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Résume :
Le venin d'abeille est une toxine composée principalement de peptides et d'enzymes.
Lorsqu'il est administré a des doses appropriées, il agit comme un actif pharmacologique avec
diverses activités notamment anti-inflammatoires et anti-oxydantes, lui conférant des effets

thérapeutiques sur différentes pathologies.

Cette étude vise a évaluer les effets réparateurs et néphroprotecteurs du venin d'abeille

sur I’insuffisance rénale chronique.

L'étude est menée sur 40 souris réparties sur quatre groupes expérimentaux.
L’insuffisance rénale chronique est induite par administration de 50 mg/kg d’Adénine par
voie intrapéritonéale sur une durée de 28 jours. Le venin d’abeille, est administré par voie
intrapéritonéale a une dose de 0,76mg/kg sur une durée de sept jours, aprés induction de la
pathologie. Nos résultats montrent qu’outre une baisse du poids corporel et de la
consommation alimentaire, 1’Adénine induit une augmentation des parameétres sériques
comme la créatinine, ’'urée, la bilirubine, d'acide urique ainsi que les parameétres du stress
oxydant comme l'activité Catalase et Glutathion-S-transférase ainsi que le taux du Glutathion.
Parallélement, cette molécule est a I’origine d’une diminution du taux d’ Albumine sérique, de
la clairance de la Créatinine et du taux de malondialdéhyde, ces modifications se conjointent
avec la dégénérescence des glomérules, la dilatation des tubules, le détachement de la
membrane basale glomérulaire, I’infiltration des cellules inflammatoires et la présence de
necrose.

L’administration du venin d’abeille a permis d’inverser les valeurs des parametres
biochimiques et les bios marqueurs du stress oxydatif perturbés par 1’Adénine, combiné avec
la restauration des glomérules, une réduction du diamétre des tubules dilatés, une élimination
des nécroses et suppression des infiltrations inflammatoires. Confirmant ainsi le pouvoir
néphroprotecteur et antioxydant du venin d’abeille ainsi que le role thérapeutique potentiel de

cette molécule sur une pathologie grave progressive et incurable.

Mot-clé : venin d’abeille, insuffisance rénale chronique, adénine, histopathologie, stress

oxydant.
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Abstract :
Bee venom is a toxin composed mainly of peptides and enzymes. When administered
in appropriate doses, it acts as a pharmacological agent with multiple activities, notably anti-

inflammatory and antioxidant, giving it therapeutic effects in various pathologies.

The aim of this study is to evaluate the reparative and nephroprotective effects of bee

venom in chronic renal failure.

The study will be carried out on 40 mice divided into four experimental groups.
Chronic renal failure was induced by intraperitoneal administration of 50 mg/kg adenine for
28 days. Bee venom was administered intraperitoneally at a dose of 0.76 mg/kg for seven
days after induction of the disease. Our results show that, in addition to a reduction in body
weight and food consumption, adenine induces an increase in serum parameters such as
creatinine, urea, bilirubin and uric acid, as well as oxidative stress parameters such as catalase
and glutathione-S-transferase activity and glutathione levels. At the same time, this molecule
reduces serum albumin levels, creatinine clearance and malondialdehyde levels, these
modifications are conjoined with the degeneration of glomeruli, the dilation of tubules, the
detachment of the glomerular basement membrane, the infiltration of inflammatory cells and

the presence of necrosis.

The data are combined with the restoration of the glomeruli; the reduction in the
diameter of the dilated tubules; the elimination of necrosis; and the removal of inflammatory

infiltrates.

Administration of bee venom reversed the values of biochemical parameters and
biomarkers of oxidative stress disturbed by adenine, combined with the restoration of
glomeruli, a reduction in the diameter of dilated tubules, an elimination of necrosis and
suppression of inflammatory infiltrations. Thus confirming the nephroprotective and
antioxidant power of bee venom and the potential therapeutic role of this molecule in a

serious, progressive and incurable disease.



Keywords : bee venom, chronic renal failure, adenine, histopathology, oxidative stress.
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Liste des abréviations :

ADN : Acide désoxyribonucléique.

BV : Venin d’abeille.

CAT : Catalase.

CI50 : Concentration inhibitrice médiane.
COX : cyclooxygénase.

DCFs : Le dichlorofluoresceéine.

DFG : Débit de filtration glomérulaire.
DHOA : 2,8-dihydroxyadrénaline.

DLso : Dose léetale mediane.

DTNB : 5,5'-Dithiobis (acide 2-nitrobenzoique).
EDTA : L'acide éthylénediaminetétraacétique.
GATA : Guanine-adenine-thymineadenine binding protein.
GBD : Global Burden of Disease.

GP-x : Glutathion péroxydase.

GSH : Glutathion réduit.

GST : Glutathion-S-transférase.

HCL : Le chlorure d'hydrogéne.

HDL : Lipoprotéines de haute densité.

IMC : Indice de masse corporelle.

IRA : Insuffisance rénale aigu.

IRC : Insuffisance rénale chronique.

IRT : Insuffisance rénale terminale.

MCD : Peptide de dégranulation des mastocytes.



MDA : Manon dialdéhyde.

MDRD : Modification of diet in renaldisease.

NAD™ : Le coenzyme Nicotinamide adénine dinucléotide.
NADH : Le coenzyme nicotinamide adénine dinucléotide réduit.
OMS : Organisation mondiale de la santé.

PTH : Parathormone

PLAZ2 : phospholipase A2.

ROS : Especes réactives de I’oxygéne.

SDS-PAGE : L'électrophorese en gel de polyacrylamide contenant du laurylsulfate de sodium.
SOD : Superoxyde dismutase.

TBA : Le tribromure de tétrabutylammonium.

TCA : L’acide trichloroacétique.

TRIS : L’hydroxyméthylaminométhane.

UNESCO : Organisation des Nations unies pour I'éducation, la science et la culture.
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INTRODUCTION

1 Préambule :
De nos jours on témoigne un intérét grandissant pour la médecine alternative et

complémentaire, qui peut étre employée seule ou en complément des traitements
conventionnels. Malgré la difficulté a définir ces pratiques et ’absence de reconnaissance en
tant que discipline formelle, la médecine alternative est pergue comme un savoir-faire
ancestral (Fontanarosa et Lundberg 1998). Elle a néanmoins prouvé son efficacité pour
apaiser certains symptdmes, diminuer les effets indésirables des traitements médicaux
intensifs, améliorer I'état de santé, la qualité de vie et le bien-étre des patients. Cette
popularité est encouragée par des critiques virulentes du systeme de santé moderne, au profit

d'une approche plus naturelle et respectueuse de I'environnement (Ernst 2000).

Ainsi, le BV qui fait actuellement 1’objet de nombreuses études pour ses effets
thérapeutiques, fait partie de cette thérapie douce de la médecine alternative qui utilise ce
produit (BV) a des fins pharmacologiques et curatives (Ernst 2008). L’acupuncture a base de
produits de I’abeille est utilisée pour ses actions anti-inflammatoire, antioxydante et
antibactérienne depuis I’antiquité (Abd EI-Wahed et al. 2018).

Le venin d’abeille est composé de 214 molécules, mais a ce jour seulement 138 ont été
identifiées. Wehbe et al. (2019) citent la mélitine, la phospholipase A2 ; une des enzymes les
plus présentes dans la composition du BV et d’autres composants peptidiques et non
peptidiques ainsi que des lipides, des composants organiques et minéraux et des substances

volatiles

Les autres composants agissent comme promoteurs de la melitine et conservent tout de
méme une activit¢ anti-inflammatoire, antioxydante, antivirale, antibactérienne,
neuroprotectrice, analgésique, antiasthmatique, antivieillissement, anti-athérosclérotique,

neuroprotectrice et anti-polyarthrite rhumatoide (Carpena et al. 2020).

