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Résumé

L’objectif de cette étude était d’évaluer le pouvoir anti inflammatoire in vivo du venin
d’abeille par administration sous cutanée de 0,8mg/kg de ce venin dans le dos des rats. Pour cela,
deux modeles d'inflammation aigué ainsi qu'un test d'analgésie ont été employés. Le test de
I’cedéme de I’oreille induit par le xyléne a démontré que le venin d’abeille entraine une réduction
significative de 1’épaisseur de 1’oreille du rat qui a diminué de prés de 28% (p<0.05) par rapport
au contrdle au bout de la premiére heure pour atteindre un maximum au bout de la 3°™ heure ol
I’cedéme s’est vu réduire de prés de 37% (p<0.01). L'effet anti-inflammatoire obtenu est proche
de celui produit par I’anti-inflammatoires de référence 1’aspirine. De plus, l'injection
intrapéritonéale de A-carraghénane (1%) chez les rats a révélé que le venin d’abeille injecté
inhibait le recrutement de neutrophiles dans la cavité péritonéale de pres de 49%. Cette inhibition
qui est inférieur a celle obtenue par I’acide salicylique qui de 85%. Le test d'immersion de la
queue n’a pas donné des résultats significatifs avec le venin d'abeille et ce pour des purement de
manipulation, ou les rats sont trop agités et ne supportent pas I’immersion de leur queue dans
I’eau chaude. Les resultats obtenus ainsi dans notre étude permettent d’attribuer un effet anti-
inflammatoire considérable au venin d’abeille utilisé a la dose de 0,8mg/kg.
Mots clés : Venin d’abeille, Anti-inflammatoires, Pouvoir anti inflammatoire, Analgésique,

Inflammation.



Abstract

The objective of this study was to evaluate the in vivo anti-inflammatory power of bee
venom by subcutaneous administration of 0,8 mg /kg on the rats' backs. To achieve this, two
models of acute inflammation along with an analgesia test were employed to evaluate the anti-
inflammatory efficacy of bee venom. The xylene-induced ear edema test demonstrated that bee
venom leads to a very significant reduction ( p<0.01) of (28%), even almost total prevention of
edema. The anti-inflammatory effect obtained is significantly greater than that produced by the
reference anti-inflammatory drug aspirin. Furthermore, intraperitoneal injection of A-carrageenan
(1%) in rats revealed that bee venom injected inhibited the recruitment of neutrophils in the
peritoneal cavity by nearly 49%. This inhibition is lower than that obtained by salicylic acid,
which is 85%. The tail immersion test did not give significant results with bee venom for purely
manipulation purposes, where the rats are too agitated and cannot tolerate the immersion of their
tail in hot water. The results obtained in our study make it possible to attribute a considerable
anti-inflammatory effect to the bee venom used at a dose of 0.8 mg/kg.

Keywords: Bee venom, Anti-inflammatories, Anti-inflammatory power, Analgesic,

Inflammation.
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Introduction

l. Introduction

L'inflammation est une réponse biologique du systeme immunitaire qui peut étre
déclenchée par divers facteurs, notamment des agents pathogenes, des cellules endommagées et
des composés toxiques. Ces facteurs peuvent induire des réponses inflammatoires aigués ou
chroniques au niveau du cceur, du pancréas, du foie, des reins, des poumons, du cerveau, du
tractus intestinal et du systéeme reproducteur, pouvant entrainer des lésions tissulaires ou des
maladies (Chen et al., 2017).

La prise en charge des troubles inflammatoires implique I'utilisation de différentes classes
de médicaments tels que les anti-inflammatoires stéroidiens et les anti-inflammatoires non
stéroidiens. Ces médicaments présentent des risques de toxicité gastro-intestinale et rénale, avec
une augmentation du risque au fur et & mesure que le traitement est prolonge. Le taux élevé des
maladies inflammatoires ainsi que les risques d'effets secondaires des anti-inflammatoires ont
créé un autre objectif de recherche scientifique. Par consequent, le développement de nouveaux
anti-inflammatoires plus puissants avec moins d'effets secondaires est nécessaire (Rahmani et al.,
2016).

Depuis l'antiquité, I'nomme exploitait les précieux produits apicoles élaborés par I'abeille,
dont le venin d'abeille, également connu sous le nom d'apitoxine, faisait partie de leur usage a des
fins médicales. La thérapie au venin d'abeille, qui applique le venin pour traiter de nombreuses
maladies, remonte a l'antiquité, il y a plus de 6000 ans, dans la médecine égyptienne, grecque et
chinoise (Hellner et al., 2008). Le premier travail scientifique a propos de l'apitoxine a été publié
au debut du 19e siecle apres une amélioration observée par le physicien autrichien Philip Terc sur
ses patients rhumatismaux (Bellik, 2015).

Le venin dabeille est une mixture complexe de substances chimiques
pharmacologiquement actives. Il est largement utilisé dans la médecine traditionnelle pour traiter
de multiples troubles inflammatoires, comme le rhumatisme, l'arthrite et la sclérose en plaques
(AL-Ani et al., 2015).

Il existe plusieurs études ayant étudié l'effet du venin d'abeille sur le processus de
I'inflammation. Cependant, l'objectif de notre travail est de tester I'existence d'un éventuel effet
anti-inflammatoire et analgésique du venin d'abeille sur I'organisme. Pour ce faire, nous avons
utilisé des modeles expérimentaux d'inflammation chez le rat. Ces modéles comprennent 1'cedéme

de l'oreille induit par le xyléne et la péritonite induite par la carraghénane. De plus, le test
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d'immersion de la queue du rat a été employé pour déterminer le pouvoir analgésique du venin
d'abeille.
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1. Inflammation

Le terme inflammation est tiré du mot latin « inflammare » (bruler). 1l s’agit d’une
réponse du systeme immunitaire a des stimuli nocifs, tels que des agents pathogenes des cellules
endommagées, des composeés toxiques ou une irradiation (Medzhitov, 2010) et agit en supprimant
les stimuli nocifs et en initiant le processus de guérison (Ferrero-Miliani et al., 2007).

