments venant de l'intestin, de l' estomac et 

d'autres organes du système digestif. Toutes les deux pénètrent dans le foie par la porte du foie. 

La bile gagne le duodénum par le canal cholédoque, qui quitte le foie au niveau de la porte du 

foie (Lanz, 2009). 

1.2. Fonctions du foie 

Le foie reçoit par l'artère hépatique et la veine porte des substances chimiques, qu ' il 
transforme et rejette soit dans la bile, par laquelle elles passent dans la vésicule biliaire puis dans 

l'intestin, soit dans les veines sus-hépatique, d' où elles passent dans la veine cave puis dans 
l'ensemble de la circulation sanguine. De plus, il peut synthétiser des substances nécessaires à 

l'organisme et en stocker; c'est le cas de la production d'hormones, de lipides et de protéines 
, (albumine, fibrinogène et facteurs de coagulation). D'autre part cette glande volumineuse joue un 

rôle dans la métabolisation des sucres (synthèse du glycogène) et des lipides (corps gras comme 

le cholestérol), et le stockage de la vitamine B12 ainsi que celui du fer. Enfin le foie possède des 

capacités de neutralisation des toxines et d'autres produits contenant de l'ammoniaque (Yves, 

2002). 
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1.3. Pathologies 

Le foie peut être atteint par une inflammation (hépatite, d'origine virale, alcoolique, 
toxique), une infection bactérienne globale ou localisée (abcès), un parasite -(amibiase, kyste 
hydatique ), par une cirrhose, par une tumeur bénigne ou maligne (hépatocarcinome, métastases) 
(Yves, 2002). 

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est une tumeur maligne qui se forme à la suite de la 
dégénérescence des hépatocytes ou des cellules précurseurs de celles-ci (cellules souches 
hépatiques) qui se mettent à proliférer de manière anarchique. Dans les pays tropicaux le CHC 
est souvent lié au virus des hépatites B et C, parfois à la pollution des aliments, notamment par 
!'aflatoxine Bl (Yves, 2002; Lanz, 2009). 

2. Mécanisme de l'hépatotoxicité de l' AFBl 

2.1. Mécanisme de géno- et cancérogénicité 

L'AFBl a la capacité d' interagir avec l'ADN et l'ARN et d' inhiber la synthèse des 

macromolécules par intervention au cours de la transcription et de la synthèse des protéines. 

2.1.1. Par action sur l' ADN 

L'AFBl telle qu'elle n'est pas un composé toxique ou cancérigène mais c' est l' activation 
de celle-ci au niveau du foie qui la transforme en un composé très réactif: l' AFBO (Miller, 

1978). 

C'est la fonction exo-époxyde, le site hautement réactionnel d' AFBO, qui s' intercale dans 

l' ADN double brin en formant des liaisons covalentes en 5' et plus précisément en position N7 
de certaines guanines et donne l' adduit AFB1-N7-Gua plutôt instable qui va soit libérer l'AFBl-

8,9-dihydrodiol et restaurer ainsi les sites guaniliques, soit subir une dépurination et créer un site 

apurinique dans l' ADN (AP), soit se convertir en un adduit stable, non réparable, le AFB 1-

formamidopyrimidine (AFBl-FAPY) (Yunus et al. , 2011). Ce dernier peut persister durant 
plusieurs cycles de replication del' ADN (Keller-Seitz et al., 2004). 

Benassutti et al. (1988) ont démontré que la réactivité de l' AFB 1 pour la guanine dépend des 
bases de part et d'autre de celle-ci. Le maximum de réactivité est observé avec une répétition de 
3 guanines, et c'est le 2ème G qui est la cible d' AFB 1. La liaison covalente d' AFB 1 aux 
protéines membranaires peut réduire l' apport en thymidine et d' autres précurseurs des 
nucléotides nécessaires pour la synthèse d' ADN (Kunimoto et al. , 1974). 

L'adduit AFBl-ADN inhibe la méthylation d'ADN et provoque l' altération de l' expression des 

gènes et la différentiation cellulaire (Wilson et Jones, 1983). L' affinité d' AFB 1 à l 'ADN 
mitochondriale est 3 à 4 fois plus qu'à l' ADN nucléaire (Niranjan et al. , 1982). Les lésions 

d' ADN mitochondriale sont persistantes et peuvent être dues à un manque des mécanismes de 
réparation dans cette organelle. Par conséquent, la transcription et la traduction mitochondriale 
sont inhibées ce qui conduit à une transformation néoplasique des cellules (Hsieh, 1987). 

Les différentes lésions de l' ADN liées à l'action toxique des époxydes sont : les aberrations 
chromosomiques, la formation de micro-noyaux, les échanges de chromatides sœurs, les 
cassures de chromosomes, et les modifications de la synthèse d' ADN (Wang et Groopman, 

1999). 
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Comme il a été démontré ci-dessus, la liaison covalente d'AFBl à l'ADN induit des mutations 
dont les plus étudiées interessent le gène de supression tumorale (P53) et l ' oncogène ras 
(AFSSA, 2009). 

A. Effet sur le gène ras 

Par son pouvoir mutagène, l' AFBl peut induire l' activation de nombreux proto
oncogènes incluant HRAS, KRAS ou NRAS (Beaune, 2001 ). 

Dans le foie des rats, deux types de mutations ont été démontrées dans la région du codon 12 du 
gène Ki-ras : GGT 7 GAT (McMahon et al. , 1987) et GGT 7 TGT (Sinha et al. , 1988). 

Chez l'homme, ces mutations se déroulent dans la première et la deuxième position du codon 12 
du protooncogène Ha-ras (Sinha et al., 1988). 

B. Effet sur le gène P53 

La mutation associée à l 'HCC correspond à une transversion AGG vers AGT (le 

changement d'une arginine en une sérine) du codon 249 de la protéine P53 , une mutation 

somatique qui n'affecte que les cellules hépatiques dans certaines conditions (Smela et al., 

2001). 

Benassutti a démontré que l' AFB 1 réagit avec 20% des bases entre les exons 5 et 8 de P53 dont 
85% sont des guanines. D' autres mutations ont été décrites sur des codons des exons 7 et 8 de 
P53, par exemple, les mutations AGG-ATG du codon 249 (arginine vers méthionine) et CCC
ACC (proline vers thréonine) du codon 250. Les adduits de l' AFBl peuvent donc agir à 
plusieurs endroits sur les séquences d' ADN, même si la troisième base du codon 249 représente 

le« point chaud » préférentiel (Aguilar et al., 1993). 

2.1.2. Par action sur les protéines 

L' AFB 1 inhibe fortement la synthèse des protéines dans les cellules du foie des rats. La 

structure et les activités des protéines peuvent être altérées par la formation des liaisons 

irréversibles covalentes non spécifiques (dénaturation ou blocage des sites de liaisons) et/ou des 
liaisons réversibles non covalentes spécifiques (liaisons de compétition) avec l 'AFB 1. Les 
protéines liant l' AFBl de façon réversible peuvent servir comme des réservoirs à cette toxine, 
prolongeant de ce fait l'exposition et le transport des métabolites réactifs (Hsieh, 1987). Une 
proportion d' AFB 1 activée est transloquée vers divers sites subcellulaires où il y aura la 
formation des liaisons covalentes en premier lieu avec les macromolécules cellulaires (exp : 
réticulum endoplasmique granulé), les noyaux, et finalement avec la mitochondrie (Ch' ih et 

Devlin, 1984). 

Plusieurs protéines cellulaires: la pyruvate kinase, l'albumine, l' anhydrase carbonique, et les 

histones sont capables de se lier à l' AFB 1 en raison de la présence de séquences nucléaires qui 

augmentent de façon remarquable la translocation et l'activation d' AFB 1 dans le noyau (Ch' ih et 

al., 1993). 

L'inhibition de la synthèse protéique par l'AFBl peut survenir directement par l'inactivation des 
enzymes biosynthétiques ou indirectement par l ' altération des activités d' ADN, l' inhibition de la 
synthèse, la maturation et la traduction d'ARN, et/ou par l' interférence avec le transport des 

acides aminés (Hsieh, 1987). 

Le traitement des cellules par l 'AFB 1 provoque une dégranulation du réticulum endoplasmique 
(RE) suite à des changements disruptifs, des dommages membranaires du RE, l' interférence avec 
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les sites de liaison et le cycle ribosomale, l'inhibition de la libération des protéines nouveau 
synthétisé, et la suppression de la synthèse de l 'ARNm (Terao et Ueno, 1978). 

2.1.3. Par action sur l' ARN 

La synthèse d'ARN du foie des rats est inhibée par l'AFBl (Yu, 1977 ; 1981) 
spécialement l' ARN nucléaire qui forme l' ARN ribosomal (18s et 28s) et son précurseur (32s et 
45s) (Roy, 1968; Yu, 1977). Cette inhibition résulte de la réduction des activités d'ADN, 

l'inhibition de l'ARN polymérase II (Saunders et al., 1972; Yu, 1977) et l ' altération du transport 
des nucléotides (Kunimoto et al., 1974; Akinrimisi et al. , 1974). 

La diminution de la synthèse d' ARN est expliquée par la liaison d' AFB 1 avec les régions actives 
de la chromatine nucléaire (Yu, 1983). Yu (1981) a démontré que l'AFBl peut interférer au 
cours d'élongation d'ARN. L'AFBl perturbe le processus post-transcriptionel de la formation 
d'ARNr (Harley et al. , 1969) par l'intervention aux cours de clivage d'ARN 45s aux ARN 18s et 

28s (Hsieh, 1987). 

2.1.4. Par action sur le métabolisme 

A. Les glucides 

L'administration d' AFB 1 à différentes espèces animales provoque une réduction du taux 

de glycogène hépatique avec une augmentation du taux de glucose sérique (Kiessling, 1986). Ces 
affections peuvent survenir à cause d' une inhibition des enzymes glycogéniques (glycogène 
synthase), d' inhibition de la glyconéogenèse, d' une diminution du transport du glucose vers les 
hépatocytes ou d'une augmentation des activités des enzymes de métabolisation des précurseurs 
de glycogène (glucose 6- phosphate déhydrogénase) (Kiessling, 1986 ; Hsieh, 1987). 

B. Les lipides 

L'AFBl affecte le transport et/ou la biosynthèse des lipides, l' oxydation des graisses, ce 

qui conduit à une accumulation lipidique dans le foie (Hamilton, 1975 ; Chou et Marth, 1975). 

Terao et Ueno (1978) ont démontré que le traitement des cellules par l'AFBl entraîne une 

diminution de l'oxydation mitochondriale avec une accumulation concomitante des lipides 
hépatiques ce qui conduit à des dommages des mitochondries du foie. En plus des effets suscités, 

l' AFB 1 affecte l'absorption et la dégradation lipidique (Tung et al. , 1972). 

2.2. Mécanisme moléculaire de l'interaction AFBl- virus de l'hépatite B (VHB) et C (VHC) 

L'augmentation de l' incidence des cancers, chez les individus porteurs de virus, peut 
s'expliquer par le fait que les virus altèrent 1' expression des enzymes métabolisant l 'AFB 1 

(Pfohl-Leszkowicz, 2009). Kirby et al. (1996) ont observé une augmentation de l' activité des 
CYP2A6 et 3A4 du foie, lorsque les individus avaient une hépatite. Par ailleurs, il y a 

simultanément une baisse de l' activité du GST (Zhang et al. , 2006). Les enfants porteurs du 
VHB en Gambie ont plus d'adduits aux protéines dans le sang et excrètent plus d' adduits à 
l' ADN que ceux qui ne sont pas porteurs. Des résultats identiques ont été obtenus chez des 

adolescents en chine. La corrélation est moins évidente chez les adultes, montrant la complexité 

des interactions (Pfohl-Leszkowicz, 2009). 

Le risque de développer un HCC est multiplié par 60 en cas de présence d' adduits d'AFBl et du 

VHB (Shen et al., 1994). 

La protéine HBx permet de sélectionner les cellules mutées préalablement par l 'AFB 1 et ainsi de 
favoriser l' apparition d'un CHC. Elle peut inhiber l'excision de nucléotides pour la réparation de 
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l' ADN en se liant aux protéines de réparation ou directement à l 'ADN endommagé; ce qui peut 

favoriser la persistance des adduits d' AFB 1 (Shen et al., 1994). 

3. Marqueurs d'évaluation de l'hépatotoxicité del' AFBl 

La principale conséquence d'une intoxication grave par aflatoxines est la nécrose 

hépatique qui se traduit par une forte augmentation des transaminases plasmatiques. Cette 

nécrose est associée à une infiltration de cellules inflammatoires. La réduction du nombre 

d'hépatocytes et leur dysfonctionnement provoquent une stéatose et une choléstase avec 

l'augmentation des taux plasmatiques en bilirubine, phosphatases alcalines (PAL) et gamma

glutamyl transférases (GGT), une prolifération des canalicules biliaires et le développement 

d'une fibrose hépatique. 

3.1. Les métabolites de l' AFBl 

Les métabolites d'AFBl (l'AFMl, l'AFQl , AFPl , ... ), ses adduits à l'ADN dans les 
urines, ses adduits à l'albumine sérique et l' AFMl dans le lait maternel sont utilisés comme 

indicateurs d'exposition des populations. 

3.2. Les transaminases (TGP/TGO) 

Les transaminases appelées également aminotransférases sont deux enzymes: Alanine 

Amino-Transférase (ALAT/TGP) et Aspartase Amino-Transférase (ASAT/TGO), produites par 

les cellules du foie, Leur taux normal dans le foie est situé entre 5 à 40 unités internationales par 

litre. L'augmentation du taux sérique de ces enzymes est liée à un endommagement partiel des 

hépatocytes. Le niveau sérique en ALAT et ASAT peut correspondre approximativement à la 

quantité de cellules mortes ou à l'étendue de l'inflammation (la réaction du système immunitaire 

en cas d'irritation ou de blessure) du foie (Teeter et Franciscus, 2004). 

3.3. La phosphatase alcaline (PAL) 

Les PAL sont des enzymes hépatiques produites dans les voies biliaires et les os. Leur 

présence dans le sang est liée à des lésions de divers organes tels que le foie. L'augmentation des 
PAL au-dessus de la valeur normale située autour de 120 unités internationales par litre (UI) 
s'observe au cours des maladies du foie et des voies biliaires (Teeter et Franciscus, 2004). 

3.4. La gamma glutamyl transférase (GGT) 

C'est une enzyme essentiellement présente dans le tissu hépatique et dans le tissu rénal. 

Le niveau normal de la GGT est de 12 à 55 UI/L. Le taux de gamma GT dans le sérum sanguin 

augmente au cours de certaines maladies du foie qui se caractérisent par l'existence d'un obstacle 
à l'écoulement normal de la bile du foie vers l'intestin grêle (cholestase) (Teeter et Franciscus, 

2004). 

