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Abstract

The aim of this work is to study and evaluate the effected of Thymus numidicus
,antioxidants in the prevention of oxidative stress, resulted from alloxane substance, wichs is
an organic substance used in the field of pharmacy until 1943.

Injection of alloxane causes an imbalance in metabolism, wiche is the translated .in
biochemical changes standards in blood and tissue (kidney tissue).and that means:

- An increase in the concentration of creatinine, urée in the serum.

- Low in the magnesium and renal proteins.

- Low GSH in kidney tissue.

- Low the enzymatique activity (GPx) and catalase.

- Incrrease in the content of MDA at the kidney tissue level.

- Incrrease in the enzymatic activity for the GST.

The results shows that the treatment of mice injected pre-textured alloxane wich
Thymus numidicus (30and50mg/kg/day) for 21days led to improve the occupational standards
for the kidneys. It also led to improved activity of enzymes antioxidants and this result

suggests that this effect counter to this plant can reduce oxidative stress.

Key words:

Thymus numidicus, Oxidative stress, Alloxane, Biochemical parameters, Antioxidant.



Résumé

L’objectif de ce travail est d’étudier et d’évaluer I’effet antioxydant du Thymus
numidicus sur la prévention du stress oxydatif induit par 1’alloxane qui est un composé
organique utilisé dans le domaine de la pharmacie jusqu'en 1943.

L'injection de I'alloxane a provoqué également une perturbation du métabolisme qui se
traduit par une modification des parametres biochimiques sanguins et tissulaires ( tissu rénal)
a savoir :

e Une augmentation la concentration sérique de 1’urée, la créatinine;

e Une diminution de la magnésémie et les protéines totales;

e Une diminution de la teneur du tissu rénal en glutathion réduit (GSH);

e Une diminution de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx), la
catalase (CAT);

e Une augmentation de l’activité enzymatique de la glutathion —S-transférase
(GST);

e Une augmentation de la teneur du tissu rénal en malondialdéhyde (MDA).

Le traitement des souris alloxaniques par le Thymus numidicus a une dose de 30 et 50
mg/kg/j pendant 21 jours a amélioré les parametres de la fonction rénale, ainsi que les
parametres de la défense anti oxydante.

Ces résultats inspire un effet antioxydant de Thymus numidicus qui peut atténuer le

stress oxydatif.

Mots clés: Thymus numidicus, Stress oxydant ,alloxane, Paramétres biochimiques,

Antioxydant.
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Introduction

Introduction

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales S’intéresse
beaucoup au concept de stress oxydatif parfois appelé stress oxydant, se définit comme étant
un deséquilibre de la balance oxydants-antioxydants en faveur des oxydants. (Atamer et al.,
2008). Il se développe lorsque les radicaux libres, sont produits plus rapidement qu'ils ne
peuvent étre neutralisés par l'organisme.Un radical libre est une molécule tres réactive
contenant un ou plusieurs électrons non paires dans ses orbitales (Mette, Berger., 2006) et
provoquent des altérations des protéines, lipides et acides nucléiques (Mette, Berger., 1997).

Heureusement les organismes possedent des moyens de lutte intrinséques contre ces
radicaux libre, et cet équilibre cellulaire redox peut étre rompu. D’ou la nécessité de renforcer
le systéme anti oxydant par des molécules anti oxydantes exogénes d’origines animales ou
végétales.

Plusieurs recherches s’orientent vers les plantes médicinales considérées comme source
énorme de multiples substances phytothérapiques douées d’activités antioxydantes et qui
peuvent étre 1’arme permettant de faire face au stress oxydant et ses dégats au niveau des
organes de I’étre vivant.

Au cours de notre recherche on va utilisée, une plante utilisée dans la médecine
traditionnelle, c’est le Thymus numidicus.

Notre recherche est consacrée a 1’étude de l'effet de Thymus numidicus sur les
parametres biochimiques sériques et tissulaires (tissu rénal) chez les souris.

Partant de ce constat, I’idée originale de notre travail était d’étudier et d’évaluer, chez
des souris de la souche BALB/C suite a I’injection de 1’alloxane, I’effet du Thymus numidicus

sur la toxicité rénale induite par ce dernier.
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I. L’alloxane
1. Définition

L’alloxane ou (2, 4, 5, 6-tetraoxypyrimidine, 5, 6-dioxyuracil) : est un composé organique
basé sur un squelette de 1’hétérocyclique de la pyrimidine (Bouhouche., 2014), hydrophile et
instable. Sa demi-vie a pH neutre et & 37 ° C est d'environ 1,5 min et est plus a des
températures inférieures (Szkudelski., 2001; Nermeen. et al; 2010).

L'alloxane est le produit résultant de I'oxydation de I'acide urique par I'acide nitrique. Il
est utilise sous forme d'injections pour induire expérimentalement un diabéte de type 1
(Xuemei. et al., 2007; Fatmi., 2014).

2. Historique

Alloxane découvre en 1818 par Gaspard Brugnatelli (Szkudelski., 2001).

Brugnatelli a obtenu une substance a partir de I'oxydation de I'acide urique qu'il nommé
ossieritrico. Ce nom, du grec «a faire rouge», fait référence a la propriété de la substance pour
colorer la peau une couleur rouge caractéristique.

Vingt ans plus tard, les chimistes allemands, Wohler et Liebig, ont étudié I'oxydation de
I'acide urique avec détail et ont obtenu le méme composé, qu'ils ont appelé alloxane. Le nom
alloxane issu de la fusion de deux mots, a savoir, allantoine et acide oxalurique. L'allantoine
est un produit de l'acide urique excrété par le foetus dans I'allantoide et I'acide oxalurique est
dérivé de I'acide oxalique et I'urée qui se trouve dans l'urine.

L’alloxane resté uniquement dans le domaine de la pharmacie jusqu'en 1943, lorsque
Dunn et all., ont signalé que cette substance provogue une nécrose des ilots pancréatiques
lorsqu'il est administré & des lapins ou des rats (Bouhouche., 2014).
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ﬁi fi °

Alloxan Dialuric Acid Butylalloxan

Figure 01: Formules chimiques de I'Alloxane, I'acide dialurique et butyl-alloxane (Lunzen.,
2012).
3. Mode d’action

L'action de I'alloxane sur les enzymes peut se manifester par I'inactivation des cofacteurs
ou par compétition avec les substrats des coenzymes respectives grace a l'analogie structurale
(Anderson et Stitt., 1993).

L’alloxane pénetre a travers les transporteurs de glucose GLUT2 des cellules B
pancréatiques. Au cytosol, I’ Alloxane est réduit en acide dialurique. ( Szkudelski., 2001).

Cette réduction est assurée par plusieurs agents tels que le glutathion réduit, la cystéine,
I’acide ascorbique et les groupements SH des protéines. L’alloxane se relie avec deux
groupements thiol du site actif de la glucokinase formant un pont disulfure et inactivant
I’enzyme, I’acide dialurique formé est ré-oxydé en alloxane, ce qui génere des especes
réactives oxygénées et active a la réaction de Fenton.( Szkudelski., 2001; Medjdoub., 2013),
associe a l’internalisation de fortes doses de calcium dans le cytosol provoquant ainsi la
destruction rapide des cellules p (Ammon et al., 1983; Lenzen et al., 1996).

Cet effet délétére est inhérent a la vulnérabilité de ces cellules au stress oxydatif en raison
d’une part, de leur pauvreté en Cu’"/Zn"" super oxyde dismutase, en catalase et en glutathion
peroxydase, d’autre part au faible contenu en glutathion réduit (Grankvist et al., 1981). cette
fragilité intervient dans les mécanismes qui conduisent & la destruction des cellules B sous
I’effet d’agents diabétogénes comme 1’Alloxane.(Grankvist et al., 1981; Ammon et al.,
1983; Lenzen et al., 1996).
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L’alloxane a un groupe 5 carbonyle central qui réagit trés avidement avec des groupes
thiol. La glucokinase est I'enzyme thiol le plus sensible de la cellule . A des concentrations
¢levées, I’alloxane peut inhiber nombreuses enzymes fonctionnellement importants, ainsi que
d'autres protéines et fonctions cellulaires (Bouhouche., 2014).

Le glutathion réduit (GSH), la cystéine et des groupes sulfhydryle liés aux protéines
sont tres sensibles a l'action de la réduction de l'alloxane en acide dialurique, (Nermeen et
al; 2010). L’action des radicaux hydroxyles apreés le traitement par I’alloxane a été démontrée
In vitro et In vivo (Szkudelski., 2001).

L’alloxane est pourvu d’un pouvoir producteur du peroxyde d’hydrogéne et d’autres

radicaux libres qui sont a I’origine de cette nécrose cellulaire des cellules B (Kebieche et al.,
2001).

A

0,

I |<

GSSG+

Figure 02: Réactions redox cyclables entre I'acide dialurique et I'alloxane (Bouhouche.,
2014).

L’effet des espéces réactives de I'oxygéne obtenu a partir d'alloxane sur I'ADN est un
autre mode d'action qui induitent une défragmentation de I'ADN. Cette fragmentation cause
des dommages sur ce dernier, qui stimule la poly ADP- ribosylation, un processus participant
a la réparation de I'ADN. Les antioxydants comme le superoxyde dismutase, la catalase et les
piégeurs de radicaux hydroxyles non enzymatiques ont été trouvé pour se protéger contre la
toxicité de I’alloxane (Szkudelski., 2001; Nermeen et al.,, 2010; Bouhouche., 2014;
Medjdoub., 2013).
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Cette substance toxique diminue le taux de 1I’hormone de croissance au niveau de
I’adénohypophyse (Medjdoub., 2013).

En outre, la perturbation de I'homéostasie de calcium intracellulaire, est a 1’origine de
Ieffet diabétogéne de 1’alloxane .I’alloxane provoque une augmentation du Ca?* cytosolique
des cellules B pancréatique. Conduisant & des dommages des ces cellules (Szkudelski., 2001).

L’alloxane a été proposé d’agir comme un agent diabétogéne en raison de sa capacité a

détruire les cellules des Tlots de Langerhans (Kebiéche et al., 2001).
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Figure 03: Mécanisme de la production d'espéces réactives de I'oxygéne induite par I'alloxane

dans les cellules B de pancréas de rat (Szkudelski., 2001).
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I1. Stress oxydant et les systéemes des défenses
1. Définition
1.1. Stress oxydant