Selon Wehbe et al.(2019) ; Msiska et al. (2020) le BV est préconisé contre la maladie
d'Alzheimer, la maladie de Parkinson, la polyarthrite rhumatoide, la sclérose en plagues, les
maladies cardio-vasculaires, le diabete militus, la fibrose hépatique, divers cancers tels que les
cancers du sang, du sein, du foie, des poumons, et de la prostate et une efficacité marquante
contre des virus comme le HIV, le virus du Nil occidental, le virus de I'hépatite C, et le
SARS-CoV-2.

Les travaux d’Elshater et al.(2014) ;Muhammad et al. (2015) et Kim et al.(2020) ont mis

la lumiére sur le pouvoir néphroprotecteur du BV grace a son action anti-inflammatoire cent
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fois plus puissante que la cortisone (Gomati et Boopathy 2023) ;cette propriété est due a
I’inhibition de la synthése de la prostaglandine via I'inhibition de l'activité cyclo-oxygénase et
une augmentation du potentiel de la membrane mitochondriale, ce qui lui confére le pouvoir
de neutraliser les électrons non appariés générateur de radicaux libres (Zaworra and Nauen

2019) et de supprimer I’interleukine-6 (Nascimento de Souza et al. 2017).
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2 Anatomie des reins :
Le rein est un organe vital preésent en pair de couleur rougeatre, situé au sein du

rétropéritoine dans la partie postérieure de la cavité abdominale de part et d’autre de la
colonne vertébrale, chez I’adulte les reins mesurent environ 12 cm de hauteur, 6 cm de largeur
et 4 cm d’épaisseur et pese environ 150 g chacun, présentant une activité exocrine et

endocrine fondamentale (Bessaguet et Desmouliere 2020 ; Pallabi 2018).

Les reins sont surmontés d’une glande surrénale et chaque rein est organisé en une série
de lobes (8 a 10), qui comporte 2 régions bien distinctes : le cortex et la médulla. Le cortex est
généralement brun rougeatre et a un aspect granuleux qui comporte tous les glomérules, les

tubules contournés et les canaux collecteurs corticaux.

La médulla est plus claire et présente un aspect strié qui résulte de la disposition paralléle
des cellules de I'épithélium, des boucles de Henlé, des canaux collecteurs médullaires et des
vaisseaux sanguins de la médulla (Bessaguet et Desmouliére 2020 ;Tanner 2008), Figure
(1)&(2).

Zone médullaire

Pyramide de
Malpighi

Papille

Lobe
rénal
Veine ' | S = Vaisseaux arqués

rénale |y ) et interlobulaires

Bassinet

Cortex

Colonne de Bertin

Figure 1: Coupe longitudinale du rein. (Bignon. 2017).



INTRODUCTION

Tube contourné
distal ----------

Glomérule

Xm-H4IDOO

... Tubule

Tubule proximal
proximal.~ \"~ Canal

collecteur

Anse de
Henle

—xXm

-~z -

mI-—>»rrcomz

Figure 2: Arrangement interne et externe, droit et gauche du néphron. (Blanchard.
2009)

Histologiquement le rein humain contient environ 0.7 a 1.5 million de néphron ;il est
I’'unité fonctionnelle du rein, qui se compose d'un corpuscule rénal et d'un tubule rénal
(Bessaguet et Desmouliére 2020). Le corpuscule rénal est constitué d’un glomérule entouré de
la capsule de Bowman, le tubule est formé successivement d’un tube proximal, une anse de

Henlé, un tube distal et un tube collecteur.

Le bord interne des reins situé face a la colonne vertébrale présente une cavité appelée
sinus rénal dans laquelle passent les vaisseaux sanguins, les vaisseaux lymphatiques, les nerfs

et I'uretére. Ces différents éléments sortent du rein par le hile rénal.

L'extrémité médullaire forme une papille rénale, chaque papille draine son urine dans un
calice mineur, les calices mineurs s'unissent pour former un calice majeur et l'urine s'écoule
dans le bassinet du rein qui est relié a la vessie par ’uretére (Rayner et al. 2016 ; Delanaye
2019).

3 Fonctions des reins :

3.1 Fonction exocrine :
Le rein est un organe richement vascularisé, il recoit le 1/4 du débit cardiaque. Alors

que 20 % du plasma est filtré produisant 170 litres de filtrat glomérulaire par jour ; 99% est
réabsorbé au fur et a mesure qu'ils circulent dans les néphrons, de sorte que seulement 1,5 litre

d'urine est produit par jour (Rayner et al. 2016 ; Davis et Freeman. 1976).

L’urine se compose de :
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> l'urée qui est le principal produit final azoté du métabolisme des protéines (Rérat et al.
1979).

» de l'acide urique soit le produit final du métabolisme des purines (Fernandez-
Villaverde, Guerron-Quintana, Rubio-Ramirez et Uribe 2014;).

> la créatinine connue comme le produit final du métabolisme musculaire (Syariah et
[Imu).

» D’autres produits du métabolisme et des toxiques ou composés étrangers tel des

médicaments (Delanaye 2019).

De ce fait pour effectuer sa principale fonction qui est l'excrétion de 1’urine, trois
processus sont impliqués dans la formation de l'urine : la filtration glomérulaire, la
réabsorption tubulaire et la sécrétion tubulaire (Delanaye 2019).

3.2 Fonction homéostatique :

Les néphrons assurent a 1’organisme le maintien de son équilibre par un mécanisme de
détection et d’excrétion des électrolytes et de ’eau a travers les parois capillaires dans
I'espace de Bowman (Zhuo et Li 2013). Le matériel passe de la lumiére du capillaire
glomérulaire a I'espace de Bowman, a travers 1’endothélium capillaire, la membrane basale et
I'épithéelium capillaire par 1’intermédiaire de la pression cardiaque, la force osmotique
colloidale des protéines plasmatiques, la pression hydrostatique dans I'espace de Bowman et
la perméabilité du glomérule (Guyton 1991 ;Tucker et Blantz 1977).

La filtration glomérulaire est sensible a la taille, a la forme des molécules (Guyton
1991) et & la charge électrique par le biais des sialo-protéines chargées négativement, en
créant un obstacle électrique au passage des macromolécules anioniques (Rennke et
Venkatachalam 1977 ;Rennkeet al. 1978) et c’est le cas de I’albumine (Brenner et al. 1978).
3.2.1 L’homéostasie des sels minéraux :

Le potassium filtré par les glomérules est activement réabsorbé dans les deux premiers
tiers du tubule proximal et est excrété passivement par l'intermédiaire d'un gradient électrique
(Schaefer et Wolford 2005).

La réabsorption du chlorure est active dans I'anse ascendante de Henlé pour assurer

I'électroneutralité (Rinderknecht 1946).

Le rein est le principal organe de contrdle du taux de phosphore sérique (Nadkarni and
Uribarri 2014), le phosphore est réabsorbé principalement dans le tubule contourné proximal

par un mécanisme dépendant du sodium (Knox et al. 1977).
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3.2.2 L’équilibre acido-basique :
Les reins assurent la régulation de I'équilibre acido-basique par la rétention du

bicarbonate et I'excrétion des H* en cas d’acidose, ou 1’excrétion de bicarbonate et la rétention

des H* en cas d'alcalose (Dussol 2014).

