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LA PROPOLIS

PROPRIETES ET INTERET THERAPEUTIQUE

RESUME

L’apithérapie, une branche de I'arsenal thérapeutique,
consiste a utiliser des produits de la ruche pour soigner
certaines pathologies. Voici un recensement de son
origine et de ses propriétés physico-chimiques ainsi
que thérapeutiques. Cette étude se donne pour but de
rassembler toutes les données de la littérature
scientifique en I'état actuel pour qui souhaite connaitre
plus en détail cette substance résineuse riche en
composés actifs sur la santé humaine.

Florence Potier
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Table des abréviations

ALT : Alanine Aminotransférase

AST : Aspartate aminotransférase

BSTFA : N,O-bis(triméthylsilyl)trifluoroacétamide. Compos¢ utilisé en chimie
organique pour lier un groupe triméthylsilyle —Si(CH3)3 sur un groupe fonctionnel
labile afin de protéger ce dernier lors de réactions d'analyse ou de synthése ultérieures
CAPE : Ester phényléthylique d’acide caféique, Caffeic Acid Phenethyl Ester
CCM : Chromatographie sur Couche Mince

CK : Créatine Kinase

CMB : Concentration Minimale Bactéricide

CMF : Concentration Minimale Fongicide

CMI : concentration Minimale Inhibitrice

CMI50, CMI90 : Concentration Minimale Inhibitrice nécessaire pour une inhibition de
50% ou de 90% du développement de I’organisme étudié.

CoNS : Staphylocoque a coagulase négative, Coagulase Negative Staphylococcus
CPI : Méthode de collection intelligente de la propolis, Intelligent Collector of
Propolis

DAD : Détecteur a barrettes de diodes, Diode Array Detector

DMSO : Diméthylsulfoxyde, solvant fréquemment utilisé pour 1’extraction de
composés issus des plantes

EASI-MS : Easy ambient sonic-spray ionization mass spectrometry

ESI-MS: Spéctrométrie de masse avec sonde d’insertion directe, ElectroSpray
Ionisation with Mass Spectrometry

Et al. : « et les autres », abréviation latine de « et alii »

HPLC: Chromatographie liquide haute performance, Hight Performance Liquid
Chromatography

LDH: Lactate déshydrogénase

MAE: Extraction Assistée par Micro-ondes, Microwaves Assisted Extraction
MRSA : Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline, Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus

PCA : Analyse en Composantes Principales, Principal Componants Analysis
SOD : SuperOxyde Dismutase

UE: Extraction par Ultrasons, Ultrasonic Extraction

UFC: Unité Formant Colonie

UV: UltraViolets
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Introduction : la propolis

La propolis est une substance produite par la ruche, et dont les propriétés
thérapeutiques sont tres variées et potentiellement utiles a ’homme. Marie-Paule Rolin (1) et
Yves Donatieu (2) s’accordent a la définir comme une « Substance résineuse, gommeuse ou
balsamique, de consistance visqueuse, recueillie par les abeilles sur certaines parties des
végétaux (bourgeons, écorce). »

Ainsi les abeilles récoltent la propolis. De quelle utilité leur est cette matiere ? Apres
incorporation d’enzymes et de substances cireuses, elle leur sert de ciment, de mastic, de
vernis. La propolis constitue une barriere de défense lorsqu’elle est appliquée en arriere du
trou de vol, a I’entrée de la ruche. Elle permet aussi de colmater et d’obturer les fissures et les
fentes de la ruche, cela afin de la rendre plus hermétique. La propolis permet de réparer les
rayons et de les consolider. Elle permet de vernissage de surfaces présentant des aspérités,
d’enduire les rayons pour les aseptiser, et méme d’embaumer les cadavres de petits animaux
ayant pénétré dans la ruche et de taille trop importante pour que les abeilles puissent s’en
débarrasser en les évacuant par le trou de vol.

La propolis a donc une grande importance pour les abeilles. Mais loin de s’en tenir a
ce role, elle revét également une certaine utilité pour 1’étre humain. Cette utilité est aussi bien
domestique que thérapeutique.

L’utilisation probable la plus lointaine de la propolis remonterait aux prétres de
I’Egypte Antique. Les Egyptiens auraient, a I’instar des abeilles, utilisé la propolis pour des
opérations de momification. (3)

En revanche, il est certain que cette résine est utilisée au cours de la Gréce Antique. C’est
Aristote qui inventera ce terme « propolis » que nous utilisons encore aujourd’hui : il signifie
« en avant » (pro) « de la cité » (polis). En effet, il n’aura pas échappé a I’ceil du fameux
philosophe que les abeilles utilisaient cette substance pour protéger le trou de vol de leur
colonie. Galien en fera mention plus tard dans ses traités.

Les auteurs anciens, perplexes face a la multitude de couleurs et d’aspects qu’offre la
propolis, pensaient d’abord qu’il s’agissait de multiples produits de la ruche. Mais il devient
alors clair qu’il s’agit bien d’une seule et méme substance.

Au cours de la Gréce Antique, on utilise donc la propolis sur des enflures, des abces, des
ulceres, des furoncles...le domaine est celui des affections de la peau.

Les Persans, eux, I'utilisaient pour extirper les épines et pointes de fleches entrées dans la
chair, car la propolis rendait cette opération plus aisée.

Les Incas se servaient de la propolis pour lutter contre les infections lors desquelles
apparaissait de la fiévre.
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Son usage en Europe devient toutefois assez méconnu entre 1’ Antiquité et la fin du siecle
dernier, ou elle connait un renouveau lors de la guerre des Boers, qui eut lieu en 1’an 1900, en
Afrique. Le manque de moyens médicaux fit germer 1’idée dans le camp anglais d’utiliser la
propolis pour guérir les plaies des blessés, et cette idée fut couronnée de succes.

Face aux progres de la chimie, elle tombe alors en désuétude. Elle garde une réputation,
en médecine populaire, de cure contre les affections cutanées (plaies, abces...) et les
rhumatismes, sous forme d’emplatres. Sous forme de baume, elle est parfois utilisée contre les
plaies, les hémorroides et les cors aux pieds. Elle combattra la toux sous forme de fumigation
et les affections des voies respiratoires sous forme d’inhalations (sous cette derniére forme, on
lui confére méme des propriétés contre les maux de dents).

Elle garde également un usage domestique, car elle permet de fabriquer un vernis résistant
et brillant qui servira entre autres a la lutherie, dans la confection des violons. Elle remplace le
mastic a greffer, obture les fissures des fiits, évite la rouille des tuyaux...une liste exhaustive
de ces divers usages serait bien difficile a mettre en place tant I’inventivité humaine tire profit
des substances que lui procure la nature.

Cependant, le dédain de nos sociétés pour les propriétés thérapeutiques de la propolis
pourrait n’étre que temporaire. En effet, 1’évolution actuelle de la recherche pharmaceutique
fait la part belle aux médicaments tirés des substances naturelles.

Longtemps, la découverte de médicaments était empirique. On utilisait des produits
réputés pour leur efficacité sans connaitre les mécanismes de leur activité sur I’organisme.
Puis, avec I’évolution de la biochimie et de la pharmacologie, la découverte de nouveaux
médicaments est devenue une affaire de récepteurs et de ligands. Cette €évolution a permis de
créer de toutes pieces des entités chimiques dont la structure a été étudiée pour se fixer a un
site biochimique précis. De nouveaux médicaments sont ainsi apparus sur le marché, mais ils
deviennent de moins en moins nombreux a apporter de réelles avancées au domaine
pharmaceutique. Pour avancer, la recherche pharmaceutique doit se tourner vers de nouvelles
techniques. La galénique, de plus en plus pointue, permet de trouver de nouvelles fagons
d’administrer un produit en contrdlant mieux son efficacité et en diminuant ses effets
secondaires. Mais la recherche pharmaceutique a maintenant de nouveaux défis a relever :

La thérapie génique consistera a utiliser des génes pour soigner certaines maladies. Les
biotechnologies vont allier le domaine de la biologie a celui de la microbiologie, de la
génétique, de I’'informatique...1’apparition de molécules-guides commence a permettre
d’amener des molécules toxiques vers leur lieu d’action. Le nanomonde s’oriente vers des
nanotubes qui ont pour but d’introduire des molécules directement sur le site voulu, de la
méme maniere que les nanovecteurs, un projet consistant a utiliser de mini-tétes chercheuses
pour guider ces molécules. Enfin, la thérapie cellulaire devrait permettre de remplacer des
cellules malades par des cellules saines.

Tous ces axes constituent une promesse d’avenir pour le domaine pharmaceutique, mais
ils n’en sont qu’a leurs balbutiements. Ainsi, les médicaments extraits de la nature reviennent
sur le devant de la sceéne. Des scientifiques et des pharmaciens, comme MM. Jean-Marie Pelt
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ou Jacques Fleurentin, pointent leur efficacité¢ prometteuse dans le domaine de
I’ethnopharmacologie sans pour autant perdre de vue leur importance pour nos sociétés
occidentales. Mark Plotkin, dans son ouvrage Les médicaments du futur sont dans la nature,
développe clairement la thése que j’évoque donc ici : I’évolution de la recherche
pharmaceutique, avant de pouvoir jouir de technologies plus avancées, passera par une
redécouverte des substances thérapeutiques que peut nous fournir la nature.

Les produits de la ruche (Cire, miel, venin, gelée royale, propolis) ont cette particularité
qu’ils ont tous une utilité thérapeutique pour ’homme. Parmi ces produits, la propolis semble
remarquablement prometteuse. En effet, on lui a découvert des propriétés antibactériennes,
antivirales, antifongiques, antiparasitaires, analgésiques, antioxydantes, anti-inflammatoires,
immunostimulantes, cicatrisantes et méme antioncotiques. Il conviendra de ne pas tomber
dans le méme exces qu’a subi la baie de Goji, qui a force d’étre présentée comme la panacée,
a fini par perdre en crédibilité. Ce travail a pour objectif de recenser les réelles propriétés
démontrées de la propolis et de mettre en relief les utilités que ces propriétés ont sur le plan
thérapeutique. Y seront également développés son origine, sa composition, ses méthodes
d’analyse physico-chimiques et sa place dans le marché pharmaceutique actuel.
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1. Premiere partie : la propolis au
sein de la ruche
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1.1. Production par les arbres : aspect botanique de la propolis

Avant de devenir la propolis dont nous allons traiter, la substance que récoltent les abeilles
se trouve sur les arbres, sous forme de résine. Cette résine se trouve présente sur les
bourgeons, jeunes rameaux, blessures de certains arbres et arbustes...elle a une utilité pour
I’arbre qui consiste déja en certaines propriétés que 1’on retrouve plus tard dans la propolis.
En effet, elle protége des attaques des micro-organismes. Elle a également un effet répulsif
sur les insectes.

Les propolis les plus étudiées sont la propolis européenne, issue majoritairement des
peupliers, la propolis verte du Brésil, issue de Baccharis dracunculifolia, et 1a propolis rouge
dont la source est Dalbergia ecastophyllum. A cela s’ajoutent toutes sortes de propolis
provenant d’un assemblage complexe de végétaux plus ou moins bien identifiés présents dans
la zone géographique au moment de la récolte. (4)

Les propolis brésiliennes sont trés largement étudiées, car le brésil est un fort pays
pourvoyeur de propolis. On y retrouve trois sortes principales de cette résine : la propolis
verte, la propolis rouge et la propolis jaune. (5)

Nous reviendrons plus tard sur la grande variabilité de la propolis. Sa fraction
polyphénolique, qui varie beaucoup d’un échantillon a ’autre, permet d’établir une sorte
d’empreinte spécifique qui donne la possibilité d’identifier 1’origine botanique de la propolis
étudiée.
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Type de propolis

Origine géographique

Origine botanique

Principaux
constituants

Peuplier

Ambrée a Brune

Verte du Brésil

Bouleau

Propolis rouge

Propolis rouge

Méditerranéenne

Europe, Amérique du
Nord, régions non
tropicales de I'Asie,
Nouvelle-Sélande
Zone tropicale du
Brésil

Nord de la Russie

Cuba, Brésil, Mexique

Cuba, Venezuela

Sicile, Gréce, Malte,
Créte, Turquie

Populus spp.
Et principalement P.
nigra L.

Baccharis spp.
Principalement

B.dracunculifolia DC.

Betula verrucosa

Dalbergia
ecastophyllum

Clusia rosea

Famille des
Cupressacea

Flavones, flavanones,
acides phénols et ses
esters et
sesquiterpénes
Dérivés prénylés de
I’acide coumarique
Acides diterpéniques
Lignanes

Flavones, flavonols,
flavanones et
sesquiterpenes
Isoflavones,
isoflavanes,
flavonoides et
benzophénones
isoprénylées
Isoflavones,
isoflavanes,
flavonoides et
benzophénones
isoprénylées

Acides diterpéniques
et principalement de
type labdane

Pacifique Zone pacifique Macaranga tanarius Prényl-flavanones
(Taiwan, Okinawa,
Indonésie)

Tableau 1

D’apres les travaux de N. Cardinault, M-O Cayeux et P. Percie du Sert (4)

1.2. L’abeille : apis mellifera

Classification

L’abeille domestique (nom commun), ou Apis mellifera, appartient au :

e Reégne des animaux

e Sous-régne des métazoaires

e Division des tripoblastiques

e Sous-division des deuterostomes

e Super-embranchement des arthropodes

e Embranchement des mandibulates

e Super-classe des hexapodes, qui possedent six pattes
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e C(lasse des insectes

e Sous-classe des insectes ailés

e Infra-classe des endoprétygotes
e Super-ordre des mécoptéroides

e Ordre des hyménoptéres, qui posseédent quatre ailes membraneuses

e Sous-ordre des apocrites

e Groupe des aculéates, qui possédent un porte-aiguillon
e Super-famille des apoidés

o Famille des apidés

e Sous-famille des apinés

e Tribu des Apis (6)

1.2.1. Anatomie

1.2.1.1. Téte

La téte de I’abeille comporte des yeux : trois ocelles, qui sont des yeux simples
permettant d’analyser I’intensité lumineuse, ainsi que deux yeux composé€s, qui comportent

entre 4000 et 5000 facettes. Leur champ de vision couvre 360°.

LA TETE

Ocelles

Antennes ————~

Mandibules

Figure 1: schéma de la téte de I'abeille (7)

On y trouve aussi les antennes, organne sensoriel divisé en trois segments, qui sont le

scape (assure la liaison avec la téte), le pédicelle (articulation) et le flagelle (¢1ément

terminal). Ces antennes donnent des informations olfactives, gustatives et auditives a I’abeille

et la renseignent sur la notion du temps.

L’appareil buccal est constitué¢ de puissantes mandibules, de maxilles et de palpes

labiaux, qui guident eux-méme la langue rétractable. Cette langue se termine par un cuilleron,

et elle permet 1’aspiration des liquides : nectar, miellat, eau...ainsi que la trophallaxie, qui

consiste en un échange de nourriture contenu dans le jabot des abeilles.
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Figure 3: Deux ouvriéres pratiquant la trophallaxie (Photographie Potier Florence)

1.2.1.2. Thorax

Aussi nommé le corselet, le thorax de I’abeille est la partie du corps sur laquelle
s’inserent les éléments moteurs : pattes et ailes.

Les pattes ne se limitent toutefois pas a leur fonction motrice, et peuvent servir a la
collecte du pollen, de brosses permettant d’6ter les grains de pollen de la téte ou de I’abdomen
de la butineuse, mais aussi de peigne a antennes.
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Patte postérieure avec brosse
sur la face intérieure

Figure 4: patte postérieure avec brosse sur la face intérieure (7)

Patte postérieure,

corbeille vide

Figure 5: patte postérieure, corbeille vide (7)

Pattes antérieure montrant
un « peigne a antenne »

Figure 6: patte antérieure montrant un "peigne a antennes" (7)

Les ailes sont au nombre de quatre, divisées en deux paires. Une série de crochets
permet leur fixation pour un vol stable. Ces ailes sont nervurées et sont capables de plusieurs
centaines de battements par minute.
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Figure 7: schéma d'une aile d'abeille (7)

1.2.1.3. L’abdomen

Il est composé d’un premier segment attaché au thorax suivi de six autres. Des
membranes souples entre les plaques de chitine qui les composent permettent une certaine
souplesse a 1’abeille.

On y trouve notamment 1’essentiel des organes composant le tube digestif ainsi que la
glande a venin.

Figure 8: le systéeme digestif (7)

24



1.2.1.4. Systéme glandulaire

Il se situe a de nombreux niveaux chez I’abeille, que ce soit au niveau de la téte ou du
corps. Les glandes hypopharyngiennes, dans la téte, produisent la gelée royale, ainsi que des
enzymes ou des phéromones. La partie ventrale de ’abdomen contient les glandes ciricres,
qui comme leur nom I’indique, permettent la production de cire. A la partie postérieure de
I’abdomen se situe la glande de Nasanov, qui sécréte une phéromone de regroupement. La
glande a venin, quant a elle, se trouve a la partie postérieure de I’abdomen, et chez les
femelles uniquement.

GIANDE A VENIN

Gorgeret —————

Gaine. ———

- Piéces chitineuses

Figure 9: glande a venin (7)

1.2.2. Structure sociale : la ruche

1.2.2.1.  Organisation de la ruche

Une ruche est constituée de 7 a 33 rayons eux-mémes constitués de cellules, les
alvéoles, qui prennent la forme de prismes hexagonaux légerement inclinés vers le haut afin
d’éviter que leur contenu ne tombe. Ces alvéoles sont rigoureusement calibrés a 5,3mm de
diamétre pour donner environ 830 cellules au dm?. Les cellules de faux-bourdons, baties au
printemps, sont un peu plus grosses, avec un diametre de 6,9mm. Les cellules royales, quant a
elles, sont trés proéminentes, elles pendent vers le bas ou se trouve leur ouverture. (6)

La ruche est une colonie pérenne, c’est-a-dire qu’elle peut durer plusieurs années. Elle
compte 50 000 a 60 000 abeilles réparties en trois castes : la reine, les males, ou faux-
bourdons, au nombre de 1000 a 2000 individus, et 40 000 a 60 000 ouvriéres.

La ruche se situe généralement dans une cavité comme un tronc d’arbre, une cheminée
ou un vieux mur présentant de grandes aspérités.

Voici comment s’organise un rayon (8) (9):

e En haut, et descendant vers le bas sur les c6tés, on trouve les alvéoles a miel. Les
alvéoles a miel situées le plus en bas sont celles ou le miel est encore trop liquide ;
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elles sont encore ouvertes. Les abeilles les operculeront lorsque le miel, ayant perdu de
son eau, obtient la consistance souhaitée. Cet opercule de cire est alors assez mince et
présente une légere dépression en son centre.

A

l'vi B
” ! !
:

Figure 10: Des alvéoles a miel (Photographie Potier Florence)

¢ On trouve du pollen dans des cellules peu nombreuses et généralement non
operculées. 11 est facile de repérer ce pollen, qui est une substance colorée et opaque.

Figure 11: Des alvéoles a pollen (Photographie Potier Florence)

e Au milieu du rayon se trouve le couvain. La reine dépose ses ceufs en commengant par
le centre et en décrivant une spirale jusqu’a la périphérie. Lorsque les larves ont éclos
et que les cellules sont vides, la reine recommence la ponte en suivant le méme
schéma.

e Dispersées parmi les cellules du couvain destinées a recevoir les ouvriéres, on trouve
des cellules légerement plus grandes : ce sont celles des faux-bourdons.

¥ ! !
ad®v
Figure 12: Une cellule de faux-bourdon (a gauche), disposée a coté d’une alvéole d’ouvriére (Photographie Potier
Florence)

e Au début de I’¢té, on peut trouver des cellules plus grandes, de forme oblongue,
formant une saillie tombante : ce sont les cellules royales, qui recevront des larves de
reines.
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Figure 13: Organisation d’un cadre de ruche, avec le couvain au centre et les alvéoles a miel en périphérie. (Photographie
Potier Florence)

par

La ruche possede un trou de vol qui en constitue 1’entrée. Ce trou de vol est protégé
des sentinelles et est étréci a 1’aide de la propolis, ce qui le rend plus facilement

défendable par les habitantes de la colonie.

castes :

1.2.2.2. Les castes

La vie d’une ruche s’organise autour d’une structure sociale qui réunit trois types de

La reine. Unique au sein d’une ruche, c’est la seule femelle fertile qui donne naissance
a toutes les autres abeilles de la colonie. Elle exerce un contrdle sur la colonie en
diffusant des phéromones, qui ont la particularité d’inhiber le développement des
caractéristiques sexuelles des ouvrieres. Elle se reconnait principalement a son
abdomen beaucoup plus allongé que celui d’une ouvricre.

Le faux-bourdon. Il s’agit du male, il n’a qu’une seule et unique fonction : féconder
les reines lorsque vient la période d’accouplement. Il ne butine pas et ne participe pas
aux travaux nécessaires au fonctionnement de la ruche. Il se reconnait par sa taille
légérement supérieure a celle d’une ouvricre et a ses yeux plus développés.
L’ouvriere, ou I’unité de base de la ruche. Il s’agit d’une femelle non fertile qui va
accomplir, tout au long de sa vie, les différentes taches qui permettent la vie de la
colonie.
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1.2.2.3. Développement et réle social des différentes castes

1.2.2.3.1. La reine

Figure 14: La reine. (Photographie Potier Florence)

Les ceufs de la reine sont déposés dans des cellules royales, qui forment des
protubérances au bas de la ruche. La larve est nourrie exclusivement de gelée royale et
éclot seulement 16 jours aprés la ponte. Son régime exclusif a base de gelée royale lui
permet de développer ses caractéristiques sexuelles, et a I’inverse, inhibe certaines
structures spécifiques des ouvrieres comme les corbeilles a pollen. L’ceuf éclot au bout de
trois jours avant de devenir une larve pour cinq jours et demie, puis suite a un repos de
deux jours, la reine devient une larve pendant une journée avant d’entamer sa
métamorphose en insecte parfait en trois jours. C’est alors qu’elle sort de son alvéole.

Elle devra ensuite tuer les autres reines non écloses, le plus souvent au nombre de
deux, a I’aide de son dard. C’est donc la premicre née qui sera la seule survivante. En
effet, la reine, a I’inverse des ouvrieres qui possédent un dard cranté, est pourvue d’un
dard lisse qui lui permet de piquer plusieurs fois sans que cela n’entraine sa mort.

I1 peut arriver qu’une colonie perde sa reine, et en fasse naitre une nouvelle en
nourrissant a la gelée royale une larve du couvain.

La reine se reconnait des autres abeilles a son abdomen plus long et a ses ailes plus
courtes. Ses pattes ont un ton plus jaune que celles des ouvriéres et sa trompe est plus
courte. Elle vit en moyenne 4 a 5 ans.

Elle possede une paire d’ovaires comportant chacun 180 ovarioles, alors que les
ouvrieres n’en possédent que de 2 a 12. Elle se sert des phéromones qu’elle diffuse pour
inhiber la croissance des ovaires des ouvrieres, pour les pousser a la nourrir, la reine étant
incapable de se nourrir elle-méme, mais aussi pour attirer les butineuses a la ruche et les
faux-bourdons lors du vol nuptial.

Une fois fécondée lors de ce vol, les spermatozoides vont emprunter 1’oviducte
jusqu’au vagin pour étre stockés dans la spermathéque pendant 4 a 5 ans, c’est-a-dire toute
la durée de sa vie. C’est 1a qu’ils seront fécondés pour donner des femelles. La
spermatheque peut renfermer 5 a 7 millions de spermatozoides, qu’elle peut conserver
vivant pendant des années. Il est amusant de noter que la reine étant fécondée par
plusieurs males, elle mettra au monde plusieurs « fratries » selon les spermatozoides
utilisés lorsque les ceufs sont fécondés. En ouvrant une ruche, on peut ainsi distinguer
plusieurs lignées d’abeilles reconnaissables a leur aspect plus ou moins foncé, ou
velu...issues des différents males.
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Elle va alors pouvoir pondre en moyenne 1 500 ceufs par jour, en formant une spirale
centrifuge qui part du centre du rayon. Lors de la ponte, elle va d’abord inspecter
I’alvéole, puis pondre un ceuf fécondé ou non selon la largeur de I’alvéole. (6) (10)

1.2.2.3.2. Le faux-bourdon

Figure 15: Un faux-bourdon, facilement reconnaissable a ses yeux fort développés. (Photographie Potier Florence)

La cellule dans laquelle est pondu I’ceuf du faux-bourdon est 1égerement plus large que
celle de I’ouvriére, elle n’exerce pas de pression sur I’abdomen de la reine lors de la ponte.
Les ceufs ainsi pondus ne sont donc pas fécondés, mais ils sont formés par parthénogénese.
Leur cycle se fait en 24 jours : I’ceuf éclot au bout de trois jours, donnant suite a une larve
durant six jours. Les trois premiers jours, cette larve sera nourrie a la gelée royale, comme une
larve d’ouvriére, puis elle recevra un régime a base de miel, de pollen et d’eau pendant trois
jours, suite a quoi les ouvrieres operculent son alvéole. Apres un repos de sept jours, elle
formera une nymphe en une journée avant de devenir un insecte parfait en sept jours. (6) (10)

Ces males se reconnaissent facilement car ils sont plus gros et plus velus que les
ouvrieres. Leurs ailes et leurs yeux sont également plus développés. Leur espérance de vie ne
dépasse pas généralement les trois mois. On peut les trouver au sein de la ruche au printemps
et en été, car c’est la période des vols nuptiaux.

Ils sont dépourvus de dard et des outils nécessaires pour récolter le miel et le pollen.
De plus, leur trompe courte les rend incapables de se nourrir seuls ; ils devront étre nourris par
les ouvriéres, tout comme la reine.

Le faux-bourdon n’a donc pas d’utilité au sein de la structure sociale qu’est la ruche,
sinon celle de féconder une reine lors du vol nuptial. A cette fin, ses yeux beaucoup plus
développés que ceux des ouvriéres lui permettent de repérer une reine en vol.

Son systéme de reproduction occupe presque tout son abdomen. Son expulsion détruit
les organes vitaux, ce qui entraine sa mort en un court laps de temps. (6)
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1.2.2.3.3. L'ouvriére

Figure 16: L’abeille ouvriére (Photographie Potier Florence)

La cellule d’ouvriére est dimensionnée de telle fagon qu’en dilatant son abdomen pour
pondre, la reine sera limitée par les parois de cire. En exergant une pression sur
I’abdomen, ces parois déclenchent le passage des spermatozoides de la spermathéque vers
I’ceuf, qui s’en retrouve fécondé. Une fois pondu, I’ceuf va s’incliner de plus en plus au
fond de I’alvéole, avant d’éclore au bout de trois jours. A ce stade, il va se produire une
mue par jour. (6) Les ouvrieres la nourrissent de gelée royale pendant trois jours, ce qui
lui permet d’avoir une croissance rapide. Au quatriéme jour, les ouvrieres ferment
I’alvéole avec de la cire, puis maintiennent la chaleur nécessaire au développement de la
larve. Cette dernicre tisse un cocon mince avec ses glandes séricigénes (a soie) dans lequel
elle se métamorphose en nymphe. Puis en une semaine, elle devient un insecte parfait.
Apres 21 jours de développement, elle déchire son opercule avec ses mandibules. La
cellule est alors nettoyée par les ouvrieres et la reine peut y pondre a nouveau. (9)

Figure 17: Eclosion d’une ouvriére hors de sa cellule. (Photographie Potier Florence)

L’ouvriere est une femelle stérile dont les organes sexuels sont atrophiés. Sa durée de
vie va dépendre de I’activité a laquelle elle est astreinte : 1’hiver, 1’activité demandée est
faible, I’abeille peut vivre six mois. L’été, I’abeille doit effectuer de longs vols pour
butiner, elle ne vit que de 30 a 40 jours.
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Sa vie sera orchestrée de fagon tres nette, avec des taches particulieres qui lui seront
¢chues en fonction de son age :

e De¢s I’éclosion, elle sera nettoyeuse. Cette tiche sera la sienne pendant quatre
jours. II lui faudra nettoyer les alvéoles et rejeter les cadavres d’intrus hors de
la ruche.

e Puis, pendant dix jours, elle sera nourrice. Ses glandes mandibulaires se
développent, ce qui lui permet de distribuer aux jeunes ouvrieres et aux faux-
bourdons un mélange de nectar, de pollen et d’eau.

e Suite a quoi elle sera batisseuse. Ses glandes mandibulaires s’atrophient, mais
dans le méme temps, huit glandes cirieres se développent dans I’abdomen, ce
qui lui permet de produire une cire blanche qui jaunit au contact de 1’air. Cette
cire lui permet de construire les rayons et d’operculer les alvéoles.

e Puis elle devient magasiniére et ventileuse. A leur tour, les glandes ciriéres
s’atrophient. Le role de I’abeille sera de récupérer la nourriture des butineuses
par trophallaxie et de la stocker dans la ruche. La ventilation sera assurée au
moyen de ses ailes qu’elle agite pour évaporer 1’eau du nectar récolté, mais
aussi pour diminuer la température de la ruche lors de fortes chaleurs.

e Le rdle suivant est celui de gardienne : 1’abeille se poste a I’entrée de la ruche
et prend une posture caractéristique, qui consiste a relever la téte et les pattes
antérieures. Ce role dure environ deux semaines, et permet a la ruche de
disposer de véritables sentinelles qui repoussent les attaques d’insectes pilleurs.
Mais durant cette période, 1’abeille effectuera aussi des vols de repérage, qui la
préparent a son role suivant :

¢ Butineuse. L’abeille récoltera tous les ¢léments nécessaires a la survie de la
colonie : nectar, pollen, eau et propolis, cela pendant environ trois semaines.
Avec environ cent fleurs butinées par vol et un rayon d’action de dix
kilométres, ce travail épuise 1’abeille. Alors agée, elle restera a la ruche pour
maintenir la chaleur nécessaire. (9)

1.2.2.4. Langage et comportement social

L’abeille est un insecte qui fascine, principalement parce que c’est un insecte social.
Pour la survie de I’espece, il va former une colonie, qui lui permettra de se défendre, organiser
les stocks de nourriture ou aseptiser son milieu de vie. En effet, I’abeille dispose d’un génome
treés restreint en ce qui concerne le systéme immunitaire, si on le compare a d’autres insectes
comme la drosophile ou I’anophele. Elle ne dispose pas de I’immunité acquise, et de plus, ses
défenses immunitaires chutent lorsqu’elle arrive en age de butiner. (11)

Comme dans toute structure sociale, il faut pouvoir établir un mode de
communication. Chez les abeilles, le mode de communication des éclaireuses est
remarquablement codifié.

Lorsqu’une éclaireuse estime avoir trouvé un endroit intéressant a butiner, riche en
ressources et peu éloigné de la ruche, elle va le communiquer au reste de la colonie en
décrivant une série de cercles durant quelques minutes, en changeant réguliérement de sens.
Tout ce cérémonial ne sert pour ’instant qu’a attirer I’attention des autres abeilles. Plus la
danse est vive, plus la nourriture est abondante. De plus, en décrivant ces cercles, I’éclaireuse
va diffuser I’odeur de son butin, ce qui renseigne la colonie sur la nature des fleurs a butiner.
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La danse en huit commence alors. Elle donne la localisation précise du lieu a butiner.
En frétillant, I’abeille décrit une ligne crantée au milieu du huit. La danse présente I’angle
entre la source de nourriture et le soleil, avec une précision spectaculaire. Cet angle est
mesur¢ a I’aide des ocelles situées sur le dessus de la téte de I’abeille, et peut méme étre
recalculé selon le déplacement du soleil dans la journée. (6)

1.2.2.5.  Cycles de la ruche

1.2.2.5.1. La vie de la ruche selon les saisons

A I’arrivée de I’hiver, lorsque la température commence a descendre sous 15°c, les
abeilles peuvent se serrer pour former des grappes au sein desquelles la température monte
jusqu’a 35°c. Cela permet de préserver la colonie qui tombe dans un état de semi-hibernation.
La population de la ruche diminue jusqu’a atteindre seulement 10 000 individus. Les abeilles
cessent de sortir accomplir leur travail de butinage, et leur espérance de vie augmente, passant
de quelques semaines a plusieurs mois. Elles s’installeront sur la partie du rayon contenant les
réserves de nourriture, miel et pollen, avec la reine au centre. Elles ne sortiront pas tant que
dureront les frimas de 1’hiver, sauf pour effectuer un « vol de propreté », durant lequel elles
vont éjecter leurs déchets azotés stockés dans leurs abdomens distendus. Ce vol est effectué
lorsque les températures sont plus clémentes, mais le froid de I’hiver tue malgré tout souvent
une grande partie de la colonie déja faible.

Au printemps, la ruche se réveille avant méme que la température ne monte. Le
mécanisme de ce réveil est encore inconnu a ce jour. Afin de reconstituer une colonie
nombreuse, la reine se remet a pondre. De nombreuses cellules de faux-bourdons sont
aménagges, car la période des vols nuptiaux approche. Les ouvrieres construisent de
nouveaux rayons, et la ruche atteint sa population maximale. Le role des phéromones dégagés
par la reine est alors primordial : si ces hormones ne sont pas assez puissantes (cela peut étre
da a I’age de la reine, trop jeune ou au contraire trop agée), les ovaires des ouvrieres ne seront
pas inhibés dans leur développement et la colonie perdra de sa cohésion.

C’est également au printemps que se produit 1’essaimage, si les provisions de la ruche
le permettent.

Les abeilles vont ensuite butiner tout 1’été pour constituer les réserves alimentaires qui
leur permettent de subsister I’hiver suivant.

1.2.2.5.2. L’essaimage

Lorsqu’arrive le printemps, vers mai-juin, et si les provisions de miel sont abondantes,
la ruche peut décider d’essaimer. Cet évenement a cela de fascinant qu’il bouleverse I’ordre
social si pointilleux des abeilles.

Les ouvriéres vont plus ou moins forcer la reine a pondre des ceufs dans des cellules
royales qu’elles auront préparées. Une fois ces cellules obturées, la reine diminue ses apports
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alimentaires, elle entame pour ainsi dire une « diéte » qui lui permet de voler plus facilement
par la suite. En effet, elle va quitter la ruche pour la laisser a la nouvelle reine lors de son
éclosion. Les abeilles qui souhaitent la suivre signalent leur intention aux autres en volant en
zigzag.

Ainsi la reine et ses ouvriéres s’en vont et trouvent un abri temporaire en attendant de
trouver un nouvel emplacement ou établir leur ruche. Cet endroit pourra étre une branche, une
charpente de toit et toutes sortes de points d’appuis. On peut alors voir une « barbe »
d’abeilles : s’entassant les unes sur les autres, elles vont former une grappe compacte
d’insectes, la reine se situant au milieu. Cette grappe va vite acquérir un semblant
d’organisation malgré I’absence de structure en cire : les plus vieilles abeilles se placent a
I’extérieur et protégent les autres de la pluie grace a leurs ailes qui formeront autant de petites
tuiles. La température sera maintenue a 35°c. A cette fin, les abeilles peuvent se resserrer. La
reine dispose méme d’un couvain et peut continuer a pondre au sein de la grappe d’abeilles.