Le stress oxydant se définit classiguement comme un déséquilibre de la balance entre les
systemes prooxydants et les systemes de défenses antioxydants en faveur des premiers, et
source d'effets toxiques potentiels (Laurent et al., 1997; Favier., 2003).
1.2. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un, ou plusieurs électrons
célibataires (électron non apparié) sur leur couche externe et capables d’existence
indépendante (Halliwell et Gutteridge., 1989). Ils peuvent étre dérivés de 1’oxygene (especes
réactives de ’oxygeéne ERO) ou d’autres atomes comme 1’azote (especes réactives d’azote
ERA). La présence d’un électron célibataire confere aux radicaux libres une grande réactivité
(demi-vie courte) et ils peuvent étre aussi bien des especes oxydantes que réductrices. De part
sa structure particuliére, il a tendance a attirer les électrons d’autres atomes et molécules pour
gagner en stabilité (Delattre et al. 2005).
2. Origines des radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre d’origine exogeéne: la source exogene principale des
radicaux libres est la fumée de cigarettes et a un degré moindre la pollution environnementale
(Léophonte et al., 2006), et peuvent étre produites par des agents physiques comme les
rayonnements  (Robert., 2006), et aussi Les métaux toxiques, générent des radicaux
hydroxyles, tres réactifs, a partir de I'espéce peu réactive H,O, (Favier., 2003), Lorsqu’ils
sont d’origine endogéne :des réactions chimiques et surtout enzymatiques. En effet, toute
réaction impliquant de 1’0, et un systéme réducteur de transfert d’électrons est susceptible de
libérer des ERO. C’est ainsi que la chaine respiratoire provoque une libération importante
d’ERO (Robert., 2006), les radicaux libre elles sont produites en permanence par les cellules
notamment au niveau des mitochondries, dans les cellules endothéliales par activation de la
xanthine oxydase, en cas d’acidose, lors de I’inflammation par la NAPHoxydase et la
myéloperoxydase, lors de 1’auto-oxydation des catécholamines, lors de perturbations du
métabolisme du calcium (Groussard., 2006; Favier., 2003) . La source endogene provient en
majorité des polynucléaires neutrophiles et des macrophages (Léophonte et al., 2006) enfin
la NO synthase endothéliale (NOSe), source de eNO ( Beaudeux et al., 2006 ).
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La production de radicaux libres est largement physiologique. Parmi les exemples la
phagocytose,et fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires,
a la défense immunitaire contre les agents pathogénes, a la destruction par apoptose des
cellules tumorales, au cycle cellulaire, a la différentiation cellulaire, a la régulation de la
dilatation capillaire, a la régulation des génes, phénomeéne appelé contréle redox des genes
(Favier., 2003).
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Figure 04: Origines des radicaux libres. (Robert., 2006)
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3. Type des radicaux libres
3.1. Espéces réactives de I’oxygene
Les "especes réactives de 1’oxygéne" : sont des dérivés de 1’oxygene dont certains
électrons se trouvent dans un état energétique excité, donc tres réactionnel; certains de ces
dérivés portent un électron non apparié, Parmi les composés oxydants formés apres réduction
de I’oxygéne
> Les radicaux libres primaires: ils jouent un r6le particulier en physiologie ils
dérivent directement de 1O, par une réaction de réduction ; tels Il'anion
superoxyde O’ et le radical hydroxyle OH";
> Les radicaux libres secondaires : ils sont formés par la réaction des radicaux libres
primaires sur des composés biochimiques cellulaires;
> Les espéces actives de 1’oxygeéne: ce sont des molécules ne possédant pas
d’électron non apparié mais au fort pouvoir oxydant car elles peuvent donner
naissance a des radicaux libres; comme l'oxygene singulet 1'O,, le peroxyde
d'’hydrogéne (H,O;) ou le nitroperoxyde (ONOOH) (Favier., 2003; Pasquier.,
1995 ; Haleng et al ., 2007) (Figure 05)
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Figure 05: Origine des différents radicaux libres oxygénes et nitrogénés (Favier, 2003).



Recherche bibliographiques

3.2. Espéces réactives de I’azote

Le monoxyde d’azote, NO' est produit au niveau cellulaire a partir d’arginine et
d’oxygéne. Cette réaction est catalysée par une famille d’enzymes : les NO synthases.

C’est une molécule labile treés diffusible, dont les effets régulateurs s’exercent sur la
plupart des fonctions physiologiques de 1’organisme neurotransmission, fonctionnement rénal
(Haleng et al. 2007), qui induit la relaxation des cellules musculaires lisses de la média.En
situation physiologique, on observe une production basale de NO (Defraigne et Pincemail.,
2007).11 existe trois types de NOS: la NOS neuronale, la NOS endothéliale et la NOS
inductible présente dans de nombreux tissus et organes. Les deux premiéres sont constitutives
; leur activité est régulée par la concentration intracellulaire de calcium. Le NO- peut étre
converti en ion nitrosium (NO®), en anion nitroxyl (NO) ou en peroxynitrite (ONOO)
(Clémentine., 2013) (Figure 06)
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Figure 06: Activité de la NO synthase endothéliale et formation du peroxynitrite. (Beaudeux
et al., 2006).
4. Conséquences du stress oxydant
Les radicaux libres et autres groupes chimiques oxygénés réactifs entrainent 1’oxydation
des protéines, et les acides aminés, les lipides insaturés et I’ADN, conduisant a des altérations

moléculaires potentiellement néfastes (Gabriel et al., 2013).
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4.1. La peroxydation lipidique

Les acides gras polyinsaturés sont les cibles privilégiées des ERO radicalaires en raison
de leurs hydrogenes bis-allylique facilement oxydable. Plus I’acide gras est insaturé et plus il
est susceptible d’étre peroxydé, c'est-a-dire dégradé par un processus oxydant non
enzymatique. Il s’agit d’un enchainement de réactions radicalaires organisées en trois phases
successives: I’initiation, la propagation et la terminaison (Halliwell et Gutteridge., 1989)
(figure Q7).

L’initiation: consiste en la création d’un radical d’acide gras (R") a partir d’un acide gras
(RH) par soustraction d’un atome d’hydrogéne provenant d’un groupement méthyléne —CHo-
bis allylique. Cette déshydrogénation peut étre provoquée par un initiateur radicalaire tel que
le OH" et le HOO".

RH + HO®—R® + HyO «.eeeennnnnnnnn. (1)

La propagation: le radical centre sur le carbone (R°) va subir un réarrangement pour
former, par délocalisation de la double liaison, un radical diéne conjugue, oxyde en radical
peroxyle (ROO®):

R® + 0;—5RO0° cvveeeeeeeeeervnnnnnn. (2)

Cette reaction forme rapidement une réaction en chaine, car le radical peroxyle est
suffisamment réactif pour attaquer les autres acides gras polyinsaturés en arrachant un
hydrogéne et former un hydroperoxyde lipidique (ROOH) ainsi qu’un nouveau radical centre
sur le carbone (R°):

ROO° + RHHROOH +R°.......... (3)

Cette étape de propagation peut se reproduire jusqu’a €puisement de I’acide gras et/ou de
I’oxygene. Dans ces conditions, une réaction en chaine s’installe, propagée par les radicaux
R° et ROO°. Ainsi, un tel processus amplifie notablement le phénomene de peroxydation
lipidigque.

La phase de terminaison: L’hydroperoxyde lipidique (ROOH) formé peut étre oxydé en
présence de métaux de transition divalents de Fe," ou Cu," et entrainer la formation
d’alcalanes et d’aldéhydes toxiques dont le malonyldialdéhyde (MDA) ou le 4-
hydroxynonenal (4-HNE). La réaction en chaine peut étre interrompue (phase de terminaison)
par 1’association de deux radicaux libres et la formation d’un composé stable ou le plus
souvent par la réaction du radical avec une molécule antioxydant (Armelle., 2004; Josiane et
Pierre., 2006; Delattre et al. 2005).

10



Recherche bibliographiques

L’obésité est responsable d’une surproduction des espéces réactives oxygénées (ERO)
induite par I’hyperglycémie, qui entraine une augmentation de la peroxydation lipidique chez

I’homme et ’animal. (Louala et al., 2013 ).(figure 07).
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Figure 07 : Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature
des produits terminaux formés. (Favier., 2003)

4.2. L’oxydation de ’ADN

Bien que I'ADN soit la mémoire de toute la composition biochimique des étres vivants
(Favier., 2003), Les ERO affectent la qualité de I’ADN, non seulement en induisant, une
oxydation des bases de I’ADN, une fragmentation, mais aussi en favorisant la formation
d’adduits, qui déforment la structure des bases, Ces dégats affectent I’ADN nucléaire et
mitochondrial. Les composés produits de I’oxydation des bases de I’ADN, la fragmentation
de I’ADN et les adduits bloquent la transcription (Ménézo et al., 2012 ) Les DAO inhibent ou
modifient 1’activité des protéines enzymatiques, telles que la topoisomérase qui n’assure plus
la religature des deux brins de ’ADN lors de sa réplication.( Lemkecher et al., 2005) ,La
guanine, par exemple, peut réagir avec *OH pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-
OH-dG) qui, au lieu de s’apparier avec la cytosine, s’associera avec 1’adénine, entrainant des
mutations au sein de I’ADN et conduisant a des altérations du message génétique impliquées

dans le déclenchement du cancer et le vieillissement.(Haleng et al., 2007).
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4.3 Oxydation des protéines

Les protéines sont des constituants cellulaires structurels et fonctionnels, essentiels, qui
peuvent subir des modifications oxydatives. L’oxydation des acides aminés, surtout des
acides aminés soufrés et acides aminés aromatiques, entrainent des modifications structurales
des protéines, (Squier., 2001). Ces modifications s’accumulent avec 1’age dans de nombreux
tissus et alterent la fonction des organes (Davies et Slater., 1987). L’oxydation des acides
aminés soufrés entraine une perte des groupements thiols (Davis et al., 2001) (figure 08).

Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques et facilitant de
ce fait leur agrégation ou leur digestion par les protéases et notamment du protéasome. et
deviennent aussi trés hydrophobes, soit par suppression de groupements amines ionisables,
soit par extériorisation de zones hydrophobes centrales. (Favier., 2003) (figure 08).

OoH* H202  OH° ONOOH OH OH oM* OH
NH2 NH NH l l
| A4 NH2
“3"‘2 CI | CH3
oH oH CH
CcH2 TH | s
H3 CcH3  SH AN CH

Figure 08: Nature de quelques modifications des chaines latérales, d’acides aminés des
protéines apres attaque radicalaire (Favier., 2003).

La réaction des protéines avec les ERO peut également conduire a la formation de
nouveaux radicaux organiques alcoxyle ou peroxyle (Davies et al., 1995). Ces radicaux
peuvent endommager I’ADN. Deux types de dommages sont induits par cette dégradation :
des pontages entre les protéines et les bases de ’ADN (Gebicki et Gebicki., 1999; Luxford
et al., 2002) mais aussi des dommages oxydatifs (Furukawa et al. ,2005)

5. Biomarqueurs du stress oxydant
Le stress oxydant peut étre évalué par la mesure de plusieurs marqueurs spécifiques

Il s’agit généralement de biomolécules dont la structure chimique a été modifiée par les ERO
et ERA.

12
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5.1. Marqueurs de I’oxydation des lipides

a- Malondialdéhyde (MDA): Le malondialdéhyde (MDA) est un produit de la
peroxydation des lipides insaturés. Il peut étre formé a partir de composés non lipidiques tels
que I’acide ascorbique, les acides aminés, le désoxyribose ou le saccharose, il constitue 1’un
des indicateurs de la peroxydation lipidique le plus fréqguemment utilisé (Haj Mouhamed et
al., 2012).

b- Le pentane: la peroxydation des acides gras polyinsaturés, tels que 1’acide linoléique
et I’acide linolénique, qui sont tous les deux des composes des membranes cellulaires induit la
formation de pentane éliminé par 1’air pulmonaire, le pentane est considéré aujourd’hui
comme le marqueur le plus spécifique, le plus faible et le plus pertinent de la
lipoperoxydation (Massias et al., 1995 ).

c- F1l-1soprostanes: sont produites par I’action de radicaux Libres oxygénés sur ’acide
arachidonique estérifié, responsable de sa peroxydation. Circulent dans le plasma forme
native ou métabolisée. Du fait de la répartition ubiquitaire de 1’acide arachidonique, la
synthese des F,- isoprostanes peut survenir dans toutes les membranes cellulaires, au site de
production des radicaux libres (Cracowski et al., 2000)

d- hydroxynonénal (4-HNE): Le 4-hydroxy-2-nonénal (HNE; figure 09), représente le
second aldéhyde formé au cours de la peroxydation lipidique apres le malondialdéhyde.

L’adduit majoritaire De 1 HNE est susceptible d’induire aussi des transversions GC vers
TA (Yves., 2008).

e- 4-oxo-nonénal (ONE): un autre produit de la peroxydation lipidique, est capable de
former des adduits avec la guanine (Lee et al. 2005) 1’adénine (Lee et Blair., 2000; Lee et
al., 2000) et la cytosine (Pollack et al., 2003) (figure 09)

13
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Figure 09: Produits terminaux de la peroxydation lipidique (Olivier., 2006)
5.2. Marqueurs de I’oxydation des protéines

Lorsque les acides aminés constituant une protéine sont oxydés, ils peuvent former un
groupement carbonyle que I’on peut rechercher (réaction avec du 2,4 dinitrophenylhydrazine)
mais il s’agit d’une méthode peu spécifique. Les carbonyles présentent I’avantage d’étre
stables ce qui rend leur méthode de dosage plus aisée.

Elles s’accumulent lors de vieillissement cellulaire, de lésions d’ischémie-reperfusion,
d’inflammation chronique et de nombreuses autres maladies (diabetes, insuffisance rénale...)
(Dalle-Donne et al., 2006).

