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Résumé :

Le venin d'abeille est traditionnellement utilisé dans le traitement de certains problémes de
santé, en raison de ses propriétés biologiques efficaces. Comme le venin des sous-espéces d'abeilles
algériennes (Apis melliféra intermissa et Apis melliféra sahariensis) n'ont pas été étudies, la
présente étude a été consacrée a I'étude in vitro des activités anti-oxydantes, anti-inflammatoires et
anti-lithiasiques d'Apis melliféra sahariensis. L'activité antioxydant du venin d'abeille brut de
différentes concentrations (0,5; 1; 2 et 4 mg/ml) a été évaluée par le test de DPPH, et l'activité
anti-inflammatoire a été étudiée en utilisant la méthode de dénaturation de I'albumine sérique
bovine (BSA) induite par la chaleur. L'activité anti-lithiasique contre la cristallisation de I'oxalate
de calcium a été testée par la mesure de la turbidité en présence ou en l'absence du venin. Les
résultats ont montré une activité antioxydant efficace, présentée par une concentration demi-
maximale élevée (EC50); 2,33 + 0,04 par rapport a celle de I'acide ascorbique (1,03 + 0,06) et du
BHT (0,45 £ 0,04). De méme, le venin d'abeille a révélé une activité anti-inflammatoire potentielle
supportée par une concentration maximale médian d’inhibition élevée de dénaturation de la BSA
(IC50 = 8,34 mg/mL) par rapport & celle du diclofénac (CI50 = 6,78 mg/mL). De plus, l'activité
anti-lithiasique atteint le pourcentage maximal d'inhibition de la cristallisation de I'oxalate de
calcium a la concentration de 4 mg/ml de 90% et 80% pour le venin d'abeille et I'acide citrique,
respectivement pour le test de nucléation, et de 68% et 59% pour le essai d'agrégation. En
conclusion, nous nous attendions a ce que cette enquéte encourage une exploration plus poussée de
nouveaux médicaments pour la prévention et le traitement des maladies oxydatives, inflammatoires

et de la lithiase urinaire.

Mots clés: Activité antioxydant, Activité anti-inflammatoire, Activité anti-lithiasique, Venin

d'abeille algérienne (Apis melliféra sahariensis).



Abstract:

Bee venom has been traditionally used in treating some health conditions, owed to its
effective biological properties. As the venom of the Algerian subspecies bees (Apis
melliféra intermissa and Apis melliféra sahariensis) have not been investigated, the present study
was devoted to in vitro investigate the anti-oxidant, anti-inflammatory and antiurolithiatic activities
of the Apis melliféra sahariensis. The antioxidant activity of the crude bee venom of various
concentrations (0,5; 1; 2 and 4 mg/ml) was evaluated by DPPH assay, and the activity anti-
inflammatory was performed using heat-induced bovine serum albumin (BSA) denaturation
method. The antiurolithiatic activity against cacium Oxalate crystallization was tested by the
measurement of turbidity in presence or absence of the venom. Results showed effective
antioxidant activity, as evidenced by high half maximal concentration (EC50); 2,33 = 0,04
compared with that of ascorbic acid (1,03 = 0,06) and BHT (0,45 + 0,04). Similarly, the bee venom
revealed a potential anti-inflammatory activity supported by high half maximal inhibitory
concentration of BSA denaturation (ICs0=8,34 mg/mL) as compared with that of diclofénac
(Cls0=6,78 mg/mL). In addition, the antiurolithiatic activity reaches the maximum inhibition
percentage of calcium oxalate crystallization at the concentration of 4 mg/ml of 90% and 80% for
bee venom and citric acid, respectively for the nucleation test, and 68% and 59% for the
aggregation test. In conclusion, we expected this investigation would provide encouragement for
further exploration into new drugs for the prevention and treatment of oxidative, inflammatory and
urolithiasis diseases.

Keywords: Activity antioxidant, Activity anti-inflammatory, Activity ntiurolithiatic, Algerian bee
venom (Apis melliféra sahariensis )
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Liste des abréviations

Liste des abréviations

% : Le pourcentage
°C: dégrée
AA : acide ascorbique
Abs: absorbance
ADE : Agence Algérienne de Léau
AINS: Les anti-inflammatoires non stéroidiens
AlS : Les anti - inflammatoires stéroidiens
ADE : Agence Algérienne de Léau
BHT : Le butylhydroxytoluene
BSA : Le sérum albumine bovine
C4H11NOS : Tris(hydroxyméthyl)-aminométhane
CaC204: L’oxalate de calcium
CaClz: Chlorure de calcium
Cl: Concentration d’inhibition.
COx: L'enzyme cyclooxygénase
CRP: Protéine C-réactive
DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl
ERN : Radicaux dérivés d’azote
ERO: Espece réactive de I’oxygene
G: gramme
H20: I’eau
IC: concentration d’inhibition.
MCD: Mast cell degranulating
Mag: milligramme
Ml: millilétr
Na2C20s4 Sodium oxalate
NazHPOs. Phosphate disodique.
NaH2PO4 Phosphate monosodique.
Ph: Est une mesure de la facon dont I'eau acide/ basique.
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SOD:

La superoxydedismutsae

VBL:

Venin d’abeille local.
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Albert Einstein (1879-1955) a dit que si les abeilles venaient a disparaitre, I'hnumanité ne
survivrait que pendant seulement quatre années. Alors, I’importance et l'urgence de protéger cet
animal sont primordiales pour assurer la survie de I'humanité et préserver notre environnement
(Clement, 2006). L'abeille (Apis mellifera) est un insecte social de l'ordre des hyménoptéres qui vit
en colonies et qui sont connue pour produire de la cire et du miel, venin ... etc, et elles jouent un role
essentiel en tant que pollinisatrices pour les plantes sauvages et cultivées. Le service qu'elles
fournissent en termes de pollinisation est d'une valeur considérable sur le plan agronomique,
environnemental et économique, dépassant largement celle des produits issus des ruches. Il s'agit en
effet d'un service vital pour maintenir I'équilibre des écosystemes. Depuis des temps anciens,
I'abeille a été utilisée pour ses multiples bienfaits, tels que le miel, la cire, la gelée royale, le pollen, la
propolis et méme son venin. Ces produits sont réputés pour leurs qualités nutritionnelles et
thérapeutiques et sont consommés a travers le monde entier (Louveaux, 1958 ; LUKOKI et al.,
2023). L'apithérapie est une forme de médecine alternative qui utilise les produits de la ruche, tels
que le miel, la propolis et la gelée royale, a des fins thérapeutiques. Les adeptes de cette pratique
croient que ces produits ont des propriétés médicinales bénéfiques pour la santé humaine, notamment
en tant qu'antibiotiques naturels, anti-inflammatoires et immunostimulants. L'apithérapie peut
prendre différentes formes, comme l'ingestion de ces produits, leur application topique ou méme
I'utilisation de piqlres d'abeilles vivantes dans le cadre de I'apipuncture. Dans l'apithérapie, le venin
d'abeille est administré de différentes maniéres, notamment par des piqlres d'abeilles vivantes ou par
I'utilisation de produits contenant du venin d'abeille, tels que les crémes et les onguents (Ali, 2012 ;
Kim, 2013). Certaines études scientifiques suggérent que l'apithérapie au venin d'abeille peut étre

efficace dans le traitement de divers problémes de santé, tels que l'arthrite rhumatoide, la sclérose en
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plaques, les douleurs articulaires et musculaires, et les maladies de la peau telles que le psoriasis et
I'eczéma. Cependant, il convient de noter que les preuves scientifiques sur le venin d’abeille, et
surtout les sous espéces Algériens (Apis mellifera intermissa et Apis mellifera sahariensis),
d’Algérie sont encore limitées et que des recherches supplémentaires sont nécessaires pour confirmer
ces effets bénéfiques (Kintz and Villain, 2011). Donc, L'objectif de cette recherche est d’examiner
le potentielle thérapeutique et I’efficacité de certaines caractéristique biologiques du venin d'abeille
locale (Apis mellifera sahariensis), telles que ses propriétés anti-inflammatoires, anti-lithiasique et
antioxydant.

Notre travail se divise en trois chapitres : synthese biographiques, matériels et méthodes, résultats

obtenus et discussion et Finalement une conclusion.



)

Chapitrel:
Synthese bibliographique




Chapitre 1 : Synthése bibliographique

I. Généralité sur les abeilles :
1. Histoire d’abeille :

Historiqguement, dans les années 1920, Alfred Cary Hawkins, un géologue et minéralogiste, a
fait une découverte majeure lorsqu'il travaillait dans une carriére prés de Kinkora, dans I'Etat du New
Jersey, aux Etats-Unis. Il a trouvé un morceau d'ambre renfermant un insecte d'environ 6 millimétres
de long. Les analyses ont révéele qu'il s'agissait d'une abeille ouvriere de I'espéce Trigona, et qu'elle
était emprisonnée dans cette goutte de résine depuis 45 a 65 millions d'années. Trigonaprisca reste a
ce jour le fossile d'abeille le plus ancien du monde. Les abeilles de I'espéce Trigona appartiennent au
groupe des melipones (Meliponini), qui compte 370 especes. Ces abeilles, dépourvues de dard,
établissent des colonies permanentes sur plusieurs générations, tout comme les abeilles melliferes, et
sont organisées autour de la division du travail. Cette decouverte prouve que des abeilles
caractérisées par une vie sociale existent sur Terre depuis probablement plus de 50 millions d'années
(Gruter, 2020).

