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Résumé

La propolis est un produit résineux de la ruche d’abeilles collecté par les abeilles a
partir de bourgeons des plantes et des écorces des arbres. La propolis est trés utilisée pour
ses propriétés antioxydante, anti-inflammatoire et antimicrobienne. Les études
scientifiques ne cessent de démontrer toutes ses vertus thérapeutiques contre des maladies
ou le stress oxydant est un facteur déclenchant ou une conséquence de ces états
pathologiques. Ce mémoire présente une approche théorique sur 1’activité antioxydante et
antinémolytique de la propolis. 227 articles ont été consultés sur PubMed, interface
gratuite de la base de données en sciences biomédicales MEDLINE. La lecture critique a
révélé que 50% de ces articles décrivent des études in vitro de I’activité antihémolytique et
que les études utilisant le modele in vivo pour tester cette activité représente 15 %. La
propolis montre une bonne activité antioxydante grace a sa composition polyphénolique.
Ce qui lui permet d’assurer un effet contre 1’hémolyse oxydative grace au piégeage des
radicaux libres initiateurs de la peroxydation lipidique de la membrane érythrocytaire.
L’effet antihémolytique de la propolis peut également étre di a I’interruption de la
peroxydation lipidique par I’insertion des flavonoides dans la membrane cellulaire des

érythrocytes.

Mots clés : Activité antioxydante ;Activité antihémolytique ; Propolis ; Polyphénols,

Flavonoides



Abstract

Propolis is a resinous bee hive product collected by bees from plant buds and tree
bark. Propolis is widely used for its antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial
properties. Scientific studies continue to demonstrate all its therapeutic virtues against
diseases where oxidative stress is a trigger or a consequence of these pathological states.
This work presents a theoretical approach on the antioxidant and antihemolytic activity of
propolis. 227 articles were consulted on PubMed, the free interface of the MEDLINE
biomedical sciences database. Critical reading revealed that 50% of these articles describe
in vitro studies of antihemolytic activity and that studies using the in vivo model to test for
this activity represent 15%. Propolis shows good antioxidant activity due to its
polyphenolic composition. This allows it to provide a positive effect against oxidative
hemolysis by trapping free radicals initiating lipid peroxidation of the erythrocyte
membrane. The antihemolytic effect of propolis may also be due to the interruption of lipid

peroxidation by the insertion of flavonoids into the cell membrane of erythrocytes.

Keywords: Antioxidant activity; Antihemolytic activity; Propolis; Polyphenols,

Flavonoids
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Introduction

Malgré I’amélioration remarquable des conditions de vie durant ces derniéres
décennies, I’anémie demeure un probleme majeur de santé publique. Elle a été classée par
I’OMS comme I’un des dix problémes les plus sérieux du monde moderne (Zinebi et al.
2017). L’anémie hémolytique est caractérisée par la destruction prématurée des globules
rouges (hyper-hémolyse) (Lecouffe et al. 2019). Elle peut étre aigué ou chronique et peut
mettre la vie en danger (Van Rhee, 2019).

Par ailleurs, le stress oxydatif est défini comme une perturbation de I’équilibre redox
des cellules en faveur des oxydants, ce déséquilibre entrainant des dommages oxydatifs sur
les composants cellulaires (Powers et al. 2010) telle que les altérations au niveau des
protéines, des cassures sur I’ADN , ou des atteintes de 1’intégrité de la membrane cellulaire
par I’induction de la peroxydation lipidique (Djoudi et Ghebrioua 2017). Le stress oxydant
est impliqué dans la pathogénése de plusieurs maladies comme conséquence ou cause. En

effet, le stress oxydant peut étre la cause de I’anémie dite oxydative.

La thérapeutique antihémolytique médicamenteuse fait appel a divers molécules
synthétiques, présentent le plus souvent des effets secondaires (Sakhri, Mennecier et
Quoix, 2013).

Environ 125 médicaments ont ét¢ impliqués comme cause d’anémie hémolytique
immunitaire (Garratty, 2010). De ce fait, la recherche de substances naturelles ayant des
effets antihémolytique est devenue nécessaire.

Le regain d’intérét en thérapeutique pour les molécules bioactives issues des végétaux,
est en rapport avec le fait que celles-ci présentent des effets secondaires limités, ces
biomolécules possedent de nombreuses activités biologiques attribuées aux métabolites
secondaires comme les polyphénols (Aberrane et Mehalla 2019).

La propolis est un produit résineux naturel a haute valeur médicinale, historique et
économique (Freires, Alencar et Rosalen, 2016), résultant de la collecte de résine
provenant de différentes parties de plantes, telles que des bourgeons de feuilles, de
branches, de fleurs et de pollen, avec I’ajout de sécrétions mandibulaires d’abeilles. La
propolis est un mélange complexe présentant une grande diversité chimique. La richesse
des espéces végétales est responsable de la présence d’une grande variété des substances
dans la propolis, telles que les composés phenoliques, les flavonoides et les terpénes

(Bonamigo, Campos, Oliveira, et al. 2017a).




Bien que sa composition soit variable, la propolis est utilisée depuis longtemps en
médecine traditionnelle, car elle présente de nombreuses activités biologiques et
pharmacologiques telles que des activités antioxydante (Kalthoff et Strassburg 2019),
antibactérienne(Przybylek et Karpinski, 2019), immunomodulatrice (lvanovska et al.
1995), antivirale (Amoros et al. 1992) et anticancéreuse (Sawicka et al. 2012).

L’objectif de notre approche est d’effectuer une lecture critique et une synthése
bibliographique des études portant sur I’activité antioxydante et antihémolytiquede la
propolis tout en exposant un protocole expérimental pour tester I’effet antioxydant et

antinémolytique de la propolis in vitro.
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1 La propolis
1.1 Déefinition et origine

Comme le miel, le venin, le pollen ou la gelée royale, la propolis est un produit de la
ruche d’abeilles. C’est un matériau résineux collecté par les abeilles a partir de bourgeons
de peuplier, de pin, de bouleau, de noix, érable et substances lipophiles sécrétée par des
plaies végétales ou des résines.Ces substances, d’origine végétale, sont mélangées a des
enzymes présentes dans la salive des abeilles (A-glycosidase) et a des matériaux
accessoires introduits pendant la production (pollen ou cire) donnant naissance a la
propolis(Pasupuleti et al. 2017; Mdarghitas, Dezmirean et Bobis 2013).

Le mot grec propolis révele son utilisation par les abeilles dans la ruche, pro : pour ou

en défense et polis : la ville, ce qui signifie « défense de la ruche »(Bonamigoet al. 2017).
1.2 Historique

De nombreux enregistrements montrent que la propolis a été utilisée par les anciens
Egyptiens, Perses et Romains. En 460-377 avant JC, Hippocrate favorisé I'utilisation de la
propolis pour soigner les plaies externes et internes et ulcéres. Au XVlle siécle, la propolis

a été utilisée comme ingrédient majeur des onguents de guérison.

Le développement de la recherche sur la propolis est strictement lié au développement
de la chimie et de la composition chimique de la propolis qui a été déterminée aux XIXe et
XXe siecles. Cependant, il est seulement au cours des cinquante dernieres années que les
scientifiques ont prouvé que la propolis est une substance médicale active et importante
dans plusieurs domaines médicaux(Oryan, Alemzadeh, et Moshiri 2018).

1.3 Description de la propolis

La propolis est une matiére résineuse que les abeilles (Apis melliferal.) collectent sur
les arbres et les plantes. Les matériaux mise a la disposition des abeilles pour la fabrication
de propolis sont produits par une variété de processus botaniques dans differentes parties
des plantes. Les matériaux collectés sont partiellement digéréspar 1’abeille ajouté a la cire
d'abeille pour former le produit final (propolis crue ou propolisinnatura). Cette propolis
crue est dure et semblable a de la cire lorsqu’elle est froide, mais douce et tres collante
lorsqu'elle est chaude. Le matériau a une odeur aromatique agreable(de Groot 2013).
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Il existe plusieurs types de propolis qui sont fonction de 1’écosystéme de I’abeille. On
peut trouver des propolis de couleur jaune ambre jusqu’au brun foncé en passant par des

variétés qualifiées de vertes ou de rouges(Cardinault et al. 2012).

Figure 1:Aspect de la propolis

1.4 Composition de la propolis

La propolis est le troisieme composant le plus important des produits apicoles. Sa
composition est fonction de la zone géographique de la ruche, des végétaux présents sur
cette zone géographique, de la disponibilité des végétaux pendant la saison et de I’espéce
de I’abeille(Cardinault et al. 2012).

La propolis est composée principalement de résine (50%), de cire (30%), d’huiles
essentielles (10%), de pollen (5%) et d'autres composés organiques (5%). Les composés
phénoliques, les esters, les flavonoides, les terpenes, les béta-stéroides, les aldéhydes
aromatiques et les alcools sont les principaux composeés organiques présents dans la
propolis. Douze flavonoides différents, a savoir la pinocembrine, I’acacétine, la chrysine,
la rutine, la lutéoline, le kaempférol, I’apigénine, la myricétine, la catéchine, la
naringénine, la galangine et la quercétine; deux acides phenoliques, I’acide caféique et
I’acide cinnamique; et un dérivé de stilbéne appelé resvératrol.La propolis contient
également des vitamines importantes, telles que les vitamines B1, B2, B6, C et E et des
minéraux utiles tels que le magnésium (Mg), le calcium (Ca), le potassium (K), le sodium
(Na), le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganése (Mn) et le fer (Fe). Quelques enzymes,

telles que la déshydrogénase succinique, la glucose-6-phosphatase, I’adénosine
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triphosphatase et la phosphatase acide, sont également présentes dans la
propolis(Pasupuleti et al. 2017).

1.5 Utilisation de la propolis
1.5.1 Utilisation par I’abeille

Les abeilles utilisent la propolis principalement comme scellant et désinfectant. En
effet, elle est utilisée pour sceller les trous et les fissures, lisser la surface intérieure et
maintenir la température interne de la ruche ainsi que pour prévenir les intempéries et
I’invasion des prédateurs. En raison de son activité antimicrobienne, la propolis contribue
également a un environnement interne aseptique et est utilisé pour momifier le corps des

intrus afin d’éviter leur putréfaction a I’intérieur de la ruche(Kocot et al. 2018).
1.5.2 Utilisation par ’homme

La propolis brute est lavée a l'eau, solubilisée dans I'éthanol a 95%, et filtrée a
plusieurs reprises pour éliminer la cire et les débris organiques afin de créer le baume de
propolis ou la teinture de propolis possédant des propriétés antibactériennes, antifongiques
et antivirales et peut avoir un large éventail d'autres activités biologiques

bénéfiques(Bankova et al. 1992).
1.5.3 Utilisation commerciale

Les produits de la propolis sont commercialisés sous diverses formes telles que : les
cremes, onguents, comprimés, gélules, ampoules, sirops, sprays (pour les cavités buccales
et nasales) et des pastilles. Elle peut étre trouvée dans les cosmétiques, y compris les
shampooings, revitalisants, onguents, lotions, rouges a lévres, dentifrices et vernis a
ongles.La propolis peut également étre utilisée comme additif alimentaire pour conserver
et pour aromatiser en méme temps. D'autres applications incluent son utilisation comme
adhésif, pour sceller les fissures, pour protéger les surfaces en bois, comme vernis pour

violons et autres instruments (de Groot 2013).
1.6 Proprietés pharmacologiques

La propolis a suscité l'intérét des chercheurs au cours des derniéres décennies en

raison de plusieurs propriétés biologiques et pharmacologiques. Malgré des différences de
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composition entre les propolis, un certain nombre de propriétés pharmacologiques et/ou

d’effets santé commun font consensus (Sforcin 2007).
1.6.1 Activité antioxydante

La propolis est une substance constituée de nombreux composés antioxydants
(vitamines E et C et polyphénols). Les études ont montré que I’activité antioxydante de la
propolis était positivement corrélée avec son contenu en polyphénols. De ce fait, la
propolis de peupliers plus riche en polyphénols posséde un potentiel antioxydant supérieur

a celui de la propolis verte du Brésil par exemple(Kumazawa et al.2004).

