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I-Introduction :

La peau cot uil organe uCo “XPos. La uwioulcuull Cutande peut étre d origines dives :
traumatique, infectieuse, tumorale et vasculaire. Sa réparation correspond a la cicatrisation.
Selon la surface et la profondeur de la lésion, la fermeture du revétement cutanée sera
spontanée, obtenue par soins locaux [1].

La cicatrisation d’une plaie est un phénomeéne biologique naturel. Les tissus humains et
animaux sont S 1 o local - par « 1s de  paration et de
régénération. Cette capacité reste cependant soumise & de nombreuses variations. Ainsi la
rapidité et la qualité de la cicatrisation d’une plaie dépendent de 1’état général de I’organisme
atteint [2].

En dermatologie 1’objectif des remeédes a visé cicatrisante est multiple, il s’agit de
protéger cette zone tissulaire en plein remaniement, a la fois des germes infectieux et des
traumatismes physiques, tout en apportant une action eutrophique continue.

De nombreux médicaments sont utilisés pour accélérer ou faciliter la cicatrisation. La
plupart sont des pommades a action locale qui agissent directement au point de contact. De
nombreux soins utilisent des pansements imbibés d’une solution antiseptique qui vise a
désinfecter la plaie et a assurer I’humidité de la peau lésée pour faciliter sa réparation.

Les médicaments utilisés de nos jours sont simple et facile a appliqué : cependant de
nombreuses personnes souffrent toujours d’allergie et d’'une mauvaise tolérance des produits
surtout ceux utilisés pour les pommades.

De nombreux chercheurs s’intéressent de plus en plus a la nature pour la découverte de
nouveaux principes actifs mieux toléré et moins coliteux. En effet les substances naturelles
nécessitent peu de travaux sauf ceux nécessaire a leur purification.

De nombreux travaux ce sont intéressés a la propolis cette substance essentiellement
composée de flavonoides est étudiée scientifiquement pour déterminer ses vertus dans le
cadre de la santé.

Notre étude réalisée sur des rats albinos a pour objectif : I’étude de ’activité cicatrisante de
la propolis qui provient de la région d’El-Malha pour une éventuelle utilisation en

thérapeutique.






II- Analyse bibliographique :

TI-1- La »rovolis -

La propolis désigne toute une série de substances résineuses, gommeuses et
balsamiques, rassemblées par les abeilles sur certaines parties (bourgeons et écorces) de
certains arbres [3, 4, 5, 6, 7].

La propolis existe depuis que I’abeille est a  wue sur terre. "'le est nf’
particuliérement dans 1’antiquité par les prétres de I’Egypte depuis mille années, qui avaient
monopolisé¢ la médecine, chimie et 1’art des cadavres [8]. Puis, par les Grecs; en effet
propolis provient du grec : pro, qui signifie : en avant et de polis : la ville ou communauté [6,
9, 10].

C’est une substance essentielle a la vie de la ruche que les abeilles utilisent a de
nombreus  fii

— Pour construire une véritable barri¢re de défense située en arriére du trou de vol
destinée a controler I’arrivée d’éventuels ennemis, et a laquelle la propolis doit son
nom [11].

~  Pour remplir les fissures et bloquer les trous, afin de rendre la ruche bien
hermétique [12,13].

— . our réduire la taille de ’ouverture du trou de vol en fonction des variations
climatiques.

— Pour vernir ’ensemble des surfaces intérieures de la ruche afin d’en supprimer
les aspérités.

— Pour recouvrir d’une trés fine pellicule les nouveaux rayons ainsi que I’ intérieur
des cellules avant que la reine ne vienne y pondre, ce qui constitue une désinfection
efficace (stérilisation) [11].

— Pour faire le bouclier protecteur a I’entrée de la ruche.

— Pour polir les cellules nid d’abeilles [8].

En fin la propolis est utilisée pour recouvrir totalement les envahisseurs de la ruche
que les abeilles ont tuées (animal ou insecte) mais ne peuvent pas transporter hors de la ruche
[12,14].