Pendant le déploiement de cette organisation, des abeilles partent accomplir la
mission d’éclaireuses : elles cherchent un emplacement pour fonder une nouvelle ruche.
Lorsqu’elles en trouvent un qui leur plait, elles effectuent une danse. Cette danse leur permet
de rallier d’autres abeilles qui vont a leur tour visiter I’emplacement et témoigner leur
enthousiasme aux autres en effectuant une danse plus ou moins vive. Ce n’est pas la reine qui
décidera qui doit étre écouté mais bien les autres abeilles ; la monarchie est devenue une
démocratie, et ¢’est d’autant plus remarquable que cette société composée de milliers
d’individus parvient a prendre une décision en quelques heures seulement ! Une fois les
abeilles mises d’accord, elles effectuent toutes la méme danse et I’essaim décolle pour
construire sa nouvelle ruche au lieu convenu. Cette nouvelle ruche sera construite et
fonctionnelle en trois jours seulement.
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1.2.2.6.  Les produits de la ruche

Il est intéressant de noter que les cing produits de la ruche ont tous une action pouvant
se montrer utile en thérapeutique humaine. Ainsi, le miel posséde des propriétés antiseptiques
et cicatrisantes. La cire présente également ces propriétés, bien que le miel, en raison de sa
nature hydrophile, soit plus facile d’utilisation dans I’arsenal thérapeutique. La gelée royale
possede une activité vasodilatatrice et hypotensive, une activité anticholestérolémique ainsi
qu’un effet anticancérigéne. Méme le venin posséde une utilité thérapeutique, et il est utilisé
pour soigner les affections rhumatismales, les arthrites chroniques, certaines maladies
inflammatoires et la sclérose en plaques.

1.2.2.7. Larécolte de la propolis sur I'arbre par I'abeille

1.2.2.7.1. Temps de récolte

Toutes les abeilles de la ruche ne sont pas assignées a la récolte de la propolis. Seules
quelques-unes réaliseront cette tache, au printemps ou a la fin de la miellée. La propolis
récoltée servira aux préparatifs d’hivernage.

Afin que cette substance résineuse soit plus facile a manipuler, le moment choisi sera
la journée, durant les heures les plus chaudes. (1)

I1 est connu que les abeilles opérent une sélection lorsqu’elles collectent la résine d’un
végétal, mais les facteurs qui les guident ne sont pas encore parfaitement connus a ce jour (12)
(13). Pour I’instant, on peut seulement affirmer que la nature des terpénes et des composés
aromatiques ont leur importance et aident les abeilles a déterminer quelle espece végétale
visiter (14).

1.2.2.7.2. Mode opératoire

L’ouvriére qui récolte la propolis est généralement agée. Elle commence par sonder la
résine a 1’aide de ses antennes avant de 1’attaquer avec ses mandibules, voire en s’aidant de
ses pattes, en s’arc-boutant parfois pour parvenir a fournir cet effort. La propolis a tendance a
s’étirer pour former de longs fils, que 1’abeille entasse comme des pelotes les corbeilles de sa
troisieme paire de pattes apres 1’avoir fait passer de sa premiére a sa seconde paire de pattes.
Au cours de I’opération de récolte de la propolis, 1’abeille retourne parfois a la ruche,
vraisemblablement pour se nourrir. La manipulation d’une substance si dure et collante n’est
pas une tache aisée, elle prend de nombreuses heures, d’autant que le déchargement de la
propolis a la ruche n’est pas non plus une opération simple. La propolis nécessite donc
beaucoup de temps et d’effort, et n’est pas produite en trés grandes quantités au sein de la
ruche. Habituellement, une colonie d’abeilles n’en produit qu’entre 100g et 300g par an. (1)

Apres avoir fini sa récolte, I’ouvriere retourne a la ruche, ou elle attend que des
abeilles lui prélévent sa pelote par morceaux. Il faut parfois plusieurs heures pour qu’elle soit
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enfin déchargée. Afin d’effectuer cette tache, 1’abeille qui préléve la propolis 1’étire en un
long fil qui finit par se rompre. Cette fagon de procéder explique la présence d’appendices a la
surface de la pelote.

Avant de pouvoir servir au sein de la ruche, la propolis va subir certains changements
dans sa composition. De nouveaux éléments spécifiques y seront apportés par les sécrétions
hypopharyngiennes de 1’ouvriere qui a effectu¢ la récolte. En outre, elle subira des
transformations (hydrolyse des hétérosides de favonoides en aglycones, via une enzyme
produite par ’abeille : la 13-glucosidase). (4)

Ce sont les mémes ouvrieres qui récoltent la propolis et se chargent de son utilisation
au sein de la ruche. Elles n’effectuent alors aucun autre travail. Il arrive que des ouvriéres non
spécialisées les aident si nécessaire.

1.2.2.7.3. Variation de la quantité produite

La production d’une ruche en propolis dépendra de différents facteurs, qui sont :

e La variété d’abeille en question. Ainsi, il semblerait que Apis mellifera caucasia et
Apis mellifera intermissa propolisent beaucoup, tandis que Apis mellifera carnica et
Apis mellifera ligusta propolisent peu. Apis mellifera lasciata, quant a elle, ne
propolise pas du tout.

e La situation du rucher. La récolte de propolis étant liée a la flore locale, elle sera plus
abondante lorsque la ruche se situe en bordure de sources importantes de propolis,
comme des foréts, ou des bois de peupliers, qui sont les plus importants arbres
pourvoyeurs de propolis.

e Les conditions météorologiques. Les abeilles ont tendance a propoliser plus lorsqu’il
fait froid.

1.2.2.8.  Utilisations de la propolis au sein de la ruche

De maniere générale, au sein d’une ruche, la propolis sert de ciment, de mastic ou de
vernis. Mais outre ce role structural, elle a un role antiseptique qui permet de compenser la
faible capacité des abeilles a se protéger des agressions microbiologiques via leur propre
systeme immunitaire. Afin de tapisser un élément de propolis, I’abeille commence par
I’émietter avec ses mandibules, puis la polit avec un mouvement de va-et-vient de la téte.

Comme il a été dit en préambule, la propolis tient son nom du fait qu’on la trouve en
avant de la cité. En effet, les abeilles réduisent les dimensions du trou de vol a I’approche de
I’hiver a I’aide de propolis. Mais cela ne s’arréte pas la : elles ajoutent de la propolis derriére
I’entrée, qui aura un rdle de fortifications contre les intrus. (15)

De la méme maniere qu’un mastic, la propolis sert a colmater les fissures et fentes de
la ruche afin de la rendre plus hermétique. Les abeilles s’en servent aussi pour réparer les
rayons et les consolider. Cette fagon qu’ont les abeilles de vouloir a tout prix consolider des
structures qui leur paraissent peu fiables sont parfois malvenues pour I’apiculteur, lorsque son
cheptel décide de « consolider » les rayons mobiles en les fixant a I’aide de propolis !
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La propolis sert aussi a vernisser les surfaces intérieures afin d’en supprimer les
aspérités.

Voyons a présent le role aseptisant de la propolis. Il se trouve que ’abeille dispose
d’un code génétique pauvre en genes codant le systéme immunitaire. En fait, I’abeille ne
posséde tout simplement pas d’immunité secondaire, ou acquise. Sa faiblesse sur ce plan I’a
conduite a trouver, via la vie communautaire, d’autres stratégies de défense contre les risques
microbiologiques. La propolis est un matériau antiseptique, ce qui lui conférera un intérét en
thérapeutique humaine comme nous le verrons ultérieurement. Les abeilles s’en serviront
donc tout naturellement pour aseptiser leur cadre de vie et éviter des contaminations au sein
de la ruche. (11)

A cette fin, les rayons et I’intérieur des cellules sont enduits de propolis, qui sera
répandue comme un vernis.

Mais afin d’éviter que la putréfaction d’un cadavre ne contamine la ruche d’espéces
bactériennes, les abeilles se servent aussi de propolis pour embaumer les cadavres d’intrus
dans la ruche, opérant une véritable momification. Cette opération est réalisée lorsque le
cadavre de I’indésirable est trop gros pour étre évacué par le trou de vol, comme cela est fait
habituellement.

Fixer les structures, réduire les aspérités, protéger les abeilles des microorganismes
pathogenes, la propolis a des propriétés multiples qui trouvent leur utilité au cceur de la
colonie finement structurée d’Apis mellifera.

1.3. Diversité des abeilles productrices de propolis

Apis mellifera n’est pas la seule espece d’abeille qui soit en capacité de produire de la
propolis. Il existe diverses abeilles, avec ou sans dard, qui peuvent également produire une
substance analogue a partir de la résine des arbres. Au sein méme de ’espece Apis mellifera,
il existe de nombreuses variétés. Ainsi, les travaux de MM. Silici et al. comparent des
¢chantillons de propolis obtenus a partir de Apis mellifera caucasica, Apis mellifera anatolica
et Apis mellifera carnica (16).

I1 faut savoir que dans la famille des Apidae, la sous-famille des Apinae regroupe
plusieurs tribus d’abeilles. Certains, comme la Xylocopa, ou abeille charpenticre, ne
produisent ni miel, ni propolis.

Figure 18: Un couple de Xylocopes (Photographie Potier Josette)
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En revanche, les tribus des Trigones et des Meliponini produisent ces deux substances
et peuvent représenter une source de propolis dans le futur, car elles sont susceptibles d’étre
¢levées (bien qu’on ne parle pas exactement de propolis dans ce cas, comme nous le verrons
bientot). On parle de culture des mélipones, ou méliponiculture. De méme que pour nos Apis
mellifera, cette culture est essentiellement réalisée dans le but d’obtenir du miel (le miel de la
mélipone, légérement acidulé, est trés recherché). Mais elle présente aussi la capacité de
réaliser un produit a base de résines des arbres, de cire et de boue. Ce produit, que I’on appelle
« batumen » ou « cerumen », porte encore le nom de « géopropolis », car sa principale
différence avec la propolis classique (pour rappel, un mélange de résines et de cires) est que
de la terre y est incorporée sous forme de boue. Les mélipones, dont le développement et la
structure sociale sont sensiblement les mémes que ceux d’Apis mellifera (exception faite de la
polygynie, phénomene selon lequel plusieurs femelles fécondes, mais une seule gravide,
peuvent cohabiter au sein d’une colonie), semblent utiliser le batumen aux mémes fins que
nos abeilles européenes la propolis (17).

Les travaux de MM. Liberio et al., parmi d’autres, mettent en évidence I’action
antiseptique exercée par la géopropolis de Melipona fasciculata, qui, comme pour la propolis,
n’est pas accompagnée de toxicité aux doses nécessaire pour une inhibition des bactéries
testées. On peut également y voir que la géopropolis de cette mélipone est elle aussi riche en
composés phénoliques, et notamment en flavonoides, qu’elle influence la production de
cytokine, jouant par la-méme un role anti-inflammatoire et immunomodulateur. La similitude
de certains composé€s entre propolis et géopropolis permettent en outre de conclure a une
probable activité antioxydante de cette derniere. (18)

De méme, des études d’extraits éthanoliques de géopropolis produite par M.
compressipes et M. quadrifasciata anthidioides ont démontré que ces produits ont aussi une
activité antiseptique (19).

Tout comme la propolis, la géopropolis est empiriquement utilisée dans certains pays
pour soigner les blessures, mais aussi dans le traitement des gastrites, et comme agent
antiseptique (20).

1.4. Collecte de la propolis par 'Homme

Classiquement, on décrit deux méthodes de récolte de la propolis. (1)

e L’une consiste a racler la propolis directement sur la ruche 1a ou la fantaisie des
abeilles leur a dicté de la déposer. On appelle la propolis obtenue propolis de raclage.
Cette méthode est fastidieuse, aussi n’est-elle pas préférée chez les apiculteurs qui font
le commerce de leur propolis.

e [’autre méthode consiste a installer une grille dans la ruche. Les abeilles vont
propoliser pour boucher les trous de cette grille. Il suffit alors de la secouer a une
température inférieure a 15°c : la propolis est alors dure et cassante, elle va se détacher
de la grille.

Toutefois, dans leurs travaux, MM. Inoue et al. (21) évoquent une autre méthode de
récolte qu’ils appellent la CPI, pour intelligent collector of propolis, ou collecteur intelligent
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de propolis. Cette méthode consiste a placer des cales dans la ruche afin que les abeilles
propolisent sur ces cales. Cette méthode de production pourrait permettre d’accroitre la
production de propolis, car si elle se montre moins efficace en rendement que la récolte a base
de grilles au printemps (68.2+17.1 g contre 176.7+£54.8 g avec la grille, et seulement
42.8+13.3 g avec la méthode de grattage), elle dépasse largement la méthode de la grille pour
la récolte automnale (212.9+47.7 g contre 87.5+£6.0 g pour la grille). Le résultat a ’année
donne une récolte de 114.8+70.6 g en utilisant cette méthode de CPI, 120.9+49.8 g avec la
propolis de grille et 85.7+49.2 g avec la propolis de raclage.

1.5. Extraction et purification

La propolis peut étre utilisée pure, par exemple en étant machée ou méme avalée telle
quelle. Mais une utilisation médicale a plus grande échelle nécessite des méthodes
d’extraction et de purification, afin d’obtenir des solutions dans lesquelles les constituants de
la propolis seront identifiables et quantifiables. C’est une nécessité pour la reproductibilité des
produits a base de propolis.

La premiére méthode de purification est de simplement placer la propolis dans de I’eau
bouillante. (22) La propolis reste au fond de la solution, alors que la cire surnage.

Cette méthode ne permet toutefois pas d’obtenir une propolis totalement exempte de cire,
car elle contiendra la cire de propolis, différente dans sa composition chimique de la cire de
rayons (23). Cette cire de propolis peut elle-méme étre séparée de la propolis par traitement
au chloroforme chaud.

Dans son livre sur la propolis, Yves Donatieu (2) signale que la propolis est partiellement
soluble dans 1’eau par certains procédés, comme I’ébullition a reflux. Il ajoute également que
la propolis est partiellement soluble dans 1’alcool, I’acétone, I’ammoniaque, le benzene, le
chloroforme, I’éther, le trichloréthylene, et conclut que seul un mélange adéquat de ces
différents solvants peut dissoudre la totalité des composants de la propolis. Néanmoins, de
nouveaux auteurs ont décrit des fagons de procéder qui permettent d’extraire une grande
partie de ces composants de fagon pratique et économique.

Afin d’étudier les méthodes d’extraction des composés de la propolis, nous prendrons
appui sur les travaux de Boryana Trusheva, Dorina Trunkova et Vassya Bankova (24), ainsi
que sur I’étude réalisée par Alexandra CHF Sawaya, Ildenize Barbosa da Silva
Cunha et Maria C Marcucci (25).

La premiere porte sur trois modes d’extraction : la macération, I’extraction par ultrasons et
I’extraction assistée par micro-ondes, ce qui permet de comparer les moyens physiques que
nous avons d’extraire la propolis. La seconde se focalise sur la turbo-extraction, I’extraction
supercritique, I’extraction via des solvants non alcooliques et I’extraction a 1’aide
d’émulsions, ce qui permet de se concentrer d’avantage sur le véhicule a utiliser.

Dans leurs travaux, Boryana Trusheva, Dorina Trunkova et Vassya Bankova (24) ont
comparé¢ différentes méthodes d’extraction des composés actifs de la propolis pour déterminer
les composés majoritairement extraits selon la méthode utilisée. Pour cela, ils se sont focalisés
sur les trois méthodes principalement utilisées pour extraire la propolis :
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e La macération

e [’extraction par ultrasons (UE)

e [’extraction assistée par micro-ondes (MAE). Il semble, et c¢’est I’avis des auteurs,
que cette étude est la premiére a étudier la méthode MAE appliquée a la propolis.

Pour cette étude, le solvant utilisé est une solution d’éthanol a 70%. En effet, il est
généralement admis qu’il s’agit du meilleur solvant pour extraire la propolis. C’est également
ce solvant qui est le plus utilisé pour 1’extraction afin de réaliser les produits a base de
propolis commercialisés sur le marché. (26) (27)

I1 est intéressant d’observer la teneur en flavonoides d’extraits obtenus avec 5 a 30%
de propolis brute et 60 a 96% d’éthanol. Les plus fortes concentrations en composés
phénoliques ont été obtenues en utilisant les solvants avec les plus faibles concentrations en
¢thanol et les plus fortes fractions de propolis brute. Cependant, 1’extrait contenant le plus de
flavonoides entre tous a été celui qui comportait la fraction d’alcool la plus forte. (25)

La méthode de macération traditionnelle dure de deux a dix jours. Pour exploiter
industriellement la propolis, il est naturel de chercher a augmenter le rendement et la rapidité
de son extraction. Il faut alors se tourner vers 1’étude de nouvelles méthodes d’extraction.
L’extraction assistée par micro-ondes et I’extraction par ultrasons sont deux méthodes mises
au point pour I’extraction de composants organiques issus d’une matrice solide, ce qui
correspond exactement au cas de la propolis. Ces extractions semblent toutes indiquées pour
les produits naturels et ont déja fait leurs preuves pour de nombreuses plantes médicinales.

L’extraction assistée par ultrasons, ou MAE, consiste en 1’utilisation d’énergie sous
forme de micro-ondes pour chauffer le solvant en contact avec I’échantillon pour séparer
certains composants de la matrice vers le solvant.

Quant a I’extraction par ultrasons, ou UE, son bénéfice semble étre dii principalement
a I’effet mécanique des ondes sonores qui créent des bulles de vapeur durant un faible
intervalle de pression négative.

Le taux de phénols et de flavonoides extraits a été¢ déterminé et I’efficacité des
différentes méthodes a été comparée. L’extraction assistée par micro-ondes est tres rapide,
mais I’extrait obtenu présente un fort taux de substances qui ne sont ni des phénols, ni des
flavonoides. C’est I’extraction par ultrasons qui offre le meilleur pourcentage de phénols
extraits.

Sans surprise, I’extraction assistée par micro-ondes et I’extraction par ultrasons ont
toutes deux un bien meilleur rendement que la simple macération de 1’échantillon dans la
solution. La durée d’extraction est plus faible.

C’est I’extraction par ultrasons qui se trouve étre la méthode la plus efficace pour ce
qui est du rendement, du temps d’extraction et de la sélectivité.

Voici un apercu des résultats sous forme de tableau. Les composants bioactifs dosés
sont les phénols, les flavones et flavonols, les flavanones et dihydroflavanols. Ce choix de
composés est dii au fait que leur taux est bien mieux corrélé a I’activité antibactérienne et
offre bien plus d’informations que la concentration de composants individuels.
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Fraction Fraction Fraction

Type Propolis/solvant phénolique flavones/flavonols  flavanones/dihydroflavonols  Extraction
d’extraction Durée totale % totale % totale % totale %
(m/V)

Macération 1:20 72 h 44 +2 8.6 0.1 18+ 1 58+3

Macération 1:10 72 h 43 +2 8.8+0.1 19+2 55+1
10

UE 1:20 min 359+0.5 9.4+02 20+ 5 41+ 1
30

UE 1:20 min 50+1 8.6 0.1 23+2 50+1
30

UE 1:10 min 54 3a,b,c 9.6+ 0.83 29 & 2a 53 + 3a,b,c
2x10

MAE 1:20 s 40+ 1 9.3+0.1 23+3 73+2
2310 404+

MAE 1:10 S O.6a,b,c 8.7+ Ola 20 + la 75 + Oa,b,c
3x10

MAE 1:10 s 244+04 10.7+1.7 7.5+0.6 66+5

Tableau 2: Rendement selon le type d'extraction pratiqué, tableau comparatif entre la Macération, I'UE et la MAE.

* Valeurs d’extraction + écart-type;
« “valeurs ayant été comparées avec celles de la macération, utilisation de la loi de Student (propolis/solvant 1:10),

« "valeurs significativement différentes de celles obtenues par macération, d’apres comparaison selon la loi de Student (p <0.05)
(propolis/solvant 1:10)

* “valeurs comparées et se trouvant étre significativement différentes p < 0.05 (loi de Student)
[19]

Dans les trois techniques d’extraction, le taux de solvant utilisé n’influence pas
significativement le rendement d’extraction. Cette observation est utile, car elle évite de
gaspiller du solvant et de 1’énergie en utilisant un ratio supérieur a 10 :1 (v/m).

Dans le cas de I’'UE, le rendement de constituants actifs extraits augmente avec le
temps. Il a été trouvé dans cette étude qu’une sonication de 30 minutes devrait €tre suffisante
pour extraire le taux disponible de phénols et de flavonoides. Cette méthode présente
I’avantage d’extraire le minimum de cire.

Avec la méthode MAE, la situation est différente. On trouve dans cette ¢tude un
résultat contre-intuitif : en effet, un cycle d’irradiation de 10 secondes en plus (donc trois
cycles au lieu de deux) donne un rendement plus bas en phénols et en flavones et
dihydroflavanols extraits. Quant a la faible augmentation du pourcentage de flavones et
flavonols extraits, elle n’est pas significative. L hypothése la plus probable est que la
transmission d’énergie supplémentaire ait conduit a une altération des molécules d’intérét,
probablement par oxydation.

La méthode MAE est beaucoup plus rapide que la méthode UE, mais elle offre un
moins bon rendement, car on y retrouve d’avantage de cire.
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Dans leur étude, Alexandra CHF Sawaya, Ildenize Barbosa da Silva Cunha et Maria C
Marcucci [16] évoquent brieévement d’autres méthodes :

. La turbo-extraction
. L’extraction supercritique
, . . .
. L’extraction via des solvants non alcooliques
. L’extraction a I’aide d’émulsions

La turbo-extraction, extraction a I’aide d’une turbine, permet de réduire le temps
d’extraction par rapport a la méthode de macération a moins d’une heure, et ce, sans
augmenter la température durant 1’opération.

L’extraction supercritique est utilisée sur 1’extrait sec de propolis, avec pour objectif
d’obtenir différentes fractions enrichies en certains composants en particulier. Le CO2 pur est
un excellent extracteur qui s’évapore a I’issue de 1’opération, laissant un produit sec sans
résidu de solvant. Une hausse de 1’extraction de 13% a été observée par rapport a la
macération simple, mais la présence d’éthanol reste nécessaire pour fractionner les extraits,
car le CO2 ne fait aucune différence dans la polarité des composants biochimiques.

En ce qui concerne I’extraction via des solvants non alcooliques, le but n’est cette fois
pas d’augmenter le rendement mais de proposer une alternative aux solvants alcooliques. En
effet, pour certaines utilisations, la fraction alcoolique est indésirable, il faut donc trouver
d’autres méthodes d’extraction. On peut utiliser de I’eau pure, mais on n’extraira que trés peu
de composés parmi les composés hydrosolubles. Des huiles comestibles, comme 1’huile de
colza, présentent une alternative intéressante avec un résultat proche en composition des
extraits alcooliques, bien que les quantités soient moindres et ce pour un temps de macération
plus long. I1 est intéressant de noter que pour cette méthode, la composition qualitative sera la
méme pour les composés extraits. [16]

Une autre méthode consiste a utiliser des émulsions. Les microémulsions sont stables.
Un extrait de propolis éthanolique incorporé dans une émulsion comportant du tween 20, du
tween 80, de I’alcool et de I’eau aura un effet sur les bactéries gram positives. Les tweens
¢tant des surfactants, plus précisément des esters de sorbitane polyoxyéthyléniques, ou
polysorbates. L’avantage des esters de sucre est qu’ils sont peu cofiteux et d’une grande
innocuité.

De leur coté, MM. Netikova ef al. [87] ont étudié I’impact d’un extrait de propolis
Tchéque dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) sur diverses souches bactériennes et fongiques.
L’action antiseptique de la propolis contre ces souches testées conduit a penser que le DMSO
peut effectivement étre un solvant pour extraire les constituants de la propolis.

Utiliser divers solvants peut aussi représenter une solution pour séparer les composants de
la propolis. Ainsi, la fraction comprise dans I’hexane contient essentiellement des stéroides,
des terpenes et des acétophénones. L’extrait du dichlorométhane contient des lignanes, des
flavonoides, des sesquiterpenes, des triterpenes et des coumarines. L’extrait dans I’acétate
d’¢éthyle contient des flavonoides, des tanins, des xanthones, des acides triterpenes, des
saponines et des composés phénoliques. Enfin, I’extrait du méthanol contient des flavonoides
glycosylés, des tanins, des saponines et des carbohydrates. [20]
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2. Seconde partie : propriétes
physico-chimiques de la propolis
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2.1. Description physique

Longtemps, on a cru que la propolis était un baume ou une gomme. C’est Alin Caillas
qui, dans un travail présenté a I’académie des sciences en 1923, met en évidence sa nature
exacte : il s’agit en fait d’une résine. (22)

A une température de 15°c, elle est dure et friable. A 30°c, elle est molle et gluante.
Marie-Paule Rolin (1) la décrit comme étant d’une saveur acre et amere, d’une odeur
agréable, évoquant la vanille et la cannelle. Selon cet auteur, le point de fusion se situe entre
70 et 100°c. Cependant, Nicolas André (22) donne son point de fusion a 65-66°c lorsqu’elle
est pure. On peut s’étonner de la trés grande disparité entre ces différents résultats. En outre,
toutes ces publications ne sont pas spécialement récentes (1984 pour Mme Rolin, M.P., 1947
pour M. Nicolas, A.). Malgré mes nombreuses recherches sur ce point particulier, je n’ai pas
pu trouver de publication récente pouvant préciser quel est le point de fusion exact de la
propolis. Je me permets donc d’avancer un point de vue personnel, selon lequel le point de
fusion de la propolis serait variable. En effet, il est établi, grace a de nombreux auteurs, que la
composition chimique de la propolis est trés variable (27), notamment et surtout en fonction
de la région de récolte (25) (28), mais aussi, de fagon moins marquée, par 1’abeille productrice
(29). Plus encore, certains auteurs ont mis en évidence la variation du taux de cire dans la
composition de la propolis (23). Ces variations, et surtout celle en cire, seraient a mon sens
responsables des grandes variations constatées dans les points de fusion mesurés par de plus
anciens auteurs. La notion de point de fusion serait alors caduque, ce qui explique 1’absence
de parutions récentes sur ce sujet.

Selon Nicolas André, la densité de la propolis est de 1,186. (22) La encore, ce résultat
est a prendre avec prudence : toujours d’apreés mon avis personnel, la grande variabilité de la
composition de la propolis, qui peut déja faire varier son point de fusion si mes conclusions
sont justes, doit pouvoir également faire varier sa densité. La publication de cet auteur reste
assez ancienne, et aucune publication récente ne m’a permis de corroborer ce chiffre, ce qui
m’amene a penser que la densité de la propolis ne peut étre définie par une valeur aussi
précise.

Sa couleur est trés variable, elle va du jaune clair au brun presque noir, mais la
propolis se trouve aussi dans des couleurs rougeatres, brunatres, etc. (22)

Sa microstructure est connue grace aux travaux de Colette Jeanson et Philippe
Marchenay, réalisés au microscope ¢lectronique a balayage, et portant sur des échantillons de
la France entiere. L’observation qui ressort de leurs travaux est que la microstructure trouvée
est toujours la méme. Cela tendrait a prouver le role trés important des ouvricres dans la
formation de la structure de la propolis. (30)

2.1.1. Composition

Avant toute opération de purification, la propolis est en général composée,
grossierement, de 50% de résines et de baumes, 30% de cire, 10% d’huiles essentielles et
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aromatiques, 5% de pollen et 5% d’autres substances, notamment du bois et des morceaux
d’insectes. (31)

En Europe, la propolis est essentiellement récoltée par 1’abeille sur les bourgeons de
peupliers et est essentiellement riche en flavonoides. Dans les pays au climat sub-tropical a
tropical et notamment au Brésil, la composition est nettement plus variable. De plus, existe de
nombreuses especes d’abeilles sans dard qui vont mélanger la propolis a de la cire ou de
I’argile afin de 1’utiliser comme matériau de construction et comme moyen de défense contre
les prédateurs et les maladies. (25)

2.1.1.1.  Acides organiques

Parmi les acides organique, on retrouve des dérivés de I’acide benzoique, 1’acide benzoique,
I’acide gallique (1)

2.1.1.2.  Acides-phénols

Acide caféique, acide cinnamique, acide férulique, acide isoférulique, acide p-coumarique (1)

2.1.1.3.  Aldéhydes aromatiques

Vanilline, isovanilline (1)

2.1.1.4. Coumarines

Esculétol, scopolétol (1)

2.1.1.5. Flavonoides

Les flavonoides produits dans la propolis des plantes sont ¢laborés au moment de la
photosynthese et leur premier role est de protéger les feuilles des rayonnements nocifs en
provenance du soleil (IR, V, rayons X, gamma...) (32)

D’un point de vue chimique, les flavonoides sont des métabolites secondaires des
plantes avec pour structure de base deux cycles aromatiques reliés par trois carbones : C6-C3-
Ceé.

Dans la propolis, parmi les flavonoides, on retrouve :

e Les flavones : acacétine, chrysine (qui est a I’origine de la couleur jaune de la propolis
et de la cire), pectolinarigénine, pinocembrine, tectochrysine
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e Les flavonols : galangine, izalpinine, kaempféride, quercétine, rhamnocitrine
e Les flavanones : pinostrobine, sakuranénine, pinobanksine (1)

2.1.1.6. Composés terpéniques

Cing terpeénes ont été identifiés dans la propolis crétoise,

e Les diterpénes: acide 14,15-dinor-13-0x0-8(17)-labden-19-oique et un mélange de
labda-8(17),13 E-dien-19-carboxy-15-yl oleate et palmitate

e Les triterpenes : acide 3,4-seco-cycloart-12-hydroxy-4(28),24-dien-3-oique et acide
cycloart-3,7-dihydroxy-24-en-28-oique (33)

2.1.1.7. Vitamines

On retrouve dans la propoplis de la provitamine A et certaines du groupe B (en particulier B3
ou PP ou nicotinamide) (1), ainsi que de la vitamine C et E. (4)

2.1.1.8. Composés volatils

Dans une étude sur la propolis éthiopienne, MM. Kesatebrhan Haile et Tesfahun
Kebede ont mis en évidence I’obtention d’une huile essentielle de couleur jaune clair lors de
I’hydrodistillation de la propolis collectée a Haramaya et Assela. Ils constatent une certaine
variation dans la composition des échantillons, imputable aux variations de la flore locale ou
au changement dans la variété d’abeille. (Apis mellifera monticola a Assela, Apis mellifera
Jjementica a Haramaye). Si la composition quantitative de ces huiles essentielle peut varier
d’une propolis a I’autre selon le lieu de récolte et I’abeille en cause, 1’étude réalisée sur la
propolis éthiopienne a permis d’identifier les principales molécules volatiles que 1’on trouve
dans la propolis.

Les méthodes d’analyse utilisées sont la chromatographie en phase gazeuse et la
spectrométrie de masse. Un total de 62 composés de I’huile essentielle ont été identifiés dans
les deux échantillons. Ils peuvent étre divisé€s en sept groupes :

Les monoterpenes oxygénés (29.81% Haramaya, 9.45% Asella)
Les sesquiterpenes (15.20% Haramaya, 19.05% Assela)

Les sesquiterpenes oxygénés (11.86% Haramaya, 18.56% Assela)
Les aromatiques (14.93% Haramaya, 4.25% )Assela

Les aromatiques oxygénés (17.59% Haramaya, 4.58% Assela)
Les aliphatiques (5.06% Haramaya, 7.62% Assela)

Les aliphatiques oxygénés (7.84% Haramaya, 25.17% Asella)

De fagon plus large, on peut les classer en deux groupes :

e Les hydrocarbures (monoterpenes, sesquiterpeénes, aromatiques)
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e Les composés oxygénés (aromatiques, phénols, alcools, sesquiterpénes alcooliques,
aldéhydes, cétones, esters, lactones, éthers, oxydes, etc.)

La composition dépendante de la végétation locale est estimée a 21 composés.

Recensement des composés de I’huile essentielle de propolis en Annexe 1

On retrouve dans ces huiles essentielles de nombreux composés issus des plantes sur
lesquelles les abeilles ont collecté la propolis. D’autres (epi-bicyclosesquiphellandréne, o-
campholénal, 3-isopropyl-6-methyl-2-oxo-1-(3-oxobutyl)-cyclohexanecarbaldehyde et p-
menth-1-en-8-o0l) ont été identifiées seulement dans la propolis.

Les aromatiques oxygénés (thymol), les monoterpénes oxygénés (camphre, bornéol), les
sesquiterpenes (d-cadineéne, cédrol) sont les principaux composés actifs dans 1’effet
antibactérien et 1’effet antifongique observés in vitro (34).

2.1.1.9. Constituants divers

Lorsqu’elle est brute, la propolis comporte une partie insoluble, constituée de matiéres
organiques, tissus végétaux, grains de pollen, débris de cuticules et de soies d’insectes.

On retrouve des minéraux dans la propolis: aluminium, baryum, calcium, chrome,
cobalt, cuivre, étain, fer, manganése, nickel, silicium, strontium, titane, vanadium, zinc,
argent, bore (traces), magnésium, molybdéne, plomb(traces), sé¢lénium (traces). (1)

On y trouve également du xanthorréol, du ptérostilbéne, des lactones, des
polysaccharides et des acides aminés (3) ainsi que des tanins, des lignanes et des saponines
(39).

C’est grace a la chromatographie en phase gazeuse que I’on sait que I’acide o-et m-
coumarique, 1’acide gentisique, I’acide hydrocaféique et I’acide salicylique se trouvent eux
aussi dans la propolis. (1)

2.1.1.10. Cire de propolis

Comme nous 1’avons vu dans le chapitre sur I’extraction de la propolis, lorsqu’on la
traite au chlorophorme chaud, on la sépare d’une substance cireuse. Sa composition est assez
proche de celle de la cire d’abeille et elle semble étre excrétée par celles-ci.

On retrouve des taux tres différents de cette cire selon les différentes régions du
monde ou elle est collectée. Ainsi, dans 1’étude de MM. Negri et al. (23), les échantillons de
propolis étudiés, d’origine brésilienne, ont un taux de cire qui varie entre 4,8% et 19,3%.
L’¢étude en question ne détecte pas pour autant de corrélation entre la teneur en cire et les
régions ou ont été collectés les échantillons. D’autres études (Bonvehi, J. S.; Coll, F. V. V;
Jorda, R. E. J. Am. Oil Chem. Soc. 1994, 71, 529), menées sur de la propolis d’origine
chinoise, trouvent un taux de cire plus proche de 30%.