3.5. La lactate déshydrogénase (LDH) 

La lactate déshydrogénase est une enzyme importante dans le métabolisme des sucres. On 

la retrouve dans les cellules de différents organes et tissus; rein, foie, cœur, muscles, pancréas, 

cerveau, ... Une augmentation importante du taux de LDH est le signe d'une souffrance cellulaire 

sans indication sur l'organe atteint. Son dosage est donc couramment associé à d' autres 

évaluations. Les valeurs normales sont comprises entre 190-430 UI/l (Teeter et Franciscus, 

2004). 
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3.6. Bilirubine 

La bilirubine est le produit résultant de la dégradation d'une partie d'hémoglobine, sa 
concentration à l'intérieur du plasma est normalement inférieure à 10 mg par litre, soit 6 µmoles 
par litre. Lorsque la fonction hépatique est endommagée, comme dans le cas d'une hépatite aiguë 
ou de la phase finale d'une maladie du foie, la bilirubine s' accumule dans le sang et dépasse 30 
mg par litre, ce qui entraîne le jaunissement de la peau et des yeux (Teeter et Franciscus, 2004). 
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Chapitre 3. Les acteurs du stress oxydant cellulaire 

1. Définition du stress oxydant 
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L'oxygène moléculaire est un élément crucial pour la vie des organismes aérobiques, 
toutefois il peut former des espèces partiellement réduites appelées les radicaux libres. 

Cependant, une production excessive de ROS par différents mécanismes physiopathologiques 
ou facteurs environnementaux entraine un déséquilibre de la balance prooxydant/antioxydant ce 
qui donne lieu au stress oxydant. La cellule ne contrôle alors plus cet excès de ROS qui va 
engendrer de nombreux dommages oxydatifs au niveau moléculaire. Pour cela l' organisme va 
devoir se protéger par différents systèmes antioxydants afin de préserver les performances 
physiologiques (Favier, 2003). 

2. Principales espèces réactives oxygénées (ROS) 

Le terme espèce réactive de l ' oxygène (ROS) regroupe les radicaux libres oxygenes 
[radical superoxyde (02•-) , radical hydroxyle (OH•), monoxyde d' azote (NO•) . .. ] et certaines 

dérivées réactives non radicalaires [l ' anion peroxyde co/-), le peroxyde d'hydrogène (H202), et 
le peroxynitrite (ONOO-)] (Bartosz, 2003). 

Les ROS sont produits continuellement à l'intérieur et à l'extérieur de la cellule eucaryote. Les 
sources exogènes de ROS comprennent les autres cellules, les produits chimiques, polluants et 
les radiations ionisantes. Tandis que les sources endogènes comprennent les processus 
métaboliques employant de l'oxygène (Barzilai et Yamamoto, 2004). Comme principales ROS 

on peut citer : 

~ L'anion superoxyde (02 •-) 

Il peut se former par réaction de l'oxygène avec un électron provenant d'une fuite au 

niveau de la chaîne respiratoire mitochondriale (Bartosz, 2003), par la NADPH oxydase (Babior 

et al., 2002), selon la réaction suivante : 

N ADPH oxydase 
NADPH+202 • 2 0 2•-+ NADP + Ir 

Au cours de l' oxydation de la xanthine en acide urique, (Bartosz, 2003) 

Xanthine -oxydase 

Xanthine + 202 + H20 Acide urique + 202 •- + 2Ir 

Au cours de l'auto-oxydation de composés tels que les neuromédiateurs, les thiols, mais aussi de 
la détoxification des xénobiotiques par le système des cytochromes P450 (Halliwell et 

Gutteridge, 1999). 

~ Le peroxyde d'hydrogène (H202) 

La production d' H20 2 peut résulter aux cours de la réaction suivante (Milane, 2004) : 

202·-+ 2w SOD 
• 202 + H202 

Au cours de la désamination oxydative de certaines amines catalysé par une monoarnine oxydase 

(Gardès et al., 2003). 
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~ Le radical hydroxyle (OH•) 

Le radical hydroxyle (OH•), peut se former selon les réactions suivantes (Sorg, 2004) : 

H202+ Fe2+ • OH•+ Off+ Fe3+ 

H202 +202·- • OH•+ Off+ 0 2 

~ Le radical peroxyle (Roo•) et le radical alkoxyle (RO•) 

Le radical peroxyle (Roo•) est formé par une réaction directe entre l'oxygène et le radical 
alkyle (R •). La décomposition de l 'hydroperoxyde (ROOH) en présence de l 'UV et des métaux 
de transition donne des radicaux peroxyles ou des radicaux alkoxyles, selon les réactions 
suivantes: 

ROOH • Roo·+H· 

ROOH+Fe/ • Roo• +Fe/+ H) (Decker, 1998). 

~ Le monoxyde d'azote (No•·) 

Beaucoup de cellules sont capables de produire du monoxyde d'azote (NO•) selon la réaction 
suivante: 

NOS 
L-Argénine + 0 2 + NADPH • L-Citruline +No•+ NADP (Sorg, 2004). 

Le No• donne, en présence de 1'02, des oxydes d'azote (ONoo•, N203), et en présence 
de 1'02 •-,de l'anion peroxynitrite (ONOO-) (Gardès et al. , 2003). 

~ L'acide hypochloreux (CIO) 

En présence d' H20 2 et d' ions cr, la myéloperoxydase catalyse la formation de dérivés 
halogénées toxiques. 

H202 +CI- • CIO-+ H20 (Sorg, 2004). 

~ L'oxygène singulet (102) 

Il peut être produit par plusieurs réactions biochimiques d'oxydation (Sorg, 2004) 
incluant: 

L'attaque de l'eau oxygénée par la myéloperoxydase : 

H202+HOCI • H202+H++cr+I02 

La réaction entre divers ROS 

H202+0NOO- • 102+N02-+H20 

H202 +CIO- • 1 02 +cr+ H2o 

3. Potentialités toxiques des espèces radicalaires 

L'accumulation des ROS provoque l' apparition des dégâts cellulaires et tissulaires 
souvent irréversibles dont les cibles biologiques les plus vulnérables sont les lipides, les 
protéines et l'acide désoxyribonucléique (Halliwell et Whiteman, 2004). 
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3.1. Les lipides 

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de 
l'attaque par le radical hydroxyle OH• capable d' arracher un hydrogène sur les carbones situés 
entre deux doubles liaisons. Cette réaction appelée peroxydation lipidique, forme une réaction en 
chaîne car le radical peroxyle formé se transforme en peroxyde au contact d'un autre acide gras 
qui forme un nouveau radical. Le radical peroxyle, après évolution en un peroxyde cyclique et 
coupure de la molécule, peut libérer différents aldéhydes toxiques dont le malonalyldialdéhyde 
(MDA) ou l'hydroxynonenal (4-HNE). Cette attaque des lipides peut concerner les lipoprotéines 
circulantes ou les phospholipides membranaires (Khohen et Nyska., 2002). 

3.2. Les protéines 

Les ROS peuvent attaquer les protéines notamment les acides aminés soufrés et 
aromatiques pour produire des groupements carbonyles et des acides aminés modifiés incluant 
la méthionine sulfoxide, la 2-oxohistidine, et les peroxides proteiques. La modification 
protéique est initiée par l'attaque du OH• soit au niveau de la chaine latérale, avec formation des 
produits d'oxydation soit au niveau de la liaison peptidique entrainant la fragmentation de la 
chaine (Berlett et Stadtman 1997). Les produits de la peroxydation lipidique peuvent réagir avec 

les protéines entrainant par conséquent son oxydation (Virag et al. , 2003). 

3.3. L'ADN 

Les ROS ont une grande affinité de réaction avec certaines bases constitutives de l 'ADN 

engendrant un grand nombre de bases modifiées: 8 oxo guanine, 8 nitro guanine, 
formamidopyrimidine et 8 oxo adénine. Mais ils peuvent aussi attaquer la liaison entre la base et 
le désoxyribose, créant un site abasique, ou attaquer le sucre lui-même, créant une coupure de 
chaîne simple brin. Des dommages indirects peuvent résulter de l'attaque d'ADN par des produits 
de la peroxydation lipidique (MDA), formant des adduits de type MDA-guanine ou 
éthénodérivés. L'attaque radicalaire des protéines qui sont en contact avec l'ADN entraîne des 
adduits sur des bases de type lysinoguanine (Cadet et al. , 2002 ; Favier, 2003 ). 

3.4. Les glucides 

Le glucose peut s'oxyder dans des conditions physiologiques en présence de trace 
métalliques, en libérant des cétoaldéhydes, H202 et OH, qui entraîneront la coupure de protéines 
ou leur glycation par attachement du cétoaldéhyde. Ce phénomène de glyco-oxydation est très 
important chez les diabétiques et contribue à la fragilité de leurs parois vasculaires et de leur 

rétine (Favier et al., 2003). 

Face à la production permanente de ROS, l'organisme a développé des systèmes de défense très 
efficaces qui sont susceptibles d'inhiber directement la production, de limiter la propagation ou 
de détruire les ROS. Il existe deux catégories majeures: les systèmes enzymatiques et les 
systèmes non enzymatiques (Comhair, 2002). 

4. Mécanismes cellulaires de défense contre les ROS 

4.1. Systèmes antioxydants enzymatiques 

Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau de 1'02 •

et de l'H20 2, conduisant finalement à la formation d'H20 et de 1'02 (Lehucher-Michel et al. , 
2001). 
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Les superoxydes dismutases (SOD) sont des métalloenzymes qui catalysent la dismutation de 
deux molécules d' 02 •-en 0 2 et H20 2 (Tremellen, 2008). 

La catalase est une enzyme héminique présente essentiellement dans les peroxysomes, son rôle 

est d'accélérer la dismutation d'H20 2 en H20 et en 02 (Tremellen, 2008). 

La glutathion peroxydase (GPx) et réductase (GR) sont localisées dans le cytosol et les 
mitochondries. La GPx est une sélénoenzyme (Se-GPx) qui fait la détoxification d ' H20 2 et des 

ROOH en utilisant comme donneur d'électron le glutathion. Ce dernier passe alors de la forme 

réduite (GSH) à la forme oxydée (GSSG). La glutathion réductase (GR) a pour rôle de régénérer 
le GSH à partir du GSSG en utilisant le NADPH comme un cofacteur (Sorg, 2004). 

4.2. Systèmes antioxydants non enzymatiques 

En plus du système enzymatique, la cellule peut disposer de l' appui de molécules 

antioxydantes non-enzymatiques qui renferment de nombreuses substances endogènes dont le 

plus important est le glutathion réduit et d' autres substances exogènes apportées par 

l'alimentation (Ozsoy et al., 2009). 

Le glutathion est un tripeptide composé de glutamate, la glycine et la cystéine. Cette dernière est 

disposée d'un groupement thiol (SH) libre, piégeur directe des radicaux libres (Agarwal et al., 

2007). 

La bilirubine est un piégeur des radicaux peroxyles et d ' oxygène singulier, permettant ainsi la 

protection de l'albumine des attaques radicalaires (Neuzil et Stocker, 1993). 

La vitamine C, un antioxydant hydrosoluble, peut réagir avec diverses ROS comme l ' OH• et 

1'02 •-. Lors de son oxydation en acide déhydroascorbique, elle passe par une forme radicalaire 

intermédiaire (radical ascorbyl) qui joue un rôle essentiel dans la régénération de la vitamine E 

(Chenet al., 2000). En plus de la famille des tocophérols (a, ~' 8, y), dont la forme la plus active 

étant l' a tocophérol (V ertuani et al., 2004 ), un antioxidant liposoluble qui a la capacité de 

prévenir la propagation de la peroxydation lipidique en séquestrant les ROS (Onibi et al. , 2000). 

Les polyphénols sont capables de piéger les radicaux libres, d ' inhiber la peroxydation lipidique 

en réduisant les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Ils ont aussi des propriétés 

chélatrices (Delattre et al. , 2005). 
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Chapitre 4. La propolis comme source de polyphénols 

1. La propolis 

1.1. Historique et définition 

Synthèse Bihliographique 

La propolis existe depuis que l' abeille est apparue sur terre, il y a 50 à 60 millions 
d'années, et c'est en quelques sortes l'abeille qui l' a utilisé avant tout le monde. Au cours de 
l'histoire, ce sont les grecs et les Egyptiens qui s'en sont servis les premiers en tant 
qu'antiseptique et cicatrisant (Jean, 1999). Depuis la propolis était peu à peu tombée dans 
l'oubli, mais elle revient sur le devant de la scène comme une excellente alternative aux 
médicaments et autres antibiotiques chimiques. Le terme propolis vient du grec «pro, qui 
signifie: en avant de, et polis: la cité, l'entrée de la ruche (Ghisalberti, 1978). 

La propolis est un complexe fabriqué par les abeilles à partir de leurs sécrétions et d'une série de 
substances résineuses, gommeuses et balsamiques, de consistance visqueuse, recueillies sur 
certaines parties (bourgeons et écorces essentiellement) de végétaux (certains arbres 
principalement) (Kusumoto et al., 2001 ). 

1.2. Origine 

L'origine botanique de la propolis peut influencer la saveur, la couleur, et la composition 
chimique de la propolis (Kokaleci et al. , 2003). La propolis a deux origines: 

Origine interne: d'après les chercheurs Allemands, la propolis serait un résidu résineux 
provenant de la première phase de la digestion du pollen dans un petit organe situé entre le jabot 
et l'intestin moyen (Caillas, 1978). 

Origine externe: les principales essences d'arbres connues pour être productrices de propolis 
sont représentés par différents conifères : pin, spin, épicéa; plusieurs espèces de peuplier (qui 
semble l'espèce la plus importante); l'aulne; le saule; le marronnier d'inde; le bouleau; le prenier; 

le frène; le chêne; et l'orme (Moudir, 2004). 

1.3. Composition chimique 

Au cours des dernières décennies, les techniques modernes d'analyse scientifique ont 
permis d' avoir une idée assez précise de la composition qualitative et quantitative de la propolis. 
Cette composition chimique varie selon la zone géographique, le temps de la récolte, la source 
végétale, l'espèce de l'abeille, et les matériaux introduits durant l' élaboration de la propolis 
(Marcucci et al. , 1994). 

Cependant on retrouve toujours de façon constante et relativement stable les résines ( 45 à 
55%), les cires (7.55-35 %), les huiles essentielles (5%), les acides gras (5%), le pollen (5%), les 
acides aminées, les vitamines, et les oligoéléments (Krell, 1996 ; Durk, 1997). 

1.4. Propriétés physicochimiques 

La consistance de la propolis varie en fonction de la température, elle est dure et friable à 
15° C, molle et malléable à 30° C, collante ou gluante au dessus de 30° C, dissoute vers 60 à 70° 
C jusqu'à 100°C et au-delà. Sa couleur varie selon sa provenance, elle peut être jaune claire, 
brune très foncé presque noire, brune rougeâtre, brune verdâtre ... etc. De saveur acre et parfois 
amère, d'odeur agréable et douceâtre, et si elle est brûlée elle dégage une odeur très délicate liée 
aux résines aromatiques qu'elle contient. Elle est insoluble dans l'eau froide, partiellement 
soluble dans l'acétone, l'alcool, l'ammoniaque, le benzène, le chloroforme. Un mélange adéquat 
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de différents solvants permet de dissoudre la quasi-totalité de ses composants (Krell, 1996 ; 
Bancova et al., 2000). 

1.5. Propriétés pharmacologiques et biologiques 

Les propriétés pharmacologiques de la propolis sont connues dans la médecine populaire 
depuis l'antiquité, mais récemment, l'intérêt de la propolis est en développement considérable en 
raison de son large spectre de propriétés biologiques (anti-inflammatoire, antioxydant, 
antimicrobienne, anti tumorale ... ) L'ensemble des recherches effectuées à ce jour permet de 
montrer que la présence des polyphénols est responsable de toutes les propriétés 
pharmacologiques de la propolis (Sulairnan et al. , 2012). Parmi ces activités on peut citer: 

1.5.1. Propriétés antioxydantes 

L'activité antioxydante des polyphénols et essentiellement les flavonoïdes exercent leur 
activité antioxydante à travers: 

A. La chélatation des ions métalliques 

Les ions de fer (Fe +2
) et du cuivre ( cu +2

) sont essentiels pour certaines fonctions physiologiques. 
Mais sont aussi responsables de la production du radical hydroxyle par la réduction du peroxyde 
d'hydrogène selon la réaction suivante : 

H ~O: + Fe2- (Cu ... ) -7 ·oH + ·oH T Fe ,,.,. fCu L-

Les flavonoïdes sont considérés comme de bons chélateurs de ces ions métalliques (Bruneton, 
1999). 