3.2.3 L’homéostasie de I’eau :
La réabsorption de I'eau se produit a partir de I'anse descendante de Henlé, 60 a 80 % du

filtrat glomérulaire est réabsorbé indépendamment des besoins de I'organisme, (Gottschalk et
Mylle 1997; Sands et Layton 2014). L’excrétion de 1’eau se poursuit au niveau des tubules
proximaux en agissant sur le volume et la concentration de l'urine selon les besoins hydriques
de I’organisme (Head 1968 ;Chuang et al. 1978).

3.3 Fonction endocrine :

3.3.1 Production de rénine :
La rénine est une protéase qui déclenche la formation de I’angiotensine I, ensuite

transformée par I’enzyme de conversion en angiotensine II. Cette derniére provoque une
vasoconstriction, une augmentation de la sécrétion d’aldostérone et d’hormone antidiurétique,
ainsi qu’une stimulation de la corticosurrénale. Ces effets entrainent la réabsorption du
sodium, la rétention d’eau, la diminution du taux de filtration glomérulaire et la stimulation de
I’ingestion de sel et d’eau, ce qui contribue a I’élévation de la pression artérielle. (Sparks et
al. 2014).

3.3.2 Production d’érythropoiétine :
L’érythropoiese est assurée par I’érythropoiétine (EPO) (Jelkmann 2013) synthétisée

par les fibroblastes du cortex rénal, sous effet de I’hypoxie (Jelkmann 2011).

3.3.3 Activation de la vitamine D :
L’interaction entre les rayons ultraviolets de la lumiére du soleil et le 7-

déhydrocholestérol dans la peau synthétise la Vitamine D3 (Norman 2008). Pour étre
fonctionnelle la vitamine D3 doit d’abord étre hydroxylée dans le foie en (25-OH-D3) puis
hydroxylé par la 1l-alpha-hydroxylase du tubule proximal du rein en 1-alpha,25(OH)2D3
(Norman 2008) ou la forme active de la vitamine D. La vitamine D est une pro hormone qui
agit au niveau des glandes parathyroides, les os, les reins et l'intestin pour équilibrer
I’homéostasie du calcium sérique et du phosphore, (Ross et Kingdom 1985). Chez les patients

atteints d’insuffisance rénale chronique, le 25(OH)D3 est mal hydroxylé (Norman 2008).

3.3.4 Métabolisme des prostaglandines :
La COX est une enzyme qui entre dans le processus menant a la synthese des

prostaglandines (Chiolero et al. 2000); qui est une substance d’une nature lipidique
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caractéristique des cellules des mammiferes, a laquelle on attribue un rdle dans la

vasodilatation et I’inflammation.

Au niveau rénal les prostaglandines sont impliquées dans la regulation vasculaire par
augmentation du flux sanguin rénal, le maintien de I’homéostasie hydrosodée et la synthese et
la sécrétion de rénine au niveau juxta-glomérulaire (Foufelle et Ferré 2007).

3.3.5 Régulation de la glycémie :

Le rein est le principal site d'élimination de l'insuline de la circulation systémique, les
mécanismes de I'¢limination de l'insuline sont la filtration glomérulaire, la réabsorption
tubulaire proximale et la dégradation de I’insuline, lors de I’IRC une suppression du
métabolisme cellulaire de I'insuline survient (Duckworth et al. 1998).

3.3.6 Dégradation de la gastrine :

La gastrine est une hormone produite par les cellules G de I’estomac. Elle induit la
sécrétion d’acide chlorhydrique gastrique, ayant un pH tres bas elle provoque des ulceres
gastroduodénaux, de ce fait le rein est I’organe responsable de son inactivation. Chez les
sujets atteints d’IRC des niveaux élevés de gastrine sont observés (Davidson et al. 1973;
Liang etal. 2014).

3.3.7 L’urodilatine :

Le rein produit I"urodilatine qui régule I’homéostasie des sels et de 1’eau et inhibe la
réabsorption du sodium et détend les muscles lisses de 1’artére rénale. Ceci entraine une
diurése et une vasodilatation des vaisseaux rénaux, coronaires et pulmonaires et abaisse la

pression artérielle (Forssmann et al. 2001).

4  Définition de I’insuffisance rénale chronique :
L'IRC est une anomalie structurelle et fonctionnelle rénale qui surgit sur une durée de 3

mois ou plus, causée par une inflammation des glomérules (une glomérulonéphrite) qui se
manifeste par une baisse du DFG <60 ml/min/1.73m? et une élévation d’au moins 5%
d’albuminurie. (Eckardt et al. 2009)

Généralement les altérations rénales qui ménent a ’IRC ne présentent des symptomes

que lorsque la défaillance est permanente a tendance irréversible. (Eckardt et al. 2009)
Epidémiologie de I’insuffisance rénale chronique :

Le profil épidémiologique de I'IRC en 2017 dans le monde est de 843,6 millions de

personnes soit 10 % de la population mondiale, avec une inclination progressive, de plus
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I’IRC est considérée comme la douziéme cause de mortalité dans le monde selon le GBD
(Kovesdy 2022).

En Algérie, on estime que 3,5 millions de personnes sont atteintes d’IRC, les facteurs
favorisants sont I’age (plus de 60 ans), I’obésité (IMC >30 ) la grossesse, et une

prédominance du diabete mellitus et I'nypertension artérielle (Berkache et al. 2021).

5 Les stades de I’insuffisance rénale chronique :
L’IRC est classée selon le DFG des patients ; et le DFG est estimé a partir du taux de

créatinine sérique selon I’équation MDRD :

DFG =175 x Scr-+1%x age-22%x1.212 [si noir] x0.742 [si femelle].

Ou le DFG est exprimé en ml/min/1.73 m? et le taux de créatinine sérique Scr est exprimé en
mg/dI(Natural Sciences and Engineering Research Council of Canada 2018) Tableau 1.
Tableau 1: Classement des différents stades de I’'IRC selon le DFG chez I’Homme. (Natural

Sciences and Engineering Research Council of Canada 2018).

STADE DFG PHASE TAUX

DE L’IRC DE L’IRC D’ALBUMINERIE
mg/g

/ >120 / <30

STADE 1 >90 Altération de <30

I’épuration  suivi

par une atteinte

rénale

STADE 2 60-89 Insuffisance <30
rénale 1égére

STADE 3A 59-45 Insuffisance 30-300
rénale modérée

STADE 3B 44-30 Insuffisance 30-300

rénale modérée a

sévére

STADE 4 29-15 Insuffisance >300
rénale sévére

STADE 5 >15 Insuffisance >300

rénale terminale
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6 Progressions et complications de 1’insuffisance rénale chronique :
Les études cliniques décrivent les atteintes qui précedent I'IRC. Ainsi, cette pathologie

commence par une réduction des fonctions excrétrices et/ou endocriniennes et/ou

métaboliques, suivi des Iésions rénales qui affectent le DFG.

Les atteintes qui font progresser I’IRC sont les troubles des tubules rénaux (Syndrome de
Fanconi), les troubles du métabolisme liés a la malnutrition (obésité, anémie, manque de
potassium, de magnésium), les troubles héréditaires (cystinurie, capital néphrotique réduit,
prévalence ethnique),Consommation de drogue ou toxicité médicamenteuse, les troubles
glomérulaires (diabéte, maladies auto-immunes), les troubles vasculaires (athérosclérose,
hypertension, ischémie, vascularite, microangiopathie thrombotique), vieillesse, infections
répétées des voies urinaires et des tubules rénaux et les troubles cognitifs (Cipriani et al.
2013).