2. Définition :

Le terme "abeille" dérive du mot latin "apis"”, qui signifie "mouche a miel". 1l existe plus de
20 000 especes d'abeilles qui jouent un réle crucial dans la pollinisation et la survie des plantes,
contribuant ainsi a la propagation et a I'évolution de 80 % des plantes a fleurs. Les abeilles sont
arrivées sur notre planéte il y a environ 45 millions d'années, bien avant I'apparition des Hommes, et
elles font partie de I'ordre des hyménoptéres et est un insecte social. Le genre Apis mellifera est
largement reconnu et utilisé dans le domaine de l'apiculture. Il englobe différentes espéces
géographiques présentes en Europe, en Afrique, en Asie occidentale, en Amérique du Nord, en
Amérique du Sud, en Australie et en Nouvelle-Zélande (Xagoraris et al., 2021).

3. Classification systématique classique de I’abeille domestique Selon (Panarelli, 2020).

e Regne: Animalia
e Embranchement : Arthropoda

e Sous-embranchement: Hexapoda

e Classe: Insecta

e Sous-classe : Pterygota

e Infra-classe : Neoptera

e Super -ordre : Endopterygota
e Ordre: Hymenoptera
e Sous-ordre : Apocrita



Chapitre 1 : Synthése bibliographique

e Infra-ordre : Aculeata
o Famille: Apidae
e Sous-famille : Apinae
e Genre: Apis
e Espeéce: Apis mellifera
e Sous-Espéce : A. m. sahariensis, A. m. intermissa :

En Algérie, I'élevage des abeilles melliféeres est largement répandu dans toutes les zones agro
écologiques, notamment dans les régions montagneuses, les oasis et les plaines. Une abondance de
cette espece d'abeille est présente, et elle s'integre harmonieusement dans les systemes de production
arboricole. 1l existe deux races qui composent cette espece (Fridi et al., 2022).

3.1. L'Apis mellifira intermissa :

Communément appelée « abeille tellienne » ou « abeille noire du tell », est une race d'abeilles
dont l'aire de répartition correspond principalement a I'Atlas tellien. Cette race trouve son origine en
Libye, en Tunisie, en Algérie et au Maroc, mais elle est plus largement répandue en Algérie. Les
caractéristiques principales de cette race sont son agressivité, sa nervosité, sa tendance a l'essaimage,
ainsi que sa grande fécondité et sa capacité a récolter efficacement le pollen et la propolis (Fridi et
al., 2022).

3.2. L'Apis mellifira sahariensis :

Egalement connue sous le nom d"abeille saharienne", est une race d'abeilles qui se trouve
dans le désert du Maroc et de I'ouest de I'Algérie. Comparée a I'Apis mellifira intermissa, elle est de
taille plus petite. L'Apis mellifira sahariensis, connue sous le nom d'abeille saharienne, est
principalement présente dans le sud-ouest de I'Algérie, notamment a Béchar et Ain Safra. Elle se
distingue par sa couleur noire et possede des caractéristiques telles que la productivité, la prolificité,
la résistance aux maladies et aux prédateurs. Cependant, il convient de noter qu'elle est également
tres agressive et a tendance a essaimer. En Algérie, la race dominante est I'abeille tellienne, qui se

présente sous différentes variétés adaptées aux différents biotopes (Fridi et al., 2022).
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4. La morphologie de I’abeille :
Le corps de I’abeille consiste la téte, thorax et I’abdomen (figure 1)
4.1. LaTéte
C’est une capsule ovoide, Il y a deux yeux de trés grande taille, placés de chaque coté de la
téte et trois ocelles. Ce sont les trois petits yeux situés au centre de la téte. 1l existe également des
antennes et des piéces buccales qui permettent la communication (Azizi et al., 2020).
4.2 Le Thorax
C’est la partie la plus dure du corps.situe entre la téte el I’abdomen, Il assure la locomotion de
I’abeille parce qu’elle a trois paires de pattes et deux grandes ailes et deux petites, les ailes
antérieures et postérieures s’accrochent grice a des crochets. Le thorax possedent des muscles
puissants et trois paires d’orifices respiratoires appelés stigmates. (Azizi et al., 2020).
4.3 L ‘abdomen :
C’est la partie la plus grosse de 1’abeille, I est composé de 7 anneaux mobiles qui peuvent
s’allonger suivant le besoin. L’abdomen posseédent une grande partie du systéme respiratoire
trachéen, le systéme digestif et reproducteur, et 1’organe venimeux pour les reines et les ouvriéres

(Azizi et al., 2020).

téte thorax abdomen

<~ > < .

ceil composé

antenne

pelote
de polen

rostre

Figure 1 La morphologie de I'abeille.

5. Les produits de la ruche
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La ruche est composée principalement de gelée royale, miel, cire, pollen, propolis et venin (Figure 2)

Figure 02. Les sept produits de la ruche (Yves Roberti, 2011).

5.1. Le miel :

Le miel est une substance naturelle sucrée, avec un apport glucidique couvrant des besoins
énergétiques de 1’abeille. IL est le seul produit au monde qui soit consommé par I’homme et fabriqué
par I’insecte. Le miel provient de produits végétaux récoltés par les abeilles avant transformation, le
nectaire est la base, qui est produite par les glandes nectariféres des nectaires des plantes a fleurs
(Figure 03) (Chirsanova et al., 2022).

Figure 03. Le miel (Blanc, 2010).

5.2. Lepollen

Le pollen« pain d’abeille », (Figure 04) est 1’aliment fécondant méle d’une fleur. Les
abeilles récoltent le pollen sur les antheres des fleurs et le ramenent a la ruche sous forme de pelotes
collées a leurs pattes. Ils proviennent de nombreuses plantes, leur contenu peut donc varier

considérablement.
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Le pollen d’abeilles est considéré comme un complément alimentaire diététique qui a connu

une large gamme d’utilisation avec ses propriétés thérapeutiques (Végh et al., 2021).

Figure 04. Le pollen (Khechai & Seraiche, 2019).

5.3. Gelée royale :

Est une substance sécrétée par les abeilles ouvriéres, qui a l'aspect d'une sécrétion laiteuse.
Elle est composée généralement d'environ 60% & 70% d'eau, de 12% & 15% de protéines, de 10% a
16% de sucre, de 3% a 6% de matieres grasses, ainsi que de 2% a 3% de vitamines, de sels et d'acides
aminés. Sa composition peut varier en fonction de la géographie et du climat. La gelée royale tire son
nom du fait qu'elle est utilisée par les abeilles pour nourrir et développer les reines de la ruche.

Certains individus utilisent la gelée royale a des fins médicinales (Figure 05) (Collazo et al., 2021).

Figure 05. La gelée royale (Blanc, 2010).

54. Lacire
Est un produit fabriqué par les abeilles des espéeces Apis mellifera et Apis cerana. Elle est

produite sous forme liquide par les glandes a cire présentes dans lI'abdomen des ouvriéres. La
7
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composition de la cire d'abeille est complexe, comprenant plus de 300 composants différents. Parmi
ces composants, on trouve des hydrocarbures, des acides gras libres, des esters d'acides gras et

d'alcools gras, ainsi que des diesters et des substances provenant de I'environnement dans lequel les

Figure 06. La cire (Chott, 2018).

55. LeVenin:

Une substance toxique est un mélange de différents composés produit par deux glandes
distinctes : la glande acide (venimeuse) et la glande alcaline (lubrifiante ou du four). Environ 10 000
abeilles sont nécessaires pour produire un gramme (1g) de venin, et ce venin est stocké dans le
réservoir situé dans I'abdomen de l'abeille; 1l est principalement composé de 85% d'eau et de 15% de
diverses substances, telles que des enzymes, des protéines, des sucres, des phospholipides, des
hydrates de carbone, des acides, des amines, ainsi que des composés anti-inflammatoires tels que
I'apamine et la méllitine (Figure 07)(Khalil et al., 2021).

Figure 07. Le venin d’abeille (Khechai & Seraiche, 2019).
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5.6. Lapropolis:

La propolis est une substance résineuse collectée par les abeilles a partir des jeunes
bourgeons. Sa composition est complexe et varie considérablement en fonction de la région d'origine,
étant étroitement liée aux résines spécifiques utilisées par les abeilles (Santos et al., 2020).

Figure 06. La propolis (Blanc, 2010).