B. Piégeage des radicaux libres 

L'interaction des flavonoïdes avec de nombreux radicaux libres a été employée dans 
plusieurs études afin de déterminer les éléments majeurs de l' activité antioxydant. A cause de 
leurs faibles potentiels redox, les flavonoïdes (FI-OH) sont thermodénamiquement capables de 
réduire les radicaux libres oxydants comme le superoxyde, le peroxyle, l' alkoxyle, et !' hydroxyle 
par transport d'hydrogène selon la réaction suivante: 

Fl-OH+R · -;. Fl-0* + RH 

Où R" représente l' an ion superoxyde, le peroxy le, l' aJkoxyle et ]"hydroxyle. 

Le radical flavonoxy (FL-d) peut réagir avec un autre radical pour former une structure 

qui none stable comme le montre la figure 3. 
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Figure 3: Piégeage des ROS (R) par les flavonoïdes (Bruneton, 1999). 

22 



Synthèse Bibliographique 

C. Inhibiteurs enzymatiques 

En règle générale, les flavonoïdes sont in vitro des inhibiteurs enzymatiques: inhibition 

de l'histidine décarboxylases et de hyaluronidase, ce qui permettent de conserver l' intégrité de la 

substance fondamentale de la gaine vasculaire, inhibition de l' aldose réductase ... (Bruneton, 
1993). 

1.5.2. Propriétés anticancéreuses 

La propolis a une activité cytotoxique sélective sur les cellules cancéreuses in vivo et in 

vitro (Matsuno, 1992). Ross (1990) a démontré l ' effet cytotoxique du naphtalène dérivé de la 

propolis sur les cellules cancéreuses de l'ovaire des hamsters chinoises. 

1.5.3. Propriétés anti-inflammatoire 

L'action anti-inflammatoire de la propolis se fait par la stimulation des macrophages, 

l'inhibition de l'agrégation plaquettaire et de la synthèse des eicosanoïdes. La propolis inhibe une 

enzyme nommée Hyaluronidase qui est responsable de plusieurs processus inflammatoire. Elle 
inhibe ainsi la génération de la prostaglandine et de la leucotriène (agents inflammatoires) par 

l'inhibition soit de la voie 5-lipoxygénase soit de la voie de la cyclooxygénase (inhibition des 

COX-1 et COX-2) de la métabolisation de l'acide arachidonique (Borrelli et al. , 2002). 

1.5.4. Autres propriétés 

La propolis agit sur l'immunité aussi bien innée qu' acquise. Au niveau de l ' immunité 

naturelle, la propolis augmente l'activité des macrophages et l' activité lytique des cellules « 
natural killer ». Au niveau de l ' immunité acquise, la propolis stimule la production d' anticorps 

par les lymphocytes B et la différenciation des lymphocytes T (Orsatti et al. , 2009). 

La Propolis entraîne la stimulation des processus de régénération tissulaire et de cicatrisation. 

Cette propriété est due à la présence d'acides aminés tels l 'arginine et la proline qui permettent 

d'augmenter la synthèse du collagène et d'accélérer la réparation de l 'épiderme abîmé (Gregory 

et al., 2002). 

L'activité antibactériennes de la propolis est trop documentée elle présente un effet aussi bien 

bactéricide que bacteriostatique (Marivane et al. , 2007). Les souches bactériennes sensibles sont 

les Bactéries Gram (+) Staphylococcus aureus et S. Faecalis, et les Bactéries Gram (-) 

Escherichia coli, Proteus vulgaris ... (Marcucci et al., 2004). 

La propriété antifongique des flavonoïdes et des acides phénoliques de la propolis sur 
!'Aspergillus f/,avus est présentée par leur capacité à réduire la germination et la production des 

aflatoxines. Ils inhibent aussi les Trichomonas vaginalis. Candida albicans, C parapsilosis, C 

tropicalis et C guilliermondii. (Ota et al. , 2001). 

L'activité antivirale est démontré par l'action de l' acide caféique et de la quercétine de la 

propolis sur certains types de virus: Virus de l' influenza A et B, adenovirus type 2 ... (Amoros et 

al. , 1994). 
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2. Les polyphénols 

2.1. Définition 

Synthèse Bibliographique 

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux, de structure 

caractérisé par la présence d'un ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs 
fonctions hydroxyles, qui varie depuis les molécules simples (acides phénoliques simples) vers 

les molécules polymérisées (tannins condensés) (Macheix et al. , 2005). Ils résultent 

biogénétiquement de deux voies synthétiques principales : la voie shikimate et la voie acétate 

(Lugasi et al., 2003). 

2.2. Biosynthèse des composés phénoliques 

Les grandes lignes des voies de biosynthèse des principaux composés phénoliques sont 

maintenant bien connues. Les deux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) sont 

présents dans les protéines mais sont également à l'origine de la formation de la plupart des 

molécules phénoliques chez les végétaux (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006). Ces composés 
sont issus par deux grandes voies métaboliques. Les deux voies de biosynthèse sont schématisées 

dans la figure 4. 

2.2.1. La voie de l'acide shikimique 

Elle conduit à la formation du précurseur immédiat des phénols par désamination de la 

phénylalanine. La séquence biosynthétique qui suit, dénommée séquence des phénylpropanoïdes, 

permet la formation des principaux acides hydroxycinnarniques. Les formes actives de ces 

derniers avec . le coenzyme A permettent d'accéder aux principales classes des composés 

phénoliques (Bouheroum, 2007). 

2.2.2. La voie d'acétate malonate 

Elle conduit par condensations répétées à des systèmes aromatiques (les chromones, les 

isocoumarines, et les quinones). La pluralité structurale des composés phénoliques due à cette 
origine biosynthétique est encore accrue par la possibilité très fréquente d'une participation 

simultanée du shikimate et de l'acétate à l'élaboration des composés mixtes comme les 

flavonoïdes, les stilbènes et les xanthones (Bouheroum, 2007). 
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Figure 4. Les voies de biosynthèse des composés phénoliques (Bouheroum, 2007). 

2.3. Classification 

En se basant sur la structure carbonée de base, on peut dégager les principales classes de 
composés phénoliques: les acides phénoliques, les flavonoïdes, les tanins, ... figure 5. 
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Figure 5. Les différentes classes des composés phénoliques (Yvon, 2004). 

2.3.1. Les acides phénoliques 

Les acides phénoliques sont formés d'un squelette à sept atomes de carbone possédant 
aux moins une fonction carboxyle (Psotovà et al., 2003). Ils sont divisés en trois sous classes : 

a) Les acides hydroxybenzoïques: présent sous forme d'esters ou de glycosides, sont des 
dérivées de l'acide benzoïque avec une structure de base de type C6-Cl. 

b) Les acides hydroxycinnamiques: sont des dérivées de l' acide cinnamique de structure de type 
C6-C3 et existent sous forme combinée avec des molécules organiques 

c) Les coumarines : se dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la 
chaine latérale (Budic-Leto et lovric, 2002). 
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Figure 6. Les structures chimiques des acides phénoliques (Tsao, 2010). 
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2.3.2. Les flavonoïdes 

Les flavonoïdes possèdent une structure représentée selon le système C6-C3-C6 
constituée de deux cycles aromatiques A et B reliées entre eux par une chaine en C3 formant 

ainsi un hétérocycle C sur les noyaux de cette structure diphénylpropane des groupements 
hydroxyles, oxygène, méthyle, ou des sucres peuvent être attachées se qui contribuent à la 

diversité des structures flavoi;llques (flavone, flavonol , flavanol, flavanone, . . . ) (Maliseve et 
Kuntik, 2007). 

2.3.3. Les tanins 

Les tanins sont des molécules à poids moléculaire relativement élevé, elles possèdent 2 
sous groupes; les tanins hydrolysables et les tanins condensés. Les premiers sont des esters de 
l'acide gallique (gallo et ellagi tannins), et les deuxièmes sont des polymères de 
polyhydroxyflavan-3-ol monomères (aussi connu proanthocyanidine) (Sarni-Manchado et 
Cheynier, 2006). 

2.4. Biodisponibilité des polyphénols 

Des études expérimentales réalisées sur des rats, ont démontrés que l' absorption au 

niveau gastrique des polyphénols est possible pour certaines flavonoïdes, comme la quercétine 
mais pas pour leurs glycosides (Passamonti et al, 2005). La plupart des polyphénols sont 
présents dans les aliments sous forme d'esters, glycosides ou sous forme de polymères qui ne 
peuvent pas être absorbés qu'après leurs hydrolyse par les enzymes intestinales comme la B
glucosidases, et lactase-phlorizin hydrolase, ou par la microflore intestinale (Nemeth et al. , 

2003). 

Tous les flavonoïdes à l'exception de catéchine (flavanol) sont présents dans les plantes sous 
forme glycosylée seuls les aglycones peuvent être absorbés par l'intestin grêle, tandis que les 
glycosides sont hydrolysés tout d'abord en aglycones par l'intermédiaire de la microflore colique 

qui dispose des enzymes capables de cliver les liaisons B osidiques (Ming, 2007), cette même 
flore microbienne métabolise en même temps les aglycones libérés. 

Les flavonols sont dégradés en acides phénylacetiques et acides phénylpropioniques. Les 

flavones et les flavanones produisent des acides phénylpropioniques, ces acides sont aussi 
métabolisés aux dérivés des acides benzoïques. 

Des quantités importantes de catéchines polymériques connus sous le nom de 
proanthocyanidines sont présents dans l ' alimentation, des études montrent que les formes 
dimères et trimères de catéchine sont susceptibles d'être absorbés tandis que les polymères de 
degré de polymérisation élevé ne peuvent pas être absorbés par la paroi intestinale qu'après leurs 
dégradation (Hollman, 1997). 

Après absorbtion, les polyphénols doivent gagner les différentes organes, mais elles ne peuvent 
pas circuler dans le sang sous leur forme libre pour cela elles se lient aux protéines sériques et 

plus particulièrement à l'albumine (Dangles et al. , 2001). Le foie est largement impliqué dans le 
métabolisme des flavonoïdes réabsorbés (Walle, 2004). La muqueuse intestinale et le rein 
interviennent accessoirement dans ce métabolisme. Les groupements hydroxyles des métabolites 
générés subissent une conjugaison par l'acide glucuronique, sulfate, ou par la glycine ce qui 

facilite leurs élimination. L'élimination des métabolites de polyphénols se fait par deux voies 

essentielles d'excrétion, la voie biliaire et la voie urinaire (Hollman, 1997). 
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II. Matériel et méthodes 

Notre travail a été effectué au niveau du laboratoire de pharmacologie, Département de 
Biologie Moléculaire et Cellulaire, Faculté des Sciences de l'Université de Jijel. Il concerne 
l'évaluation de l'effet hépatoprotecteur de la propolis contre la toxicité induite par !' aflatoxine 
Bl. 

1. Etude phytochimique de la propolis 

1.1. Récolte de la propolis 

Quatre échantillons de la propolis ont été recueillis à partir de Kaous, Oudjana, Milia, et 
Tizi-Ouzou pendant la période du printemps (Avril 2012), et ce par grattage et raclage des parois 
de la ruche par les apiculteurs. 

1.2. Préparation des extraits éthanoliques de la propolis 

Selon le protocole décrit par Lahouel et al. (2010), les échantillons de la propolis coupés 
en petits morceaux sont soumis à une extraction par macération dans l' éthanol 96% (20 g de la 
propolis pour 100 ml de l'éthanol) sous agitation et à l' abri de la lumière pendant 7 jours. Après 
filtration des macérats sur papier wattman N° 4, une évaporation à sec est réalisée à l' aide d'un 
évaporateur rotatif (Evaporateur E 1 OO, Hei dol ph) à 45°C. 

Juste après évaporation, les résidus obtenus de chaque échantillon sont pesés pour calculer le 
rendement d'extraction et ceci selon la formule suivante. 

Rendement d'extraction en(%)= (E1 / E0) 100. 

Avec: 

E1 masse de l'extrait obtenu (g) 

E0 masse de la prise d'essai (g) 

1.3. Dosage des polyphénols totaux (TP) 

L'estimation du taux des polyphénols totaux est réalisée selon la méthode Folin-Ciocalteu 
(Singleton et Rossi, 1965). L'interaction entre le Folin-Ciocalteu de couleur jaune avec le~ 

résidus phénoliques conduit à la formation d'un complexe coloré en bleu dont l'intensité de la 
coloration est proportionnelle avec la concentration des polyphénols dans l'extrait. À 500µ1 de 
chaque extrait dilué en 1/100~!11e, 2.25ml d'eau distillée et 250µ1 du réactif Folin-Ciocalteu 
(50%) sont ajoutés. Après 5 mn de repos, 2ml de Na2Co3 (7.5%) sont additionnés, puis le 
mélange est incubé pendant 60mn à température ambiante et à l' abri de la lumière. Ensuite, la 
densité optique (DO) est lue à 760nm en utilisant un spectrophotomètre de type Ultraspec 1 OO pro. 

La teneur en composés phénoliques dans les extraits est déterminée en se référant à la courbe 
d'étalonnage obtenue avec l'acide gallique (400µg/ml , 200µg/ml , lOOµg/ml et 50µg/ml). Les 
résultats sont exprimés en milligramme équivalent d'acide gallique par gramme de propolis (voir 
annexe 1 ; figure 1) 

1.4. Dosage des flavonoïdes totaux (TF) 

Le dosage des flavonoïdes totaux est réalisé selon la méthode de Dewanto et al. (2002). 
250 µl des différents extraits dilués en l/lOOOème sont mélangés avec 75 µl de NaN02 (5%). 
Après un repos de 6mn, 150 µl d'AlCh (2%) et 500 µl de NaOH (lM) sont ajoutés, le volume 
est complété par 2.5 ml d'eau distillée, ensuite la DO est lue à 510nm. La teneur en flavonoïdes 
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totaux est exprimée en milligramme équivalent de la quercétine par gramme de l'extrait, en 

utilisant une courbe d'étalonnage de la quercétine (25- 200 µg/ml).Tous les dosages sont réalisés 
3 fois (voir annexe 1; Figure 2). 

1. 5. Analyse par GC\ MS (Chromatographie en phase gazeuse couplet à la spectrométrie 
de masse) des extraits éthanoliques 

La spectrométrie de masse désigne une méthode d' analyse qui repose sur la 
détermination des masses des espèces atomiques ou moléculaires de l' échantillon analysé, ce qui 
permet de recueillir des informations sur sa nature, sa composition et même sur sa structure. Le 

couplage CPG-MS est la technique la plus utilisée dans le domaine des composés phénoliques, il 
permet de connaitre dans · la grande majorité des cas, la masse moléculaire d'un composé et 

obtenir des informations structurales relatives à une molécule à partir de sa fragmentation 

(Lavollay et Neurmann, 1985). 