Quant aux complications, elles sont dues a I’état de chronicité et les conditions qui
s’ensuivent, qui sont liées a la baisse du DFG, de I’albumine sérique, des nombres de
néphrons et a la dégradation de la fonction rénale normale, ce qui engendre des :

% Maladies tubulo-interstitielles et glomérulaire :
Acidose tubulaire rénale, diabete insipide néphrogénique, infections des voies urinaires,
lithiase rénale, maladies kystiques et congénitales, reins polykystiques ou dysplasiques,
hydronéphrose, une pyélonéphrite, hyperéchogénicité rénale, sténose, la glomérulosclérose.

% Maladies cardio-vasculaires :
Infarctus du myocarde, syndrome coronarien aigu, accident vasculaire cérébral, insuffisance
cardiaque et mort subite d'origine cardiaque, hypertension, troubles de la coagulation,
hypertrophie ventriculaire et enfin une cardiomyopathie.

¢ Perturbation du métabolisme :
Dyslipidémie, augmentation du taux du cholestérol total, des triglycérides et des lipoprotéines

avec un faible taux de HDL-C, et ’athérosclérose.

Il est rapporté également : un déséquilibre €électrolytique provoquant une déshydratation, une
urémie, une anémie, une baisse du taux de 1,25-dihydroxyvitamine D et de PTH, un
déséquilibre du metabolisme osseux et une hypoparathyroidie, ainsi qu’un métabolisme
anormal du glucose entrainant le diabéte et 1’obésité, l'ulcération du pied diabétique, et

I'amputation des membres inférieurs.
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% Un déficit immunitaire :
Fibrose interstitielle, pneumonie, septicémie, des altérations des mécanismes de défense

primaire, risque élevé d'infections urinaires d’origine bactériennes ou virales et une Colite

active. (Tzanakaki et al. 2014)

7  Généralités sur le venin d’abeille :
Les femelles des hyménoptéres y compris les abeilles produisent du venin a des fins

défensive et protectrice. Le venin produit par les abeilles ouvriéres dans les glandes acides
caudales est secrété par le dard, génére une réponse allergique et toxique voir léthale, a 1’état
naturel il se présente comme un liquide incolore, visqueux, ayant une odeur forte semblable

au miel avec un goQt amer Figure (3).

glandes walvaires
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Gaphragme
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Figure 3: Anatomie interne des abeilles ouvrieres

(Snodgrass, R. E.1956).

Le BV est composé de 85% d’eau et 15% de substances solides a faible poids
moléculaire, chimiquement le BV est un mélange complexe de peptides et d’enzymes et
d’autres composants, spécialement la mélittine et la PLA2, qui sont les plus présentes dans la
composition du BV, les plus toxiques, mais qui peuvent s’avérer d’une efficacité
pharmacologique importante avec une activité anti-inflammatoire et antioxydante majeure.
(Tareq Al-Ameri et al. 2022 ; Carpena et al. 2020)
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7.1 Enzymes:
7.1.1 LaPhospholipase A2 :

C’est une enzyme de nature alcaline elle représente 12 a 15 % du poids sec du BV.
Elle est composée de 128 AA et quatre ponts disulfures d’une structure monomérique avec un
poids moléculaire de 15-18 kDa, elle posséde une activité catalytique et utilise le calcium
comme substrat, son effet cytotoxique provient de son pouvoir hydrolytique qui lui confere
ses propriétés antitumorale et antivirale en dissociant la liaison acyle sn-2 des phospholipides
membranaires, en effet, des travaux effectués sur la maladie de Parkinson ont confirmé un
effet anti-inflammatoire, neuroprotecteur et neurorégéenérateur de la PLA2 (Wehbe et al.
2019).

7.1.2 LaHyaluronidase :

C’est une enzyme qui represente 1,5 a 2 % du poids sec du BV. Elle est composée de 350 AA
et ne joue pas un role thérapeutique speécifique, son role majeur est la dégradation de l'acide
hyaluronique des membranes biologiques ; par conséquent elle perfore les membranes et les
tissus, notamment le tissu conjonctif local et augmente la perméabilité vasculaire, elle permet

ainsi la propagation efficace du BV (Wehbe et al. 2019).

7.1.3 La Phosphatase acide :
ou Api m3 : est une enzyme de nature glycoprotéique, elle représente 1-2% du poids sec du
BV, elle posséde des propriétés hypoallergénique et immuno-thérapeutique en inhibant la

sécrétion des IgE spécifiques(Carpena et al. 2020).

7.2 Peptides

7.2.1 La Melittine :

Composée de 26 AA avec un poids moléculaire de 2,8465 kDa elle représente 50 a 60 % du
poids sec du BV, d’une nature cationique, amphipathique et une configuration linéaire et
hélicoidale avec une terminaison carboxyle hydrophile et une terminaison amine lipophile.
C’est la molécule substantielle du BV, la plus étudiée et ayant les activités biologiques les
plus notables, notamment une activité antibactérienne, anti-inflammatoire, antisécrétoire,
anticancer, anti-arthrite, antivirale, pro-apoptotique, anti-apoptotique, analgésique, anti-

fibrotique, antidiabétique, cicatrisante et antifongique.

Seule la région hydrophile carboxyle posséde une action lytique, responsable du

clivage des membranes biologiques dont les séquences sont chargées négativement, lui
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permettant une insertion inclusive dans toutes les cellules biologiques y compris les cellules

sanguines, les bactéries, les myceétes et les tumeurs.

La mélittine bloque la réplication virale par induction de l'interféron (I-IFN), la
libération des cytokines pro-inflammatoires telles que le IL-1, TNF, IL-6 et IL-17 et la
libération de radicaux libres, en tant qu’anticancéreux la mélittine agit de différentes maniéres
soit par I’inhibition des facteurs de nécrose tumorale TNF-o, et de la matrice-
métalloprotéinase-9 (MMP-9), soit par I’induction de la mort cellulaire par activation de
I’apoptose via les voies de signalisations caspase et l'inhibition de JAK-STAT, en méme

temps elle agit comme une antiangiogenése naturelle lors de I’angiogenése tumorale.

Enfin la PLA2 nécessite la mélittine pour son activité. En revanche la mélittine reste la
molécule la plus toxique du BV et responsable avec le MCD de la réaction allergique et la

sensation de douleur lors de la piqure (Wehbe et al. 2019 ; Sig et al. 2019).

722 LeMCD:
Ou peptide 401 : composé de 22 AA avec un poids moléculaire de 2,5872 kDa, il est a

I’origine de l'inflammation lors de la piqure qui donne lieu a la rougeur et la douleur.

Il provoque la dégranulation des mastocytes accompagnée par la libération d'histamine a
faible dose de BV, et a forte dose le blocage de I'histamine, son mode d’action est 1’origine de
ses propriétés immunologique, anti-inflammatoire, anti-allergique, antifongique et

antibactérienne (Sig et al. 2019).

7.2.3 L'Apamine :

Elle est composée de 18 AA reliés par deux liaisons disulfures avec un poids
moléculaire de 2,1114 k,Da. L’apamine constitue la partie neurotoxique du BV capable
d’affecter le systéeme nerveux central, car elle traverse efficacement la barriere hémato-
encéphalique, inhibe les canaux K+ activés par le calcium, réduisant alors la perméabilité
membranaire aux K+, ce qui entraine une réduction du potentiel membranaire du muscle lisse

couplé par un potentiel d'action neuronal repétitif.

L’apamine supprime la cyclo-oxygénase-2, les cytokines pro-inflammatoires et bloque

l'activation du NF-B ce qui lui confére un réle anti-inflammatoire (Sig et al. 2019).