5.7. Lemiellat:

Le miellat est une substance liquide épaisse et visqueuse qui est constituée des excréments
liquides des insectes homopteres tels que les psylles, les cochenilles et surtout les pucerons. Comparé
au nectar, il est plus dense et contient une quantité plus élevée d'azote, d'acides organiques, de
minéraux et de sucres complexes. Les abeilles récoltent le miellat en complément ou en
remplacement du nectar, ce qui donne un miel de couleur plutét sombre et moins humide que le miel
de nectar (Figure 09) (Roubik, 2023).

Figure 07. Le miellat (Blanc, 2010).
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6. Le venin d’abeille
Le venin est secrété par deux glandes situées dans 1’abdomen et est conservé dans un

réservoir a venin. Il se forme pendant la premiére semaine de vie de ’abeille et la glande a venin est
opérationnelle au bout de 4 semaines quand les ouvrieres deviennent gardiennes. La glande a venin
est reliée par un canal a la chambre a venin. 1l est utilisé pour la défense de la ruche contre les intrus
mais aussi par les reines pour se débarrasser des rivales, est composé de nombreux peptides et
enzymes qui sont nécessaires pour 1’organisme humain (Khalil et al., 2021).
6 .1. La récolte du venin d’abeille

Le venin d'abeille est généralement obtenu a partir des piqlres d'abeilles. Voici deux méthodes

courantes pour obtenir le venin d'abeille.

6.1.1. Collecte manuelle

Cette méthode consiste a stimuler une abeille pour qu'elle pique un matériau qui collectera le
venin. Les apiculteurs utilisent souvent des feuilles de verre ou des plaques en plastique avec des
électrodes en métal pour recueillir le venin. Lorsqu'une abeille pique le matériau, le venin est délivré
dans le plastique ou la feuille de verre et peut ensuite étre récupéré (Aparna, 2020).

6.1.2. Collecte électrique :

Cette méthode utilise un dispositif électrique pour stimuler les abeilles a piquer une surface
conductrice. Le venin est alors recueilli sur la surface conductrice et peut étre collecté. Cette méthode
est souvent utilisée a grande échelle pour produire du venin d'abeille a des fins commerciales (Omar,
2020).

6.2. Composition de venin :

Les principaux composants sont donc la mellitine (40 a 50%), la phospholipase A2 (10
al2%) et ’apamine (2 a 3%). Ces trois composé€s sont principalement a 1’origine des propriétés du
venin (Figure 10) (Abd EI-Wahed et al., 2019).

6.2.1. La mellitine

La mellitine induit un désordre dans les bicouches phospholipidiques, provoquant une lyse

cellulaire. la mellitine serait un anti-inflammatoire 100 fois plus puissant que 1’hydrocortisone,

également cardiotonique, immuno-stimulant et anticoagulant.

6.2.2. La Phosphlipase A2
La phospholipase A2 est une enzyme qui intervient dans le processus inflammatoire.

10
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6.2.3. L’Apamine
C’est un peptide basique qui posseéde des propriétés neurotoxiques périphériques et centrales
par passage de la barriéere meningée. Elle bloque les canaux calciques dépendants du potassium au
niveau du systeme nerveux central (canaux SK2 et SK3) ce qui la met en cause dans les effets
neurotoxiques apres piqire ou en cours d’immunothérapie spécifique par venin d’abeille.
6.2.4. La Hyaluronidase
La hyaluronidase dégrade les acides hyaluroniques, ce qui permet une diminution de la
viscosité de la matrice extracellulaire. Ainsi, les cellules et molécules ont une meilleure diffusion. Ce
processus est retrouvé dans le phénoméne de 1’inflammation (Abd ElI-Wahed et al., 2019).
6.2.5. L'histamine :
Compte pour 0,5 a 2 % est impliqué dans la réponse allergique.
6.2.6. L’adolapine
Compte pour 2 a 5 % des peptides et agit comme un anti-inflammatoire et un analgésique car
il bloque la cyclooxygénase.
6.2.7. Le peptide MCD :
Est un peptide dégranulateur des mastocytes (MCDP ou peptide 401) et qui possede une
action anti-inflammatoire potentiellement intéressante dans les cas d’arthrites (Abd El-Wahed et al.,
2019).

Cardiopeptide
0,7% Méllitine

Adolapine 50.0%

1,0%

Glucides

20% N\

Peptide McD /1R
2,5%

Apamine
2,5%

Hyaluronidase
3,0%

Lipides Phospholipase A2
4,5% 11,0%

Figure 8. La composition moyenne de la matiére séche du venin (Clément, 2011).

11
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6.3. Facteurs affectant le venin d'abeille :

Le venin d'abeille est composé de plusieurs substances, notamment des enzymes, des peptides
et des protéines, qui peuvent varier en quantité et en composition en fonction de plusieurs facteurs :

« L'espéce d'abeille : il existe différentes espéces d'abeilles, et chacune peut produire un venin
avec une composition légérement différente.

« L'age de l'abeille : les abeilles plus agées ont tendance a produire un venin plus fort que les
abeilles plus jeunes.

« Lasaison : le venin d'abeille peut étre plus puissant pendant les mois d'été, lorsque les abeilles
sont plus actives.

« La nourriture : la qualité et la quantité de nourriture que les abeilles consomment peuvent
affecter la composition de leur venin.

« Larégion géographique : la composition du venin d'abeille peut varier en fonction de I'endroit
ou les abeilles vivent.

» Le stress : les abeilles stressées peuvent produire un venin plus puissant que les abeilles

détendues (Kekecoglu et al., 2022).

6.4. L’utilisation thérapeutiques de venin d’abeille

Le venin d’abeille est généralement utilisé dans le domaine de 1’apithérapie est 1'utilisation
thérapeutique médicinale de produits d'abeille, consistant des composants de la ruche dabeille,
particulierement le venin d'abeille. L’un des aspects de la médecine alternative adoptée depuis
I’antiquité est D’apithérapie qui consiste a [’utilisation des produits de la ruche pour traiter de
nombreuses pathologies, parmi eux la thérapie au venin d’abeilles (apitoxine) qui vise a traiter
plusieurs maladies, telles que : les Rhumatismes, les maladies cancéreuses et les maladies
dermatologiques (Sengul and Vatansev, 2021).

Elle est réalisée soit par une piqure directe d’une abeille vivante sur la peau du patient ou
récemment par une injection intradermique a l’aide d’une aiguille hypodermique (Sengul and
Vatansev, 2021).

De plus, le venin d'abeille a été utilisé comme une médecine traditionnelle pour traiter
certaines maladies par ses effets anti-inflammatoires. La thérapie au venin d'abeille est la partie de
I'apithérapie qui utilise le venin d'abeille dans le traitement des problémes de santé. Plusieurs
chercheurs ont montrés I’importance de ce type de traitement contre plusieurs maladies et
symptdmes, Le venin d’abeilles trouve son utilité dans 1’arthrose grace a ses propriétés analgésiques

et anti-inflammatoires.

12
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Les propriétés anti-inflammatoires du venin d’abeille sont utilisées pour soigner certaines
pathologies. Des études menées sur la thérapie aux toxines naturelles ont révélé que le venin
d’abeilles présente une activité anti inflammatoires puissante grace aux propriétés bioactives de ses
composants (Sengul and Vatansev, 2021).

Il existe des études qui traitant 1‘effet du venin d‘abeille sur le processus de cancérogenése.

Il a été démontré que la fixation de la melittine sur les cellules cancéreuses a permis de bloguer leur
multiplication et leur propagation( Pan et al ,2015), L’activité anti cancéreuse assurée par 1’apitoxine
est engendrée principalement par la mélittine qui fonctionne en synergie avec la PLA2, par diverses
cascades d’activation qui aboutissent a 1’induction de 1’apoptose, l’arrét de la métastase et
I’angiogeneése ainsi que 1’arrét du cycle cellulaire (Sengul and Vatansev, 2021).

En outre, le venin d’abeille augmente la circulation sanguine coronaire et périphérique,
améliore-la microcirculation de sang, ralentit le cceur aux doses inférieures et le stimule aux plus
hautes doses, baisse la tension, antiarhythmique contre la coagulation de sang et fibrinolytique,
stimule la construction d'érythrocytes. Il est utilisé aussi dans les allegements d'hypertension,
I'artériosclérose, I'arythmie d'angine de poitrine (Sengul and Vatansev, 2021).

La mélittine et la phospholipase A2 qui désorganisent les membranes cellulaires sont
principalement responsables de 1’activité antibactérienne, plutdt dirigée vers des bactéries a Gram
négatif. La mélittine est responsable de I’action antivirale en modifiant la plaque d'adhésion
cellulaire, ce qui empéche la fixation de certains virus (notamment le virus de I'herpés simplex de
type 1) et par extension leur pénétration. Le venin a montré également une toxicité envers le
Plasmodium falciparum (Sengul and Vatansev, 2021).