Une très petite quantité à analyser, sous forme convenable est ionisée, les espèces porteuses de 
charge électrique qui en résultent sont soumises à l ' action d'un champ magnétique et/ou 
électrique suivant l'appareil. L' étude des trajectoires suivies, dans une enceinte ou règne permet 

la détermination du rapport masse-charge des ions, donc éventuellement leur nature. Cette 
méthode détruit le composé à analyser. Le résultat de l ' analyse est représenté par un graphe 
appelé spectre de masse qui représente l'abondance statistique de chaque type d' ion formé, 

suivant son rapport masse-charge dans l'ordre croissant des masses. La combinaison de ces deux 

techniques complémentaires, est applicable à l ' analyse d'un grand nombre de substances 

organiques, aussi bien gazeuses que liquides. 

Les conditions opératoires sous lesquelles on a travaillé sont : Une colonne apolaire de 25m de 
longueur et de 0,25mm de diamètre. Le diamètre de la phase stationnaire est de 0,25µm. La 
température de la colonne 60°C (8min) à 180°C (3°C/min) jusqu'à 230°C (20°C/min), mode 
d'injection, Split, Split ratio 1: 40, volume injecté d' huile est de 0,6 µl dilué dans l 'hexane. Le 

gaz vecteur est l'Hélium (122,2 Kpa). 

1.6. Etude des propriétés anti-radicalaires par le test au DPPH0 (2,2-Diphenyl
picrylhydrazyl) 

La capacité de piégeage des radicaux libres des extraits éthanoliques est déterminée en 

utilisant la méthode au DPPH0
, comme elle est décrite par Brand et al. (1995) . 

. Le principe est basé sur la capacité des extraits à réduire le radical DPPH0
. Le DPPH0 change sa 

couleur du violet vers le jaune pâle quand il réagit avec un antioxydant, ce changement de 

couleur se traduit par une décroissance de l' absorbance en fonction du temps à 515 nm. 
L'intensité de la coloration, mesurée au spectrophotomètre, est inversement proportionnelle à 
l'activité anti-radicalaire des composés dont on souhaite déterminer l ' activité. 

ç-~ ~ 
~N~ + Antio:xy:dant-OH 

1 
N-

0~-&NO;> 

•PPH (violet) 

.. QN~ 
1 

NH 

0~~~ N02 

1 i 
~ 

DPPHH (jaune) 

+ Ant:ioxy dant-O• 

Figure 7. Réduction du DPPH0 par un antioxydant (Brand et al, 1995). 
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La solution du DPPH0 est préparée juste avant l'emploi à 10-4 M dans l ' éthanol (70%). A 0.25 ml 
de chaque extrait à différentes concentrations, 0.75ml de DPPH0 est additionné. Après agitation 
et incubation pendant 30rnn à température ambiante et à l' abri de la lumière, la diminution de la 
DO est lue à 517nm contre un blanc éthanol. 

Le mélange contenant 0.25ml d'éthanol (96%) et 0.75ml de DPPH0 est considéré comme 
contrôle. L'acide gallique et la quercétine sont utilisés comme témoin pour la comparaison de 
l'effet scavenger de nos extraits aux doses suivantes (200,100 ,50 et 25 µg/ml). 

L'activité anti-radicalaire est exprimée en pourcentage de réduction du DPPH0 en utilisant la 

formule suivante: 

I= [(As-AA)/A8 ]xlOO 

Dont: 

1: Pourcentage d'inhibition. 

AB: Absorbance du contrôle négatif. 

AA: Absorbance de l' échantillon. 

Pour calculer les IC50, on détermine l'équation de -la droite de régression pour chaque courbe et 
on calcule pour une inhibition de 50 % la concentration correspondante. 

2. Etude in vivo 

2.1. Entretien des animaux 

12 rats Albinos Wistar mâles provenant de l' Institut Pasteur, Alger, Algérie ont été 

divisés en 4 groupes égaux. Ils ont été conservés dans des conditions standard de gestion avec 
une température de 20-25°C, hygrométrie de 60% et un cycle jour- nuit 12h-12h, avec 
disponibilité d'alimentation et d'eau. 

2.2. Traitement des animaux 

Notre travail est consacré à l'étude in vivo de l' effet hépatoprotecteur de l' extrait 
éthanolique de la propolis et de la quercétine contre l 'hépatotoxicité induite par l' AFB 1.Pour la 

réalisation de l' etude in vivo nous avons choisi la propolis de Kaous. 

L'extrait éthanolique de la propolis, la quercétine et I 'AFB 1 sont administrés aux rats 

comme suit: 

Le premier lot (témoin): les rats reçoivent 1 ml d'eau distillée par voie orale une fois par jour 

pendant 10 jours, puis une dose unique par voie intrapéritonéale (IP) d' eau distillée. 

Le deuxième lot (AFBl): les rats reçoivent 1 ml d'eau distillée par voie orale une fois par jour 
pendant 10 jours, puis une dose unique IP d' AFBl lmg/kg dans le 11 ème jour. 

Le troisième lot (EEP+AFBl): les rats reçoivent une dose de 100 mg/kg/j de la propolis par 
gavage gastrique pendant 10 jours suivi par une dose unique d'AFBl (lmg/kg) par voie IP le 
11 ème jour. 

Le quatrième lot (Quercetine +AFBl): les rats reçoivent une dose journalière de 10 mg/kg de 
la quercétine par gavage gastrique pendant 10 jours, puis une dose unique d'AFBl lmg/kg en IP. 

Dans le 11 ème jour, et juste après l' administration d' AFB 1 les rats ont été mis dans des cages 

métaboliques pour la récupération des urines. 
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2.3. Sacrifice des animaux et prélèvement du foie 

Au 9ème jour après l'administration d'AFBl, les rats ont été sacrifiés, le foie a été prélevé 
et divisé en trois fractions: la première est plongée dans la solution du KCl sert pour le dosage du 
MDA, la deuxième dans la solution de TCA (5%) pour le dosage de GSH hépatique cytosolique, 
la troisième dans le tampon phosphate (O. lM, pH7.4) contenant du KCl (1.17%) et sert pour le 
dosage de l'activité des enzymes antioxydantes (SOD,CAT) cytosoliques. 

2.4. Prélèvement du sang 

Le prélèvement du sang a été réalisé 24h, 48h, et 72h après l'injection d' AFB 1 dont le 
but est d'évaluer sa toxicité en mesurant les variations des paramètres sériques, ainsi pour le 
dosage de cette mycotoxine et de ses métabolites dans le sang. 

Pour cela 3ml du sang sont prélevés à partir du sinus rétro-orbital au niveau de I' œil des rats. Le 
sang collecté est centrifugé à 4000 rpm pendant 1 Omin. Ensuite le surnageant récupéré est 
conservé à 4°C. Juste avant l'emploi le surnageant doit être décongelé à la température ambiante. 

2.5. Paramètres sérique 

L'évaluation de la variation du taux des paramètres sériques a été réalisée à l'aide d'un 
automate (PHD Diam S 2300+) en utilisant des kits (Biomaghreb pour le dosage de la PAL, 
Spinreact pour les dosages (LDH, TGO, TGP), Biuret pour le dosage des protéines. 

2.5.1. La phosphatase alcaline (PAL) 

Le principe de ce dosage repose sur la détermination cinétique de l'activité de la 
phosphatase alcaline (PAL) selon la méthode recommandée par la société allemande de chimie 
clinique (DGKG). 

On fait agir la phosphatase alcaline (PAL) sur un substrat, le nitro-4-phénylphosphate disodique 
(PNPP), en milieu alcalin. La réaction d'hydrolyse catalysée par la PAL libère alors 
du nitro-4-phénol (PNP). Le nitro -4-phénol formé est jaune en milieu alcalin. 
L'intensité de la coloration après 30 min de contact entre l'enzyme et son substrat, 
à 37°C est mesurée à4 0 5 nm (Haussamen et al. 1977). 

PAL 
nitro-4-phénylphosphate + H20 • nitro-4 phénol + phosphate 

2.5.2. Les protéines totales 

Le taux des protéines est mesuré selon la méthode colorimétrique décrite par Gomall et 

al. (1949). Dans une solution alcaline, les liaisons peptidiques des protéines réagissent avec I~ 
cuivre (Cu2+) pour former un complexe coloré dont l'absorbance, proportionnelle à la 
concentration en protéines dans le spécimen, est mesurée à 550nm. Le réactif Biuret contient du 
sodium, potassium, tartrate, qui "complexe les ions cuivriques et maintient leur solubilité en 
solution alcaline (Gomall et al., 1949; Tietz, 1995). 

2.5.3. Les transaminases (TGO/TGP) 

A travers des réactions réversibles, les transaminases catalysent le transfert d'un groupe 
aminé d'un acide alpha-aminé (I' acide glutamique) à un acide alphacétonique (I' acide 
oxalacitique et l'acide pyruvique). Cette activité est proportionnelle aux taux des oxalates et 
pyruvates formés, et mesurée par une réaction avec le 2,4-Dinitrophenylhydrazine (DNPH) dans 
une solution alcaline. La densité optique est mesurée à 505 nm (Murray, 1984; Reitman et al., 

1957). 
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lg de foie est coupé et homogénéisé avec 3 volumes de l ' acide trichloracétique TCA (5%) à 
l'aide d'un broyeur de DOUNCE, puis centrifugé à 2000 rmp pendant 15 min. 50 µl du 

surnageant sont ensuite dilués dans 10 ml de tampon phosphate (OO, 1 M, pH=8). 20 µl du DTNB 
(0.01 M) sont ajoutés à 3 ml du mélange de dilution. Après 15 min d' incubation, la lecture de la 

DO est effectuée à 412 nm contre un blanc préparé dans les mêmes conditions avec le TCA 
(5%). 

Le taux du GSH est déduit à partir d'une gamme étalon de glutathion préparé dans les 
mêmes conditions que le dosage et les concentrations sont exprimés en millimoles de glutathion 
par gramme de foie. ' 

2.6.2. Dosage du MDA cytosolique 

Le dosage de MDA est réalisé selon la méthode décrite par Okhawa et al. (1979). Le 
MDA réagit avec deux molécules de TBA (acide thiobarbiturique) dans un milieu acide (pH 2-3) 

et à chaud 100°C pour donner un pigment rose absorbant à 530 nm et extractible par les solvants 

organiques. 

lg de foie additionné de 3 ml de la solution de KCL (1 ,15%) est broyé par un homogénéiseur de 
DOUNCE. A 0.5 ml de l'homogénat, 0.5 ml de TCA (20%) et 1 ml de TBA (0.67%) sont 
ajoutés. Le mélange est chauffé à 100°C pendant 15 minutes, refroidi puis additionné de 4 ml de 
n-Butanol. Le mélange est centrifugé pendant 15 minutes à 3000 rmp, la DO est effectuée sur le 

surnageant à 530nm. 

Le taux du MDA est déduit à partir d' une gamme étalon préparée dans les mêmes conditions en 
utilisant une solution du tétraetoxypropane (TEP) qui donne le MDA après leur hydrolyse. 

2.6.3. Evaluation de l'activité des enzymes antioxydantes 

2.6.3.1. Préparation de la fraction cytosolique 

Pour la préparation de la fraction cytosolique, nous avons utilisé la méthode décrite par 
Iqbal ·et al. (2003). Pour cela, 2g de foie sont çoupés et homogénéisés avec 3 volumes du tampon 
phosphate (O.lM, pH7.4) contenant du KCl à 1.17% à l ' aide d' un broyeur de DOUNCE. 
L'homogénat est ensuite centrifugé à 2000 rpm pendant 15rnn à 4°C pour séparer les débris 
nucléaires, le surnageant obtenu est centrifugé à 9600 rpm à 4°C pendant 30 rnn. Le surnageant 
ainsi obtenu est utilisé comme source d'enzymes. 

2.6.3.2. Détermination de l'activité enzymatique de la SOD 

L'activité enzymatique de la SOD est déterminée selon la méthode de Friedrich et 

Beauchamp (1971). Cette activité enzymatique dépend de la capacité de l'enzyme à inhiber la 

réduction du nitroblu-tetrazolium (NBT) par l'anion superoxyde produit suite à la photoréaction 

de l'oxygène et de la riboflavine en présence d' un donneur d' électron comme la méthionine 

selon la réaction suivante : 

Riboflavine + 0 2 

Superoxyde + NBT 

Photorèaction 
Superoxyde 

Fonnazan 

La réduction du NBT par l'anion superoxyde en Formazan a été suivie à 560 nm. Une unité 

d'activité de la SOD est définie en tant que quantité d' enzyme requise pour empêcher la 

réduction du NBT par 50%. 

% d'inhibition= [(abs du control- abs de l'essai)/ abs du control] x 100. 
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SOD UI/ml = % d'inhibition x 6,35. 

A 5 µl de la source enzymatique ( cytosol), 2 ml du milieu réactionnel composé de cyanide de 
sodium 10-2 M, du NBT 1,72 0 10- 4 M, d'EDTA 66 0 10-3 M, de riboflavine 2 0 10-6 M, et de 

méthionine est additionné. Le mélange obtenu est irradié avec une lampe de 15 Watt pendant 10 

mn, ensuite la DO est lue à 560 nm et les valeurs ont été exprimées en UI/g de protéine. Le 

contrôle est préparé dans les mêmes conditions mais sans source enzymatique. 

2.6.3.3. Mesure de l'activité enzymatique de la catalase (CAT) 

L'activité de la catalase a été déterminée selon la méthode décrite par Clairbone (1985). 

Le principe est basé sur la disparition d' H20 2 en présence de la source enzymatique à 25°C. Un 

mélange constitué de 1 ml du tampon phosphate (KH2PÜ4 O.lM, pH 7.2), 0.950 ml de peroxyde 

d'hydrogène (0.019M) et 0.025 ml de la source enzymatique est préparé. L' absorbance est 
mesurée à 240 nm chaque minute pendant 2 minutes. L' activité enzymatique est exprimée en 

UI/g de protéine selon la relation suivante : 

UI/g de protéine= (2,3033!f. Log A1/A2)/g protéines. 

Sachant que : 

A 1 : Absorbance au temps 0 mn. 

A 2 : Absorbance après 1 mn. 

T: Intervalle de temps en mn. 

2.6.3.4. Evaluation de l'activité de la glutathion-S transférase (GST) cytosolique 

L'activité de la GST a été déterminée selon la méthode colorimétrique décrite par Habig 

et al. (1974). 

L'interaction entre le GSH et le CDNB (1- chloro- 2,4- dinitrobenzene) catalysée par la GST 

conduit à la formation de dinitrophényle thioéther (GS-DNB). Le taux du complexe formé reflète 

la quantité du GST active présente (lµmol de GS-DNB/mnl pour unité de GST active), qui peut 

être mesurée par le spectrophotomètre à 340 nm. 

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

CDNB (20 mM). 

Après incubation du mélange réactionnel à 37 °C pendant 10 min, la réaction est démarrée par 

l'addition de 100 µl de l'homogénat diluée 11100 et de 100 µl du glutathion (20mM). 

La variation de la densité optique est lue chaque minute pendant 5 min à 340 nm. Le calcul de 

l'activité de la GST se fait selon la relation suivante : 

Enzyme (UI/ml) [(M34o/min Test - fl.A34o/min Blanc) / (Vt) (Fd)]/ [(9,6) (Ve)] 

Vt: volume total (en millilitres) de l' essai ; 

Fd : facteur de dilution ; 

9,6: coefficient d' extinction milli molaire du glutathion-l-chloro-2,4-dinitrobenzène conjugué à 340 nm ; 

Ve: volume (en millilitre) de l' enzyme utilisée. 