INTRODUCTION

7.2.4 La Secapine :
Elle est composée de 25 AA avec un poids moléculaire de 2,8665 kDa. Les travaux de
Carpena et al.(2020) ont mis en évidence son action neurotoxique antimicrobienne, anti-

fibrinolytique et anti-élastolytique.

7.2.5 LaProcamine:
Elle est constituée de petits peptides de 5 AA, elle représente 1-2% du poids sec du
BV (Carpenaet al. 2020).

7.2.6 L’Adolapine :

Elle est composée de 103 AA et représente 1 % du poids sec du BV.
L'adolapine bloque la synthése des prostaglandines et inhibe l'activité de la cyclooxygénase.
Elle est aussi capable d’inhiber la lipoxygénase des plaquettes humaines, ce qui lui confére
des effets anti-inflammatoire, antirhumatismale, antipyrétique, analgésique, anticoagulante et
anti-nociceptif (Carpena et al. 2020).
7.2.7 LaTertiapine :

Composée de 21 AA d'un poids moléculaire de 2,460 Da, elle représente 0.1% du
poids sec du BV (Carpena et al. 2020).

7.2.8 LaMinimine :
Elle est composée de 48-52 AA et d'un poids moléculaire de 6 kDa, elle représente 2—

3% du poids sec du BV, son activité biologique est encore inconnue (Carpena et al. 2020).

7.2.9 L'Apideacine :
Elle est composée de 18 AA, c’est un polymere de proline, sa formule lui confére un

role antibactérien et antioxydant (Carpena et al. 2020).

7.2.10 La Dipeptidyl peptidase 1V :
ou Api m5: a un poids moléculairede 102 kDa elle dégrade les dipeptides N-terminaux
(Carpena et al. 2020).

7.2.11 La Vitellogenine :
ou Apim12 est la molécule ayant le poids moléculaire le plus élevé dans le BV 200 kDa, en

outre, elle a montré des activités antimicrobienne et antioxydante (Carpena et al. 2020).

7.3 Autres composants du venin d’abeille :
Lysophospholipase <1%, Glucosidase 0,6%, Histamine 0.5-2%, Dopamine0.1-1%,

Noradrenaline 0.1-0.5%, acide aminobutyrique 1%.
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Macromolécule : Glucides 2-4% et Phospholipides 1-3%.
Composés volatils : Ethers complexes 4-8%.

Minéraux :P, Ca, Mg (Carpena et al. 2020).

8 Rappel sur ’acupuncture :

L’acupuncture est un terme qui tire son origine du latin selon lequel «acus» veut dire
aiguille et «punctura» veut dire piqire, c’est la branche de la médecine alternative qui
consiste en 1’injection de molécules dans 1’organisme, en ciblant des zones spécifiques
appelées points d'acupuncture pour des fins pharmaceutiques, thérapeutiques et apaisantes
(Zhang et al. 2018).

L'acupuncture est une pratique d’origine chinoise qui remonte a la dynastie Han,
durant le régne de I’empereur jaune, ses dialogues avec son médecin contribuent dans
I’apparition du « Huang Di Nei Jing » ; un document taoiste redigé en deux partie Su Wen
(lle siécle av. J.-C.) et Ling Shu (ler siecle av. J.-C.) déploie et développe les principales
théories de la médecine traditionnelle chinoise y compris I’acupuncture. Un autre document le
Grand Compendium d'Acupuncture et de la moxibustion, apparu pendant la dynastie Ming,
présente I'acupuncture moderne avec les 365 points dacupuncture et de moxibustion (White

et Ernst 2004 ; Stux 1987). L apipuncture objet de notre étude en est une branche.

Dans les pays asiatiques, la route de la soie permit a l'acupuncture de se propager,
tandis que dans le reste du monde les commissions diplomatiques et religieuses au XVlle
permettaient aux occidentaux de connaitre I’acupuncture. En 1888 Philipp Ter¢ fut le premier
a étudier 1’efficacité thérapeutique du BV sur une maladie qui était le rhumatisme et a rédigé
son article scientifique « Report about a Peculiar Connection » L’apipuncture moderne débuta
donc par le traitement de pathologies rhumatologiques, qui sont des pathologies auto-
immunitaires inflammatoires, causant des problémes et douleurs articulaires allant jusqu’a la

perclusion (Zhu et al. 2021).

Cependant, contrairement aux autres femelles des insectes de I’ordre des hyménopteres,
les abeilles meurent aprés avoir piqué, posant un risque de biodiversité lors de 1’usage
thérapeutique du BV directement des abeilles, de ce fait Markovic et Molnar en 1954, mettent
en usage un systeme de collecte de BV électrique, des lors les recherches scientifiques
approfondies sur la composition et les effets thérapeutiques du BV ont apparu (Zhang et al.
2018).
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9 Rappel sur le stress oxydant :

Le métabolisme mitochondrial lors de la chaine respiratoire s’achéve par la production de
I’oxygene, et I’oxygeéne en présence d’électrons libres se transforme en espéces réactives de
I'oxygéne (ROS) ; des molécules chimiquement tres instables et actives en raison de la
présence d’électrons de valence non appariés. A faible concentration ces molécules ont un
grand role physiologique car elles participent a la protection de ’organisme contre les
bactéries, a la régulation des voies de signalisation, au maintien du statut redox et a la
syntheése hormonale. Ces ROS seront dégradées par les anti-oxydants (Brieger et al. 2012).
Néanmoins elles dépasseront le systéme anti-oxydants lorsqu’elles sont produites a des
concentrations élevées et a un rythme permanent. Les ROS s’attaquent ainsi aux
biomolécules, causant un dysfonctionnement définitif et évoluent en composants

pathogéniques (Liebert et Jones 2006).

10 Les principales especes réactives de I’oxygéne :

Le peroxyde d’hydrogéne, ’anion superoxyde et 1’oxygéne singulet sont des produits
radicalaires du metabolisme normal de 1’organisme. Ils font partie des réactions
d’oxydoréductions fonctionnelles et seront dissipés immediatement par le systéme anti-
oxydant endogéne. Toutefois lors d’un déséquilibre qui surpasse les anti-oxydants plus un
déficit nutritionnel qui engendre un manque de vitamines (A-C-E) et les oligoéléments
(cuivre- zinc-manganese-sélénium et les polyphénols) ces radicaux libres dits primaires vont
s’attaquer a d’autres molécules et structures et évoluent en molécules plus toxiques pour

I’organisme (Brieger et al. 2012; Guerra-Araiza et al. 2013).

11 Le Systeme Antioxydant Endogeéne :
11.1 LaSOD:

C’est la principale enzyme antioxydante qui protége 1’organisme contre le stress oxydant
L'Homme possede trois isoformes de la SOD :

La SOD1 Cu Zn : cytosolique, la SOD2 Mn : mitochondriale de manganese, la SOD3 Cu Zn :

extracellulaire de cuivre et de zinc (Schreibelt et al. 2007).

11.2 Lacatalase :
Une enzyme antioxydante dont I’activité est assurée par un groupement héminique et le

NADPH. Elle catalyse le peroxyde d’hydrogene (Putnam et al. 2000).
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11.3 LaGPX:

Un groupe enzymatique constitué de 4 isoformes, leur activité catalytique est assurée
par le sélénium. Elles se différencient principalement par la structure et le milieu
d’expression, alors que la GPx1 agit dans la matrice mitochondriale et le cytosol, la GPx3 est
active en milieu extracellulaire. Les GPx2 et GPx4 agissent au niveau des organes vitaux
(Ighodaro et Akinloye 2018).