La réaction inflammatoire passe par différentes phases au cours desquelles les
polynucléaires neutrophiles jouent un réle important. 11 s’agit de I’adhésion, de la diapédése, de la
migration, de I’activation des leucocytes et du remodelage tissulaire. Ces étapes clés de la
réaction inflammatoire sont contrélées par de nombreux médiateurs humoraux et cellulaires
parmi lesquels on compte des cytokines, I’histamine, des endotoxines, des leucotriénes, des
neuropeptides, des fractions du complément, des Facteurs de la coagulation (Henrotin et
Reginster, 2001). La réaction inflammatoire est caractérisée par quatre signes « Rubor, tumor,
calore et dolore » (rougeur et gonflement avec chaleur et douleur). Quelques siécles plus tard
Galien y ajouta un cinquiéme signe « functio laesa » (perte de fonction).

L’inflammation est donc un mécanisme de defense vital pour la santé (Nathan et Ding,
2010).

2. Types de I’'inflammation

L'inflammation a été classée en deux classes différentes selon la durée du processus ainsi
que de divers facteurs immunitaires (Chenal et Trumel, 2022) :

2.1. Inflammation aigue

L‘inflammation aigué est une réponse du systéme immunitaire naturel qui assure un
isolement rapide de 1‘agent agresseur, c’est une procédure courte qui dure de quelques minutes a
quelques jours (Nathan et Ding, 2010). Elle se déroule en deux étapes principales (Kobayashi et
al., 2014) a savoir :

2.1.1. Formation du foyer inflammatoire

Elle implique une succession d'évenements qui aboutissent au recrutement des cellules
inflammatoires dans le tissu lésé (Figure 1) (Kindt et al., 2007):

- Une vasodilatation entrainant I'élévation de la permeéabilité vasculaire, ce qui facilite

I'afflux des cellules dans le foyer inflammatoire (Drummond, 2010).
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- La diapédese des cellules phagocytaires suite a l'adhérence des cellules a la paroi
endothéliale des vaisseaux sanguins et leur passage entre les cellules endothéliales vers le tissu
(I'extravasion) (Zlatanova, 2017).

- La migration a travers le tissu vers le site de Il'invasion. Les cellules phagocytaires
s'accumulent et commencent alors a phagocyter l'agent pathogene. Elles liberent dans le foyer
inflammatoire des enzymes lytiques, ce qui peut endommager les cellules avoisinantes.
L'accumulation de cellules mortes ainsi que le matériel qui résulte de la digestion forme ce qu'on
appelle I'exsudat (Zlatanova, 2017).

Tissue damage causes release of
vasoactive and chemotactic factors
that trigger a local increase in blood

Figure 1: Evénements majeurs de la réponse inflammatoire (Kindt et al., 2007).

2.1.2. Résolution de ’'inflammation

Une réponse inflammatoire réussie est suivie par une phase de résolution qui rétablit
I’homéostasie. La résolution de I’inflammation aigue est un processus actif et controlé par une
variété de médiateurs endogenes qui comprennent des cytokines et autres médiateurs anti-
inflammatoires (Clish et al., 2000 ; Serhan, 2014).

Ce processus de résolution comprend :
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- la réduction ou I’arrét de I'infiltration tissulaire par les neutrophiles et ’apoptose des
neutrophiles épuisés par efferocytose.

- la contre-régulation des chimiokines et des cytokines.

- la transformation des macrophages de cellules classiquement activées en cellules
activées alternativement.

- I’initiation de la guérison (Serhan et Savill, 2005).

2.2. Inflammation chronique

L'inflammation chronique est un état pathologique prolongé qui peut persister pendant
plusieurs mois a plusieurs années (Parham, 2015). Elle peut étre la suite d'une inflammation aigué
ou se présenter sous une forme prolongée de bas grade. Elle se caractérise par une inflammation
continuellement active et une destruction tissulaire simultanée aux tentatives de réparation,
souvent aboutissant a des fibroses (Palavra et al., 2015). Dans ce cas, le foyer inflammatoire est
marqué par une infiltration de cellules immunitaires mononucléaires telles que les monocytes, les

macrophages, les lymphocytes et les plasmocytes (Buckley et al., 2015).

3. Cellules impliquées dans la réaction inflammatoire

La réaction inflammatoire est orchestrée par plusieurs types cellulaires (Figure 2) qui
interviennent a des temps différents (Berrada, 1990):

3.1. Neutrophiles

Les neutrophiles, qui représentent 70 % des leucocytes circulants dans le sang humain,
ont une courte durée de vie dans la circulation et survivent jusqu'a 7-10 heures (Tak et al., 2013).
Cependant, en cas d'inflammation, ils peuvent survivre jusqu'a 48 heures, voire plus.

Lors d’une agression inflammatoire, les neutrophiles migrent rapidement vers les foyers
de Iésion ou d'infection. Jouant souvent le r6le de premiers intervenants, elles contribuent a la
défense de I'n6te par plusieurs mécanismes : phagocytose, dégranulation, production d'especes
réactives de I'oxygene (ROS) (Robb et al., 2016).

3.2. Monocytes et Macrophages

Les monocytes contiennent de nombreux granules qui renferment principalement des
enzymes lysosomales aidant a la destruction des micro-organismes phagocytés internalisés. En

I'absence d'inflammation, les monocytes sont normalement confinés dans la moelle osseuse et le
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sang. Cependant, en cas d'agression inflammatoire, ils migrent rapidement vers les tissus
enflammés et se différencient en macrophages phagocytaires résidents tissulaires de grande taille
(Robb et al., 2016).

3.3. Mastocytes

Les mastocytes, présents dans la peau et les tissus muqueux/conjonctifs, sont censés jouer
un role dans la cicatrisation et la réparation des tissus. lls se concentrent préférentiellement dans
les tissus muqueux/conjonctifs pour assurer une défense immunitaire innée contre les agents
pathogénes (Borish et Joseph, 1992).