5.3. Marqueurs de I’oxydation de ’ADN

Lorsqu’une guanine d’un nucléotide est hydroxylée en 8-hydroxy-2’-deoxyguanine, le
nucléotide obtenu est la 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine ou 80HdIG est non fonctionnel et
excisé entierement. La 80HAG se retrouve dans les urines et le plasma et peut étre dosée par

des techniques de chromatographie (Powers et al., 2010).
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6. Systemes antioxydants

Pour se protéger des effets déléteres des ERO, I’organisme dispose d’un ensemble
complexe de défenses antioxydantes. On distingue deux sources d’antioxydants: 1’une est
apportée par 1’alimentation sous forme de fruits et légumes et 1’autre est endogéne et se
compose d’enzymes, de protéines (Defraigne et Pincemail., 2007; Haleng et al., 2007).

6.1. Systeme antioxydant enzymatique

Les systémes enzymatiques extrémement complexes permettent de protéger les cellules
contre les radicaux libres. S’y ajoutent quelques oligo — éléments qui sont les co — facteurs de
divers enzymes a activité antioxydante. (Defraigne, Pincemail., 2007).

6.1.1. Superoxyde dismutases (SOD): sont des métalloenzymes qui catalysent la
dismutation des ions superoxydes en peroxyde d’hydrogéne et d’oxygene (Eq. 01) (Zelko et
al., 2002).

*Q +*0 ,+2H" -SOD—SOD H,0,+0;........... (Eq.1)
Chez ’homme il existe trois isoenzymes
» Une forme cytosolique associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD).
» Une forme mitochondriale associée au manganese (Mn-SOD).
» Une forme extracellulaire (Ec-SOD) c’est une SOD a cuivre-zinc (Crapo., 1997,
Haleng et al., 2007 ).

6.1.2. Catalase (CAT): La catalase est une enzyme heminique a cofacteur fer, localisée
dans les peroxysomes, en particulier dans les hépatocytes et les érythrocytes capable de
transformer le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygéne moléculaire (Eq. 02).
(Boussekine., 2014)

2H,0;, — 2H,0 + O, ........... (Eq. 02)

6.1.3. La glutathion peroxydase séléno-dépendante (GPx): Cette enzyme qui se
localise dans la mitochondrie et dans le cytosol (Favier., 2003). Décompose les
hydroperoxydes organiques et peroxyde d’hydrogéne.. L’enzyme posséde une grande
spécificité pour le glutathion réduit (GSH) qui est utilis¢ comme donneur d’hydrogene au
cours des réactions de décomposition ; il s’en suit la formation du glutathion oxydé (GSSG),
La GPx est donc en compétition avec la catalase pour le substrat H,O,, (Eq.03) (Valko et
al.,2007; Valko et al., 2006).

ROOH + 2GSH—ROH + GSSG + H,0
H,0,+ 2GSH—2H,0 + GSSG....coociiiviieeeeecieeeee e, (Eq.03)
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6.1.4. La glutathion réductase (GR): La glutathion réductase, quant a elle, a pour rdle de
régénérer le GSH a partir du GSSG grace au NADPH qui est utilisé comme donneur
d’électrons. En effet, la concentration cellulaire en glutathion étant limitée, il est nécessaire de
le réduire constamment pour que la GPx maintienne sa fonction (Srinivason et al., 2012).

6.1.5. Glutathion S-transférase (GST) : réduit les hydroperoxydes en alcools (Eq.04)

ROOH + 2GSH —ROH + GSSG + H,0 ........... (Eq.04)

Les glutathion S-transférases constituent une famille de protéines jouant un réle clé dans
la détoxification de plusieurs composes hydrophobes et électrophiles endogenes. Tous les
eucaryotes expriment plusieurs isoenzymes cytosoliques et membranaires, par ailleurs ces
enzymes sont subdivisées en six (6) classes selon leurs propriétés structurales, biochimiques
et immunologiques ; on distinguera ainsi les classes alpha (a), kappa (x), mu () pi (x), sigma
(o) et théta (t) (Hayes et Pulford., 1995) .

6.1.6. La thiorédoxine (TRX): Elle intervient dans la dégradation des peroxy-des
lipidiques et du peroxyde d’hydrogene, ainsi que dans la régénération du radical ascorbyl en
acide ascorbique.. Il consomme aussi du NADPH dans son fonctionnement. Il joue un role
protecteur contre une grande variété de stress oxydatifs (Haleng et al ., 2007).

6.1.7. Hémes oxygénase: C’est une enzyme inductible et ubiquitaire qui dégrade 1’héme
en fer ferreux (Fe,"), monoxyde de carbone (CO) et biliverdine Cette derniére est ensuite
transformée par la biliverdine réductase en bilirubine, puissant anti-oxydant, Il existe trois
isoformes d’héme oxygénase : HO-1, HO-2 et HO-3 (Grochot-Przeczek et al., 2012; Susana
etal ., 1994; Shinobu et al ., 1999)

6.1.8. Peroxyredoxines (PRX): Les peroxyredoxines aussi appelées thiorédoxines
peroxydases, sont des peroxydases non hémiques contenant un résidu cystéine au niveau de
leur site catalytique. Elles possédent généralement les mémes capacités peroxydasiques que
les POX, mais avec une efficience moindre (Navrot et al., 2006). La réduction du substrat
s’effectue par oxydation du groupement thiol (-SH) de la cystéine en acide sulfénique (-SOH).
La réduction de I’acide sulfénique est due a l’oxydation de co-substrats tels que les
thioredoxines, glutaredoxines et cyclophilines (Dietz et al., 2006; Dietz., 2007).

6.1.9. La NAD(P) H quinone oxydoréductase 1: La NAD(P) H quinone
oxydoréductase 1 (NQO1) est une flavoenzyme qui est principalement localisée dans le
cytosol. Elle réduit les deux électrons célibataires des quinones en utilisant le NADPH ou le

NADH comme cofacteur. Elle empéche la formation de produits réactifs (semiquinones) qui
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entrainent la formation d’ERO et assure le maintien de la vitamine E sous forme réduite et
donc active (Clémentine., 2013).

6.1.10. Les paraoxonases (PON) : Les paraoxonases sont des enzymes estérases Ca2"-
dépendantes, contribuer a la défense antioxydante vasculaire. Il existe trois isoformes de PON
dont deux sériques, synthétisées dans le foie et circulant en association avec les HDL: la
paraoxonase/arylesterase-1 ou PON1 et la paraoxonase/lactonase-3 ou PON3. La
paraoxonase/arylesterase-2 ou PON2 est exprimée dans de nombreux types cellulaires. les
PON seriques, en particulier PON1, possederaient une activité similaire a la peroxydase, et
isoforme PON2 pourrait réduire les niveaux d’ERO dans les cellules endothéliales
humaines.(Aviram et al ., 1998; Benjamin., 2015)

6.2. Les systemes antioxydants non enzymatiques

L’organisme se protége par un ensemble de systémes antioxydants. Certains composés
antioxydants comme [’ubiquinone ou les caroténoides, les vitamines E, C apportés par les
aliments agissent en piégeant les radicaux. Des composés endogenes jouent le méme role,
come le glutathion réduit et Ubiquinol et cytochrome c, les métallothionéines.

6.2 .1. Molécules anti-oxydantes endogénes

a- Le glutathion: Le glutathion est un tripeptide (acide glutamique-cystéine-glycine). Il
est le thiol (-SH) majoritaire au niveau intracellulaire ou il est présent sous forme
essentiellement réduite (GSH) (Haleng et al., 2007), Il réagit dans le cadre de réactions
enzymatiques catalysées par les glutathion peroxydases (activités dites selenodependantes).
En ce qui concerne le peroxyde d’hydrogéne, le glutathion peut en plus réduire le peroxyde,
assiste par les glutathion transferases (activité glutathion peroxydase dite non
selenodependante). (Descamps et al., 2006).

b- Ubiquinol et cytochrome c: Il a été décrit précédemment que les ubiquinones, sous
leur forme semi-radicalaire, jouaient un réle fondamental dans la production de ROS.
Inversement, il a pu étre défini que la forme "ubiquinol" agissait comme antioxydant.
(Blandine., 2006). L ubiquinol protége les membranes de la peroxydation lipidique par une
diminution de la formation et de la propagation de radicaux peroxyls. (Packer et al., 1997).
Le cytochrome c présent dans I'espace intermembranaire a un réle de détoxification en captant
1'électron libre d’O," produit au niveau de la chaine respiratoire. Ainsi réduit, il céde cet
électron au complexe IV formant du cytochrome c¢ oxyde et de I'H,O (Skulachev., 1998).

c- Les métallothionéines : Cette protéine de faible poids moléculaire (6 kDa possédant
57-58 acides aminés chez les crustacés) tres riche en cystéine (18 des acides aminés), De plus,

sa structure lui confere des capacités dans la protection contre les radicaux libres et les
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dommages oxydatifs (Pedersen et al., 1996) en piégeant les ions superoxydes et les radicaux
hydroxyles (Thornalley et Vasak., 1985)

d-Acide urique: L’acide urique est le produit terminal du catabolisme des bases puriques
chez Lhomme. L’acide urique est dote de puissantes propriétés antioxydants et est forme par
la xanthine deshydrogenase. Il neutralise en fait 10 a 15% du radical hydroxyle produit
quotidiennement, et peut aussi neutraliser les radicaux peroxyles, de méme que I’oxygene
singlet (E. Descamps et al ., 2006; Yuliya et al .,2015).

e-Bilirubine: La bilirubine est un produit terminal de la dégradation de I'néme, La
bilirubine est capable de piéger ROO" I'oxygene singulet. Ainsi, elle protége I'albumine et les
acides gras liés a I'albumine des attaques radicalaires (Haleng et al., 2007; Libor., 2012).

f-Mélatonine: La mélatonine est une neurohormone synthétisée et secrétée par
I’épiphyse, La mélatonine est dotée d’un large spectre antioxydant, pouvant neutraliser des
especes incluant I’anion superoxyde, les hydroperoxydes, le radical hydroxyle, le NO et le
peroxy-nitrite. (Descamps et al ., 2006).

g- Glucose et mannitol: Inactivent le radical hydroxyle HO® et pourraient ainsi jouer un
role protecteur de la glycation des protéines. Cette réactivité mérite d’étre soulignée dans le
cadre de I’exercice physique et de I’évolution des potentialités antioxydantes du sang.
(Dubois., 2015).

6.2.2. Molécules anti-oxydantes exogénes

a-Vitamine E et Vitamine C: Sous le terme vitamine E est regroupée la famille des
tocophérols (a, B, 9, v). Le caractere hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer au
sein des acides gras de la membrane cellulaire et des lipoprotéines, ou elle joue un réle
protecteur en empéchant la propagation de la peroxydation lipidique induite par un stress
oxydant. Seuls a et & tocophérols possedent les propriétés antioxydants les plus intéressantes
(Vertuani et al., 2004).

La vitamine C peut directement réagir avec des espéres réactives de 1’oxygeéne comme
(HO¢) ou (Og¢). Elle peut recycler I’a-tocophérol pour aider a prévenir 1’oxydation des lipides
(Vertuani et al., 2004).

b- B-carotene: Le B-carotene est apporté par l'alimentation. Il est doué de plusieurs
capacités: il est précurseur de la vitamine A, il capte I'oxygéne singlet sous faible pression
d'oxygeéne et, avec les autres caroténoides, il a le pouvoir de terminer les réactions en chaine
de lipoperoxydation. 1l protége les structures cellulaires contre I'agression oxydante
(Goudable et Favier., 1997).