En plus, le venin d’abeille est I’arme de défense ultime de 1’abeille, des ouvricres gardiennes
sont postées a I’entrée de la ruche. Dans I’hypothése ou un intrus essaie de pénétrer la ruche, les
gardiennes tentent de le faire fuir voire de le tuer et utilisent alors en plus de leurs mandibules, leur
appareil inoculateur de venin. Apres la piqire, les dents du dard I’obligent a rester implanté dans la
chair de la victime. Le sac a venin ainsi implanté continue a injecter réguliérement son contenu par
des contractions pendant 2 a 5 minutes. Le plus souvent, la douleur engendrée par la piqlre suffit a
¢loigner 1’agresseur, la dose 1étale pour un adulte de 80 kg est estimée a un peu plus de 1500 piqures,
soit une dose de 19 piqdres/kg environ. Une particularité concernant la reine lui permet de survivre
apres la pigdre, son dard lisse qui ne reste pas solidaire de ses victimes et lui permet donc de tuer ses
concurrentes déja sortie ou méme encore dans leur cellule (El-Seedi et al., 2022).

Il. Activites biologiques

13
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1. Activité antioxydant :

1.1. Stress oxydative :

Est un phénomeéne causé par un déséquilibre entre la production et l'accumulation d'espéces
réactives a I'oxygene (ROS) dans les cellules et les tissus et la capacité d'un systéme biologique a
détoxifier ces produits réactifs (Migdal, 2011).

1.2 Origine du stress :

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont utiles pour
I'organisme a doses raisonnables. Cette production physiologique est parfaitement maitrisée par des
systtmes de défense. Dans les circonstances normales, on dit que la balance
antioxydants/prooxydants est en équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en
antioxydants ou par suite d'une surproduction énorme de radicaux libres, un état de «stress oxydant »
est signalé (Migdal, 2011).

1.3. Les radicaux libres:

Les radicaux libres sont des entités chimiques autonomes, comprenant des atomes, des molécules
ou des fragments de molécules. Ayant un ou plusieurs électrons célibataires ce qui les rend
extrémement réactifs. Les radicaux libres recherchent la stabilité en capturant les électrons des
molécules avoisinantes, ce qui entraine a leur tour l'instabilité de ces molécules (Migdal, 2011).

1.3.1. Espéce réactive de ’oxygéne (ERO) :

Espéces réactives oxygénées (ERO) qui sont des formes vari€es de 1’oxygene active, elles
incluent les radicaux libres comme 1’anion super oxyde (027) et le radical hydroxyle ((OH), et les
espéces non radicalaires qui sont des oxydants et/ou facilement transformées en radicaux comme le
peroxyde d’hydrogéne (H202) (Migdal, 2011).

1.3.2. Les radicaux dérivés d’azote (ERN) :

Contrairement aux ERO, il y a peu de données sur l'altération induite par les especes réactives
d’azote, ils sont considérés comme une sous-classe des radicaux libres qui sont générés par la
réaction de I’oxygene avec I’azote. Les ERN incluent des espéces non-radicalaires (acide nitreux, le
péroxynitrite et alcylpéroxynitritate) et des especes radicalaires (I’oxyde nitrique et le dioxyde
d'azote) (Lemaire and Rassat, 1964 ; Luo et al., 2018).

2. Les antioxydants :
Les antioxydants sont des composés capables de neutraliser les radicaux libres, qui sont
responsables de nombreux problemes de santé. Les antioxydants agissent en inhibant ou en retardant

le processus d'oxydation, empéchant ainsi l'amorcage ou la propagation de réactions en chaine
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d'oxydation. Ils sont des composés qui réagissent avec les radicaux libres et les rendent ainsi
inoffensifs.

Les antioxydants sont également utilisés pour Retarde la détérioration, le rancissement ou la
décoloration des aliments, généralement dus a Oxydation causée par la lumiére, la chaleur et certains

métaux. Il existe deux classes d’antioxydants : Les endogénes et les exogenes (Wu et al., 2022).
2.1. Le type des antioxydants :

2.1.1. Les antioxydants endogénes :

Sont principalement les enzymes super oxyde dismutase, catalase et glutathion peroxydase
dont les mécanismes sont développés plus haut. La deuxieme partie permet d’appréhender(Migdal,
2011).

2.1.2. Les antioxydants exogeénes :

Qui sont, par définition, apportés de 1’extérieur de 1’organisme par exemple par 1’alimentation, y
compris :
a. Lavitamine C:

La vitamine C ou acide ascorbique, est essentielle pour I'organisme humain en raison de ses
fonctions critiques en tant que cofacteur enzymatique et antioxydant. En tant que cofacteur
enzymatique, la vitamine C est impliquée dans plusieurs processus importants. Elle joue un réle clé
dans la synthése des catécholamines, du collagene, de la carnitine et de I'acide biliaire. De plus, elle
participe a la transformation de la dopamine en noradrénaline, au métabolisme des stéroides, de la

tyrosine et du cholestérol (Mierina et al., 2022).

A : acide ascorbique

Figure 9. La structure de I’acide ascorbique (vitamine C) (Diallo, 2005).

b. Le BHT:
Le butylhydroxytoluéne (BHT) est un composé chimique fréquemment employé comme additif

alimentaire et antioxydant. Son rdle principal consiste & empécher I'oxydation et la détérioration des
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aliments et des produits cosmétiques, ce qui prolonge leur durée de conservation. Le BHT agit en
entravant les réactions chimiques d'oxydation susceptibles d'altérer la qualité, la couleur et la saveur
des produits.U.S (Mierina et al., 2022).

0,0

I
+# RH —» N ¢ R
0, NO, O,N NO,

NO,

Figure 10. La structure de Le butylhydroxytoluéne (BHT) (Diallo, 2005).

2.2. Meécanisme antioxydant :

Dans des conditions physiologiques normales, il existe un équilibre entre la production de
radicaux libres et les mécanismes de défense antioxydant endogénes présents dans le corps. Ces
mécanismes comprennent des enzymes telles que la catalase, la peroxydase dismutase et la glutathion
peroxydase, ainsi que les vitamines A, E et C, ainsi que les polyphénols provenant de I'alimentation
et des plantes. Depuis 1968, le role essentiel de la superoxydedismutase (SOD) dans le systeme de
défense antioxydant de 1'organisme est connu. L’ion peroxyde O est le point de départ de la chaine
de production des radicaux libres. Dés cette étape précoce, la SOD inactive l'ion Oz en le
transformant en peroxyde d'hydrogene H>O>. Ce dernier est ensuite rapidement dégrade en dioxygene
O2 et en molécules deau H>O par la catalase et les peroxydases. L'activité antioxydant de ces
molécules peut étre évaluée in vitro par différentes méthodes, telles que la méthode du DPPH (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyle).

Ces mécanismes de défense antioxydant sont importants car les radicaux libres, lorsqu'ils sont
présents en exces, peuvent causer des dommages oxydatifs aux cellules et contribuer au
développement de diverses maladies. Il est donc crucial davoir un équilibre adéquat entre la
production de radicaux libres et les mécanismes de défense antioxydant pour maintenir la santé et le

bien-étre de lI'organisme (Wu et al., 2022).

2.3. L’évaluation des activités biologiques
Ces derniéres décennies, de nombreux tests ont éte développés pour évaluer l'activité
antioxydant des nouveaux composés. Plusieurs méthodes sont utilisées pour déterminer cette activité

et sont nommées d'apres la substance utilisée comme source de radicaux libres. Parmi ces méthodes,
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on trouve le test DPPH™ (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). Ce test est stable a température ordinaire
avec une couleur violette se réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune. 1l possede
un électron non apparie sur un atome du pont, d'azote. Facilement mesurable par spectrophotométrie
a 517 nm, et par conséquent une diminution de I'absorbance et fut I'un des premiers radicaux libres
utilisée pour étudier la relation structure-activité antioxydant des composes phénoliques. La méthode
est généralement standardisée par rapport a un contréle positif réalisé avec un antioxydant standard
(Baliyan et al., 2022).
2. Activité Anti-inflammatoire
2.1 . L'inflammation

L'inflammation est un processus naturel complexe utilisé par le corps pour se défendre contre
des agressions étrangéres au niveau des vaisseaux sanguins et des tissus. Son but est d'éliminer ou
d'isoler I'agresseur et de maintenir l'intégrité des tissus infectés. L'inflammation se manifeste par
différents signes caractéristiques, notamment la chaleur, la douleur, la rougeur et le gonflement de la
partie affectée. Il s'agit d'un état anormal de lI'organisme qui indique une réaction inflammatoire en
cours (Liu et al., 2022).

Blessure

Inflammation

Douleur

Gonfleme

.". dans le corps

.

.:.auisibles entrent

: A‘Rougeur\

Chaleur

Figure 11.