Les mastocytes peuvent libérer, par dégranulation, de puissants médiateurs
inflammatoires tels que I'nistamine, les protéases, les facteurs chimiotactiques, les cytokines et
les métabolites de I'acide arachidonique (Borish et Joseph, 1992).

3.4. Cellules natural killer et cellules dendritiques

Les cellules Natural killer (NK) sont des lymphocytes cytotoxiques qui peuvent jouer un
réle a la fois bénéfique et néfaste dans l'asthme (Maladie inflammatoire chronique des voies
respiratoires), la grippe et la tuberculose. Cependant, on en sait encore peu sur la maniére dont les
fonctions de ces cellules sont régulées dans l'environnement tissulaire spécifiqgue de chaque
maladie (Culley, 2009).

Les cellules dendritiques sont les messagers entre le systeme immunitaire inné et le

systéme immunitaire adaptatif (Cellules présentatrices de 1’antigéne) (Robb et al., 2016).

(} neutrophile

'/4 monocyte macrophage )] cellule NK
4
v ’ 4
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Figure 2: llustration des cellules inflammatoires (Mayol, 2024).
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4. Médiateurs de la réaction inflammatoire

Les principaux mediateurs de la réaction inflammatoire sont :

4.1. Histamine

L'histamine est une amine vasoactive, affecte l'inflammation a travers l'activation de
voies intracellulaires qui induisent la production de médiateurs inflammatoires et de cytokines
dans différentes cellules immunitaires (Anna Claudia et al., 2018). Elle provoque une
vasodilatation des vaisseaux et une permeabilité vasculaire accrue (Mahony et al., 2011).

4.2. Médiateurs lipidiques de I’'inflammation

Lorsqu'une cellule (phagocyte ou mastocyte) détecte un signal de danger, elle active la
phospholipase A2 (via la stimulation par le TNFa). Cette enzyme transforme les acides gras de la
membrane plasmique de la cellule en leucotrienes, prostaglandines et Facteur d'Activation des
Plaguettes (PAF). Ces composes sont chimiotactiques pour les neutrophiles et les macrophages,
et favorisent l'augmentation de la dilatation des vaisseaux sanguins et de leur permeabilité. Cela
facilite ainsi l'arrivée des leucocytes sur le site de I'inflammation (Flamand, 2022).

e Leucotrienes

Les leucotri¢nes sont des médiateurs d’origine lipidiques (Back, 2019) ils sont libérés lors
de réactions inflammatoires et d’hypersensibilité immédiate (Hop et al., 1984).Ces médiateurs
sont de nouveaux métabolites de 1’acide arachidonique (Back, 2019) produits par les leucocytes,
surtout les polynucléaires neutrophiles et basophiles, et par d’autres cellules de I’inflammation
(monocytes, macrophages) sous 1’action de divers stimuli enzymatiques et/ou immunologiques
(Boyer, 2005). Les actions des leucotrienes sont médiées par des récepteurs spécifiques et, dans
certains organes, leur mécanisme d’action implique une stimulation de la formation de
prostaglandines et de thromboxanes (Back, 2019).

e Prostaglandines

Les prostaglandines sont des lipides dérivés de I’acide arachidonique. Elles jouent un role
clé dans la génération de la réponse inflammatoire. Leur biosynthése est significativement
augmentée dans les tissus enflammés et ils contribuent au développement des signes cardinaux de
I’inflammation aigué (Emanuela et al., 2012).

4.3. Cytokines pro-inflammatoires

Les cytokines sont des petites protéines synthétisées et libérées par leur cellule d’origine

sous I’influence de stimulus variés. Au niveau de la réponse immunitaire, elles jouent un role
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dans la communication entre les cellules immunes et I'orientation de la réponse en fonction de la
nature du signal détecté (Mayol, 2024).

e Tumor Necrosis Factor a (TNFa)

Cette cytokine est générée par diverses cellules, notamment les macrophages, les cellules
dendritiques résidentes et les mastocytes. Son rdle est de favoriser I'expression de molécules
d'adhérence et la production de chimiokines par les cellules endothéliales, facilitant ainsi le
recrutement des leucocytes sanguins vers la zone inflammatoire. De plus, elle stimule la
production de facteurs de croissance nécessaires a la réparation des tissus endommagés
(Revillard, 2001).

e Interleukine-1

L’interleukine-1 (IL-1) est produite par diverses cellules : les macrophages, les monocytes, les
cellules dendritiques, présentes dans tous les tissus, une fois qu'elles reconnaissent les motifs
moléculaires associés aux pathogenes (PAMP). Comme le TNFa, I’IL-1 stimule I'expression de
molécules d'adhésion sur I'endothélium des vaisseaux sanguins, ce qui facilite le deplacement des
leucocytes circulants vers les zones enflammées (Boyer, 1999).

Un de ses roles majeurs est I’induction de la fiévre en agissant directement sur les centres de
régulation de la température corporelle situés dans I'hypothalamus (Gilroy et al., 2023).

e Interleukine-6

L’interleukine-6 (IL-6) est produite par les phagocytes (macrophages et cellules
dendritiques) et les cellules endothéliales en cas d’inflammation. Son action se traduit par
l'activation locale des phagocytes et la modification de I'endothélium. Elle contribue au
recrutement des monocytes sanguins vers les tissus et a la production de protéines de la phase
aigué par les hépatocytes (Menet et al., 2001).

4.4. Chimiokines

Les chimiokines sont des cytokines impliquées dans la migration cellulaire. Elles sont
produites par diverses cellules en réponse a des signaux de danger, et créent ainsi un gradient qui
guide la migration des leucocytes vers les zones enflammées (Chen et al., 2017).

4.5. Protéines de la phase aigie

Elles sont produites lors de la phase aigué de I'inflammation. Deux exemples notables sont

les pentraxines, protéine C-réactive (CRP) et amyloide sérique P (SAP). Toutes deux agissent
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comme des opsonines puissantes, favorisant la phagocytose des agents pathogénes par les
macrophages (Zamora et Garmy-Susini, 2022).