18



Recherche bibliographiques

c-Oligoéléments: Les oligoéléments apparaissent a des taux faibles dans notre organisme
et certains d’entre eux, intervenant dans de multiples processus physiologiques, (Rich., 1996).
Toutes les enzymes antioxydants requiérent un cofacteur pour maintenir leur activité
catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a besoin de manganése, la SOD cytosolique de
cuivre et de zinc, la catalase de fer et la GPx de sélénium.

d-Polyphénols: Les flavonoides regroupent une grande variété de composés comprenant
entre autres les flavonoides, les anthocyanes et les tanins.les flavonoides alimentaires ont des
propriétés antioxydants importantes et variées. Notamment, ils peuvent neutraliser divers
radicaux libres, chélateur les métaux et inhiber la peroxydation lipidique. (Descamps et al;
2006)

I11. Thymus numidicus

L’utilisation des molécules antioxydantes de syntheése est actuellement remise en cause en
raison des risques toxicologiques potentiels. Désormais, de nouvelles sources végétales
d’antioxydants naturels sont recherchées, dont les polyphénols qui sont des composés naturels
largement répandus dans le regne végétal, qui ont une importance croissante grace a leur role
d’antioxydants naturels ( Djeddi et al .,2015).

1. Présentation de la famille des Lamiacées

La famille des lamiacées est I’une des familles les plus utilisées comme source mondiales
d’épices et d’extrait a fort pouvoir antimicrobien, antifongique, anti-inflammatoire et
antioxydant . (Gherman et al., 2000; Djeddi et al ., 2015).

Cette famille comprend prés de 6700 especes regroupées dans environ 250 genres.
(Miller et al,. 2006)

Un tres grand nombre de genres de la famille des Lamiacées sont des source riches en
terpénoides, flavonoides, iridoides glycosylés et composés phénoliques. (Naghibi et al.,
2005).

2. Le genre Thymus

Ce genre comprend pres de 300 a 400 espéces. Les premiers travaux sur le thym
datent de 1924 ou Ronnigerl a étudié des populations britanniques de Thymus qu'il a divisées
en un treés grand nombre de micro-especes. (Kabouche., 2005).

2.1. Origine du nom
Le mot «thym» provient du terme grec «Thymos» qui signifie «fumeée» ,D'autres, enfin,

font dériver le mot du grec Thumus, qui signifie «courage».(http://www.passeportsante.net).
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2.2. Historique de I'utilisation du thym en phytothérapie

Présente sur I'ensemble du bassin méditerranéen, la plante est utilisée depuis la trés haute
Antiquité, déja a Sumer il y a 5 000 ans ou en Egypte afin d'embaumer les morts. Il est
employe en Grece ancienne afin de purifier I'air. De par ses origines mythologiques, il y
symbolise aussi le courage. C'est surtout & partir du Moyen Age que ses vertus médicinales
commencent a étre reconnues, notamment pour lutter contre les épidémies, principalement de
lepre ou de peste. A partir du XVle siécle, il est signalé dans les traités de médecine pour
traiter une large variété d'affections. Il faudra attendre le XI1Xe siecle toutefois pour que ses
composants actifs soient répertoriés, le thym servant au siecle précédent surtout a des fins
aromatiques.(http://www.doctissimo.fr).

2.3. Distribution géographique

Dans le monde: il existe prés de 350 espéces de thym réparties entre 1I’Europe, 1’ Asie de
I’ouest et la méditerranée. C’est un genre trés répandu dans le nord ouest africain (Maroc,
Algérie, Tunisie et Libye), il pousse également sur les montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du
sud ouest en passant par la péninsule du Sinai en Egypte (Mebarki., 2010).

En Algérie: Le thym, communément appelé ‘Zzaatar en Algérie (Kabouche. et al., 2005;
Miura et al., 2002) est caractérisé par une grande extension: il pousse dans les montagnes et
sur le littoral (Hilan et al., 2010 ).

Le thym comprend plusieurs espéces botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans
les régions internes jusqu’aux zones arides sa répartition géographique en Algérie, est
représentée dans le Tableau 01 (Mebarki., 2010).

.

Figure 10: Tymus numidicus Poiret (Kabouche., 2005 ).
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Tableau 01: Répartition géographique en Algérie (Mebarki., 2010).

Espeéces Découverte par Localisation Nom local
Thy_mus Hoffman et Link Rare dans la région de 7 aAteur
capitatus Tlemcen.

Thvmus Commun dans le Tell,
fon);anesii Boiss et Reuter Endémique Est Zaateur
Algérie-Tunisie.
Thymus Battandier Endémique Oran. -
commutatus
Assez rare dans le sous secteur
de I’atlas tellien ; la grande et la
Thymus Poi ite Kabylie ; de Skikdaala | Tiza
numidicus oiret petite Kabylie ; de Skikda a la izadtarte
frontiere tunisienne et tell
constantinois.
Rare dans le sous secteur des
Thymus Noé hauts
. 0é . : -
guyonii plateaux algerois, oranais et
constantinois.
Rare dans le secteur de I’atlas
tellien
(Terni de Médéa Benchicao) et
ThV’T‘“S Desfontaine dans le Zaateur
lanceéolatus sous secteur des hauts plateaux
algérois,
oranais (Tiaret) et
constantinois.
Thvmus Tres rare dans le sous secteur
Yl Coss de I’atlas Tizerdite
pallidus . -
saharien et constantinois.
Thymus hirtus | Willd Commun sauf sur le littoral. Djertil
hamrya
Thvmus Tres rare dans le sous secteur
Ia)rlwdulosus Lag des hauits )
g plateaux algérois.
Tres commun dans le sous
ThYmUS . Boiss et Reuter secteur des - DJ?rt'I
algériensis hauts plateaux algérois et Zaitra
oranais
Thymus Boiss et Reuter EnQen}lque dans le secteur nord Djertil
munbyanus algérois

2.4. Classification de chimiotypes des thyms

La classification et la reconnaissance des thyms sont trés complexes. Cent varietés sont
actuellement connues, ils s’hybrident assez facilement et certaines espéces ne se différencient

que par la variation de I’HE ou par la couleur des fleurs, la forme des feuilles et 1’odeur,
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englobe sept grandes variétés (chémotypes) de Thyms: Thymol, Linalol, Thujanol, Carvacrol,

Géraniol, Alpha terpinéol et Paracymeéne.

Chimiotype thymol: on le retrouve dans tous les types de sols ou le thym peut
évoluer, des sols extrémement chauds et secs aux sols plus humides, particulierement
remarquable dans toutes les maladies infectieuses, les troubles broncho-pulmonaires,
les diarrhées infectieuses et les grosses fatigues, c'est également un puissant
désinfectant aérien.

Chimiotype Linalol : réputé chasser les parasites intestinaux, les infections génitales,
les vaginites et les mycoses, c'est un tonique utérin.

Chimiotype Thujanol : une autre variété médicinale majeure, en particulier pour tout
ce qui concerne les problemes immunitaires (antivirales, antibactériens,
antifongiques...) mais aussi et surtout pour les problémes hépatiques, liés donc au foie
et a la vésicule biliaire.

Chimiotype géraniol: est, quand-a lui, moins efficace pour I'immunité, mais plus
adapté aux jeunes enfants et pour les problemes de peau.

Chimiotype paracymene: plus connu pour son action sur les douleurs ostéopathiques,
I'arthrose, les rhumatismes, les névralgies diverses comme les névralgies dentaires.
Chimiotype saturéoide (a bornéol): est particulierement puissant pour les troubles
immunitaires, c'est un antibactérien a trés large spectre, d'ailleurs en aromathérapie le
thym Saturéoide est considéré comme une huile essentielle majeure et comme un
puissant tonique général, ayant une action aphrodisiaque lié a sa tonicité, et tres
efficace pour tout ce qui concerne les troubles respiratoires.

Chimiotype Serpolet (qui n'est pas du Thymus vulgaris): parmi les autres variétés de
thym, il existe le Serpolet (Thymus serpyllum), particulierement efficace pour les

maux de gorge, la toux et comme neurotonique (Hilan et al., 2010; Ginseng, 2013).

Les types y- terpinéne et p- cymene sont deux précurseurs de la biosynthése végétale du

thymol et du carvacrol. Les groupements thymol et carvacrol sont installés sur des sols

rouges, argileux, plus ou moins caillouteux, peu profonds et sont physiologiquement les plus

secs de la région (Hilan et al., 2010 ).
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2.5. Prin

cipes actifs du Thym

Les acides phénoliques: acide caféique, acide rosmarinique ( Zeghad., 2009).

Les

flavonoides: hesperédine, eriotrécine, narirutine (Zeghad., 2009), Lutéoline

(Bazylko et Strzelecka., 2007).
Les polyphénols: tannin ( Zeghad., 2009).

2.6. Propriétés thérapeutiques de cette plante

3. Thym

Le thym utilisé principalement dans le domaine médical pour ses propriétés
antiseptique, antispasmodique et antitussive (Ben El Hadj et al., 2014).

Le thym est la plante médicinale la plus utilisée en médecine traditionnelle
algérienne comme expectorant, stomachique, carminatif et diurétique. Il est aussi
utilise comme condiment, En usage cosmétique (parfums, soins de beauté)
(Kabouche., 2005).

Indiqué en cas d'infections respiratoires telles que la bronchite, la grippe, la toux et
les maux de gorge. Ainsi, il est possible de I'employer dans un diffuseur de parfum
pour désinfecter la chambre d'un malade (Ginseng., 2013).

L'huile essentielle de thym posséde une activité antifongique (Ruberto et al., 1993)
et caractérisée par un fort potentiel antimicrobien (Cosentino et al., 1999).

Effet antioxydant (Economou et al., 1991), liés principalement a la présence de
composés phénoliques en grandes proportions dans cette huile essentielle. Le thymol,
le carvacrol et le p-cyméne-2, 3-diol isolé a partir de I'huile essentielle du thym
confirment également cette activité antioxydante (Ternes et al., 1995).

us numidicus

Thymus numidicus Poiret. (Lamiaceae) est une plante largement utilisée en médecine

traditionnelle algérienne pour ses propriétés thérapeutiques (Djeddi et al ., 2015).

Noms vernaculaires:

En Francais:
- Thym (Mebarki., 2010).

e En Arabe:

-Tizaatarte (Mebarki., 2010).
-Zaatar (Kabouche et al., 2005).

Nom scientifique:
Thumus numidicus ( Mebarki., 2010).
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3.1. Place dans la systématique

Tableau 02: Place dans la systématique

Régne Plante
Division Spermaphytes
Subdivision Angiospermes
Classe Dicotyledone
Ordre Lamiales
Famille Lamiacées
Genre Thymus
Espece numidicus Poiret

3.2. Description botanique

C’est un trés petit arbuste, haut, de cinqg a six pousses au plus, dont les racines font gréles,

ses branches font chargées presque dés leurs base de rameaux nombreux, épars,

presqu’opposés, €talés, un peu anguleux, droit, légérement pubescents a leur partie supérieure,

garnis de feuilles opposeées, presque sessiles, plus longues que les entre-nceuds trés ouvertes,

étroites, linéaires, trés entieres, glabres a leurs deux faces, rétrécis a leur base, aigues a leurs

sommet, longues de quatre a cinq lignes, larges d’un peu plus d’une demi-ligne.

Les fleurs font réunies a I’extrémité des rameaux en épis courts, capité, garnis de bractées

ovales, lancéolées, aigues, élargies a leur base, ciliées, ponctuées, le calice tres velu coloré, a

cing dents sétacées, fortement ciliées de longs poils blanchatres, la corolle petite, de couleur

rose ou un peu purpurine, les étamines plus longues que la corolle, les anthéres un peu

globuleuses, a deux loges, le style presque de la méme longueur que les étamines, deux

stigmates aigus ( Benayache., 2013).

Assez rare : dans le sous secteur de ’atlas tellien, la grande et la petite Kabylie de Skikda

a la frontiére tunisienne, Tell constantinois. Il existe en Algérie et en Tunisie (Mebarki.,

2010).
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3.3. Composition de I"huile essentielle du Tymus numidicus

40 composants, représentant 99.7% de I'huile essentielle du Tymus numidicus, ont été
identifiés .Cette huile est majoritairement composée de thymol (68.2 %), carvacrol (16.9%) et
de linalol (11.5%).