MM. Negri et al., dans une autre étude (36) , ont observé que les monoesters et les
hydrocarbones sont les principaux constituants de la cire de propolis. Les alcanes, les alcenes,
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les alcadiénes, diesters, cétones et acides gras, qui sont des constituants de la cire de propolis
(37), sont des composés fréquemment rencontrés dans les cires naturelles (animale ou
végétale).

Dans la cire de propolis comme dans celle de rayon, les monoesters sont clairement la
classe prédominante de constituants, suivie par les hydrocarbures. Il n’y a pas d’homogénéité
dans les résultats ni de corrélation avec la région de collecte. Il est plus probable que la
composition de la cire de propolis et de rayon soit plutdt dépendante du patrimoine génétique
des abeilles. En fait, il a été mis en évidence une corrélation avec les degrés d’hybridation
entre 1’abeille européenne et 1’abeille africaine au Brésil (38). En effet, il se trouve qu’au
Brésil, il y a eu beaucoup d’hybridations des abeilles européennes 4. mellifera mellifera et A.
mellifera ligustrica avec les abeilles africaines 4. mellifera andansonii (=A. m. scutellata).

Le travail de MM. Negri et al. (23) consiste notamment & comparer les taux de cire et
leur composition en fonction de ces différentes variétés d’abeilles.

Mais il ne s’arréte pas 1a, et va également comparer cette cire de propolis avec des
¢chantillons de cire de rayon du Brésil. On constatera que ces deux cires sont bien distinctes,
et ne possedent pas la méme composition.

Cette étude s’est d’abord retrouvée heurtée a des difficultés analytiques. Le besoin
d’hydrolyser les esters pour identifier les constituants acides et les résidus d’alcool est un
point problématique dans 1’analyse de la cire naturelle, car on n’obtient qu’une analyse
partielle des constituants du produit. Lors de conditions appropriées, il est possible d’analyser
le contenu total en esters de haut poids moléculaire. De nouvelles techniques impliquant la
chromatographie en phase gazeuse a haute température ont permis 1’analyse directe d’extrait
de propolis sans dérivation (39).

En ce qui concerne la distribution des fractions d’hydrocarbures, on voit une large
variation dans les échantillons. La plupart des échantillons de cire de rayon et de propolis ont
pour constituant majeur 1’heptacosane. On retrouve également de nombreux alceénes dans les
deux, et seule la propolis présente des isoalcanes en faibles quantités. Aucune corrélation ne
semble pouvoir se faire entre la teneur en hydrocarbures et le lieu de récolte, contrairement ce
que I’on sait de la teneur en résines, qui dépend de la flore locale. La encore, on pense plutot a
des facteurs génétiques. On a trouvé une grande constance entre les cires de rayon et de
propolis pour les mémes variétés d’abeilles. L analyse des hydrocarbures indique de plus une
proportion significative de variations entre les abeilles qui peuvent étre attribuées a des
facteurs génétiques.

On constate que les distributions des alcools de monoesters dans la cire de rayon et de
propolis présentent toutes deux le C24 comme le principal composant.

L’acide palmitique est le constituant majeur de la partie acyl ester dans tous les échantillons
examinés. Le fait que le principal alcool soit généralement C30 et le principal acide C16
suggere que le triacontil palmitate (C46) prédomine dans les esters d’échantillons de cire de
propolis et de rayon examinés.

Malgré les larges variations observées dans la distribution des constituants des échantillons
observés, il y a une remarquable similarité observée entre la composition de la cire de rayon et
celle de propolis. Les résines et les fractions de la propolis sont largement dérivées des
sécrétions des plantes collectées par les abeilles, mais malgré la capacité des plantes a
produire de la cire naturelle, on peut affirmer que la cire de propolis est issue de I’abeille. En
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effet, on peut noter des différences entre la composition de la cire d’abeilles par rapport a
celle des plantes. Par exemple, il est rare que la cire de plantes contiennent des alceénes et de
I’acide oléique comme constituants majeurs en hydrocarbones, et les esters peuvent
prédominer chez les plantes, mais pas toujours. En revanche, les monoesters apparaissent
constamment comme la classe prédominante dans la cire de rayons que produisent les
abeilles.

2.1.1.11. Contaminants

La propolis n’est pas exempte de risques de contenir certains contaminants, qui sont
récoltés par les abeilles sur la flore locale. Un environnement présentant une plus grande
pollution peut donner lieu a la récolte d’une propolis contenant de la poudre d’asphalte, des
pesticides, un exces de fer, du cuivre, du magnésium (40) et méme du plomb (41).

2.1.2. Méthodes d’analyse physico-chimiques

Cire de propolis : Cette étude s’est d’abord heurtée a des difficultés analytiques. Le
besoin d’hydrolyser les esters pour identifier les constituants acides et les résidus d’alcool est
un point problématique dans I’analyse de la cire naturelle, car on n’obtient qu’une analyse
partielle des constituants du produit. Lors de conditions appropriées, il est possible d’analyser
le contenu total en esters de haut poids moléculaire. De nouvelles techniques impliquant la
chromatographie en phase gazeuse a haute température ont permis 1’analyse directe d’extrait
de propolis sans dérivation (39).

2.1.2.1.  Analyse des résines solubles dans I'alcool, de la cire et des matiéres
insolubles

Ces trois parametres sont souvent utilisés pour définir la qualité de la propolis.

La législation brésilienne définit un minimum de 35% (m/m) de composés extractibles
par I’éthanol, un maximum de 5% (m/m) de cendres et de 25% (m/m) en cire. La propolis
brute contenant de plus forts taux de cire et de composants non solubles a probablement été
mélangée a d’autres matieres moins cheres, ou viennent de régions ou les abeilles n’arrivent
pas a collecter suffisamment de résines. Dans les deux cas, le taux de composés extractibles
par I’éthanol sera faible. Ainsi, le contenu en cendres et en résidus insolubles dans 1’éthanol
ont été définis comme parametres de test. Le contenu en cire est habituellement mesuré en
congelant 1’extrait alcoolique de propolis (-16°¢c) et en séparant la cire précipitée a cette
température par filtration.

Une trop forte humidité du produit témoigne de mauvaises conditions de conservation
ou de manipulation. Le maximum d’humidité considéré comme acceptable est de 8%. (25)
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2.1.2.2.  Analyse des classes spécifiques de composés

La propolis européenne contient beaucoup de flavonoides comme la galangine et la
pinocembrine, qui sont responsables de la majeure partie de son activité. Ainsi les premicres
¢tudes réalisées sur la propolis brésilienne s’étaient focalisées sur ces produits. Les méthodes
spectrométriques utilisant AICI3 comme réactif sont encore trés utilisées, avec une courbe de
calibrage basée sur la quercétine (bien que ce composé ne soit pas commun dans la propolis
brésilienne). Les résultats qui en ont découlé montrent qu’il y a une plus forte teneur de
phénols qu’en flavonoides dans la propolis brésilienne. La teneur en phénols est donc devenue
le test standard, habituellement déterminé par la méthode Folin-Ciocalteau avec une courbe de
calibration qui utilise I’acide phénolique ou gallique. Des taux de phénols entre 6,4 et 15,2%
(m/m) ont été rapportés dans le cas d’extraits alcooliques de la propolis brésilienne verte. La
législation brésilienne accepte un minimum de 0,5% de flavonoides (m/m) et un minimum de
5% en composés phénoliques (m/m) dans la propolis brute.

Les taux de ces deux classes de composés sont corrélés a une activité antioxydante. De
plus, certains acétophénones de la propolis verte brésilienne réagissent avec AICI3 et peuvent
étre comptés a tort dans le contenu en flavonoides. La propolis rouge brésilienne, qui contient
des benzophénones, des diterpénes et des triterpénes, ne sera pas évaluée de facon adéquate
par ces méthodes. Il est nécessaire d’identifier les composants avant de chercher les teneurs en
produits actifs. Les méthodes chromatographiques restent de meilleures méthodes d’analyse
pour I’identification et la quantification.

D’autres méthodes d’analyses de propolis incluent 1’identification d’acides aminés, qui
peuvent provenir du pollen fréquemment inclus dans la propolis. La présence de métaux est
évaluée par la fluorescence aux rayons X. Bien que les taux de plomb retrouvés dans la
propolis exceédent les taux normalement autorisés pour la nourriture, la grande majorité du
plomb se retrouve dans le résidu insoluble aprés extraction éthanolique et on se retrouve ainsi
avec un extrait presque exempt de plomb.

2.1.2.3. Analyses chromatographiques d’extraits de propolis

De nombreuses techniques de chromatographie sont utilisées pour les échantillons de
propolis. La chromatographie sur colonne ouverte a été utilisée dans de plus anciennes études
pour les lignanes et les acides diterpéniques de la propolis provenant de la région de Parana.
La chromatographie sur colonne ouverte permet de séparer tous les types de constituants de la
propolis, ce qui permettrait a terme de séparer chaque constituant afin de déterminer son
activité biologique. L’extraction liquide/liquide a également été utilisée a cette fin.

La chromatographie en couche mince peut €tre réalisée pour comparer différents
échantillons de propolis ou différents extraits d’'un méme échantillon de propolis. On peut
évaluer directement I’action antibactérienne, antifongique et antioxydante par CCM.
L’utilisation de la CCM peut étre problématique car il y a un trés grand nombre de
composants chimiques dans la propolis et la CCM ne permet pas de tous les séparer
correctement.

La chromatographie gazeuse et la spectrométrie de masse ont été appliquées avec
succes pour I’analyse d’huiles essentielles produites dans le batumen des mélipones et des
trigones (42) et les composés volatils de la propolis de diverses régions du Brésil (43). De
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plus, pour la plupart des composés polaires retrouvés dans 1’extrait alcoolique de propolis, la
dérivation avec le BSTFA a été nécessaire. Le BSTFA est utilisé en chimie organique pour
lier un groupe triméthylsilyle —Si(CH3)3 sur un groupe fonctionnel labile afin de protéger ce
dernier lors de réactions d'analyse ou de synthése ultérieures.

Cette dérivation a géné la recherche de composés dans des bases de données car de
nombreux composants étaient présents en tant que mono, di et tri-triméthylsilyle.

Etant donné que les composants de la propolis sont extractibles par 1’alcool ou par des
solutions hydro-alcooliques, on peut utiliser la chromatographie liquide haute performance en
phases inversées. Elle est en fait devenue le moyen le plus utilisé dans 1’analyse de la
propolis. Les phénols et les flavonoides émettent dans le domaine UV et sont donc facilement
détectables avec un détecteur a barrettes de diodes ou, DAD. Ce détecteur est composé d’une
rangée de diodes, chacune indiquent I’absorbance moyenne sur un intervalle trés étroit de
longueur d’onde. Cette méthode a également été testée avec succeés pour les composants isolés
en chromatographie en colonne ouverte. En revanche les terpeénes ont une faible absorption et
sont parfois indétectables, il faudra donc plutot utiliser une autre méthode de détection,
comme la spectrométrie. (25)
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Tableau 3: Profils des échantillons testés selon la method HPLC-DAD ode: A) BRP/propolis verte de Sdo Paulo et Minas
Gerais, B) BRP/propolis verte de Parana, C) BRG/propolis brune de Parana et Santa Catarina, et D) mélange de BRPG
propolis verte et brune de Parana

Composés: (1) acide caféique, (2) acide p-coumarique, (3) acide dicaféoylquinnique, (4)
dihydrokampféride, (5) acide 3-prenyl-4-hydroxycinnamic, (6) acide 2,2-dimethyl-2H-1-benzopyran-6-
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propenoique, (7) acide 3,5-diprenyl-4-hydroxycinnamique, (8) acide 2,2-dimethyl-8-prenyl-2H-1-
benzopyran-6-propenoique, (9) acide 3-prenyl-4-dihydrocinnamoyloxy cinnamique, (10) vanilline, (11)
3-methoxy-4-hydroxycinnamaldehyde et (12) viscidone. (25), adaptation des travaux de Marcucci et al.,
44)

2.1.2.4. Spectrométrie de masse avec sonde d’insertion directe (ESI(-)-MS)

La recherche de méthodes analytiques de plus en plus rapides a conduit a 1’utilisation
de la spectrométrie de masse avec sonde d’insertion directe. La plupart des composés
bioactifs de la propolis contiennent des groupements phénol, ainsi, la spectrométrie de masse
avec ionisation par ¢électronébulisation (€lectrospray) montre les meilleurs résultats pour
différencier les différents échantillons (propolis verte du brésil, propolis brune, propolis
rouge) (45).

L’ESI(-)-MS (electrospray ionisation with mass spectrometry) a été utilisée pour
analyser I’effet de différents temps de macération d’échantillons de propolis. C’est avec cette
technique qu’on a pu mettre en évidence la similitude de la composition qualitative des
composés recueillis par extraction a 1’éthanol et a I’huile.

La combinaison des temps de rétention de chromatographie et de la dissociation
induite par collision permet une identification claire des composés.

Cette méthode d’ESI(-)-MS est également d’une grande utilité pour comparer la
composition de différents extraits de propolis.

Cette méthode a été également utilisée sur du batumen de Tetragonisca angustula (une
abeille sans dard connue sous le nom de « jatai » du sud, sud-est et nord-est du brésil). Les
résultats €taient surprenants, car certains marqueurs ioniques étaient constamment trouves
dans tous les échantillons, ce qui signifie que la méme plante a été a source de la résine
utilisée dans toutes les régions (Schinus terebenthifolius), et ces composés €taient surtout
présents dans la fleur. On a alors utilisé cette méthode sur divers échantillons de batumen
d’abeilles sans dard (mélipones et trigones), et les résultats ont ensuite été analysés par
Analyse en Composantes Principales, ou PCA. Il s’agit d’une méthode statistique qui permet
de transformer des variables liées entre elles en variables décorrélées. On a pu ainsi classer les
¢chantillons en trois groupes distincts selon leur marqueur ionique, qui se rapportent aux
résines de plantes trouvées dans la région. La comparaison de cérumen d’abeilles
Scaptotrigona collecté sur plusieurs mois par cette méthode ESI(-)-MS montre que la
composition varie selon 1’espeéce d’abeille, le mois de la collecte et la flore locale.

La méthode Easy ambient sonic-spray ionization mass spectrometry (EASI-MS) est
une nouvelle méthode trés rapide qui permet d’ioniser directement une gouttelette d’extrait
¢thanolique sans dissolution. Cela prend environ une minute par échantillon. Cette méthode a
¢été utilisée sur 49 échantillons provenant de différents continents et a montré sensiblement les
mémes résultats qu’avec I’ESI(-)-MS.

L ESI(-)-MS est une méthode rapide et efficace pour la caractérisation de la propolis,
bien qu’il soit nécessaire de faire une séparation chromatographique pour la quantification et
I’identification claire des composants. Les techniques de chromatographie rapides, comme la
chromatographie liquide a ultra-haute pression couplée a une spectrométrie de masse seront
utiles pour la composition rapide des composés de la propolis dans un futur proche. (25)
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2.2, Conclusion des analyses physico-chimiques

L’utilisation de la propolis rend nécessaire 1’identification de ses composés actif, non
seulement dans un but de recherche mais également pour garantir sa qualité. De plus, la
propolis étant un produit naturel, comme beaucoup d’entre eux, elle possede une activité
complexe qui s’explique en partie par la synergie de ses composants bioactifs. Ainsi, il
devient nécessaire de distinguer les types de propolis et leurs complexes de composition pour
garantir une activité biologique spécifique.

Cette nécessité a permis de faire évoluer les méthodes analytiques appliquées a cette
maticre résineuse, afin de déterminer lesquelles sont les plus appropriées.

Les méthodes chromatographiques ont été utilisées pour séparer les complexes de
propolis en fractions, isoler et aider a quantifier et identifier les composés de la propolis. Les
techniques comme celle de I’ESI-MS peuvent étre appliquées pour la caractérisation des
¢échantillons et la détermination des plantes a I’origine des échantillons, mais la
chromatographie reste nécessaire pour la quantification des composés.

C’est pourquoi les techniques de chromatographie rapides couplées a la spectrométrie
de masse devraient étre la pierre angulaire des futures recherches et controles qualité sur les
produits a base de propolis.

Malgré les progrés des techniques d’analyse chimique de la propolis, il faut garder a
I’esprit qu’en raison de la complexité de son action, de la synergie de ses composants et de la
grande variabilité de son activité biologique, des essais sur les animaux restent nécessaires.
(25)

2.3. Variation de la propolis dans sa composition et son activité
biologique

La composition complexe de la propolis peut expliquer en partie pourquoi les mémes
types de propolis présentent parfois des résultats contradictoires (par exemple, la propolis
verte peut avoir une activité plutot orientée anti-inflammatoire, anti-allergique ou
immunostimulante). Un autre paradoxe se présente pour son activité anti-cancéreuse et sa
faible toxicité, et est probablement dii a la composition complexe des échantillons. Les effets
protecteurs peuvent étre corrélés a I’action antioxydante et immunomodulatrice des
composants de la propolis.

Bien qu’il soit nécessaire de mener des études pour déterminer I’activité de tous ces
composants et leurs mécanismes d’action, on doit garder a ’esprit la possibilité de synergie
entre eux.

Autrefois, on ne s’attendait pas a une composition tres vari¢e de la propolis, et les
flavonoides et phénols étaient considérés comme les composants bioactifs principaux. Ce
concept a bien changé. Toutes les futures études devront étre précises quant au type d’abeille
et aux sources de plantes utilisées pour la propolis en question, car il est a présent clair que
ces facteurs déterminent sa composition et son activité biologique. (25)

Dans la monographie de la propolis, il est d’ailleurs précisé qu’en raison de cette
grande variabilité dans les échantillons de propolis, les médicaments a base de propolis ne
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peuvent &tre comparés car la propolis utilisée peut étre tres différente d’une marque a 1’autre.

€)

Sforcin et al. (46) , dans leurs travaux, analysent la variation physico-chimique entre
des échantillons de propolis brésilienne récoltés a différentes saisons. Ils concluent qu’il n’y a
que d’infimes différences entre ces échantillons, et que de plus, ces différences ne sont que
quantitatives. La variation doit donc provenir essentiellement du lieu géographique de la
récolte, et donc de la flore qui s’y situe.

Cette variation en fonction de I’aire géographique ou la récolte de la propolis a lieu
joue un role de premier ordre (47). C’est bien ce paramétre qui posséde la plus grande
influence sur le contenu en composés chimiques de la propolis, et par 1a, sur son influence.
Ainsi, lors de tests réalisés sur la propolis, on précisera toujours son origine géographique
aussi précisément que possible. Et notamment, 1’activité pharmacologique de la propolis est
généralement plus importante dans les régions tropicales que dans les climats tempérés, car la
biodiversité végétale y est considérablement plus riche (48).

Bien que cette thése se concentre essentiellement sur la propolis produite par Apis
mellifera, la plus simple a récolter en quantités abondantes et donc la plus prometteuse pour
un usage médical courant, il faut garder a ’esprit que d’autres abeilles, que nous décrirons
dans le chapitre suivant, propolisent elles aussi. La variation d’une espéce d’abeille a 1’autre
entraine bien évidemment elle aussi une variation dans la composition de la propolis (16).

2.4. Conservation

Il semblerait qu’il soit préférable de stocker la propolis dans des récipients opaques,
afin qu’elle soit a I’abri de la lumiere. Ces récipients doivent étre fermés et a 1’abri de la
chaleur (2).
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3. Troisieme partie : Proprietés
thérapeutiques de la propolis
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3.1. Influence sur les parametres sériques

BIOCHEMICAL G1 G2 G3
DETERMINATION
Total protein (g/dL) 11.57+1.84 10.85 £ 1.06 12.67 £1.00
SOD (U/mg protein) 16.71 +1.53 23.46 +£* 3.01 13.28 +4.33
ALT (U/L) 33.60 + 0.65 31.77+0.55 32.46 £2.30
Amylase (U/dL) 152.19+2.14 151.83 +£2.56 151.84 £ 1.68

Tableau 4: Influence de la propolis sur les protéines totales sériques, la superoxyde dismutase, I'alanine
aminotransférase et I'amylase. (49)

Le test de Tukey met en évidence le fait que les valeurs trouvées sont
significativement différentes.

ALT : Alanine aminotransférase
SOD : Superoxyde dismutase

Les parametres ont été relevés 24h apreés administration, pour G1 de sérum
physiologique, pour G2 de solution hydro-alcoolique seule, pour G3 d’extrait de propolis dans
une solution hydro-alcoolique a 10%.

Ainsi qu’on peut le constater, La SOD est augmentée dans le groupe qui a regu la
solution hydro-alcoolique témoin, mais pas dans le groupe qui a regu la solution de propolis.
La SOD est un indicateur de la présence de radicaux libres.

On ne remarque pas de modification de I’ALT, de I’amylase, ni des protéines totales,
ce qui signifie qu’il n’y a pas de dommages au niveau du foie ou du pancréas.

La méme équipe de chercheurs est allée plus loin en testant également les taux
sériques des rats concernant les protéines totales, 1’urée, le glucose, la créatinine, le
cholestérol, les triglycérides, les aminotransferrases, la lactate-déshydrogénase (LDH). La
variation saisonniere de I’effet de la propolis est €¢galement évaluée. Les tests sont, 1a encore,
réalisés avec une solution hydro-alcoolique de propolis a 10%.
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BIOCHEMICAL CONTREOL ALCOHOL SPRING  SUMMEE  AUTUMKN WINTER STATISTICAL
DETERMIMNATIONS ANALYSE

ST 29 60 36200 3080 3040 31 .40 33.00 F=517
{UL) {1.44) (285 (377 i1.14) (2.07) (1.87) = 01

ALT 30,00 .40 .40 30,50 3060 31 60 F=020
(UL (2.55) (488 (247 (1.48) (2.51) (3.05) p=0.50
LDH 120400 134280 121900 118500 127800 413500 F=043
(UL (25.35)  (428.33) (75700 (26315) (32200 (13574 p=0.50
TOTAL PROTEIN £.04 595 £.05 £.30 B.14 B.A8 F =049
fafdL) (0.25) (027) (009 (0.47) (0.18) {0.19) p=0.10
GLUCOSE B6.00 £3.80 £9.50 £3.60 B7.30 7010 F=126
fmgdL) (7.00) (451 (428) (5.24) (5.15) (3.40) p=0.10
LRE&, 51.20 46.40 4860 50.50 50.50 46.40 F =049
{mgel) (3.77) (10.43) (537 (377 (4.27) (5.77) p=0.50
CREATININE 0.55 053 057 0.51 0.51 0.57 F =054
(mefdL) (0.03) (005 (0.07) (0.08) (0.05) {0.09) p=0.50
TRIGLY CERIDES 10940 10860 11060 11074 10200 10250 F=0153
(ML) (18441 (3478)  (2204)  (3248)  (2208) (1297 p=0.50
CHOLESTEROL 57.00 §0.00 59.00 58.80 B0.30 59.20 F =028
fmgdL) (5.24) (515 (4.90) (5.50) (6,46 (5.40) p=0.50
HOL-CHOLESTEROL 29 60 27.00 29.40 27.00 29.00 29,50 F=052
(ML) (4.72) (B71) (261 (367 (2.00) (1.79) p=0.50

Besults are expressed as means + (50 of 7 animals.
Walues significantly different by Tukeyw test are showr *p=0.035.

Tableau 5: Détermination biochimique de plusieurs parameétres sériques (49)

Voici la répartition des rats testés :

e QI : extrait de propolis récoltée au printemps

e (32 : extrait de propolis récoltée en été

e (3 : extrait de propolis récoltée en automne

e (4 : extrait de propolis récoltée en hiver

e (5 : solution hydro-alcoolique témoin pour évaluer I’effet du solvant seul sur
les parametres sériques des rats testés

e (6 : Sérum physiologique

L’administration de propolis chez les rats n’a pas causé de changements dans les
niveaux sériques suivants :

e Protéines totales

e Glucose

e Urée et créatinine, ce qui signifie qu’il n’y a pas de souffrance rénale

e Triglycérides, cholestérol total et cholestérol HDL

e LDH (lactate deshydrogénase). Steinebach et Wolterbeek ont démontré que la LDH
¢tait un marqueur de viabilité cellulaire. (50) C’est également un marqueur de
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souffrance de certains organes, notamment le cceur, selon les travaux de Cohen et al.

(D

e AST (aspartate aminotranférase) et ALT (alanine aminotransférase).

A nouveau, I’absence de variation de 1’alanine aminotransférase et de ’amylase vont
dans le sens de cette déduction : la propolis n’endommage pas le foie ni le pancréas.

Cependant, on peut noter une augmentation des aspartates aminotransférases chez le
rat traité a la solution hydro-alcoolique témoin, augmentation que I’on ne retrouve pas chez
les groupes traités a la solution contenant la propolis. On peut donc en déduire un effet
protecteur de la propolis qui a contrebalancé les effets de I’alcool contenu dans la solution.

Aucun effet de variation des parameétres n’a été observé selon la saison de récolte de la
propolis. Comme nous 1’avons vu dans le chapitre « variation de la propolis dans sa
composition et son activité biologique », les différences en composés de propolis récoltées a
différentes saisons sont infimes et seulement quantitatives (52). Ce peu de changements selon
les saisons peut expliquer 1’absence de variation également dans les tests in vivo.

3.2. Effet antibactérien

L’effet bactéricide de la propolis et de ses constituants est celui qui reste le plus
largement documenté. Les études portent sur différents germes, aérobies et anaérobies, Gram
positifs ou Gram négatifs, et portent pour la plupart sur des souches impliquées dans des
pathologies des sphéres otorhinopharyngée, gastro-intestinale, génitale ou buccale, autant de
sphéres sur lesquelles la recherche se penche a la recherche de nouveaux moyens médicaux.
(4) La premicre étude sur I’activité antiseptique de la propolis a été réalisée par Kivalkina en
1948 (53). Il détecta une activité bactériostatique sur Staphylococcus aureus, le bacille
thyphoide et d’autres pathogenes.

Le mécanisme de 1’activité bactériostatique et bactéricide de la propolis semble li¢ a
son action d’inhibition de la synthése protéique et inhibitrice de la division cellulaire. (54)
Havsteem et al. suggerent que certains composants spécifiques de la propolis inhibent la
synthése de protéines et la croissance bactérienne en empéchant la division cellulaire, ce qui
donne lieu a des formes de bactéries pseudo-multicellulaires. Ainsi, la galangine et ’acide
caféique sont des agents d’inhibition enzymatique responsables d’une inhibition de la
croissance et de la prolifération bactérienne. (55) De plus, certaines substances actives de la
propolis désorganisent la membrane cytoplasmique et la paroi cellulaire, ce qui conduit a une
bactériolyse. Les flavonoides affectent le potentiel de la membrane bactérienne et causent une
altération de la perméabilité (56). Les propriétés lipophiles inhérentes des terpénoides leur
confeérent une affinité avec les membranes ; le trans-nérolidol est un composant connu pour
augmenter la perméabilité plasmatique chez les bactéries (S. aureus et E. coli). De plus, les
sesquiterpénoides (nérolidol, farnésol, bisabolol, apritone) peuvent rompre 1’effet de barriere
de la membrane des bactéries, ce qui permet de faciliter ’assimilation d’exogenes comme les
antibiotiques. Cet effet est d’ailleurs plus prononcé chez les bactéries a Gram positif, sans
doute a cause de I’absence de barricres supplémentaires sur la membrane externe,
contrairement aux bactéries a Gram négatif. (57). Takaisi-Kikuni et Schilcher révelent que
I’inhibition de I’ARN-polymérase par certains composants de la propolis est probablement
associée a leur perte de capacité a lier ’ADN. (58) Enfin, la propolis aurait la capacité
d’inhiber la mobilité bactérienne. (59)

58



Les propriétés antibactériennes de la propolis sont donc liées a ses composants, et il
convient d’ajouter qu’il y a un effet de synergie entre ces composants. (60)

De nombreuses études prouvent que les effets antibactériens d’extraits de propolis
varient selon la région géographique, car la composition méme de la propolis change selon la
région dont elle est issue.

Seidel et al. (61) ont collecté, pour les étudier, quarante échantillons de propolis
collectés dans différents régions du monde. Les échantillons de propolis provenant d’ Afrique
et d’Asie ont une activité antibactérienne modérée, avec des CMI variant entre 0.0156 et >0.5
mg/mL (Afrique) et 0.0078 a >0.5 mg/mL (Asie). Les échantillons d’Amérique du Nord,

d’ Amérique du Sud et d’Europe ont une MIC de 0.125 4 >0.5 mg/mL.

On observera également une différence d’efficacité selon la souche bactérienne testée.
De fagon générale, I’action de la propolis sur les bactéries a Gram-positif est supérieure a
celle, plus modeste, que 1’on peut observer sur les bactéries a Gram-négatif. (62) Voici un
tableau qui donne quelques zones d’inhibition obtenues pour des bactéries a Gram positif ou
négatif. Ce tableau n’a pas ici pour vocation de présenter toutes les souches de bactéries
sensibles a I’action de la propolis, mais d’offrir un ordre d’idée quant aux sensibilités
comparées des bactéries selon qu’elles sont a Gram positif ou négatif.

Table 1. Antimicrobial activity of ethanolic extracts of 13 propolis samples obtained from different regions of Serbia

Region where Zone of inhibition of microbial growth (mm}
propolis was without the size of the hole
collected Gram-positive bacteria Gram-negative bacteria Yeast

1 2 3 4 5 G 7 g 9 10 11 12 13
Cacak 9 9 6 6 9 10 ! ! ! 6 7 5 4
Zaklopata 10 13 g 7 11 12 ! ! | 6 10 7 [
Raska 9 12 8 3 11 12 ! 1 1 3 10 5 5
Vlasotince 9 12 7 6 10 13 / / ! 4 10 6 5
Suréin 9 12 g 7 10 13 ! ! ! 4 12 5 5
Pancevo 9 12 8 7 12 13 ! ! ! 4 11 5 5
Kragujevac 10 12 7 [ 13 12 f f ! 5 11 6 5
East Serbia 1 9 12 8 3 11 12 ! ! ! 2 10 5 5
East Serbia 2 10 11 7 6 13 12 ! 1 ! 5 10 5 5
East Serbia 3 10 12 g 7 10 12 ! ! ! 4 11 6 5
East Serbia 4 10 12 8 7 10 12 1 1 1 2 10 6 6
Plandite 9 10 7 6 10 10 / / ! 2 10 6 5
Aleksinac 11 12 7 [ 10 11 1 2 1 6 11 6 5

| = & epidermidis ATCC 14990; 2 = § aureus ATCC 25923 ; 3 = & seiuri ATCC 29062 ; 4 = E. faccalis ATCC 29212

1 5=

B subtilis; 6 = L. monocytogenes SLCC 2375 7 =E_ coli ATCC 25922 8 = P geruginosa ATCC 27853 9 = 5 marscenscens

10 =P stuartii; 11 = C. guilliermondii; 12 = C. parapsilosis; 13 = C. albicans

Tableau 6: Activité antiseptique d'extrait éthanolique de propolis (63)

Une autre constatation intéressante est la piste qu’ont étudiée MM. Al-Waili ef al., et
selon laquelle les cultures polymicrobiennes seraient plus sensibles a 1’action de la propolis
(ici, issue d’Arabie Saoudite) que les cultures bactériennes isolées (étude réalisée sur S.
aureus, E. coli et C. albicans).
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Pathogéne | Culturede | CMldela CMI de la propolis sur culture polymicrobienne
controle propolis sur | E. coli + C. E. coli+S. C. albicans E. coli + C.
la culture albicans aureus +S. aureus | albicans +S.
dela aureus
bactérie
seule
E. Coli Forte 0.15 0.15 0.15 * 0.15
croissance
S. aureus Forte 0.15 * 0.10 0.10
croissance
C. albicans | Forte 0.20 0.20 * 0.18 0.15
croissance

Tableau 7: CMI(%) de la propolis en solution dans I’alcool éthylique pour des cultures isolées ou polymicrobiennes. (64)

Pathogene | Culturede | CMldela CMI de la propolis sur culture polymicrobienne
controle propolis sur | E. coli + C. E. coli +S. C. albicans E. coli + C.
la culture albicans aureus +S. aureus | albicans +S.
dela aureus
bactérie
seule
E. Coli Forte 0.15 0.20 0.20 * 0.20
croissance
S. aureus Forte 0.15 * 0.15 0.15 0.15
croissance
C. albicans | Forte 0.20 0.20 * 0.20 0.20
croissance

Tableau 8: CMI (%) de la propolis en solution sans alcool pour des cultures isolées ou polymicrobiennes. (64)

Selon cette méme équipe, il y aurait tout intérét a associer la propolis avec le miel
lorsqu’elle est utilisée pour son action antibactérienne, car ces deux produits de la ruche
agiraient en synergie. La encore, pour les trois souches en question, les résultats sont
effectivement assez probants.

Pathogene CMI de la propolis seule CMI de la propolis associée au miel
Provenant Provenant Provenant Provenant
d’Arabie Saoudite | d’Egypte d’Arabie Saoudite | d’Egypte

E. coli 0.15 0.25 0.08 0.20

S. aureus 0.15 0.15 0.08 0.15

C. albicans 0.20 0.22 0.10 0.20

Tableau 9: Comparaison de la CMI obtenue (%) de la propolis collectée en Arabie Saoudite et en Egypte, seule ou en
association avec du miel. (64)

Cependant, la recherche médicale ne se limitera pas a 1’étude de la propolis seule (ou
associée au miel) sur des souches bactériennes. L’idée sera de 1’utiliser en synergie avec des
antibiotiques déja existants si les études de ce sujet montrent des résultats probants. Or,
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certaines études in vitro indiquent un synergisme évident avec une claire diminution de la
Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) des antibiotiques testés (56) (65). Ainsi, la propolis
Bulgare a été testée et a montré une activité antibactérienne et une synergie avec les
antibiotiques agissant sur les ribosomes (66).

Lorsqu’on étudie plus particulierement 1’effet synergétique de la propolis avec
d’autres antibiotiques, on s’apercoit que 1’effet bactéricide de la propolis est di a une
destruction de la structure de la paroi bactérienne et sur les fonctions ribosomiques, mais elle
ne semble pas interagir avec les antibiotiques agissant sur I’ADN ou la biosynthése de 1’acide
folique. (67)Cela étant dit, I’idée d’utiliser la propolis associée aux antibiotiques pour
augmenter leur effet antibactérien semble prometteuse. (60) (63) Ainsi, on observe de tres
bons résultats avec des agents antibactériens qui interférent avec la synthése des protéines
bactériennes, comme le chloramphénicol, la gentamycine, la netilmycine, les tétracyclines et
la clindamycine. (68)

3.2.1. Le Staphylocoque

Les especes de Staphylocoque différent par leur capacité a exprimer la coagulase, une
enzyme qui permet la conversion de fibrinogéne en fibrine. Par exemple, S. aureus ou S.
intermedius. Les Staphylocoques qui ne produisent pas de coagulase sont désignés comme
¢tant coagulase-négatifs (CoNS), et on y retrouve S. epidermidis ainsi que S. saprophyticus.