114 LaGST:

La GST est formée de familles d'isoenzymes dont la fonction catalytique consiste a faire
baisser le pKa basique 9,0 du pont disulfure lors de la formation du GSH oxydé GS-SG puis
de former des liaisons avec les molécules toxiques de nature hydrophobes électrophiles en
milieu aqueux qui peuvent étre des ROS ou des xénobiotiques a un pKa de 6,5 lorsque le
GSH est lié au site actif (Nebert et Vasiliou 2004).

Le stress oxydant active les protéines kinases qui envoient un signal pro-apoptotique aux

cellules, ce signal est inhibé par la GST (Tew et Ronai 1999).

115 Le GSH:

Le tripeptide glutathion (L-g-glytamyl-L-cysteiny-L-glycine) posséde un potentiel
antioxydant majeur chez les cellules aérobies animales, il participe dans plusieurs réaction
d’oxydoréduction permettant & I’organisme d’éliminer divers substances toxiques en jouant

un role de substrats des peroxydases et des S-transférases (Njalsson et Norgren 2005).

Le GSH se présente sous deux formes GSH forme réduite et GSSG forme oxydée. Le
rapport entre les deux formes est utilisé pour déterminer le statut du stress oxydant et la

capacité défensive des cellules face au stress oxydant (Kaplowitz et al. 1996).

11.6 L’acide urique :

C’est un métabolite qui possede la capacité de piéger les radicaux superoxyde (0-) et
hydroxyle (OH), et les oxydants, tels que I'oxygeéne singulet, le peroxyde d'hydrogene, l'acide
hypochloreux (HOCI) et les aldéhydes. Il protege la membrane cellulaire de l'oxydation

lipidique (Sautin et Johnson 2008).
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12 Lescibles des ROS :
12.1 Acide desoxyribonucleique (ADN) :

Les altérations provoquées par les ROS a I’ADN conduisent a des dommages au niveau
des bases nucléiques, des ruptures simples ou double brin, des liaisons intra brins et inter

brins et dénaturation des bases pyrimidiques, puriques (Piette 1991).

12.2 Leslipides:

La membrane cellulaire est largement constituée d'acides gras polyinsaturés qui assurent
la fluidité et la perméabilité aux cellules. Néanmoins ces structures sont les plus vulnérables
aux attaques radicalaires comme OH ou oxoferryl. Les agressions des ROS provoquent la
peroxydation des acides gras polyinsaturés qui une fois dénaturés, font perdre a la cellule son
intégrité. De plus, les ROS vont réagir avec 1’oxygene libre de la chaine lipidique pour créer

le radical pyroxyle (Bayir 2005).

En plus du systéme antioxydant endogéne comme la GPx, la GST et le GSH ; le tocophérol
(vitamine E) et lI'ubiquinol sont des sources antioxydantes exogénes qui peuvent agir comme

piégeurs de radicaux libres et protéger les lipides membranaires (Betteridge 2000).

12.3 LES PROTEINES:

Les ROS endommagent les protéines selon différentes lignes d'action. Les ROS oxydent
les groupements thiols des protéines, ils carbonylent les protéines et ils réagissent avec les
acides aminés soufrés de la chaine peptidique et forment les radicaux thiyles et sulfoxydes et
les ponts disulfures (Helmut Sies, Carsten Berndt 2017). Ces altérations provoquent une
perturbation de ’activité enzymatique, des voies de signalisation intracellulaire et des facteurs

de transcription (Carney et al. 1991).

12.4 Action antioxydante du venin d’abeille :

L'inflammation est un processus d’autodéfense corporel, qui génére les ROS afin de
neutraliser les agents pathogénes, mais dés que 1’agression survient a un rythme permanent,
I’inflammation devient un processus de pathogénése ; des pathologies chroniques surviennent
telles que la polyarthrite rhumatoide, le diabéte, I'asthme, la sclérose latérale, le parkinson et
I’acné (Wehbe et al. 2019 ; Pasquier 1995), or I’inflammation chronique est propice a
I’installation du stress oxydant continuel. Un tel état est considéré comme agresseur pour les

cellules de I’organisme qui épuise le systéme anti-oxydant endogéne (Pasquier 1995).

Le BV et spécialement la mélittine agit en tant qu’agent anti oxydant d’une maniere

directe et indirecte, la mélittine (par différents mécanismes) possede une action anti-
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inflammatoire soit en entrant en compétition avec les récepteurs de type Toll qui médient
I’expression génétique des NF-kB et MAPK des familles de protéines, précurseurs
inflammatoires, en bloquant I’expression de ces derniers (Carpena et al. 2020), soit en
agissant sur les cytokines inflammatoires, l'interleukine-6 (IL-6), I'L-8 et le facteur de
nécrose tumorale (TNF-a et l'interféron (IFN-). A I’heure actuelle seul le mode d’action
biologique de la mélittine et certains composants du BV est connu, tandis que le mécanisme

d’action exact expliqué par des réactions chimiques et biochimique reste obscur (Wehbe et al.

2019).
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Objectif du travail

L’IRC est connue comme une altération de la structure et de la fonction rénale qui
aboutit & I'accumulation des métabolites azotés. Le processus par lequel les Iésions rénales se
développent reste toujours méconnu, mais on soupgonne I’'implication d’un état inflammatoire
et oxydatif. Les complications de cette pathologie, comprennent une nécrose tubulaire, un
épaississement de la membrane basale glomérulaire et des Iésions de l'interstitium. L’IRC est
qualifiée comme une maladie incurable engendrant des déficiences hydroélectrolytiques et
endocriniennes ainsi que d’autres pathologies chroniques. Pour stopper sa progression vers
IIRT les traitements de suppléance rénale sont préconisés ; toutefois ils sont évalués comme
dispendieux et toxiques pour I’organisme, de surcroit ils offrent une survie moyenne de 28,3

mois seulement.

Notre travail vise a évaluer I'effet thérapeutique du venin d'abeille sur I'insuffisance rénale

chronique (IRC) chez les souris. Pour cela nous avons procédé a :

» Analyser les effets biochimiques et histopathologiques du venin d'abeille sur les reins
de souris atteintes d'IRC afin d'identifier d'éventuelles améliorations de la fonction
rénale.

> Evaluer les mécanismes d'action du venin d'abeille en étudiant ses propriétés anti-
inflammatoires et antioxydantes dans le cadre de I'IRC.

> Déterminer la toxicité et la tolérance du venin d'abeille chez les souris traitées, en
identifiant les doses optimales pour un effet bénéfique sans effets secondaires
significatifs.

» Explorer le potentiel du venin d'abeille comme traitement complémentaire a la prise en
charge conventionnelle de I'IRC, en vue d'éventuelles applications cliniques futures.

En combinant des approches expérimentales et analytiques, cette recherche ambitionne
d’apporter des données nouvelles sur I’'usage du venin d’abeille dans la néphroprotecteur et
d’ouvrir des perspectives thérapeutiques innovantes pour le traitement de 1’insuffisance rénale

chronique.



Chapitre Il : MATERIEL
ET METHODES
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1 Matériel biologique :
Les souris « Swiss » blanches de sexe masculin de la souche balb/c de poids d’environ30 g

ont servi de modele biologique, elles proviennent de 1’institut Pasteur d’ Alger.

2 Matériel chimique :
2.1 L’adénine :

Afin d’induire I'IRC nous avons eu recours a ’adénine une des purines dont le
catabolisme final donne I’acide urique (figure 4). L’adénine est acquise du laboratoire N
« EURL BIOSPHERE LAB » ADENINE référence : 504450010 cdt 10 G.
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Figure 4: Mécanisme catalytique de 1’adénine.