L’huile essentielle du T. numidicus, présente les plus hauts pourcentages en
thymol+carvacrol (68.2+16.9%), jamais observés, dans une huile essentielle d'espece Thymus
(Kabouche et al., 2005)

3.4. Propriétés thérapeutiques de cette plante

e L'huile essentielle de Thymus numidicus possede une activité antibactérienne
(Zeghib et al., 2013).

e Les extraits méthanolique et méthanol-eau ont une tres grande activité de piégeage
des radicaux libres du DPPH et du peroxyde d'hydrogéne (DJEDDI et al., 2015).

e Utilisé principalement dans le domaine médical pour ses propriétés antitussive,
anthelminthique, antifongique, anti-inflammatoire et diurétique, carminatif,
analgésique, Antispasmodique et antibroncholitique (Benkiniouar et al., 2010).

e Insecticide (Kabouche et al., 2005).
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Partie expérimentale

I. Matériels

Le but de notre étude est d’étudier et d’évaluer I’effet de Thymus numidicus sur la toxicité
rénale induite par I’alloxane.
a. Animaux

Notre travail est réalisé sur 42 souris males de 1’espéce Musmusculus, provenant de
I’institut pasteur-Alger, et peses entre 279 et 36g. Ces animaux mammiféres sont de 1’ordre
de rongeurs.
b. Protocole
1. Conditions d’élevage

Les animaux sont élevées dans des cages en polyéthyléne spéciaux tapissés de litiere
constituée de coupeaux du bois renouvelé chaque jour, Quant a I’eau, il est présenté dans des
biberons pendant notre période d’expérience, les animaux ont étaient accoutumés pendant un

mois dans des conditions d’expérimentation.

Figure 11. Conditions d'élevage des Souris
2. Traitement des souris

Les souris, au nombre de 42, ont été répartis en 6 lots a raison de sept (07) souris par lot,
il s’agit :

Lot 1: 07 souris témoins ont recu l'eau physiologique par injection intrapéritonéale par
jour pendant 21 jours.

Lot 2: 07 souris traités par injection intra péritonéal (dose unique) de Thymus numidicus
(50mg/kg).

Lot 3: 07 souris traités par injection intra péritonéal (dose unique) d’alloxane a raison

de 150 mg/kg.
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Lot 4:07 souris alloxaniques (150mg/kg dose unique) traités par injection intra péritonéal
de Thymus numidicus (30 mg/kg/j) pendant 21 jours.

Lot 5: 07 souris alloxaniques (150 mg/kg) traités par injection intra péritonéal de Thymus
numidicus (50 mg/kg/j) pendant 21 jours.

Lot 6 :07 souris alloxaniques (150mg/kg traités par injection intra péritonéal de Thymus
numidicus (100 mg/kg/j pendant 21 jours).
3. Sacrifices des souris et récupération du sang et des reins

Aprés 21°™jours les souris des 6 groupes ont été sacrifiés (figure 12) avec récupération
du sang dans des tubes secs, centrifugés a 3000 tours/min pendant 10 minutes, les échantillons
obtenus ont été stockés au congélateur a —20°C jusqu’a I’analyse (dosage de la créatinine,

I’urée et les protides totaux).

Figure 12. Le sacrifice de souris

Les souris sacrifiés ont été pesées puis disséqués pour le prélevement des reins
(figure 13)
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Figure 13. Prélevement des reins.

Aprés la dissection les reins sont prélevés rincés dans une solution de chlorure du
sodium (NaCl) a 0.9%, puis pesées, les reins ont été stockés au congélateur (-80°C) pour le
dosage des parameétres du stress oxydant (GST, GSH, GPx CAT, MDA).
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42 souris males

l

07 S témoin
recu 1
injection IP
d'eau

physiologique

Pdt 21J

T

]

l |

07 souris 07 souris 07 souris 07 souris 07 souris
recu 1 recu 1 recu 1 recul recul
injection IP injection IP in!'ection IP injection IP injection IP
de Thymus d’alloxane ( nglrLOg);iIgl;j) d’alloxane d’alloxane
numidicus dose unique N (150mg/kalj) (150mg/kg)+

(50mg/kg) Thvmus + Thymus Thymus
(150mg/kg) num);dicus numidicus numidicus
TN I (30mg/kg/j) (50mg/kg/j) (150mg/kg/j)
IP pdt 21J pdt 21; pdt 21;
A+TN 30 A+TN50 A+TN100

Apres 21 jours = sacrifice des souris avec récupération

sang

l

Dosage des
parameétres
Biochimiaues.

—— Créatinine

——» Urée

—— Protéine totale

- »Magnésium

Figure 14: Schema récapitulatif du protocole expérimental
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C. Parametres analysés et méthodes
1. Parameétres métaboliques

1.1. Dosage d'urée sanguine
Principe

Le dosage de I'urée a été réalisé par la méthode enzymatique colorimétrique a 1’uréase
selon la fiche technique (Spinréact).

L'urée est hydrolysée enzymatiquement a I'ammoniaque (NH,") et le dioxyde de carbone
(COy). Les ions ammoniaques ainsi formés réagissent avec du salicylate et I'nypochlorite
(NaClO), en présence d'un catalyseur nitroprusside, pour former un indophénol vert, selon les
réactions ci-dessous :

Uréase
Urée + H, O +2H" — 5 2NH3+CO; (NH; ), + CO;

Nitroprusside

NH," + Salicylate +NaOCl —, Indophénol

L’intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration d’urée dans 1'échantillon

(Kaplan., 1984).

¢ Protocole expérimentale
Ajouter 10ul d’échantillon a 1ml de réactif 1 [ urease 30000 U/L dissoute dans un
tampon phosphate pH6.7: 50mmol/l contenant (EDTA: 2mmol/l, salicylate de
sodium : 400mmol/l, nitroprusside de sodium : 10mmol/I)].
Agiter et incuber a 37°C pendant 5 minutes.
Ajouterlml de réactif 2 (hypochlorite de sodium: 140mmol/l, hydroxyde de
sodium : 150 mmol/l) au mélange.

% Lecture

Mesurer ’absorbance contre un blanc réactif a 580nm avec utilisation d’un étalon.
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1.2. Dosage de la créatinine : selon la fiche technique Spinréact .
Principe
La créatinine présente dans I'échantillon réagit avec I'acide picrique en milieu alcalin pour
donner un complexe coloré, mesuré dans un intervalle de temps défini (Murray et al., 1984).
 Protocol expérimental
Ajouter 100pul d’échantillon (sérum) a Iml de réactif de travail [V/V : R1 : 17.5
mmol/l d’acide picrique + R2 :0.29 mmol/l d’hydroxyde de sodium].
Mélanger
% Lecture
Lire I'absorbance (Al) aprés 30 secondes et apres 90 secondes (A2) pour I'échantillon a

une longueur d'onde 492nm.

s Calcul
AA = A2 — Al
. AA échantillon . .,
[créatinine](mg/dl) = X 2(concentration de l'étalon)

AA Etalon

1.3. Dosage des protéines Totales
Méthode de biuret
¢ Principe
Les protéines sériques forment un complexe bleu violet avec les sels de cuivre en milieu
alcalin (réaction de type biuret).
Procéure : pipeter dans de tubes a essai:

Tableau 3: Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Echantillon (uL) - - 20pl
Etalon (uL) - 20ul -
blanc 20ul - -
Reactif de biuret Iml Iml iml

= Mélanger, incuber 5 mn a température ambiante
= Lire laDO a546nm contre le blanc

= |a coloration est stable 30mn.
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«+ Calcul

s DOech
protéine totale = X 60
et

60= valeur du standard étalon

1.4 Magnesium

Les mesures sont réalisées sur le serum par une méthode colorimétrique selon la fiche
technique Spinreact .Ce dosage est basé sur la réaction du magnésium avec le Magon
sulfonate en milieu alcalin formant un complexe coloré (Farrell et Kaplan, 1984).

Dans un tube sec 10ul d’échantillon (sérum) sont additionnes a 1ml de réactif de travail
(bleu de xylidyl : 0.1 mmol/l, acide thioglycolique : 0.7 mmol/l, DMSO : 3mol/l), agitation,
incubation 05minutes a température ambiante a 3minutes a 37°C. Lecture de la densité

optique @ A =546 nm contre un blanc réactif avec utilisation d’un étalon.

DOEch
DoEta

[Mgtt](mg/dl) = x 2(concentration de l etalon)

2. Parameétres enzymatiques
2.1. Préparation de ’homogénat pour le dosage des paramétres du stress oxydatif
Un gramme des reins des différentes souris étudiées, a été utilisé. Apres le broyage et
homogénéisation des tissus dans TBS (Tris 50 mM, NaCl 150m M, pH 7.4), le mélange mise
dans des glacons on a procédé a une centrifugation de la suspension cellulaire (9000
trous/min, 4°C, 15 min), puis le surnageant obtenu est aliquoté dans des tubes eppendorfs puis
conservés a -80°C en attendant d’effectuer les dosages des parametres du stress oxydatif.
2.2. Dosage du glutathion
% Principe
Le taux du glutathion est quantifié selon la méthode de (Weekbeker et Cory., 1988).
Dont le Principe repose sur la mesure colorimétrique de I’acide 2-nitro-5-mercapturique
qui résulte de la réduction de I’acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) par les
groupements (-SH) du glutathion. Une fois préparé, |'homogénat doit subir une
déprotéinisation par (1’acide sulfosalycilique 0.25%) afin de protéger les groupements-SH du

glutathion.
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¢ Protocole expérimentale
Une fois prépare, ’homogénat est déprotéinisé: 0.8 ml de ce dernier auquel on ajoute
0.2ml d’une solution d’acide sulfosalycilique (SSA) a 0.25%.
Agiter le mélange et laisser pendant 15 min dans un bain de glace.
Centrifugé pendant 5min a1000 t/min.
Prélever 0.5 ml du surnagent.
Ajouter 1 ml de tampon tris-HCL+EDTA (0.02M), pH=9.6.
Mélanger et ajouter 0.025 ml de (DTNB) a 0.01M dissous dans le méthanol
absolu.
Laisser pendant 5min & température ambiante.
% Lecture
Lecture de la DO a =412 nm.
% Calcul
La concentration en GSH est obtenue par la formule suivante :

[GSH] = Do x 11,525 MGSH /mgP.t
~ 13100 x 0,8 x 0,5mgP.t | /mgF:

Do : Densitél optique.

1 : Volume total des solutions utilisées de la déprotéinisation. (0.8 ml homogénat
+0.2ml SSA).
1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0.5 ml surnageant+1 ml Tris-EDTA+0.025 ml DTNB).
13100 : Coefficient d’absorbance (contenant le groupement-SH a412 nm).
0.8 : Volume de I’homogénat apres déprotéinisation trouvé dans 1 ml.
0.5 : Volume du surnageant trouvé dans un 1.525 ml.
On que la concentration de GSH est mesuré par apport a 1 mg de protéine. C’est pour cela
ce dosage doit étre accompagne par le dosage des protéines.
2.3. Dosage de I'activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx)
% Principe
L’activité enzymatique de la GPx a été mesurée par la méthode de Flohe et Gunzler

(1984).en utilisation 1’H,0, comme substrat.
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¢ Protocole expérimentale
0.2 ml de surnageant +0.4 ml de GSH (glutathion forme réduite) a 0.1 MM
(réaction enzymatique) +0.2 ml TP a 0.067M (tampon d’extraction pH7.8).
Préparer un blanc avec 0.4 ml de GSH +0.2 de TP (réaction non enzymatique),
Incubation au bain marie a 25°C pendant 05 min.
0.2 ml d’H202 (1.3MM) pour initier la réaction.
Laisser agir 10 min.
Arréter la réaction par addition de 1 ml de TCA 1%(acide tri chloro-acétique).
Mettre le mélange dans la glace pendant 30 min.
Centrifuger durant 10 min a 3000t/mi n.
0.48 ml de surnageant et place dans une cuve+2.2 ml de Na2HPO, (0.32M) +0.32
ml de DNTB (1MM).
Formation d’un composé colore,
% Lecture
Mesurer la densité optique a 412 nm dans le 05 min.
s Calcul
La détermination (calcule) de I’activité de la GPx se fait de la fagon suivant:
Activité de GSH consommée/min/gr de protéine.
Blanc=0.04 micro mole de GSH réduit — DOb
Extrait=0.04 // // — DOe
Donc la concentration de GSH réduit qui sera oxydée (disparue)= DOe-DOb

¥ (DO, — DOP) x 0,04
B DOb

= quantité de GSH réduite disparue (oxydée)

5

L activitéde la GPx = X X - —
La concentration de protéine

2.4. Dosage de I’activité enzymatique de la glutathion S-Transférase(GST)
«» Principe

La mesure de D’activité de glutathion S-Transférase (GST) est déterminée selon la
méthode de Habig et al (1974), Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et
un substrat, le CDNB (1-Chloro2, 4 di nitrobenzéne) en d’un cofacteur le glutathion (GST), la
conjugaison entraine la formation d’une molécule novelle ; 1-S-Glutathionyle 2-4 Di

nitrobenzene permettant de mesurer I’activité de GST selon la réaction suivante :
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Cl

NOz
GSH + GST > O,N sg +Cl +H"
NO
NO. *
CDNB GS-DNP

La valeur de la densité optique mesurée est directement proportionnelle a la quantité de
conjugué formé elle-méme liée a I’intensité de 1’activité GST .
% Protocol

Le dosage consiste a faire réagir 200ul du surnageant avec 1.2ml du mélange CDNB
(ImM), GSH (5mM) [20.26mg CDNB, 153.65mg GSH, 1ml éthanol, 100ml tampon
phosphate (0.1M, Ph 6)].
% Lecture

La lecture des absorbances est effectuée pendant une minute et chaque 15 secondes a une
longueur d’onde de 340nm contre un blanc contenant 200ul d’eau distillée remplagant la
quantité de surnageant.
% Calcul

, . DO (min) x V, .
GST (nmol GST /min/mgprotéine = SV /mgde protéine
S

DO : Densité optique de I’échantillon /min.