I1-1-2-Origine :

La propolis est collectée a partir d’une grande variété d’arbres: saule, peuplier,

bouleau, sapin, pin, chétaigne, ...etc. et d’arbustes [8, 14].









trichloréthyléne.. etc. [17, 18]. Un mélange approprié de solvants permet de dissoudre la
quesi-totzlitd de sce composunt 1111,

I1-1-5- Composition chimique :

La composition chimique de la propolis reste mal connue jusqu’a présent et suscite
Iintérét de nombreux chercheurs [8,12]. Cependant, de nombreuses €tudes ont montré que

cette composition varie en fonction de la zone géographique, de I’origine botanique, de

I d e 1« lte ., 11].
Les composants de la propolis sont rapportés dans le tableau- 1.
Tableau- I : Composition chimique de '~ —~~polis.
Classes des composés Groupes des composés références
45 a4 55 %
Résines - Flavonoides (8,12, 14, 17,19 ,20]
- acides phénoliques et leurs esters [5, 12, 20,21,22]
Cire 25 a 35% (5,13, 14]
Huile essentielle 10 % (12, 14, 17]
Pollen 5% {5. 14]
5%
- Traces de minéraux : calcium, magnésium, (5, 14.23]
£ mpo fer, ‘ne, sil’ p¢  sium, phot “iore,
organiques manganese, cobalt.
- Les vitamines : A, B1, B2, B3, C, E, Het (5, 14, 22]
la vitamine PP.
- Acides benzoiques et leurs esters. [14, 19, 22]
- Sucres. [12.24]

La composition chimique de la propolis est donc riche mais extrémement complexe, et

il faudra encore de nombreuses années de recherche pour en avoir une connaissance

absolument parfaite.






—  Anti-germinatives [11].
Alid - ihilannatvice o, 14, 17].

1I-1-7-Conservation :

En général, la propolis se conserve assez facilement, dans de bonnes conditions, sans
p autions, mais il parait 1 au moins pre..rable de la garder dans des récipients opaques,
bien fermés et a I’abri de la lumiére et de la chaléur a une température qui varie entre 10 a
TTT14].

Il faut signaler que la lyophilisation de la propolis (dessiccation obtenue par
congélation brutale a basse température) maintient son activité anti-bactérienne [15].

La durée de conservation des propolis mélangées a d’autres produits dépend

infiniment de leur composition et doit étre déterminée pour chaque cas [14].



I1-2- Rappel général sur la peau:

11-2-i- Intrcduction :

La peau (cutis) [34], est un organe vivant et non une simple membrane inerte qui
constitue I’enveloppe du corps des animaux vertébrés [35,36].

Elle constitue une barriere anatomique et physiologique séparant I’organisme de son

milieu extérieur, le protégeant des agressions physiqués, chimiques et microbiennes, et lui

n o - . . . ' ' Tt
et de pression [37, 38, 39]. La peau assure €galement la réponse immunitaire [37, 38]. Elle est
aussi le siege de nombreux processus meétaboliques qui sont modulés par les conditions
physiologiques de I’organisme et les cond ons de I’environnement [40].
La peau est un tissu complexe d’origine embryologique diversifiée, comme les autres
organes, de tissus dérivés de I’ectoderme, du mésenchyme et de I’endoderme :
Les cellules épidermiques (kératinocytes) sont d’origines ectodermiques [38]. Le derme et
’hypoderme sont essentiellement des tissus d’origine mésodermique. Le derme contient des
fibroblastes sécréteurs de collagéne, des cellules immunitaires, des vaisseaux sanguins et des
cellules lymphatiques [38, 39, 40, 41].
I1-2-2- Stre~* re:

La peau comprend trois couches superposées: I’épiderme, le derme et ’hypoderme.

Elle forme avec ses annexes (poils, cheveux, ongles et glandes) le tégument [35].

La structure de la peau est représentée dans la figure -3.