Units/mg de protéines = (Units/ ml enzymes)/ (mg protéines / ml enzymes) 
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2.7. Etude histologique 

Afin de réalisé l'étude histologique, les échantillons du foie sont coupés en morceaux 
puis fixés dans du formol 10% pour que les composants des tissus soient préservés. Ensuite pour 
couper les morceaux fixés en tranches fines, un processus de déshydratation est réalisé, dont les 
organes sont mis dans des bains successivement plus concentré d'éthanol puis l' éthanol absolu, 
et puisque l' alcool n'est pas miscible avec la paraffine, les morceaux du foie infiltrés sont 
baignés dans du xylène pour éliminer l'alcool, ensuite tombés dans des bains de paraffine et 
laissés se solidifier à froid. Cette méthode permet d'obtenir des coupes d'organes aussi minces 
que 5µm. Après la réalisation des blocs, des coupes de 5µm d'épaisseur ont été préparées à l'aide 
du microtome. 

Les coupes obtenues sont déparaffinées par le xylène puis réhydratées dans des bains d'éthanol 
successivement moins concentré, puis dans l' eau, ensuite colorées avec l'hématoxyline et 
l'éosine, afin de permettre la mise en évidence des noyaux (bleu pourpre) et du cytoplasme 
(rouge). 

Pour observation microscopique des coupes colorées, ces dernières sont montées sur des lames 
de verre préalablement recouvertes de colle de gélatine pour en assurer l' adhérence, puis 
recouverte d'une lamelle avant durcissement. 

2.8. Traitement des résultats 

Les résultats numériques et graphiques sont représentés sous forme de moyenne ± 

écartype. Nos. résultats sont vérifiés par le test de student avec un seuil de signification supérieur 
à 95% (p<0.05). 

(p>0.05), effet non significatif ns. 

(p<0.05), désigne effet significatif*. 

(p<0.01), désigne un effet très significatif **. 

(p<0.001), désigne un effet très hautement significatif*** 
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III. Résultats et Discussion 

1. Etude phytochimique 

Les résultats de l'étude phytochimique et de l'activité anti-radicalaire sont représentés ci
dessous. 

Après la récolte de différentes échantillons, on a remarqué que les échantillons ont des couleurs 
différentes (Propolis Kaous: marron, Propolis d'El-Milia: noir, Propolis d 'Oudjana: marron 
foncé, Propolis de Tizi-Ouzzou, noir). Cette variabilité de couleur est la conséquence d'une 
composition chimique différente. Les différents échantillons possèdent également des odeurs un 
peu différentes. 

·Après évaporation à sec des extraits nous avons pris le poids de l' extrait sec de chaque 
échantillon afin de calculer le rendement. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 2 
ci-dessous. 

Tableau 2. Rendement d'extraction des extraits éthanoliques de la propolis des quatre régions. 

Les échantillons Poids de la propolis (g) Poids sec de l'extrait Rendement d'extraction(%) 
éthanolique (g) 

EEP kaous 66 15.96 24.18% 

EEP Milia 25 5.4 21.6% 

EEP Oudjana 9 2.04 22.68% 

EEP Tizi-Ouzou 30 7.19 26.36% 

On constate que le rendement des extraits éthanoliques diffère d'un extrait à l'autre selon les 
régions. L'extrait de la propolis de Tizi-Ouzou présente le .meilleur rendement (26.36%), suivi 
par la propolis de kaous (24.18%), la propolis d'Oudjana (22.68%) et enfin celle d'El-Milia 
avec un rendement de 21 .6%. 

La quantité des composés phénoliques des différents extraits éthanoliques de la propolis, 
exprimée en mg EAG/g de propolis, est illustrée dans le tableau 3 et la figure 9. 

Tableau 3. Teneur en polyphénols dans les différents échantillons de propolis en mg équivalent acide gallique/g 
de propolis (mg EA G /g). 

Concentration (mg EAG/ g de 
propolis) 
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Figure 9. Teneur en polyphénols dans les différents échantillons de propolis en mg équivalent acide gallique/g de 

propolis (mg EA G /g). 
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On constate que les teneurs en polyphénols diffère d'un extrait à un autre selon la région de 
provenance de chaque la propolis. La propolis de Kaous présente la teneur la plus élevée en 
polyphénols (253 .6± 2.51 mg EAG /g) suivie par l'extrait de Tizi-Ouzzou (151.6± 3.21 mg EAG 
/g). La concentration polyphénolique la plus faible est enregistrée avec l' extrait d'El-Milia, une 
teneur moyenne est enregistrée avec la propolis d' Oudjana. 

D'après les résultats obtenus, la teneur en polyphénols totaux des différents échantillons est très 
variable d'une région à l'autre, ceci est expliqué par l' influence des facteurs environnementaux 
sur la synthèse et l ' accumulation de ces composés phénoliques. 

Comparant ces résultats, on constate que les taux enregistrés dans notre étude avec tous les 

échantillons sont plus bas que ceux obtenus par (Kebsa et al. , 2006) avec la propolis de Kaous 
(370mg éq quercetine/g de !'extraits brut, ceci peut être expliqué par l' effet de la saison. 

La teneur en polyphénols totaux de la propolis Brésilienne est de l ' ordre de 232± 22.3mg 
EAG/g, (Alencar et al., 2007). Cette valeur est en accord avec celle trouvée dans la propolis de 
Kaous (253.6± 2.51 mg EAG/g). L'étude réalisée sur la propolis de la Chine indique des 

résultats semblables aux résultats obtenus dans notre étude, ces teneurs en composé phénoliques 
oscillent entre 85±2 mg EAG/g et 228±8 mg/g de propolis (Mok-Ryeon et al., 2007). 

L'étude réalisée par Ferhoum (2010) montre des teneurs en polyphénols totaux passant de 

11.53± 0.6 mg EAG/g à 310.37± 0.163mg EAG/g. Les teneurs en polyphénols trouvé pour la 

propolis de Dellys et Isser sont 135.37± 0.16 mg EAG/g et 100.57±1.27 mg EAG/g 
respectivement. Ces résultats sont en corrélation avec ceux trouvés pour El-Milia (117.6± 2 mg 
EAG/g) Tizi ouzou (151.6± 3.21 mg EAG/g) et Oudjana (138 .6± 2.30 mg EAG/g). De même la 
teneur en polyphénols trouvé pour Kaous (253.6± 2.51 mg EAG/g) est en fort corrélation avec 
celle trouvée pour Yakouren (254.30± 3.30 mg EAG/g), et en corrélation avec la propolis 
Saharienne (247± 3.80 mg EAG/g) et la propolis de Laghouat (241.2± 3.25 mg EAG/g). 

Les flavonoïdes constituent la classe la plus abondante des polyphénols dans la nature. Le 
principe de leur dosage repose sur la propriété de ces composés à chélate les ions aluminiums en 
donnant un complexe coloré en jaune dont l'intensité de la coloration est proportionnelle avec la 

concentration des flavonoïdes dans l'extrait. 

Le tableau 4 et la figure 10 expriment les teneurs en flavonoïdes des différents extraits 

éthanoliques de la propolis exprimée en mg EQ/g de propolis. 

Tableau 4. Teneur en flavonoïdes dans les différents échantillons de propolis en mg équivalent Quercétine/g de 
propolis (mg EQ lg). 

Concentration (mg EQ/ g de 
propolis) 

EEP Kaous 

70± 5.77 

EEP Milia 

60± 10 
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Figure 10. Teneur en polyphénols dans les différents échantillons de propolis en mg équivalent acide galliquelg 
de propolis (mg EA G lg). 

Les résultats montrent que la propolis de Tizi-Ouzzou est la plus riche en flavonoïdes (1 OO± 5. 77 
mg EAG /g), suivi par celle de Kaous. Les extraits d'El-Milia et d' Oudjana ont la même teneur 
en flavonoïdes (P> 0.05). 

Une étude réalisée par (Kartal et al. , 2002) confirme que la teneur en flavonoïdes totaux ainsi 
que la quantification des flavonoïdes peut être très utile pour différencier entre les échantillons 
de la propolis. 

La teneur en flavonoïdes de la propolis de Mitidja (103.48±0.28 mg EQ/g) trouvée par Ferhourn 

(2010) est conforme avec la teneur en flavonoïdes de la propolis de Tizi ouzou (1 OO± 5. 77 mg 

EQ/g). Cette variation observée dans la teneur des différents extraits de la propolis en 
polyphénols et en flavonoïdes dépend essentiellement de l ' origine de la propolis, la saison de 

récolte, les conditions climatiques et environnementales, la localisation géographique, et la durée 

de conservation. 

Nous avons réalisés la GC-MS de 3 extraits seulement (la propolis de kaous, propolis d'El
Milia et la propolis d'Oudjana). Les résultats sont représentés dans les spectres des figures 11 , 

12, 13, respectivement. 

On constate que tous les échantillons contiennent des flavonoïdes, des acides phénoliques, 

acides aliphatiques, terpènes, alcools, esters, huiles essentielles, dont les types varient d'un extrait 
à l'autre. La banque de donnés est incomplète pour cela il y on a beaucoup de molécules qui sont 

pas identifier. 
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Figure 11. GC-MS de l'extrait éthanolique de la propolis d'Oudjana. 
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La propolis de Oudjana contient des flavonoïdes (La naringenin 8.68%, Pinostrobine chalcone 
4.56%, Chrysin 9.33%, 4-ethyl cathécol 0.24%), des acides phénols (dimethoxycinnamic acide 
0.90%, p-hydroxycinnamic acid 0.73%), des acides gras (acide oleique 2.33%). Cette propolis 
est caractérisée essentiellement par sa richesse en terpènes et sesquiterpènes (tridecène 0.41 %, 
pentadecène 0.94%, cedrol 0.56%, tau cadenol 0.19%, alpha bisabolol 0.28%, veridiflorol 
0.89%, lanceol 0.41 %, gamma-elemene 0.30%, . .. ). La composition chimique détaillée est 
représentée dans le tableau 3 (annexe 2). 

10.0 20.0 JO.O 

Figure 12. GC-MS de l'extrait éthanolique de la propolis de Kaous 

~o 
min 

La propolis de Kaous contient des Flavonoïdes (2-Methoxy-4-vinylphenol 0.39%, Tectochrysin 
5.64%, Chrysin 6.34%, Naringenin 0.24%), Acides phénols (p-Hydroxycinnamic acid 
0.36%, ... ), des terpènes (Retinol, acetate 0.24%), des esters (Cinnamyl cinnamate 0.27%). 
Cette propolis est riche en acides gras. La composition chimique détaillée est représentée dans le 

tableau 1 (annexe 2). 

s 

Figure 13. GC-MS de l'extrait éthanolique de la propolis d'El-Milia 

36.0 
min 

La propolis d'El-Milia est composée de Flavonoïdes (Pinostrobin chalcone 2.11 %, Naringenin 
0.14%, Galangin 1.54%, Chrysine 8.24%), Diterpènoide (kauran-18-al, 17-acetyloxy)

' (4.beta)- 0.21 %) ; Sesquiterpènes (Cedrol 0.42%), en plus des acides aliphatiques, 
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aromatiques, des alcools et des esters. La composition chimique détaillée est représentée dans le 
tableau 2 (annexe 2). 

La GC-MS a montré que les échantillons possèdent des acides aliphatiques tels que les acides 

gras, des huiles essentielles (betta-pinene,alpha cubébene, valencene, .. .), des acides phénols 
( ac.cinnamique, coumarique, ac cafeique ), des alcools, des esters et des flavonoïdes 

(pinocembrin chalcone, naringénine et techtochrysine) dont les types de chaque classe et leur 

pourcentage sont différents selon les régions. Ces variations peuvent être expliquées par 
l'influence de la situation géographique, et les conditions climatiques, comme la température, la 
précipitation, la composition du sol..., qui peuvent influencer la composition chimique des 
différents échantillons de propolis. 

On constate que tous les échantillons contiennent de la naringénine comme flavonoïde, ceci est 
expliqué par la présence commune d'une espèce de plante dans la flore des sites étudiés comme 
source de ce composé. On constate donc une variabilité importante qualitativement et 
quantitativement ce qui prouve l'effet de l'origine botanique sur la composition chimique et 

confirme les résultats du dosage des polyphénols et flavonoïdes. En Algérie, les études montrent 
que selon la flore botanique disponible, la propolis Algérienne est d'origine soit du pin (Pinus 
sp) qui occupe les zones semi arides, le chêne (chêne liège et chêne zeen) qu'on trouve au nord 

du pays, châtaignier, cyprés (Cupressus sp), Casuarina et le peuplier (Populus sp) (Moudir, 
2005). 

Le tableau 5 et la figure 14 montrent les variations de l'effet scavenger de l'extrait 
éthanolique des quatre échantillons de la propolis, de l' acide gallique et de la quercétine à 

différentes concentrations molaires vis-à-vis le radical DPPH0
• 

Tableau 5. Evaluation de l'activité anti-radicalaire des différents extraits éthanoliques de la propolis à différentes 
concentrations vis-à-vis le radical libre DPPH0

• 

25µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 200 µg/ml lcso 

EEP Tizi ouzou 30,76± 5.59 41 ,02± 5.65 65,38± 1.99 74,35± 4.60 40.63±0.32 

EEP Kaous 39,74± 2.72 53,84± 9.97 56,41± 7.51 64,1± 0.90 31.45± 0.12 

EEP Milia 35,89± 9.97 52,56± 6.45 71 ,79± 2.71 74,3 5± 4.53 34.82±1.02 

EEP Oudjana 37,17± 0.90 48,71± 7.23 56,41± 6.67 65,38± 2.71 33.62±0.61 

Quercétine 24,35± 2.97 31 ,42± 1 35,71± 1.01 42,85 ± 6.05 51.35±2.12 

L'acide gallique 28,58± 2 37,14± 1.01 41 ,42± 2.01 47,14 ± 11.63 43.74±2.02 
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Figure 14. Evaluation de l'activité anti-radicalaire des différents extraits éthanoliques de la propolis à différentes 

concentrations vis-à-vis le radical libre DPPH0
• 

En se basant sur le pourcentage de réduction du DPPH0
, on a évalué le pouvoir antiradicalaire 

des différents extraits de la propolis aux concentrations de 25 , 50, 100 et 200µg/ml. On a 

enregistré un effet anti-radicalaire concentration dépendant avec les quartes extraits de propolis, 

le même résultat est enregistré avec la quercétine et l 'acide gallique. L ' acide gallique a donné un 

effet mieux que celui obtenu avec la quercétine. A la concentration de 200µg/ml , la propolis de 

Tizi-Ouzzou et de Milia ont la même activité anti-radicalaire (P> 0.05), de même pour les 

extraits d'Oudjana et de Kaous. Les IC5o obtenues avec nos extraits sont mieux que celles des 

molécules pures. Selon les Ic50 on peut conclure que la propolis de Kaous a le meilleur effet 
scavenger avec une IC50 de 31.45± 0.12µg/ml. 

On a remarqué que tous les extraits ont donné un effet très puissant et concentration dépendant 
mieux que celui des standards. Ce ci est expliqué par le fait que les composés phénoliques ont la 

capacité à réduire et à décolorer le DPPH0 à cause de leur pouvoir à céder des protons. Les 

résultats obtenus sont comparables à ceux obtenus par (Kebsa et al. , 2006) avec la propolis de 

Kaous. 