In vivo, la propolis réduit significativement la peroxydation lipidique au niveau de
différents organes (foie, rein, poumon, cerveau) et module 1’expression des enzymes
antioxydantes (catalase, superoxyde dismutase, glutathion peroxydase) (Sebocanec et al.
2006 ; Okutan et al. 2005).

1.6.2 Activité anti-inflammatoire

Sur des modéles in vivo d'arthrite, d’cedéme de la pate ou d’inflammation chronique et
aigué, la propolis exerce un effet anti-inflammatoire significatif. Plusieurs mécanismes
d’actions ont été proposes : inhibition de I’activation de certaines molécules du systéme
immunitaire (IL-6) et inhibition de certaines enzymes impliquées dans la voie métabolique
de I’inflammation (cyclo-oxygénase, lipo-oxygénase, myéloperoxidase, NADPH-oxydase,
ornithine décarboxylase). Le CAPE s’est révélé étre le pluspuissant modulateur du
métabolisme de 1’acide arachidonique a la base de la synthése des leucotrienes et des

prostaglandines pro-inflammatoires(Ramos et Miranda 2007 ; Rossi et al. 2002).
1.6.3 Activité antibactérienne

L’activité bactéricide de la propolis et/ou de ses constituants est la plus largement
documentée. Cette activité a large spectre a été démontrée sur des bactéries Gram+ et
Gram— (de type anaérobie et aérobie) mais avec une plus grande efficacité sur les souches
Gram+. Les différentes études suggerent que la propolis et ses composés pourraient inhiber
la croissance bactérienne par blocage de la division cellulaire, par une désorganisation du
cytoplasme, par une inhibition de la synthése protéique ou par une inhibition du processus
d’adhésion. Certaines études ont montré que des souches résistantes, voire multirésistantes

aux antibiotiques, étaient sensibles a la propolis. Il a également été montré que la propolis,
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lorsqu’elle est prise en association avec certains antibiotiques, augmente leur efficacité

(streptomycine, ampicilline, gentamycine)(Lu et al. 2003).
1.6.4 Activité antifongique et antivirale

La propolis exerce une activité fongicide contre les germes appartenant au genre
Candida, mais aussi contre les cham -pignons de type Aspergillus et Microsporum (Ozcan
2004)ainsi que contre les levures(Dalben-Dota et al. 2010).

Les études ont montré que la propolis et/ou ses constituants étaient efficaces contre de
nombreux virus : myxovirus, poliovirus, coronavirus, rotavirus, adénovirus. La propolis de
peupliers et 'un de ses principaux composés, 1’ester phényléthylique d’acide caféique
(CAPE), ont un potentiel anti-VIH (comme agent anti-intégrase du virus) et un effet additif

avec I’AZT (inhibiteur de la transcriptase reverse) (Kujumgiev et al. 1999).
1.6.5 Activité immunomodulatrice

La propolis possede une action immuno- modulatrice in vitro et in vivo sur I’ensemble
des cellules immunitaires impliquées dans la réponse innée ou acquise. Elle stimule le
pouvoir de présentation des macrophages, 1’activité lytique des macrophages et des naturel
Killer contre les cellules tumorales. Elle augmente la production de cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-6, IL-8), renforce la coopération entre les lymphocytes CD4 et

CDS et stimule la production d’anticorps par les plasmocytes(Sforcin 2007).

Il a également été montré que la propolis exercait une activité antiallergique. La prise
de propolis réduit les éternuements et irritations dans le cas de rhinite allergique par

inhibitionde la libération d’histamine(Shinmei et al. 2009).
1.6.6 Activité antitumorale

Les résultats de nombreuses études montrent un effet antiprolifératif vis-a-vis d’un trés
grand nombre de lignées tumorales (sang, peau, cblon, sein, prostate, poumon, foie,
cerveau, rein). Dans la grande majorité des cas, I’effet antiprolifératif résulte d’une
restauration du signal d’apoptose. Les différentes molécules de la propolis vont pouvoir
agir a différents endroits pour induire I’apoptose soit par la voie intrinseéque, via la
libération du cytochrome C mitochondrial, soit par la voie extrinseque, via I’induction de
ligands TRAIL, de protéines pro-apoptotiques (bax, bak), des caspases, des protéines p21
et p53 et ’inhibition des protéines antiapoptotiques (Bcl-2, Bc-x1). L’effet antiprolifératif
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peut également, selon les lignées considérées, résulter d’un arrét du cycle cellulaire par

inhibition des cyclines ou par blocage des récepteurs hormonaux (Chen et al. 2007).
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2  Antioxydants naturels
2.1 Oxydants et antioxydants

L’oxydation est générée par des radicaux libres dits également especes réactives de
I’oxygene (ERO). Ces especes chimiques neutres ou chargees instables qui ne cherchent
qu’a récupérer un électron dans leur environnement pour retrouver un état plus stable. Ces
deux propriétés font que les réactions d’oxydation sont trés rapides et se propagent en

cascade (figure 2) (Rolland 2004).
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Figure 2:Processus de formation et cibles des ERO(Achat 2013).

Par ailleurs, un antioxydant peut étre défini comme une substance (petite molécule ou
systeme complexe) qui, lorsqu’elle est ajoutée a une molécule oxydable en petites
quantités, est capable de protéger ces molécules en retardant ou en inhibant leur auto-
oxydation (ou le substrat protégé est généralement une bio-macromolécule, comme les
lipides, les protéines ou I’ADN)(Avan et al. 2016).

Afin d’éviter un état de stress oxydant, la production physiologique d’ERO est régulée
par des systémes de défense composés d’enzymes (superoxyde dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutathion peroxydases (GPx), couple thiorédoxine/thiorédoxine réductase, heme
oxygénase, peroxyrédoxine...), de molécules antioxydantes de petite taille (caroténoides,

vitamines C et E, glutathion, acide urique, bilirubine, acide lipoique, ubiquinone, ...) et de
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protéines (transferrine, ferritine, céruléoplasmine) qui maintiennent les métaux de

transition dans un état inactif pour la formation d’ERO(Pincemail et al. 2002).
2.2 Antioxydants phénoliques
2.2.1 Les non flavonoides

Ce groupe comprend plusieurs composés parmi lesquels on distingue les acides

phénoliques, les stilbénes, les lignanes et les coumarines.
2.2.1.1 Les acides phénoliques

Ce sont des composes organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique. On en distingue deux principales classes ; les dérivesde I’acide
benzoique et les dérivés de 1’acide cinnamique. La concentration de 1’acide hydroxy-
benzoique est généralement tres faible chez les végétaux comestibles. Ces dérivés sont
assez rares dans I’alimentation humaine par contre ceux d’acides hydroxycinnamigues sont

tres présents(Muanda 2010).
2.2.1.2  Les stilbenes

Ilsse trouvent en petites quantités dans I’alimentation humaine, parmi ces composés,on
trouve le resveratrol quiest un anticancéreux présent dans certaines plantes

médicinales.
2.2.1.3  Les lignanes et les lignines

Les monolignols sont les dérivés de 1’acide cinnamique, ils servent de précurseurs

pour les composés de types phénylpropanoides tels que les lignanes et les lignines.
2.2.1.4  Lescoumarines

Ils sont des hétérocycles oxygenés ayant comme structure de base le benzo-2-pyrone.
Du point de vue structural, ils sont classés en coumarines simples, avec des
substituants sur le cycle du benzéne, les coumarines substituées en position 3
et/ou 4(Muanda 2010).
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2.2.15 Lestannins

Les tannins sont des macromolécules qui se divisent selon leur structure en deux
groupes principaux, les tannins hydrolysables qui sont des esters d’acide gallique quise
lient aux molécules de glucose; et les tannins condensés qui sont des composés
phénoliques hétérogénes. Ils se trouvent sous forme d’oligoméres ou polymeéres de

flavones, flavan-3-ols, 5 desoxy-3-flavonols et flavan-3,4-diols (Fethoun et Saheb 2015).
2.2.2 Les flavonoides

Les flavonoides sont des pigments hydrosolubles responsables de la couleur des
végétaux. Il en existe plus de 6000 variétés regroupées en 6 classes principales. Ils ont des

propriétés antioxydantes supérieures a celles des vitamines(Erlund 2004).

Tous les flavonoides dérivent de 1’enchainement benzo-y-pyrone et peuvent étre
classés selon la nature des différentssubstituants présents sur les cycles de la molécule et
dudegré de saturation du squelette benzo-y-pyrone (Figure3) (Di Carlo et al. 1999).

Figure 3:Structures de 1’enchainement benzo-y-pyrone(Di Carlo et al., 1999).

Les flavonoides au sens strict sont des composés dont lasubstitution par un noyau
benzénique se fait en position 2.Les composés présentant une substitution en position 3
sont désignés par le terme isoflavonoides.

Selon la naturede 1’hétérocycle (y-pyrone ou son dihydro-dérivé), on distingue les flavones
et les flavonols, les flavanones, les flavanols et les dihydroflavanols (Tableau 1).Les
flavonoides peuvent se présenter sous forme d’aglycones ou génines (entités dépourvues
de reste osidique) oud’hétérosides (portant un ou plusieurs résidus osidiques).Flavones et

flavonols sont les composes flavonoidiques les plus répandus dont notamment : la
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quercétine, le kaempférol, la myricétine et ’apigénine. Les flavanones (naringénine) et les
flavanols  (catéchine) ainsi que les dihydroflavonols  (dihydrokaempférol,
dihydroquercétine) et les dihydroflavan-3,4-diols (leucopélargonidol, leucocyanidol) sont
considérés comme des flavonoides minoritaires en raison de leur distribution naturelle
restreinte(Ghedira 2005).

Tableau 1: Structure des flavonoides(Kumar et Pandey 2013).