La CRP est rapidement synthétisée en réponse a I'lL-6, et son dosage dans le serum est
utilisé en clinique pour diagnostiquer une inflammation (Zamora et Garmy-Susini, 2022).
5. Traitement de I’inflammation

La thérapeutique anti-inflammatoire est destinée a contrdler et a éviter la transformation
de la phase aigiie en phase chronique (Muster, 2005):

5.1. Anti-inflammatoires non-stéroidiens

Les anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS) regroupent un ensemble de molécules
présentant des propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques et analgésiques, mais qui peuvent
également engendrer des effets secondaires parfois graves. Leur efficacité, comme leurs
principaux effets secondaires sont liés a leur mécanisme d’action principal qui est une inhibition
de la cyclo-oxygénase (COX), enzyme responsable de la biosynthése des prostaglandines et du
thromboxane (Bacchi, 2012). Les AINS classiques, c’est-a-dire non sélectifs, inhibent les deux
isoformes de la COX (COX-1 et COX-2), contrairement aux AINS sélectifs de la COX-2 (coxib)
(Bacchi, 2012).

5.2. Anti-inflammatoire stéroidiens

Les glucocorticoides ont, comme les AINS, une action inhibitrice de la synthése des
prostaglandines. Cette action s’exerce principalement sur la phospholipase A2 (PLA2), en amont
du métabolisme de I’acide arachidonique par la cyclo-oxygénase. Les glucocorticoides ont
cependant une action plus large que les AINS, action a la fois cytoplasmique et génomique, ayant
pour conséquences une modulation de la transcription et de I’expression des médiateurs
(bradykinine, histamine...), des cytokines (interleukine 1 et 2, TNF,...) (Rhen et Cidlowski,
2005).
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1. Apithérapie

L’apithérapie ou « médecine des abeilles » consiste a prévenir et traiter certaines
pathologies aigu€s ou chroniques par les produits biologiques issus ou extraits de I’abeille ou
transformés par elle : le miel, la cire, la propolis, le pollen, la gelée royale et le venin
(Dillenseger, 2019). Bien que connus et employés depuis la plus haute antiquité, 1'utilisation de
ces produits connait, ces derniéres années un important regain d’intrét. Les multiples études, les
nombreux articles et la commercialisation de divers produits thérapeutiques prouvent leur
efficacité et leur bénéfice dans la santé de ’Homme (Dillenseger, 2019). Seule ou en association
avec d’autres médications, 1’apithérapie apparait a la fois comme une alternative et une médecine

complémentaire aux traitements (pauline, 2015).

2. Venin d’abeille
Le venin d’abeilles est d’une apitoxine (biotoxine) synthétisée et sécrétée par deux
glandes (appelées lubrifiante et venimeuse) présentes dans la cavité abdominale de I'insecte. Il est
composé d’un mélange complexe de plusieurs molécules biologiquement actifs incluant : des
peptides, des enzymes, des amines bioactifs ainsi que des composants non peptidiques
caractérises par une variété de propriétes pharmaceutiques (Chanchao et Premratanacha, 2014).
Une fois injectée aux victimes par un dard, ’apitoxine induit une réponse immunitaire en

provoguant une inflammation locale (Bae et Lee, 2016).

3. Composition

La composition du venin d’abeille est variable selon la race, ’age et la nourriture de
’abeille. 11 est constitué a 85 % d’eau, et le reste est composé par (Weickmann, 2006) :

. De la mélittine (50 % de la matiere séche) : ¢’est un peptide responsable en partie
de la douleur liée a la pigdre.

. Des enzymes (phosphatases et hyaluronidases) (14 % de la matiere séche) : ce sont
des allergénes puissants dont ’action est potentialisée par la mélittine, a 1’origine de la douleur
mais également des bienfaits du venin.

. Des acides amineés (11 %).

. Des glucides (1 a 2 %) : sont surtout des sucres simples.
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. De I’apamine (2 %) : ¢’est un neurotoxique du systéme nerveux central, également

anti-inflammatoire.

. De I’adolapine (1 %), un anti-inflammatoire et analgésique ;il induit la libération
d’histamine.
. Des phospholipides, Cardiopeptide et Peptide Mast Cell Degranulation (MCD)

(Cherbuliez et Domerego, 2003 ; Guy, 2014 ; Domerego et al., 2016).

4. Propriété physico-chimique

Le venin d'abeille est un liquide clair au goQt amer, parfumé et piquant, d'une densité
specifique de 1,13 et d'un pH de 4,5 a 5,5 (Bhalotia et al., 2016 ; Szabat et al., 2019). Lorsque le
venin d'abeille entre en contact avec l'air, il seche et cristallise rapidement (Kolayli et Keskin,
2020). Le venin séché prend une couleur jaune clair et certaines préparations commerciales sont
brunes, probablement a cause de l'oxydation de certaines protéines du venin. 1l est soluble dans
I'eau et insoluble dans l'alcool et le sulfate d'ammonium. Le venin d'abeille contient un certain

nombre de composes tres volatils, qui se perdent facilement lors de la collecte (Ali, 2012).

5. Récolte du venin et systéeme d’extraction

La principale méthode de collecte du venin d’abeille consiste a stimuler les abeilles avec
un courant électrique (Benton et al., 1963 ; Morse et al., 1964 ; Gunnison, 1966 ; Norbe et al.,
1990) :

- Le venin est recueilli a l'aide d'un collecteur (Figure 3), I1 s'agit d'une plaque en verre
sur lequel on a tendu des fils mis sous tension avec des piles ou une batterie.

- En touchant les fils, I'abeille vide sa vésicule a venin. Aprés que quelques abeilles ont
déchargé leur venin sur la plaque, la colonie réagit en attaquant le collecteur. Des milliers
d'abeilles perdent alors leur venin. Le venin seche sur la plaque de verre et peut étre ensuite
recueilli par grattage.

- Le produit obtenu est une poudre gélifiée. Il est indispensable de porter des gants pour
ne pas toucher directement le venin et de porter un masque facial pour ne pas en aspirer.

- Le collecteur a venin est mis en marche pendant une heure devant la ruche et est ensuite

retiré.
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-Pendant et aprés l'usage du collecteur, la colonie d’abeilles et les autres essaims a
proximité peuvent se montrer tres agressifs. 1l est donc judicieux de procéder dans un endroit
isolé.