Effet de la propolis sur le Staphylocoque doré, Staphylococcus aureus

Le Staphylocoque doré coagulase-positif est un pathogene majeur responsable de
nombreuses infections communautaires et hospitalieres. Il cause des infections de la peau et
des muqueuses, des sites chirurgicaux, mais aussi des endocardites et infections des
articulations. (69)

Actuellement, les antibiotiques les plus utilisés pour cette bactérie sont les 3-
lactamines. Cependant, les souches résistantes de Staphylocoque sont un probléme majeur de
santé publique, car la bactérie peut aisément circuler dans I’environnement. Staphylococcus
aureus a développé une résistance aux B-lactamines par synthese de chromosomes ou de
plasmides codant les B-lactamases.

Les souches de Staphylocoque doré résistants a la méthicilline (MRSA) sont encore
plus problématiques pour le monde médical que les souches de Staphylocoques dorés
sensibles a la méthicilline (MSSA). En effet, les options de traitements de ces souches
résistantes sont limitées.

C’est donc naturellement qu’on va chercher a étudier I’impact d’une substance
antibactérienne comme la propolis sur des souches de Staphylococcus aureus. L’étude de
MM. Wojtyczka et al (70)., au-dela de 1’action de la propolis seule sur la bactérie, va se
pencher sur I’impact de la synergie entre la propolis et divers antibiotiques sur le
Staphylocoque dor¢.

I1s ont trouvé une CMI moyenne de 0.54 + 0.22 mg/mL, une CMI50 de 0.39 mg/mL et
une CMI90 de 0.78 mg/mL. La CMB varie entre 0.78 mg/mL tet 3.13 mg/mL.
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Plus précisément, les valeurs de la CMI et de la CMB pour le Staphylocoque doré
sensible a la méthicilline sont de 0.59 + 0.21 mg/mL et 2.5 + 0.85 mg/mL respectivement. Le
Staphylocoque doré résistant a la méthicilline, lui, va présenter une CMI de 0.52 + 0.2 mg/mL
et une CMB de 2.35 + 1.21 mg/mL.

Des études hospitalieres ont révélé que les Staphylocoques pouvaient avoir une
résistance variée face aux antibiotiques. En plus de sa résistance aux Beta-lactamines, le
staphylocoque doré résistant a la méthicilline posséde une résistance de plus en plus forte a
d’autres groupes d’antibiotiques.

Wojtyczka et al (70) observent que les valeurs de CMB et CMI de la propolis contre le
staphylocoque doré sensible ou résistant a la méthicilline sont trés similaires, ce qui peut
conduire a la conclusion que I’extrait de propolis possede une activité anti-staphylococcique
non liée au beta-lactamines.

L’effet in vitro combiné de dix antibiotiques a ensuite été testé. Ces antibiotiques sont
les suivants : ; FOX: Céfoxitine; DA: Clindamycine; E: Erythromycine; CIP:
Ciprofloxacine; TE: Tétracycline; P: Pénicilline; TOB: Tobramycine ; LIN: Linézolide; C:
Chloramphénicol; STX: Triméthoprime + Sulfaméthoxazole. La méthode utilisée est celle des
disques de diffusion. Le test statistique ayant permis I’analyse des résultats est le test de
Wilcoxon.

L’extrait de propolis a ét¢ ajouté a une concentration égale au quart de la CMI90
(0,2mg/mL).

La sensibilité des souches de staphylocoque a significativement augmenté pour la
clindamycine, la tétracycline, la tobramycine, la linézolide et 1’association triméthoprime-
sulfaméthoxazole, attestant d’un phénomene de synergie. Dans le cas de la tétracycline et de
I’association triméthoprime-sulfaméthoxazole, cette synergie est particulierement forte, avec
des disques d’inhibition plus larges de 11 a 12mm.

Une légere augmentation de la sensibilité a été observée pour la céfoxitine,
I’érythromycine et la pénicilline, mais sans atteindre un seuil statistique permettant de
déclarer cette augmentation comme significative.

L’extrait de propolis est connu pour contenir un certain nombre de composés
antibactériens, comme les polyphénols et les flavonoides. La conclusion de MM. Wojtyczka
et al (70)est que la synergie avec les antibiotiques observée dans cette étude peut étre
attribuée a ces composes naturels. Il a été prouvé que certains de ces composés, comme les
polyphénols, exercent leur action a travers des perturbations de la membrane. Ces
perturbations de la membrane cellulaire, couplées a 1’action de transpeptidation des beta-
lactamines, pourraient mener a une augmentation des effets antibactériens. (71)

Staphylococcus epidermitis

S. epidermitis est un microorganisme que 1’on peut retrouver souvent sur la peau ou
dans le milieu hospitalier, et il est souvent décrit comme un contaminant majeur. Il est
considéré comme particulierement dangereux chez les individus immunodéprimés, les
hémodialysés et les porteurs de pacemakers ainsi que de cathéters lorsqu’il s’agit de longues
périodes de port du dispositif. Il fait partie des Staphylocoques coagulase-négatifs, ou CoNS,
lesquels peuvent présenter des résistances a la méthicilline. (72)
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Les CoNS sont souvent mésestimés en raison de leur variabilité et, bien souvent, de
leur faible virulence. Toutefois, I’émergence de souches résistantes mene a une grande
difficulté dans le traitement de ces bactéries. En effet, on a observé chez S. epidermitis des
résistances a I’amoxicilline et la méthicilline, ainsi qu’a la vancomycine et la rifampicine in
vitro.

On pense que la capacité de S. epidermitis de former des biofilms a la surface
d’implants médicaux est un de ses plus importants facteurs de virulence. (73)L’efficacité des
médicaments face a de tels biofilms est réduite.

La propolis peut représenter une solution a ce probleme médical, car il a été prouveé
qu’elle posséde une forte activité contre les Staphylocoques a coagulase négative, laquelle
serait principalement due a ses composés phénoliques. (74) Toutefois, les études de
Najmadeen et Kakamand montrent que les souches de S. epidermitis sont moins susceptibles a
I’action de I’extrait de propolis que les Staphylocoques a coagulase positive. (75)Bien str, cet
effet varie selon les sources de propolis et le type d’extraction utilisé. (76)

Voila pourquoi MM. Wojtyczka et al., dans une autre étude (77), se proposent
d’étudier les effets de la propolis face a de tels biofilms in vitro. La méthode de détermination
de la CMI est celle des dilutions en série, sur microplaques. Sur différentes souches étudiées,
la CMI moyenne est de 1.13 + 0.39 mg/mL, la CMI50 de 0.78 mg/mL et la CMI90 de 1.56
mg/mL.

L’analyse de la croissance des souches de S. epidermitis dans un milieu contenant de
I’extrait de propolis et dans un milieu exempt de propolis montre que la bactérie se développe
de maniére similaire dans ces deux milieux durant les deux premiéres heures d’incubation. En
revanche, dans les heures suivantes, les résultats sont plus surprenants.

Voir Annexe 2 : Croissance dans le temps de différentes souches de S. epidermitis en présence de concentrations
croissantes d’extrait hydro-alcoolique de propolis

Cette analyse révele qu’a de basses concentrations, variant selon le temps d’incubation
(0.025-0.05 mg/mL pour six heures, 0.025-0.39 mg/mL pour douze a vingt-quatre heures), la
prolifération bactérienne est supérieure a celle de la solution témoin, tandis qu’a de plus fortes
concentrations, elle a significativement diminué. L’augmentation transitoire de la croissance
bactérienne sur la courbe peut étre causée par la présence de nutriments dans 1’extrait de
propolis, agissant comme un stimulant de cette croissance.

Voir Annexe 3 : Capacité de formation de biofilms de différentes souches de S. epidermitis en présence de concentrations
croissantes d’extrait hydro-alcoolique de propolis (77)

La capacité de S. epidermitis a former des biofilms a été inhibée par des concentrations
d’extraits de propolis allant de 0,39 a 1,56 mg/mL quel que soit le temps d’incubation.

Cette étude met en évidence la diversité des effets que la propolis peut exercer sur
certaines souches bactériennes. Dans cette étude, sa CMI sur S. epidermitis varie de 0,78 a
1,56 mg/mL.
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I1 est intéressant de remarquer que la CMI aprés 12 heures d’incubation varie de 0,2 a
0,39 mg.mL, tandis que la CMI apres 24 heures d’incubation varie, elle, de 0,39 a
0,78mg/mL, ce qui suggere que 1’activité de la propolis diminue dans le temps.

Dans cette étude, I’effet d’inhibition de la formation du biofilm chez la majorité des
souches de S. epidermitis testées a été observé apres 12 a 24 heures d’incubation, et il est
corrélé avec les valeurs de CMI. On notera qu’apres 12 heures d’incubation, aux
concentrations de propolis les plus basses, 1’effet inverse est observé, ce qui suggere un effet
stimulant de la propolis sur la formation de biofilms.

De plus, parmi les bactéries survivantes, celles dont le nombre a été le plus réduit ont
été les bactéries sous forme planctonique. Les auteurs pensent que I’extrait de propolis agit
d’avantage sur les bactéries que sur la structure du biofilm elle-méme.

Les résultats encourageants de cette étude poussent MM. Wojtyczka et al a conseiller
I’application d’extrait de propolis sur la peau et/ou la muqueuse buccale comme traitement
prophylactique contre les infections a S. epidermitis.

Autres Staphlocoques :

Grace a MM. Stepanovi¢ et al., on connait également les CMI de Staphylococcus
xylosus (0,31ug/mL), de Staphylococcus lentus (0,31ng/mL), Staphylococcus sciuri
(0,16pg/mL) et Staphylococcus intermedius (0,31pg/mL).

3.2.2. Le Streptocoque

Streptococcus mutans

Le Streptocoque mutans est une bactérie de type cocci a Gram positif, qui se retrouve
dans la bouche, faisant partie de la flore commensale (78). C’est la bactérie la plus souvent
responsable de caries dentaires. Elle agit en présence de carbohydrates qu’elle métabolise en
produisant de I’acide lactique, qui entame 1’émail des dents. Une relation a d’ailleurs été
¢tablie entre le nombre de S. mutans présents dans la plaque dentaire et le nombre de caries
(79). En I’absence d’un traitement satisfaisant, les caries peuvent conduire a une douleur, une
infection, une perte de dents et, dans les cas séveres, la mort (80).

Dans une étude, MM. Ophori et al. (81) évaluent ’activité d’extrait éthanolique de
propolis sur la bactérie S. mutans isolée de caries dentaires. Ils utilisent comme méthode la
diffusion sur agar.

La propolis possede une forte activité antibactérienne contre S. mutans a des
concentrations de 4, 8, 116 et 32ug/mL, les zones d’inhibition étant de 10 +4, 12 = 4,20+ 2
et 24 + 2 mm respectivement, contre une croissance moyenne, voire maximale pour les
solutions témoin d’éthanol et d’eau (1’éthanol ayant exercé une faible activité bactériostatique
et bactéricide). En revanche, il y a eu une croissance a des concentrations de 0.5, 1 et 2ug/mL.
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Concentration en propolis (ug/mL
Parameétres 0.5 1.0 2.0 4.0 8.0 16.0 32.0
Extrait +++ ++ ++ - - - -
éthanolique
de propolis

Ethanol

Eau +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++

Tableau 10 : Propriétés inhibitrices de I’extrait éthanolique de propolis sur S. mutans (81)

Organisme Zone d’inhibition (mm) CMI (pg/mL)
S. mutans 6+2 2
10+ 4 4
12+4 8
202 16
244 32

Tableau 11: CMI de I'extrait éthanolique de propolis sur S. mutans (81)

MM. Ophori et son équipe en déduisent que 1’activité antibactérienne contre S. mutans de la
propolis est conséquente, et qu’elle devrait étre utilisée dans le traitement des caries dentaires,
causées en majorité par S. mutans.

Streptococcus sanguinis

Streptococcus sanguinis, une bactérie de type cocci a Gram positif présente dans la
flore commensale buccale, peut causer des endocardites bactériennes. D’apres MM.
Cardinault et al., elle est sensible a 1’activité antibactérienne de la propolis. (4)

3.2.3. Les bacilles

Bien que I’efficacité de la propolis ait été nettement moins étudiée que pour les
staphylocoques ou les streptocoques, on est en mesure d’affirmer que la propolis a bel et bien
un effet sur Bacillus cereus et Bacillus subtilis. Cette efficacité se constate a 0.02% (v/v) dans
I’étude réalisée par MM. Erkmen et al (82)., avec de la propolis turque.

Bacillus cereus et Bacillus subtilis sont toutes deux des bactéries de type bacille a
Gram positif, ce qui en fait des cible privilégiées pour la propolis, plus efficace sur les
bactéries a Gram positif. Ces bacilles sont responsables de toxi-infections caractérisées par
des symptomes diarrhéiques et d’intoxinations se traduisant par des symptomes émétiques.
(83) (84)
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3.2.4. Les Proteus

Proteus mirabilis est une bactérie Gram négatif qui peuple habituellement l'intestin, le
tractus urinaire et les reins, mais qui colonise parfois I'épiderme et la muqueuse de la bouche.
Elle est tres fréquente chez les personnes hospitalisées pour une période prolongée. Proteus
mirabilis peut causer des infections urinaires, des infections de plaie, ou des surinfections
diverses : tumeurs, voies respiratoires, etc.

La encore, la bibliographie est assez faible, mais on peut retrouver dans les recherches
de MM. Rhigi ef al. (85) une CMI de 512 pg/mL lorsqu’on exerce 1’action de la propolis sous
forme d’extrait éthanolique sur Proteus mirabilis.

Dans leurs travaux, MM. Cardinault ef al. (4) affirment également que la propolis
posséde un effet sur Proteus vulgaris.

3.2.5. Les Pseudomonas

L’utilité de la propolis a I’encontre des maladies nosocomiales s’exerce notamment
grace a son action antibactérienne a I’encontre de Pseudomonas aeruginosa, comme nous
pouvons le constater dans 1’étude de MM. Siripatrawan ef al., quoique 1’activité mesurée soit
moindre que celle exercée par la propolis sur S. aureus au cours de cette méme étude (86), ce
qui est logique, Pseudomonas aeruginosa étant une bactérie a Gram négatif. Ce bacille a
Gram négatif se rencontre principalement dans les milieux humides (robinets, douches,
nébuliseurs...) et provoque des infections graves (pulmonaires, septicémiques, urinaires)
nécessitant 1'utilisation d'antibiotiques coliteux et le plus souvent en association.

Mais la propolis a également une action sur Pseudomonas keratitis en association avec
la ciprofloxacine (87). Toutefois, dans cette derniere étude, le sujet étudié est un animal (le
lapin) et I’équipe de MM. Onlen ef al. signale dans sa conclusion que la propolis ne peut se
suffire a elle-méme dans le traitement de Pseudomonas keratitis, et qu’elle doit rester associée
a un traitement antibiotique. L’avancée que I’on pourrait obtenir n’est qu’une augmentation
de D’efficacité de ce traitement, ce qui peut déja constituer une avancée.

MM. Musa et al. ont montré une activité antibactérienne de la propolis sur
Pseudomonas fluorescens, une bactérie susceptible de contaminer les fromages. (88)

Enfin, pour une idée plus globale de I’action de la propolis sur les Pseudomonas,
Helaly et al. (89) se sont penchés sur la détermination de I’effet antibactérien et anti-biofilms
du dexpanthenol et de la propolis avec ou sans association d’agents antibactériens. Six
souches de Pseudomonas ont été isolées de blessures puis étudiées. MM. Helaly et al. ont
constaté une forte baisse de 1’adhésion du biofilm bactérien, méme a de faibles concentrations
d’extrait de propolis. La conclusion de cette équipe est que la propolis seule ou combinée des
antibiotiques prévient la formation de biofilms de Staphylocoque et de Pseudomonas,
favorisant ainsi la guérison des blessures dans un temps plus court.

3.2.6. Les Listeria
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MM. Yang et al. (90)ont étudié I’impact d’une solution d’extrait hydro-éthanolique de
propolis sur Listeria monocytogenes selon la concentration en extrait de propolis, et selon la
température, le pH du milieu et I’age des bactéries. Les résultats révelent que 1’extrait hydro-
¢thanolique de propolis exerce un effet bactéricide sur L. monocytogenes a la concentration de
7.5ug/mL ou plus. La température a joué dans 1’action qu’a pu exercer cet extrait de propolis :
il a été plus efficace a 37°c. L. monocytogenes est ¢galement plus sensible a 1’extrait de
propolis en milieu acide qu’en milieu basique. Enfin, le stade de croissance bactérienne joue
un role dans la sensibilité de la bactérie a la propolis, ainsi, les L. monocytogenes en milieu de
phase exponentielle ont la plus grande sensibilité, suivies des L. monocytogenes en fin de
phase exponentielle et de ceux en phase stationnaire.

Listeria monocytogenes est un bacille ubiquitaire a Gram négatif, responsabe de la
listériose, qui peut entrainer des méningites, des septicémies, des abces cérébraux, des
infections locales et qui est particulieérement dangereux pour la femme enceinte. (91)

3.2.7. Les Salmonella

La Salmonelle est une protéobactérie possédant un flagelle. Ce sont des bacilles a
Gram négatif, ce qui est un facteur en faveur d’'une moindre efficacité de la propolis. Avant de
commencer ce chapitre sur I’action de la propolis sur la Salmonelle, il convient de rappeler la
terminologie concernant celle-ci, car les risques de confusion sont importants. L’espece
Salmonella enterica possede plusieurs sérovars, dont les trois principaux sont Typhimurium,
Enteritidis et Typhi (92). Ainsi, lorsqu’un article relate ses résultats sur S. Typhi, il s’agit bien
de Salmonella enterica sérovar Typhi.

Les différents sérovars de Salmonelles sont responsables de maladies humains allant
de la gastroentérite bénigne a une fievre entérique grave (93).

La résistance de cette bactérie a certains antibiotiques est un probléme mondial,
d’autant que cette résistance semble s’accroitre pour différents types d’antibiotiques. (94)
Voila pourquoi I'utilisation de la propolis peut devenir un enjeu majeur du traitement de
I’infection a salmonelles si son efficacité se montre convaincante.

Salmonella enterica sérovar enteritidis :

MM. Siripatrawan et al. ont testé ’activité de I’extrait hydro-éthanolique de propolis
sur Salmonella enteritidis, en utilisant la méthode des disques de diffusion. Ils ont bel et bien
observé une inhibition de la croissance bactérienne, quoique moindre que celle observée avec
S. aureus, qu’ils ont testé également. (86) MM. Orsi et al., eux, ont testé 1’effet de la propolis
issue de deux régions du Brésil. Leur conclusion est qu’il y a bel et bien une activité
bactéricide, bien qu’il faille pour cela des concentrations assez élevées, dues au faut que
Salmonella enteritidis est une bactérie a Gram négatif. (95) Ainsi, nous pouvons constater via
ces travaux que la propolis a une activité bactériostatique et bactéricide envers Salmonella
enterica sérovar enteritidis.
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Figure 19: Profil en fonction du temps de I’analyse de la population (A) et de la courbe de survie (%Cfu/mL) (B)de

Salmonella enteritidis selon la période d’incubation, en présence d’extrait de propolis a 10.0% ( v/v) ou d’Ethanol a 70%

(12.6% v/v). (95)
Salmonella enterica sérovar typhi :

Salmonella enterica sérovar Typhi, est ’agent causant la fiévre typhoide chez
I’humain. Le traitement nécessite des antibiotiques, cependant leur usage intensif meéne a
I’apparition de souches résistantes (66). MM. Orsi ef al. (96) donnent une CMI de 90% a
10.0% v/v, soit 247.mg/mL pour la propolis bulgare, et a 9.9% v/v, soit 260 mg/mL, pour la
propolis brésilienne. Cette action est assez faible si on la compare a I’effet de la propolis sur
des bactéries a Gram positif. Cependant, pour aller plus loin, MM. Orsi ef al. ont étudié la

possible synergie entre la propolis (ici, des échantillons collectés au Brésil et en Bulgarie) et

divers antibiotiques. L’observation d’une synergie serait une avancée pour les traitements
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actuellement proposés, car elle pourrait permettre de diminuer les doses d’antibiotiques
administrés, et par 1a méme, leurs effets secondaires.

Tout d’abord, une étude sur les antibiotiques agissant sur le ribosome :
chloramphénicol, tétracycline et néomycine. La synergie a été étudiée en utilisant 2 et V4 de la
CMI de la propolis et de ces antibiotiques. La propolis Brésilienne n’a eu une activité
bactériostatique que contre S. Typhi, alors que la propolis Bulgare a eu une activité bactéricide
ainsi qu’une synergie avec les trois antibiotiques étudiés. Les variations d’activité peuvent
s’expliquer par la variation de leur composition chimique. Sur la base de ces résultats, on peut
affirmer que la propolis Bulgare peut devenir une possible stratégie thérapeutique contre
I’infection a Salmonella Typhi.

Un autre travail fut effectué, cette fois, sur la synergie entre la propolis et les
antibiotiques agissant sur I’ADN (ciprofloxacine et norfloxacine) (67), ainsi que sur les
antibiotiques agissant sur le métabolisme (cotrimoxazole). La bactérie testée reste Salmonella
enterica sérovar Typhi. La propolis utilisée est a nouveau collectée au Brésil et en Bulgarie, et
les méhodes de test sont les mémes. Cette fois, les deux types d’extrait de propolis ont eu une
activité antibactérienne, mais pas de synergie avec les antibiotiques. La propolis garde une
utilité en elle-méme, mais 1’associer avec la ciproloxacine, la norfloxacine et le cotrimoxazole
ne permet pas d’obtenir un effet de synergie.

Enfin, dans une troisiéme étude, MM. Orsi et al. se penchent sur d’autres
antibiotiques : I’amoxicilline, I’ampicilline et la céfalexine, qui agissent, eux, sur la paroi
cellulaire (96). La bactérie étudiée est encore Salmonella Typhi, et la propolis, d’origine
brésilienne et bulgare. Les deux types d’échantillon ont eu une activité antibactérienne, avec
une plus grande efficacité du coté de la propolis bulgare. Enfin, les deux propolis, brésilienne
et bulgare, ont eu un effet synergistique similaire avec les antibiotiques testés. Cette
information revét une importance toute particuliére, car les trois antibiotiques en question sont
tres largement utilisés a travers le monde.

Salmonella enterica sérovar typhimurium :

Ce sont a nouveau MM. Orsi et al. (95)qui ont mené 1’étude dont il va étre question.
L’activité de la propolis collectée dans deux régions du Brésil a été évaluée in vitro sur des
Salmonella enterica de sérovar thyphimurium isolé d’infections humaines. Le pourcentage de
survie des souches diminue avec le temps d’incubation, montrant une activité bactéricide
apres 24 heures. Toutefois, selon cette équipe de chercheurs, les concentrations nécessaires
pour obtenir un effet bactéricide restent néanmoins assez élevées ce qui est di au fait que
Salmonella thyphimurium est une bactérie a Gram négatif.
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Figure 20: Profil d'analyse de la population (A) et de la courbe de survie (B) (%Cfu/mL) de Salmonella Typhimurium selon
la période d'incubation dans une solution éthanolique de propolis (10% v/v) et dans I'éthanol (12,6% v/v) (95)

L’étude réalisée par MM. Murugan et al. (97) se penche a la fois sur Sa/monella typhi
et Salmonella typhimurium. L’effet d’une solution éthanolique de propolis indienne a 95% a
été testé sur ces deux bactéries, et I’action bactériostatique a été observée par méthode de
diffusion a la concentration de 700pug/mL. Cette étude conclut que les sensibilités respectives
de Salmonella typhi et Salmonella typhimurium a la propolis sont les mémes.

La propolis a donc un effet propre sur les bactéries S. Typhi et S. typhimurium, et on
peut méme ajouter qu’elle possede un effet de synergie avec les antibiotiques agissant sur les
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ribosomes et sur la paroi cellulaire, ce qui peut se révéler particulierement utile en
thérapeutique. Cependant, son action s’exerce aussi, in vivo, via les macrophages dont elle
module I’activité bactéricide. (98) Les macrophages jouent un role particulierement important
au tout début d’une infection aux Salmonelles. Lorsqu’ils sont préalablement stimulés avec de
la propolis Bulgare ou Brésilienne, ils exercent une plus forte activité. Cette action de la
propolis sur les macrophages est dose-dépendante. Nous reviendrons plus en détail sur cette
activité dans le chapitre dédié a ’activité immunomodulatrice de la propolis.

3.2.8. Les Clostridium

Le genre Clostridium regroupe des bacilles a Gram positif anaérobies. Certaines sont
toxigeénes et peuvent donc causer divers symptdmes chez I’humain selon I’espéce de
Clostridium concernée.

MM. de Andrade Ferreira et al. (99) ont étudi¢ 1’impact de la propolis sur Clostridium
perfringens, qui est responsable de gangrénes gazeuses, de septicémies ou de toxi-infections
alimentaires. La propolis a eu un effet bactériostatique sur ce Clostridium.

De leur c6té, MM. Boyanova ef al. (100), en testant 1’activité bactériostatique de la
propolis sur 94 souches de bactéries, nous apportent une précision sur la sensibilité des
Clostridium a la propolis en général. Leur conclusion est que ces bactéries y sont bel et bien
sensibles, comme la plupart des bactéries anaérobies testées, avec toutefois 15% des
Clostridium testés présentant une résistance a I’extrait hydro-éthanolique de propolis lorsqu’il
est administré a la dose de 30uL.

3.2.9. Escherichia coli

Escherichia coli est un bacille a Gram négatif appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae. Cette bactérie est généralement commensale de la microflore bactérienne
normale du tube digestif de I’homme, mais elle peut étre a 1’origine de pathologies comme les
méningites ou les infections urinaires, les gastro-entérites ou les sepsis. (101)

Bien qu’Escherichia coli soit une bactérie a Gram négatif, elle semble bien étre
affectée par la présence de propolis, quoiqu’a des concentrations plus élevées qu’il n’aurait
fallu pour des bactéries a Gram positif, comme en témoigne cette courbe.
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Figure 21: Courbe traduisant I'effet bactéricide de la propolis envers E. coli a différentes concentrations (% v/v) au cours
du temps. Pourcentage de CFU/mL par rapport a inoculum initial. (102)

D’aprés MM. AL-Waili et al., (64) I’extrait hydro-éthanolique de propolis provenant
d’Arabie Saoudite et d’Egypte inhibe la croissance de E. coli, et a méme un effet de synergie
lorsqu’il est utilisé avec du miel. Une souche d’E. coli multirésistante aux antibiotiques
(linézolide, vancomycine, érythromycine, céfuroxime, ampicilline, kanamycine) fut testée
avec succes ; la propolis est un agent prometteur pour les traitements de bactéries résistantes
aux antibiotiques. Grace a une méthode d’évaporation de I’alcool éthylique, cette méme
équipe a effectué les tests prouvant avec succes un effet bactériostatique sur Eschericha coli.
Ce n’est pas la seule équipe a avoir prouvé I’efficacité d’une solution non-éthanolique de
propolis sur cette bactérie (103). Ainsi, une solution de propolis sans alcool peut avoir un effet
bactériostatique, ce qui peut se montrer utile pour traiter certaines personnes sensibles a
I’alcool éthylique (enfants, femmes enceintes...). L’équipe de M. Al-Waili a de plus effectué
des tests avec des bactéries isolées, mais aussi avec différentes souches de bactéries mises
ensemble en milieu nutritif. Il se trouve que des cultures présentant :

e [ coli avec S. aureus
e [ coli avec C. albicans
e [ coliavec S. aureus et C. albicans

Ont bel et bien été sensibles a I’action de la propolis. Plus encore, S. aureus et C.
albicans ont été plus sensibles a cette action en présence d’E. coli. De plus, en présence de C.
albicans ou de C. albicans + S. aureus, E. coli est également plus sensible a la propolis.

Un des enjeux du traitement contre E. coli est la lutte contre les infections urinaires.
En effet, E. coli est la principale bactérie trouvée dans les infections du tractus urinaire, et
développe aujourd’hui des résistances a plusieurs antibiotiques (104). Voila pourquoi MM.
Lavigne et al., précédemment cités, ont évalué 1’association de propolis avec des
proanthocyanidines de type A pour réduire 1’adhésion de la bactérie Escherichia coli sur les
cellules urothéliales. Le test fut réalisé en utilisant, par voie orale, la canneberge associée ou
non a la propolis dans des doses variables, sur cinq volontaires. Bien que 1’échantillon soit
faible, cette ¢tude a le mérite d’étudier cet effet de la propolis in vivo dans des conditions
réalistes d’utilisation. Mais une autre mesure de cette activité se fait ex vivo au niveau
cellulaire, en testant 1’adhésion des bactéries sur les cellules urothéliales de nématode. Ces
essais montrent une plus grande efficacité de I’effet anti-adhésif de la canneberge sur E. coli
lorsqu’elle est associée a la propolis, et ce, de facon dose-dépendante. Plus encore, 1a méthode
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d’analyse par chromatographie liquide haute performance (CLHP) prouve I’excrétion de
composants de la propolis dans les urines, ce qui prouve que la propolis passe bien par le
tractus urinaire, et peut donc y avoir une action locale. Cependant, les analyses montrent que
les deux principaux flavonoides de la propolis (utilisés comme référence ici), la galangine et
la pinocembrine, s’y trouvent en faibles quantités. Cela conduit MM. Lavigne et al. a penser
qu’ils sont excrétés principalement sous forme de métabolites ( la CLHP permet en effet de
trouver des conjugué de la pinocembrine et de la galangine). Les métabolites de la
pinocembrine se retrouvent en quantités assez constantes dans les premieres 12h dans les
urines, avant d’atteindre leurs quantités maximales d’excrétion 24h apres 1’administration.
Quant aux métabolites de la galangine, ils atteignent leur pic maximal d’excrétion 4 a 6
heures aprés I’administration, et semblent maintenir cette valeur lors des collectes suivantes.
Cependant, la galangine serait excrétée en moins grande partie que la galangine dans les
urines, car le ratio galangine/pinocembrine est plus haut dans les capsules que dans les urines.
Ces conclusions présentent la propolis comme un nouveau moyen de lutter plus efficacement
contre les récidives, fréquentes, des infections du tractus urinaire.

3.2.10. Les Enterocoques

Les Enterococcus sont des bactéries commensales du tractus digestif @ Gram positif.
Elles semblent toutes étre sensibles a I’action bactériostatique de la propolis, ou en tout cas,
un grand nombre de souches d’entérocoques sont sensibles a cette action (105). Je n’ai trouvé
aucune étude a ce jour présentant une espece parmi les entérocoques qui ne soit pas sensible a
la propolis.

Enterococcus faecalis :

Enterococcus faecalis est une bactérie a Gram positif, commensale du tube digestif.
Elle peut causer des des endocardites, ainsi que des infections de la vessie, de la prostate ou
de 1'épididyme. Mais elle joue également un rdle dans les infections dentaires et posséde de
plus la capacité de former des biofilms.

MM. Netikova et al. (103) ont étudié¢ I’impact d’un extrait de propolis Tchéque dans
du diméthylsulfoxyde (DMSO) sur E. faecalis. Etrangement, les réponses de cette bactérie
selon les différentes concentrations testées forment un plateau, suggérant que la réponse ne
serait pas dose-dépendante. Quoi qu’il en soit, la propolis a bel et bien eu un effet inhibiteur
sur E. faecalis.

Il s’agit ensuite de voir si cet effet peut présenter un intérét dans les infections
dentaires, ou la lutte contre E. faecalis représente un enjeu majeur. Pour cela, MM. Jahromi
et al. (106) évaluent et comparent les CMI et les CFU (unités formant colonies) obtenues en
utilisant de I’hydroxyde de calcium (un désinfectant courant pour I’usage dentaire) et de la
propolis comme antibactériens dans les canaux de dents humaines. Ces dents, exemptes de
toute contamination bactérienne, sont mises en présence de E. faecalis et incubées avec de
I’hydroxyde de calcium, de la propolis, et bien sir des solutions de contrdle. On constate que
la CMI et les CFU obtenues sont trés inférieures aux valeurs correspondant a I’hydroxyde de
calcium. Plus encore, une autre étude prouve que 1’action de la chlorhexidine, elle aussi trés
utilisée comme désinfectant pour les canaux dentaires, n’excede pas de beaucoup celle de la
propolis (107). La propolis se révele dont étre un excellent agent antibactérien intracanal.
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3.2.11. Helicobacter pylori

Helicobacter pylori est une bactérie a Gram négatif de structure hélicoidale et munie
de flagelles. C’est une cause majeure des pathologies gastro-intestinales. En effet, cette
bactérie est responsable d’ulcéres gastro-duodénaux, de lymphomes gastriques MALT et de
carcinomes gastriques. La déformylase, un peptide synthétisé par H. pylori, catalyse le clivage
du groupe N-terminal que 1’on trouve a I’extrémité de toutes les chaines polypeptidiques
naissantes. Cette déformylase semble étre une cible prometteuse dans la thérapie contre
Helicobacter pylori. (108)

MM. Clui et al., pré-cités, ont fait des recherches sur la capacité de la propolis, et plus
particulierement d’un de ses constituants de nature phénolique, le CAPE (ester
phényléthylique d'acide caféique). De précédentes études ont démontré que la propolis avait
un effet inhibiteur sur la croissance de H. pylori in vitro (109). Ici, une étude prouve cette
efficacité avec divers solvants, et précise méme que les principaux constituants responsables
de cette action sont des constituants phénoliques. MM. Cui et al. ont donc évalué ’activité¢ du
CAPE contre la déformylase présente chez Helicobacter pylori. Les résultats prouvent que le
CAPE est un inhibiteur compétitif de la déformylase, avec une valeur d’IC50 (Concentration
de l'inhibiteur causant 50% d'inhibition) de 4.02uM. De plus, contrairement a de nombreux
inhibiteurs de cette enzyme, le CAPE bloque I’entrée du substrat, I’empéchant d’approcher du
site actif, sans que le CAPE n’aie d’interaction de type chélation avec la déformylase, et sans
qu’il n’interrompe la catalyse métal-dépendante.

Utilité de la propolis contre H. pylori dans le cadre de I’ulcére gastro-duodénal :

Pour comprendre la place de la propolis dans le traitement de H. pylori, il faut replacer
la contexte du traitement médicamenteux. Ce traitement , permettant d’éradique la bactérie
dans I’estomac et le duodénum, est incapable pour I’heure d’éliminer complétement ce micro-
organisme de la cavité orale. Or, le probléme de la ré-infection du tractus gastro-intestinal se
pose alors, et il y a risque de réapparition d’un ulcere gastro-duodénal. Cette éradication de H.
pylori dans la cavité buccale est un probléme actuel pour les dentistes et les gastro-
entérologues. Voila pourquoi M. Mkrtchyan, Z.G. (110), étudie ’action de la propolis sur 54
patients porteurs de H. pylori dans la salive et le fluide gingival (liquide qui suinte du sillon
gingivo-dentaire dans lequel il peut étre préleve). Les résultats ont été probants en utilisant
des bandages gingivaux imprégnés de clarithromycine, de miel et de propolis. Cette méthode
a méme montré une treés grande efficacité, selon I’auteur, qui insiste sur le fait que H. pylori
développe des résistances contre les antibiotiques, et qu’utiliser des moyens naturels reste
preférable.