La réaction inflammatoire (Congo. ,2012) .
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2.1.1. Inflammation aigue :
C'est une premiere réponse du corps a une lésion ou a une infection, elle est immédiate et
courte, elle est caractérisé par une augmentation du débit sanguin (circulation accrue de plasma, les

leucocytes et les protéines sériques) dans les sites infecté (Liu et al., 2022) .

2.1.2. L'inflammation chronique :

C'est une inflammation qui dure longtemps en raison de la persistance de facteurs agressifs
(acide gastrique dans l'ulcere peptique) et de la réponse inadéquate de I'hdte a l'infection et aux
maladies auto-immunes chroniques (arthrite rhumatoide). L'inflammation chronique est associee a
une réponse immunitaire tissulaire et peut impliquer des défenses spécifiques ou non
spécifiques.L'inflammation chronique peut suivre une inflammation aigué ou commencer comme une
réponse trompeuse de bas grade, et est souvent asymptomatique (Savadogo et al., 2022) .

2.2. Les anti — inflammatoires :

Un anti - inflammatoire est un médicament qui agit sur les conséquences physiopathologiques
de la réaction inflammatoire quelle qu'en soit lI'origine. On en distingue deux grands groupes les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) et les anti - inflammatoires stéroidiens (AIS), dont les cibles
pharmacodynamiques sont différents (Liu et al., 2022).

2.2.1. Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS) :

ou les glucocorticoides constituent une vaste famille de médicaments dérivés du cortisol.
Parmi les AIS les plus puissants se trouvent les glucocorticoides, qui comprennent a la fois les
corticoides naturels tels que le cortisol, ainsi que les corticoides de synthese tels que la prednisone, la

prednisolone, la dexaméthasone ou le triamcinolone (Liu et al., 2022).

2.2.1. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Elles constituent la classe thérapeutique la plus largement utilisée dans le monde en raison de
leurs propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques et antalgiques. Les AINS agissent en inhibant
I'enzyme cyclooxygénase (COx), ce qui réduit la production de prostaglandines, des substances qui
jouent un role clé dans I'inflammation, la fiévre et la sensation de douleur (Mrozovski, 2022).

2.3. Mécanisme d’action d’un anti-inflammatoire
o Inhibition de la cyclooxygeénase (COX) : Certains anti-inflammatoires, tels que les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS), agissent en inhibant l'activité de Il'enzyme
cyclooxygénase (COX). La COX est responsable de la production de prostaglandines, qui
sont des médiateurs chimiques de l'inflammation. En inhibant la COX, les AINS réduisent la

production de prostaglandines, ce qui diminue I'inflammation, la douleur et la fievre.
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o Inhibition de la synthése des médiateurs de I'inflammation : Certains anti-inflammatoires, tels
que les corticostéroides, agissent en inhibant la synthese des médiateurs de I'inflammation,
tels que les cytokines pro-inflammatoires. Les corticostéroides modulent également
I'expression de nombreux génes impliqués dans la réponse inflammatoire.

o Modulation de la réponse immunitaire : Certains anti-inflammatoires, tels que les
immunosuppresseurs, modulent la réponse immunitaire en inhibant I'activation des cellules du
systeme immunitaire. Cela peut réduire I'inflammation associée a certaines maladies auto-

immunes.

o Inhibition de la migration cellulaire : Les anti-inflammatoires peuvent également inhiber la
migration des cellules inflammatoires vers le site de I'inflammation. Cela réduit
I'accumulation de cellules inflammatoires et atténue ainsi la réponse inflammatoire (Liu et
al., 2022).

3. Activité Anti-lithiasique
3.1. Lithiase urinaire
La lithiase urinaire, anciennement connue sous le nom de "maladie de la pierre", se réféere a
une condition caractérisée par la formation de calculs dans les reins ou les voies urinaires, y compris
les cavités rénales, les uretéres et la vessie. Le terme "lithiase™ provient du mot grec "lithos", qui
signifie pierre. Le lithiase urinaire inclus plusieurs types de calculs; calculs calciques représentent la
majorité des pathologies lithiasiques et englobent notamment les calculs a base d’oxalate de calcium
(75 %) et de phosphate de calcium. Les calculs d’acide urique sont communs, et fréquentes dans les
pays méditerranéens, ils jaune ou orange bases puriques dont la solubilité urinaire dépend du pH.
Cependant, les lithiases cystinique rénales et intestinales de la cystine et des acides aminés
dibasiques sont rares, et leur excrétion excessive de cystine, le moins soluble de tous les acides
aminés, entraine la formation répétée de calculs de cystine. En outre, plusieurs traitements peuvent
suivis selon les cas de lithiase urinaire, comme le traitement chirurgical, la dilution des solutés
contenus dans 1’urine grace a I’augmentation de la diurese, et donc de 1’hydratation, suivie un régime
alimentaire pauvre en calcium, apports sodiques et protéines animales, et un régime riche en en fibres
naturelles (Dimple and Archana, 2022).
3.2. Lalithogeneése
La lithogenese fait reférence a I'ensemble des processus qui entrainent la formation d'un

calcul dans les voies urinaires. Ces processus se déroulent en deux étapes principales : la
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cristallogenese et la calculogenése. La cristallogenese correspond a la formation de cristaux, tandis
que la calculogenese concerne la croissance et I'agrégation de ces cristaux pour former un calcul
complet. Ces étapes peuvent se produire & des intervalles variables, parfois espacés dans le temps,
parfois rapprocheés les uns des autres (Agudelo et al., 2022). En plus, la lithogenése peut étre
influencé par plusieurs facteurs, y compris le sexe, 1’age, 1’alimentation, et anomalie du pH urinaire
(anomalies anatomiques favorisant la stase urinaire, donc la formation des calculs) (Agudelo et al.,
2022).
3.3. Facteurs de la lithogenése

La formation et la croissance des calculs sont favorisées par plusieurs facteurs, qui peuvent étre
éventuellement associés :

Une augmentation de la concentration des sels lithogénes dans les urines. Celle-ci peut étre
due a une augmentation de leur excrétion urinaire (hypercalciurie, hyperoxalurie, hyperuricurie), ou a
unediurése trop faible par suite d’apports hydriques insuffisants (Kourilsky., 2014).

Des modifications physicochimiques de 1’urine aboutissant a une diminution du pouvoir
solvant de 1’urine. Un pH acide favorise la sursaturation en acide urique ou en cystine, un pH alcalin
favorise la sursaturation en phosphates. L’infection urinaire notamment a germes uréasiques peut
entrainer une croissance tres rapide des calculs. L activité des inhibiteurs de la cristallisation pourrait
étre diminuée chez les lithiasiques par rapport aux sujets normaux, et favoriser la formation des
calculs pour un méme degreé de sursaturation des urines. Ces inhibiteurs sont nombreux mais ne sont
pas tous identifiés (citrate, pyrophosphates, magnésium, polyanions, certaines glycoprotéines telles
que la néphrocalcine) (Kourilsky., 2014)

Les apports élevés en protéines animales diminuent 1’acide citrique urinaire, puissant agent
antilithiasique et augmentent la calciurie et 1’uricurie qui précipitent facilement en cristaux a pH
acide (Docti., 2013). Les apports élevés en graisses, les aliments riches en oxalate (rhubarbe,
chocolat noire ...) favorisent I’oxalurie (Docti., 2013). Il faut éviter la vitamine C en complément
alimentaire car l'acide ascorbique se convertit en oxalate. Pour un patient lithiasique les apports en
vitamine C ne devraient pas depasser 500 mg par jour que I'on trouve aisement dans I'alimentation.
De méme, il faut éviter le thé et le chocolat qui sont riches en oxalate (Mignon et Fichet., 2015).

* Une anomalie des voies excrétrices responsable de stase et d’infection.

» Des facteurs génétiques (cystinurie congénitale) ou liés a 1’environnement (pays chauds)
peuvent intervenir. La lithiase atteint plus fréquemment I’homme que la femme (Kourilsky., 2014).
3.4. Antilitiasique :

3.4.1. Définition :
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Les antilitiasiques sont des médicaments utilisés pour prévenir ou traiter les calculs rénaux,
également appelés lithiases rénales. Les calculs rénaux sont des dépdts solides qui se forment dans
les reins et peuvent causer une douleur intense lorsqu'ils se déplacent dans les voies urinaires.
(Kourilsky., 2014).