Epiderme I
A [ Plexus artériel superficie
Muscle plo-arecteur
Derme (lande sébacée
b= Plexus arténial peofond
1 Folicule pileux
[}
Hypoderme Glande sudoripare

Fig-3: La structure de la peau.






b- Les mélanocytes :

Ces cellules sont localisées dans la couche basale [40]. "'les sont responsables de la
synthese et de la maturation de la mélanine a I’intérieur d’o-~~nites cellulaires.

c¢- Les cellules de "~——erhans :

Ces cellules interviennent dans les mécanismes immunitaires [35].

[1-2-2-2- Derme :

Le derme est un tissu conjonctif (jouant un réle de nutrition et de soutien), formé de
cellules appelées fibroblastes, de fibres collagenes et de fibres élastiques. Entre les fibres et
les cellules se trouve une substance faite de mycopolysaccharides acides.

Ce tissu contient les vaisseaux sanguins et les nerfs de la peau. C’est une fine couche
cutanée d’une structure complexe.

La jonction dermoépidermique sépare 1’épiderme du derme et assure la cohésion et les
échanges entre ces deux tissus {35, 36].

[1-2-2-3- Hypoderme :

L’hypoderme est une variété de tissus conjonctif et adipeux. Il est formé de cellules
tres riches en graisse : les adipocytes réunies en lobules et séparées par des cloisonnements
conjonctifs [35].

Ce tissu possede €galement un role de protection mécanique et thermique [42].

I1-3- Modifications physiopathologiques de la ~~~u_:

[1-3-1- ¥ Acigns cutanées :

Les plaies peuvent étre issus d’une agression chimique, mécanique, thermique ou
immunologique [42, 43]. La peau se voit amputée d’un certain volume de tissu. Une réaction
inflammatoire s’enclenche qui va dans un premier temps constituée un symptome d alerte
(rougeur, douleur), puis un temps de détersion tissulaire et de défense anti-infectieuse, enfin
un temps de réparation : la cicatrisation [39].

I1-3-2- Les différentes plaies :

On distingue deux types de plaies selon la perte de substance et la profondeur :

[1-3-2-1- Plaie superficielle :

Il s’~~*t de lésion primitive non modifiée de la dermatose telle qu’elle apparait a
I’observateur. Cette Iésion peut étre nette, permanente mais peut étre moins évidente par le
regard [44] ; qui n’atteint que le revétement cutané ou les tissus immédiatement sous-jacents,

avec une perte légere de substances [35].
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11-3-2-2- Plaie profonde :

Une plaje ¢st dite nrofonde lorsgu’cile intéresse des strictures noblec artéres, nerfs et
visceres [35].
IT-A- Migatrjcatian des plaies :
I1-4-1- Définition :

La cicatrisation est un phénomeéne tres complexe qui comprend la réparation tissulaire
[45,46]. Elle met en jeu de nombreux processus cellulaires et moléculaires tels que la
régénération des cellules épithéliales, la migration des fibroblastes, I’angiogéneése, la synthése
des composants de la matrice extracellulaire (fibronectine, collagéne) et le remodelage du
tissu cicatriciel [47].

Ce phénomeéne dépend d’un autre phénomeéne antérieur, I’inflammation qui met en
ceuvre des mécanismes immunitaires, nerveux, hormonaux et locaux, bien connus [39].

La cicatrisation nécessite des apports en vitamine C et en divers acides aminés. Elle
est retardée par de forte concentration de corticostéroides [48].

I11-4-2- Facteurs d’influence :

— L’dge : le vieillissement ralentit toutes les phases de la cicatrisation [40, 47].
— L’état nutritionnel : une mauvaise alimentation pourrait entrainer un déficit dans
certains éléments importants pour les processus cicatriciels [43, 47].
— Vascularisation locale : selon le degré d’irrigation sanguine la cicatrisation sera plus ou
moins rapide [40].
— Déficit immunitaire : une faiblesse dans le systétme de défense de I’organisme est a
I’évidence une source de mauvaise cicatrisation [40, 43].
— Etendu de la perte tissulaire : une cicatrice est d’autant plus rapide que la perte tissulaire
est faible [43, 47].
Le stressou autre facteur d’élévation du taux des corticostéroides, comme le
syndrome de CUSHING ou la corticothérapie qui supprime la réaction inflammatoire et la
formation de collagéne [40].