2.2 Le venin d’abeille :

Le BV utilisé provient d’abeilles de 1’Atlas tellien de I’espéce apis mellifera intermissa
provenant de la start-up d'apiculture « NehlaTech » (wilaya de M’sila) I’extraction est
effectuée par stimulus électrique selon une méthode rapportée par Azevedo-Marques et al.

(1992) apres lyophilisation, le BV est récupéré sous forme de poudre blanchatre.




MATERIEL ET METHODES

3 Conditions d’élevage :

Les souris « Swiss » sont placées au niveau de I’animalerie, dans une chambre aérée avec une
température de 25°C et un taux d’humidité de 50-60% et des conditions de lumiére et
d’obscurité conformes a leur rythme circadien de base. Au total 148 souris sont exploitées
pour I’expérience, dont 40 sont destinées a 1’étude de I’effet du BV sur 'IRC divisées en
quatre groupes expérimentaux et le reste est utilisé pour la détermination de la DLso, les souris
ont libre acces a I’eau (eau du robinet) et a la nourriture (un mélange de céréales : mais, blé,

orge, sels minéraux et oligoéléments).

Le conditionnement et le traitement des souris est conforme aux normes dictées par le comité

d’éthique de ’'université d’ Annaba.

4  Induction de I’insuffisance rénale chronique :
L’adénine est dissoute dans une solution saline (NaCl 0,9%) chauffée dans un bain Marie a

60°C pendant 10 min, elle est administrée aux souris par voix intrapéritonéale.

Les souris des groupes adénine et adénine+venin sont traitées par la solution d’adénine

quotidiennement durant 28 jours a une dose de 50mg/kg (Al Za’abi et al. 2015).

5 Traitement de I’insuffisance rénale chronique :

Le BV est analysé par la méthode SDS-PAGE avant de procéder au traitement de I’IRC, le
traitement de I’'IRC quant a lui est effectué en deux étapes, dont la premiére est consacrée a
I’estimation de la dose thérapeutique du BV par le test de toxicité aigué ou 56 souris réparties
en 7groupes dont un groupe témoin recoivent 200 pl de solution saline contenant du BV & des

dosesde2,5;4,5;6,5; 10, 14, 17 et 21 mg/kg de poids corporel par voie intrapéritonéale

Les souris traitées par le BV regoivent une dose de 0,76 mg/kg calculée a partir de la DLso.

Les témoins regoivent 200 pl de solution saline.
Le taux de mortalité est enregistreé apres 24 h de traitement.

Les souris des groupes adénine+venin et venin recoivent des injections intrapéritonéales dans

une solution saline (NaCl 0,9%) durant 7 jours aprés 1’induction de I’IRC.
» Laméthode SDS-PAGE :

Le SDS-PAGE est une méthode d'analyse qualitative et quantitative des protéines et des

conjugués contenant des protéines, elle s’appuie sur Le PEG-maléimide (MAL) pour pégyler
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de maniere spécifique les protéines thérapeutiques en faisant réagir un résidu cystéine libre

pour créer une structure thiosuccinimide.

La combinaison « Protéine C-S=PEG-MAL » est stable et homogene (Zhang et al. 2015).

6 Sacrifice et prélevement sanguin :

Les souris du groupe adénine sont sacrifiées 24h aprés la fin du traitement, c¢’est-a-dire le
30°™ jour ou elles ont fini de recevoir leur traitement a 1’adénine et ont été privées de la
nourriture et de I’eau, tandis que les souris des groupes témoin, adénine+venin et venin, sont
sacrifiées 24h aprés la fin du traitement qui a duré 7 jours, c’est-a-dire le 37¢™jour. Le sang
de tous les groupes est collecté dans des tubes héparinés et passé directement a centrifugation
a 5000 tours/min pendant 10 min a 4°C, ensuite le serum de chaque souris est récupéré dans

un tube Eppendorf pour effectuer le dosage des parametres biochimiques.

7 Prélévement des organes :
Aprés la mise a mort des souris les reins sont préleves, rincés abondement par une solution
saline (NaCl a 0,9%) et peses. Un rein est conservé dans une solution de formaldéhyde 10 %

et I’autre est conservé a -20°C pour le dosage des parameétres du stress oxydatif.

8 Dosage des parametres biochimiques (selon la fiche technique de Biosystems) :

8.1 Dosage de la bilirubine totale :

Faire réagir la bilirubine totale contenue dans 1’échantillon avec 3,5-
dichlorophényldiazonium, pour obtenir un complexe coloré quantifiable par
spectrophotométrie (Biosystems BA 200) a 535nm (Thaler et al. 2008).

8.2 Dosage de ’urée :
L’urée de [D’échantillon consomme le NADH du réactif qui est quantifiable par
spectrophotométrie (Biosystems BA 200) a 340 nm (Talke et Schub 1965) selon la réaction

suivante :

. Uréase
Uree +HO0 —— 3 2NH4"+CO:; Glutamate

deshydrogenase
NH4*+ NADH + H* + 2-oxoglutarate —— Glutamate + NAD*
8.3 Dosage des protéines totales :
Dans un pH alcalin la protéine réagit avec le Cu?*le complexe obtenu est quantifiable par
spectrophotométrie (Biosystems BA 200) a 540nm (Gornall, Bardawill et David 1942).
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8.4 Dosage d’albumine :

L’albumine réagit avec le vert de bromocresol dans un pH acide pour donner un complexe
quantifiable par le spectrophotomeétre (Biosystems BA 200) a 546 nm (Biggs et Pathology
1965)

8.5 Dosage d’acide urique :
A I’issue de la réaction ci-dessous I’acide urique donne un complexe coloré quantifiable par

spectrophotometre (Biosystems BA 200) a 505 nm (Sanders et al. 1980) :

Uricas
Acide urique + O2+ 2H,O — Allantoine + CO; + H;0>

peroxydase

2H202+ 4-aminoantipyrine + DCFS »Quinoneimine + 4H,0

8.6 Dosage de la créatinine (méthode de Jaffé) :

La créatinine de I’échantillon réagit avec le picrate a pH alcalin pour donner un complexe
coloré selon la méthode de Jaffé modifié par Rartels et Béhmer (1971) qui consiste a mesurer
la vitesse de la formation du complexe coloré quantifiable par spectrophotométrie
(Biosystems BA 200) a 492 nm.

9 Dosage des parameétres du stress oxydatif :

Le stress oxydatif est évalué a partir du tissu rénal des souris ou un rein de chaque souris des
différents lots est broyé dans un tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150m M, pH 7.4) ensuite
centrifugé a 15000 tours/min pendant 10 min & 4°C, le surnagent est récupéré dans des tubes

Eppendorf selon les besoins de chaque parametre et conservé a -20°C.

9.1 Dosage du GSH (selon la méthode de Weckbecker et Cory (1988)) :
Récupérer 400ul du surnageant, ajouter 800ul Tris/EDTA et 0,02 ml DNTB.
Laisser reposer 5min (a température ambiante).

Lire au spectrophotométre a 412nm (JENWAY 7305) (cuves en plastique).

Le taux de GSH est déterminé selon la formule ci-dessous :

DO x1x1,525
13,1x0,8x0,5xmg de protéine

GSH (pumol/mg de protéines) =

DO : la densité optique.
1 : le volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation.

1,525 : le volume total des solutions utilisé dans le dosage.
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13,1 : coefficient d’absorbance du groupement SH a 412nm.
0,8 : le volume en ml du surnageant utilisé.