- L'opération ne peut se faire que quelques fois par an car la colonie risque autrement de
trop s'affaiblir et, par conséquent, de produire moins de miel (Mutsaers et al., 2005).

Quand la colonie d'abeilles est forte, on peut récolter environ 1g par opération. Le venin
peut étre transformé dans sa forme brute ou dans une forme épurée. L'épuration doit se faire en
respectant des regles strictes. Les apiculteurs peuvent aussi livrer du venin brut a des laboratoires
reconnus et certifiés (Mutsaers et al., 2005).

Figure 3 : Electro-stimulateur utilisé pour la récolte du venin d’abeille (Hameurlaine, 2019).

6. Conservation du venin d’abeille

La conservation du venin d’abeille nécessite des méthodes spécifiques adaptées a la durée
de stockage souhaitée (Marcia et al., 2020) :

a. Stockage a court terme:

Le venin séché ou les extraits de venin, obtenus par stimulation électrique suivis d'une
remise en suspension avec de l'eau/du tampon, peuvent étre conservés au réfrigérateur dans une
bouteille sombre bien fermée pendant quelques semaines (Krell, 1996).

b. Stockage a long terme:

Pour prolonger la durée de conservation (plusieurs mois), le venin sec et les extraits de
venin doivent également étre conservés dans des flacons ambrés trés bien fermés, mais congelés a
-80°C (Dirk et al., 2020).
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7. Venin d’abeille et hypersensibilité

De nos jours, le venin d’abeille est considéré comme un remede thérapeutique préférable
a la médecine de synthese contre de nombreuses maladies. Mais 1’application du venin d’abeille
provoque parfois des réactions allergiques et anaphylactiques, ces réponses allergiques sont dues
a la présence, au sein du venin, de multiples allergénes protéiques dont la plupart possédent une
activité enzymatique. Les principaux allergénes du venin d’abeille (inducteurs spécifiques de
I’immunoglobuline E (IgE)) sont la PLA2, la mélittine et la hyaluronidase (Bernard et al., 2000).
Chez les personnes sensibles, I’administration de 100 pg/mL du venin d’abeille au corps humain
peut entrainer de graves conséquences telles qu’une paralysie des membres, des douleurs, une
dyspnée, des nausées, une perte de conscience et une instabilité lymphocytaire, etc. De plus, les
doses de 2,8 mg a 3,5 mg de venin d’abeille/kg de corps humain peut étre mortel (Dose létale 50)
pour une personne allergique (Pucca et al., 2019).

La gravité de I’application du venin d’abeille dépend principalement du poids corporel
individuel, de ’age, du nombre de piqires, de I’'immunité et de la sensibilité préalable (Pucca et
al., 2019). L’effet d’une piqlire d’abeille sur le corps hote peut étre local ou systémique. La
réaction locale comprend une rougeur du site de la piqiire, un gonflement et un cedéme (Annila,
2000). Les réactions systémiques dépendent des effets des allergenes présents dans le venin qui
peuvent développer un angio- edéme, de I'urticaire, des vomissements, du prurit et de la diarrhée

chez les patients allergiques (Fitzgerald et al., 2006).

8. Valeurs thérapeutiques du venin d’abeille

La thérapie au venin d’abeille a été largement utilisée pour traiter diverses affections,
notamment les maladies douloureuses et neurologiques telles que la sclérose latérale
amyotrophique (SLA) et la maladie de Parkinson (MP) (Yang et al., 2010 ; Tanner et al., 2011).
Le venin d’abeille possede des propriétés antidiabétiques, abaissant la glycémie et augmentant la
sécrétion d’insuline (Mousavi et al., 2012). 1l a également des effets endocriniens, augmentant les
hormones thyroidiennes et hypothalamiques (Shkenderov et al., 1983 ; Asafova et al., 2001).
Chez des personnes non allergiques le venin d’abeille :

- Stimule I’afflux de sang dans les tissus et la perméabilité des membranes cellulaires.

- Les vaisseaux se dilatent et la tension baisse.
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- Le venin d’abeille assouplit les muscles et apaise les douleurs musculaires grace a
I’acide lactique qui se répand dans les tissus.

- Le venin peut aussi diminuer ou augmenter la production d’urine (Mutsaers et al., 2005).

A faible dose, la mélittine inhibe les cytokines pro- inflammatoires comme I'lL-6, I'lL-8,
le TNF-a et I''FN-y. Par ailleurs, il a été montré que le peptide MCD, inhibe les cyclooxygénases
et la formation des prostaglandines dans la cascade de l'acide arachidonique. Cette activité
explique que le venin d'abeille soit utilisé dans les pathologies inflammatoires comme I'arthrite,
les dermatites, les névrites, les hépatites et la sclérose en plaque. Dans ce contexte, les
thérapeutes utilisent principalement I'apithérapie (Wehbe et al., 2019).
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1. Matériel
1.1. Animaux d’étude

Cette recherche a été menée sur des rats males (Albinos Wistar) (Figure4) pesant entre
210 et 270 g, ces animaux ont été achetés auprés de I'Institut Pasteur d'Alger, Algérie. Tous les
animaux ont été gardés pour sacclimater sous les conditions de laboratoire pendant deux
semaines et ont recu régime alimentaire standard pour rongeurs et eau a volonté. Les animaux
étaient au hasard sélectionnés pour différents groupes expérimentaux (6-8 animaux/groupe).
Toutes les procédures ont été effectuées conformément aux lignes directrices de 1’Union

Européenne pour Expérimentation sur les animaux.

Figure 4 : Photo présente un rat méale (Albinos Wistar).