Groupe de flavonoide Structure de base Exemples
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2.3 Meécanisme d’action antioxydante des polyphénols

La particularité structurale donne a la fonction phénol un caractére plus acide que les
autres groupements alcools : elle perd facilement un proton H* pour former 1’ion phénoxy.
La perte d’un hydrogene (proton et électron) engendre la formation d’un radical fortement
stable. C’est cette réactivité chimique qui confére aux composés phénoliques leur caractére

antioxydant (Bellebcir 2008).
Les principaux mécanismes de I’activité antioxydante des polyphénols sont :
e Le piégeage direct des EOR ;

e [’inhibition des enzymes impliquées dans le stress oxydant et la chélation des traces

métalliques responsables de la production des espéres réactives de 1’oxygéne ;

e La protection des systéemes de déefense antioxydants(Achat 2013).
2.3.1. Inhibition enzymatique

Les phénomeénes d’interaction polyphénols-protéines ont été largement étudiés in vitro
particulierement dans le cas des flavonoides : inhibition d’une grande variété d’enzymes,
modulation du fonctionnement de divers récepteurs ainsi que du processus de transcription
de certains genes (par interaction dans le cytosol avec les facteurs de transcription ou
certains précurseurs)(Havsteen 2002).L’inhibition de la production des EOR par les
polyphénols, particuliérement les flavonoides, peut procéder directement par formation de
complexe inhibiteur-enzyme et/ou par piégeage directe des EOR.Cette double action est
bien illustrée par le cas de la xanthine oxydase, cette enzyme est considérée comme une
source biologique importante de radical superoxyde. Les flavonoides peuvent agir sur
I’activité de la xanthine oxydase en réduisant a la fois les concentrations de I’acide urique

et celles du radical superoxyde dans les tissus humains(Hanasaki, Ogawa, et Fukui 1994).
2.3.2.Chélation des ions métalliques

Les ions du fer ou du cuivre entrent dans la composition des hémoprotéines et sont
considérés comme cofacteurs d’enzymes antioxydantes.Mais ils sont aussi responsables de
la production du radical hydroxyle par la réduction du peroxyde d’hydrogene selon la

réaction de Fenton :

H,0, + Fe?* (Cu") > *OH + OH + Fe®* (Cu?")
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Divers polyphénols sont considérés comme de bons chélateurs des ions métalliques
empéchant ainsi la formation des ERO (figure 19) (Hider, Liu, et Khodr 2001).

2.3.3.Piégeage des radicaux libres

La propriété des flavonoides la mieux décrite est leur activité antioxydante et leur
capacité a piéger les radicaux libres: radicaux hydroxyles (OH"), anions superoxydes (O2")
et radicaux peroxylipidiques, selon la réaction suivante)(Ghedira 2005):

Flavonoide (OH) + R®* —— flavonoide (O°) + RH

Les flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres grace a la présence du cycle
B dihydroxylé (Figure 4 en jaune) pouvant céder des électrons aux radicaux libres. On note
aussi la présence de la liaison insaturée entre C2 et C3 (en rouge) ainsi que la fonction 4-
oxo- sur le cycle C (en vert) et autre groupements fonctionnels (en bleu) capables de
chélater les ions métalliques (Cu, Fe) qui peuvent renforcer les effets déléteres des

radicaux libres (Williams, Spencer, et Rice-Evans 2004).

OH

Quercetin

Figured:Représentation des groupements piégeurs des flavonoides, exemple de la
quercétine(Williams, Spencer, et Rice-Evans 2004).

2.4 Toxicité des antioxydants

Les antioxydants sont des molécules en général faiblement toxiques. Pourtant, pour
certains d’entre eux, leur utilisation a forte dose n’est pas dénuée de danger. Par exemple,
le radical oa-tocophéryl (a-TQO°) stabilisé par mésomérie, peut initier des réactions
d’oxydation avec les acides gras mono et poly-insaturés des phospholipides membranaires
(LH, LOOH) a l’origine de radicaux libres, et peut ainsi contribuer a la phase de

propagation des réactions radicalaires survenant dans la peroxydation lipidique. Ce r6le
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prooxydant de [’atocophérol en tant qu’initiateur des réactions radicalaires n’est
néanmoins possible que si le radical a-tocophéryl est présent en forte concentration dans
les membranes et que la vitamine C n’assure pas sa régénération(Pastre et Priymenko

2007).

Par ailleurs, les flavonoides sont connus pour avoir des propriétés antioxydantes mais
ils sont susceptibles d’avoir un effet prooxydant. En effet, plusieurs d’entre eux ont été
décrits comme responsables d’auto-oxydation et de la génération de radicaux oxygénés
actifs, comme le peroxyde d’hydrogene. L’activité pro-oxydante de ces substances est le
résultat de leur capacité a réduire les métaux comme le Fe**pour donner Fe*2lequel réagira
avec Ozou H.Ozavec génération d’initiateurs de 1’oxydation. En définitive, certains
flavonoides pourraient accélérer la survenue de [Datteinte oxydative de I’ADN, des
protéines et des glucides in vitro. Cependant, le potentiel pro-oxydant de ces composés ne

doit pas étre négligé dans le mécanisme d’action des flavonoides(Kebieche 2009).
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1 Globules rouges

1.1 Structure des globules rouges

Les globules rouges (GR), ou érythrocytes, sont des composantes cellulaires les plus
abondantes dans le sang et ont été largement caractérisés depuis leur observation initiale a
la fin des années 1600.1Is constituent la majorité des cellules sanguines, représentant 35 a
45% du volume de sang (Whelihan et Mann 2013).

Les GRs, sont des disques biconcaves avec un diamétre moyen de 8um etun volume
moyen de 90 fl. lls sont critiques pour l'échange gazeux. Leur produit principal est
I'hnémoglobine (Hb) (le vecteur d'O2 et CO; a travers le corps). C'est I’'Hb qui produit la
rougeur caractéristique associée aux érythrocytes. La forme biconcave des GRs, associés a
la flexibilit¢ de la membrane (Mb) cellulaire, permettent aux cellules de se dilater jusqu’a
150 fl ou d’entrer dans des capillaires d’un diamétre considérablement inférieur a 8
pum(Peter Klinken 2002). La durée de séjour des GRs dans le sang est de 120 jours en
moyenne et le temps de transit médullaire des érythroblastes est de 5/6jours. A mesure que
les GRs vieillissent, leurs membranes deviennent rigides et inflexibles, ils sont ensuite

retirés de la circulation par les macrophages (Valensi 2005).
1.2 Fonction des globules rouges

La fonction principale associée aux érythrocytes est le transport d'oxygéne des
capillaires pulmonaires aux tissus capillaires, ou il est échangé contre dioxyde de
carbone(Peter Klinken 2002). Ils jouent également un réle dans I’homéostasie en
protégeant contre les dommages oxydatifs et en régulant la distribution du flux sanguin

dans le muscle squelettique.

D’autres fonctions potentielles ont également été attribuées aux érythrocytes. lls
peuvent jouer un réle dans la modulation de la prolifération et de la survie des lymphocytes
T en améliorant la sécrétion de cytokines et I’induction de I’lL2R, modulant ainsi les ratios
CD4+/8+ (Morera et MacKenzie 2011).

1.3 Structure de la membrane érythrocytaire

Dans les GRs, le cytosquelette et la Mb plasmique sont extrémement et étroitement

liés pour créer une structure complexe appelée squelette membranaire. Ce qui est essentiel

14

——
| —



Revue bibliographique Chapitre 11 : Globule rouge et processus hémolytique

pour la forme et la déformabilité réversible du GR. Grace au maintien de I’intégrité
structurale de la membrane. Les GR peuvent se déformer avec une extension linéaire
jusqu’a environ 250%, alors qu’une augmentation de 3 a 4% de la surface entraine la lyse
de la cellule(Pretini et al. 2019).

La Mb plasmique des GRsest composé d’une bicouche lipidique avec des protéines
transmembranaires qui forment des complexes multi-protéiques. La bicouche elle-méme se
compose de proportions égales de cholestérol et les phospholipides.Pour I’intégrité
structurelle, la bicouche se lie au squelette de la Mb a travers deux macroprotéines
complexes: le complexe ankyrine et le complexe jonctionnel (également connu sous le

nom de complexe 4.1R) (Figure 5).

Le squelette de GR est une protéine maillage dont les composants les plus importants
sont la spectrine, actine, protéines associées a I’actine, protéine 4.1R et ankyrine. Le
squelette de la Mb est constitué de tétrameéres de spectrine qui se lient a de courts filaments
d’actine qui forment a leur tour un arrangement pseudo-hexagonal avec six spectrines
triangulaires liant un filament d’actine. Chaque arrangement a trois complexes de jonction
et trois complexes d’ankyrine qui facilitent le lien du cytosquelette membranaire avec le
complexe d’ankyrine peut relier I’ankyrine a la B-spectrine sur un coté et la bande 3 et
RhAG dans la membrane érythrocytaire, sur 1’autre coté. Le complexe de jonction relie les
protéines membranaires GPC et GPD, XK , Rh et Duffy sur le cytosquelette actine-

spectrine par interaction avec la protéine 4.1R (Pretini et al. 2019).

Ankyrin complex 4.1R complex
Rh phac Duffy
cD4a7 Rh Kell
Band 3 Band 3 Band 3 XK
GPA (GPA Giut1 l lc,pc
we—
Protein 4.2 -
a-spectrin Dematin — p55
I Adducin >
Ankyrin J ES '

PB-spectrin Tropomyosin
Actin protofilament
Tropomodulin

Figure 5:Section de la membrane érythrocytaire avec un accent sur la composition des
protéines membranaires intégrales incorporées dans une bicouche

phospholipidique(Mohandas et Gallagher 2008).
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Il existe plus de 50 types de protéines transmembranaires noyé dans la bicouche
lipidique impliquée dans le transport, adhérence et intégrité structurale. Le transport
transmembranaire est exécuté par plusieurs protéines telles que la bande 3, aquaporine-1,
transporteur de glucose 1 (GLUTL), protéine antigene Kidd, RhAG et divers transporteurs
ioniques, en fonction de la cargaison. Les protéines impliquées dans I’adhésion ou les
interactions cellule-cellule incluent ICAM-4 et Lu(Figure6)(Pretini et al. 2019).

Gardos

A VCD147 CD36

GPA ICAM4  GP

Figure 6:Représentation schématique de la composition des protéines membranaires

intégrales incorporées dans une bicouche phospholipidique(Pretini et al. 2019).
1.4 Echanges membranaire des globules rouges

L’échangeur anionique CI7HCOz3™ (ou AEpour anion exchanger) encore appelé bande
3 dans les GRs, est la principale protéine membranaire dans les globules rouges fait partie
de la famille des AE1. Elle catalyse I’échange électroneutre d’un ion chlorure et d’un ion
bicarbonate de part et dautre de la Mb plasmique. Son abondance dans la Mb
érythrocytaire permet une diffusion trés rapide des ions bicarbonates a travers la Mb
cellulaire. Ce phénomeéne contribue a la respiration en augmentant considérablement la
capacité sanguine de transport du CO> qui, diffusant dans les GR, est hydraté et transformé

en ions bicarbonate rapidement expulsés contre des chlorures.