3.4.2. Mécanisme :

Le meécanisme d'action des antilitiasiques peut varier en fonction du type spécifique de
médicament, mais en général, ils agissent en modifiant la composition de I'urine ou en inhibant la
formation des cristaux responsables de la formation des calculs rénaux. Voici quelques mécanismes

d'action courants des antilitiasiques (Mignon et Fichet., 2015). :

o Modification de la composition de l'urine : Certains antilitiasiques, tels que les diurétiques,
augmentent la production d'urine, ce qui dilue les substances responsables de la formation de
calculs et facilite leur élimination.

o Inhibition de la cristallisation : Certains médicaments agissent en inhibant la formation de
cristaux dans l'urine. Par exemple, les citrates peuvent se lier au calcium présent dans l'urine et
prévenir la formation de calculs de calcium.

o Reéduction de I'absorption de certains composants : Certains antilitiasiques peuvent réduire
I'absorption intestinale de certains composants présents dans l'alimentation qui contribuent a la
formation de calculs rénaux. Par exemple, les agents chélateurs peuvent se lier a lI'acide oxalique,
un composant courant des calculs rénaux, et empécher son absorption par I'intestin.

o Modification du pH urinaire : Certains médicaments peuvent modifier le pH de l'urine, ce qui
peut empécher la formation de certains types de calculs. Par exemple, I'administration d'agents

alcalinisants peut augmenter le pH de I'urine et prévenir la formation de calculs d'acide urique
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1. Lieu d’étude :

1.1. L’école normale supérieur d’enseignement technologie a Azzaba- Skikda
(département de Science Naturelle) pour une durée allant de 26 mars au 29 mai, dans ce laboratoire
nous avons pu évaluer ’activité antioxydant , anti-inflammatoire, anti-lithiasique de venin d’abeille
local de sous espece Apis mellifere sahariensis.

1.2. Agence Algérienne de Léau (ADO) a Gandal —Azzaba-Skikda pour mesurer la
turbidité de venin d’abeille local dans I’activité anti-lithiasique.

2. Matériels :

a) Produit naturel « Venin d’abeille » :

L’étude a basé sur I’utilisation du venin d’abeille local, Apis mellifera, sahariensis,
obtenu de la région du Bousaada M’Sila (Nord-centre d’Algérie) (Figures 14 et 15), sous forme
d’une poudre (forme lyophilisée). Le venin d’abeille a été collecté de 1’abeille par la méthode de
I’électrostimulation (Figure 16), ou I’abeille est exposée a un choc électrique de faible courant
alternatif discontinu de 20 ou 25 volts. Le systéeme d’extraction utilisé est composé d’une plaque
de verre collectrice surmontée d’une série de fils éclectique métalliques, et il est placé
horizontalement au-dessus de la ruche (il sert de fermeture). L’appareil peut étre branché a partir
du moment ou une premicre abeille se posent sur la plaque. Il s’agit de provoquer des piqiires
réflexes des insectes par électrostimulation. En touchant les fils, 1’abeille vide sa vésicule a venin.
Apres que quelques abeilles ont déchargé leur venin sur la plaque, la colonie réagit en attaquant
le collecteur. Ces légers chocs €lectriques ne sont pas intenses au point de perturber 1’abeille lors
de sa production de miel et ne présente aucun risque mortel comme c’est le cas aprés une piqure
directe d’un étre humain car elle perd son dard. Le venin des abeilles stimulées par 1’appareil
séchera assez vite voir immédiatement aprés la piqure (surtout pas au soleil pour éviter d’altérer
la substance). Aprées le prélevement, il reste encore trois autres opérations a réaliser avant
d’obtenir un produit commercialisable, y compris la dessiccation complete de la poudre obtenue,
la purification du produit qui contient encore bon nombre de particules parasites et enfin la

lyophilisation du venin.
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Figure 12. Localisation de la zone d’étude.

Figure 13. Les ruches de I'abeille domestique, Apis mellifera, sahariensis, de la région de
Bousaada, M’Sila.
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Figure 14. Electro-stimulateur utilisé pour la récolte du venin d’abeille.
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b) Produits chimiques :

Pour étudier les activités biologiques du venin d’abeille, on a utilisé des produits chimiques

obtenus de la société Sigma Aldrich Chimie, France. Ces produits sont :

v

N N N N U N N NN

Ethanol.

Acide ascorbique.
2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl(DPPH).
Butylhydroxytoluéne (BHT).

Phosphate disodique (Na2HPOs).

Phosphate monosodique (NaH2PQOas).

Sodium oxalate (Na2C20a)

Chlorure de calcium (CaCly)
Tris(hydroxyméthyl)-aminométhane (C4H11NOs)
L’albumine de sérum bovin (BSA).

Diclofénac sodique

c)Matériel de laboratoire :

v

NN N N N N N N U U N NN

Pipette de volume 10ml et 5ml.
Béchers.

Agitateur.

Tubes & essais steriles.
Fiole.

Autoclave.

Vortex. :
Spectrophotomeétre.
Etuve.

Balance.

Spatule.

Cuve.

Bain marie.

L’eau distillée.
Aluminium.

Ethanol.
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3. Methodes :
3.1. L’activité antioxydant

a) Principe

L activité antioxydant du venin d’abeille locale a été évaluée par le test de piégeage du radical
libre Diphényle picryl —hydrazyle (DPPH), un radical libre, possédant un couleur violet en solution.
Les composés ont des propriétes anti-radiculaires peuvent réduire le DPPH® en DPPH-H de couleur
jaune pale présentant une absorbance caractéristique a 517 nm. L’intensité de la coloration est
inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu & donner des
protons (Wang et al., 1998).

On peut résumer la réaction sous la forme de 1’équation :

DPPH’ +(AH) > DPPH-H+(A)
NO, NO,
. H
O;N N—N + A-H O,N N—N + A"
NO, NO,

VIOLET JAUNE

Figure 15. Réaction de test DPPH (2,2- diphényle -1-picrylhydrazyle) (Congo. ,2012).

Ou (AH) représente un composé capable de céder un hydrogéne au radicale DPPH (violet)
pour le transformer en diphényle picryl-hydrazines (jaune). Ceci permet de suivre la cinétique de
décolorant a 517 nm.

b) Protocole expérimentale
- Des solutions meéres de concentration de 0.25mg/ml de venin d’abeille locale (VBL), de
I’acide ascorbique, de BHT et de DPPH (0.04mg/ml) ont été préparées dans 1’éthanol

(Figures 17 et 18).
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Figure 17. Préparation de la solution de DPPH

Préparation d’une série de dilution dans 5 tubes secs de solution mére de VBL

- 1 tube contient 9ml de 1’éthanol plus 1ml de SM (dilution 10%)
- 2°™ tube contient 9ml de 1’éthanol plus Iml de la solution 1°™ tube (dilution 107?)
- 3°™ tube contient 9ml de I’éthanol plus 1ml de la solution 2°™ tube (dilution 10°%)
Préparations d’une série de dilution dans 5 tubes secs de solution mere (AA , DPPH, BHT) :
-1¥ tube contient 4,5 ml de 1’éthanol plus 0,5ml de SM (dilution 102).
-2°M tube contient 4,5ml de 1’éthanol plus 0,5ml de la solution 1°™ tube (dilution 107?).

-3°™ tube contient 4,5ml de 1’éthanol plus 0,5ml de la solution 2°™ tube (dilution 10°%).

C’est la méme méthode pour le reste des tubes jusqu’au dernier tube (107°). Notons que

chaque tube de dilution préparée doit étre bien mélangé a 1’aide d’un vortex.
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+ Déterminer I’activité du piégeage du radical DPPH en ajoutant 1ml de chaque dilution de
venin avec 1ml de la solution du DPPH.

+ Utiliser une solution composée de 1 ml de chaque dilution de la solution DPPH et de 1 ml de
I’éthanol comme un témoin négatif.

+ Utiliser ’acide ascorbique (AA) et le BHT comme témoins positifs; 1ml de DPPH est ajouté
au chaque dilution de AA et de BHT.

+ Incuber les solutions a tester 30min a I’obscurité et & température ambiante.

-

Lire I’absorbance de chaque solution a 517nm contre le blanc (éthanol).
+ Les résultats peuvent étres exprimés en tant que 1’activité anti-radicalaire ou des pourcentages

d’inhibition des radicaux libres (1%) en utilisant la formule suivant :

% d’inhibition = (Abs témoin négatif- Abs échantillon/Abs témoin négatif) 100

Ou
% : Le pourcentage d’inhibition de 1’activité anti radicalaire.
Abs échantillon : Absorbance de 1’échantillon.
Abs témoin négatif : Absorbance de témoin négatif.
+ Déterminer des la concentration efficace
+ de 50% (CEso: La concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de radical
DPPH), en utilisant les régressions linéaires des graphes tracés (Le pourcentage d’inhibition en

fonction de différentes concentrations de venin local testée).

3.2. L’activité anti-inflammatoire
a) Principe
L’activité anti- inflammatoire a été évaluée en utilisant 1’essai de dénaturation de la
protéine de I’albumine de sérum bovin (BSA) selon la méthode décrite par Kandikattu et al. (2013)
avec de légeres modifications. Le sérum albumine bovine (BSA) est une protéine soluble, présentant
approximativement 60% des protéines totales du plasma sanguin, un poids moléculaire important, et
une proportion relativement élevée en acides aminés chargés, ce qui lui donne la capacité a
transporter certaines substances et molécules bioactives (Cushman et Rizack , 1970).
b) Protocole expérimentale
+ Préparer une solution mere de BSA a partir de la solubilisation de 1,79g de Na;HPO4 (poudre)
dans 50ml I’eau distillée, et le laisser sous agitateur.