DO/min blanc : Densité optique du blanc /min

e: Coefficient d’extinction molaire du CDNB = 9,6mM'1cm'1

Va: Volume totale dans la cuve (0,2ml.Surnageant + 1,2mélange).

Vs: Volume du surnageant dans la cuve (0,2ml).
2.5. Dosage des protéines tissulaire
% Principe

Les protéines réagissent avec un reactif coloré contenant de I'acide ortho-phosphorique,
de I'éthanol ainsi que le bleu de coomassie (BBC).. Ce réactif réagit avec le groupement (-
NH2) des protéines. L’intensité de la couleur refléte la concentration des protéines se fait
selon la méthode de Bradford (1976).
% Preéparation de la solution de Bradford

100mg de bleu coomassie G250+50ml éthanol 95%+100ml d’acide ortho phosphorique a

85%, agiter 30 min puis compléter le volume allitre par I'H,O (durée de conservation 1 mois)
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% Procédure
Prélever 0.1 ml de I’homogénat.
- Ajouter 5 ml du réactif coloré (BBC).
- Agiter et laisser 5 min pour la stabilisation de couleur.
% Lecture
- Mesurer ’absorbance optique a595nm contre un blanc contenant I’eau distillée a
la place de I’homogénat.
- La densité optique obtenue est rapportée sur la courbe d’étalonnage préalablement
tracé (0— Img/ml de sérum albumine de bovin), (voir annexe).
2.6. Dosage de la catalase
% Principe
Les catalases sont présents dans un grand nombre de tissus. Ce sont des enzymes
tétramériques,
Chaque unité portant une molécule d’héme et une molécule de NADPH. Ces enzymes
interviennent dans la défense de la cellule contre le stress oxydant en éliminant les especes
réactives et en accélérant la réaction spontanée de 1’hydrolyse du peroxyde d’hydrogene (H,

O ,) toxique pour la cellule en eau et en oxygene (Aebi., 1984).

Catalase
2H,0——2H,0 + O,

% Protocol
- Prélever 20 pl de I’homogenat.
- Ajouter 780 ul (100 mM) de tampon phosphate pH 7.4, et 200 ul d’H, O,
(500mM)

% Lecture

La lecture des absorbances est effectuée pendant une minute et chaque 15 secondes a une
longueur d’onde de 240 nm contre un blanc contenant 20 pul d’eau distillée remplagant la

quantité de surnageant.

«+ Calcul
H,0 ADy X d

- - 7 2 =
Activité CAT (umol de in /mg) = eXXXLx0,02

Avec :
- ADy: Variation de la densité optique par minutes, ¢’est-a-dire pour :
- Al (Absorbance initiale) : 15s
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AF (Absorbance finale) : 1min
On fait : (Al - AF) x4/3 par min

d : dilution de I’échantillon au début
¢ : Coefficient d’extinction moléculaire de I’eau oxygénée, € H202 = 0.043 mM-
1.cm-1= 0,043 pmol cm-1ml-1
L : largeur de la cuve (longueur du Trajet optique) en cm
X : quantité des protéines en mg/ml.

2.7. Dosage du malondialdehyde

La MDA Peut étre détecté par une réaction colorimétrique a 1’acide Thiobarbiturique
(TBA).

La détection du MDA issue de la dégradation des acides gras polyinsaturés a 3ou 4
double liaisons peroxydées, constitue une méthode tres sensible pour déterminer une
lipopéroxydation in vitro. Le dosage du MDA est réalisé selon la méthode d’Esterbauer et al
(1992).

Mzl ndialdé hyde Agide thiobarbitungue
(Do) (TBA)
S\I/N GH  HE MYS H
H /n
©aH aH

Dérivé MDA (TBA)z

Figure 15. Réaction du dialdehyde malonique avec 1’acide thiobarbiturique.

% Protocole

Prélever 375ul de I’homogénat (surnageant).

Ajouter 150 pl de la solution tampon TBS (tris 50mM, NaCl150mM pH7.4).

Ajouter 375 pl de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%)

Vortexer et centrifuger a 1000 tour/min pendant 10min.

Prélever 400 pl du surnageant.

Ajouter 80 pl du HCL 0.6 M.

Ajouter 320 pl de la solution tris-TBA (tris 26mM, TBA120mM).

Mélanger et incuber au bain marie a une température de 80°C pendant 10 minutes.

La densité optique a été enregistrée a =530nm. L’absorbance est directement

proportionnelle a la quantité de MDA formé, donnant ainsi une évaluation précise des lipides
peroxydeés.
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< Calcul
La concentration de MDA est calculée selon la loi de Beer-Lambert (DO =E.C.L) :

DO0.10°
e L.X.Fd

C : Concentration en nmoles /mg de protéines;

nmol .
C ( deprotetne) =
myg

DO : Densité optique lue a 530 nm;
¢ : Coefficient d’extinction molaire du MDA =1.56 105 M-1 cm-1;
L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm;
X : Concentration de 1’extrait en protéines (mg/ml);
Fd : Facteur de dilution: Fd = 0.2083.
D. Etude statistiques
Ces calculs ont été effectués a I’aide du logiciel MINITAB (Version 13.31) d’analyse.et
I’office Excel 2013.
Les résultats sont représentés sous la forme: moyenne + écart type moyenne et les

différences ont été considérées significatives a p<0.05.
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I1. Résultats

2.1. Etude du poids corporel et poids relatif des reins

Tableau 4 : Variation du poids corporel PC (g) et du poids relatif PR (g/100g de poids

corporel) des reins chez les souris témoins et traités apres 21 jours de traitement.

Lots expérimentaux

PRI T TN A A+TN30 | A+TN50 | A+TN 100
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Poidsinitial | 31,71+2,84 | 32,34+2,72 | 33,64+0,70 | 32,49%2,17 34,29+1,44 | 34,11%1,45
(9
Poids final | 34,74+2,048 | 36,40+1,89 | 41,52+1,77 | 33,98%2,62 36,67+1,96 | 37,03%+2,26
)
Gain du poids | 3,032 4,062 7,88 1,49 2,382 2,91
)
Poids relatif o 0,83+0,001%"
des 0,783+0,042 | 0,761+0,023 | 0,784+0,039 | 0,72+0,04* e 0,78+0,081
reins (%)

a: comparaison avec le lot T, b:comparaison avec le lot TN(50mg/kg),c : comparaison

avec le lot A ,d: comparaison avec le lot A+T(30mg/kg).,e : comparaison avec le lot
A+T(50mg/kg), (p<0.05), *** (p<0.001) : comparaison avec le PI, **(p<0.01).
2.1.1. Poids corporel

D’apres les résultats obtenus nous avons enregistré :

- une augmentation hautement significative (p<0.01) du poids corporel des souris

témoins.

- une perturbation et augmentation trés hautement significative (p<0.001) du poids

corporel des souris traitées par le thymus numidicus et les souris

compares aux témoins sains.

alloxaniques

- une augmentation significative du poids corporel des souris alloxaniques traités par le

thymus numidicus a une dose de 50 et100mg/kg/j (tab 04figure 16).
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poids corporal
50 -+
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Figure 16 : Evolution du poids corporel des souris témoins et des souris traitées pendant 21
jours de traitement.

2.1.2. Poids relatif des reins

Nos résultats montrent une diminution trés hautement significative (p<0.001) du poids
relatif des reins des souris alloxaniques traitées par le Thymus numidicus a une dose de
30mg/kg/j par rapport aux témoins, et aux souris aloxaniques traitées par la dose de
50mg/kg/j et significative par rapport aux souris alloxaniques ,alors que pas de différence par
rapport a la dose de 100mg/kg/j. (tab 04; figl7).
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BT ©TN HA ®WA+TN30 ®A+TN50 mA+TN 100
—~ - % %k k
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Figure 17: Evolution du poids relatif des reins (%) chez les souris témoins et traités aprées 21
jours du traitement. ( a: comparaison avec le lot T, b: comparaison avec le lot TN(50mg/kg),
c: comparaison avec le lot A ,d : comparaison avec le lot A+TN(30mg/kg/j).,e: comparaison

avec le lot A+TN(50mg/kg/j),*: p<0.05,**: p<0.01,***: p<0.001) .
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2.2. Etude des paramétres biochimiques

Tableau 5: Variation de la concentration sérique de 1’urée, la créatinine, les protéines totales

et le magnésium chez le lot témoin et les lots traités aprés 21 jours de traitement. (a:

comparaison avec le lot T, b:comparaison avec le lot TN(50mg/kg), c: comparaison avec le

lot A ,d: comparaison avec le lot A+TN(30mg/kg/j).,e: comparaison avec le

1otA+TN(50mg/kg/j), (p<0.05), ***(p<0.001) , **(p<0.01).

Lots expérimentaux

Paramétré T TN A A+TN 30 A+TNS50 A+TN 100
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
créatinine 63,42+0,3 | 67,85+16,2 | 105,28+8,23% _— 898,98 234.2+27 807"
+
(mol/l) 3 g defrrs 97,42£9,78 abedfre =
9,47240,35 7,59+0,33 e | 18,9611,0297¢%
urée (mmol/l) | 6,730,544 | 6,94+1,11 e e 6,6820,272° \
Protéine total - 66,85+0,19 68,57+0,31 58,71+0,46
61,85+0,27 | 640,32 | 60,71%0,26 e e o
(g/) de
» 1,65+2,36""
%aggf;;“m 1,92+4,37 | 1,927+5,13 o 1,863,13° 1,8845,028° 1,8740,0041°

2. 2.1 Urée et créatinine sanguines

D’aprés les résultats obtenus, on observe une augmentation trés hautement significative

(p<0.001) de la concentration sé€rique en urée et créatinine chez le lot alloxanique (150mg/kg)

par rapport aux témoins sains et témoins traités par le Thymus numidicus (50mg/kg)

, alors que le traitement des souris alloxaniques par le Thymus numidicus a une dose de

(30mg/kg/j) et (50mg/kg/]) pendant 21jours présente une

diminution trés hautement

significative (p<0.001) de la concentration sérique en urée et créatinine par rapport au lot

alloxanique traitée par le Thymus numidicus a une dose de (100mg/kg/j).(Tab 5; fig 18, 19)
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Figure 18: Variation de la concentration sérique de la créatinine chez les souris témoins et
traités apres 21 jours de traitement. ( a: comparaison avec le lot T, b:
TN(50mg/kg):comparaison avec le lot TN, c¢: comparaison avec le lot A, d: comparaison avec
le lot A+TN(30mg/kg/j)., e: comparaison avec le lot A+TN(50mg/kg/j),*: p<0.05,** :
p<0.01,***: p<0.001).