Par ailleurs, cette protéine joue un réle structural important dans les érythrocytes en se
fixant a diverses protéines du cytosquelette, elle intervient aussi dans le métabolisme
érythrocytaire en interagissant avec l'enzyme glucose-6-phospho-déshydrogénase et joue
également un réle de signal de reconnaissance grace aux motifs antigéniques qu’elle

expose a la surface érythrocytaire (Guizouarn et al. 2006).
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1.5 Mécanisme physiologique du maintien de I’intégrité de la membrane

érythrocytaire

L’intégrité¢ de la Mb est indispensable au bon fonctionnement de la cellule. Ceci est
particulierement vrai pour le GR dont la fonction est le transport gazeux. Des poumons
jusqu’aux tissus utilisateurs, la Mb devra se défendre contre les oxydations, permettre a
I’oxygéne de diffuser, a la cellule de se déformer pour progresser dans les capillaires

(Portier et al. 2007).

Les Mbs plasmatiques demeurent des structures fluides (les molécules ont si peu
d’adhérence entre elles qu’elles glissent les unes sur les autres) et la maintenance de la
fluidité est un pré-requis pour la fonction, la viabilité, la croissance et la reproduction des
cellules (Portier et al. 2007).

La composition chimique des lipides membranaires peut changer soit par
translocation, soit en échange avec le milieu extérieur.En général, ces changements
prennent quelques minutes a quelques heures, donc des modifications de la fluidité
lipidique plus rapides ne doivent pas étre rapportées a des modifications de la composition
chimique des membranes. Les modificateurs de la composition chimique des lipides

membranaires sont :

 Lecholestérolqui est le principal rigidifiant des Mbs en condition physiologique. I
augmente la microviscosité et le degré d’ordre. Il s’associe de préférence a certains
phospholipides tels que la sphingomyéline ;

* Le degré d’insaturation des acides gras (AGs) qui constituent les phospholipides
membranaires. L’introduction d’une double liaison dans la chaine d’un AG abaisse son
point de fusion et induit une augmentation de volume qui s’exprime par la réduction de la
viscosité et donc par une augmentation de la fluidité, ceci d’autant plus si le phospholipide
était entierement saturé au départ.

» La nature des phospholipides membranaires : la lécithine et la sphingomyéline
constituent plus de 50 % du contenu lipidique des membranes et des fluides, mais leurs
propriétés physiques différentes. La sphingomyéline contribue a la rigidification, tandis
que la lécithine participe a la fluidification. Le ratiolécithine/sphingomyéline est un facteur
majeur qui contribue a la modification de la fluidit¢ Mb dans certaines pathologies et
vieillissement des tissus. La phosphatidyléthanolamine : sa méthylation augmente la

fluidité membranaire.
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» Les protéines : elles occupent un volume comparable a celui de 50 a 100
phospholipides, elles ont donc un effet de rigidification similaire a celui du cholestérol

(rigidification et augmentation de 1’ordre)(Portier et al. 2007).
1.6 Facteurs influencant la fluidité membranaire
1.6.1 Facteurs physiques

Les facteurs physiques ont des effets tres rapides (quasi-instantanés sur la Mb). En
effet, des changements importants de température corporelle (baisse de 10° C) peuvent
diminuer la fluidité. Les couches lipidiques de la Mb sont plus compressibles que les
protéines, c’est pourquoi la pression exerce aussi un role sur la fluidité. La formation d’un
potentiel électrique a travers la bicouche membranaire peut étre a 1’origine d’une petite
diminution de la fluidité(Portier et al. 2007).

1.6.2 Facteurs physiologiques

Certains facteurs physiologiques tels que le cycle cellulaire, la différenciation et la
maturation cellulaire, la densité cellulaire, le vieillissement affectent la fluidité

membranaire.

Les radicaux libres sont dotés de propriétés oxydantes qui les amenent a réagir, dans
I’environnement ou ils sont produits, avec toute une série de substrats biologiques dont les
lipides membranaires. Les RL peuvent modifier les propriétés chimiques et physiques des
Mbs cellulaires des érythrocytes en modifiant la composition, la protection et la
distribution de leurs lipides. Ceci aboutit a une altération structurale de la Mb cellulaire ce
qui se manifeste par une réduction de sa fluidité qui peut modifier I’activité des protéines

membranaires (Portier et al. 2007).
2 Hemolyse

2.1 Définition et types d’hemolyse

L’hémolyse vient des mots grecs : haema : sang et lyse : perturbation(Beris et Picard
2015).C’est un terme medical qui décrit la destruction des GR par des mécanismes de lyse

de leurs membranes(Anastasiou, Chalandon, et Anchisi 2018).

18

——
| —



Revue bibliographique Chapitre 11 : Globule rouge et processus hémolytique

L’hémolyse est un phénoméne physiologique irréversible correspond a la mort des
hématies aprés une durée de vie moyenne de 120 jours, la perte physiologique quotidienne
(1/120éme de la masse globulaire totale) a lieu principalement dans la moelle osseuse, le
foie et la rate. Elle est compensée par la production d’une quantité identique d’érythrocytes

par la moelle osseuse(Loustau et al. 2011).

Ce phénomene est pathologique lorsque cette destruction survient aprés une durée de
vie raccourcie(Burnat et al. 1998), entrainant alors une libération excessive des
constituants érythrocytaires dans le plasma en particulier I’Hb, ce qui leur confére une
coloration plus ou moins rougeéatre apres une centrifugation(Mezzou et al. 2006), on parle
alors d’hyperhémolyse. Si I’hyperhémolyse est plus importante que la compensation
médullaire, apparait alors le syndrome d’anémie hémolytique (AH) définie par une Hb
inférieure a 130 g/L chez I’homme, et inférieure a 120 g/L chez la femme(Burnat et al.
1998).

2.2 Physiopathologie de I'hémolyse
2.2.1 Hémolyse physiologique

L hémolyse physiologique est un phénomeéne essentiellement intra-tissulaire, et une

faible partie (10 a 20%) est intravasculaire(Figure 7)(Meftah 2016).

Les hématies agées appauvries en enzymes, peu déformables, sont ralenties et
bloquées dans les sinusoides ou I’hypoxie et la baisse du pH aggravent leur altération.
Elles sont alors phagocytées principalement par les macrophages de la moelle osseuse,

mais aussi par ceux du foie et de la rate.

La molécule d’Hb est catabolisée. L’héme est séparé de la globine ; la globine subit
une protéolyse tandis que I’héme sous I’action d'une héme oxydase voit son cycle
tétrapyrollique ouvert avec libération de fer et de biliverdine. Le fer est oxydé en fer
ferrique, stocké dans la ferritine et réutilis€é dans la synthése de I’héme par les
érythroblastes. La biliverdine est transformée en bilirubine par une biliverdine réductase.

La bilirubine passe dans le plasma ou elle est liée a I’albumine.

Au niveau hépatique, la bilirubine libérée de I’albumine est glycuroconjuguée par une
glycuronyl transférase et excrétée dans la bile. Dans l'intestin, elle subit une déconjugaison

partielle et une série de réductions qui conduisent a l'urobilinogéne et au stercobilinogeéne.
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Ceux-ci sont en partie réabsorbés et subissent un cycle entérohépatique. Enfin, I’urobiline
est éliminée dans les urines et le stercobilinogene dans les selles(Meftah 2016).
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Figure7:schéma d’hémolyse intratissulaire(Meftah 2016).

2.2.2 Hémolyse pathologique

L’hémolyse pathologique peut étre extra- ou intra-vasculaire. Ceci dépend du
mécanisme causal et de la brutalité avec laquelle la membrane érythrocytaire est attaquée
(Meftah 2016).

2.2.2.1 Hémolyse intravasculaire

La lyse du GR provoque la libération de ses composants (Hb, LDH, potassium) dans le
plasma ou leur concentration augmente(Figure 8). L’Hb, libérée lors d’une hémolyse, se
lie a une a2 globuline : ’haptoglobine. Les complexes haptoglobine-Hb sont absorbés par

les cellules hépatiques qui catabolisent I’Hb et transforment I’heme en bilirubine.

Lorsque la libération d’Hb est suffisante (0,5 a 1,5 g/L d’Hb libre), la concentration en

haptoglobine plasmatique chute. L’Hb se lie alors a une autre protéine, I’hémopexine ; ce
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complexe est éliminé par le foie. En cas de saturation, I’Hb peut se lier a I’albumine. L’Hb

libre prend trois voies :
+  Métabolisation par le foie ;

« Filtration glomérulaire, réabsorption tubulaire et en cas de saturation tubulaire :

hémoglobinurie ;

«  Oxydation en méthémoglobine.

Globules rouges Complexes antigénes-anticorps Activation du complément

b >
“.._’ LA % . _(‘\-‘!!x)\

Hémoglobine libre a

- [ oo
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cellules du S.R.E.
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Elimination par les cellules
du parenchyme hépatique

Figure 8:Schéma d’hémolyse intravasculaire. - SRE : systéme réticulo-endothélial appelé

actuellement systéme des phagocytes mononuclés(Meftah 2016).

L’organisme réagit a cette perte du volume globulaire sanguin en augmentant
I'érythropoiése qui se caractérise par une érythroblastose médullaire conduisant a une
réticulocytose, et souvent a une macrocytose. Si I’hémolyse persiste, 1’anémie s’instaure

(Burnat et al. 1998).
2.2.2.2 Hémolyse extravasculaire

Elle est liée a la destruction des hématies par le systeme maocrophagique (Figure 9). Il
s’agit notamment des hématies sensibilisées par la fixation d'anticorps a leur surface. L’Hb
libérée dans la circulation, faisant chuter la concentration d’haptoglobines et augmentant

celle de la bilirubine(Burnat et al. 1998).
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Figure9:Hyperhémolyse extravasculaire(Meftah 2016).

2.3 Types de maladies hémolytiques

Les anémies hémolytique (AH) sont habituellement régénératives, macrocytaires et
normochromes. On distingue les AH corpusculaires, liées a une anomalie d’un des
constituants du GR, des AH extra-corpusculaires, ou I’hémolyse est liée a un facteur
extrinséque(Figure 10). Les AH corpusculaires sont toutes d’origine constitutionnelle en
dehors de I’hémoglobinurie paroxystique nocturne (HPN) alors que les AH extra-

corpusculaires sont acquises(Godeau et Michel 2014).
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FigurelO:Classification des anémies hémolytiques (Burnat et al. 1998).
2.3.1  Anémies hémolytiques corpusculaires

Ce sont des malformations intrinséques rendent les hématies anormalement sensibles

aux processus physiologiques de 1’hémolyse.
2.3.1.1 Anomalie de la membrane érythrocytaire
a. Héréditaires

Définies et dénommées par les modifications morphologiques des hématies observées
sur les frottis, elles peuvent correspondre a des altérations génétiques multiples sur des

protéines tres différentes (Burnat et al. 1998).