1.2. Solutions de travail
Les solutions de travail utilisées dans cette étude sont :
- Venin d’abeille achetée aupres d’une société de production de Béjaia : dissous dans Nacl 0.9%
stérile.
-Solution de xyléne
- A- carraghénane (1 %) : dissous dans NaCl 0.9% stérile.
-Solution de lavage péritonéal Nacl 0.9% stérile.
- Solution Turk préparée en mélangeant 1 ml de violet de gentiane avec 1ml d'acide acétique et le
volume est complété a 100 ml avec de I'eau distillée.
- Chloroforme

- Aspirine
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2. Méthodes
2.1. Solubilisation du venin d'abeille

Le venin d'abeille utilisé a été dilué (Figure 5) a une concentration de 0,8 mg/kg dans
NaCl 0.9% stérile. Le dosage de venin d'abeille dilué a été sélectionné sur la base de rapports
antérieurs des laboratoires (Jang-hern et al., 2001) qui ont montré qu'une dose de 0,8 mg/kg de
venin d'abeille produisait I'effet anti-inflammatoire maximal sans aucun effet secondaire

significatif, tel que des réactions allergiques ou des comportements nociceptifs.

Figure 5 : Venin d'abeille dilué.

2.2. Etude in vivo de I'activité anti inflammatoire du venin d’abeille

Dans cette recherche, nous avons étudié l'effet anti-inflammatoire du venin d'abeille a
travers divers modeéles expérimentaux d'inflammation induite chez le rat. Parmi ces modeles,
nous avons utilisé 1'eedéme de l'oreille provoqué par le xyléne, la péritonite induite par la A-
carraghénane et le test d'immersion de la queue.
2.2.1.(Edéme de P’oreille induit par le xylene

Pour évaluer I’effet anti-inflammatoire in vivo du venin d’abeille, nous avons utilisé le
test d’eedéme d’oreille induit chez les rats par 1’xyléne selon le protocole de Young-Doo et ces
collaborateurs (2008). Le venin d’abeille a été injecté aux rats par voie sous-cutanée une demi-
heure avant I'induction de ’cedéme par I’application topique de 60 pl de xyléne sur la face
interne et externe de I’oreille gauche de chaque rat des trois groupes a I’aide d’une micropipette.
L’épaisseur des deux oreilles est mesurée avant I’application du xylene (t0) et toutes les 60 min

durant 3H (t1, t2, t3) aprés I’induction de I’inflammation par un pied a coulisse digital (Figure 6).
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Dans cette étude, 3 Groupes de 6 rats ont été formés comme suit :

Groupe contrdle (+) : Les rats ont recu 60 pl de xylene et ne sont traités par aucune substance.
Groupe test : Les rats ont regu 200 ul du venin d’abeille par voie sous-cutanée (dans le dos), une
demi-heure avant I’application du xyléne.

Groupe référence : Administration orale de 1ml de I’acide salicylique (200mg/Kg) une heure

avant ’application du xyléne.
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Figure 6 : Photos de test d’cedéme de I’oreille.

2.2.2 Induction de la péritonite chez les rats par la A- carraghénane

Pour en savoir plus sur I'effet anti-inflammatoire du venin d'abeille, nous avons mené une
étude de péritonite induite par la A- carraghénane selon la méthode décrite par Prekar et ses
collaborateurs (2015) a laquelle certaines modifications ont été introduites. Nous avons injecté
0,2 ml d'une solution de A- carraghénane (1 %) dans la cavité péritonéale des rats pour provoquer
la péritonite, tandis que le venin d'abeille était administré par voie sous-cutanée (Figure 7).

Trois groupes de rats ont été constitués :
Groupe contréle(+) : les rats ont recu seulement I'injection de A- carraghénane.
Groupe contréle(-) : les rats ont recu seulement l'injection de NaCl 0.9% stérile.
Groupe test : les rats ont recu une injection sous-cutanée (dans le dos) de 200 pl du venin
d'abeille une demi-heure avant I'injection de A- carraghénane.
Groupe reférence : Administration orale de 1ml de I’acide salicylique (200mg/Kg) une heure
avant I’induction de la péritonite.

Quatre heures aprés ’injection de A-carraghénane, les rats sont sacrifiés par asphyxie au

chloroforme. La cavité péritonéale est ensuite immédiatement ouverte et lavée avec 2 ml d'eau
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physiologique a 0,9 %. Le liquide de lavage péritonéal est collecté a l'aide d'une micropipette et
coloré avec une solution Turk avant d'étre compté sur une lame de Malassez pour déterminer le

nombre de neutrophiles présents (Figure 7).

Le nombre de leucocytes est calculé selon la formule suivante :
Nb =N x F x 1000 x V
Nb : nombre total de leucocyte.
N : nombre de leucocyte par champs de lecture.
V : volume du liquide aspiré depuis la cavité péritonéale.
F : Facteur de dilution.

Figure 7 : Photos de test de la péritonite.

2.2.3 Etude in vivo de P’activité analgésique

Nous avons également mené une étude pour évaluer son effet analgésique par le test
d’immersion de la queue des rats (Figure 8) selon le protocole d’Arselan et ses collaborateurs
(2015). Le principe de ce test consiste a réduire par le venin d’abeille la douleur provoquée suite
a I'immersion du bout de la queue des rats (environ 2cm) dans de 1’eau chaude maintenue a 55°C
et a mesurer le temps de réaction (temps au bout duquel le rat réagit en retirant la queue de 1’eau)
Aprés 30 min, 1h, 1h et 30min et 2h de traitement des rats.

Dans cette étude, 3 groupes de 6 rats ont été étudiés comme indiqué ci-dessous :

Groupe témoins : le temps de réaction est mesuré avant I’administration du traitement aux rats.
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Groupe test : les rats regoivent I’injection de 200 pL du venin d’abeille par vois sous cutané
(dans le dos) une demi-heure avant I’immersion.
Groupe référence : Administration orale de 1ml de I’acide salicylique (200mg/Kg) une heure

avant la premiére immersion.

Figure 8 : Photos de test de I'immersion de la queue.