BT TN HA ®WA+TN30 mA+TN50 mA+TN 100

25 -
_ abcde***
S 20 - T
€
E 15
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%k %k %k

g 10 1 I cf Cfk*
n -
Q) -~
e J
=)

0 .

T N A A+TN30  A+TN50 A+TN 100
Lots experimentaux

Figure 19. Variation de la concentration sérique de 1I’urée chez les souris témoins et traités
apres 21 jours de traitement. ( a: comparaison avec le lot T, b: comparaison avec le lot
TN(50mg/kg) ,c: comparaison avec le lot A ,d: comparaison avec le lot A+T(30mg/kg/J).,e:
comparaison avec le lot A+T(50mg/kg/j),*: p<0.05 ,***: p<0.001) .
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2.2.2. Protéines totales

On observe une augmentation hautement significative (p<0.01) des protéines totales chez les
souris alloxaniques traitées par le Thymus numidicus a une dose de 30mg/kg/j et 50mg/kg/J
pendant 21jours par rapport aux témoins sains et témoins alloxaniques et le lot alloxanique
traité par le Thymus numidicus a une dose de 100mg/kg/j. (Tab 5; fig 20).

BT ©TN ®WA ®mA+TN30 ®mA+TN50 mA+TN 100

= 80 - * % * %
> s acf** acf e
@ 70 - de T T g**
s T T
2 60 -
()
S 50 -
3
S 40 -
S

30 -

20 -

10 -

O .

T N A A+TN30 A+TN50 A+TN 100
Lots experimentaux

Figure 20: Variation de la concentration sérique en protéines totales (g/l) chez les souris
témoins et traités aprés 21jours de traitement. (a: comparaison avec le lot T, b: comparaison
avec le lot TN(50mg/kg), c: comparaison avec le lot A, d: comparaison avec le lot A+T

(30mg/kg/d)., e: comparaison avec le lot A+T (50mg/kg/j),*: p<0.05, **: p<0.01) .

2.2.3. Magnésium sanguin

Nos résultats montrent une diminution hautement significative (p<0.01) du magnésium
chez le groupe alloxanique par rapport aux témoins saines et témoin traité par le Thymus
numidicus 50mg/kg.et une diminution trés hautement significative (p<0.01) par rapport aux

souris alloxaniques traitées par le Thymus numidicus a une dose de 30 et 50 et 100 mg/kg/j
(Tab 5; fig 21).
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Figure 21. Variation du taux de magnésium serique chez le lot témoin et les lots traités
aprés 21jours de traitement. (a: comparaison avec le lot T, b: comparaison avec le lot
TN(50mg/kg), c: comparaison avec le lot A, d: comparaison avec le lot A+T(30mg/kg/J)., e:
comparaison avec le lot A+T(50mg/kg/j),**: p<0.01,***: p<0.001) .
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2.3. Etude des paramétres du stress oxydant

Tableau 6: Variation du glutathion (GSH), Malon dialdéhyde (MDA), I’activité
enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx), glutathion -S- transférase (GST), catalase

(CAT) dans le tissu rénal, chez les souris témoins et traitées aprés 21 jours de traitement. (a:

comparaison avec le lot T, b: comparaison avec le lot TN(50mg/kg), c: comparaison avec le

lot A ,d: comparaison avec le lot A+TN(30mg/kg/j)., e: comparaison avec le lot
A+TN(50mg/kg/j), *(p<0.05), *** (p<0.001), **(p<0.01).

Lots expérimentaux

parametre T N A A+TN 30 A+TN 50 A+TN 100
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
GSH (nmol/ | 202,79+7,35 205,73+13,7 | 146,38+12,33 | 177,77+8,58 | 181,22+3,97f* | 95,77+6,01°" ¢
mg de P) 6 a bf**rde* frxge axabc* g
cefr

GPx (umol/ | 0.051+0,001365 | 0,055+0,000 |[ 0,032+ 0,041+ 0,046 0,027+0,0001
mg de P) 89 ggacder™™* 0,0010%P%™™ | 0,00075%° ™" | 0,0012Pcd™™ | ggabecde™
GST (nmol/m | 0,158+0,015 0,163 0,215+ 0,1936+ 0,179+
n/mg de 0,0079°™ | 0,0071*™™ | 0,0080°*"" 0,0069° ™™ | 0,223+0,0100°
P) bcde***
CAT (umol 94,65+6,60 98,31+ 63,26+ 74,56+ 89,46+4,09°° [ 54,45714286+
H202/m 6,517 6,02%00r 5,61° <" e 6,8220cd e
n/mg de adefrr=
P)
MDA (nmol/ | 94,65+0,15 1,86+ 2,89+ 2,47+ 2,15+ 2,97+0,20* "¢ ¢
mg de P) 0,137°°™ | 0,016 | 0,27 %% 0,093%¢4F" | e

2.3.1. Glutathion réduit (GSH)

Nos résultats montrent une augmentation trés hautement significative (p<0.001) de la

teneur du tissus réenal en GSH chez le lot alloxanique traité par le Thymus numidicus a une

dose de 30et50mg/kg/j pendant 21jours comparé aux lot alloxanique et au le lot alloxanique

traité par le Thymus numidicus a une dose de 100mg/kg/j (Tab 6; fig 22).
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Figure 22: Variation du glutathion (nmol/mg de prot) dans le tissus rénal chez les souris

témoins et traitées apres 21 jours de traitement. ( a: comparaison avec le lot T, b:

comparaison avec le lot TN(50mg/kg), c: comparaison avec le lot A ,d: comparaison avec le
lot A+TN(30mg/kg/j).,e: comparaison avec le lot A+TN(50mg/kg/j),***: p<0.001) .

2.3.2. Activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx)

Nos résultats montrent augmentation trés hautement significative (p<0.001) de la

glutathion peroxydase (GPx) rénal chez le lot alloxanique traité par le Thymus numidicus a

une dose 30et 50mg/kg/j pendant 21jours compare aux lots alloxanique et au le lot

alloxanique traité par le Thymus numidicus a une dose de 100mg/kg/j (Tab 6; fig 23).
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Figure 23: Variation de ’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (umol /mg prot)

dans le tissus rénales chez les souris témoins et traitées apres 21 jours de traitement. (a:

comparaison avec le lot T, b: comparaison avec le lot TN(50mg/kg), c: comparaison avec le

lot A ,d: comparaison avec le lot A+TN(30mg/kg/j)., e: comparaison avec le lot

A+TN(50mg/kg/j),***: p<0.001) .
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2.3.3. Glutathion - S- transférase (GST)

Nos résultats montrent diminution trés hautement significative (p<0.001) de I’activité
enzymatique de la glutathion-S- transférase (GST) rénal chez le lot alloxanique traité par le
Thymus numidicus a une dose 30et 50mg/kg/j pendant 21jours comparé au lot alloxanique.

Nous avons enregistré une augmentation significative (p<0.05) de I’activité enzymatique
de la glutathion-S- transférase (GST) rénal chez le lot alloxanique traité par le Thymus

numidicus a une dose de 100mg/kg/j par rapport aux autres lots de traitement.
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Figure 24: Variation de ’activité enzymatique de la glutathion —S-transférase (nmol/min/mg
de prot) dans les tissus rénales chez les souris témoins et traitées aprés 10 jours de traitement.
(a: comparaison avec le lot T, b: comparaison avec le lot TN(50mg/kg), c: comparaison avec
le lot A ,d: comparaison avec le lot A+TN (30mg/kg/j)., e: comparaison avec le lot
A+TN (50mg/kg/j),*: p<0.05,***: p<0.001) .
2.3.4. Catalase
Nos résultats montrent une augmentation trés hautement significative (p<0.001) de
I’activité enzymatique de la catalase (CAT) rénal chez le lot alloxanique traité par le Thymus
numidicus a une dose 30et50mg/kg/j pendant 21jours par rapport aux lot alloxanique et au le
lot alloxanique traité par le Thymus numidicus a une dose de 100mg/kg/j (Tab 6; fig 25).
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Figure 25: Variation de ’activité de la catalase rénal (umol /min/mg prot) chez les souris
témoins et traités aprés 21 jours de traitement. (a: comparaison avec le lot T, b:comparaison
avec le lot TN(50mg/kg), c: comparaison avec le lot A ,d: comparaison avec le lot
A+TN(30mg/Kkg/j)., e: comparaison avec le lot A+TN(50mg/kg/j), ,**: p<0.01,***: p<0.001) .

2.3.5. Malondialdéhyde (MDA)

Nos résultats montrent une diminution trés hautement significative (p<0.001) du taux de
MDA dans les tissus rénal chez les souris alloxaniques traitées par le Thymus numidicus a une
dose 30et50mg/kg/j pendant 21jours par rapport aux le lot alloxanique et au le lot alloxanique

traité par le Thymus numidicus & une dose de 100mg/kg/j (Tab 6; fig 26).
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Figure 26: Variation de Malon dialdéhyde (nmol/mg prot) dans les tissus rénal aux les souris
témoins et traités aprés 21 jours de traitement. (a: comparaison avec le lot T, b: comparaison
avec le lot TN(50mg/kg), c: comparaison avec le lot A ,d: comparaison avec le lot
A+TN(30mg/Kkg/j)., e: comparaison avec le lot A+TN(50mg/kg/j), **: p<0.01, ***: p<0.001).

50



Discussions




Discussions

Le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par un nouveau concept,
celui du «stress oxydant», qui se définit comme un déséquilibre entre la production des
radicaux libre et leurs éliminations par les défenses anti oxydantes.( Favier., 2003).

L’alloxane induit la formation d’espéces réactives de I’oxygeéne (des radicaux
superoxydes, le peroxyde d’hydrogéne et des radicaux hydroxyles) (Duncan et al., 2012).

le stress oxydant peut étre réduit par plusieurs métabolites secondaires isolés de plantes
qui montrent une activité antioxydante.

L’extrait aqueux de Thymus numidicus est un mélange complexe dont le principe actif
responsable de I’activité antioxydante peut étre soit une molécule soit une combinaison de
substances.et les études littératures sur Thymus numidicus révélent la présence de plusieurs
molécules connues par leurs capacités antioxydantes (Djeddi et al., 2015; Zeghib et al.,
2013). comme les polyphénols , les tanins et les flavonoides. Il est admis que ces composés
notamment les flavonoides présentent une activité antioxydante importante.

Les polyphénols et surtout les flavonoides sont des antioxydants puissants susceptibles
d’inhiber la formation des radicaux libres et de s’opposer a I’oxydation des macromolécules
(Van Acker et al., 1995). Les flavonoides peuvent aussi inhiber des lipoxygénases qui
catalysent I’oxydation d’acide arachidonique en acides gras polyinsaturés (Mladinka et al.,
2010).

les flavonoides sont oxydés par les radicaux, conduisant la formation du radical plus
stable et moins réactif. En d’autres termes, les flavonoides stabilisent les ERO en réagissant
avec les composés réactifs du radical.les radicaux sont rendus inactif a cause de la haute
réactivité du groupe hydroxyle des flavonoides ( Nijveldt et Coll., 2001).

1. Effet du Thymus numidicus sur le poids corporel et le poids relatif des reins

L’analyse des résultats établi une perturbation et augmentation trés hautement significative
(p<0.001) du poids corporel des souris alloxaniques comparés aux témoins sains, est due a
I’anabolisme, plus particulierement des lipides.

Tandis que les souris traitées par le Thymus numidicus ont subi une augmentation du
poids corporel comparées aux souris témoins saines. Cette hausse du poids pourrait étre liée
a une stimulation de I’appétit des animaux par I’extrait, et qui aurait pour conséquence une
augmentation de leur consommation de nourriture. Ce méme résultat a en effet été obtenu
par : Djedioui., (2010) sur des rats traités pendant 20 jours avec 1’extrait aqueux de d’ Inula

viscosa.
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En revanche, les souris alloxaniques traitées par le Thymus numidicus a une dose de
50mg/kg/j montrent une diminution du poids corporel jusqu'au poids normal,cette diminution
est due a I'effet protecteur du Thymus numidicus.