I1-4-3- Cicatrisation d’une plaie cutanée :

La cicatrisation nécessite I’intégration de nombreux processus dynamiques impliquant

fois* matricee: cellu” ©~  “1tiss 1€ © " s n " liateurs solubles ainsi que des cellules
sanguines et mésenchymateuses. Les processus de réparation tissulaire suivent une cinétique
spécifique qui permet de distinguer trois grandes phases, se chevauchant dans le temps [46.

49].
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I1-4-4-2- Phase de réparations tissulaires :

Cette période dure environ 104 15 10yrs.

a- Formation du tissu 4= ~ranulation .

Cette période correspond a la prolifération des fibroblastes, a ’angiogénése et a la
synthése de la matrice extracellulaire. Différentes cellules (fibroblastes, macrophages, cellules
endothéliales) migrent dans la plaie. Cette phase est orchestrée par les différents facteurs de
croissance présents dans la zone cicatricielle EGF (épidermal growth factor), le TNF.

La migration fibroblastique est favorisée par la présence de récepteurs spécifiques
(intégrine) a la surface de leur membrane cellulaire. Les fibroblastes 4 la fois synthétisent et
remodelent une nouvelle matrice extracellulaire qui se compose dans un premier temps de
collagéne de type I conférant des qualités mécaniques meilleures a la cicatrice. La matrice
transitoire formée dans la premiére phase sert de support a la migration des cellules. Au stade
précoce, la zone cicatricielle est une fibrose comportant de nombreux fibroblastes et une
trame, fibrillaire lache en périphérie. Les cellules endothéliales, pour leur part, migrent
progressivement a partir des vaisseaux sains les plus proches de la zone cicatricielle.
Progressivement, un néo-réseau vasculaire indifférencié se développe des le cinquiéme jour
de la cicatrisation. Il existe alors un « bourgeon charnu» comprenant des fibroblastes, un
infiltrat inflammatoire résiduel (monocytes, lymphocytes, polynucléaires) de la fibrine et de
néo-vaisseaux dans une trame fibrillaire cedémateuse lache. Par la suite, la contraction de la
plaie va permettre le rapprochement des berges [46, 47].

b- Epithélialisation :

Les cellules de 1I’épiderme se régénerent a partir des bords de la plaie et couvrent le
tissu de granulation. A ce stade la plaie est tres fragile et nécessite des soins attentifs [S0].

Quand I’épithélialisation est compléte, la crolite se détache pour laisser place a un
tissu cicatriciel rose, qui progressivement ilit et devient blanc.

La réparation de la blessure est consolidée par la poursuite de la synthése du
collagéne jusqu’au 3™ mois ou méme plus long temps [40,46].

[I-4-4-3- Phase de remodelage tissulaire :

La derniére phase de la cicatrisation est le remodelage de la matrice extracellulaire,
qui, donne naissance a un tissu recouvrant le tissu de granulation. Elle permet le passage du
caillot de fibrine a une matrice extracellulaire immature principalement constituée de
fibronectine et d’acide hyaluronique puis, a un tissu riche en collagéne de type III, dans un

premier temps, puis de type I et en protéoglycannes dans un deuxi¢me temps {42, 47].
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A partir du 21°™ jour, la contraction de la plaie est terminée. Cependant, si le
contenu en collagéne est maximal & ce moment. La résistance de la cicatrice ne correspond
qu’al5% de celle d’une peau normale. La maturation progressive de la cicatrice permet
d’accroitre cette résistance jusqu’a 80 voire 90% de la force initiale a la sixieme semaine. Ces
zones cicatricielles sont cependant moins résistantes et moins élastiques qu’une peau normale.
Ceci s’explique par un déficit relatif en ¢élastine et par la relative désorganisation de la

nouvelle matrice extracellulaire [46, 50].
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" Ma A} :