2. Etude in vivo 

L'évaluation de l' effet hépatoprotecteur de la propolis contre la toxicité induite par 

l' AFB 1 a été effectué on se basant sur des paramètres sériques, des paramètres du stress oxydant 

et enfin l'évaluation des variations histologiques. 

2.1. Dosage des ·paramètres sériques 

Les paramètres sériques évalués sont: TGO, TGP, PAL, LDH, protéines totaux et Bilirubine. 

Les variations des taux de TGO dans le sérum des rats traités par l' AFB 1 seule, en 
association avec la propolis ou la quercétine 24h, 48h et 72h après l' injection de l 'AFBl sont 

regroupées dans le tableau 6 et illustrées dans la figure 15. 
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Tableau 6. Variations des taux de TGO en Ulll dans le sérum des rats traités par une dose unique d'AFBl 
(lmglkg) seule, en combinaison avec l'extrait éthanolique de la propolis (JOOmglkg) ou avec la quercétine 
(lOmglkg). 

24h 48h 72h 

Témoin 211± 5.65 213± 13.43 207.5± 3.53 

AFBl 214± 8.48 a* 216± 16.97 a* 229± 0.70 a** 

EEP+AFBl 196± 67.64 b* 141,5± 24.74 b*** 158± 5.65 b*** 

Quercétine+ AFBl 191± 2.82b* 162,5± l 7.67b** 176,5± 4.94b*** 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± écart type UI/I. Test de student: (ns) désigne un effet non significatif (P> 0.05), (*) 

désigne un effet significatif (P< 0.05), (**) désigne un effet très sigruficatif (P< 0.01), (***) désigne un effet hautement 
significatif (P<0.001). Les comparaisons sont faites vis-à-vis du: a- groupe témoin, b-groupe AFBl. 
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Figure 15. Variations des taux de TGO dans le sérum des rats traités par une dose unique d'AFBl (lmglkg) 
seule, en combinaison avec l'extrait éthanolique de la propolis (1 OOmg/kg) ou avec la quercétine (1 Omglkg). 

On constate une augmentation significative des taux de TGO des rats traités par l 'AFB 1 par 
rapport à ceux obtenus chez le témoin. Cette augmentation est significative (P< 0,05) à 24h, 48h, 

et très significative (P< 0,001) à 72h. 

Pour les rats prétraités par l'EEP, une diminution significative (P<0,05) par rapport aux rats 
traités par l' AFBl seule est constatée 24h après l' injection. Cette diminution est hautement 
significative (P<0,001) 48h aprés l'injection, après 72h une petite augmentation dans les taux de 
TGO est constatée, mais elle est toujours moindre de façon hautement significative (P<0.001) 
(158±5.65) par rapport à celle des rats traités par l'AFBl (229±0.70). Les mêmes variations sont 
obtenues chez les rats prétraités par la quercétine, l'effet de la propolis est mieux que celui de la 

quercetine. 

Les variations des taux de TGP dans le sérum des rats traités par l ':AFB 1 seule, en 
association avec la propolis ou la quercétine, et ceci à 24h, 48h, et 72h après l'injection d' AFB 1, 

sont démontrées dans le tableau 7 et la figure 16 ci-dessous. 
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Tableau 7. Variations des taux de TGP dans le sérum des rats traités par une dose unique d' AFBl (lmg/kg) 
seule, en combinaison avec l'extrait éthanolique de la propolis (lOOmg/kg) ou avec la quercétine (lOmg/kg). 

24h 48h 72h 

Témoin 56± 1.41 60.5± 4.94 55± 11.31 

AFBl 60± l.41a* 70.5± 2.12a** 80± 5.65a*** 

EEP+AFBl 62± 5.65b ns 54± 0.70b*** 51± 2.82b*** 

Quercétine+ AFBl 52,5± 3.53b** 51 ,5± 7.77b*** 54,5± 28 .99b*** 

Les résultats sont exprimés en moyenne± écart type. Test de student: (ns) désigne un effet non significatif (P> 0.05), (*)désigne 
un effet significatif (P< 0.05), (**) désigne un effet très significatif (P< 0.01), (***) désigne un effet hautement significatif 
(P<0.001). Les comparaisons sont faites vis à vis : a- le groupe témoin, b-groupe AFB 1. 
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Figure 16. Variations des taux de TGP dans le sérum des rats traités p(IJ' une dose unique d'AFBl (lmglkg) 

seule, en combinaison avec l'extrait éthanolique de la propolis (1 OOmg/kg) ou avec la quercétine (1 Omglkg). 

L'évaluation des taux de TGP dans le sérum des rats. traités par l' AFB 1 a révélé des niveaux 
successivement croissants en fonction du temps. Cette élévation est significative (p<0.05) après 
24h, très significative (p<0.01) après 48h et hautement significative (p<0.001) après 72h de 
l'injection d' AFBl et ceci par rapport aux rats témoins. 

Pour les rats prétraités par l'EEP, on constate qu'après 24h le taux de TGP est supérieur à celui 
des rats traités par l' AFB 1. Après 4 8h, le taux a significativement diminué (p<O. OO 1) ( 54± 
0. 70UI/l) par rapport à celui des rats traités par l 'AFB 1, cette diminution successive a persisté 
jusqu'au 72h de l'injection IP d' AFB 1. Concernant les rats prétraités par la quercétine, on 
constate que le taux de TGP est significativement inférieur à celui des rats traités par l' AFB 1 et 

ceci durant les trois temps de prélèvements. 

La figure 17 et le tableau 8 illustrent les variations des taux du PAL dans le sérum des rats 
traités par l'AFBl seule, en association avec la propolis ou avec la quercétine et ceci à 24h, 48h, 

et 72h après l'injection IP d' AFB 1. 
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Tableau 8. Variations des taux du PAL dans le sérum des rats traités par une dose unique d'AFBl (lmglkg) 
seule, en combinaison avec l'extrait éthanolique de la propolis (1 OOmglkg) ou avec la quercétine (1 Omglkg). 

24h 48h 72h 

Témoin 222,5± 55 .86 175± 42.42 167,5± 38.89 

AFBl 248,66± 46.36a* 261± 42.42a** 231 ,5± 13.43ab** 

EEP+AFBl 171,5± 38.89b*** 183,5± 55.86b*** 173,5± 13.43b*** 

Quercétine+ AFBl 200± 83.44b** 183,5± 45 .96b*** 181 ,5± 20.50b*** 

Les résultats sont exprimés en moyenne± écart type. Test de student : (ns) désigne un effet non significatif (P> 0.05), (*) désigne 
un effet significatif (P< 0.05), (**) désigne un effet très significatif (P< 0.01), (***) désigne un effet hautement significatif 
(P<0.001). Les comparaisons sont faites vis à vis: a- le groupe témoin, b-groupe AFBl. 
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Figure 17. Variations des taux du PAL dans le sérum des rats traités par une dose unique d'AFBl (1 mg/kg) 
seule, en combinaison avec l'extrait éthanolique de la propolis (1 OOmglkg) ou avec la quercétine (1 Omg/kg). 

En fonction du temps on constate une augmentation successive du taux de PAL des rats traités 
par l 'AFB 1 par rapport à celui des témoins, le pic est obtenu après 48heures de traitement. 

Chez les rats prétraités par l 'EEP ou la quercetine une diminution hautement significative 
(p<0.001) de PAL a été observée durant les trois temps par rapport aux rats traités par l 'AFBl 

les valeurs sont comparables (P> 0.05) à ceux obtenues avec les rats témoins non traités. 

La figure 18 et le tableau 9 ci-dessous représentent les variations du taux de LDH dans le sérum 

des rats traités par l' AFB 1 seule, en association avec la propolis ou avec la quercétine et ceci à 

24h, 48h, et 72h après l'injection IP d' AFB 1. 

Tableau 9. Variations des taux du LDH dans le sérum des rats traités par une dose unique d'AFBl (lmglkg) 
seule, en combinaison avec l'extrait éthanolique de la propolis (1 OOmglkg) ou avec la quercétine (1 Omglkg). 

24h 72h 

Témoin 1086± 85.50 1150± 140 

AFBl 3360± 60a*** 3218± 318a*** 

EEP+AFBl 1553± 48.13b*** 1721± 221b*** 

Quercétine+ AFBl 2796± 76.73b** 2778± 278b** 

Les résultats sont exprimés en moyenne± écart type. Test de student : (os) désigne un effet non significatif (P> 0.05), (*) désigne 
un effet significatif (P< 0.05), (**) désigne un effet très significatif (P< 0.01), (***) désigne un effet hautement significatif 
(P<0.001). Les comparaisons sont faites vis à vis: a- le groupe témoin, b-groupe AFBl. 
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Figure 18. Variations des taux du LDH dans le sérum des rats traités par une dose unique d'AFBl (lmglkg) 
seule, en combinaison avec l'extrait éthanolique de la propolis (1 OOmglkg) ou avec la quercétine (1 Omglkg). 

Chez les rats traités par l 'AFB 1, une augmentation hautement significative (p<0.001 ) du taux de 
la LDH a été observée 24h et 72h après le traitement, ces taux atteint 3360±60 UI/l contre 
1086± 85.50UI/l seulement chez le témoin après 24heures. Les taux de la LDH ont été diminués 
de façon hautement significative (p<0.001) chez les rats prétraités par l'EEP et par la quercétine. 
L'effet de la propolis est mieux (p<0.01) que celui de la quercétine. 

La figure 19 et le tableau 10 illustrent les variations de la concentration des protéines 
totales dans le sérum des rats traités par l' AFB 1 seule, en association avec la propolis ou avec la 
quercétine et ceci à 24h, 48h, et 72h après l' injection IP d' AFBl. 

Tableau 10. Variations de la concentration des protéines sériques des rats traités par une dose unique d'A FBl 
(lmglkg) seule, en combinaison avec l'extrait éthanolique de la propolis (JOOmglkg) ou avec la quercétine 
(JOmglkg). 

24h 48h 72h 

Témoin 83± 0.70 82± 2.82 80± 0.70 

AFBl 66± l.4la** 64,5± 2. 12a** 64± 0.70a** 

EEP+AFBl 68,5± 2.12b* 74± 11.31 b** 77,5± 4.94b** 

Quercétine+ AFBl 76± 8.48b** 82± 2.82b** 70± 12.02b** 

Les résultats sont exprimés en moyenne± écart type. Test de student : (ns) désigne un effet non significatif (P> 0.05), (*) désigne 
un effet significatif (P< 0.05), (**) désigne un effet très significatif (P< 0.01 ), (***) désigne un effet hautement significatif 
(P<0.001 ). Les comparaisons sont faites vis à vis: a- le groupe témoin, b-groupe AFB 1. 

47 



Résultats et Discussion 

"· . 
90 -1 

,-._ 80 -
J • Témoin 

s 70 ~ ·~ .,, .., 60 "O 
• AFBl 

= 50 ~ 
l>t. 
s:: 
e 

:: j ~ 

..,o 
10 .. 

0 .J 

•EEP+ AFB l 

l 
1 • Quercétine+ 

1 _.\FB l 1 

24 4S 

Tem1>s Q1e.ure,~) 

Figure 19. Variations de la concentration des protéines sériques des rats traités par une dose unique d'AFBJ 
(lmglkg) seule, en combinaison avec l'extrait éthanolique de la propolis (1 OOmglkg) ou avec la quercétine 

(JOmglkg). 

Par comparaison aux rats témoins, une diminution très significative (p<0.01) de la des protéines 
totales est constaté chez les rats traités par l 'AFBl (66±1.41mg /ml à 24h contre 83± 0.70mg/ml 
chez le témoin non traité). Par contre, une augmentation très significative (p<0.01) de ces 
protéines est observée chez les rats prétraités par l'EEP et la quercétine par rapport aux rats 
traités par l' AFB 1. Les taux de protéines se normalisent autours des valeurs normales du témoin 
sous l 'effet des deux extraits. 

La bilirubine représente le produit final de la dégradation de l 'hémoglobine. Les variations du 

taux de la bilirubine dans le sérum des rats traités par l 'AFB 1 seule, en association avec la 
propolis ou avec la quercétine et ceci à 24h, 48h, et 72h après l ' injection IP d'AFBl , sont 

illustrées dans la figure 18 et le tableau 11 ci-dessous. 

Tableau 11. Variations des taux de la bilirubine dans le sérum des rats traités par une dose unique d'AFBJ 
(lmglkg) seule, en combinaison avec l'extrait éthanolique de la propolis (JOOmglkg) ou avec la quercétine 
(JOmglkg). 

24h 48h 72h 

Témoin 1.79 ± 0.32 1.83 ± 0.29 1.80 ± 0.41 

AFBl 2.04 ± 0.29a** 2.91±0.90a*** 4.08 ± 0.83a*** 

EEP+AFBl 1.85 ± 0.31 b* 1.98 ± 0.3b* 2.31 ± 0.92b** 

Quercétine+ AFBl 1.83 ± 0.23b* 1.94 ± 0.2b* 2.48 ± 0.37b** 

Les résultats sont exprimés en moyenne± écart type. Test de student : (ns) désigne un effet non significatif (P> 0.05), (*)désigne 
un effet significatif (P< 0.05), (**) désigne un effet très significatif (P< 0.01), (***) désigne un effet hautement significatif 
(P<0.001). Les comparaisons sont faites vis à vis: a- le groupe témoin, b-groupe AFBl. 
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Figure 20. Variations des taux de la bilirubine dans le sérum des rats traités par une dose unique d'AFBI 
(Jmglkg) seule, en combinaison avec l'extrait étlzanolique de la propolis (1 OOmglkg) ou avec la quercétine 

(JOmglkg). 

Pour les rats traités par l'AFBl, on constate une augmentation très significative (p<0.01) du taux 

de la bilirubine (2.04±0.29 mg/l) par rapport à celui du témoin (1.79±0.32mg/l). Cette 

augmentation atteint 4.08±0.83 mg/ml après 72h. En ce qui concerne les rats prétraités par 
l'extrait éthanolique de la propolis (EEP), on a constaté un retour aux valeurs normales durant 

les trois prélèvements. Les mêmes observations sont constatées pour les rats prétraités par la 
quercétine à 24 et à 48heures. 

Dans les situations normales, les enzymes TGO, TGP, PAL, LDH, et bilirubine sont localisées 
au niveau du cytoplasme cellulaire, mais suite à des lésions ou à des nécroses cellulaires, elles 
seront libérées dans le plasma (Plaa et Hewitt, 1986). Une élévation significative de ces 
paramètres a été constatée chez les rats traités par l' AFB 1. Nos résultats sont en accord à ceux de 
plusieurs auteurs (Plaa et Hewitt, 1986; Wang et al., 1991; Souza et al. , 1999; Liu et al. , 2001 ; 
Klein et al. , 2002; Abdel-Wahhab et Aly, 2003; Preetha et al., 2006). 

Il semble bien que l'EEP et la quercétine ont des effets hépatoprotecteurs contre les dommages 

induits par l' AFB 1, ceci est illustré par la diminution du taux de ces enzymes et par 
l'augmentation du taux des protéines dans le sérum des rats prétraités par l'EEP et la quercétine. 
Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par El- shoaki et al. (2011), qui ont démontré que 
le traitement des rats par la propolis a diminué le taux de TGO et TGP dans le sérum. Une autre 
étude réalisée par Souza et al. (1999) démontre que les flavonoïdes tamatins sont capables de 
réduire avec environ 90% l' activité des transaminases dans le sérum des rats. 