Cette étude ne montre aucune différence du poids relatif des reins chez les souris
alloxaniques, ce qui en accord avec 1’étude réalisée par Boussekine., (2014). Par contre nous
avons remarqué une augmentation tres hautement significative du poids relatif des reins des
souris traitées par le Thymus numidicus a une dose de 50mg/kg/j. Ceci est explicable par
I’hypertrophie tissulaire des reins causés par 1’alloxane et la dose de S0mg/kg/j .

2. Effet du Thymus numidicus sur les paramétres biochimiques sanguins

La créatinine et 1’urée: sont produits de dégradation du métabolisme protéique. Ils sont
¢liminés par les reins, et utilisées généralement comme indicateur d’une fonction rénale
correcte. Lorsqu’une insuffisance rénale s’installe, les taux sérique de ces parametres
augmentent, (Boukerche et al., 2007; Almadal et Vilstrup., 1988).Ces données expliquent
I’augmentation de la concentration sérique en urée et créatinine chez les souris alloxaniques
par rapport au témoins ,les protéines peuvent étre dégradées en acides aminés puis en urée et
créatinine .Ceci est confirmé par la diminution des protéines totales dans le sérum, donc
I’augmentation de 1’urée et de la créatinine chez les souris alloxaniques .

Nos résultats démontrent le r6le bénéfique du Thymus numidicus sur la fonction rénal,
d’ou nous avons enregistré une normalisation du bilan rénal étudié (urée, créatinine) apres le
traitement des souris alloxaniques par le Thymus numidicus a une dose (30et50mg/kg/j), Nos
résultats sont en accord avec ceux de Akila., (2012).

Nous a conduits a penser soit a I’amélioration des changements rénaux chez les souris,
soit a la diminution du catabolisme de la créatine et la phosphocréatine au niveau des muscles
par le biais des flavonoides. Nos résultats sont en accord avec ceux de (Palsamy et
Subramanian., 2008) et aussi nous a permis de suggérer le role prophylactique de la plante
sur le métabolisme des protéines et son effet préventif contre les dommages hépatiques et le
dysfonctionnement rénal.

Nos résultats ont montré une augmentation de la concentration sérique en urée et
créatinine chez les souris alloxaniques traitées par le Thymus numidicus (100mg/kg/j) par
rapport aux autres lots de traitement, permis de suggérer la dose 100mg/kg/j ¢’est une dose
toxique et la combinaison avec 1’alloxane donne un effet synergique, ce qui explique la

dégradation des protéines en acides aminés puis en urée et créatinine (Prangthip et al., 2012).
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L’analyse des résultats a montré une diminution importante des protéines totales chez les
souris alloxaniques cette réduction est expliquée par le fait que la plus part des
protéines possedent des groupements (SH, OH) ces dernieres réagissent tres facilement avec
les radicaux libres générés par 1’alloxane et par conséquence ces protéines peuvent se
dénaturer et se fragmenter (Nermeen et al., 2010). Le traitement des souris alloxanique par le
Thymus numidicus a une doses (30et50mg/kg/j) diminuée 1’effet toxique de 1’alloxane. Ceci
est confirmé par I’augmentation de taux des protéines par rapport aux souris traités par
I’alloxane.

Nos résultats montrent une diminution hautement significative de la concentration
sérique du magnésium chez les souris alloxaniques .Cette baisse du magnésium est dd a une
diminution de la réabsorption tubulaire (Flechet., 1990).

3. Effet du Thymus numidicus sur les paramétres biochimiques tissulaires

L’organisme se protége en permanence contre la formation et I’agression de
I’oxydants grace a divers mécanismes de défense tant enzymatiques que non enzymatiques
(Halliwell., 1994). Parmi ces derniers, on retrouve principalement le glutathion réduit (GSH) :
c’est un puissant antioxydant, important pour la protection cellulaire, la désintoxication des
ERO, la conjugaison et I'excrétion des molécules toxiques (Brown et al., 2004). C'est un
piégeur direct des radicaux libres, un cosubstrat nécessaire pour 1’activit¢ GPx et la GST
(Ravi et al., 2004).

Lors du traitement des animaux par 1’alloxane, les taux de GSH sont nettement
diminuées suite a leur action de neutralisation des radicaux libres générés par ’alloxane (Huk
et al., 1998) ce phénomene aussi provoque sa déplétion et facilite la peroxydation des lipides
et I’oxydation des groupements thiols des protéines (Lopez-Lazaro et al., 2000). L’alloxane
interagit directement avec une forte affinité aux groupements thiols (-SH) du GSH
(Szkudelski., 2001; Nermeen et al.,, 2010). Donc peu de GSH est produit. Et une
augmentation du glutathion oxydé (GSSG), et par conséquence une diminution de I’activité
des enzymes GSH-dépendantes. Par ailleurs, le traitement des souris alloxanique par le
Thymus numidicus a une dose de 30et50mg/kg/j a amélioré les niveaux de GSH dans les reins
.ce méme traitement a une dose de 50 mg/kg/j provoqué également une augmentation de la
concentration rénal en GSH chez les souris saines par rapport aux témoins. Ces résultats sont
en accord avec ceux publiés par Pari et Latha, (2005) qui ont constaté que chez des rats
rendus diabétiques par STZ un traitement de 21 jours par un extrait aqueux de Scoparia dulcis
provoque une augmentation hautement significative du taux rénal en GSH. ceci est due a

I’influence des composés bioactifs présents dans les plantes, tels que les flavonoide
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Qui ont un effet scavenger, c'est-a-dire au lieu que les radicaux libres produits par
I’alloxane (Quinlan et Gutteridge., 1988; Huk et al., 1998) et les composés polyphénoliques
sont connus par leurs capacités de recycler la vitamine E et de piéger les radicaux libres cela
peut donc participer directement dans la réduction de I’utilisation du GSH (Babu et al.,
2006).

GPx c’est une enzyme dépendante de sélénium, elle décompose le peroxyde d'hydrogene
en eau et oxygene moléculaire par l'oxydation du glutathion réduit (Ewis and Abdel-
Rahman., 1995).au cour de étude expérimentale, nous avons constaté une diminution
significative de 1’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) dans le tissus rénal
chez les souris alloxaniques , cette baisse d’activité pourrait étre directement expliquée par la
faible concentration du glutathion ;car ce dernier est un substrat et cofacteur de GPx
(Ramachandran et Saravanan., 2013).

Le traitement des souris alloxaniques par le Thymus numidicus a une doses (30 et
50mg/kg/j). Provoque une augmentation de I’activit¢ de GPx .I’augmentation de 1’activité de
GPx est due a la présence des composés bioactifs dans le Thymus numidicus notamment les
polyphénols, qui un rdle protecteur contre les différentes pathologies. Leur nature chimique
fait de ces composés des agents réducteurs et ce sont, par ailleurs, les antioxydants les plus
abondants dans notre alimentation (Derbel et Ghedita., 2005).

La glutathion S-transférase est une enzyme ayant un role important dans la
désintoxication des xénobiotiques et la protection contre les métabolites nocifs générés apres
la dégradation des macromolécules (Hayes et Pulford., 1995). Ce que nous expliquent les
résultats obtenus et 1’augmentation avec une déférence trés hautement significative de
I’activité enzymatique de la GST dans les tissus rénaux chez les souris alloxaniques .ces
résultats s’accordent aux travaux de Boussekine., (2014). L’augmentation de I’activite de
cette enzyme est une réponse physiologique pour compenser les altérations qui sont dus aux
radicaux libres (Nuriye et Belma., 2005). La supplémentation du Thymus numidicus a un
dose (30et50 mg/kg/j) réduit considérablement le 1’activité du GST.

La catalase (CAT) est une hémoprotéine qui catalyse la réduction des peroxydes
d'hydrogéne en H,O et en oxygene et protege les tissus des radicaux hydroxyles qui sont trés
réactifs (Sathishsekar et Subramanian., 2005). On a enregistré une diminution significative
de D’activit¢ du catalase au niveau des reins. ces résultats s’accordent aux travaux
Manonmani et ces collaborateurs (2005), cette réduction peut étre due a la production
excessive d’H,0,, Ils I’ont expliquée comme étant le résultat de la glycation non enzymatique

(Rajasekaran et al., 2005).le traitement des souris alloxaniques par le Thymus numidicus a
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une doses (30et50mg/kg/j) provoque une augmentation de I’activité de CAT. Ceci est di a
I’effet antioxydant de cette plante. Ces résultats sont en accord avec ceux publiés par
Kebieche et al (2011) qui ont constaté que chez des rats rendus diabétiques par 1’alloxane un
traitement de par un extrait aqueux de Ranunculus repens L, maintiennent 1’activité
enzymatique (CAT) a leur niveau cellulaire normal.

MDA, c’est le produit de la peroxydation des acides gras insaturés, utilisé comme
indicateur des dommages oxydatifs (Zhang et al., 2008). Notre recherche montre une
augmentation significative de la teneur rénal de MDA chez les souris alloxaniques nos
résultats sont en accord avec ceux présentés par (Kakkar et al., 1998; Singh et al., 2005). On
a constaté que le traitement des souris alloxaniques par Thymus numidicus a une dose
(30et50 mg/kg/j) provoque une diminution de la concentration rénale en MDA. Nos résultats
se concordent avec plusieurs études comme celle publiée par Pari et Latha,. (2005) qui ont
constaté que, chez des rats rendus diabétiques par STZ, un traitement de 21 jours par un
extrait aqueux de Scoparia dulcis provoque une diminution hautement significative du taux
rénale en MDA.

La thymoquinone et d’autres antioxydants été testés sur souris ayant une néphrotoxicité
induite par le cisplatine ou la ciclosporine A. La thymoquinone a eu les meilleurs résultats, ce
sont ses propriétés inhibitrices de la peroxydation lipidique microsomale et stimulantes des
polynucléaires qui protégeraient de I’action des radicaux libres (Ragheb., 2009).

Par contre les souris alloxaniques traité par le Thymus numidicus a une doses (100
mg/kg/j) révéle une augmentation du taux rénal en MDA permis de suggérer la dose
100mg/kg/j c’est un dose toxique et la combinaison avec 1’alloxane donne un effet
synergique.

Le stress oxydant provoque un déséquilibre de la balance redox provenant de
I’augmentation de la production des ERO par la glycation et la peroxydation lipidique, et la
diminution de la défense antioxydants. Tous ces facteurs nous ont conduits a suggérer que les
antioxydants, en piégeant les ERO, ont maintenu 1’équilibre de la balance antioxydant/
prooxydant des cellules rénales. Cet équilibre est maintenu sous I’effet de [’action
antioxydante des composés de Thymus numidicus contre les ERO générés par 1’alloxane, et
le pouvoir antiradicalaire deja prouvé in vitro avec le DPPH°® par les travailles de (Djeddi et
al ., 2015; Zeghib et al., 2013).
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Conclusion

Ce travail nous a permis de mettre en évidence I’effet des extraits aqueux de Thymus
numidicus sur I’évolution du poids corporel, ainsi que le bilan biochimique sanguin et le statut
redox d’autre part.

Les résultats obtenus ont montré ’effet bénéfiques de cette plante, a la lumiére des
résultats obtenus, on peut conclure que :

L’injection intra péritonéale de 1’alloxane a 150 mg/ kg du poids corporel chez les souris
males adultes a induit des perturbations des parameétres biochimiques sanguins et tissulaire
procés accompagné par une augmentation pondérale remarquable.

Nos résultats montrent que 1’extrait de la plante provoque une amélioration de bilan
biochimique sanguin et une nette amélioration du statut antioxydant rénal. En effet, la
diminution de la concentration du MDA, I’augmentation du taux du glutathion réduit
(GSH),de I'activité de la GPx et de I’activité de la catalase (CAT)et la diminution de 1’activité
enzymatique de GST dans les reins chez les souris alloxanique traités par 1’extrait montrent
clairement les propriétés antioxydantes de I'extrait aqueux de Thymus numidicus .Ces résultats
laissent un grand espoir pour I’avenir avec le role protecteur que peuvent conférer le Thymus

numidicus dans la prévention et la limitation des effets toxiques des radicaux libres.
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Annexes

1. Courbe d’étalonnage des protéines tissulaires utilisant le sérum albumine bovine (BSA).
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