Les anomalies de la membrane sont de deux sortes, il peut s’agir d’une perte de
déformabilité (sphérocytose ou élliptocytose)ou d’anomalies de perméabilité entrainant
une fragilité accrue du GR par modification de son état d’hydratation (stomatocytose a

cellules déshydratées ou hyperhydratées) (Loustau et al. 2011).

e Sphérocytose héréditaire ou maladie de Minkowski-Chauffard : c’est la plus
fréquente, de transmission dominante ou récessive.A I'examen des frottis, les hématies sont

de petite taille, sphériques et denses (sphérocytes).
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o L *élliptocytose héréditaire : est une affection génétique de transmission récessive
ou dominante caractérisée par la forme allongée des hématies. L’expression clinique est
variable allant des formes frustres de découverte fortuite jusqu'aux formes graves exigeant

des transfusions réguliéres(Benachi et al. 2014).

e Stomatocytose héréditaire : affection rare autosomale dominante se traduisant par
une AH légere ou modérée ; le frottis est caractérisé par la présence de stomatocytes :
hématies présentant une deépression centrale évoquant une bouche associée a une

perméabilité membranaire accrue (Burnat et al. 1998).
b. Acquises

e L’Hémoglobinurie Paroxystique Nocturne: est liée a 1’expansion clonale de
cellules hématopoiétiques non malignes ayant une mutation somatique du géne PIG-A. I
en résulte un défaut de synthése des molécules d’ancrage (GPI) responsables de la fixation
de nombreuses protéines a la surface membranaire, notamment des protéines inhibitrices
du complément telles que CD59 ou CD55. Le frottis sanguin est classiquement normal. Le
diagnostic repose sur la cytométrie en flux, qui met en évidence le déficit d’expression en
CD55 et CD59, liées au GPI, au niveau des GR et des leucocytes.

e Acanthocytose acquises : une acanthocytose correspond a une déformation des GR,
qui deviennent spiculés suite a la modification de la composition lipidique de leur
membrane, et sont ainsi détruits aprés séquestration splénique. Le diagnostic repose sur la

mise en évidence d’acanthocytes sur le frottis (Loustau et al. 2011).
2.3.1.2 Anémies hémolytiques par déficit enzymatique
a. Déficit en G6PD

C’est la carence en G6PD est I'enzymopathie la plus courante des GRs. Le mode de
transmission est lié au sexe car le gene de la G6PD est situé sur le chromosome X, donc le
déficit n’est trouvé que chez les hommes, mais par suite de la fréquence de ce déficit, les
femmes ayant 2 X atteints ne sont pas rares et donc le déficit peut s’exprimer cliniguement
également chez elles(Dorche 2000). La G6PD est la seule source de production du

NADPH, H*, coenzyme de la glutathion réductase. Le NADPH réduit permet la
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régénération du glutathion, dont le rdle est la neutralisation des peroxydes, trés toxiques
pour le GR (Mura et al. 2009).

b. Le déficit en pyruvate kinase (PK)

La PK convertit le phosphoénolpyruvate en lactate, générant ainsi de I'ATP. Une
carence en PK entraine une déplétion de I'ATP et une augmentation du 2,3-DPG. Les
cellules appauvries en ATP sont rigides en raison de la perte de potassium et d'eau, et les
GRs rigides sont plus susceptibles d'étre détruits dans la rate.Le diagnostic repose sur
I’absence d’une AH sphérocytaire avec des taux normaux de GO6PD. Les patients
symptomatiques ont genéralement une activité enzymatique PK comprise entre 5% et 40%
de la normale (Haley 2017).

Le mode de transmission est du type récessif autosomique, et le gene de 1’isoenzyme
PK1 trouve dans les érythrocytes est porte par le chromosome 1 en position g21. Il a été

cloné et de nombreuses mutations caractérisées(Dorche 2000).
2.3.1.3 Anémies hémolytiques par anomalies de ’hémoglobine

On distingue 2 catégories principales d’AH par anomalie de I’Hb : les syndromes
thalassémiques liées a un défaut quantitatif de synthése d’une chaine de globine et les
anomalies structurales de I’Hb : les hémoglobinopathies. Dans ce dernier groupe, la
drépanocytose est la plus fréquente, les hémoglobinoses C et E le sont moins et les Hbs

instables sont rares (Benachi et al. 2014; Loustau et al. 2011).
a. Les syndromes thalassémiques

Les thalassémies sont définies par une diminution de synthése d'une des chaines de
globine et désignées par la chaine déficiente : a-thalassémie, B-thalassémie(Benachi et al.
2014).

b. Les hémoglobinopathies

Ce sont des troubles de I’Hb héréditaire autosomique dominante, causé par des défauts
structurels résultant d'une mutation sur un gene de structure (o ou ) se traduit par une
modification de la séquence d'acides aminés (AA) des chaines a ou B et donc la
production d'une Hb anormale, elle correspond aux variants de I’Hb(Burnat et al. 1998;
Kohne 2011).
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2.3.2 Anémies hémolytiques extracorpusculaires
2.3.2.1 Anémies hémolytiques d'origine immunologique (AHI)

Les AHIs sont médiées par des anticorps (Ac) dirigés contre les antigénes (Ag) a la
surface des GRs. L’AHI est classée comme auto-immune, allo-immune ou induite par un
médicament, sur la base de I'Ag qui stimule la destruction des GRs par les Acs ou par le

complément.
a. Anémie hémolytique auto-immune (AIHA)

L'AIHA est médiée par des auto-Acs et subdivisée en : hémolyse chaude fait référence
aux auto-AcslgG, qui sont hautement fixés aux GRs a la température corporelle (37°C), et
une hémolyse froide a auto-AcslgM qui nécessite des températures plus basses (0 a 4°C).

Lorsque les 1gG se fixent aux Ags des GRs, ces derniers sont partiellement ingérés par les
macrophages de la rate, laissant des microsphérocytes, qui sont caractérise I'AIHA. Ces
sphérocytes, qui ont une déformabilité réduite par rapport aux GRs normaux, sont piégés
dans les sinusoides spléniques et retirés de la circulation.

b. Anémie hémolytique allo-immune

L’hémolyse allo-immune la plus sévere est une réaction transfusionnelle aigué causée par
des GRs incompatibles avec ABO. Par exemple, la transfusion de GRs A dans un receveur
O (qui a des IgManti-A circulants) conduit a une fixation complémentaire et a une

hémolyse intravasculaire rapide(Dhaliwal, Cornett et Lawrence 2004).

Aussi la maladie hémolytigue du nouveau-né par incompatibilité rhésus, ABO et autres.
c. Anémie hémolytique médicamenteuses et/ou immuno-allergiques

Différents mécanismes ont été décrits :

+ Fixation du médicament ou de ses métabolites sur I'nématie, les Acs spécifiques
dirigés contre le médicament formant un complexe activant le complément (ex :
pénicilline).

« Absorption de complexes immuns Acs-médicaments sur les érythrocytes par
I’intermédiaire du groupement Fc, ce qui active le complément (rifampicine, quinine,

phénacétine)(Burnat et al. 1998).
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2.3.2.2 Anémies hémolytiques d'origine non immunologique
a. Infectieuses

L’agent infectieux le plus fréquemment responsable d’AH est le Plasmodium par une
action directe sur les GRs. Les bactériémies a Clostridium Perfringens sont classiquement
sources d’hémolyses intravasculaires séveres liées a 1’action d’une toxine, mais d’autres
bactéries peuvent épisodiquement causer des toxi-infections responsables d’AH telle que

E.Coli, Streptocoque, Staphylocoque...etc.

Certains agents infectieux peuvent révéler ou aggraver des AH corpusculaires sous-

jacentes (déficit en G6PD, thalassémies, drépanocytose)(Loustau et al. 2011).
b. Toxiques

Les hémolyses toxiques d'origine immunologiques, par divers mécanismes, concernent
certains médicaments comme : céphalosporine, pénicilline, etc. ou d'origine oxydative
(dapsone, nitrofu-rantoine, sulfamide, etc.) ou des toxiques industriels (anilines, chlorates,
nitrites, etc.).

Des mécanismes toxiques plurifactoriels sont impliqués dans les intoxications par les
métaux lourds comme le plomb (saturnisme), le cuivre (intoxication accidentelle ou

maladie de Wilson) et les venins (araignées et serpents)(Benachi et al. 2014).
c. Hémolyses mécaniques par fragmentation des hématies

La fragmentation des hématies est a l'origine d'une anomalie morphologique
caractéristique : le schizocyte. Ce sont des hémolyses extracorpusculaires intravasculaires.
Les hémolyses mécaniques s’observent chez les patients porteurs de valvulopathies non
opérées, prothéses valvulaires synthétique ou de greffe, ou en cas de circulation
extracorporelle (hémodialyse chronique)(Benachi et al. 2014; Burnat et al. 1998;
Tabbara 1992)

3 Anti-hémolytiques
3.1 Définition

Le traitement de 1’anémie hémolytique dépend de la cause. Les médicaments anti-

hémolytiques sont des substances d’origine synthétiques ont la capacité a retarder ou a
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inhiber la lyse des globules rouges. Plusieurs existent, nous citerons ’acide folique, le

complément de fer, la vitamine B1> et les corticoides(Bachy, Houot, et Dony 2015).
3.2 Action des anti-hemolytiques synthetiques

» Le fer : Il est absorbé au niveau duodénal sous forme de fer ferreux (Fe2+). Le fer
assure la synthése de ’héme dans les mitochondries. Le Fe?* et la protoporphyrine vont
donner I’héme, qui passe alors dans le cytoplasme. L’héme est ensuite associé a des
chaines de globines (02, B2) pour former I’Hb. Une fois les stocks du fer sont épuisés, le
fer plasmatique sera diminué et 1’érythropoicse est ralentie.

« Vitamine B et folates : appelés anti mégaloblastiques, leurs actions biochimiques
sont étroitement liées ; V Bi2co-enzyme dans la conversion du methyl-FH4 en FHa. 1ls sont
intervenus dans la synthése de I’ADN et donc dans la division cellulaire, par conséquent,
En pathologie, toutes les situations d’érythropoiese accélérée (hémolyse, hémorragie...)
entraineront une consommation plus grande de ces vitamines donc les réserves étant
faibles. L’absence de I'un des deux, aboutissant a une hématopoiése inefficace a cause
d’une différenciation érythroblastique anormale avec des précurseurs érythrocytaires
anormaux avec un ratio ARN/ADN élevé et de grands érythrocytes fragiles circulants
(Dubost et Dupuis 2011).

 Les corticoides : Essentiellement pour les AHAI a anticorps chauds (cortisone ou
un de ses dérivés). Ce type de médicament permet d’enrayer la destruction accrue des GRs.
Les corticoides sont ici employés comme traitement symptomatique pour diminuer les

réactions immunitaires, ils ne ciblent pas 1’anticorps responsable de 1’affection(Pierrel
2015).

3.3 Action des antihémolytiques naturels (polyphénoliques)

Parce que les médicaments ont des effets secondaires et indésirables, le domaine de la
recherche scientifique orienter son intérét vers des substances anti hémolytiques d’origine

végétales. De nombreuses études sur différentes plantes démontrent I’effet antihémolytique
(Tableau 2).