Une étude réalisée par MM. Vaz Coelho et al. montre qu’on a obtenu un faible taux
d’éradication apparente de H. pylori parmi des personnes infectées en utilisant la propolis
seule, sans antibiotique. Ces quelques volontaires chez qui la bactérie a été semble-t-il
éradiquée (deux sur dix-huit individus) ont toutefois a nouveau eu des résultats positifs dans
les tests de dépistage a H. pylori quarante jours apres leur traitement a la propolis.

Comme on peut le constater, ’intérét de la propolis ne résidera pas uniquement dans
son action seule. Il s’agit de trouver une place a cette substance dans une thérapie antibiotique
s’il y a un effet de synergie découvert. MM. Nostro et al. (65) focalisent leur étude sur la
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clarithromycine, un antibiotique longtemps utilisé contre Helicobacter pylori, mais contre
lequel la bactérie a fini par développer une certaine résistance (de 13,8%, ce qui signifie que
la clarithromycine reste un antibiotique utilisable pour H. pylori (110)). Il se trouve que la
propolis possede un effet de synergie avec la clarithromycine, augmentant son activité contre
H. pylori. Voila qui confirme 1’idée que les bandages gingivaux de clarithromycine associée a
la propolis puissent étre une thérapeutique logique et efficace.

Ajoutons a cela que la propolis possede un effet protecteur de la muqueuse gastrique,
ce qui permet d’éviter voire de soigner des ulceres, indépendamment de son action sur H.
pylori (111). Cette propriété sera vue plus en détail dans le chapitre qui y est consacré.

Utilité de la propolis contre H. pylori dans le cadre de ’adénocarcinome gastrique :

On considere que les chémokines de la muqueuse jouent un rdle dans la pathogénese
des adénocarcinomes gastriques associés a Helicobacter pylori. Ces adénocarcinomes seraient
en fait une conséquence du processus d’inflammation chronique. Les interleukines 8 (IL-8)
produites par des cellules épithéliales infectées ont un role important dans 1’inflammation en
induisant I’activation et la migration des neutrophiles.

MM. Siba ef al. (112) ont étudié I’effet de 1’extrait éthanolique de propolis (ici issue
de la Pologne) sur la libération d’IL-8 par des cellules d’adénocarcinome gastrique humaines
infectées par H. pylori. Il se trouve que la libération d’IL-8 a été significativement inhibée par
la solution éthanolique de propolis, et ce, de fagon dose-dépendante. De plus, lors de cet essai,
une solution a 90pug/mL de propolis inhibe la croissance de H. pylori de facon significative.
Ces résultats prouvent I’efficacité d’une préparation a base d’extrait de propolis pour inhiber
partiellement I’inflammation gastrique induite par Helicobacter pylori en diminuant la
production d’IL-8, une piste, donc, dans la thérapeutique contre les adénocarcinomes
gastriques induits par H. pylori.

3.2.12. Autres

L’action antibactérienne s’applique également a de nombreuses autres especes
bactériennes, parfois moins documentées ou tout simplement posant moins de probleémes en
ce qui concerne la santé publique. Voici les données que 1’on peut trouver sur I’action de la
propolis sur ces autres especes bactériennes.

La propolis a une action bactéricide su les bactéries Prevotella nigrescens,
Fusobacterium nucleatum et Clostridium perfringens. (99)

L’action de la propolis Bulgare contre la plupart des bactéries anaérobies en cause
dans les infections de plaies (Clostridium a nouveau, Bacteroides, Propionibacterium) en font
un excellent traitement dans la prophylaxie des infections par bactéries anaérobies des
blessures sur peau et muqueuse. (100)

Les tests in vitro sur des bactéries périodontopathiques prouvent que Prevotella
intermedia, Prevotella melanogenica, Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Capnocytophaga gingivalis ainsi que Fusobacterium nucleatum,
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toutes a Gram négatif par ailleurs, sont bel et bien sensibles a I’action bactériostatique de la
propolis, avec les CMI suivantes :

Microorganism (MIC* - pg/mL)

Actinobacillus actinonyeetemconitans

ATCC 29323 and 29522

[a—y

Capmocytophaga gingivalis ATCC 33624 |
Fusobacterium nucleatum ATCC 10953 0.25
Porplyromonas gingivalis ATCC 33277 0.25
FPrevotella intermedia ATCC 33563 0.25
Prevotella melaninogenica ATCC 25845 0.25
Stapinvlococcus anreus (wild type) 14
Pseudomonas aeruginosa (wild type) 14
Candida albicans ATCC 10231, IAL 1ol 12
Escherichia coli (wild type) 14

Tableau 12: Concentration minimale inhibitrice (CMI) d'extrait éthanolique de propolis. Chaque souche de bactérie a été
testée quatre fois. (113)

Ces informations semblent donc faire de la propolis un excellent antiseptique pour les
pathogenes périodontopathiques.

Enfin, grace aux travaux de MM. Stepanovic et al. (63), on connait les CMI pour les
bactéries suivantes (en ug/mL) :

o M. luteus : 0,078

o S flexneri:5

e Y. enterocolitica : 1,25
e K. pneumoniae : 5

e S marscescens : 1,25
o P stuartii: (522,5)

e M. morganii: 1,25

P. rettgeri : 5

3.3. Effet antiviral

L’activité antivirale de la propolis a ét¢ démontrée lors de nombreuses études ; on sait
que la propolis est efficace contre les myxovirus, les poliovirus, les coronavirus, les
adénovirus (62) (114)et certains poxvirus (115). Cette action présente bien évidemment une
utilité thérapeutique, bien que son mode d’action soit encore trés méconnu. Et notamment, les
structures des composants de la propolis ne suffisent pas a laisser présager d’une action ou
d’une autre.

Ainsi, deux acylphloroglucinols polyisoprenylés isolés de la propolis Caribéenne, le
7-epi-némorosone et la plukénétione A, présentent une activité antivirale (116) . Le 7-épi-
némorosone ne montre aucune capacité a inhiber la transcriptse inverse in vitro, tandis que la
plukénétione A possede cette capacité. Ainsi, bien que ces deux composants possedent des
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similitudes dans leur structure moléculaire, les mécanismes d’action mis en jeu dans leur
activité antivirale semblent différents. Il semblerait, dans cette étude, que le 7-épi-
némorosome inhibe la réplication virale en interrompant la cascade signalétique Akt/PKB,
alors que la plukénétione A inhibe I’activité enzymatique de la transcriptase inverse, ce qui
prouve une action entilentivirale. Il semblerait que cette action de la plukénétione A sur la
transcriptase inverse se fasse par I’interaction de cette petite molécule sur le site enzymatique
catalytique. (116)

Cependant, plusieurs études se penchant sur 1’action de la propolis contre un
virus particulier permettent de mettre en lumicre les principaux composants antiviraux, et de
confirmer le bénéfice que pourrait représenter la propolis dans la lutte antivirale.

Afin de mieux comprendre de quelle fagon la propolis pourrait étre utilisée a cette fin,
voici I’effet obtenu sur quelques virus courants et contre lesquels on cherche a diversifier
I’arsenal thérapeutique.

3.3.1. InfluenzavirusA :

Les influenzavirus A sont des virus a8 ARN de la famille des orthomyxoviridae. IlIs
peuvent étre responsables de grippes allant de la simple grippe sainsonnicre a de véritables
pandémies.

Ces récentes pandémies que nous avons connues, causées par les influenzavirus A tels
que HINT1 ou H5N1, remettent sur le devant de la scéne les études permettant d’enrichir la
lutte contre cette famille de virus. Il apparait comme crucial de trouver de nouvelles
substances dans la lutte contre les virus appartenant a ce genre.

Certains tests in vivo menés par MM. Shimizu et al. (117) ont permis de receuillir les
données suivantes : treize extraits éthanoliques de propolis Brésilienne ont été administrés a
des souris infectées par un influenzavirus a la dose de 10mg/kg, trois fois par jour. Parmi ces
treize extraits, un seul a conduit a une réduction de la perte de poids des souris infectées.
Cependant, a des doses de 2 et 10 mg/kg, une prolongation significative de la survie des
souris a été observée. Cet effet est dose-dépendant, aussi cet effet n’est-il pas observable a
0,4mg/kg. Parmi les extraits de propolis testés, I'un a permi de réduire le taux de virus
détectés dans les fluides de lavages bronchoalvéolaires des poumons de souris lorsqu’il est
utilisé a la dose de 10mg/kg. L efficacité correspond a celle induite par de I’oseltamivir a
Img/kg deux fois par jour. La conclusion de ces auteurs et que si la propolis seule et en faible
quantité ne permet pas de venir a bout d’une infection a influenzavirus, elle permet toutefois
une activité contre ce virus et diminue la sévérité des symptdmes chez la souris, ce qui devrait
un faire un bon candidat pour un régime diététique anti-influenza pour I’Homme. J’ajouterais
qu’il faudrait toutefois veiller a utiliser de fortes doses de propolis pour atteindre ces
10mg/kg.

Nous disposons toutefois d’assez peu de données qui permettent d’expliquer cette
activité. Afin de mieux cibler I’action des différents constituants de la propolis sur les
influenzavirus A, MM. Serkedjieva ef al. ont testé I’activité de six substances, esters ou acides
cinnamiques substitués, identiques ou analogues a des composants de la propolis. L’un
d’entre eux, le férulate d’isopentyle, inhibe significativement I’activité infectieuse de
Uinfluenzavirus A issu de Hong Kong (H3N2) in vitro, ainsi que la production
I’hémagglutinines in ovo. (118)
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L’extrait de propolis aqueux posseéde lui aussi une activité anti-influenza, ce qui est
prometteur pour traiter les personnes auxquelles on ne peut pas administrer d’éthanol. (119)

Selon 1’étude sus-citée, les acides caféoylquiniques serait les composants anti-
influenza mis en jeu dans 1’extrait aqueux de propolis. Cependant, le taux d’ARN détecté par
cellule restant constant en présence de cet extrait aqueux, on aurait tendance a penser que
I’extrait aqueux de propolis n’a pas d’impact direct sur / 'influenzavirus mais possede plutdt
une activité cytoprotectrice. On quitte ici le domaine purement antiviral pour arriver dans le
domaine cytoprotecteur. Toutefois, ces assertions me semblaient avoir leur place ici car elles
permettent d’enrichir les données sur 1’utilité de la propolis dans le cadre d’une infection aux
influenzavirus chez ’homme.

Afin d’obtenir une inhibition maximale de la reproduction du virus, I’idéal est
d’utiliser la propolis, comme toute autre substance antivirale, durant tout le processus de
I’infection. (118)

3.3.2. Virus VIH

Le virus de I’'immunodéficience humaine (VIH) est un rétrovirus, appartenant au genre
de lentivirus. Il est transmis par certains fluides corporels : sang, sécrétions vaginales, sperme,
liquide pré-¢jaculatoire ou lait maternel. Le VIH conduit a un syndrome d’immunodéficience
acquise, un état affaibli du systéme immunitaire menant a de nombreuses infections
opportunistes. Il représente un enjeu majeur dans la thérapie antivirale ; en effet, I’'InVS
estime le nombre de découvertes de séropositivité a VIH en France a 6 400 en 2012 ; ce
nombre est stable depuis 2007 (120). Voila pourquoi la découverte de toute nouvelle
substance anti-VIH doit étre suivie avec intérét.

Or, selon MM. Gekker et al. (121), la propolis posséde une activité anti-VIH-1 qui
peut s’observer dans les lymphocytes CD4+ et les cultures de cellules microgliales. Cette
inhibition dont est capable la propolis se manifeste de facon dose-dépendante (une
suppression maximale de 85 a 98% a été observée a 66,6ug/mL, respectivement dans les
lymphocytes CD4+ et dans les cultures de cellules microgliales). Une activité similaire anti-
VIH-1 a été observée aves des échantillons de propolis provenant de différentes régions
géographiques. Le mécanisme de cette activité, concernant les lymphocytes CD4+, semble
mettre en cause une inhibition de I’entrée du virus dans la cellule.

La propolis posséde une activité antivirale additive avec la zidovudine, qui est un
inhibiteur de la transcriptase inverse. Cependant, aucun effet n’est noté en présence de
I’indinavir, un inhibiteur de la protéase. L’association avec d’autres antiviraux nécessite donc
des études complémentaires afin de déterminer quelles sont les meilleures associations.
(121)En tout état de cause, il a été démontré que la propolis exerce un potentiel anti-VIH
comme agent anti-intégrase du virus (122)

Mais quels composants peuvent donc entrer en jeu dans les mécanismes antiviraux de
la propolis lorsqu’il s’agit du virus VIH ? Parmi quelques composants testés (La melliférone,
certains triterpenes, I’acide anwuweizonique, I’acide bétulonique et I’acide moronique),
I’acide moronique fait montre d’une activité significative anti-VIH (la concentration effective
médiane, ou EC50, est a 0,1 pg/mL). (123)
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3.3.3. Herpes simplex virus

La propolis posseéde une activité sur les Herpes simplex virus (HSV) de type 1 et 2, qui
peuvent causer I’herpes labial ainsi que ’herpés génital. Ces virus, de la famille des
Herpesviridae, sont des virus 8 ADN double brin. Le HSV 1 est le plus souvent responsable
de I’herpés labial, tandis que le HSV 2 a plut6t tendance a provoquer I’herpes génital.
Toutefois, ce n’est pas une reégle absolue. Je mettrai ici le distingo entre les études réalisées
sur ces deux virus, HSV 1 et HSV 2.

Herpes simplex virus 1 :

Une activité bel et bien été observée en utilisant de 1’extrait de propolis, qu’il soit
¢thanolique (124) ou aqueux (L’IC50 est alors de 0,0004%, contre 0,00035% pour 1’extrait
¢thanolique) (114). Lorsqu’il est administré a des souris infectées par HSV 1 trois fois par
jour, il limite significativement leurs 1ésions cutanées (124) (dans cette étude, tous les extraits
de propolis n’ont pas eu cette efficacité, il faut 1a encore choisir le lieu de production de la
propolis selon I’activité désirée, et mieux encore, chercher a savoir quels composants sont
responsables de cette activité en vue de les doser). Un des extraits testés augmente
significativement la production d’interféron gamma par les splénocytes en réaction au virus
HSV-1. Plus étonnant, I’un des extraits testés semble n’avoir d’activité que testé in vitro.
Enfin, certains extraits de propolis testés augmentent 1I’hypersensibilité retardée, qui contribue
a lutter contre I’infection a HSV-1.

La propolis représente un moyen thérapeutique trés prometteur contre le virus HSV-1.
En effet, I’administration d’un extrait de propolis a 5% suffit a prévenir I’apparition et le
développement de symptomes dans des modeles in vivo tels que les rats ou les lapins
(infection de la cornée pour ces derniers). Cette activité s’accompagne d’une grande
innocuité, car aucun effet cytotoxique n’a été observé chez ces cobayes a une concentration de
20%. (125)

On observe a nouveau que I’extrait de propolis a d’autant plus d’activité qu’il est
administré tot : sur cellules Vero, I’administration de propolis avant ou pendant le moment de
I’infection permet d’obtenir 1’effet inhibiteur le plus significatif, mais méme lorsqu’un extrait
a 10% est administré deux heures apres le moment de 1’infection, on obtient une protection
allant de 80% a 85%. (125)

Il s’agit a présent de déterminer a quels composants cette activité est due.

Les flavonoides cont une classe de composants connus pour avoir une activité majeure
dans I’extrait de propolis. MM. Amoros et al. (126) se sont donc penchés sur ces composés
afin de déterminer lesquels, plus précisément, sont responsables d’une puissante activité anti-
HSV-1. Les flavonoides majeurs de la propolis ont été testés in vitro pour arriver aux
conclusions suivantes :

Les flavonols sont plus actifs contre HSV-1 que les flavones, I’ordre d’importance
étant : galangine, kaempférol et quercétine. Cela étant dit, les flavones agissent avec les
flavonols selon un effet de synergie. Cela explique pourquoi 1’extrait de propolis est plus
efficace contre le virus HSV-1 que les composants isolés de la propolis.
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Afin de sortir du champ des seuls flavonoides, je citerais MM. Schnitzler et al. (114),
qui ont étudié ’action anti HSV-1 de différents polyphénols, flavonoides et acides
phénylcarboxyliques identifiés comme étant les constituants majeurs. Ainsi, les constituants
sélectionnés furent 1’acide caféique, I’acide p-coumarique, 1’acide benzoique, la galangine, la
pinocembrine et chrysine. Seules la galangine et la chrysine ont alors eu une activité
antivirale. Ces résultats réaffirment I’activité antivirale des flavonoides déja exposée
précédamment. En effet, la galangine est un flavonol, et la chrysine est une flavone. On voit
aussi ressurgir 1’effet de synergie évoqué plus haut : les extraits contenant pllusieurs
composants différents possédent une bien meilleure activité anti HSV-1, ainsi que les
meilleurs indices de sélectivité (rapport de la dose cytotoxique sur la dose antivirale) par
rapport aux solutions de constituants isolés.

L’observation des effets de la propolis sur une culture cellulaire permet de se faire une
idée plus précise de son action. Ainsi, ajoutée a une solution de cellules Vero, on observe une
action sur la surface cellulaire, mais pas d’intercation directe avec les particules virales de
HSV-1. L’action antivirale de la propolis contre HSV-A est donc probablement dur a la
prévention de la pénétration du vrus dans la cellule-héte et /ou a I’inhibition d’une étape
interne durant la réplication du virus. (125)

En conclusion, la propolis semble étre un moyen efficace de lutter contre les infections
a Herpes simplex virus 1.

Herpes simplex virus 2 :

Non seulement des tests prouvent 1’efficacité de la propolis sur le virus HSV-2 (127),
mais de plus, MM. Vynograd et al. (128) ont réalisé des tests cliniques sur des humains.
Quatre-vingt dix volontaires porteurs du virus HSV type 2 ont participé a un essai randomisé
en aveugle afin de comparer 1’efficacité de la propolis canadienne et des crémes contenant
soit de I’aciclovir, soit un placebo. Le traitement était commencé au stade des irruptioins
vésiculeuses et fut administré quatre fois par jour. Les patients sont examinés lors des
troisieéme, septieéme et dixieme jours de traitement. Afin de les qualifier, nous nous référeronts
a ces quatre étapes : vésicules, ulceres, crolites et peau cicatrisée. Les résultats parlent d’eux-
méme : sur les 30 individus du groupe traité a a propolis, 24 sont guéris, contre seulement 14
dans le goupe traité a l’aciclovir et 12 dans le groupe ayant regu le placebo. De plus, la
guérison a été plus rapide dans le groupe ayant recu le traitement a base de propolis : lors du
troisiéme jour, 15 individus du groupe propolis ont des 1ésions sous forme de croiites contre
seulement § individus dans le groupe aciclovir et aucun dans le groupe placebo. Lors du
septieme jour, dix participants du groupe propolis sont soignés, contre quatre du groupe
aciclovir et trois du groupe placebo. Enfin, I’incidence positive de la propolis se ressent
¢galement sur la composition de la flore vaginale chez les femmes infectées : lors de
I’inspection initiale, 66% d’entre elles ont une surinfection bactérienne. Aucun changement de
cet état ne survient avec le placebo ou ’aciclovir, tandis que dans le groupe propolis,
I’incidence des surinfections a baissé pour atteindre 55%.

Afin de mieux cerner cette action spectaculaire, je me référerai a 1’étude réalisée par
MM. Nolkemper et al. (127) On y apprend déja qu’une action est obtenue en utilisant de
I’extrait aqueux ou éthanolique de propolis. L’IC50 obtenu pour I’extrait aqueux est de
0,0005% tandis que celui de I’extrait éthanolique est de 0,0004%. Les deux extraits possedent
une forte activité antivirale contre HSV-2 dans les tests de suspension virale, ou on observe
99% de chute du titre infectieux initial. Cette expression de I’activité anti-HSV-2 de la
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propolis s’observe de facon dose-dépendante. Cette activité s’accompagne d’une faible
cytotoxicité.

Ainsi, la propolis semble étre un moyen thérapeutique majeur dans la lutte contre le
Herpes simplex virus de type 2, et selon mes conclusions, devrait méme pouvoir remplacer
I’aciclovir. Il posseéde en effet une puissante activité ainsi qu’une faible toxicité, et présente
chez la femme I’avantage de diminer le taux de surinfections bactériennes.

3.3.4. Adenovirus :

Les adenovirus sont des virus de la famille des adenoviridae pourvus d’ADN a double
brin linéaire. IIs infectent les cellules a division lente, et peuvent donc causer des infections
dans I’appareil respiratoire, I’appareil digestif ou encore 1’ceil. Ils peuvent, dans de rares cas,
causer des encéphalites.

L’ester phényléthylique d’acide caféique (CAPE), un des composants majeurs de la
propolis, induit directement la mort cellulaire programmée, ou apoptose, de cellules infectées
par adénovirus de type 5. (129)

3.4. Effet antifongique

Dans une étude réalisée par Stepanovic ef al., on constate une action antifongique de la
propolis contre plusieurs especes fongiques, a des concentrations en propolis de 1’ordre de
0.16% a 1.25%. Pour comparaison, selon cette méme étude, 1’action de la propolis sur les
bactéries a Gram positif s’observe a des concentrations allant de 0.078% a 1.25%, et contre
des bactéries a Gram négatif, les concentrations sont comprises entre 1.25% et 5%. L’ action
de la propolis sur les champignons pathogénes est donc loin d’étre négligeable.

Cette action fongicide, de la part d’une substance naturelle et d’une grande innocuitg,
offre des possibilités de traitements alternatifs aux infections fongiques. Voici donc ce qui
ressort de la documentation disponible a I’heure actuelle :

3.4.1. Candida

Candida albicans, I’espece de Candida la plus fréquement rencontrée en pathologie
humaine, est un pathogéne fongique commensal chez 1’étre humain. Il s’agit d’un
microorganisme pléomorphe qui vit dans le tractus reproductif et intestinal de la moitié de la
population humaine. (130)

Candida spp. compte parmi les principales causes d’infections nosocomiales, ainsi, il
y a actuellement un besoin urgent de nouvelles substances antifongiques, d’autant plus que
cette espece fongique présente des résistances, notamment face aux azolés et a
I’échinocandine (130). La recherche de ces nouvelles substances est compliquée par le fait
que la plupart du temps, les substances présentant une activité antifongique présentent aussi
une toxicité pour les cellules des mammiféres. (131)
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Afin de lutter contre les infections a Candida, on peut utiliser la propolis sous
différentes formes. Une bonne connaissance des activités respectives de ces formes
permettent d’envisager ’utilisation de la propolis de facon plus rigoureuse. Ainsi, on fera la
différence entre 1’extrait éthanolique de propolis, 1’extrait aqueux, la propolis dans des
microparticules matricielles ou enfin sous forme d’extrait sec soluble. Toutes ces formes ont
¢été testées par MM. Berretta et al., avec les résultats suivants : L’extrait éthanolique de
propolis a été le plus puissant au niveau de 1’action fongicide, avec une CMF (concentration
minimale fongicide) de 7.0mg/mL, suivie de I’extrait aqueux, des microparticules matricielles
et enfin de I’extrait sec soluble. Enfin, a une concentration de 1% (10mg/mL) et sur un temps
de 12 a 24h, ’extrait éthanolique posseéde une action fongicide, ce qui n’est pas le cas de
I’extrait incorporé aux microparticules matricielles ou encore de 1’extrait sec soluble. La
supériorité de I’extrait éthanolique de propolis en ce qui concerne 1’activité fongicide est donc
¢tablie, mais les autres extraits ne sont pas a négliger pour autant, car ils permettent d’éviter
d’administer de 1’éthanol a certaines personnes fragiles. (132)

MFC £ 8D (mg/mL)

b3 1
. C. albicans 5C5314 G C. glabrata

parapsilosis

PEE 70=00 7.0=0.0 14.0= 0.0
PWE 24500 24500 245+ 0.0
PMM 13.7 0.0 27500 13.7 0.0
PSDE 11.73 +0.0 11.73 = 0.0 5.86 =00

Tableau 13: Concentration minimale fongicide (CMF) de I'extrait éthanolique de propolis (PEE) et de I'extrait aqueux
(PWE) de propolis intégrés a des microparticules matricielles (PMM) et sous forme d’extrait sec soluble (PSDE) sur
différentes espéces de Candida (132)

Selon cette méme étude, les meilleures réponses au traitement par la propolis ont été
obtenues apres 6 a 8 heures d’exposition.

Mais les possibilités d’optimisation ne s’arrétent pas la. Afin d’obtenir une utilisation
obtimale des constituants de la propolis, il peut étre nécessaire de la fractionner. Ainsi, pour
une utilisation contre Candida albicans, il a été prouvé que certaines fractions obtenues a
partir d’extraction huileuse avaient plus d’action que la propolis elle-méme. (133)

L’expression de I’effet de la propolis a I’encontre de Candida s’explique non
seulement par ses activités fongistatique et fongicide, mais aussi par la répression de certains
facteurs de virulence de ce pathogene. La propolis inhibe le dimorphisme de Candida. Ce
dimorphisme permet au champignon de passer de I'état de levure a celui d’hyphe. Cette
inhibition se manifeste a la dose de 0.22mg/mL chez Candida albicans, et peut éte observée
apres seulement 30 secondes a 15 minutes. De plus, le pourcentage dans une culture de la
forme hyphe est réduite a de plus faibles concentrations de propolis. Mais il a été prouvé que
la propolis inhibait bien les trois formes que peut prendre les champignons de type Candida
(134). Une autres explication de cet effet inhibiteur est que la propolis cause, de fagon dose-
dépendante et temps-dépendante, une inhibition de I’activité de la phospholipase (135).

Pour identifier les génes impliqués dans la sensibilit¢ de Candida albicans face a la
propolis, MM. De Castro ef al. (134) ont étudié 800 C. albicans présentant une mutation par
délétion homozygote ayant une tolérance diminuée a la propolis. 552 sont hypersensibles a
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I’action de la propolis, et elles incluent 17 génes impliqués dans 1’adhésion cellulaire, la
formation de biofilms, la croissance de filaments, le dimorphisme et la pathogénéese. (HST7,
GIN4, VPS34, HOGI, ISW2, SUV3, MDS3, HDA2, KAR3, YHBI1, NUP85, CDCI10,
MNNO, ACE2, FKH2 et SNF5).

Pour ce qui est de I’activité purement fongicide de la propolis a I’encontre de
champignons du genre Candida, on sait qu’elle est médiée par 1’activation des capases, qui
jouent un role lors de I’apoptose, mais aussi par le biais de la protéine Ras, qui contrdle la
prolifération. (134)

En utilisant un modéle de test basé sur la survie ou non d’un nématode infecté par
Candida albicans, MM. Brejer et al. (131) ont déterminé quelles étaient les substances
antifongiques contenues dans la propolis. Sans surprise, on y retrouve le CAPE, parmi 14
autres constituants permettant de prolonger la survie du nématode tout en inhibant
complétement ou en grande partie la filamentation de C. albicans. 57 autres constituants
prolongent la survie du nématode, mais sans inhiber cette filamentation.

L’extrait de propolis semble en outre proposer une solution au probléme des souches
résistantes aux antifongiques classiques. Ainsi, on observe une activité remarquable contre
des souches de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis et C. glabrata résistantes aux
antifongiques azolés. De plus, I’extrait de propolis posseéde un effet de synergie avec
I’amphotéricine B contre ces mémes souches, ce qui pourrait permettre de mettre au point un
protocole de lutte contre les Candida résistants au antifongiques azolés a base de propolis et
d’amphotéricine B (136). Il existe ainsi une étude prouvant la capacité de la propolis a inhiber
un variété de Candida glabrata résistante au fluconazole et resposable de candidoses
vulvovaginales récurrentes. (137)

Selon MM. Ota et al., I’activité antifongique de la propolis sur certaines especes de
Candida se classerait ainsi, de la plus forte a la plus faible : C. albicans > C. tropicalis > C.
krusei > C. guilliermondii. (138)

Voyons a présent comment cette puissante activité antifongique peut étre utilisée dans
des pathologies diies a des infections fongiques courantes : la candidose vulvo-vaginale, et la
stomatite dentaire associée a Candida.

Traitement de la candidose vulvo-vaginale

La candidose vulvo-vaginale est la seconde cause d’infections vaginales aux USA. Le
traitement de C. albicans se fait habituellement a base de dérivés azolés et de polyenes.
Toutefois, ces substances sont responsables d’effets secondaires indésirables et d’une certaine
toxicité. De plus, des résistances de C. albicans face aux azolés et a I’échinocandine ont été
décrites. (130)Enfin, de nombreuses femmes, face a la récurrence du probléme, ont
demandeuses d’un traitement plus naturel. (139)

MM. Mousavi et al. constatent que lorsqu’on utilise la propolis sous forme de créme
chez des patientes atteintes d’infections vaginales a Candida albicans, un soulagement des
démangeaisons et de la leucorrhée a été observé chez 68% d’entre elles, contre 92% du
groupe testé a la clotimazole (échantillon de 100 femmes séparées en deux groupes de 50)
(139). Un effet en conditions thérapeutiques est donc bien observable, encore qu’il soit
moindre que celui obtenu en utilisant un antifongique azolé. La propolis peut donc s’inscrire
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en tant qu’agent complémentaire dans le traitement contre la mycose vaginale a Candida
albicans. Toutefois, face aux résultats obtenus en utilisant la propolis sous forme de créme,
une équipe de chercheurs a tenté d’augmenter 1’efficacité de la propolis en utilisant d’autres
véhicules.

Ainsi, afin de pouvoir offrir une meilleure efficacité a la propolis contre la mycose
vaginale, I’équipe de MM. Berretta et al. (132) se penchent sur des formulations de gels ayant
pour base les produits suivants : le carbopol 940 et le poloxamer 407. La préparation est
appliquée a des patients infectés par C. albicans toutes les 12 heures pendant 7 a 10 jours. Un
traitement de sept jours permet de réduire la charge fongique de 60.2%, 84.8% et 97.2%
respectivement pour I’extrait dans du carbopol, dosé a 1% (CP1%), I’extrait dans du
poloxamer, dosé a 1% (PP1%) et enfin la clotrimazole, qui est ici la référence. Au bout de dix
jours, ces résultats passent a 84.2%, 89.4% et 97.9%, toujours respectivement.
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Figure 22: Charge fongique d’un lavage des muqueuses vaginales aprés 7 et 10 jours de traitement avec CP1%, PP1% et
une créme de clotrimazole aprés infection par C. albicans 3153A (20pg, cellule/mL) (132)

On constate que de cette manicre, le traitement a la propolis semble bien plus indiqué
pour lutter contre les infections génitales a C. albicans chez la femme. L utilisation de la
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propolis pour traiter des infections vaginales possede de plus I’avantage de pouvoir exploiter
I’action anti-inflammatoire de la propolis, sur laquelle nous reviendrons dans le chapitre prévu
a cet effet.

Les propriétés lipophiles inhérentes des terpénoides leur confeérent une affinité avec les
membranes. Le trans-nérolidol et le farnésol sont des composants capables d’inhiber la
transition dimorphique de C. albicans. Ce dimorphisme correpond a une transition de la forme
levure a la forme mycéliale, il s’agit d’un critére de virulence de ce champignon. Ainsi,
I’inhibition de cette transistion peut étre un moyen de controler ce pathogéne. (140)

Traitement de la stomatite associée a Candida

La stomatite dentaire est une 1ésion inflammatoire dans la muqueuse palatine, assez
commune. Une association entre les stomatites et Candida spp., spécialement Candida
albicans, a été rapportée (141). Le traitement inclut une hygiéne dentaire correcte et une
réduction des facteurs favorisant cette stomatite. L.’association de ces procédures avec une
thérapie topique antifongique donne de bons résultats.

MM. Capistrano et al (142). ont fait paraitre une étude tres édifiante sur les stomatites
dentaires associées a Candida, dont le but était d’évaluer I’activité de la propolis brésilienne
verte dans le traitement des stomatites dentaires associées a candida, avec comme molécule
de référence le miconazole. 55 patients présentant des stomatites a Candida spp sont divisés
en trois groupes de traitement : 15 ont recu de la propolis en gel a 2.5%, 15 du gel au
miconazole 2%, et 15% ont eu un bain de bouche a la propolis a 24%. Ces traitements ont été
administrés 5 fois par jour pendant deux semaines. Les trois groupes ont donné lieu a une
réduction significative, voire a une totale rémission des érythémes dus a la stomatite, ainsi
qu’a une décroissance des colonies de Candida. 11 n’y a aucune différence statistique dans
I’efficacité entre les différents groupes de traitement. La propolis Brésilienne a donc un effet
similaire au miconazole dans le traitement des stomatites associées a Candida, ce qui en fait
une alternative naturelle aux traitements actuels. Les patients ayant testé le bain de bouche a
la propolis ont été les plus satisfaits pour ce qui est du gotit et de la facilité de prise de leur
traitement. On observe en outre que la rémission ne présente pas de corrélation avec la
sévérité de 1’état clinique initial.

Ainsi, la propolis représente une alternative sé€rieuse aux traitements classiques des
stomatites associées a Candida, et, en raison de son faible colit et de sa faible toxicité, pourrait
méme représenter un enjeu majeur de santé publique dans le traitement de cette pathologie.

3.4.2. Effet antifongique de la propolis sur des champignons pathogénes autres
que Candida

L’effet antifongique de la propolis ne s’arréte évidemment pas au seul genre Candida.
Il s’observe également sur de nombreux organismes fongiques pathogenes.

Ainsi, il s’applique aux champignons du genre Trichophyton, qui peut causer des
dermatophytoses chez I’humain (143). Avec des échantillons de propolis Tcheque et
Slovaque, on observe cet effet, et on peut y ajouter certaines précisions. Ainsi, les échantillons
bruts de propolis se sont montrés moins inhibiteurs que les extraits. De manicre générale,
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I’extrait dans 1’ether de pétrole est celui pour lequel on observe la plus forte activité
antifongique in vitro, avec une CMI variant entre 16 et 64 ng/mL. Notons au passage que les
auteurs, MM. Buchta, Cemy et Opletalova, ont eu I’idée d’utiliser pour leur extraction
I’appareil de Soxhlet, une méthode décrite dans cette thése au chapitre « Extraction et
purification ».