3. Etude statistique

Les résultats in vivo sont présentés sous forme de moyenne arithmétique (M) des n
valeurs obtenues + 1’écart moyen (SEM) [M + SEM], n=6. Le test T de Student est utilisé pour
évaluer la signification des effets des différentes substances testées in vivo et les différences sont
considérées significatives pour p<0,05 : (*), p<0,01 : (**).
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Résultats et discussion

1. Résultats

Cette recherche visait a évaluer les propriétés anti-inflammatoires du venin d’abeille. Pour
cela, nous avons testé 1’activité du venin d’abeille dissous dans une solution de NaCl en utilisant
deux modeles d’inflammation aigué chez le rat : la péritonite induite par injection de
carraghénane et I’cedéme de 1’oreille provoqué par le xyléne. En outre, nous avons examiné les
effets analgésiques du venin d’abeille en utilisant le test de I’immersion de la queue.

1.1. Effet du venin d’abeille sur ’cedeme de I’oreille induit par le xyléne

L’inflammation aigué provoquée par le xyléne se manifeste par des Ssymptomes typiques
tels que la rougeur, la chaleur, le gonflement et la douleur. Ainsi, mesurer 1’cedéme constitue une
méthode efficace pour quantifier I’inflammation cutanée induite par le xyléne. L’épaisseur de
I’oreille de chaque rat est déterminée a 1’aide d’un pied a coulisse digital. Les résultats du
contrdle positif montrent que 1’épaisseur de ’oreille avant traitement est d’environ 0,37 mm.

Suite a ’application du xyléne un cedéme d’oreille se développe atteignant son pic apres 2
heures avec une mesure d’environ 0,68+0,05 mm (Figure 9) par la suite le gonflement diminue
progressivement pour atteindre environ 0,63+0,07 mm aprés 3h (Figure 9).

Les rats traités par le venin d’abeille une demi-heure avant I’application topique de Xylene
dans D’oreille ont enregistré une augmentation mineure de I’épaisseur de 1’oreille. En effet,
I’application de venin d’abeille sur 1’oreille du rat a grandement réduit le développement de
I’inflammation. En fait, nous avons observé une réduction notable de 1’épaisseur de ’oreille de
plus de 28% (p<0.05) par rapport au contréle au bout de la premiere heure pour atteindre un
maximum au bout de la 3¢me heure ou ’cedeme s’est vu réduire de pres de 37% (p<0.01). Cet

effet inhibiteur est trés similaire a celui de I’aspirine, qui @ empéché I’inflammation de I’cedéme.
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Figure 9 : Evolution de 1’épaisseur de I’oreille suite a I’apparition de I’cedéme induit par le
xylene apres 1’utilisation du venin d’abeille en fonction du temps, les résultats sont présentés en
moyenne =SEM pour n=6 ; ** Si p<0.01 ; * Si p<0.05 par rapport au contréle + (test de student).

1.2. Effet du venin d’abeille sur la péritonite induite par la A-carragehénane

La peéritonite induite par l'injection de la A-carraghénane chez les rats est utilisée dans
cette étude comme modele d'inflammation aigué afin d'évaluer l'efficacité anti-inflammatoire du
venin d’abeille. Le nombre de leucocytes dans la cavité péritonéale est mesuré quatre heures
apres l'induction de la péritonite.

Dans le groupe contrdle négatif, ou les rats ont recu une injection intra-péritonéale de
NaCl 0,9 % stérile, le nombre de leucocytes était faible, ne dépassant pas 4,17 x 10° + 1,17
neutrophiles (Figure 10). En revanche, dans le groupe contréle positif, les rats ont montré une
augmentation significative des neutrophiles, représentant environ 89,8 x 10° neutrophiles (Figure
10).

L'injection du venin d’abeille entraine une diminution trés importante (p<0,01) de la
péritonite chez les rats, qui ont montré prés de 46 x 10° neutrophiles/rat dans leurs cavités
péritonéales, soit une inhibition de prés 49% (Figure 10).

L’aspirine, l'anti-inflammatoire de référence a donné un effet un peu plus important avec
un nombre de neutrophiles recrutés dans la cavité péritonéale de prés de 13,2 x 10°

neutrophiles/rat) avec une inhibition de la péritonite de prés de 85%.
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Figure 10 : Effet du venin d’abeille sur le nombre de leucocytes recrutés au niveau de la cavité
péritonéale aprés I’injection intrapéritonéale de 0.2ml de la A-carrageenane 1%. Les rats sont
traités par 200uL dans le dos. Les deux histogrammes représentent la moyenne (n=6) +SEM ; **
Si p<0.01 ; * Si p<0.05 (test de student).

1.3. Evaluation de P’activité analgésique du venin d’abeille

Pour évaluer I’effet analgésique du venin d’abeille, nous avons réalisé cette fois un test
d’immersion de la queue. Lorsqu’on plonge la queue des rats dans de I’eau chaude, ils réagissent
par un retrait brusque. On mesure pour chaque rat le délai avant 1’apparition de ce réflexe.

Les résultats apportés par ce test n’ont pas été concluants (figure 11). En effet, le venin
d’abeille et I’anti-inflammatoire de référence n’ont donné aucun résultat significatif concernant

le temps de réaction des rats au contact de I’eau chaude. Les conditions de réalisation seraient

probablement a I’origine de ces resultats.
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Figure 11 : Effet analgésique du venin d’abeille injecté au dos des rats suite au test de
I’immersion de queue, les résultats sont présentés en moyenne + SEM pour n= 6. (**) Si p<0,01,
(*) Si p<0.05 par rapport au control (+) (test de student).
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2. discussion

Notre recherche s’est focalisée sur I’examen des propriétés anti-inflammatoires et
analgésiques du venin d’abeille. Pour mener cette étude, nous avons utilisé divers modéles
expérimentaux in vivo d’inflammation, incluant le test de ’eedéme de I’oreille induit par le
xyléne, la péritonite provoquée par la carraghénane et le test d’immersion de la queue.

2.1. Effet du venin d’abeille sur I’eedéme de ’oreille induit par le xyléne

L'inflammation aigué se manifeste par des symptdmes typiques tels que la rougeur, la
chaleur, le gonflement et la douleur. L’cedéme de I’oreille provoqué par le xyléne présente ces
mémes caractéristiques. Apres application de xyléne, l'oreille des rats devient rouge et
commence a gonfler. La mesure de cet cedéme est donc un excellent moyen de quantifier
inflammation cutanée. Cette méthode est largement utilisée pour étudier le processus
inflammatoire.