+ Solubiliser 0,69g de NaH2PO4 (poudre) dans un 50ml a ’eau distillée.
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= Mélanger les deux solutions et les laisser sous agitateur.
= Ajuster le pH a 7.6 de la solution résultant avec un ajusteur de pH ( pH métre).

Figure 18. Reégulation le PH de la solution tampons (Tris + NaCl) par le PH-métre.

< Prendre la moitie de la solution et 1’ajouter avec 0,5g de BSA, puis laissée a I’aide d’un
vortex jusqu’a solubilisation.
= Préparer des concentrations différentes de venin d’abeille locale (VBL) dans des 4 tubes secs;
o 1% tube contient 1ml de I’éthanol plus 0,5g de VBL
o 2°™tube contient I mlde 1’éthanol plus 1 g de VBL
o 3™ tube contient Iml de I’éthanol plus 2 g de VBL.
o 4°™tube contient 1ml de I’éthanol plus 4g de VBL

Les tubes doivent étre mélangés bien a 1’aide d’un vortex.

28



Chapitre 2 : Material et Méthode

Figure 19. Préparation de défirent concentration de venin d’abeille.

= Préparer 4 tubes de différente concentration de I’anti-inflammatoire de référence,
considéré comme témoin positif () exactement avec les mémes étapes et les volumes que
dans celle de VBL.

Figure 20. Préparation de défirent concentration de diclofénac sodique.
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Pour tester 1’activité anti-inflammatoire ;
o Ajouter 1ml de la solution de BSA dans chaque tube des déférentes
concentrations de VBL.
o Ajouter 1ml de la solution de BSA dans chaque tube des déférentes

concentrations de diclofénac sodique

Les tubes doivent étre mélangés bien a I’aide d’un vortex.
o Incuber les échantillons dans un four & 36°C pendant 15min, et ensuite les
transférés dans un bain — marie a 72°C pendent 5 min.
o Apres refroidissent des tubes, lire 1’absorbance contre un blanc (éthanol) a

660nm.

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé en utilisant
I’équation suivante :
Inhibition de dénaturation (%) = [(Abs de témoin positif- Abs de venin) /Abs de témoin
positif] x 100 (Abs : Absorbance)
Le résultat obtenu est la moyenne de trois répétitions. La concentration (C150) de I'extrait

pour une inhibition de 50% est déterminée par la courbe dose-réponse.

3.3. L’activité anti-lithiasique

Le pouvoir inhibiteur de venin d’abeille locale (Apis mellifera, sahariensis) sur la
cristallisation oxalocalcique in vitro a été étudié selon la méthode décrite par Sasikala et al. (2013)
avec certaines modifications.

a) Principe

L'effet de venin d’abeille sur la cristallisation du CaOx a été déterminé par la mesure dans
le temps des changements de turbidité da a la nucléation et I'agrégation des cristaux.

La turbidimétrie est une méthode optique qui mesure 1’absorbance de la solution, et assure
le suivi de la cinétique de cristallisation d’une fagon continue.

L’oxalate de calcium (CaC204) est un cristal ionique non-hydrosoluble, et le principal
composant des calculs urinaires. La cristallisation ou la formation des calculs d’oxalate de calcium se
fait par précipitation selon I’équation suivante (Abdelmalek et al., 2001):

CaClz (2H20) + Na2C204 > CaC204 + 2NaCl +2H20
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La précipitation de I'oxalate de calcium a 37 °C et pH 6,8 a été étudiée par la mesure de

la turbidité par la turbidimétre.

e —
- Inv 2022
T
HI88703 - Turbidimeter HBINNR

A instruments

Figure 21. Le turbidimétre.

Protocole expérimentale
o Essai de nucléation
- En absence d’inhibiteur (sans venin d’abeille).
v Préparer une solution de chlorure de calcium et de I'oxalate de sodium aux concentrations
finales de 5 mmol/L et 7,5 mmol/L, respectivement dans un tampon contenant Tris 0,05 mol/L
et NaCl 0,15 mol/L a pH 6.5.
v" Un volume de 1 ml de CaCl, est dans un turbidimétre et tarer au zéro, aussi tot 1 ml de
NazC204 est versé rapidement sur la solution de CaClo.
v La manipulation se fait contre un inhibiteur de référence (témoin positif), I’acide citrique avec
les concentrations (100%).
- Test avec inhibiteur (présence de venin d’abeille)
v Ajouter 1ml de la solution inhibitrice de différentes concentrations (0.5 ; 1; 2 ; 4g/ml) a 1ml de
solution de chlorure de calcium pour lire le blanc
v Lacristallisation a été démarrée en ajoutant 1 mL d'une solution d'oxalate de sodium.

v' Latempérature a été maintenue a 37 °C.
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v' Le taux de nucléation a été estimé en comparant l'induction temps en présence de venin
d’abeille.

v Lacroissance des cristaux était attendue en raison de ce qui suit réaction:

CaClz2 + Na2C204 > CaC204 + 2NaCl

o Essai d’agrégation

v’ Les cristaux de I’oxalate de calcium monohydrate (CaCOX) ont été préparés en mélangeant du

calcium chlorure et oxalate de sodium a 50 mmol/L.

7
=3 2 Sodium oxalate
BI1OCHE M Analytical Reagent

Chemopharms : =
- T
um chloride j Corants poopr
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' Calci :
“> dihydrate g
Laboratory R-.,cg::‘ :
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Figure 22. Les produits utilisés dans la formation des cristaux de l’oxalate de calcium
monohydrate (CaCOx).

v' Les deux solutions ont été équilibrées a 60 °C dans un bain-marie pendant 1 h et puis refroidi
a 37°C pendant une nuit.

v Les cristaux ont été récoltés par centrifugation puis évaporée a 37 °C.

v’ Les cristaux de CaOx ont été utilisés a une concentration finale de 0,8 mg/ml, tamponnés
avec Tris 0,05 mol/L et NaCl 0,15 mol/L a pH 6,5.

v' Les expériences ont été menées a 37 °C en l'absence ou présence de venin d’abeille apres
arrét de l'agitation.

v’ Le pourcentage d'inhibition de l'agrégation été calculé en comparant la turbidité en présence

du venin d’abeille avec celui obtenu dans le témoin en utilisant les formule :

% | = 1 — Turbidité ¢hantilion/ Turbidité wmoin ) X 100
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Chapitre 3 : Résultas et Discussion

1. Résultats et discussion
1.1. L’activité antioxydant

L’activité antioxydant du venin d’abeille local, de I’acide ascorbique et de la
butylhydroxytoluéne (BHT) déterminé par le test du radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) montre une variation trés importante en fonction des concentrations utilisées de chaque
composeé. Le virage du couleur de violet au couleur jaune est bon indicateur de la réduction du DPPH
en présence de I’antioxydant utilisé. Dans ce contexte, 1’activité antioxydant de nos composés a été
estimé macroscopiquement (observation directe) et graphiquement (droit de régression, permettant de
déterminer la CExsp).

1.1.1. Résultat macroscopique

La Figure 1 montre le changement progressive du couleur de violet au couleur jaune

suivant les concentrations décroissantes de chaque composé (de 10 a 10 mg/ml)

Acide Ascorbigue

Figure 23. La réduction du DPPH par le venin d’abeille locale (VBL), I’acide ascorbique et
I’butylhydroxytoluéne (BHT).

1.1.2. Résultats graphique (CEso)

D’apres les Figures 25-27 1’ensemble des composés testés révelent des propriétés
anti-oxydantes intéressantes, ce que se manifeste par des valeurs antioxydants de importantes

qui varient entre 56.2 , 69.8 et 81.3, respectivement pour 1’acide ascorbique, le BHT et le
33



Chapitre 3 :

Résultas et Discussion

VBL. En outre, la Figure 28 montre une faible valeur de CEso pour le BHT (0,45 + 0,04),

moyennement ¢levée pour 1’acide ascorbique (1,03 £ 0,06) et plus éléve pour le VBL (2,33 +

0,04). Nos résultats sont analogues a ceux rapportés par des travaux antérieurs sur I’activité

antioxydant de venin d’abeille du Portugal (Sobral et al., 2016) and des champignons vivent

en surface des abeilles domestiques stérilisées (Apis mellifera) (Kalaba et al., 2022). Aussi,

le potentiel

antioxydant de venin d’abeille et/ou ses composants majeures, y compris le

melittine, apamine et phospholipase a été bien rapporté (Mackler et al., 1972; Ali et al.,

2014; Alam et al., 2023). Par conséquent, les molécules bioactives du venin d’abeille, surtout

melittine et phospholipase sont responsables d’amplifier le pouvoir antioxydant du venin sous

les conditions du stress oxydative (Alam et al., 2023).