Le mécanisme de I’action protectrice d’antioxydants naturels sur les organismes au

niveau moléculaire et au niveau cellulaire fait encore 1’objet d’un débat considérable.
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Cependant, il a été suggéré que les polyphénols ont la capacité de stabiliser la
membrane des globules rouges contre la lyse osmotique. Cette activité est effectuer grace a
la répartition des composés phénoliques dans les membranes cellulaires et la restriction qui
en résulte sur la fluidité de la membrane pourrait géner stériquement la diffusion des

radicaux libres et ainsi diminuer la cinétique des réactions radicalaires (Suwalsky et al.

2007).

Tableau 2:exemples de plantes médicinales douées d’activité antihémolytique

Source végétale

Tests utilisés Effets Références
(source)
Extrait de Azl el Activité antihémolytique (Afsar et al.,
le H,0
Acaciahydaspica R, P2 '€ 222 79,3 % pour 1000 (ug/ml)  2016)
Parker
Extrait de Hémolyse induite ICs0=19,47 £ 0,73 pg/ml (Alinezhad et al.
le H;0
Hyssopusofficinalis parie Hzba 2013)

L. Var. angustifolius

Extrait de fleurs

Hémolyse induite

par le H,0,

ICs0 = 258,2 pg/ml

(S. F. Nabavi et

loquat al. 2015)
Extraitde Hémolyse induite -~ '_ 836 4+ 292 ug/ml  (Ebrahimzadeh
Menthapiperrita ar le H-O
P 222 et al., 2010)
EXtr?'t de feuilles Hemolyse induite Activité antihémolytique (Chakraborty et
de Piper betel par le H:0
22 93,65 % pour 0,1mg/ ml  Shah, 2011)

Extrait de propolis

Hémolyse induite

in vivo par le HgCl,

——

Activité
antihémolytique13,20 %
pour 200 mg/kg/jour
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Le principe d’hémolyse effectuée in vitro est basé sur I’effet des parameétres
physicochimiques sur la membrane des GRs telles que le milieu hypotonique, 1’utilisation de
perturbateurs membranaires comme les especes réactives oxygéneées, les températures élevées.
Tous ces facteurs, provoquent une rupture de la membrane cytoplasmique et par consequent la

libération de I’hémoglobine qui sera alors dosé par spectrophotométrie d’absorbance.
1. Préparation de la suspension érythrocytaire

La suspension érythrocytaire est préparée selon la méthode décrite par Ebrahimzadeh et
ses collaborateurs (2010) suivant laquelle 5 ml de sang humain sont collectés dans des tubes a
EDTA puis centrifugés (1500 x g pendant 10 min) a 4 °C. Les érythrocytes sont separés du
plasma et de la couche leucocytaire en effectuant trois lavages dans 10 volumes de solution
saline tamponnée au phosphate 10 mM (pH 7,4 ; PBS) tout en effectuant des étapes de
centrifugation (1500 x g, 5 min). Les couches surnageantes des globules blancs sont
soigneusement retirées a chaque lavage. Les érythrocytes lavés sont ensuite stockés a 4 °C et
utilisés dans les 6 h pour des études supplémentaires (Ebrahimzadeh et al. 2010).

2. Test de I’innocuité de la substance a tester vis-a-vis des érythrocytes

Avant d’évaluer I’effet antihémolytique de la substance a tester, il est indispensable
d’effectuer un test d’innocuité de cette substance. Ce test a pour objectif de déterminer les
concentrations qui doivent étre utilisés pour tester 1’activité antioxydante en maintenant

I’innocuité de cette substance vis-a-vis des érythrocytes.
Principe

Ce test est basé sur le contact des GRs avec la substance a tester a différentes
concentrations dans une solution isotonique. Le suivie de la concentration des cellules
hémolysées est effectué par 1’observation microscopique et la mesure du pourcentage

d’hémolyse.
Mode opératoire

La méthode suivie est celle rapportée par Okoko et Ere (2012) selon laquelle, la solution
d’hématies (10%) est préparée. Ensuite un volume de 0,8ml de la substance a tester a
différentes concentrations (100, 150, 250, 350, 450, 550, 650, 750, 850,1000 ug /ml) est

ajouté a 0,2 ml de la solution d’hématies (10%). L’incubation se fait & 37°c pondant 30min,
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ensuite une centrifugation a 3000 tpm pendant 10min est effectuée avant la lecture de la
densité optique a 470 nm (Okoko et Ere 2012).

Expression des résultats

Le pourcentage d’hémolyse est calculé selon la relation suivante :

, DOe
% d'hémolyse = Doc x 100

ou
DOe est la densité de 1’échantillon

DOc est la densité du contréle (solution hypotonique).
3. Activité antihémolytique de la substance a tester contre I’hémolyse induite par H202
Mode opératoire

L hémolyse érythrocytaire a été réalisée avec H.0. comme initiateur de radicaux libres
selon la méthode décrite par Ebrahimzadeh et ses collaborateurs (2010) suivant laquelle une
solution d’hématies (5%) est préparée dans le PBS. A 100 pl de suspension a 5%,50 pl de la
substance a tester et de la vitamine C a différentes concentrations (100-1000 pg dans du PBS
pH 7,4), a été ajouté. Ensuite 100 pl de H202 (1M dans du PBS pH 7,4) ont éteé ajoutes. Les
mélanges réactionnels ont été agités doucement tout en étant incubés a 37 °C pendant 3 h. Les
mélanges réactionnels ont été dilués avec 8 ml de PBS et centrifugés a 2000 g pendant 10
min. L'absorbance des surnageants résultants a été mesurée a 540 nm pour déterminer

I'némolyse.

De méme, les érythrocytes ont été traités avec 100 uM de H2O> et sans inhibiteurs (la
substance a tester) pour obtenir une hémolyse compléte (control : 100% H202 non réduit).
L'absorbance des surnageants a été mesurée dans les mémes conditions (Ebrahimzadeh et al.
2010).
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Expression des résultats

Le pourcentage d’hémolyse a été calculé en prenant I’hémolyse a 100% causée par 100
MM de H20>. Les valeurs ICso ont été calculées a partir des graphiques et elle correspond a la

concentration d'antioxydant requise pour I'inhibition de I'hémolyse a 50%.

DOc — DOe
( )

100
DOc

% d’hémolyse =

Oou
DOe est la densité de 1’échantillon
Doc est la densité du contréle (100% H202 non réduit).

4. Activité antinémolytique de la substance a tester contre I’hémolyse induite par le

stress osmotique

Le protocole est réalisé selon la méthode de Louerred et al. (2016) selon laquelle deux
étapes sont effectuées

Induction de I’hémolyse

Pour calculer la concentration du NaCl qui induit une hémolyse complete, 100ul de la
suspension érythrocytaire (10% dans le PBS) sont ajoutés a 5ml de NaCl a différentes
concentrations (de 2,5 a 7mg/ml dans le PBS). Apres une incubation de 30min a température
ambiante, une centrifugation pendant 10 min a une vitesse de 3000 tpm est effectuée, puis une
lecture de la densité optique est faite a 540 nm. Un témoin négatif (NaCl isotonique 9mg/ml)
et un témoin positif ; le contréle (I’eau distillée) sont réalisés (Louerred, Ammar, et Harche
2016).

Le pourcentage d’hémolyse a été calculé en suivant la formule suivante :

e, DO du test NaCl
% d'hémolyse = DO du controle x 100

Effet de la substance a tester sur I’hémolyse induite par le NaCl
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Pour realiser ce test, 100 ul de la substance a tester ou de la molécule de référence a
différentes concentrations (de 0,1-4& 1mg/ml dans le PBS) sont ajoutés a 100ul de la
suspension érythrocytaire (10% dans le PBS). Le mélange est incubé pendant 10 min a
température ambiante. Ensuite 5ml de NaCl a une concentration déterminée précédemment
est ajouté. Le mélange est laissé incubé a 37°C pendant 30 min, puis centrifugé a 3000 tpm
pendant 10 min. L’absorbance du surnageant a été¢ lue a 540 nm. De méme, un contréle en

absence de la substance a tester a été réalisé.

Le pourcentage d’inhibition d’hémolyse a été calculé en suivant la formule suivante :

) DO contrdle — DO échantillon
% d’hémolyse = DO controle x 100

5. Activité antihémolytique de la substance a tester contre I’hémolyse induite par le

stress thermique
Mode opératoire

Le protocole est réalisé selon la méthode décrite par Sakat et ses collaborateurs (2010)
suivant laquelle une suspension érythrocytaire (2%) est préparée et additionnée a 1ml de la
substance a tester ou de 1’aspirine a différentes concentrations (de 100 a 1000 pg/ml dans le
PBS). Le mélange réactionnel est incubé dans un bain-marie a 56°C pendant 30 minutes puis
les tubes sont immédiatement refroidis a I’eau du robinet. Apres une centrifugation a 3000
tpm pendant 10 minutes & 4°C, I’absorbance du surnageant est estimée a 540 nm.
Parallélement, un control a été réalis¢ en remplagant 1’eau physiologique par 1 ml d’eau

distillée provoquant ainsi une hémolyse totale (100 %) (Sakat, Juvekar, et Gambhire 2010).
Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition de I'hémolyse induite par la chaleur est calculé toujours par

I’équation précédente.
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Discussion

Les composés phénoliques (flavonoides et acides phénoliques) sont les constituants les
plus importants de la propolis et qui sont responsables de ses propriétés pharmacologiques
(Segueni et al. 2010). Cependant, les constituants de la propolis varient considérablement en
fonction du climat, de la saison, de I’emplacement géographique (Kebsa et al., 2014). Par

conséquent, sa formule chimique change d’une région a une autre (Segueni et al. 2011).

La composition chimique de la propolis de 1’est de I’Algérie (Jijel) a été étudiee dans de
nombreuses études qui ont révélé que cette propolis avait des concentrations élevées de
flavonoides (370 mg de flavonoides par gramme de propolis) et 1’analyse HPLC a démontré
que ces flavonoides sont la pinostrombinechalcone (38,91%), la galangine (18,95%), la
naringénine (14,27%), la tectochrysine (25,09%), la méthoxychrysine (1,14%) et un composé

de coumarine prénylésuberosine (1,65%) (Boussenane et al. 2009; Boutabet et al. 2011).

Nous pouvons dire que d’aprés notre lecture, la teneur en flavonoides et en polyphénols
de la propolis algérienne est comparable aux concentrations des propolis Brésiliennes verte,
rouge et brune estimée a 315 + 26, 306 £ 29 et 344 + 17 mg/g respectivement (Daleprane et
Abdalla, 2013). Elle est également inférieure a la concentration de la propolis Chinoise qui est
égale a 537,9 + 8,7 mg/g (Wang et al., 2015). Cependant, notre propolis contient plus de
polyphénols que celles de la Corée avec 212,7 + 7,4 mg/g (Choi et al., 2006); de 1’ Argentine
avec 187 mg/g (Bankova et al., 2000), de I’Inde avec 159,10 + 0,26 mg/g (Laskar et al.,
2010), du Portugal avec 151 + 0,01 mg/g (Moreira et al., 2008), du Chypre avec 100,4 + 7,2
mg/g (Kalogeropoulos et al., 2009) et enfin de la Thailande avec 31,2 + 0,7 mg/g (Kumazawa
et al., 2004).