Le genre Aspergillus, qui peut étre responsable chez I’homme de 1’aspergillose, est lui
aussi sensible a I’extrait de propolis. Une concentration en extrait de propolis éthanolique
correspondant a 0.0312g/dL posséde un effet partiel sur Aspergillus fumigatus, et une
concentration de 0.125g/dL est active sur Aspergillus niger. (144) De plus, I’extrait de
propolis a 2% possede un effet antifongique sur Aspergillus parasiticus (145).

Les champignons du genre Microsporum ont aussi montré une sensibilité, dose-
dépendante, a la propolis, particulierement Microsporum gypseum et Microsporum canis.
Toutefois, a de fortes concentrations, cette sensibilité commence a décroitre (103). Rappellons
que Microsporum canis est responsabes de teignes chez le chat et le chien, qui peuvent étre
transmissibles a I’Homme, et que Microsporum gypseum est un dermatophyte, qui est
responsable d’affections fongiques cutanées humaines.

L’action antifongique de la propolis peut aussi s’étendre au domaine alimentaire : en
effet, I’extrait de propolis inhibe la croissance de Altenaria alternata, Aspergillus niger,
Aspergillus parasiticus, Botrytis cinérea, Fusarium oxysporum i.sp. melonis et Penicillium
digitatum, qui sont responsables de moisissures sur les aliments (146).

Utilisation de la propolis contre les mycoses cutanées

D’aprés les investigations de MM. Silici et al., la propolis représente un antifongique
susceptible d’étre utilisé sur des infections fongiques cutanées. En effet, I’extrait de propolis
testé a inhibé la croissance de toutes les souches de champignons pathogenes extraites de
plusieurs patients atteints de mycose cutanée. (147)

Utilisation de la propolis contre les mycoses buccales

Les infections fongiques de la cavité buccale semblent également étre un domaine
d’utilisation de la propolis, selon MM. Gomes et al. (148), qui ont remarqué une activité de
I’extrait de propolis contre toutes les souches de bactéries ayant pu étre extraites de plusieurs
patients atteints de mycoses buccales. Ces champignons étaient des Candida albicans, des
Candida tropicalis, et des Actinomyces israelli, avec une CMI variant entre 1.75 et 14.0
png/mL. Mais I’activité de la propolis pour soigner ces pathologies ne s’arréte pas la : en effet,
elle permet aussi de lutter contre les bactéries le plus souvant responsables de surinfections,
c’est-a-dire Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis et
Actinobacillus actinomycelemcomitans. La conclusion de MM. Gomes et al. est que la
propolis devrait étre d’avantage testée en vue de proposer un traitement alternatif des
infections de la cavité orale, comme les stomatites ou les périodontites.

Utilisation de la propolis contre les onychomycoses
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L’onychomycose est une infection fongique commune due a une invasion de 1’ongle
par un champignon pathogene. Ces champignons représentent a eux seuls 50% des
pathologies des ongles. Bien que I’onychomycose ne soit pas importante en termes de
morbidité et de mortalité, elle peut affecter sérieusement le confort de vie des patients (149).
Bien que les derniéres décennies aient permi le développement de nouveaux antifongiques, les
onychomycoses continuent de poser un probléme au niveau du traitement. Les thérapies
actuelles incluent une approche topique, et orale lorsque 1’invasion devient trop sévere. Le
traitement par voie orale est trés efficace, mais présente une certaine toxicité.

Les principales espéces fongiques responsables d’onychomycoses sont les levures
(63.2%), les dermatophytes (28.1%), et les champignons non-dermatophytes (8.6%). Les
doigts des mains sont plus touchés que ceux des pieds. Selon MM. Khosravi et al. (150),
I’espece la plus fréquemment trouvée est Candida albicans (38.5%), suivie de Candida spp.
(23.1%) (Notemment C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. usitanea, C. glabrata et C.
stellatoidea. (149)), C. tropicalis (10.8%), C. kefyr (6.2%), C. kruzei (3.1%), Malassezia
globosa (4.6%), M. sloofiae (23.1%) et M. pachydermatis (1.5%). MM. Oliveira et al., dans
une autre étude, ajoutent a cette liste des Trochosporons, dont T. asahii, T. ovoides et T.
cutaneum, mais aussi Geotrichum candidum et Saccharomyces cerevisiae (149). Sur ce point,
les deux études ne sont pas tout a fait concordantes. On peut cependant y retrouver, pour
toutes deux, une grande abondance de Candida par rapport aux autres pathogénes.
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Fig. 1: distmbution of species of yeasts 1sclated from onvehonryeo-
sis. A: Candida parapsilosis; B: C. albicans; C: Saccharomyces
cervevisiae; D Gestrichum candidum; E: C. glabrata; F: Trichos-
poron spp., G: C. stellatoidea; H: C. guiliermondii; I. C. kefiv; I: C.
lusitanea; K- O tropicalis.

Figure 23: Distribution des espéces fongiques isolées d’onychomycoses selon MM. Oliveira et al. (149)

Parmi toutes les levures isolées lors de 1’étude de MM. Khosravi ef al., pré-cités, sept
possedent une résistance au fluconazole. La CMI moyenne de la propolis pour les souches
susceptibles a la propolis est de 5.8ug/mL, et cette valeur monte jusqu’a 12.25ug/mL pour les
souches résistantes au fluconazole.

MM. Oliveira et al. (149) se sont eux aussi penchés sur cette possibilité d’utiliser la
propolis contre les onychomycoses. La CMI nécessaire pour inhiber les 67 champignons
pathogenes isolés d’onychomycoses fut de 0.5pug/mL en ne considérant que la fraction
flavonoique, ce qui parait coincider avec I’étude de MM. Khosravi ef al. On apprend
¢galement que Trichosporon sp. est I’espece la plus sensible a I’action antifongique de
I’extrait de propolis, tandis que les especes les plus résistantes sont C. tropicalis et C.
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lusitanea. Pour toutes les souches testées, en plus de son action fongistatique, la propolis a
montré une activité fongicide.

Micro-organisme Nombre de souches CMIso CMilso
testées

Candida albicans 8 0.250 0.250

Candida parapsilosis 23 0.125 0.250

Candida tropicalis 15 0.250 0.500

Candida lusitana 5 0.125 0.500

Trichosporon sp. 5 0.125 0.125

Tableau 14: Variation de la CMI (pg/mL) de I’extrait de propolis contre 56 champignons pathogénes isolés et leurs CMI50
et CMI90. Parmi les 67 souches isolées d’onychomycoses, 11 n’ont pu étre testées car le nombre de souches isolées n’a
pas été assez grand pour obtenir un résultat statistique concluant. (149)

3.5. Effet antiparasitaire

La propolis posséde une activité contre de nombreux pathogenes susceptibles de
causer des infections humaines. On a pu voir que parmi ces pathogénes, il y avait les
bactéries, les virus et les champignons microscopiques. Mais 1’extrait de propolis se montre
¢galement prometteur contre les parasites, dont certains sont responsables de grandes
endémies. Ainsi, MM. Monzote et al. (151) ont observé une activité antiparasitaire d’ un
extrait éthanolique de propolis contre des Leishmania, des trypanosomes et des plasmodiums.
Voici un recensement des données permettant de mieux cibler cette action antiparasitaire.

3.5.1. Leishmania

La leishmaniose est une parasitose endémique présente dans 88 pays, qui mene a des
lésions chroniques cutanées, cutanéo-muqueuses ou viscérales. Elle est provoquée par
plusieurs espéces du protozoaire Leishmania, et son vecteur est un moustique du type
phlébotome. Le parasite Leishmania commence son cycle chez I’homme sous forme de
promastigote extracellulaire, puis est rapidement phagocyté par les macrophages et se
transforment en amastigotes. Ces amastigotes se multiplient dans les cellules infectées et
atteignent différents tissus. Dans I’intestin des phlebotomes, porteurs du parasite, on trouve ce
dernier sous la forme de promastigote. La prévalence de la leishmaniose dans le monde est de
12 millions de personnes, et la population a risque atteint les 350 millions. La leishmaniose
fait donc partie des maladies pour lesquelles il est urgent de trouver de nouvelles armes
thérapeutiques. Son traitement actuel consiste en des injections fréquentes et douloureuses de
sels d’antimoine pentavalent. Le probléme est aggravé par le fait que le Leishmania présente
une résistance a ce traitement. Le traitement de seconde intention consiste en 1’administration
de pentamidine et d’amphotéricine B, qui présentent une certaine toxicité ainsi qu’une
difficulté d’administration. Voila pourquoi MM. Ayres et al. (152) se sont penchés sur
I’action de plusieurs extraits éthanoliques de propolis Brésilienne sur Leishmania
amazonensis, et particuliérement sur ses formes promastigote, amastigote extracellulaire ainsi
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que sur les macrophages péritonéaux infectés. Tous les extraits de propolis testés sont
capables de réduire la charge parasitaire, comme on peut le voir via le nombre de
macrophages infectés et le nombre de parasites intracellulaires. L’effet antiparasitaire
s’observe bien sur les forme promastigote et amastigote. Ces effets sont confirmés par une
autre étude, qui fut réalisée par MM. Santana et al (153). La propolis rouge collectée dans
I’Etat d’ Alagoas, en particulier, contient de fortes concentrations de composés prénylés et de
benzophénones, et s’est montrée la plus efficace contre L. amazonensis.

L’activité antiparasitaire de la propolis s’étend en fait a plusieurs especes de
Leishmania. Ainsi, son activité a été prouvée sur Leishmania amazonensis et Leishmania
braziliensis, qui causent les formes cutanée et cutanée diffuse de la leishmaniose, mais aussi

sur Leishmania chagasi, responsable de la leishmaniose viscérale, et sur Leishmania major.
(154)

I1 s’agit d’une activité assez puissante. Pour comparaison, lors d’un essai in vivo, on
observe de bons résultats en utilisant la propolis par rapport a un groupe témoin traité par
glucantime. Ainsi, quatre groupes de souris infectées par le parasite leishmania présentent une
diminution des lésions de 78.6% en utilisant la propolis par voie orale, de 84.3% en utilisant
la propolis en topique, 90.0% en utilisant la propolis en topique et par voie orale, tandis que le
groupe traité par glucantim ne présentait une rédaction des Iésions que de 57.7%. (155)

On observe chez L. braziliensis des changements morphologiques de la forme
promastigote lors d’un traitement a I’extrait éthanolique de propolis brésilienne. Ces
changements peuvent s’observer dés 2h d’incubation. Certains promastigotes présentent des
signes de rétraction tandis que d’autres ont subi plusieurs modifications de leur flagelle.

Figure 24: Photographie obtenue par microscopie électronique d'un promastigote de Leishmania traité par un extrait de
propolis. (154)

La forme promastigote a été inhibée par une concentration en extrait éthanolique de
propolis brésilienne correspondant a 100pg/mL sur 24 heures. Apres 96 et 168 heures, toutes
les concentrations testées ont permis de réduire la prolifération de ces cellules (les
concentrations en question allant de 5 a 100pg/mL). (156)
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Figure 25: Cinétique de la prolifération des promastigotes de Leishmania apres traitement a la propolis (5, 10, 25 et
100pg/mL) ou IA glucantime pendant 24, 96 et 168h (154)

Cette activité se trouve étre dose-dépendante et temps-dépendante. Une autre propriété
intéressante de la propolis serait une absence de toxicité sur les macrophages. Il se trouve
qu’au-dela de la dose de 25ug/mL, en-deca de laquelle I’activité antiparasitaire n’est pas
satisfaisante, deux extraits de propolis se montrent toxiques envers les macrophages. Ces
extraits sont ceux caractérisés par une richesse coniféraldéhydes en ce qui concerne le
premier, et, en ce qui concerne le second, une par une richesse composés prénylés et en
coniféraldéhydes.

Il est intéressant de noter qu’a la concentration de 25ug/mL, I’extrait éthanolique de
propolis réduit la charge parasitaire présente dans les macrophages, mais ne présente pas de
toxicité directe envers les formes promastigotes et amastigotes extracellulaires. Cela conduit a
penser que les constituants de la propolis intensifient le mécanisme d’activation des
macrophages conduisant a la destruction de L. amazonensis. En revanche, d’autres extraits
n’ont pas eu cette toxicité pour les macrophages tout en poss€dant une activité antiparasitaire
sur le Leishmania. Il s’agissait de I’extrait riche en composés prénylés et de I’extrait riche en
composés prénylés et en benzophénones. Ce dernier extrait est a la fois le plus actif contre
Leishmania amazonensis et le plus inoffensif pour les macrophages.

Bien sir, ces profils ne peuvent servir a déterminer quel type de molécule est toxique
pour les macrophages et laquelle possede une activité antiparasitaire, car les extraits de
propolis se caractérisent par un grand nombre de composés dont la teneur varie d’un
¢chantillon a I’autre. Si 1°‘on souhaite analyser plus précisément 1’activité des composants de
la propolis dans I’inhibition des Leishmania, on sait que les composés associés a une
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inhibition de la prolifération de la forme amastigote sont des composés prénylés et les
benzophénones (157), tandis que les composés suivants : acide caf€éique, acide p-coumarique,
aromadendrine-4'-methyl ether, 3-prenyl-p-coumaric et 3,5-diprenyl-p-coumaric exercent un
effet direct sur les formes promastigotes et diminuent les 1€sions diies a I’infection in vivo
(155). Les flavonoides, monosaccharides et d’autres composés phénoliques jouent un role
dans I’action antileishmania des formes promastigotes chez L. major, L. chagasi et L.
braziliensis. (154) Enfin, un possible effet de synergie de ces composants ne doit pas étre
écarté.

L’utilisation de I’éthanol pour extraire la propolis semble ici étre incontournable pour
obtenir un effet antiparasitaire correct. L’utilisation d’extrait aqueux de propolis permet de
réduire la charge parasitaire dans le foie, mais pas dans la rate. L’association de la propolis a
des liposomes d’antimoniate de meglumine (meglumine antimoniate, MA) permet de faire
diminuer cette charge parasitaire dans le foie et dans la rate, mais cette diminution reste assez
faible. Toutefois, ces deux types d’extraits peuvent &tre administrés afin de protéger le foie et
la rate. (158)

Toujours d’aprées MM. Ayres ef al., I’effet antiparasitaire observé est également di
soit a une modification du métabolisme, soit a 1’intensification d’une activation des
macrophages menant a une production accrue de cytokines. Des macrophages incubés avec de
la propolis brésilienne (156) ont eu une forte augmentation de leur intériorisation du parasite
et de son ¢élimination. Une production accrue de TNF a été observée chez des souris pré-
traitées a la propolis, tandis que I’Interleukine 12 (IL-12) sécrétée a été diminuée pendant
I’infection. Cet effet observé peut étre imputé a la présence de composés phénoliques
(flavonoides, acides aromatiques, benzopyranes), de di- et triterpénes, et d’huiles essentielles
présents dans la propolis.

3.5.2. Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis est un protozoaire flagellé dont la présence sur les muqueuses
génito-urinaires provoque la trichomonose.

Selon MM. Xu et al., la propolis poss€de une activité contre Trichomonas vaginalis
qui s’observe clairement in vitro. Cette activité est dépendante de la dose administrée et du
temps de contact respecté (159). Cependant, cette activité ne s’observe pas nécessairement
avec n’importe quel échantillon de propolis. Ainsi, sur un modele in vivo, MM. Fidalgo et al.
(160) ont testé dix-huit échantillons de propolis cubaine et seuls cinq ont eu une activité
contre Trichomonas vaginalis a une concentration inférieure a 10png/mL. En conclusion, la
propolis peut étre un outil thérapeutique contre ce parasite des voies uro-génitales, mais il faut
savoir pratiquer des analyses rigoureuses afin d’étre siir d’utiliser un extrait de propolis
présentant bien une activité anti Trichomonas.
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3.5.3. Trypanosome

Le Trypanosome est un parasite intracellulaire responsable de la maladide de Chagas,
ou maladie du sommeil, encore négligée sur le plan médical. Cette maladie endémique a une
prévalence de 18 million de cas recensés dans le monde. La thérapie actuelle est toujours celle
qui fut introduite il y a quarante ans, et elle possede une forte toxicité. Il s’agit du
benznidazole et du nifortimox. De plus, leur efficacité durant les phases chroniques de la
maladie laisse a désirer. Dans ce contexte, il y a une recherche intense de nouveaux composés
synthétiques ainsi que de produits naturels pour le traitement de la maladie de Chagas. (161)

Afin de mieux comprendre le mécanisme d’action de la propolis contre Trypanosoma
cruzi, il convient de commencer par un rappel sur son cycle parasitaire. Sa transmission a
I’homme se fait par les féces de réduves, qui sont des punaises infligeant des piqires a I’étre
humain. Le trypanosome commence alors son cycle sous forme de trypomastigote, qui va
pénétrer dans les cellules afin de se transformer en amastigote. Va alors commencer un cycle
ou les amastigotes, apres s’étre multipliés dans les cellules, en sortent sous forme de
trypomastigotes, qui vont a leur tour s’internaliser dans les cellules de I’hdte sous forme
d’amastigotes. La forme épimastigote, elle, ne va se trouver que dans le systeme digestif des
réduves, vecteurs de la maladie de Chagas.

Selon MM. Dantas et al. (161), I’extrait éthanolique et acétonique de propolis bulgare
ont une activité antiparasitaire sur les amastigotes, avec un IC50/24h de 36.4 + 4.9 pg/ml et
39.5 £ 8.2 ng/ml, respectivement (fig. a). Ajoutons que selon MM. Higashi et al. (162),
I’extrait dans le diméthylsulfoxyde possede lui aussi cet effet antiparasitaire, et ce, contre les
trois formes du parasite.
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Figure 26: Pourcentage de lyse des amastigotes de T. cruzi selon la concentration en extrait éthanolique de propolis
administré sur 24h. (161)

Le traitement de muscles infectés a T.cruzi avec de |'extrait éthanolique de propolis conduit a
une diminution de I'infection (fig. b) et de la prolifération intracellulaire des amastigotes, avec un

92



IC50/24h de 2.2 + 0.3 pg/ml, tandis que des dommages sur la cellule-h6te ne sont observables qu’a
une concentration 12.5 fois supérieure a la dose affectant le parasite, c’est-a-dire a 25mg/mL.
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Figure 27: Pourcentage d’infection des cellules par T. cruzi selon le temps de traitement (heures) et la concentration en
extrait éthanolique de propolis. (161)

Les travaux de MM. Dantas ef al. nous permettent également de faire la lumiére sur
cette action de la propolis au niveau biochimique. Sur la forme épimastigote du parasite, les
cibles principales sont les mitochondries et le réservosome. En effet, I’extrait de propolis
provoque des interférences avec la morphologie de la mitochondrie, incluant une raréfaction
de sa matrice, une absence de crétes dans la membrane interne et une augmentation du
volume de I’organite pour une concentration en propolis de 100pg/mL. En ce qui concerne les
réservosomes, ils présentent une forme treés hétérogeéne et des inclusions. De plus, ’extrait
éthanolique a 80ug/mL affecte le complexe mitochondrie-kinétoplaste (réseau d’ADN
circulaire) chez les trypomastigotes, altérant son organisation, ce qui conduit a la formation de
structures membranaires concentriques et de larges vacuoles dans le cytoplame, ainsi qu’a une
diminution de la densité électronique des réservosomes. Comme les réservosome sont des
compartiments de stockage cruciaux de lipides et de protéines, 1’action de 1’extrait
¢thanolique de propolis doit probablement interférer avec 1’ingestion de macromolécules chez
T. cruzi. Enfin, on observe chez I’épimastigote une dilatation de 1’appareil de Golgi lors d’un
traitement a I’extrait éthanolique de propolis a la concentration de 100pug/mL. Ces altérations
de I’appareil de Golgi induites par I’extrait peuvent compromettre la glycosylation et/ou de
transport de protéines du réticulum endoplasmique vers les vacuoles et les lysosomes (163).

De fagon plus générale, 1’extrait de propolis dans I’acétone induit des altérations dans
la morphologie du parasite trypomastigote, et 1’extrait éthanolique tend a arrondir sa région
postérieure et a réduire sa taille lorsqu’il est utilisé a la concentration de 100pg/mL. Ce
résultat obtenu par MM. Dantas et al. est également corroboré sur des trypomastigotes par
I’équipe de MM. Higashi et al., (162), ces derniers ajoutant que 1’effet observable est
température-dépendant.

Les parasites intracellulaires se sont montrés environ 20 fois plus susceptibles a
I’action de I’extrait éthanolique de propolis que les formes libres (161). De plus, la forme
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épimastigote semble elle-méme plus sensible a cette action que la forme trypomastigote (163).
Cela dit, une telle différence de vulnérabilité du parasite selon ses formes a déja été décrite
avec d’autres médicaments.

Intéressons-nous a présent au modele animal, qui permet d’obtenir des résutats sur le
parasite in vivo. Chez la souris infectée, on constate que les niveaux d’urée, de créatine kinase
(CK), d’aspartate aminotransférase (AST ou GOT) et d’alanine aminotransférase (ALT ou
GPT) augmentent. Cette augmentation est inhibée par I’administration d’extrait éthanolique
de propolis. Plus important encore, la mortalité a elle aussi diminué. On observe chez 7. cruzi
des vésicules acides devenant neutres sous I’action de la propolis. Une telle altération peut
étre due a une activité réduite des pompes a protons des réservosomes. L’accumulation de
lipides et la diminution de la densité électronique de la matrice des réservosomes, avec
I’altération de 1’appareil de Golgi, suggere que ’extrait éthanolique de propolis interféere avec
I’endocytose. Quant a la réduction de la densité électronique, elle peut étre dlie a une
diminution du contenu en protéines. L.’augmentation du ratio lipides/protéines observé chez la
forme épimastigote traitée par la propolis renforce 1’idée que cette substance altére le
métabolisme du parasite, le menant a sa mort. Il semblerait que des atteintes fonctionnelles
précedent des atteintes structurelles. (163)

Une diminution de la masse splénique et une modulation de la réaction inflammatoire
peuvent étre observées chez des souris infectées par 7. cruzi et traitées par extrait éthanolique
de propolis Bulgare. De plus, on observe une modification de la population en lymphocytes
mobilisés lors de I’infection. Ces données indiquent que le traitement de 7. cruzi par propolis
chez la souris interfére avec les propriétés basiques des cellules immunitaires. (164)

Trypanosoma cruzi n’est pas le seul trypanosome a étre sensible a I’action
antiparasitaire de la propolis. Ainsi, une activité trypanocide dose-dépendante est observée in
vitro chez Trypanosoma brucei brucei (165), ainsi que chez Trypanosoma envansi. Chez ce
dernier, tous les trypomastigotes sont tués in vitro apres une heure d’incubation avec
10pg/mL d’extrait éthanolique. Cependant, des tests in vivo sur des rats n’ont conduit qu’a
une faible augmentation de la longévité chez certains sujets testés lorsqu’une concentration de
300 et 400mg/kg est utilisée. (166)

De méme, I’extrait éthanolique de propolis brésilienne, administré a des souris
infectées a la dose de 25-300 mg/kg, ne réduit que Iégerement la parasitémie, mais permet
toutefois d’augmenter la survie des animaux infectés et n’induit aucune Iésion hépatique,
musculaire ou rénale. La conclusion qu’on peut en tirer est que la propolis possede bien une
activité sur le trypanosome in vitro, mais que son effet trypanocide in vivo est faible.
Cependant, I’augmentation de la survie chez les sujets ne doit pas étre négligée. Il est clair
que la propolis seule ne peut suffire a traiter les individus atteints de la maladie de Chagas.
Cette substance naturelle devrait avoir une place comme thérapie complémentaire dans le
traitement des infections a trypanosome (163).
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3.5.4. Plasmodium

Le plasmodium est un protozoaire dont cinq espéces provoquent le paludisme, ou
malaria, chez ’Homme. Il a ét¢ démontré que I’extrait de propolis posséde une activité
antiparasitaire in vitro contre ce protozoaire, avec une IC50 obtenue a la dose de 0.2pg/mL
(167).

Dans les études menées par MM. Syamsudin et al. , I’équipe de recherche cible en
particulier le Plasmodium berghei. Une solution d’extrait éthanolique de propolis et
administrée a des souris a la concentration de 25, 50 et 100 mg/kg pendant quatre jours, par
voie orale. MM. Syamsudin et son équipe ont alors mesuré la réaction d’hypersensibilité
(immunité humorale), ainsi que 1’activité des macrophages péritonéaux et leur capacité de
phagocytose face au parasite 7. berghei. Ces recherches révelent que la propolis possede une
forte activité immunomodulatrice, ainsi que nous le verrons dans le chapitre dédié a cet effet,
mais une faible activité anti Plasmodium, comme le prouvent I’augmentation des
Immunoglobulines G (IgG) ainsi que I’activité des phagocytes et leur capacité de phagocyter
le parasite. En résumé, la faible activité que la propolis exerce sur des sujets atteints de la
malaria n’est pas dlie a une action directe contre le parasite, mais a une augmentation de
I’efficacité du systéme immunitaire. De cette maniére, la propolis permet d’augmenter la
survie du sujet atteint, et bien qu’elle ne posséde évidemment pas sa place en thérapie seule
contre le paludisme, on peu I'utiliser en complément d’une thérapie classique (168).

3.5.5. Giardia intestinalis

Giardia intestinalis, anciennement Giardia lamblia, est un protozoaire flagellé qui
possede la capacité d’infecter I’intestin gréle humain, causant une maladie qui porte le nom de
giardiose ou lambliose. La symptomatologie de cette maladie est tres variable, allant de la
forme asymptomatique a des douleurs abdominales, des nausées, une diarrhée aigiie ou
chronique (pouvant alors durer jusqu’a plusieurs mois), une malabsorbtion et une perte de
poids. Cette maladie est suspectée comme étant la cause de problémes de croissance chez
I’enfant. On trouve G. intestinalis chez les mamiferes, il est transmis par 1’ingestion de la
forme kystique présente dans 1’eau ou la nourriture. Le probléme de la propagation dans ’eau
est que ce protozoaire est résistant au chlore. G. intestinalis est le parasite intestinal le plus
courant dans les pays développés. La thérapie actuelle repose sur le 5-nitroimidazole, la
quinacrine, le furazolidone, la paromomycine, le benzimidazole et le nitazoxanide. La plupart
d’entre eux possedent des effets secondaires, et de plus, G. intestinalis a développé une
résistance contre ces médicaments. Dans un tel contexte, il est naturel de chercher de
nouveaux outils thérapeutiques dans les produits naturels. (169)

MM. David et al. ont prouvé que I’extrait de propolis avait bel et bien une activité in
vitro sur la prolifération des trophozoites de Giardia, c’est-a-dire sa forme végétative (170). Il
permet en outre d’inhiber la croissance de ces trophozoites, et ce, de facon dépendante de la
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dose et du temps d’incubation. La meilleure inhibition de cette croissance parasitaire a été
observée sur des cultures exposées a 125, 250 et 500ug/mL de propolis. Une réduction de la
croissance des trophozoites de 50% est observée a 125ug/mL, tandis que les concentrations de
250 et 500pg/mL permettent d’obtenir un taux d’inhibition supérieur a 60%. De plus, la
propolis inhibe 1’adhérence du parasite et on a observé un détachement des trophozoites a
toutes les concentrations de propolis pré-citées. Des observations microscopiques ont révélé
des changements de I’aspect piriforme des cellules et une réduction de la fréquence des
battements de flagelle chez une grande partie des trophozoites (171) .Cependant, la propolis
n’a exercé aucune inhibition de ’activité de la protéase sur ces trophozoites, dont la capacité
d’hydrolyse est identique au controle (170).

Lorsqu’elle est utilisée en prophylaxie in vivo, la propolis permet de diminuer de
manicre significative I’intensité de 1’infection, tout en modulant la réponse immunitaire : on
observe chez la souris infectée une augmentation des niveaux sériques d’interféron gamma et
du ratio de lymphocytes CD4+ sur CD8+. En traitement, on observe une diminution
significative du nombre de trophozoites. Cette diminution est méme supérieure a celle
obtenue par traitement avec le métronidazole au bout de six jours, puis 1’efficacité des deux
produits devient la méme au bout de 12 jours. Il est a noter que la propolis a eu un effet
indésirable lorsqu’elle est utilisée seule : elle a augmenté la réponse inflammatoire intestinale.
Cependant, combinée avec le métronidazole, elle n’a pas eu cet effet indésirable et cette bi-
thérapie a permis de réduire le nombre de parasites chez 1’hote de fagon bien plus efficace
qu’en utilisant chaque produit seul. Leur utilisation combinée permet en outre de préserver
I’homéostasie intestinale et son architecture histologique (172).

3.6. Effet Analgésique

La propolis est largement utilisée au Brésil, dans la médecine populaire, pour ses
propriétés anti-inflammatoires. Cet usage empirique demande une confirmation scientifique,
afin de savoir si la propolis peut étre utilisée dans le domaine de la douleur et de
I’inflammation.

MM. Dulcetti et al. (173)ont donc étudié, en 1998, les propriétés anti-inflammatoires et
nociceptives d’un extrait éthanolique de propolis brésilienne. L’effet analgésique de la
propolis est évalué par deux tests : I'un consistant a injecter dans la cavité péritonéale de
I’animal (ici des souris) une substance nocive causant de séveres douleurs abdominales ainsi
que des contractions. L’évaluation de I’efficacité antidouleur de la substance a tester se fait
selon le nombre de torsions abdominales subies par I’animal. L autre test consiste a chauffer
la queue d’un rat afin de voir a quel stade la douleur le pousse a effectuer un mouvement vif
de la queue afin de la retirer. Les résultats montrent une inhibition significative de la douleur
chez la souris a une dose de 1000mg/kg, avec une diminution des contorsions de 52,8%. A la
méme dose chez le rat, le temps avant le retrait de la queue augmente de fagon significative
(174). MM. De Campos et al. (173) relevent pour leur part, lors d’administration péritonéale
de la propolis, un ID50 (concentration responsables d une inhibition de 50% des contorsions)
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correspondant a une concentration de 2.7mg/kg lors d’un test utilisant 1’acide acétique,
10.8mg/kg lors du test au kaolin et 10.7mg/kg lorsqu’on utilise le zymosan. Les maximums
d’inhibition sont obtenus a 58 +5, 57 £ 10 et 51 + 5%, respectivement. L’administration
orale de propolis permet ¢galement d’obtenir une inhibition de la douleur (induite cette fois
par capsaicine), avec un maximum d’inhibition égal a 39+8% pour une administation en
propolis allant de 3 4 30 mg/kg, et a 41 +8% pour une administration en propolis allant de 25
a 100 mg/kg.

Cependant, MM. Paulino et al. ne repérent aucune activité analgésique lors des essais
sur plaque chauffante. (175)

L’absence d’inhibition de 1’effet de la propolis lors d’une administration conjointe de
naloxone (inhibiteur de la morphine) tend a démontrer que 1’effet analgésique obtenu est
indépendant de la voie d’activation des récepteurs opioides, cela lors des expériences menées
par MM. Paulino et al. (173). Cela étant dit, MM. Dulcetti ez al. (173) ont, eux, mis en
¢vidence une activité inhibitrice de la naloxone sur I’extrait de propolis, et en concluent donc
qu’un ou plusieurs de ces composé€s empruntent bel et bien la voie des récepteurs opioides.
Cette disparité est difficile a expliquer. Peut-&tre est-elle die a la différence de composition
entre les échantillons de propolis utilisés d’un laboratoire a 1’autre, 1’'un des deux échantillons
possédant des composés qui prendraient la voie des récepteurs opioides, I’autre non. Mais il
ne s’agit 1a que d’une hypothése, la variabilité expérimentale d’un modéle in vivo pouvant
¢galement jouer.

La conclusion de ce chapitre sur I’efficacité analgésique de la propolis est délicate.
Tout d’abord, les résultats obtenus par les différentes équipes citées sont parfois
contradictoires. De plus, les modéles mis en jeu possedent bien souvent une composante
inflammatoire, et les essais infructueux de MM. Paulino et al. (176) lors des tests sur plaque
chauffante, exempts de toute composante inflammatoire, les poussent a suggérer que 1’action
analgésique obtenue lors des autres tests est en fait due a 1’activité antiinflammatoire de la
propolis. Il est clair que ce domaine d’action de la propolis nécessite des travaux
complémentaires pour compléter I’information a laquelle le corps médical peut accéder quant
a la possibilité d’utiliser la propolis dans le traitement de certains types de douleur.

3.7. Effet anesthésique local

L’extrait éthanolique de propolis ainsi que certains de ses constitants possedent un
effet anesthésique local. Ainsi, MM. Paintz et Metzner relatent que cet effet peut étre obtenu
avec un extrait total de propolis, avec la pinocembrine seule, la pinostrobine seule ou encore
avec un mélange d’acides esters caféiques qui se trouvent dans la propolis. Ces trois derniers
extraits ont d’ailleurs eu en moyenne une activité trois fois supérieure a celle de 1’extrait total
de propolis. Enfin, en application sous-cutanée, la pinocembrine et le mélange d’acides esters
caféiques ont eu le méme ordre d’efficacité que la lidocaine. Cette similitude d’efficacité, en
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administration sous-cutanée, avec la lidocaine, a déja été relatée dans d’autres travaux, et on
compare ¢galement cette efficacité a celle de la cocaine. (177)

Les propriétés anesthésiques de la propolis pourraient avoir une importance toute
particuliére dans le domaine des soins dentaires, car comme nous 1’avons vu en étudiant ses
propriétés antibactériennes, elle posséde déja un fort potentiel dans ce domaine en tant
qu’antiseptique. Certains pays utilisent déja la propolis dans le cadre d’une anesthésie locale
pour les soins dentaires. (178)

3.8. Effet antioxydant

I1 est établi que le métabolisme cellulaire génere des espéces réactives de 1’oxygene
(ou ROS), comme le peroxyde d’hydrogéne (H202), I’anion superoxyde et 1’ion hydroxyle,
ainsi que des espéces réactives de I’azote (RNS), comme le monoxyde d’azote (NO). Ces
especes réactives peuvent servir de marqueurs. Les espéces réactives de 1’oxygene sont
habituellement détoxifiées par des enzymes intracellulaires, comme la glutathion peroxydase,
la superoxyde dismutase ou la catalase. Une accumulation d’especes réactives de I’oxygene et
de I’azote cause ce qu’on appelle le stress oxydant. On observe alors une dégradation de
lipides, de protéines, d’ADN, etc, avec des effets déléteres.