a0
80
7o
a0
50
40
30
20
10

a

-]
=
=
-
[
g
2
-]
=
o
"
L
=
=
2
=
£
=
=
-
#

Valeures de x

v=1345x+ 38,

RE=0817

a

Concentration ([0,25%10e -x)mg/mil)

1 2

3

100
o0
B0
70
&0
50
40
30
20
10

0

% d'inhibition pour ke BHT

v=1243x+ 4

4,32

R*=0,750

/‘fﬂ

L™

Valeuresdex o0

1

Concnetration ((0,25 * 10e - x) mg/ml)

2

3

Figure 24. Le droit de régression du pourcentage d’inhibition du radical DPPH en

fonction de la concentration en acide ascorbique et BHT (témoins positifs (de références); 0,25
x 10-1; 0,25 x 10-2; 0,25x10-3 ; 0,25 x 10-4; 0,25 x 10-5 mg/ml. L’acide ascorbique
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Figure 25. Le droit de régression du pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de
la concentration en venin d’abeille locale(VBL); 0,25 x 10-1; 0,25x10-2; 0,25x10-3 ; 0,25 x 10-4 ;
0,25 x 10-5 mg/ml. Le VBL a été préparé dans I’éthanol.
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Figure 26. L’activité antioxydante (%) au test DPPH de I’acide ascorbique (AA), le BHT et le
venin d’abeille local (VBL).
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Figure 27. La concentration efficace moyenne (CE50) de I’acide ascorbique (AA), le BHT et le
venin d’abeille local (VBL), représentant la concentration nécessaire pour réduire 50% du
radical DPPH. Les valeurs de CE50 sont présentées en moyenne + erreur de moyenne

1.2. L’activité anti-inflammatoire

Le pourcentage (%) d’inhibition et de dénaturation de venin d’abeille aux concentrations
(mg/ml)de 0,5; 1;2;4 était de 29,93 ; 34,89 ; 33,5 et 39,3 respectivement, alors que le standard
du diclofénac a montré une inhibition de 15,79 ; 26,6 ; 28,08 et 33,9de la dénaturation de la SAB
(Figure 29). La corrélation entre la concentration et le pourcentage d’inhibition a montré que la
capacité inhibition de la dénaturation de la BSA dépend de la concentration de venin et de standard.
Ceci est confirmé en comparant la Clso de venin d’abeille locale (ClIs0=8,34 mg/mL) avec celle du
diclofénac (Clso=6,78 mg/mL).

Le parametre de la Clso a été utilisé pour classer le venin d’abeille locale avec le diclofénac,
selon I’ordre suivant : venin d’abeille > diclofénac. Donc, le venin d’abeille montre ainsi une
efficacité dans I’inhibition de la dénaturation du SAB. Il est a noter I’évolution du degré d'inhibition
de la dénaturation des protéines qui augmente avec la concentration de venin et de déclofenac. Les
travaux de différents auteurs montrent que la propriété anti-dénaturation des protéines est due a la
présence de deux sites de liaison dans la thréonine riche en tyrosine aromatique et aliphatique et les
régions de résidu lysine des protéines (Kirkeskov et al., 2011; Yan et al., 2013). Les molécules

thérapeutiques du diclofénac pourraient également activer le récepteur riche en tyrosine couplé avec
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la thréonine qui régule les voies biologiques de transduction du signal pour leur action biologique
globale (Nguemfo et al., 2007 ; Clemenzi et al., 2009). Les composes protéiques de venin
d’abeille, tels que le melittine, ’apamine et le phospholipase interagissant avec les régions
aliphatiques autour du résidu lysine des protéines et sont des antioxydants avec une activité anti-
inflammatoire puissante (Abbasi et al., 2023 ; EI Mehdi et al., 2012). Le venin d’abeille a
traditionnellement été utilisé pour la prévention et le traitement de I’inflammation, en réduisant les
symptomes associés a I'inflammation rhumatoide dans des essais cliniques. Cet effet est lié a sa forte
teneur en molécules anti-inflammatoires, comme le melittin et le phosphalipase , qui peut réduire la
chimiotaxie des leucocytes polymorphonucléaires périphériques du sang, des neutrophiles et des
monocytes et aussi diminuer les niveaux de protéine C-réactive (CRP), une protéine produite dans le
foie en réponse a l'inflammation (Hartman et al., 1991 ; Lebel, 2021). De plus, il a été démontré que
venin d’abeille réduisaient la production de plusieurs cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines
(Lebel, 2021). 11 est également intéressant de noter que le venin d’abeille empéche la dénaturation
de la SAB, a une activité antioxydante in vitro qui est également une caractéristique de certains anti-
inflammatoires (Hartman et al., 1991 ; Lebel, 2021). Nos résultats répondent a l'avis des auteurs
qui conseillent le potentialité de I’utilisation de venin d’abeille, et surtout ses molécules bioactives

dans le traitement des maladies inflammatoires.
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Figure 28. Corrélation entre la concentration et I’inhibition (%) Par analyse linéaire de
I’activité anti-inflammatoire in-vitro avec la méthode de dénaturation des protéines seriques
bovines. VBL : Venin d’abeille locale (VBL) .
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1.3.  Activité anti-lithiasique

Le % d'inhibition de la cristallisation de I’oxalate de calcium augmente progressivement
en fonction des concentrations utilisées pour le venin d’abeille locale et de I’acide citrique. Ce
pourcentage d’inhibition pour les testes de nucléation et d’agrégation était plus grande pour le venin
d’abeille locale par rapport a 1’acide citrique. Elle atteint la valeur maximale de pourcentage
d’inhibition de cristallisation de calcium oxalate a la concentration de 4 mg/ml de 90% et de 80%
pour le venin et I’acide citrique respectivement pour le test de nucléation, et de 68% et de 59% pour
le test d’agrégation.

Nos résultats sont accord avec ceux rapportés pour les extraits de certaines plantes
médicinales (Mamillapalli et al., 2016 ; Mechraoui et al., 2021), et produits de 1’abeille, propolis
(Elghouizi et al., 2022 ; EI Menyiy et al., 2016) en comparaison avec le témoin positif (acide
citrique). En outre, La fonction des calculs rénaux est un processus complexe qui résulte d’une
succession de plusieurs événements physico-chimiques, y compris la sursaturation, la nucléation, la
croissance, l'agrégation et la rétention dans les tubules rénaux. Ainsi, si la sursaturation ou la plus
tard étapes de la cristallisation peuvent étre évitées, alors la lithiase doit étre évité. En effet, plusieurs
mesures sont généralement prises pour réduire la sursaturation, par ex. augmentation de l'apport
hydrique et thérapie médical. En Algérie, comme dans de nombreuses régions moins développées,
I’apithérapie est devenu, dans ces derniéres années, une méthode courante de soins de santé
primaires parce que les produits pharmaceutiques sont chers et que le « peuple » pharmacopée fournit
des remedes apparemment efficaces pour de nombreuses maladies. Ces résultats pourraient étre
considérés comme positifs parce que les produits de I’abeille, surtout, les piqlres par le venin
inhibent la cristallisation et empéchent formation de pierre dans les reins (Gokulakrishna and
Thirunavukkarasu, 2020). Par conséquent, le venin d’abeille peut contenir des substances
bioactives comme le mellitine qui inhibent la croissance des cristaux de CaOx. Cette propriété peut
étre important dans la prévention de la formation de calculs rénaux; Cristaux de CaOx induite par les
macromolécules urinaires était moins étroitement liés aux surfaces des cellules épithéliales, qui sont
ensuite excrétés avec l'urine (Parmar, 2004). Le venin d’abeille peut également contenir des
substances qui inhibent 1’agrégation de cristaux de CaOx ; lI'agglomération des particules est une
étape critique dans la formation de calculs urinaires, car des cristaux plus gros sont moins
susceptibles de passer spontanément dans les voies urinaires (Elghouizi et al., 2022). Si le venin
maintient les particules de CaOx dispersées dans la solution, elles deviennent plus facilement

éliminées.
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Figure 29. Pourcentage d’inhibition de la cristallisation de 1'oxalate de calcium monohydraté
par des différentes concentrations de venin d’abeille locale (VBL) et I’acide citrique (témoin
positif). Test de nucléation.
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Figure 30. Pourcentage d’inhibition de la cristallisation de 1'oxalate de calcium monohydraté
par des différentes concentrations de venin d’abeille locale (VBL) et I’acide citrique (témoin
positif). Test d’agrégation.
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Conclusion

Conclusion générale

Le venin d’abeille de sous espéce Algérien, Apis melliféra sahariensis, a un effet
antioxydant, anti-inflammatoire et un effet inhibiteur sur la cristallisation de CaOx. Donc, le venin
d’abeille peut donc étre bénéfique dans le traitement des maladies oxydatives, inflammatoires et
d'urolithiase, mais il y a un besoin d'investigation détaillée supportés par des analyses physico-
chimiques, et des expérimentations précliniques et cliniques pour établir I'utilisation de venin

d’abeille locale comme un agent thérapeutiques efficaces.
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