L’une des propriétés les plus importantes des flavonoides est leur excellente capacité de
piégeage des radicaux. L’activité de piégeage de I’extrait de propolis a été observée a des
concentrations allant jusqu’a 0,12 mg/ml, montrant qu’elle est plus forte que celle du contrdle
positif, la quercétine. En effet, a 1 mg/ml I’extrait de propolis présentait un pourcentage de
réduction de 88,30 contre 75,51% pour la quercétine (Boutabet et al., 2011). Cette capacité
peut s’expliquer par la structure chimique des acides phénoliques et des flavonoides presents
dans I’extrait qui posséde une capacit¢ de donation d’hydrogéne et forme un radical

phénoxyle stable (Rice-Evans, 2004).

D’une autre part et concernant I’activité antihémolytique, 1’exposition des globules

rouges a certains facteurs (milieu hypotonique, la chaleur, etc.), entraine la lyse de leurs
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membranes. Les études antihémolytiques révélent la capacité de toute substance a stabiliser
la membrane et a réduire le degré de lyse des globules rouges (DimaJoujhel et al., 2017).

D’aprés notre recherche d’articles effectuée uniquement sur la base de données
MEDLINE et qui est interrogée par son interface PubMed, nous avons trouvé 227 articles
faisant 1’objet d’une étude sur I’activité antihémolytique. Ces nombreuses études suivent la

chronologie d’apparition représentée par la figure 12.

Mombre des études
=] i
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Année de publication

Figure 11: représentation graphique de la chronologie d’apparition des articles étudiant

’activité antihémolytique par année de publication.

Nous avons remarqué que la premiére étude est apparue en 1904 et qui portait sur 1’action
antihémolytique de certain constituant cellulaires et tissulaires (Levene et Baldwin 1904).
Quelques études en 1911, 1912 et en 1913 sont basées sur I’activité antihémolytique de
certains €léments contenus dans le sérum sanguin humain et animal et que leur action
inhibitrice de I’hémolyse dépend d’un mécanisme directement anticomplémentaire (Surface
et Routt 1913; Zinsser et Johnson 1911).

Depuis 1944 jusqu’a 2020, de nombreuse études sur cette activité ont vu le jour, testant
différentes substances ; des substances des cellules hépatique d’origine Humain ou animales
(Tyler 1950, 1951), la bilirubine (Caroli et al. 1951), une substance produite par la
dégradation bactérienne de la digitonine (Arnaudi 1951), le détergent chlorure de dodécyl

ammonium, la vitamine Be (Love 1954; Selby et al. 1954), sels de zinc (Vishniakov 1959), les
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toxines diphtériques et des anatoxines (Schiff 1964, 1961 ; Rybicka et Kudelski 1961),
vitamine E (Fiala 1971; Skinner et al. 1971 ; Miyauchi et al. 1970), les médicament
tensioactifs(Rao et al. 1984).. .etc.

En 1976 est apparue la premicre étude de 1’activité antihémolytique d’un extrait d’une
plante et précisément les isoflavones de soja (Naim et al. 1976). Une autre étude en 2000 a
étudié a la fois I’effet de la consommation a long terme de thé Rooibos ainsi que son extrait
(Simon et al. 2000). Le pic de 27 études a été remarqué en 2016 ou il a été étudié
essentiellement 1’activité antihémolytique des plantes et des produits naturels en prenant
comme exemples D’effet de I’extrait méthanolique d’Alluim rotundum L, D’extrait de
germosprout de riz, les feuilles de Senna velutina, divers extraits des parties aériennes
d’Acacia hydaspica R. Parker et 1’extrait éthanolique de feuilles de lotus (Nelumbo nucifera
Gaertn) ( Assadpour et al. 2016; Hossain et al. 2016 ; Campos et al. 2016; Afsar et al. 2016;
Pangjit et al. 2016).

Actuellement, deux études sont apparues en 2020, I’'une en aoit qui a étudié ’activité
antihémolytique et d’autres activités biologiques des composés phénoliques des graines de
jabuticaba (Myrciaria cauliflora) (Fidelis et al. 2020). L’autre étude est apparu en septembre
et qui est un apercu complet sur les plantes appartenant au genre Vicia et leurs activités

antihémolytiques et d’autres activités biologiques (Salehi et al. 2020).

Selon les recherches consultées, I’activité antihémolytique des plantes (de leurs extraits) ou
des produits naturels est testée par deux modeles expérimentaux différents ; soit in vitro, soit
in vivo. Ce sont les types d’études les plus courants que nous avons trouvé, soit 49,7% et
14,9% respectivement par rapport au total de 150 articles. On y trouve également, des articles
de revue dont le pourcentage est a 2%. D’autres types d’articles qui représentent 33% sont des

études comparatives, des rapports de cas, des revues systématiques... etc. (Figure 13).
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32.8%

49.7%

2.7%

14.9%

= Etude Invitro = Etude In vivo Articles de revue Autres

Figure 12: Représentation de la répartition des différents types d’études effectués sur

I’activité antihémolytique.

Prenant en premier le modéle in vivo testant 1’activité antihémolytique, il est réalisé sur
des animaux tels que les souris, rats, lapins...etc. Ce type d’étude, comme a été fait par Ukab
et ses collaborateurs (1981) est basé sur le marquage des GRs avec le Cr-51 puis les réinjecter
aux lapins d’origines. La survie des érythrocytes apres injection simultanément de 10 mg / kg
d’APH (agent hémolytique) et 5% de xylitol (agent protecteur) a été augmentée d’environ
33% a 67% de la normale par rapport a la survie des GRs chez les lapins injectés avec I'APH
seul (Ukab et al.,1981).

Une autre étude de Aouachria et ses collaborateurs (2017) basée sur 1’administration, a
des différents groupes de souris, des concentrations différentes de 1’extrait brut de Reichardia
picroide (EPR) Algeérienne. L activité antihémolytique de RPE est déterminée par sa capacité

d’inhiber I’hémolyse oxydative induit ex vivo par I’AAPH (Aouachria et al. (2017).

Concernant le deuxiéme modéle testant I’effet antihémolytique in vitro, la plupart des
articles consultés étudient la capacité de différentes substances ou extraits a inhiber

I’hémolyse oxydative ou le H20: est I’agent hémolytique le plus utilisé.

D’autres articles utilisent d’autres méthodes d’hémolyse qui sont les suivants : les chocs
osmotique (Dunaevskaia et Shpakova 1997), dichlorhydrate de 2,2'-azobis (2-
méthylpropionamidine) (Alinezhad et al. 2012), stress mécanique (Bragueto Escher et al.
2019), médicament amphipathique chlorpromazine (CPZ) ou I’acide flufénamique (FA)

41

——
| —



(Morimoto et al. 1995), I’acide hypochloreux (HCIO) (Suwalsky et al. 2017). Ce type
d’étude in vitro teste I’activité antihémolytique des plantes ainsi que quelques molécules

(flavonoides ou acides phénolique) d’origine végétale.

Le test in vitro précede généralement I’étude in vivo afin de s’assurer de la présence de
I’effet antihémolytique de la substance avant de le tester sur les animaux. Nous citons
I’exemple de 1’¢tude de Korpela, Vapaatalo, et Tahti (1983) et Korpela et Tahti (1984) qui
sont des études in vitro et in vivo respectivement testant I’effet antinémolytique du toluene.
Aussi les études de (Alinezhad et al. 2012)et (Nabavi et al. 2012) qui sont des études in vitro
et in vivo respectivement testant I’effet antihémolytiquede différents extraits de Primula
heterochroma Stapf.

Moghaddam et ses collaborateurs (2012) ont utilisé dans le méme article les deux
modeles in vitro d’abord ensuite in vivo pour tester ’effet antihémolytique de I’extrait de
Diospyros lotus (Moghaddam et al., 2012). In vitro, I’extrait était capable de piéger le H20>
d’une maniere dépendante de la concentration et a montré une bonne activité (ICsp = 923,51 +
28,81 mg / ml) contre I'acide ascorbique avec I1Cso de 21,40 + 1,10 mg / ml. Cependant, 1’effet
In vivo de I’extrait de D. lotus a montré une activité antihémolytique modérée 1Cso = 953,00 +
27,54 pug / ml contre la vitamine C de ICso = 235,00 + 8,21 pg / ml.

D’une autre part, d’apres la lecture de plusieurs articles testant I’effet antihémolytique des
extraits de plantes (Aouachria et al. 2017 ; Raman et al. 2016 ; Alinezhad et al. 2012b;
Nabavi et al. 2012 ; Naginezhad et al. 2012 ; Heshmatollah et al. 2011 ; Chen et
Deuster2009 ; Chaudhuri et al. 2007; Naim et al. 1976;), nous avons remarqué que les
substances de la famille des flavonoides sont responsables de I’activité antihémolytique et
plus exactement la classe des flavonols (Dai et al. 2006) et ceci est probablement due a leur
structure phénolique, en particulier au phénomene de résonance électronique stabilisant
exercé par les noyaux aromatiques. Des études de relation structure-activité mettent en
évidence la contribution importante des groupements OH phénoliques se situant en position
C-3 du cycle C, C-3” et C-4’ du cycle B, C-5 du cycle A. Par ailleurs, la présence dans le
cycle C d’une double liaison stabilisatrice en position 2, 3-conjuguée avec la fraction 4-ceto,

confere a ces composeés une plus grande activité antioxydante (Segueni et Rhouati 2011).

L’activité antihémolytique des flavonoides contre I’hémolyse oxydative induite in vitro
par les radicaux libres comme ceux libérés par le H>Oz et I’APPH représente le sujet de

plusieurs études. Nous citons comme exemples 1’étude de Naqunezhad et ses collaborateurs
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(2012) qui ont montré que la fraction d’acétate d’éthyle de D’extrait d’Artemisia
tschernieviana Besser, riche en flavonoides (76,28 + 5.4 mg équivalent quercétine/g
d’extrait), présente une grande activité antihémolytique avec 1Cso = 728,8 £ 29 ug/ml contre
I’hémolyse oxydative induite in vitro par le H202 (provoquant environ 90% d’hémolyse)
comparable avec celle de 1’acide ascorbique de I1Cso = 235 = 9 pg / ml (Naginezhad et al.
2012). Aussi, I’étude de Kandikattu et ses collaborateurs (2015) a révélé [Deffet
antinémolytiqgue de la fraction totale des flavonoides oligomériques a partir de
Cyperusrotundus (390 £ 22ug CE/mg d’extrait). Cet extrait a une concentration de 50 pg/ml
capable d’inhiber 50% I’hémolyse induite in vitro par le AAPH (100 mM provoquant 90%
d’hémolyse) contre 80 % pour le vitamine C (100 pg/ml) (Kandikattu et al., 2015).