L'application topique de xyléne induit une inflammation cutanée au niveau des oreilles de
souris (Lu et al., 2006) en provoquant une irritation instantanée de l'oreille, ce qui entraine une
accumulation de liquide et un cedéme caractéristique de la réponse inflammatoire aigué (Okol et
al., 2006). Le xylene pourrait augmenter la perméabilité capillaire et 1’infiltration des leucocytes
(Akram Eidi et al., 2015). L’activité anti-inflammatoire du venin d’abeille administré par
injection sous cutanée dans le dos peut étre attribuée a son composant principal la melittine
(Abdelwahab Khalil et Al., 2021). Lorsqu'elle est administrée a des doses élevées, la méllitine
provoqgue des douleurs locales et une inflammation. Cependant, de faibles doses de ce composé
peuvent induire de larges effets anti-inflammatoires (Rim Wehbe et al., 2019). En fait la mélittine
agit en inhibant les cytokines inflammatoires comme 1’interleukine-6 (IL-6), I'IL-8, le facteur de
nécrose tumorale a (TNF-a). De plus, elle diminue les voies de signalisation qui activent les
cytokines inflammatoires (Rim Wehbe et al., 2019). L’effet de la mélittine pourrait expliquer la
diminution de I’cedéme d’oreille chez les rats de maniere remarquable

En se basant sur les résultats de notre étude, il est possible de tirer la conclusion que le
venin d’abeille contient des composés qui possedent un puissant effet anti-inflammatoire.

2.2. Effet du venin d’abeille sur la péritonite induite par la A-carraghénane

La péritonite induite par l'injection de la A-carraghénane chez les rats a été utilisée comme

modele d'inflammation aigué pour évaluer les effets anti-inflammatoires du venin d’abeille.

Effectivement, la A-carraghénane est un polysaccharide soufré qui implique de nombreux
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mediateurs qui déclenche la réaction inflammatoire. La PLA2 contribue a la production de ces
médiateurs en libérant 1’acide arachidonique, qui servent de précurseurs inflammatoires, dont
I’histamine, la prostaglandine, les leucotriénes et la bradykinine (Hartman et al., 1991),
Contribuant ainsi a la migration des neutrophiles vers le site de I’inflammation. Ils agissent en
augmentant la perméabilité des vaisseaux sanguins et en favorisant la chimiotaxie, ce qui permet
aux neutrophiles de se déplacer vers la zone infectée. La migration des neutrophiles est ainsi un
signe caractéristique de I’inflammation. (Woolf et Costigan, 1999)

Nos résultats montrent que le venin d’abeille présente une activité anti-
inflammatoire qui persiste tout au long de la durée du test (4 heures). La présence de mélittine
(I'un des principaux composants du venin d’abeille) pourrait expliquer cela, car ils pourraient
avoir une activité inhibitrice sur la PLA2, en amont du métabolisme de 1’acide arachidonique par
la cyclo-oxygénase. Une interruption de la cascade des médiateurs de I'inflammation se produit
alors, ce qui diminue le recrutement des leucocytes au niveau du site inflammatoire. Cela pourrait
expliquer la réduction de la quantité de leucocytes collectés dans la cavite péritonéale des rats
traités par le venin d’abeille par rapport au controle positif.

1.3. Effet analgésique du venin d’abeille

Le test de I’immersion de la queue du rat dans de I’eau chaude n’a pas donné de résultats
significatifs dans nos conditions expérimentales. Cela pourrait étre attribue au stress des rats, les
rendant agités et provoquant le retrait immédiat de leur queue dés son immersion dans 1’cau
chaude. Ce méme résultat a été observé avec I’anti-inflammatoire de référence, malgré
’utilisation d’un dispositif spécial pour maintenir les rats en position stable et ne libérer leur
queue qu’au moment de I’immersion. Il est nécessaire de revoir et d’ajuster les conditions

expérimentales afin de les rendre favorables a la réalisation de ce test.
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1VV. Conclusion

Ce travail vise a évaluer les propriétés anti-inflammatoires du venin d’abeille. Pour ce
faire nous avons mise en place deux modéles d'inflammation expérimentale chez le rat : la
péritonite induite par la A-carraghénane et I’cedéme de ’oreille provoqué par le xyléne. De plus,
nous avons mené un test d’immersion de la queue pour examiner l'effet analgésique du venin
d’abeille.

Les résultats obtenus au terme de cette étude mettent en évidence I'efficacité remarquable
du venin d’abeille en tant qu'agent anti-inflammatoire. En effet, le test de l'eedéme de 1'oreille
induit par le xylene a démontré que le venin dabeille est pourvu d’un puissant effet anti-
inflammatoire avec une inhibition presque totale de l'eedéme. Cette activité et comparable a celle
de I’aspirine qui est un anti-inflammatoire de référence.

En outre, la péritonite induite chez le rat carraghénane a montré que l'injection du venin
d'abeille réduit de moitié le recrutement des neutrophiles dans la cavité péritoneale. Cependant,
cette efficacité est nettement inférieure a celle de I'aspirine. Cet effet limité du venin d'abeille par
rapport a lanti-inflammatoire de référence s'expliqgue par sa capacité a provoquer une
inflammation locale.

Par ailleurs, le test de 'immersion de la queue indique que le venin d'abeille produit un
effet analgésique significatif qui se manifeste progressivement avec le temps, devenant
particulierement notable apres 1 heure et 30 minutes d'injection. L'effet analgésique commence
Iégerement mais augmente progressivement, surpassant les résultats obtenus précédemment et
indiquant une amélioration notable par rapport au contrdle positif.

Ces études fournissent des perspectives importantes pour approfondir la recherche sur les
effets et les mécanismes pharmacologiques du venin d’abeille ce qui pourrait devenir une
alternative efficace aux anti-inflammatoires classiques, voire méme dans le traitement de

maladies pour lesquelles il est actuellement difficile de trouver des solutions.
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