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de pharmacologie de I’institut de
biologie de 'université de Jijel. Notre travail s’intéresse a I’effet cicatrisant de la propolis. La
propolis €tudiée provient de la région d’El- Malha. Elle provient de ruche située dans des
régions boisées (le sapin, le saule, le pin). 7

La propolis brute a été conservée dans des bocaux fermés hermétiquement et placée
a l'abridela | e et de la chaleur,  uspla :au. _ ateur quelquesjours -4 _ pour
faciliter sa manipulation.

II1-1- Extraction :

C’est la premiére étape de notre étude. Nous avons procédé a I’extraction des
substances bioactives.

Le solvant utilisé est 1’éthanol dont les études ont démontré |'efficacité
essentiellement pour I’étude des activités biologiques [15].

La propolis a ét€¢ pesée puis additionnée du volume adéquat du solvant.

III- 1-1-Méthode:

Nous avons préparés une solution @ 30% de propolis : 9g de propolis dans 30ml
d’éthanol a 80%.

La propolis brute est coupée en petits morceaux et mise dans un récipient. Si elle est
trop molle, elle est placée au réfrigérateur pendant quelques heures puis coupées. Apres
ajout de I’éthanol, elle est laissée pour macération pendant 7 jours avec agitation de temps en
temps.

Puis, le mélange est filtré sur papier filtre ou du couton (deux fois). Enfin, le filtrat

est évaporé en utilisant un évaporateur de type rotatif a une température moins de 45°C.
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9g de propolis dans >u inl d’éthanot a 80 %

Macération (7 jours)

Filtration avec du papier filtre ou du couton (de préférence deux fois)

v

Evaporation (évaporateur)

\4

Extrait Brut

Fig-5 : protocole d’extraction des principes actifs de la propolis.
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Au cours de notre étude, ’extrait brut est conservé a [’abri de la lumiere et de la
chaleur, conditions nécecsaires pour gnvinr i=tacts tous les compecants de la propel

111-2-Préparations testées :

Au cours de notre travail nous avons testés deux préparations :
— Extrait éthanolique de la propolisa 30% qui a été préparé comme précédemment.
— Remeéde a base de propolis a 30% qui est préparé selon la méthode de Barrel. G. and D
(1992) [51].
Nous avons pesé 9g de vaseline (excipient) puis mélangé un peu de cette derniere
avec 1ml de l'extrait brute de la propolis a 30% jusqu’a I’homogénéisation. Le reste de la

vaseline est ajouté petit & petit en triturant jusqu’a parfaite homogénéisation.

Notre étude a été réalisée sur des rats femelles de souches albinos pesant entre
97,2g et189g, provenant de Il'institut Pasteur d’Alger. Avant et apres le traitement, les
animaux sont placés dans des cages en plastique avec libre accés a la nourriture
(croquettes) et a I’eau. L’animalerie est soumise a une photo-période de 12/24 heures.

I111-4-Traitements des animaux :

Nous avons utilisés 8 rats dans notre étude repartis en 2 lots, chacun contenant 4 rats.
Les plaies cutanées ont été réalisées en combinant les deux méthodes de Subramoniam. A et
al, 2001 [52] et Melpomeni. P et al, 2003[53].

Pour chaque rat, 2 plaies cutanées sont réalisées sur la partie antéro- dorsale.

Aprés induction de ’anesthésie, les rats sont rasés sur la partie souhaitée. Puis, deux zones

i ' nm v im to 0 lal di-~~puis  [’éthanol a
70% pour éviter toute contamination ou tout processus qui ralentirait la cicatrisation (infection
des plaies).