Les especes réactives de I’oxygene, produites notemment par les neutrophiles, sont
impliquées dans la pathogénése de différentes maladies, dans lesquelles I’apport de
substances antioxydantes pourraient apporter un puissant bénéfice chez le patient en tant que
prophylaxie. La propolis est riche en flavonoides, qui sont de puissants antioxydants, capables
de lutter contre les radicaux libres et ainsi protéger les membranes cellulaires contre la
peroxydation des lipides. 1l serait donc utile de controler les qualités de ce produit naturel en
tant qu’antioxydant. (179)

La propolis permet d’endiguer I’augmentation de macrophages et de neutrophiles dans
les alvéoles pulmonaires chez des souris exposées a de la fumée de cigarette (la fumée de
cigarette contient des composés oxydants, 1014 radicaux par bouffée. Cela stimule les
phagocytes qui produisent des especes réactives de 1’oxygene, ou ROS, comme le peroxyde
d’hydrogene ou des radicaux hydroxyl. Ces espéces réactives de 1’oxygene vont provoquer la
peroxydation des lipides et promouvoir la signalisation via la protéine NF-kB et la production
de TNF-a.). Le traitement a la propolis a également permis de normaliser les parametres
biochimiques, comme les nitrites, les niveaux de myeloperoxydases, I’activité des enzymes
antioxydantes (superoxyde dismutase, catalase, glutathion peroxydase), le ratio
glutathion/glutathion oxydé, et la malondialdéhyde (ou aldéhyde malonique, marqueur de la
peroxydation des lipides). De plus, il y a eu réduction de I’expression du TNF- a. Enfin, la
propolis et I’acide caféique inhibent la production de NO par les macrophages (180) .
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Cette activité antioxydante n’est pas anecdotique, en effet, les valeurs d’IC50 pour le
test au DPPH sont de 0,03917mg/mL et de 0,0121 1mg/mL pour deux extraits de propolis
algérienne. Ces résultats correspondent a un effet antioxydant puissant (181).
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Figure 28: Effet antiradicalaire d’extrait éthanolique de propolis chilienne selon sa concentration. Essai réalisé via le test
DPPH avec le Trolox comme molécule de référence. (182)

La propolis est non seulement capable de diminuer les dommages ADN par
péroxydation lipidique, un mécanisme fortement associé a des complications cardio-
vasculaires, mais agit aussi comme un chasseur de radicaux libres et réduit la production
d’interféron gamma (183). L’activité de 1’extrait de propolis contre la peroxydation des
lipides semble s’exercer lors des phases d’initiation et de propagation. (184)

L’action inhibitrice de la propolis ouvre un champ de possibles dans le domaine
médical chez I’étre humain. En effet, la peroxydation lipidique a de nombreuses
conséquences. Les hydroperoxydes instables produits se décomposent en donnant de nouveau
radicaux libres, provoquant des oxydations de biomolécules mais aussi des aldéhydes réactifs
qui feront des adduits sur les groupements NH2 des biomolécules (acides nucléiques,
protéines, lipides). Ainsi, toutes les structures cellulaires sont touchées, et particulierement les
membranes (comme la membrane plasmique, mais aussi les membranes des organites comme
les mitochondries ou les lysosomes). (183).

La dose de propolis a administrer afin d’avoir une activité antioxydante est de
200mg/kg/jour. Au-dela (300mg/kg), on observe au contraire une activité pro-oxydante, qui
augmente 1’activité de la superoxyde dismutase, de la glutathion peroxydase et de la
peroxydation des lipides. (183)

Certains composés de la propolis, comme I’artépilline C, I’acide coumarique et la
drupanine, ont un effet antioxydant contre les agents oxydants environnementaux, comme des
rayons UV. L’hypothése de MM. Lopesa et al. est que ces composés ont pu avoir une action
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protectrice contre 1’oxydation induite par la fumée de cigarette dans les tests qu’ils
pratiquérent sur les souris (183).

Afin de mieux comprendre I’effet antioxydant de la propolis, il convient de se pencher
sur les différents constituants responsables de cette activité. De manicre générale, la
corrélation établie entre le contenu total en flavonoides de la propolis rouge brésilienne et son
activité antioxydante suggere que cette activité est die aux composés phénoliques et
flavonoides présents dans 1’échantillon de propolis. (185)Les composés phénoliques de la
propolis, comme le CAPE, la galangine et le kaempférol sont responsables de baisse de
niveaux des especes réactives de 1’oxygene et des especes réactives de 1’azote, in vivo sur des
neutrophiles, par leur effet antioxydant (183). Des études prouvent que les principaux
constituants responsables d’un effet antioxydant de la propolis rouge brésilienne sont le
chalcones et les isoflavonoides, comme le 7-O-méthylvestitol, la médicarpine et le 3,4,2',3'-
tetrahydrochalcone. Ces substances agissent comme donneuses d’électrons (85). D’autres
¢tudes comme celle de Simoes-Ambrosio et al. (186) suggérent que 1’aromadendrine-4’-
méthyl éther, ’artépilline C et la baccharine ont un effet antioxydant contre les especes
réactives de 1’oxygene produites par les neutrophiles. Or, dans le travail de MM. Lopesa et al.
(187), dans lequel la propolis inclue bien ces composés, on observe une diminution des
neutrophiles dans le parenchyme pulmonaire. La conclusion de ces auteurs est que cette
diminution des neutrophiles peut étre causée par I’action antioxydante elle-méme. 1l
semblerait par ailleurs que I’aromadendrine-4’-métyl éther et la baccharine jouent un role
essentiel dans 1’activité antioxydante, alors que I’artépilline C est moins importante pour cet
effet (186). MM. Bufalo et al. (180) ont obtenu un effet antioxydant plus puissant avec 1’acide
caféique seul qu’avec un extrait total de propolis. Ce dernier possede la capacité d’inhiber la
production de NO dans les macrophages.

Afin de pouvoir sélectionner le meilleur type de propolis pour se servir de ces
capacités antioxydantes, il faut préter attention a la saison de récolte. Selon les travaux de
MM. Simdes-Ambrosioa et al. [163], I’activité antioxydante de la propolis semble subir une
variation selon la saison ou la récolte a eu lieu. Cela s’explique par la variation dans la
composition d’échantillons selon la saison de récolte: la quantité d’aromadendrine-4’-méthyl
ether, d’artépilline C et de baccharine n’est pas la méme sur les échantillons récoltés a
diverses périodes de 1’année. Or, nous avons vu que ce sont des composés majeurs en ce qui
concerne I’action antioxydante de la propolis. Cette équipe a relevé une activité antioxydante
maximale de la propolis brésilienne verte lorsqu’elle est récoltée aux mois de Mai, Juin et
Aout.

Bien sir, le lieu de récolte posséde lui aussi une influence sur 1’efficacité de I’extrait
de propolis concernant son activité antioxydante. Il semblerait ainsi que la propolis rouge
chinoise soit celle qui possede la plus puissante action antioxydante, ce qui serait di
principalement a sa teneur élevée en CAPE (188).

Sa capacité a inhiber les mécanismes oxydatifs est une des propriétés les plus
importantes de la propolis. Toutefois, en 1’état actuel des choses, le corps médical manque de
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données sur la biodisponibilité et la stireté d’utilisation de ce produit. Des études cliniques
permettraient de faire évoluer la situation (179).

3.9. Effet anti-inflammatoire

Habituellement, le processus d’inflammation est bénéfique. Il a en effet pour but
d’éliminer 1’agent pathogene et de permettre la réparation des tissus. Mais il arrive que ce
processus devienne néfaste pour différentes raisons : 1’agressivité de I’agent pathogéne, sa
persistance, le siége de I’inflammation, d’éventuelles anomalies de régulation de
I’inflammation, ou encore une anomalie quantitative ou qualitative des cellules intervenant
dans le processus inflammatoire.

I1 a été prouvé que la propolis posséde une activité antiinflammatoire. Sa fraction
soluble dans 1’acétate d’éthyl semble étre la plus active en ce qui concerne cette propriété.
Une fois de plus, il s’agit d’une propriété pharmacologique qui se trouve étre dose-dépendante
(189). Cette propriété anti-inflammatoire est déja utilisée au Brésil dans la médecine populaire
(174).

L’effet anti-inflammatoire de la propolis a été attribu¢ a des mécanismes variés, tels
que I’inhibition de la production d’eicosanoides et de monoxyde d’azote, 1’action
antioxydante, la modulation de la mobilisation de I’ion calcium, I’angiogéneése et son activité
modulatrice sur les leucocytes. (190)

De plus, il a été observé que le CAPE exerce une action sur la cyclo-oxygénase-2, ou
COX-2, qui sont des enzymes permettant la formation de prostaglandines a partir de 1’acide
arachidonique, activant ainsi un phénomene inflammatoire. La région 5° de promoteur de la
COX-2 contient des sites de fixation pour le NF-kB. Ainsi, le NF-kB est un régulateur de
I’expression de la COX-2 dans de nombreuses lignées cellulaires. Or, plusieurs études
suggerent que le CAPE est un inhibiteur spécifique de 1’activation du NF-kB. L’activation du
NF-kB est induite par de nombreux facteurs, comme les cytokines inflammatoires. Il se trouve
justement, comme nous le verrons plus en détail au cours de ce chapitre, que la propolis
possede une action sur la concentration en cytokines lors d’un phénomene inflammatoire.
Cette activation du NF-kB est également induite par le stress oxydatif, qui est lui-méme
régulé par la propolis, comme nous venons de le voir. (191)

L’administration de propolis verte brésilienne chez I’animal sujet au stress chronique
augmente la génération de peroxyde d’hydrogene, ce qui suggere une modulation de
I’activation des macrophages (192).

Dans un modele d’inflammation in vivo, il a été démontré que I’extrait de propolis
verte brésilienne supprime la migration des cellules sans compromettre le dépot de collagéne,
qui permet le phénoméne de bourgeonnement (193).

101



En administrant de I’extrait aqueux de propolis a des souris par voie orale, a la
concentration raisonnable de Smg/kg, MM. Machado et al. (194) ont pu étudier le mécanisme
antiinflammatoire de la propolis en relation avec son activité immunomodulatrice. On observe
des effets tres divers selon 1’échantillon de propolis utilisé pour les tests.

Un des constats qu’ils ont pu réaliser est que certains extraits aqueux de propolis ont
inhibé¢ les cytokines pro-inflammatoires et augment¢ les cytokines anti-inflammatoires, ce qui
permet de supposer que la propolis peut bel et bien avoir un avenir en tant qu’outil dans la
thérapie contre I’inflammation. Encore s’agit-il de choisir avec soin la propolis a utiliser. La
propolis induit différents effets dans la formation des granulomes, en relation avec leur poids
et I’cedéme formé. On peut ainsi observer une diminution du poids total des granulomes et de
I’cedéme avec certains extraits. D’un échantillon a 1’autre, on peut observer un effet pro-
inflammatoire ou anti-inflammatoire. (194)

Certains extraits n’induisent aucun changement hématologique chez 1’animal, tandis
que d’autres augmentent le nombre de leucocytes et autres cellules de la lignée blanche. Un
des extraits testés par MM. Machado ef al. a méme conduit a une réduction des plaquettes.
(194)

Une augmentation significative du nombre de macrophages a été observée dans les
lavages broncho-alvéolaires collectés chez des animaux traités a la propolis et chez lesquels
on a induit une inflammation pulmonaire. Le nombre de neutrophiles, lui, diminue. Le
nombre de lymphocytes ne présente pas de changements. Quant au mod¢le du granulome, on
y observe une augmentation des leucocytes pour certains extraits de propolis. Ces leucocytes
dont le nombre a augment¢ sont principalement des lymphocytes et des neutrophiles. (194)

Ces résultats démontrent que la propolis altére la migration des cellules, mais interfere
aussi avec le recrutement des cellules de 1a moelle vers le sang et les tissus. Une diminution,
dans le modele granulome, du nombre de cellules dans la moelle des animaux traités, suggere
une augmentation du recrutement des cellules de 1a moelle épiniere vers le sang, et permet
d’expliquer I’augmentation du nombre de leucocytes dans le sang. On observe en outre une
capacité des extraits de propolis de moduler le recrutement des cellules dans la zone sujette a
I’inflammation, qui réduit le nombre de neutrophiles par rapport aux autres cellules.
Rappelons que les neutrophiles peuvent nuire aux tissus inflammés. Les cellules
inflammatoires présentes dans le foie, elles, diminuent. (194)

Certains extraits aqueux de propolis ont permis de faire diminuer la concentration en
TNF- a, en IL-8 et en IL-6, qui sont des cytokines pro-inflammatoires. Dans le méme temps,
ces extraits ont aussi augmenté les concentrations en TGF-B et en IL-10, qui sont des
cytokines anti-inflammatoires. L’extrait de propolis contribue donc a diminuer la réactin
inflammatoire en favorisant la libération de cytokines anti-inflammatoires et en inhibant les
cytokines pro-inflammatoires. (194)

La propolis possede un puissant potentiel anti-inflammatoire, mais ses effets sont tres
variables. La mauvaise sélection d’un échantillon peut conduire a une activité pro-
inflammatoire et a une augmentation de I’cedéme. D’autres échantillons de propolis peuvent
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n’avoir aucun effet sur I’inflammation. Cependant, le choix éclairé d’un échantillon de
propolis adapté peut conduire a une action anti-inflammatoire, et anti-oedémateuse. (194)

Les acides p-coumarique et caféique (qui sont des acides phénoliques), testés
séparément du restant des composants de la propolis dans un mode¢le de granulome, ne
montrent pas spécialement d’effet sur le phénomene inflammatoire, dans un sens ou dans
I’autre. Les paramétres biologiques, quant a eux, ne subissent pas de changement significatif,
ce qui semble prouver que ces acides phénoliques n’exercent pas d’action sur 1’inflammation
seuls, mais par un effet additif entre eux. Cependant, dans d’autres mod¢les expérimentaux,
ces acides phénoliques, dont 1’acide cinnamique, ont exercé une stimulation des lymphocytes
et induit une production de cytokines (195). Certains auteurs ont attribué 1’effet anti-
inflammatoire de la propolis a I’acide salicylique, I’apigénine, 1’acide férulique et la galangine
(196). De plus, des études sur ’artépilline C, 1’acide phénolique qui constitue le principal
composant de la propolis verte, montrent une inhibition de la prostaglandine E2 (PGE2),
démontrant I’effet de ce composé sur I’inflammation. (194)

Plus particulierement, I’artépilline C (qui est un dérivé de I’acide cinnamique) semble
posséder en elle-méme une puissante activité anti-inflammatoire, en inhibant de maniére
significative la production de ROS, de RNS, de NO et de cytokines IL-1p, IL-3, IL-4, IL-5,
IL-9, IL-12p40, IL-13, IL-17, TNF-a, G-CSF, GM-CSF, MCP-1, MIP-1a, MIP-1B, RANTES
et KC, tout en bloquant I’expression de la protéine NF-kB lors d’une réaction inflammatoire.
Sa faible masse moléculaire et sa structure chimique augmentent son affinité pour les
membranes cellulaires ainsi que son incorporation dans la cellule, ce qui permet d’éviter la
conjugaison de ce compos¢ actif en composé inactif durant I’absorption intestinale. Ces
propriétés suggerent une forte biodisponibilité et une forte activité biologique de 1’artépilline
C.(197)
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Figure 1: Chemical structure of artepilin C (3,5-diprenvi-2-hydroxyvannamicaad).

Figure 29: Structure chimique de I'artépilline C (197)
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La composition complexe de la propolis peut étre la réponse a 1’existence des
nombreuses activités, treés diverses, attribuées a ce produit. Les composés phénoliques
représentent les composants les plus remarquables de la propolis, car ils sont considérés
comme responsables de la plupart de ses propriétés. De plus, ils interagissent entre eux dans
un extrait de propolis, ce qui résulte en différents effets observables. (194)

En conclusion, la propolis posseéde un effet net sur le processus inflammatoire, en
jouant un réle dans le chimiotactisme cellulaire, le recrutement dans la moelle de cellules
inflammatoires et modifiant les quantités de cytokines sécrétées. Cet effet est principalement
da a son contenu en acides phénoliques. Cependant, la grande variabilité de son influence
selon I’échantillon de propolis récolté nécessite des études complémentaires sur les activités
distinctes obtenues selon les composés testés, et leurs concentrations. Cela permettrait de
sélectionner selon des criteéres scientifiques des échantillons de propolis adaptés a une
utilisation chez 1’étre humain. Il semblerait, pour commencer, que la propolis chinoise
posséde une excellente activité anti-inflammatoire (188).

3.10. Effet immunomodulateur

Nous I’avons vu dans le précédent chapitre, la propolis exerce un effet anti-
inflammatoire par le biais de ses propriétés immunomodulatrices. Ces propriétés, justement,
peuvent a leur tour étre utilisées en tant que telles. Moduler le systéme immunitaire peut
permettre de lutter plus efficacement contre certaines infections, a condition d’utiliser un
extrait de propolis adapté a ’'usage que 1’on compte en faire. L’immunomodulation peut aussi
étre un mécanisme allant a ’encontre de la prolifération de tumeurs (198).

L’extrait éthanolique de propolis exerce une activité inhibitrice dans le processus de
différenciation des lymphocytes CD4+ Thl, via les cytokines IL-2 et [IFN-y (199). Cette
action pourrait étre utile pour traiter les colites dans le cadre d’une alimentation enrichie a la
propolis. Elle est de plus la preuve que certains extraits de propolis ont la capacité
d’augmenter la réaction immunitaire d’hypersensibilité retardée, médiée par les lymphocytes
T. Cette réaction contribue a lutter, notamment, contre I’infection a HSV-1 (124). Le bon
choix d’un extrait de propolis peut donc aider le systéme immunitaire a répondre par une
meilleure réaction selon le type d’agression qu’il subit.

Paradoxalement, la propolis active également les fonctions des macrophages, et ce, de
facon dose-dépendante (98) . Cette augmentation de 1’activité des macrophages est
notamment mesurable par une augmentation in vitro de la production de H202, qui est
relaché lorsque le macrophage combat un pathogéne. Les constituants en cause dans cette
activité en particulier sont I’acide cinnamique et ’acide caféique. Cependant, la méme équipe
qui met en évidence 1’augmentation de H202 in vitro obtient 1’effet inverse in vivo, et de plus,
note une diminution in vitro du NO, qui est lui aussi un marqueur de I’activité des
macrophages (200). MM. Ivanovskan et al. (195) permettent d’ébaucher une explication en
prouvant que I’acide cinnamique tend a inhiber la libération de H202 par les macrophages
péritonéaux, alors que I’acide café¢ique induit une augmentation de la production de
métabolites. Tout se jouerait donc sur la balance entre certains composés présents dans
I’échantillon de propolis utilisé pour les tests. Il y aurait aussi une diminution de la production
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par les macrophages de prostaglandines et de leucotriénes. (201) Les autres études citées au
cours de ce paragraphe ainsi que tout le long de ce chapitre sur I’immunité permettent
toutefois de maintenir que la propolis exerce bien une action stimulante sur le macrophage.
En plus de jouer un réle dans leur activation, elle augment aussi leur nombre de maniére
significative dans le cas d’une inflammation (194). Il a en outre été prouvé que 1’action de
I’extrait éthanolique de propolis augmente le phénomene de phagocytose des cellules
phagocytaires en général lors d’une infection fongique (202). Cette action résulte en une
meilleure efficacité de la défense immunitaire contre 1’agent responsable de I’infection. (200)

La propolis active les lymphocytes NK, ou natural killer, qui combattent les cellules
cancéreuses. Les NK sont activés par des cytokines, comme des interférons alpha, beta,
gamma, ou les TNF-[J, IL-1, IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, TGF-[J ] Omais leur
activation par la propolis reste obscure. On suppose que les mastocytes activés par la propolis
produisent des cytokines qui vont a leur tour activer les NK (203).

Certains extraits n’induisent aucune changement hématologique chez 1’animal, tandis
que d’autres augmentent le nombre de leucocytes et autres cellules de la lignée blanche. Un
des extraits testés par MM. Machado et al. a méme conduit a une réduction des plaquettes.
(194)

Dans le modéle d’une inflammation avec granulome, on observe des variations dans
les cellules présentes sur le site de I’inflammation. Le nombre de leucocytes augmente, et plus
précisément, les cellules dont le nombre a le plus augmenté sont les lymphocytes et les
neutrophiles. Cependant, dans un autre modele inflammatoire, on a pu observer une
diminution des neutrophiles. Dans tous les mod¢les, 1’utilisation de la propolis tendrait a
diminuer le nombre de neutrophiles impliqués par rapport aux autres leucocytes (194). On
peut en tirer la conclusion, déja évoquée lors du chapitre traitant de 1’effet anti-inflammatoire
de la propolis, que cette substance altére la migration des cellules tout en interférant avec leur
recrutement de la moelle vers leurs sites d’action, qui sont le sang et les tissus. Cette
interférence irait majoritairement dans le sens d’'une augmentation, et expliquerait
I’observation d’une augmentation des leucocytes dans le sang dans les mod¢les
inflammatoires et infectieux ayant subi un traitement a la propolis. Dans un mod¢le
d’infection virale, MM. Hayakari ef al. (204) remarquent que le pré-traitement de cellules a la
propolis avant une infection virale inhibe la production d’interleukine 8 ainsi que 1’expression
de CCL5, ce qui, en conséquence, mene a une diminution du chimiotactisme des lymphocytes
polynucléaires.

L’action immunomodulatrice de la propolis s’exerce aussi via les récepteurs de type
Toll, ou Toll-like receptors, TLR. Ces récepteurs. Les récepteurs appartiennent a la famille
des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires. Ils interviennent au cours des
mécanismes de I’immunité innée en reconnaissant des « motifs moléculaires conservés » chez
de nombreux pathogenes. Ces motifs peuvent étre des protéines, des oses ou des acides
nucléiques. Ils enclenchent la réponse immunitaire par la synthese de cytokines, qui vont elle-
méme induire une augmentation dans le sang et les tissus de cellules immunitaires, comme les
lymphocytes ou les macrophages. D’apres les travaux de MM. Orsatti et al. , I’extrait de
propolis augmente I’expression des récepteurs de type Toll 2 et 4, TLR-2 et TLR-4, dans un
modele in vivo (la souris), notamment dans les cellules spléniques. La propolis active donc la
premiére étape dans la réponse immunitaire innée via la régulation des toll-like récepteurs
(205).

La propolis diminue la prolifération des splénocytes, qui sont des cellules
immunitaires du tissu splénique capable d’évoluer en leucocyte (206).
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Rappellons que I’effet de la propolis peut s’exercer sur la production de cytokines IL-
1B, IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-12p40, IL-13, IL-17, TNF-a, G-CSF, GM-CSF, MCP-1, MIP-
la, MIP-1B, RANTES et KC, qui sont inhibés. L’expression de la protéine NF-kB est quant a
elle inhibée (197).

Selon MM. Ansorge et al. (207), I’effet immunomodulateur de la propolis serait médié
par les signaux MAP kinases Erk2 (enzymes qui ajoutent des groupements phosphate a
d’autres protéines afin de les activer) qui induisent la croissance cellulaire.

Tout cela résulte en une action de la propolis en tant que substance stimulant
I’immunité humorale et cellulaire : 1’administration conjointe d’une fraction d’extrait de
propolis avec un vaccin permet de faire augmenter considérablement la concentration
circulante en immunoglobulines, comme nous le verrons plus tard en étudiant la possibilité
d’utiliser la propolis comme adjuvant d’un vaccin. Il est donc évident que I’extrait de propolis
a pour effet de stimuler la réponse immunitaire humorale. Mais ce produit naturel peut aussi
stimuler la réponse immunitaire cellulaire, surtout via ses composés phénoliques. En effet,
I’augmentation de I’expression de I’interféron gamma est un marqueur de cette réponse
immunitaire cellulaire. (208)

Les deux principaux constituants reponsables de 1’activit¢ immunomodulatrice de la
propolis sont le CAPE et I’artépilline C. La propolis, ainsi que ces deux constituants,
exercent tous trois leur activité au niveau des lymphocytes T et des macrophages. (198)
Concernant les macrophages, la propolis ainsi que 1’acide caféique seul sont capables
d’exercer une action sur ces cellules en inhibant leur production de NO. Dans le cadre de cette
action, il a méme été prouvé que I’acide caféique seul pouvait avoir d’avantage de résultats
que I’extrait de propolis dans sa totalité. (180) L’acide caféique posséde donc bien une action
sur I’activité du macrophage. L’artépilline et les composés phénoliques, enfin, qui possédent
comme nous 1’avons vu une puissante action anti-inflammatoire, agissent aussi sur I’efficacité
du systéme immunitaire par le biais des cytokines. Les composés actifs de la propolis dans le
cadre de cette activité sont véritablement trés nombreux. MM. Shimazawa et al. (209)
estiment en fait le nombre de composés exercant une activité immunomodulatrice de la
propolis a pas moins de deux cent.

Quant au solvant utilisé dans 1’extraction de la propolis, il ne doit pas étre négligé, car
il semblerait qu’il influence les parametres de I’'immunomodulation de la propolis. Les deux
principaux extraits utilisés pour I’instant sont 1’extrait hydro-éthanolique et I’extrait aqueux.
Bien que leurs mécanismes soient apparemment similaires, il y a bien quelques différences.
Ainsi, dans une étude menée par MM. Ramos et al. (210), on peut observer que I’extrait
¢thanolique inhibe moins I’augmentation de leucocytes que 1’extrait aqueux, tout en
continuant d’inhiber de fagon significative la production de monoxyde d’azote.

En plus de I’utilisation de la propolis contre divers pathogenes, qui a été développée
précédemment dans les chapitres traitant des infections fongiques, parasitaires, virales et
bactériennes, plusieurs équipes de chercheurs ont proposé 1’extrait de propolis comme un
adjuvant dans la vaccination. Malgré les récents progres technologiques dans le domaine de la
vaccination, la plupart des vaccins n’ont une bonne efficacité qu’associés a des substances
adjuvantes.

Les adjuvants jouent donc un role important dans les formulations de vaccins en
augmentant leur immunogénicité. Or, on observe une activité de la propolis dans
I’augmentation de I’immunogénicité des vaccins en tant qu’adjuvant (211) ou co-adjuvant
(212).
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En ce qui concerne I’effet en tant qu’adjuvant, je citerai une étude réalisée par MM.
Fischer et al. (211), au cours de laquelle une fraction d’extrait de propolis verte brésilienne,
fraction caractérisée par sa richesse en composés phénoliques, stimule les réponses
immunitaires cellulaire et humorale lorsqu’elle est co-administrée avec un vaccin inactivé de
Herpes simplex virus porcin type 1 chez des souris. La dose de 10mg augmente en effet
considérablement 1’efficacité du vaccin en augmentant ces réponses immunitaires cellulaire et
humorale, et présente méme de bien meilleurs résultats que 1’utilisation de I’hydroxyde
d’aluminium, un produit peu apprécié¢ de 1’opinion publique.

Lorsque I’on observe la production d’anticorps suite a I’administration du vaccin, le
résultat obtenu a Img de fraction phénolique d’extrait de propolis est déja significativement
plus actif que cet adjuvant classique, et utilisé a la dose de 10mg, il est deux fois plus efficace.
La protection des souris contre le HSV-1 porcin s’avére étre bien corrélée aux anticorps
produits. Plus étonnant encore, la fraction phénolique de propolis utilisée seule a montré plus
d’efficacité que lorsqu’elle est associée a I’hydroxyde d’aluminium.

ilin

1mg 10mg AI{OH), AIl(OH), AI(OH), PBS
JFR JFR +1mg +10mg
JFR JFR

Antibody titers (log,)
N

Figure 30: Titre d’anticorps (log2) de souris auquelles est inoculé un vaccin inactivé d’HSV-1 porcin co-administré avec
1mg de fraction phénolique de propolis verte brésilienne (JFR), 10mg de cette méme fraction, de I'’hydroxyde
d’aluminium (AI(OH)3), 1mg de fraction phénolique de propolis associée a I’hydroxyde d’aluminium et 10mg de fraction
phénolique de propolis associée a I’hydroxyde d’aluminium. (211)

Les composés prénylés comme 1’artépilline C (dérivée de 1’acide cinnamique) sont la
encore suspectés d’étre les responsables majeurs d’une telle activité. (211)

Voyons a présent en quoi la propolis peut €tre un co-adjuvant dans la vaccination.
L’extrait total de la propolis dans une solution classique eau-éthanol permet d’augmenter les
réponses immunitaires humorale et cellulaire lorsqu’il est administré lors d’une vaccination a
herpes simplex virus bovin de type 5 chez la souris, mais uniquement en administration
conjointe avec de I’hydroxyde d’aluminium (212). La propolis seule n’a pas permi
d’augmenter les concentrations en immunoglobulines, bien qu’elle ait stimulé I’immunité
humorale, comme nous pouvons le déduire d’une augmentation de I’expression de I’interféron
gamma. [l augmente donc I’'immunogénicité du vaccin, mais uniquement lorsqu’il est déja
administré avec un adjuvant, c’est-a-dire en tant que co-adjuvant.
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La propolis présente donc en conclusion des effets bien mesurables concernant
I’immunité humorale aussi bien que cellulaire. Nous avons vu dans les précédents chapitres,
traitant de son effet sur les pathogenes, qu’elle pouvait diminuer la charge infectieuse de
certains de ces pathogenes in vivo en jouant un réle dans la réponse immunitaire. Il devient
clair, de plus, que I’utilisation d’extrait de propolis, surtout sa fraction phénolique, pourrait
permettre des progres dans le domaine de la vaccination en tant qu’adjuvant. Les propriétés
immunomodulatrices de la propolis méritent donc amplement d’étre étudiées afin de mieux
définir le cadre de cette utilisation, et bien sir, quel type d’extrait conviendrait le mieux a une
action dans ce domaine, considérant que la composition de la propolis change en fonction de
son lieu de récolte et d’autres facteurs, et que ce changement de composition induit une
modification de son activité.

3.11. Effet cicatrisant

La cicatrisation se manifeste d’abord par une inflammation aigue, durant laquelle les
cellules de I’inflammation migrent vers les tissus endommaggés et les débris a phagocyter. Puis
les fibroblastes et les cellules endothéliales proliférent et créent un tissu cicatriciel. (210) Le
processus de guérison des plaies et des brilures a lieu via une série d’événements coordonés
et médiés par les cytokines, elles-méme requérant 1’action de plusieurs types de cellules. Les
plaquettes arrivent en premier, suivies des neutrophiles et des macrophages, puis des
fibroblastes, lymphocytes et des celules endothéliales. De cette série d’événements
soigneusement orchestrée dépend la réparation des tissus. Les infections lors de la
cicatrisation restent un probléme de nos jours malgré notre arsenal thérapeutique,
principalement chez certaines personnes vulnérables comme les diabétiques et les
immunodéprimés.

Parmi toutes les activités remarquables de la propolis, ses propriétés anti-
inflammatoire et antibactérienne méritent une attention toute particuliere si I’on veut pouvoir
utiliser cette substance de la ruche dans le domaine de la cicatrisation. Les qualités d’un
produit utilisable pour soigner les plaies et les briilures sont, entre autres, d’étre peu cofiteux,
str, indolore, capable de prévenir une infection, de faciliter une cicatrisation rapide et de ne
nécessiter de changer les pansements trop souvent. (213)

Un film de biocellulose contenant de la propolis se montre efficace dans 1’inhibition
de la prolifération de tous les Staphylocoques testés, y compris les méthicilline-résistants,
dans la guérison de blessures sur des rats. A noter qu’un témoin n’utilisant que du film de
cellulose sans propolis ne meéne a aucune activité antibactérienne. Cette efficacité contre les
Staphylocoques est loin d’étre anecdotique, car ils représentent les principaux pathogénes
responsables d’infections lorsque la peau est 1é€sée. Cette substance naturelle semble donc
parfaitement indiquée pour lutter contre ’infection des blessures, indépendamment de toute
action concernant la cicatrisation elle-méme. (213)

La réparation épithéliale est plus rapide dans le groupe ayant recu le film de
biocellulose a la propolis, et les fibres de collagéne sont non seulement plus denses, mais
mieux organisées. Les vaisseaux sanguins sur le site de la blessure sont plus nombreux. (213)
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Le traitement optimal des brilures continue de représenter un challenge pour les
médecins et les chirurgiens. Les qualités demandées a ce traitement répondent aux mémes
exigences que celles décrites pour le traitement des plaies. (214)

Dans le cas du soin apporté aux brilures, on observe que le processus de guérison est
plus développé lors d’une utilisation de la propolis (ici contenue dans un gel de poloxamer
407, MM. Berretta ef al.) . L’extrait de propolis utilisé ici est standardisé, ce qui offre
I’avantage de pouvoir présenter des résultats reproductibles. On trouve dans les tissus
endommagés d’avantage de nouveaux vaisseaux sanguins formés et plus de fibroblastes. Les
cellules épithéliales sont mieux organisées et on note une présence plus importante des fibres
de collagéne, qui sont de plus mieux organisées elles aussi, comme c¢’était le cas
précédemment dans le cadre des plaies. On observe enfin un grand nombre de cellules en
phase de mitose lorsqu’un gel contenant de la propolis est appliqué sur la brilure par rapport a
un gel témoin, ne contenant pas de propolis. Il est donc clair que la propolis exerce une
stimulation de la prolifération cellulaire, permettant une plus grande mutiplication des
fibroblastes, et par 1a méme, une réparation des tissus plus efficace et plus rapide.

L’efficacité antibactérienne dans le cadre du soin des briilures par un extrait de
propolis est 1a encore prouvée, contre Staphylococcus aureus, dont une souche résistante a la
méthicilline, et Staphylococcus epidermitis, Klebsiella pneumoniae, E. coli, et Pseudomonas
aeruginosa, qui sont les pathogénes les plus fréquemment rencontrés lors de surinfections des
brilures et de plaies (214).

Cette action est dose-dépendante; les blessures guérissent mieux et plus vite avec un
gel contenant 3.6% de propolis qu’avec un gel contenant 2.4% de propolis, lui-méme plus
efficace qu’un gel en contenant seulement 1.2%. La différence d’efficacité entre les
concentrations 3.6% et 2.4% est cependant moindre, a ce stade, c’est surtout le nombre de
renouvellements de I’application du gel qui permet d’observer une guérison plus précoce.
Cependant, I’action antibactérienne, elle, ne se manifeste que lors de 1’utilisation du gel
contenant 3.6% de propolis. (214)

En conclusion, la propolis semble tre une excellente solution thérapeutique pour
soigner plaies et briillures, au vu de son action antibactérienne, qui prévient les infections,
mais aussi de son action immunomodulatrice qui joue un réle dans le processus
inflammatoire. La stimulation de I’angiogénese et de la multiplication des fibroblastes permet
une réparation plus rapide des tissus 1ésés. Les tests in vivo cités lors de ce chapitre relatent
bel et bien une action bénéfique lors de 1’utilisation de ce produit naturel.

3.12. Restauration des nerfs lésés

Un groupe d’étude, composé de MM. Yiice ef al. (215), met en évidence 1’efficacité de
la propolis dans la réparation de nerfs chez le rat. Bien que cette action soit encore assez peu
documentée a ce jour, on ne peut effectuer un tour des propriétés thérapeutiques de la propolis
sans 1’évoquer.