Les espéces réactives de l'oxygene (ERO) (O, OH' et oxygéne singulet) sont
généralement les agents oxydants in vivo. Ils sont constamment générés dans notre corps en
raison du métabolisme normal par la fuite d’¢électrons de la chaine de transport d’électrons et
par les activités des enzymes oxydoréductases. Les acides gras polyinsaturés dans les
membranes cellulaires sont particulierement susceptibles d’étre endommagés par la
peroxydation lipidique. En particulier, les cibles de cette peroxydation sont I’acide linoléique
et I’acide arachidonique. Dans le cas des érythrocytes, les lipides membranaires, lorsqu’ils
sont soumis a un stress oxydatif considérable, perdent un atome d’hydrogéne d'une chaine
d’acyle gras insaturé, initiant ainsi la peroxydation lipidique qui se propage sous forme de
réaction en chaine ; un radical initiateur peut induire jusqu’a vingt réactions de propagation.
Par conséquent, les cellules ont développé des systémes antioxydants a la fois enzymatiques ;
comme la catalase et la superoxyde dismutase, et non enzymatiques; principalement le
glutathion, I’a-tocophérol, I’ascorbate pour lutter contre ces stress oxydatifs. Cependant, de
tels antioxydants endogénes ne sont pas tout a fait suffisants dans des conditions de stress
oxydatif extréme, d’ou la nécessité de s’appuyer sur des antioxydants exogéenes (Naginezhad
et al. 2012; Mendes et al. 2011 ; Dai et al. 2006 ; Chaudhuri et al. 2007b). Dans ce contexte,
les flavonoides s’averent tres efficaces pour lutter contre les dommages mediés par les
radicaux libres, comme nous avons discutons précédemment dans 1’activité antioxydante des

flavonoides.

La propolis et un produit de la ruche qui provient des plantes et des arbres et qui contient
plusieurs types de substances actives, acides phénoliques et flavonoides (Piccinelli et al.
2013). Elle posséde plusieurs vertus et propriétés pharmacologique telles que I’activité

antioxydante (Rivero-Cruz et al. 2020), antimicrobienne (Afrouzan et al. 2018), antivirale
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(Silva-Beltran et al. 2020), antifongique (Inouye, Takahashi, et Abe 2011), inflammatoire
(Zeitoun et al. 2019), anti-hyperglycémique (Nna et al. 2018) et des activités de protection
hépato-rénale (ElI Menyiy et al. 2018), La propolis Algérienne a été testé pour son effet
hématoprotecteur (Lahouel et Fillastre 2004), hépatoprotecteur (Boussenane et al. 2009),
cardioprotecteur (Braik et al. 2019; Alyane et al. 2008)en se basant sur la réduction du stress
oxydant engendré par certains toxiques ou maladies.

Cependant et concernant I’activité antihémolytique, nous n’avons trouveé qu’une seule
étude de Il’effet de la propolis sur I’hémolyse oxydative induite in vitro par le AAPH
(Bonamigo et al. 2017b). Cette étude a testé 1’extrait éthanolique de la propolis Brésilienne de
deux especes d’abeilles; Scaptotrigona depilis (EEP-S) et Melipona quadrifasciata
anthidioides (EEP-M). Bonamigo et ses collaborateurs, montre que I’EEP a une activité
antinémolytique dépendante de la concentration et du temps. D’aprés les résultats de cette
étude, la capacité de piégeage des radicaux libres et I’activité antihémolytique démontrée par
I’EEP-M était plus efficace que celle des EEP-S, et ceci est probablement due a leurs
compositions chimiques. L’analyse HPLC a démontré que les composants majeurs de I'EEP-
M sont des flavonoides (apigenine, quercétine et lutéoline), ces composants sont
complétement absents dans I’EEP-S. Donc on peut dire que les flavones (Apigénine) sont,
probablement, les composants responsables de cette activité antihémolytique de I’EEP-M.

Une autre étude in vivo de Ercis (2015) a étudié I’effet protecteur de la propolis Turque
pour des érythrocytes contre une intoxication expérimentale par le HgCl, chez les rats. Cette
étude montre que la propolis posséde un effet protecteur de 13,20% a une concentration de
200 mg/kg/jour contre I’hémolyse induit par le HgCl> (4 mg/kg/jour induit 88,30 %
d’hémolyse). Les flavonoides sont les plus responsables de cette activité sont la pinocembrin
14,75%, la chrysin 7,67% et la galangin 4,90 % (Ercis et al. 2015).

La pinocembrine et la pinostrombine sont des flavonoides spécifiques a la propolis et a
I’heure actuelle aucune étude n’a été faite sur leur activité antihémolytique. Cependant, la
propolis Algérienne contient plusieurs flavonoides qui sont testés par d’autres études pour une
activité antihémolytique. Ces flavonoides sont la chrysine identifiée par Piccinelli et al.
(2013) et (Soltani et al. 2017) et dont I’activité antihémolytique est deéterminés par
Chaudhuri et al. (2007). Le kaempférol et la myricetine identifiée par Piccinelli et al.
(2013)et dont I’activité antihémolytique est détermineé par Dai et al. (2006). C’est ce qui

qualifie la propolis Algérienne pour une activité anti hémolytique importante.
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In vitro des radicaux libres générés par L’AAPH et le H20O attaquent les érythrocytes
pour induire I’oxydation en chaine des lipides et des protéines, perturbant I’organisation

membranaire et conduisant éventuellement a une hémolyse (Mendes et al. 2011).

Les flavonoides et plus précisément ; les flavonols réagiraient avec les radicaux peroxyles
propageant la chaine pour arréter la peroxydation, inhibant ainsi I’hémolyse (Dai et al. 2006).
A cet égard, leur interaction avec les membranes cellulaires, qui servent généralement de
cibles pour la peroxydation lipidique, constitue un domaine de recherche important. A ce jour,
et d’aprés la lecture de plusieurs articles récents, aucun mécanisme d’action claire des
flavonoides en tant qu’antioxydants dans les membranes des globules rouges n’a été élucidé,
ceci comprend leurs sites de liaison et d’autres aspects pertinents du processus de liaison.

Dans cet esprit, un certain nombre de théories possibles peuvent étre postulées pour
expliquer le(s) mécanisme(s) par lequel(s) ces flavonoides peuvent avoir une protection
ordonnée contre la formation des ERO dans les globules rouges.

Certaines études, comme celle de Ajay Krishna (2018) ont montré que les polyphénols
étaient capables de se localiser a la fois dans la membrane cellulaire et dans le cytosol des
cellules endothéliales vasculaires, aprés une supplémentation parfois aussi courte que 30 min.
A partir de ce constat, on peut dit que les polyphénols, y compris les flavonoides, pourraient
également étre capables de se localiser dans les différents milieux cellulaires des globules
rouges. Donc, Il est possible que les flavonoides aient médié un piégeage direct des radicaux
libres, soit lors de son passage a travers la membrane, soit une fois dans le cytosol. La
stimulation d’autres mécanismes biologiques utilisés par les globules rouges pour se protéger
des ERO tels que les systemes enzymatiques antioxydants endogénes pourrait également étre
un facteur contributif, comme cela a été observé avec d’autres antioxydants (Ajay Krishna et
al. 2018).

Chaudhuri et ses collaborateurs (2007) ont conclu que les flavonoides, d’aprés leurs
études de plusieurs classes (a savoir la fisétine, la quercétine, la chrysine, la morine et la 3-
hydroxyflavone, 3-HF), interagissent avec les composants lipidiques et protéiques des
membranes des globules rouges. lls ont trouvé que les flavonoides provoquent une extinction
appréciable de la fluorescence tryptophane des protéines membranaires. C’est attribué a
I’apparition de FRET, suggérant une proximité étroite des sites de liaison des flavonoides
dans la membrane fantdme aux résidus tryptophane des protéines membranaires. Ils ont

trouvé également que, en cas de liaison a la fisétine, des changements conformationnels de la
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protéine membranaire semblent étre induits, conduisant a I’exposition des résidus de

tryptophane enterrés a I’environnement aqueux.

Les sites de liaison des flavonoides dans les membranes fantdmes, déduits des études de
fluorescence, jouent un réle crucial dans la détermination de leurs propriétés antioxydantes.
En outre, les flavonoides se sont avérés efficaces pour arréter partiellement I’augmentation de
la microviscosité des membranes fantdmes (résultant de la peroxydation), ce qui est important
pour maintenir le caractere déformable facile des érythrocytes. De plus, I’activité
antinémolytique des flavonoides est liée a I’augmentation de I’intégrité membranaire des

membranes érythrocytaires incorporées de flavonoides (Chaudhuri et al. 2007).

En conclusion et d’aprés ce qui a été discuté précédemment, on peut dire que la propolis,
par ces flavonoides, peut étre incorporé dans la membrane érythrocytaire et précisément a
proximité des résidus tryptophane ou elle exerce son effet antihémolytique qui dépendant de
son activité antioxydante par le piégeage des radicaux libres et I’empéchement de la
propagation de la peroxydation en chaine, essentiellement, des phospholipides tout en

maintenant 1’intégrité membranaire, et en inhibant par la suite 1’hémolyse de la cellule.
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Conclusion



Conclusion

De nos jours, I'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a connu un grand
intérét dans la recherche biomédicale. La propolis en tant que substance fabriquée a la base de
nombreuse plantes, présente un grand intérét thérapeutique qui ne cesse d’augmenter durant
ces derniéres années, et dans divers pays notamment en Algeérie. Le but est de rechercher des
principes actifs, dotés de diverses propriétés thérapeutiques, alternatives aux substances

chimiques qui présentent des risques pour la santé humaine et pour I’environnement.

Le présent mémoire est une synthése bibliographique sur la propolis, sa composition et
ses activités biologiques, les antioxydants phénoliques et leurs mécanismes d’action en

général. Le processus d’hémolyse et les types des anémies hémolytiques sont aussi présentés.

Cette approche a pour objectif d’effectuer une lecture critique et une synthese
bibliographique des études portant sur ’activité antioxydante et antihémolytique de la
propolis, tout en exposant un protocole expérimental pour tester 1’effet antioxydant et
antinémolytique de la propolis algérienne in vitro. L’outil documentaire utilisé pour la
consultation des articles est PubMed, ’interface gratuite de la base de données en sciences

biomédicales MEDLINE.

Nous avons pu conclure que la propolis posséde un effet antioxydant avec un pouvoir
réducteur du DPPH trés important. La propolis posséde également une activité
antinémolytique tres intéressante qui est due aux différents composants phénoliques de nature
flavonoidique. Le pouvoir d’inhibition de I’hémolyse des flavonoides est étroitement lié au
piégeage des ERO initiateur de 1’oxydation des lipides membranaires ainsi qu’a 1’interruption
de ce processus oxydatif suite a I’insertion des flavonoides dans la membrane cellulaire des

érythrocytes.

En perspectives, des études in vitro sont nécessaires pour confirmer [’activité
antihémolytique de la propolis algérienne ainsi que pour déterminer la dose pour laquelle elle
est active. Des études in vivo sont egalement essentielles pour comprendre les mécanismes

cellulaires et moléculaires des effets antioxydant et antihémolytique.
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