La stabilisation du taux de TGO et TGP activée par l ' ingestion de la propolis indique la présence 
d'une amélioration dans le statut fonctionnel des cellules hépatiques, cette amélioration peut être 

attribuée à la capacité de piégeage des ROS par la propolis. Ces résultats assurent que la 
propolis sous sa forme intacte ou sous forme d'extrait, peut protégée le foie contre les facteurs 
d'endommagement incluant les mycotoxines (El- shoaki et al., 2011). Il est noté que les rats 

prétraités par la propolis ont une activité enzymatique moindre par rapport à celle des rats 

témoins, ce qui indique que la propolis est efficace sur les différents types d'inflammations 
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pouvant affectées le foie. Cette propriété anti-inflammatoire a été rapportée précédemment par 
Teixeira et al. (2008). 

2.2. Détection de l' AFBl dans le sérum et les urines 

Selon la littérature, le dosage d'AFBl et de ses métabolites dans le sérum et les urines est un 
marqueur important pour l'évaluation de l'hépatotoxicité de cette mycotoxine. On a fait passer 
d'abord l'AFBl pure (lµg/ml) pour obtenir le temps de rétention de cette molécule. L'AFBl a 
un temps de rétention autour de 6. D'après les chromatogrammes obtenus en HPLC, on a pu 
détecter de l'AFBl dans les sérums (figure 20) des rats traités par l'AFBI seule, l'association 
avec l'EEP ou la quercétine permet de diminuer le taux d'apparition, cela est probablement due 
à la complexation de l' AFB 1 par les constituants de la propolis. Ainsi on a constaté l' apparition 
d'autres molécules qui peuvent êtres des métabolites de l'AFBI ou de ses adduits avec l'ADN ou 
l'albumine, .... Par manque de molécules pures de qualité analytique on n' a pas pu identifier ces 
métabolites. Au niveau des urines, il n'ya pas d'AFB 1 inchangé mais apparition des molécules 
ayant un temps de rétention entre 0 et 2mn dans les urines des rats traités par l 'AFB 1 seule ou en 
association avec les molécules bioactives (figure 22). Ces molécules sont probablement des 
métabolites ou des conjugués hydrosolubles de l'AFBI. 
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Figure 21. Détection de l'AFBI dans le sérum des 
rats recevant: 

(a) Eau distillée (témoin). (b) AFBI. (c) EEP+AFBI. 

(d) Queretine+AFBI. (e) Control positif(AFB!pure à la 

Concentration de !mg/ml). 
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Figure 22. Détection de l'AFBI dans les urines 
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Concentration de 1 mg/ml). 



Résultats ·et Discussion 

2.3. Dosage tissulaire 

Les variations du taux du GSH des rats traités par l' AFB 1 seule, en association avec la 
propolis ou avec la quercétine sont représentées dans le tableau 12 et la figure 21 ci-dessous. 

Tableau 12. Variations des taux de GSH cytosolique hépatique après administration IP d'AFBI (lmg/kg), 
administration orale de l'EEP (IOOmglkgljr), et la quercétine (JO mglkgljr). 

Témoin AFBI EEP+AFBI Quercétine+AFBI 

GSH (mM/g de tissu) 7,44±0,127 2,01±0,091 a*** 8,83±0,021 b*** 5,24±0,558b* 

Les résultats sont exprimés en moyenne± écart type. Test de student: (ns) désigne un effet non significatif (P> 0.05), (*)désigne 
un effet significatif (P< 0.05), (**) désigne un effet très significatif (P< 0.01), (***) désigne un effet hautement significatif 
(P<0.001). Les comparaisons sont faites vis à vis: a- le groupe témoin, b-groupe AFBI. 
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Figure 23. Variations des taux de GSH cytoso/ique hépatique après administration IP d'AFBJ (lmglkg) seule, 
en association avec l'EEP (IOOmglkgljr), ou avec la quercétine (JO mglkgljr). 

Les rats traités par l'AFBlsubissent une diminution hautement significative (p<0.001) de GSH 
qui atteint 2,01±0,091 mM/g de tissu, avec 7,44±0,127 mM/g de tissu chez le groupe !émoin. 
Alors que le taux du GSH varie de façon hautement significative (p<0.001) chez les rats 
prétraités par la propolis (8,83±0,021 mM/g de tissu) et de façon significative (p<0.05) chez les 
rats prétraités par la quercétine par rapport aux rats traités par l 'AFB 1. 

On constate une augmentation de 15.75% de GSH des rats prétraités par l'EEP, avec une 
diminution de 29.57% chez les rats prétraités par la quercétine par rapport au témoin. 

Le traitement des rats par l' AFB 1 a provoqué une réduction dans la concentration du GSH 
hépatique ce qui est conforme avec les résultats obtenus par plusieurs auteurs (Sha.rmà' et al., 
1~91 ; Yang et al., 2000 _; Liebert et al., 2,006; Preetha et al. , 2~06). Cette déplétion en GSH peut 
s'expliquer par sa conjugaison avec le métabolite réactive AFBl -8,9 époxyde (AFBO) issue du 
métabolisme d'AFBl (Raney et al. , 1992; Yang et al., 1999; Klein et al., 2002). Cependant le 
prétraitement par l'EEP a supprimé l' effet d'AFBl sur la GSH et a augmenté sa concentration 
de façon considérable par rapport aux témoins. Cette augmentation du taux du GSH pourrait être 
due à l'induction de sa synthèse, à sa régénération ou aux effets scavanger des flavonoïdes. Nos 

résultats sont similaires avec ceux obtenus par (Kebsa, 2006 ; Liebert et al., 2006). D'autres 
études ont démontré que le picroliv, qui a un effet hépatoprotecteur contre la toxicité d 'AFB 1, 
restaure le contenu cellulaire en GSH à son niveau normal (Liebert et al., 2006). 
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Les variations des taux du MDA des rats traités par l' AFB 1 seule, en association avec la 
propolis ou avec la quercétine sont illustrées dans le tableau 13 et la figure 21 ci-dessous. 

Tableau 13. Variations des taux du MDA cytosolique généré suite à la peroxydation lipidique induite par l 'A FBJ 
seule, en association avec l'EEP, et la quercétine. 

Témoin AFBl (lmg/kg) EEP (lOOmg/kg) Quercétine (lOmg/kg) 

Concentration du MDA 0,785± 0,031 l,46±0,098a*** 1,115 ±0,007b** 1,17 ± 0,098 b* 
cytosolique (nmoles/g de foie) 

Les résultats sont exprimés en moyenne± écart type. Test de student : (ns) désigne un effet non significatif(P> 0.05), (*)désigne 
un effet significatif (P< 0.05), (**) désigne un effet très significatif (P< 0.01 ), (***) désigne un effet hautement significatif 
(P<0.001 ). Les comparaisons sont faites vis à vis: a- le groupe témoin, b-groupe AFB 1. 
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Figure 24. Variations des taux du MD;t cytosolique hépatique après administration d'une dose unique d'AFBJ 
(lmglkg) seule, en combinaison avec l'extrait étltanolique de la propolis (1 OOmglkg) ou avec la quercétine 

(JOmglkg). 

On se référant au témoin (0,785± 0,0318 nmoles/g de foie), une augmentation hautement 
significative (p< 0.001) du taux du MDA cytosolique des rats traités par l'AFBlest constatée 
(1,46±0,098 nmoles/g de foie). Par ailleurs, la variation des taux du MDA est très significative 
(p<0.01) chez les rats prétraités par la propolis (1 ,115 ±0,007 nmoles/g de foie) et significative 

(p<0.05) chez les rats prétraités par la quercétine (1 ,17 ± 0,0989 nmoles/g de foie) par 
comparaison avec les rats traités par l'AFBl (1 ,46±0,0989 nmoles/g de foie). Le taux de 

réduction de la peroxydation lipidique par l'EEP (23.64%) est supérieur à celui de la quercétine 

(19.87%). 

Le traitement de~ rats p~ l'AFBl provoque une augmentation significative du taux de MDA 
cytosolique, ce qui est en accord avec les résultats obtenus par Rastogi et al. (2001a,b) qui ont 
constaté une élévation des peroxydes lipid~ques après six semaines de traitement des rats par 
l' AFB 1. Cette augmentation peut être due à la surproduction des ROS tel que le radical hydroxyl 
OH

0 

accompagnée par un déficit dans le système antioxydant (Shen et al. , 1994; Rastogi et al., 
2001 a). Selon Amstad et al. (1984), l' AFBl peut détruire l' intégrité des membranes cellulaires 

par stimulation de phospholipide A2 qui va initier la peroxydation lipidique. Concernant les rats 

prétraités par l 'EEP et la quercétine, une diminution de la peroxydation lipidique est constatée : 

ce qui prouve leurs effets préventifs contre le stress hépatique induit par l' AFB 1. Ces résultats 
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sont conformes avec ceux obtenus par Lahouel et al., (2010). Cet effet protecteur peut être dû à 
l'effet scavanger des flavonoïdes de la propolis qui réagissent avec les radicaux peroxyle des 
acides gras polyinsaturés ; inhibant de ce fait la peroxydation lipidique. Ces flavonoïdes inhibent 
ainsi l'activité des enzymes impliquées dans la conversion des acides gras polyinsÇtturés des 

membranes en des médiateurs actifs comme la phospholipase A2 lacyclooxygénase et la 
lipoxygénase (Lee Malteliano et Middleton, 1982). L'acide phényl ester caféique de la propolis 

présente un effet hépatoprotecteur puissant à travers la réduction de la lipoperoxydation et la 
réduction des ROS avec augmentation de l ' activité des enzymes (Souza et al., 1999). 

Les variations de l'activité de la catalase des rats traités par l' AFBl seule, en association 
avec la propolis ou avec la quercétine sont illustrées dans le tableau 14 et la figure 23 ci
dessous. 

Tableau 14. L'évaluation de l'activité enzymatique de la catalase cytosolique hépatique après administration 
d'une dose unique d'AFBJ. (Jmg/kg) seule, en combinaison avec l'extrait éthanolique de la propolis (JOOmglkg) 
ou avec la quercétine (1 Omglkg). 

Catalase cytosolique 
(Ul/mg de protéines) 

Témoin 
5,13±0.063 

AFBl 
2,42±0.014 

a*** 

EE+AFBl 
4,96±0.076b*** 

ans 

Quercétine+AFBl 
4,98±0.53b*** 

ans 

Les résultats sont exprimés en moyenne± écart type. Test de student : (ns) désigne un effet non significatif (P> 0.05), (*) désigne 
un effet significatif (P< 0.05), (**) désigne un effet très significatif (P< 0.01 ), (***) désigne un effet hautement significatif 
(P<0.001 ). Les comparaisons sont faites vis à vis: a- le groupe témoin, b-groupe AFB 1. 
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Figure 25. L'évaluation de l'activité enzymatique de la catalase cytosolique hépatique après administration d'une 
dose unique d'AFBI (Jmglkg) seule, en combinaison avec l'extrait éthanolique de la propolis (1 OOmglkg) ou 

avec la quercétine (1 Omg!kg). 

On constate une réduction hautement significative (p<0.001) de l'activité enzymatique de la 
catalase chez les rats traités par l'AFBl (2.42±0.014) par rapport à celle des témoins 
(5.13±0.063), alors qu'un prétraitement par l'EEP et la quercétine a provoqué une augmentation 
hautement significative (p<0.001), (4.96±0.076 et 4.98±0.53 respectivement) par rapport auX rats 

traités par l 'AFB 1, par contre la comparaison avec les rats sains a démontré un~ diminution non 
significative (p>0.05) de l'activité enzymatique de la catalase. 
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Les variations de l'activité de la SOD des rats traités par l'AFBl seule, en association 
avec la propolis ou avec la quercétine sont représentées dans le tableau 15 et la figure 24 ci
dessous. 

Tableau 15. Variations de l'activité enzymatique de la SOD cytosolique hépatique après administration d'une 
dose unique d'AFBl (lmglkg) seule, en combinaison avec l'extrait éthanolique de la propolis (JOOmglkg) ou 
avec la quercétine (1 Omglkg). 

SOD cytosolique (U/mg de 
protéines) 

Témoin 

9.62±0.59 

AFBl 

6.15±0.2la*** 

EEP+AFBl Quercétine+AFBI 

8.9 l±0.53b*** 8.83±0.52b*** 

ans ans 

Les résultats sont exprimés en moyenne± écart type. Test de student: (ns) désigne un effet non significatif(P> 0.05), (*)désigne 
un effet significatif (P< 0.05), (**) désigne un effet très significatif (P< 0.01), (***) désigne un effet hautement significatif 
(P<0.001). Les comparaisons sont faites vis à vis: a- le groupe témoin, b-groupe AFBI. 
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Figure 26. Variations de l'activité enzymatique de la SOD cytosolique hépatique après administration d'une dose 
unique d'AFBl (lmglkg) seule, en combinaison avec l'extrait éthanolique de la propolis (JOOmglkg) ou avec la 

quercétine (1 Omglkg). 

L'activité de la SOD a significativement diminué (p < 0.001) chez les rats recevant l'AFBl seule 
(6.15±0.21) par rapport à celle mesurée chez les témoins (9.62±0.59). L'activité enzymatique de 
ce système antioxydant chez les rats prétraités par l 'EEP et la quercétine a significativement 
augmenté (p<0.001), (respectivement 8.91±0.53 et 8.83±0.52) par rapport à celle des rats traités 
par l'AFBl. Ses valeurs ont diminué de façon non significative (p>0.05) par rapport aux 

témoins. 

L'injection intrapéritonéale d' AFB 1 aux rats a entraîné une diminution de la concentration des 
SOD et CAT; ces résultats sont similaires à ceux obtenus par plusieurs auteurs (Verma et Nair, 
2001; Yener et al., 2009; Kotan et al., 2011). Cette diminution pourrait être due à la destruction 
de ces enzymes suite au stress cellulaire induit par les métabolites toxiques d' AFB 1, ou encore 
suite à son inactivation par les ROS (Preethà et al., 2006). Le prétraitement des rats par l'EEP a 
augmenté la concentration du SOD ~u-delà de celle enregistrée chez le témoin, alors que le 
prétraitemènt par la quercétine a maintenu le taux du SOD à son niveau cellulaire normal. 

L'EEP et la quercétine préviennent la diminution de l'activité enzymatique de la CAT induite 
par l' AFB 1. Cette prévention est considérable chez les rats prétraités par la quercétine que chez 
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les rats prétraités par la propolis. L'explication probable de cet effet est l'induction de 
l'expression des SOD et CAT, ou l'activation de ces enzymes ce qui prouve l'effet préventif de 
la propolis et de la quercétine (Kebsa, 2006). Des études récentes ont montré que la propolis 
renforce le système antioxydant par réduction des ROS et augmentation de l'activité des SOD et 
CAT (Koya et al., 2009 ; Newairy et al., 2009 ; Youcef et al. , 2009). D'autres études réalisées 
par ont montré également qu'avec un supplément de 2% de la propolis l'efficacité antioxydante 
s'améliore chez les rats sénéssant par augmentation de l'activité enzymatique de la SOD et de la 
CAT (Gülinnaz et al., 1998). De plus, plusieurs autres études ont montré également que les 
flavonoïdes améliorent l'activité des enzymes antioxydantes. L'augmentation de l' activité de la 
Mn-SOD cérébrale des rats a été enregistrée après l'administration orale de la catéchine 
(Komatzu et Himaratzu, 2000). L'hespéridine, un flavonoïde de citrus, améliore les taux de la 
SOD et de la CAT de façon significative (Kanwaljit et al. , 2005). 