Dans un groupe de rats dont le nef sciatique a été écrasé, un extrait de propolis a été
administré a la dose de 200 mg/kg chaque jour. Apres 28 jours, comparé au groupe de
controle, le groupe traité a la propolis montre clairement de meilleurs résultats sur le plan
fonctionnel, notamment pour ce qui est de la marche. La conclusion qu’en tirent MM. Yiice et
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al. est que la propolis devrait étre utilisée en complément du traitement de routine pour les
dommages infligés aux nerfs chez I’Homme.

3.13. Régénération du tissu osseux

MM. Ugan et al. (216) se sont, eux, penchés sur I’effet régénératif de la propolis sur

un tissu osseux endommagg, en se focalisant sur un de ses composants les plus importants : le
CAPE.

Afin de mettre en évidence cette propriété, ils ont étudié son impact sur des rats ayant
le crane endommagé. Le CAPE est alors administré a la dose de 10umol/kg en injection
intrapéritonéale chaque jour. La régénération des os et I’activité des ostéoblastes sont alors
évaluées. Les résultats mettent en évidence significative dans ces parametres. Il semblerait
donc que le traitement des fractures bénéficierait d’un apport en propolis en sus des mesures
prises habituellement.

3.14. Effet antioncotique

Mise en évidence de I’effet antioncotique

L’effet anti-oncotique de la propolis peut déja s’observer au niveau de la prévention
des mutations. Ainsi, M. Valadares, suite a une étude sur des drosophiles, tire la conclusion
que la propolis a un effet d’anti-génotoxicité. Cette conclusion a été tirée grace a un test
impliquant I’effet mutagene de la doxorubicine sur la drosophile. Cet effet anti-mutagéne est
dose-dépendant (217). MM. Rursso ef al. (182)ont prouvé que la propolis exercait un effet
anti-prolifératif sur les cellules de carcinomes épidermoides de la cavité buccale humaine,
contre les cellules de 1’adénocarcinome du colon en contre les cellules du cancer de la prostate
non-sensible aux androgenes. Cet effet est bien mesurable et on peut constater qu’il touche de
nombreux types de cellules cancéreuses.

Mécanisme d’action

Comme nous le verrons, les propriétés antitumeur de la propolis proviennent de
mécanismes tres variés, tels que la suppression de la prolifération des cellules cancéreuses via
I’effet anti-inflammatoire de la propolis, la diminution de la population de cellules
cancéreuses, le blocage de voies de signalisations spécifiques aux oncogenes, un effet
antiangiogénique, et la modification du microenvironnement de la tumeur. La bonne
biodisponibilité de la voie orale et le profil sir de la propolis en font un adjuvant idéal pour
les régimes anticancer (198). Nous verrons que la majeure partie de 1’action antiproliférative
de la propolis résulte d’une restauration du signal d’apoptose.

Un des mécanismes d’action proposé est que la propolis inhibe le développement des
tumeurs en stimulant I’immunité cellulaire, et notamment en augmentant le ratio
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lymphocytes/polynucléaires (218). Mais comme nous le verrons, cette activité dépend de
multiples constituants de la propolis qui agissent sur de nombreuses cibles thérapeutiques.

Pour commencer, 1’extrait de propolis réduit la viabilité des cellules cancéreuses. C’est
un effet qui a été prouvé dans plusieurs études. Pour exemple, dans le but d’étudier la
possibilité d’utiliser la propolis contre le cancer de la prostate, MM. Barlak et al. (219) ont
évalué le profil d’expression de cellules du cancer de la prostate de lignée PC-3 change
lorsqu’on les met a incuber avec du dimethyl sulfoxyde ou des extraits aqueux de propolis
turque. Le dimethyl sulfoxyde et I’extrait aqueux de propolis de 20pug/mL ont réduit la
viabilité cellulaire de 24,5% et 17,7% respectivement. On observe donc bien une efficacité de
la propolis, plus faible que celle de la molécule de référence, mais dans le méme ordre de
grandeur. 11 faut toutefois garder a I’esprit que ce résultat a été¢ obtenu in vitro, des essais
cliniques seraient nécessaires pour évaluer I’importance d’ajouter la propolis au traitement
dans le cas du cancer de la prostate, mais I’effet sur les cellules cancéreuses est indéniable.

MM. Li et al. (220) lévent un pan supplémentaire de 1’action antiprolifératif de la
propolis en étudiant son impact sur les cyclines. La propolis régule en effet les protéines
d’expression des cyclines D1, B1 et de la cycline dépendante des kinases, la CDK. Elle régule
¢galement la protéine p21, un inhibiteur de la caséine kinase, ou CKI, dont la transcription est
dépendante du gene p.52. Cette action sur la protéine p.21 est d’une grande importance, car la
p21 inhibe les complexes Cdk2-CyclineE, Cdk2-CyclineA et Cdk1-Cycline B en s’associant
avec la cycline, ce qui bloque I’acces a I’ATP, ou en diminuant le taux de CAK.

D’autres études, comme celle de MM. Szliszka et al. (221), mettent en évidence la
sensibilisation de cellules TRAIL-résistantes par un traitement a I’extrait éthanolique de
propolis verte brésilienne via une augmentation de I’expression de TRAIL-R2 et de I’activité
du NF-kB. Le pourcentage de cellules ayant subi I’apoptose a augmenté de 65,8+/- 1,2%. 1l
semblerait que I’ Artépilline C joue un réle majeur dans la promotion de cette voie des
TRAIL, ce qui en fait une substance susceptible de jouer un role dans I’amélioration de la
chimiothérapie en administration conjointe, I’artépilline C permettant en effet d’augmenter
I’efficacité du traitement sans induire d’effets secondaires, car la voie des TRAIL est tres
spécifique. (222)

Les TRAIL sont des cytokines actives sous forme de trimeres, capables d’induire
I’apoptose des cellules cancéreuses. Leur grande spécificité fait de ces protéines des cibles
trés intéressantes pour la recherche médicale. Au niveau moléculaire, les TRAIL lient les
récepteurs de mort DR4 et DRS, ce qui donne lieu a une multimérisation des récepteurs et des
ligands ainsi qu’au recrutement de la protéine adaptatrice FADD et de la pro-caspase 8 pour
constituer la plateforme d'activation des caspases appelé DISC (death-inducing signaling
complex). Ce complexe permet le rapprochement et I'activation par auto-clivage des pro-
caspases 8 conduisant a la mort de la cellule par activation de la caspase 3 (voie extrinséque).
Dans certaines cellules, cela donne aussi lieu a une boucle d’amplification du signal
apoptotique impliquant I’activation de la voie mitochondriale, ou voie intrinseque.

Comme nous 1’avons vu lors du chapitre traitant de 1’effet de la propolis sur le systéme
immunitaire, elle active les cellules Natural Killer, NK. Or, ces cellules sont des lymphocytes
qui tuent les cellules cancéreuses. Rappellons que leur activation est probablement due a
’activation des macrophages, qui vont libérer des cytokines activant a leur tour les
lymphocytes NK (203).
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La propolis possede un effet anti-métastasique chez la souris et un considérable effet
cytotoxique sans résistance croisée dans les lignées de cellules tumorales humaines
chimiorésistantes.
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Figure 31: Effet anti-tumoral de la propolis cubaine in vivo. Inoculation a des souris auxquelles ont été inoculées des
cellules tumorales d’Ehrlich (223).

Nous avons constaté dans le chapitre traitant de la cicatrisation qu’un échantillon
adapté de propolis pouvait faciliter I’angiogénése. D’autres échantillons peuvent au contraire
aller a I’encontre de ce processus dans le cadre de I’angiogéneése autour de la cellule
cancéreuse. (198)

Grace aux travaux de MM. Banksota ef al. (224), on peut définir quels composés, dans
un extrait de propolis, sont responsables de ’activité antiproliférative de la propolis. Leur
efficacité a €té testée sur des lignées de cancer du colon murines, de mélaome murin, de
fibrosarcome humain et d’adénocarcinome du poumon humain. Les composés testés
regroupent quatre flavonoides (1-4), sept dérivés de I’acide cinnamique (5-11) et deux dérivés
du glycérol (12,13).

Les composés 9, 10 et 11 possedent un potentiel d’activité antiproliférative, avec un
ECspde 0,288, 1,76 et 0,11° uM (respectivement) pour le carcinome du c6lon murin.
L’activité antioxydante de ces caféates peut jouer un réle important dans leur activité
antiproliférative.
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Figure 32: Structure des composés testés pour leur activité antiproliférative (224)

Parmi les molécules ayant une action dans le processus menant a la destruction des
cellules cancéreuses, on trouve la plukénétione A, qui induit un arrét du cycle de la cellule du
carcinome du colon en phase G0/G1, ainsi qu’une fragmentation de son ADN. En présence de
cette molécule, les activités de la topoisomérase I et de I’ADN polymérase sont inhibées ,
ainsi que I’expression de la topoisomérase-II-béta, du récepteur EGF et des genes des
protéines liés aux résistances contre les médicaments utilisés dans le cadre d’une thérapie
contre ce cancer. La plukenetione A contribue a I’effet antitumoral de la propolis,
principalement en visant la topoisomérase I et I’ADN polymérase (223).

Figure 33: Plukénétione A (223)

Comme nous 1’avons vu un peu plus tot, I’ Artépilline C est aussi un constituant
important de la propolis en ce qui concerne une éventuelle utilisation dans 1’amélioration de la
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chimiothérapie, car elle joue un roéle majeur dans la promotion de la voie des TRAIL,
permettant ainsi d’augmenter 1’efficacité¢ d’un traitement contre les cellules cancéreuses sans
induire d’effets secondaires (222).

L’un des composés les plus actifs de la propolis dans le traitement du cancer est le
CAPE. MM. Park et al. (225) mettent en lumiere 1’activité remarquable du CAPE sur un type
de phospholipase. Leurs travaux prouvent que ce composé supprime I’expression de la
phospholipase D 1 au niveau de la transcription vie I’inhibition des promoteurs liés au NFkB .
L’augmentation de 1’expression de la phospholipase D (PLD) est liée fonctionnellement avec
les signaux oncogenes et la genése des tumeurs. Le CAPE a aussi pour activité de se lier a un
résidu Cys837 de la PLD 1 et d’inhiber I’activité enzymatique de cette phospholipase. Notons
que cette activité ne se manifeste pas chez les analogues du CAPE. Finalement, on peut
conclure que I’activité du CAPE sur la phospholipase D 1 peut contribuer a un effet anti-
néoplasique. (225)

Si la propolis a une activité antiproliférative, son intérét dans le domaine du traitement
du cancer vient aussi de son potentiel a inhiber le phénoméne d’invasion par les cellules
cancéreuses. La encore, on se focalise sur le CAPE.

Ainsi, MM. Lee ef al. (226) vérifient dans une étude les effets du CAPE sur le
phénotype invasif de cellules du carcinome hépatocellulaire humain SK-Hepl. Les résultats
sont édifiants. On observe que le CAPE a effectivement inhibé I’invasion par les cellules SK-
Hepl de facon dose-dépendante. L’expression constitutive de MMP-2 et MMP-9 dans les
cellules SK-Hepl a presque été totalement inhibée par un traitement avec 12,5uM de CAPE.
Or, les niveaux de métalloprotéines de matrice MMP-2 et/ou MMP-9 sont associés aux
phénotypes invasifs des cellules cancéreuses.

Le CAPE a également inhibé I’activité liante du facteur nucléaire kappa B (NF-kB) a
I’ADN dans les cellules SK-Hepl.

D’autres études prouvent que ce composé supprime 1’expression de la phospholipase
D 1 au niveau de la transcription vie I’inhibition des promoteurs liés au NFxB .
L’augmentation de 1’expression de la phospholipase D (PLD) est li¢e fonctionnellement avec
les signaux oncogenes et la genese des tumeurs. Le CAPE a aussi pour activité de se lier a un
résidu Cys837 de la PLD 1 et d’inhiber I’activité enzymatique de cette phospholipase. Notons
que cette activité ne se manifeste pas chez les analogues du CAPE. Finalement, on peut
conclure que I’activité du CAPE sur la phospholipase D 1 peut contribuer a un effet anti-
néoplasique. (225)

Mode d’administration

Le mode d’administration de la propolis devra étre soigneusement étudié€ si I’on
souhaite pouvoir utiliser la propolis dans le cas de tumeurs chez I’humain. Certaines voies
semblent liées a une meilleure efficacité que d’autres. Si I’on prend 1’exemple de I’étude
réalisée par MM. Suzuki ef al. (218), on observe une nette différence entre la voie orale et la
voie sous-cutanée. Dans un test ou un extrait aqueux de propolis est administré a un stade
précoce d’évolution des tumeurs chez des souris, la voie sous-cutanée a permis d’induire une
réduction marquée de ces tumeurs, tandis que la voie orale n’a pas été efficace.
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Utilité de la propolis dans le cadre d’une chimiothérapie contre le cancer

Si la propolis montre un effet sur les cellules cancéreuses elles-méme, son utilité¢ dans
I’arsenal thérapeutique pourrait bien, dans ce domaine encore, se trouver en tant qu’auxiliaire
des traitements actuels. Dans un mode¢le de carcinome chez la souris, en plus des effets que la
propolis montre indépendemment de tout traitement, son extrait aqueux augmente de fagon
significativement la régression des tumeurs lorsqu’il est administré par voie orale avec le 5-
fluorouracile ou la mitomycine C, si 1’on compare les résultats obtenus avec ceux de ces
médicaments seuls (218). De plus, I’administration de cet extrait aqueux diminue la cytopénie
induite par le 5-fluorouracile, ce qui permet re rétablir le nombre de leucocytes et
d’érythrocytes. Aucun effet n’a été remarqué quant au comptage des plaquettes. Lorsqu’on
administre 1’extrait aqueux de propolis avec la mitomycine C, on obtient cette fois une
diminution de la cytopénie induite pour les leucocytes, les érythrocytes et les plaquettes. Ces
résultats suggerent que la propolis serait un outil thérapeutique remarquable dans les
traitements de chimiothérapie, permettant d’augmenter leur efficacité mais pas leurs effets
secondaires, tout en réduisant la cytopénie induite, qui est un effet secondaire majeur de la
chimiothérapie.

3.15. Effet protecteur de la muqueuse gastrique

MM. Barros et al. [106] décrivent un effet gastroprotecteur de 1’extrait éthanolique de
la propolis verte brésilienne. L’administration d’acide caféique, férulique, p-coumarique et
cinnamique diminuent signifiactivement le nombre de 1ésions de 1’estomac ainsi que leur
¢tendue dans le modele de pylore ligaturé et en utilisant pour doses d'administration 50 et
2250mg/kg. De plus, le pourcentage d’inhibition des ulceres est significativement supérieur.
Ces composés testés ont également eu pour action de réduire le volume des sucs gastriques
ainsi que leur acidité. Le pH gastrique a donc augmenté, sauf concernant 1’acide p-
coumarique, pour lequel aucune différence significative de pH n’a été observée a 50mg/kg par
rapport au contrdle. Un effet émmerge a 250mg/kg. Cette concentration reste bien en-deca de
la toxicité, qui est relevée a 2 000 mg/kg.

Parmi les composés exergant une activité susceptible de réduire le risque d’ulcere
gastrique, on retrouve aussi I’apigénine. (116)

Afin de compléter cette connaissance de 1’effet anti-ulcere de la propolis, je propose
d’étudier un modele in vivo, chez le rat, ou I’extrait éthanolique de propolis verte brésilienne
permet de réduire les ulcéres induits par 1’éthanol et I’indométhacine. On observe la méme
diminution des lésions pour des doses de 50, 250 et 500 mg/kg. Le volume des sécrétions
gastriques a la encore diminué, ainsi que leur acidité. (111)

3.16. Effet anti-UV

Les parutions scientifiques rapportent a la fois une activité protectrice de la propolis
contre les UVA et les UVB.
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L'action anti-UVA a été reportée notamment dans un test de nanoémulsions basées sur
un extrait aququex de propolis et de lycopene. Les auteurs notent que le mécanisme de
protection contre les UVA met en jeu les propriétés anti-oxydantes, qui, en participant a la
synthése de prostaglandines et de phospholipides membranaires, exacerbe les mécanismes de
protection de la peau. La formulation testée ici par Mmes Butnariu et al. ne présente ici pas
d'irritation chez les rats sur lesquels elle a été testée. (227)

Tournons-nous a présent vers les connaissances actuelles sur la protection qu’offre la
propolis a I’égard des UVB. L’administration topique d’extrait de propolis roumaine aux
concentrations de 3 et 21.5 mg de polyphénols /cm?, indépendamment du temps
d’administration, atténue significativement la formation de malondialdéhyde et restaure
I’activité de la glutathion peroxydase aprés une exposition aux UVB. Cet effet s’observe aussi
bien lorsque la propolis a ét¢ administrée avant ou apres 1’exposition. On note une réduction
significative de I’hyperplasie épidermique ainsi que de I’inflammation dermique. De plus, on
peut déduire de la réducion de la formation de dimeéres de cyclobutane pyrimidine que la
propolis exerce un effet antigénotoxique lors d’une exposition du sujet aux UVB (228).

3.17. Effet laxatif

Afin de tester des extraits éthanolique et aqueux de propolis verte brésilienne MM.
Kakino et al. (229) ont réalisé une administration orale de ces extraits a différents dosages a
des souris dont on a provoqué une constipation par 1’administration de deux types de drogues,
le lopéramide (un agoniste des récepteurs opioides ) et la clonidine (agoniste des récepteurs
a-2 adrénergiques). Cette équipe a également fait des recherches concernant 1’effet de 1’extrait
aqueux sur le transit gastrointestinal et le degré de contraction de 1’iléum pour découvrir le
mécanisme d’action de cet extrait.

Le traitement a 1’extrait aqueux, et non celui a 1’extrait éthanolique, a augmenté
significativement le poids des selles chez les souris saines. L’extrait aqueux a restauré la
fréquence et le poids des selles dans la constipation induite par la clonidine, mais pas par le
lopéramide. Il n’affecte pas le transit gastro-intestinal, mais augmente considérablement le
degré de contraction de I’iléum isolé¢ de cochon d’inde. Cette augmentation de la contraction
est inhibé par une antagoniste des récepteurs a 1’acétylcholine (atropine), mais pas par un
récepteur des récepteurs 5-HT (GR113808).

On peut en conclure que I’extrait aqueux de propolis a un effet laxatif sur les souris
saines et celles dont on a induit la constipation par clonidine. Cet effet laxatif peut étre
expliqué par une augmentation de la contraction basale de I’iléum via une activation des
récepteurs a I’acétylcholine

Cette étude, en comparant 1’extrait aqueux et I’extrait éthanolique et en procédant par
¢limination logique des composants potentiellement actifs, laisse penser que ce sont des
composants hydrophiles, dont 1’acide férulique et isoférulique, mais pas les métabolites de
type acide cafféique et acide quinique, qui seraient les composants actifs dans cette action
laxative.

Lors des tests, aucune diarrhée induite par la propolis n’a été relevée, ce qui peut
s’expliquer par son mécanisme pharmacologique particulier : I’extrait aqueux de propolis
n’inhibe pas la réabsorption d’eau par I’intestin.
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3.18. Effet hépatoprotecteur

Les maladies hépatiques sont un des facteurs de morbidité chez les diabétiques de type
2. Dans un modéle in vivo ou de la streptozotocine est administrée a des rats dans le but de
leur infliger des Iésions hépatiques. La streptozotocine provoque des dommages hépatiques
via une hyperglycémie, ce qui est effectivement trés proche du modéle d’un sujet diabétique
de type 2. Avec une dose en propolis de 300mg/kg/jour, on observe sur les coupes
histologiques des rats sacrifiés moins de signes de toxicité de la streptozotocine, qui se
manifestent par une infiltration de leucocytes et une prolifération des cellules de Kiipffer. Le
traitement a la propolis méne a une apparente réparation des hépatocytes dégradés. La
propolis peut donc permettre de diminuer les dommages hépatiques chez le sujet diabétique
de type deux, et posséde une action hépatoprotectrice contre les dommages que peuvent subir
les hépatocytes dans un modele d’hyperglycémie induite chez le rat (230).

3.19. Effet sur le muscle lisse

MM. Paulino et al., dans un mod¢le in vitro avec un extrait éthanolique de propolis,
observent une inhibition des contractions des muscles lisses de la trachée induits par
histamine (IC50 =50 + 5 ug - mL—1), capsaicine (IC50 =26.8 =3 pg - mL—1), KCl a 80 mM
(IC50 =27.8 £3 nug - mL—1), et carbachol (IC50 =54 £ 2 ug - mL—1) (176). Il semblerait que
la propolis exerce une action myorelaxante, encore que la documentation a ce sujet reste
encore rare (ici, ces résultats n’ont €t€ obtenus que dans le contexte d’une étude, plus large,
sur I’effet analgésique de la propolis).

3.20. Effets secondaires

L’un des atouts de la propolis est sa tres faible toxicité. Chez le rat, la DL50 d’un
extrait concentré de propolis a été évaluée a 15g/kg. Selon 1’ Afssa, la dose la plus élevée sans
effets indésirables est de 1400 mg/kg chez I’animal et une supplémentation de 1,95g/j pendant
30 jours n’a pas entrainé d’effets indésirables chez I’Homme (4).

En effet, certains composants de la propolis ont été identifiés comme possédant une
cytotoxicité a forte dose (35) . MM. Diaz-Carballo ef al. (223) ont identifi¢ parmi elles le
mucronatol et le némorosone.
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Mucronulatol Memorosone

Figure 34: Mucronatol et némorosone. (223)

Il a été observé des allergies de contact, principalement dues a des dérivés d’acide
cinnamique, et surtout a un compos¢ particulier : le 3,3-diméthylallyl caffeate (231). La
littérature scientifique reporte en effet des cas d’allergies a la propolis, avec pour symptome
décrit une dermatite systémique lors d’ingestion de ce produit (232), mais aussi des
érythémes, des prurits et des éruptions de vésicules érythémateuses, ainsi qu’un eczéma de
contact lors d’une utilisation topique, comme ce fut le cas pour un homme de 46 ans sur
lequel des patch tests ont confirmé que ’origine de la réaction allergique était bien la propolis
(233). On rapporte ¢galement des cas de dermatites hyperkératosiques, des stomatites lors
d’ingestion de propolis, et de I’eczéma vulvaire lors d’un usage topique.

Un cas d’cedéme laryngé avec choc anaphylactiquea été reporté lors d’une utilisation de la
propolis en topique dans le traitement d’une pharyngite (234). On reporte également un cas ou
le patient traité eut besoin d’une hémodialyse aprés une souffrance rénale causée par un
traitement par voie orale a la propolis (3).

Il est déconseillé d’utiliser le Baume du Pérou conjointement a la propolis, car ces deux
substances ont plusieurs composés chimiques en commun et leur utilisation conjointe renforce
le risque de réaction allergique (3).

Les dermatologues et les médecins généralistes souhaitant utiliser cette substance
naturelle doivent donc étre informés de cette possibilité de réaction. Le traitement des
réactions cutanées dues a 1’usage topique de propolis implique de laver la zone avec de I’eau
et du savon. On peut ensuite utiliser des corticoides en topique (3).

MM. Gardana et al. (235) proposent d’atténuer les risques d’allergie en hydrolysant
les esters caf€ates, qui sont les principaux composants responsables des allergies a la propolis,
en les soumettant a I’action de la cinnamoyle estérase issue de Lactobacillus helveticus. Bien
que cette hydrolyse diminue probablement 1’activité de la propolis, ces auteurs se montrent
optimistes en arguant que le contenu en flavonoides ne diminue pas. Cela pourrait étre un axe
a développer.

Enfin, la propolis peut modifier les résultats biologiques d’échantillons d’urines.
L’inhibition de I’aromatase par la chrysine peut bloquer la conversion d’androgénes en
oestrogenes, avec pour conséquence une augmentation de la testostérone mesurée par les
laboratoires d’analyses médicales (3).
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3.21. Doses thérapeutiques de la propolis

Dans une utilisation chez I’Homme, la monographie de la propolis préconise la dose de
250 mg de propolis trois fois par jour pour une utilisation orale antibactérienne, 10mL de
propolis a 0.2-10% pour des bains de bouche, des crémes a 5% contre les cervicites aigués,
ainsi qu’une forme contenant 3% de propolis contre I’herpes génital dans le cadre d’un
traitement topique. Dans le cadre d’une vaginite, il est conseillé d’utiliser un lavage a la
propolis aqueuse a 5% (3).
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Conclusion

La propolis est une alternative thérapeutique que I’on peut utiliser dans de nombreuses
pathologies humaines, qu’elles soient bénignes (la propolis présente une efficacité tout a fait
remarquable pour le traitement de I’herpes labial et génital, ainsi que de la candidose génitale)
ou plus morbides (bien qu’il ne soit pas suffisant pour traiter différents types de cancer, il
permet d’augmenter 1’efficacité des traitements existants et d’en diminuer les effets
secondaires). Sa grande complexité d’activité s’explique en partie par la synergie de ses
composants, a I’instar de nombreux composés naturels. Mais d’autres facteurs interviennent
pour faire varier sa composition d’un échantillon a ’autre, comme la flore locale, 1’espéce,
voire la variété, d’abeille productrice.

I1 convient de déterminer dans quel cas 1'utiliser, et quel type de propolis sous quelle
forme sera réellement utile. Pour cela, il faut pouvoir déterminer quelles espéces chimiques
contient la propolis récoltée. Dans les pays ou la propolis est commercialisée, on trouve
effectivement des problémes de contrdle qualité. Prochainement, une vieille question devra
étre résolue : quelle propolis est la plus efficace pour quelle maladie ? De plus, les propriétés
pharmacologiques précises de la propolis doivent étre connues.

Pour cela, on utilise des méthodes chromatographiques afin de séparer les complexes
de propolis en fractions. Le fait d’isoler les composés chimiques de la propolis permet de les
quantifier et de les identifier. Certaines techniques spectrométriques peuvent étre appliquées
pour la caractérisation des échantillons. Il semblerait que 1’idéal soit de coupler des
techniques chromatographiques a une spectrométrie de masse.

Les domaines d’utilisation de la propolis sont trés variés. Outre son activité
bactériostatique et bactéricide qui est de loin la plus largement documentée, la propolis
permet de combattre efficacement de nombreux champignons pathogénes et virus et exerce
¢galement un effet inhibiteur sur certains parasites. Elle est immunomodulatrice, et cette
propriété est liée a une autre : I’effet antiinflammatoire. La propolis agit contre la douleur et
est un anesthésique local lorsqu’on I’administre en voie sous-cutanée. Elle est antioxydante et
cicatrisante, et peut méme permettre une réparation plus rapide des nerfs et des os 1ésés. Son
effet antiprolifératif sur les cancers est d’autant plus prometteur qu’il est associ¢ a une
diminution de la cytopénie secondaire aux traitements existants. Lors d’un usage
thérapeutique de propolis, il faut toutefois agir avec prudence, car des réactions allergiques
ont déja été enregistrées, bien qu’elles restent assez rares. L’idéal serait peut-étre de pratiquer
de petites applications cutanées en guise de test avant d’utiliser pleinement ce produit.

Conscient des multiples avantages que représente 1’utilisation de la propolis dans le
domaine médical, le Japon en est d’ores et déja un fervent utilisateur. C’est méme le pays qui
utilise le plus au monde la propolis dans un cadre thérapeutique, et celui déposant le plus de
brevet concernant ce produit de la ruche, suivi de loin par les Etats-Unis, I’ Allemagne et la
Hongrie.
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Figure 35: Répartition de la déposition de brevets concernant la propolis selon les pays. (236)

BR : Brésil - CN : Chine - DE : Allemagne - DK : Dannemark - FR : France - HU : Hongrie —
JP : Japon - Otros : Autres pays - RO : Roumanie - RU : Russie - US : Etats-Unis — WO :
demande de dépot de brevet internationale — YU : correspond au code pour 1’ancienne
Yougoslavie.

La propolis brésilienne compose une grande part de celle qu’utilise le Japon (80% de
la propolis importée par le Japon est brésilienne).

Le premier brevet d’invention déposé pour 1’usage thérapeutique de la propolis était
cependant allemand (DD1972072165709: “Composition for treating periodontopathy”) en
1972. Dans les années 70, seule I’Europe déposait des brevets sur 1’utilisation de la propolis,
puis elle fut rejointe par les Etats Unis dans les années 80. Depuis la conférence de Nagoya en
1985, I'utilité de la propolis dans le domaine médical commenga a se faire connaitre au Japon
qui va dés lors commencer a poser des brevets.

Les brevets déposés sur ce sujet sont le reflet d’une utilisation croissante de la propolis.
Une recherche sur différentes bases de données a donné pour résultat ce graphique, qui
représente le nombre de brevets déposés sur des produits utilisant la propolis selon I'année.
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Figure 36: nombre de brevets déposés sur des produits utilisant la propolis, valeur absolue. (236)

Selon I’International Patent Classification (IPC), la classification internationale des
brevets, la plupars des brevets déposés correspondent a I’IPC : A61K : Préparations a but
médical, stomatologique ou hygiénique et A23L : nourriture, supplément nutritionnel ou
boisson. Le A61K représente 53,6% des 138 documents étudiés entre 1995 et 2000.

La répartition de ces brevets selon le domaine d’utilisation est la suivante. La catégorie
« Medical Properties » regroupe les produits qui ont de multiples usages médicaux ou dont
I’usage médical n’est pas clairement défini.
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Figure 37: brevets déposés par année selon le domaine d'utilisation de la propolis. (236)
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Jusque 1993, les brevets concernaient essentiellement des méthodes de préparation de
la propolis ou des formulations susceptibles d’en contenir afin de conserver ses propriétés.
Mais depuis, les brevets protégent d’avantage les produits que les méthodes d’extraction :

La possibilité d’utiliser la propolis a des fins thérapeutiques pose également la question de
la préservation des abeilles dans le monde. Comme on le sait, la population d’abeilles décroit
actuellement de facon considérable. Ainsi, dans un rapport remis en octobre 2008, le député
Martial Saddier propose au premier ministre d’inscrire I’abeille mellifére au Patrimoine
Mondial de I’Unesco. Une récente étude réalisée en Grande Bretagne et aux Pays Bas,
réalisée par Jacobus Biesmeijer et ses collégues, atteste d’un appauvrissement de la richesse
biologique des populations d’abeilles sauvages : de 30 a 60% en nombre d’especes, dans 52%
des zones ¢étudiées en Grande Bretagne et 67% des zones étudiées aux Pays-Bas. Si la
propolis peut offrir de nouvelles possibilités a la médecine, elle pose aussi la question de
I’appauvrissement de notre patrimoine naturel via la diminution de la biodiversité (237).
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Annexes

Annexe 1 : composés chimiques identifiés dans I'huile essentielle de propolis.

Monoterpénes
6,6-Dimethyl-2-methylenebicyclo[3,1,1]heptane
Limonene

Monoterpénes oxygénés
a-Campholenal
trans-Pinocarveol
cis-Verbenol

Camphre
a-Phellandréne-8-ol
4-Terpinéol
p-Menth-1-en-8-ol
cis-Carveol
cis-p-Menth-2,8-dienol
a-Campholénal
trans-Pinocarvéol
cis-Verbénol

Bornéol

4-Terpinéol
p-Menth-1-en-8-ol

Sesquiterpénes
(+)-Epi-bicyclosesquiphellandrene
Epizonaréne

a-Himachaléne

4-Cadinene
Epi-bicyclosesquiphellandréne
Acoradiéne

Germacréne D

Thujopséne

Sesquiterpénes oxygénés

Oxyde de a-Cedrene

Cédrol

3-Isopropyl-6-methyl-2-oxo-1-(3-oxobutyl)-cyclohexanecarbaldehyde
a-Cadinol

Epicédrol
3-Isopropyl-6-methyl-2-oxo-1-(3-oxobutyl)-cyclohexanecarbaldehyde
2-Methyl-1-[3-methyl-6-(1-methylethylidene)-3-cyclohexen-1-yl]-3-buten-2-ol
7-Acetyl-2-hydroxy-2-methyl-5-isopropylbicyclo[4,3,0]nonane

a-Cadinol

Aromatiques

0-cymeéne
Calaménéne
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Aromatiques oxygénés
3-Thujen-2-one
p-Cymen-8-ol
Verbénone

Acétate de a- Terpinéol
p-Cymeéne-8-ol

Thymol

p-Thymol

Dibutyl phthalate

Aliphatiques
4a-Methyl-1,2,3,4,4a,5,6,7-octahydronaphthaléne
Cadala-1(10),3,8-triéne
1-Nonadecéne
1-Eicoséne
1-Docoséne
Heptacosane
Hexadecane
3-Methyl-5-propylnonane

Aliphatiques oxygénés
4-(2-Acetyl-5,5-dimethylcyclopent-2-enylidene)butane-2-one
3,7,11-Trimethyl-3-hydroxy-6,10-dodecadien-1-yl acétate
5,6,7,8-Tetramethylbicyclo[4,1,0]hept-4-en-3-one
(6E,6E)-3,7,11,15-Tetramethyl-1,6,10,14-hexadecatetraen-3-ol
Pimar-15-en-8-yl acétate

Autres
2-Nonen-1-ol
Diazoprogestérone
Ferruginol
Calaménéne

Annexe 2 : Croissance de différentes souches de S. epidermitis en présence de concentrations croissantes d’extrait hydro-
alcoolique de propolis : (77)

aprés deux heures d’incubation

a:

b : aprés six heures d’incubation

c : aprés douze heures d’incubation
d:

apreés vingt-quatre heures d’incubation

Staphylococcus epidermidis 1 --a-- Staphylococcus epidermidis 7
Staphylococcus epidermidis 2 --~-- Staphylococcus epidermidis 8

Staphylococcus epidermidis 4 -+~ Staphylococcus epidermidis 10

o
—e—  Staphylococcus epidermidis 3 --o-- Staphylococcus epidermidis 9
——

*

Staphylococcus epidermidis 5 —e— Staphylococcus epidermidis

—— Staphylococcus epidermidis 6

ATCC 35983
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Annexe 3 : Capacité de formation de biofilms de différentes souches de S. epidermitis en présence de concentrations
croissantes d’extrait hydro-alcoolique de propolis : (77)

a:
b:
c:
d:

apres deux heures d’incubation
apreés six heures d’incubation
apres douze heures d’incubation
apreés vingt-quatre heures d’incubation
—— Staphylococcus epidermidis 1 --a-- Staphylococcus epidermidis 7
—e—  Staphylococcus epidermidis 2 -+ Staphylococcus epidermidis 8
—e—  Staphylococcus epidermidis 3 --o.. Staphylococcus epidermidis 9
—o— Staphylococcus epidermidis4 -+~ Staphylococcus epidermidis 10
%+ Staphylococcus epidermidis 5 —e— Staphylococcus epidermidis
—— Staphylococcus epidermidis 6 ATCC 35983
35
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Eﬂ|
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o m
00010025 0o 0l 02 039 078 Lhd 3.125 625 125
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