Enfin, aprés application d’une tension de la peau a inciser, une ouverture
superficielle de la surface délimitée précédemment est réalisée d’un seul coup de bistouri,
en commenc¢ant par une lame perpendiculaire et en continuant de gauche a droite en

n n’ a 45° environ. Apr incisions les rats sont placés dans des cages

individuelles.

17






Les traitements sont appliqués quotidiennement au matin, durant 18 jours
Lore utes log regles de asepsie it ét€ 0 ~.oé Lgpplication des di...orents
traitements est réalisée a I’aide d’un écouvillon stérile renouvelé a chaque application et
pour chaque rat. L’observation macroscopique des différentes plaies est réalisée avant
chaque nouvelle application. Toutes les plaies sont laissées a I’air libre.

Durant toute la période de notre étude, nous avons contrdlées certains parameétres :

Poids des ra : les rats ont été pesés chaque 3 jours (1, 357, 6™, 9™ |2¢me,
1o etlt  jour).

- Comportement des animaux.

- Apparition de rougeur, d’cedéme et de bourgeon : ces phénomeénes sont

surveillés durant toute la période de notre étude.

'o

- Ap; cition et la )arition de la croiite : ces phénomenes sont surveillés
durant toute la période de notre étude.

- Surfaces des plaies : L’évolution de la cicatrisation a été apprécier selon la
méthode de Subramoniam.A et a/ (2001) [52]: Nous avons mesuré le
pourcentage de la réduction de la surface de la plaie par rapport a la surface de
la plaie initiale :

ice initiale — surfac de la plaie a1
x 100

Surface initiale

Cette évolution est suivie durant le 1, 2™ 4™ 8™ 12°™ 16™ et 18°™ jour.
TMT_&_Analveo statistique :
Les résultats numériques et graphiques sont présentés sous forme de moyenne
X+ écart type
Pour la comparaison des moyennes nous avons utilisé le test de student réalisé par un
logiciel origin 6,0. Ce teste permet de réalisé les variances, il indique les différences
significatives.

Selon ce test on doit calculer la valeur de t qui est donnée par la formule suivante :

Xa-Xs]|
t:

R
NA NB
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X +-XB|'signifie la valeur abcolue de 'n 18- Xa-MB  (Xa la moyenne pour un

parametre A, XB pour un autre B).

S2a (T\I—A-l)_+SZB (NB-1)

S*=
(Na-1)+ (Ne-1)

N: le nombre de mesure.

Aprés le calcul de t, on cherche dans la table de t. La valeur correspondante au degré
de liberté qui égal a Na+NB-2. La valeur trouvée par le calcul de t peut affirmer que les
populations différentes avec un risque d’erreur P. Tel que :

P>0,05 : La différence n’est pas significative (ns).
0,05>P>0,01 : La différence est significative (*).
0,01>P>0,001 : La différence est hautement significative (**).

P<0,001 : La différence est trés hautement significative (***).
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I'V- Résultats et Discussion:

Les résultats de notre étude comprenant les variations des poids, les pourcentages de la
mrduriion Ade o curtace Ucs plales, willsl ue, IS5 wL3Ct v auulls NlaCTosSCOPIqUES.

Apres 18 jours de traitement, les résultats sont présentés ci-dessous.






























que les zones lésées restent souples et que les plaies guérissent plus vite. Par contre nous
Lrnne ucd UDL MAuVaiss Cicaludaull o ile pluaits sciues. Ce phénomene esi
considéré comme une découverte relativement récente. Il a €té signal€ y a moins de 40 ans.
Nous avons remarqué que [’application réitérée de I’extrait éthanolique de propolis et
du remeéde durant 18 jours sur la peau des animaux n’entraine pas une hypersensibilité. Ces
résultats sont en désaccord avec les travaux de Hashimoto. T et a/ (1988) [55] et Hausen. B et

al 1987) [S¢ ¢ © ot = 7 p - B ton d’hypersensibilité¢ au contact de la

propolis.
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