Les variations du taux de la GST des rats traités par l' AFB 1 seule, en association avec la 
propolis ou avec la quercétine sont illustrées dans le tableau 16 et la figure 25 ci-dessous. 

Tableau 16. Variations de l'activité enzymatique de la GST cytosolique hépatique après administration d'une 
dose unique d'AFBJ (lmg/kg) seule, en combinaison avec l'extrait éthanolique de la propolis (IOOmglkg) ou 
avec la quercétine (1 Omg/kg). 

Témoin AFBl EE+AFBl Quercétine+AFBl 

GST (Ul/g de protéines 2,05± 0,452 1,19± 0,254a** 2,28± 0,127b** 1,83± 0,707b** 

Les résultats sont exprimés en moyenne± écart type. Test de student : (ns) désigne un effet non significatif (P> 0.05), (*) désigne 
un effet significatif (P< 0.05), (**) désigne un effet très significatif (P< 0.01), (** *) désigne un effet hautement significatif 
(P<0.001 ). Les comparaisons sont faites vis à vis: a- le groupe témoin, b-groupe AFB 1. 
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Figure 27. Variations de l'activité enzymatique de la GST cytosolique hépatique après administration d'une dose 
unique d'AFBI (lmglkg) seule, en combinaison avec l'extrait éthanolique de la propolis (IOOmglkg) ou avec la 

quercétine (1 Omglkg). 

Une diminution très significative (p<0.01) de l'activité de la GST a été constatée chez les rats 
traités par l'AFBl (1.19±0.254) par rapport aux témoins (2.05±0.452). Alors que cette activité, 
chez les rats prétraités par l'EEP et la quercétine (2.28±0.127, 1.83±0.707 respectivement) est 
très significativement élevée (p<O. 01) par rapport aux rats traités par l 'AFB 1. On constate une 
augmentation de 10.09% de l'activité enzymatique de la GST des rats prétraités par l'EEP, avec 
une diminution de 10.74% chez les rats prétraités par la quercétine par rapport au témoin. 
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La GST Catalyse la réaction de conjugaison de l 'AFB 1-8,9-epoxides avec le GSH formant 
l' AFB 1-epoxide-GSH (Raney et al., 1992 ; Stewart et al. , 1996). Ceci explique la déplétion en 
GSH et la diminution de l'activité de la GST obtenues chez les rats recevant l 'AFB 1. Ces 
résultats sont en parfait accord avec les résultats obtenus par Rastogi et al. (2001 a, b) qui ont 

observé une réduction allant de 20% à 34% de l'activité GST chez les rats traités par l'AFBl. 

Le prétraitement par l'EEP a permet la restauration de l ' activité de la GST. Le prétraitement par 
la quercétine présente des taux de GST supérieurs à ceux obtenus chez les rats recevant l'AFBl 
seule et inférieurs à ceux obtenus chez les rats témoins. Ainsi d'après les résultats, il est bien 
constaté que la propolis est plus efficace que la quercétine. L'augmentation des taux de GST 
peut être due à l'induction de sa synthèse, sa régénération ou aux deux effets, comme elle peut 
être due a l'effet scavenger des flavonoïdes qui vont capter l 'AFB 1 réduisant de ce fait les 
réactions de conjugaisons entre le GSH et l'AFBO et par conséquent la diminution de l' activité 
de la GST (Raney et al. , 1992; Stewart et al. , 1996; Preetha et al. , 2006). La restauration 
intracellulaire de l'activité de la GST vers des valeurs normales montre l' effet préventif de l'EEP 
et de la quercétine contre la déplétion en GST et indique bien qu'elles jouent un rôle vital dans la 

diminution du stress et des dommages du foie induite par l 'AFB 1. 

2.4. Etude histologique 

Des coupes histologiques au niveau des foies des rats témoins, traités par l'AFB 1, ou 
prétraités par l'extrait ethanolique de la propolis ou la quercétine ont été réalisés afin de 
permettre la visualisation des changements tissulaires qui peuvent être s'installer suite à 

l'administration de l'AFB 1. 

Les coupes histologiques des foies des rats témoins montrent un tissu hépatique d'architecture 

normale sans anomalies histologiques (figure 28.A). 

Chez les rats traités par l'AFB 1, on a constaté l'apparition de nombreux changements 

dégénératifs, des espaces hémmoragiques associés à des nécroses de coagulation débutantes au 
niveau du tissu hépatique. Des vacuolations des hépatocytes, congestion de la veine 
centrolobulaire et des sinusoïdes ont été également observé (figure 28.B, figure 29.A). De 
multiples foyers de nécrose avec infiltration lymphocytaires au niveau des espaces portes. 

Des altérations moindres apparaissent dans le foie des rats prétraités par l'EEP (figure 28.C) et la 

quercetine (figure 28.D). 

Des altérations nucléaires de type II des hépatocytes ont été installées également: noyau serni
rond, de forme irrégulière avec augmentation du volume des noyaux occupant presque les deux 
tiers de cytoplasme (figure 29.D). On constate également la condensation de la chromatine 
nucléaire avec apparition de corps apoptotiques multiples au niveau des cellules de kupffer 

(figure 29. C). 

Apparition de foyer prénéoplasique dans lequel des hépatocytes deviennent un peu plus 
volumineuses et présentent un arrangement ou une distribution atypique (cncentrique) (figure 

29.B). 
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Figure 28. Coupes histologiques de fois des rats traités par l'AFBJ seule, en association avec la propolis ou la 
quercétine (1Oxl0). 

A. rat témoin, tissu hépatique d'architecture normale sans anomalies histologiques, B. rat traitépar l'AFBI, Apparition de multiples foyers de 
nécrose avec infiltration lymphocytaires (mononucléaires) au niveau des espaces portes , congestion de la veine , nécrose de coagulation, C. rat 
traité par EEP+AFBI, infiltration lymphocytaires moindes, D. rat traité par Quercétine+AFBI , infiltration lymphocytaires moindre, début de 
congestion veineuse. 
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Figure 29. Coupes histologiques montrant les différents changements au niveau <Ill foie des rats traités par 
l'AFBI. 

A. Nécrose de coagulation+ vacuolation des hépatocytes, B. Foyers prénéoplasiques. C. Apparition de corps apoptotiques dans 
les celulles de kupffer (lOxlOO).D. Altération de la forme de certain nyau (allongé), condensation de la chromatine et 

augmentation de leurs tailles. 

Plusieurs changements structuraux dégénératifs ont été détectés dans les coupes 
histologiques. Chez les rats traités par l'AFBI , on a constaté l'apparition- de nombreux 
changements dégénératifs, des espaces hémorragiques associés à des nécroses de coagulation. 
Des vacuolations des hépatocytes, congestion de la veine centrolobulaire et des sinusoïdes, de 
multiples foyers de nécrose avec infiltration lymphocytaires au niveau des espaces portes. 

Des changements nucléaires des hépatocytes ont été installés également: noyau semi-rond, de 

forme irrégulière avec augmentation du volume des noyaux occupant presque les deux tiers de 
cytoplasme, condensation de la chromatine nucléaire avec apparition de corps apoptotiques 
multiples au niveau des cellules kupfferiennes. Ces changements morphologiques en relation 
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avec l'apoptose ont été décrits antérieurement par Méki et al. (2004), comprenant la 
condensation de la chromatine nucléaire et son fragmentation, le noyau se fragmente puis la 
cellule elle-même pour former des corps apoptotiques. Ces derniers vont subir une phagocytose 
par les macrophages hépatiques ce qui explique l' apparition de corps apoptotiques au niveau des 

cellules de kupffer (macrophages hépatiques). 

Les lésions d' ADN mitochondriale sont persistantes et peuvent être dues à un manque des 
mécanismes de réparation dans cette organelle. Par conséquent, la transcription et la traduction 
mitochondriale sont inhibées ce qui conduit à une transformation néoplasique des cellules 
(Hsieh, 1987). Ceci peut expliquer l'apparition de foyers prénéoplasiques obtenus dans notre 

étude. 
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Conclusion 

Les résultats des essais relatifs à l'évaluation de l'effet hépatoprotecteur de la propolis 
contre la toxicité induite par l' AFB 1 nous permettent de tirer un certains nombre de 
conclusions : 

L'étude phytochimique de la propolis nous permet de conclure que: 

>- Tous les échantillons sont très riches en polyphénols et en flavonoïdes. Les 
différences entre les teneurs en composés phénoliques sont liées à l'origine botanique 
de la propolis, c'est à dire de la couverture végétale et du type des plantes à partir 
desquelles l'abeille fait la récolte des constituants de la propolis. 

>- L'analyse par GC-MS a montré que tous les échantillons contiennent des flavonoïdes , 
des acides phénoliques, terpènes, alcools, esters, huiles essentielles, dont les types et 
les teneurs varient d'une région à l'autre. ce qui prouve l'effet de l'origine botanique sur 

la composition chimique. La propolis Jijilienne est très riche en acides gras expliquant 

la richesse de la wilaya en olivier. 

>- les échantillons de la propolis possèdent une activité anti-radicalaire concentration 

dépendant. 

L'étude in vivo portée sur l'évaluation de l'effet hépatoprotecteur de la propolis contre la 
toxicité induite par l 'AFB 1, montre que : 

>- l' AFB 1 est hautement hépatotoxique conduisant à un dysfonctionnement hépatique 
sévère, une cytolyse caractérisée par la libération dans le sang des transaminases, 

LDH, bilirubine, et un stress oxydant exprimé par un déficit dans les systèmes 
antioxydants enzymatiques et non enzymatiques avec augmentation de la peroxydation 
lipidique. Conduisant à l'apparition de changements dégénératifs sévères au niveau 

tissulaire (necrose, vacuolation des hépatocytes, congestions veineuses et sinusoïdales, 
changements nucléaires et apparition des corps apoptotiques et des foyers 
prénéoplasiques ). 

Le prétraitement des rats par l 'EEP a permis la mise en évidence d'un effet préventif contre 

l 'hépatotoxicité induite par AFB 1 et ce à travers : 

>- La limitation des effets délétères de l' AFB 1 et la protection de la fonction hépatique 
démontrée par le maintien du taux des paramètres sériques à des niveaux cellulaires 

normaux: transaminases, LDH, bilirubine et protéines. 
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);;> Le maintient de l'équilibre de la balance antioxydant-prooxydant, par le renforcement 

des systèmes antioxydants enzymatiques et non enzymatiques présentés par 
l'augmentation des taux de GSH, de l'activité enzymatique de la SOD, CAT et GST. 

);;> La protection des membranes celullaires contre les effets délétères de ROS, et ce par 
inhibition de la peroxydation lipidique et réduction des taux du MDA. 

);;> Le maitient de l'intégrité du tissu hépatique en réduisant les changements 

dégénératifs. 

L'activité hépatoprotectrice de la propolis est très considérable, raison pour laquelle nous 
recommandons des études plus approfondies pour bien comprendre les mécanismes 
moléculaires de l 'hépatotoxicité de l 'AFB 1 ainsi que les mécanismes moléculaires de 
l'activité hépatoprotectrice de la propolis. Comme la propolis est un mélange de composés 
divers nous recomandons de poursuivre l'étude phytochimique par séparation et identification 
des constituants afin d'arriver à la molécule hépatoprotectrice et permettre l' évaluation de la 

relation structure-activité. 
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Figure 01. Courbe étalon du dosage des polyphénols en µg/ml (acide gallique comme standard), (Moyenne de 3 essais). 
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Figure 02. Courbe étalon du dosage des flavonoïdes en µg/ml (quercétine comme standard), (Moyenne de 3 essais). 



N
 Q
) 

~
 

Q
) 

=
 

=
 

~ 
<

 
~
 

~ ~
 

.~ 

- ~
 

§< 
... l:l.. 
~
 

~
 

~ 1 \..) 
\,,:, 
....; 
<:;::, 

:::: 1:::1 
~
 

-1:) 

~
 



Tableau 02. GC-MS de la propolis d'EL Milia 
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Tableau 03. GC-MS de la propolis d'Oudjana 
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Evaluation de l'effet hépatoprotecteur de l'Extrait Brut de la propolis contre la toxicité de l'aflatoxine 
Bl chez les Rats. 

Résumé: L'aflatoxine Bl est un agent potentiellement hépatotoxique et hépatocarcinogène, sa toxicité est 
principalement due à des dommages peroxydatifs et à la formation des espèces réactifs de l'oxygène. Notre étude vise 
à évaluer l'effet hépatoprotecteur de la propolis contre la toxicité induite par l' AFB 1. L'étude phytochimique a montré 
que la propolis ~st riche polyphénols et en flavonoïdes et possède une activité anti-radicalaire concentration dépendante 
contre le radical libre DPPH0

• La composition chimique qualitative et quantitative dépend de l'origine botanique de la 
propolis. L'effet hépatoprotecteur de la propolis est comparé à celui de la quercetine, un flavonoïde hépatoprotecteur de 
référence. L'augmentation des taux de la lactate déshydrogénase, phosphatase alcaline, bilirubine et transaminases dans 
le sérum des rats traités par une dose unique intrapéritonéale d' AFB 1 (1 mg/kg) suggère la présence d' atteintes 
hépatiques. Une augmentation significative dans le niveau du malondialdéhyde, avec une diminution concomitante des 
systèmes antioxydants enzymatiques (superoxyde dismutase, catalase, glutathion-s-transférase) et non enzymatique 
(glutathion) ont été également observé au niveau du foie des rats traités par l' AFB 1. Chez les rats prétraités par la 
propolis .(lOOmg/kg/orale) ou la quercetine (lOmg/kg/orale), diminue les effets délétères de l'AFBl et protège la 
fonction hépatique par le maintien des paramètres sériques et ceux du stress oxydant à des taux normaux. Les taux des 
paramètres sériques et ceux du stress oxydant sont revenu à la normale. L'effet hépatoprotecteur de la propolis est 
confirmé par l'étude histologique. 

Mots clés: Aflatoxin B 1, propolis, composés phénoliques, hépatotoxicité, stress oxydant. 

Abstract: Aflatoxin B 1 is a potent hepatotoxic and hepatocarcinogenic agent. Reactive oxygen species and consequent 
peroxidative damages are considered to be the main mechanisms leading to its hepatotoxicity. The present investigation 

1 airns to assessing the hepatoprotective effect of propolis, on aflatoxin B 1- induced hepatotoxicity in a rat model. The. 
phytochemical study showed that propolis is rich in pplyphenols and flavonoids and have a concentration dependant 
anti-radical activity against DPPH0 radicals. Its qualitative and quantitative chemical composition depends on its 
botanical origin. The hepatoprotective effect of propolis is compared with that of quercetin, a standard hepatoprotective 
flavonoid. Bilirubine, lactate dehydrogenase, alkaline phosphatase, alanine and aspartate aminotransferases were found 
to be significantly increased in the serum of AFB 1 administered rats, suggesting hepatic damages. Marked increase in 
malondialdehyd levels and a concomitant decrease in the enzymatic (superoxide dismutase, catalase, and glutathione-S
transferase) and non enzymic (reduced glutathione) antioxidants in the hepatic tissue were observed in AFB 1 
administered rats. Pretreatment with propolis (100 mg/kg body mass/ orally) and quercetin (10 mg/kg body mass/ 
orally) reverted biochemical and oxidative stress parameters to near normalcy. Hepatoprotection by propolis is further 
substantiated by the normal histologie findings . 

Keywords: Aflatoxin B 1, propolis, polyphenolic compounds, hepatotoxicity, oxidative stress . 
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