0,5 : le volume en ml du surnageant utilisé.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

9.2 Dosage du MDA (selon la méthode de Draper et Hadley (1990)) :
Récupérer 250ul du surnageant, ajouter 1,25ml de TCA (100g/1).
Chauffer au bain marie a 100°C pendant 15min.

Refroidir dans un bain de glace.

Centrifuger a 10000 tours/min pendant 10 min.

Récupérer 1 ml du surnageant+500ul de TBA (6,7 g/1).

Ajouter 0,75 de Butanol.

Agiter au vortex.

Centrifuger 10000/min pendant 10min, récupérer S00ul

Lire au spectrophotomeétre a 532 nm (JENWAY 7305).

Le taux de MDA est déterminé selon la formule ci-dessous :

l ADOxVt

mo

MDA (E=2=de protéine) = —156Vs__
mg mg de protéine

ADO : différence de la densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat.

156 : coefficient d’extinction molaire du TBA.

Vt: volume total dans la cuve: 1ml (volume total du butanol récupéré renfermant les
complexes TBA/MDA).

Vs : volume du surnageant utilisé dans le dosage :0,5 ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

9.3 Dosage de I’activité GST (Méthode de Habig et al. (1974)) :

Récupérer 100ul, ajouter 600ul CDNB.

Lire a 340 nm (JENWAY 7305) chaque 1min pendant 5min

L’activité GST est déterminée selon la formule ci-dessous :

pmol

GST ('I“n—igde protéine) =

ADOxV
9,6plxdxvxmg de protéine

)

ADO : la densité optique.

V : volume totale dans la cuve.
9,6 ult: coefficient d’extinction.
d : épaisseur de la cuve.

Vv : volume du surnagent.
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mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

9.4 Dosage de ’activité CAT (Méthode de Clairborne 1985) :

Dans une cuve de quartz récupérer S0ul d’homogénat, ajouter 750ul de tampon phosphate+
200ul H20, & température ambiante.

La ecture se faita 0, 15, 30, 45, 60 secondes a une longueur d’onde 240 nm (JENWAY 7305).

L’activité CAT est déterminée selon la formule ci-dessous :

umol
CAT (———min = abo (Prokié et al. 2017)

mg de protéine) o 0,04xmg de protéine

ADO : la densité optique.

0,04 : le coefficient d’extinction de 1’eau oxygénée.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

9.5 Dosage des protéines au niveau du tissu rénal :

Les concentrations en protéines du tissu rénal sont déterminées selon la méthode de
Bradford ;(1976), la méthode consiste a faire réagir des groupements amines (-NH) des
protéines avec une solution de bleu de Coomassie pour former un complexe de couleur bleu.
La lecture est effectuée a 595 nm (JENWAY 7305). La concentration des protéines est
déterminée par comparaison a une gamme d’étalon d’albumine sérique bovin (Img/ml)

réalisée dans les mémes conditions (Allahyari et al. 2021).

10 Etude histologique :

Les coupes transversales effectuées sur les reins fixés au formaldéhyde, sont déshydratées par
I’éthanol 70% (5 bains), 1’éthanol 95% (10 bains), 1’éthanol 100% (1 minute) +1’éthanol
100% (1 minute) et nettoyées dans du xyléne/toluene (2 minutes + 2 minutes), ensuite
enveloppées dans de la paraffine pour former des blocs tissulaires, les blocs sont placés sur des lames
dans des supports de coloration et vont étre déparaffinés et réhydratés par 1’éthanol a 100% (2
minutes), puis & I’éthanol 100% (2 minutes), & Ethanol 95% (2 minutes), & Ethanol 70% (2
minutes) enfin rincer 5 minutes a 1’eau. Enfin on arrive a la coloration; dans 1’hématoxyline
de Harris (4 minutes), ringage a I’eau (5 minutes), décoloration a 'HCL (HCL 1% dans
éthanol 95%) 5 bains, rincage a 1’eau pendant 8 minutes puis ringage des tissus a
I’ammoniaque (2 minutes) puis ringage a 1’eau (5 minutes) puis imprégnation dans Eosine (2
minutes)(Cardiff et al. 2014).
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11 Activité biologique du venin d’abeille :

11.1 Activité anti-inflammatoire :

L'activité anti-inflammatoire in vitro du venin d'abeille est évaluée en utilisant I'essai de
dénaturation de I'albumine de sérum bovin (BSA) selon la méthode décrite par Kandikattu et
al. (2013). Les échantillons, contenant différentes concentrations de Diclofénac, sont incubés
a 37 °C pendant 15 minutes, puis transférés dans un bain-marie a 72 °C pendant 5 minutes.
Aprés refroidissement, la turbidité est mesurée a 660 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre
(JENWAY 7305) ; Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines est calculé en

comparant I'absorbance du contrdle avec celle de la solution testée et du blanc.

11.2 L’activité antiradicalaire (test de DPPH) :

Principe :

Le test DPPH (diphénylpicrylhydrazyl) est une méthode couramment employée dans
I'évaluation de l'activité antioxydante. En effet, le DPPH se distingue par sa capacité a générer
des radicaux libres stables. Cette stabilité est attribuée a la délocalisation des électrons libres
au sein de la molécule. La présence de ces radicaux DPPHe entraine une coloration violet
foncé de la solution, Lorsqu'un agent antioxydant réduit les radicaux DPPHe ou ceéde des
¢lectrons aux radicaux DPPHe, cela se manifeste par une diminution de l'intensité de la
coloration de la solution, En conséquence, la décoloration observée est souvent utilisée
comme indicateur de I'efficacité de lI'agent antioxydant dans la neutralisation des radicaux
libres (Intan 2004).
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Figure 5: Principe colorimétrique du test DPPH

Protocole expérimental :
Dans notre recherche, nous avons évalué ce test en suivant le protocole de Jang et al. (2008):

- Dissoudre 118,3 g de DPPH dans 100 ml de méthanol pour obtenir une concentration de 3
mM.

- Préparez une série des concentrations dans 1’eau distillée (1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25,
15.62 ug/ml) pour le venin d’abeille, dans les mémes conditions opératoires la méme série

pour I’acide ascorbique comme standard.

Dans des tubes a essai introduire un volume de 100 ul de 1’échantillon avec un volume de
1900 ul de DPPH.

Controle positif : représenté par la solution d’acide ascorbique un antioxydant standard est de

couleur jaune.

Contréle négative : de couleur violette est composé de 1900 ul de la solution méthanolique de
DPPH et de 100 ul d’eau distillé (figure 5).

Le blanc : méthanol
- Placé les tubes a 1’obscurité a température ambiante pendant 30 min.

- Apres incubation, mesurer l'absorbance de chaque mélange réactionnel et le blanc

(méthanol) a une longueur 517 nm.
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Les résultats qui permettent d’évaluer I’activité antiradicalaire sont exprimeés en pourcentages

d’inhibition en utilisant la formule suivante :

% Pl = (densité optique de blanc — Densité optique I’échantillon | Densité optique de blanc)
X 100.
La valeur de CI50 est calculée pour déterminer la concentration de I'échantillon nécessaire

pour inhiber 50 % des radicaux.
Plus la valeur de la CI50 est basse, plus l'activité antioxydante des échantillons est élevée.

Les CI50 sont calculée graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés (Jadid
etal. 2017).

12 L’analyse statistique :

L’analyse statistique des résultats exprimés par la moyenne avec plus ou moins 1’écart type.
(M£SEM) (Standard Error of the Mean) est réalisée par le logiciel Prisme GraphPad
10.3.0 version 2024 appliquant le test One-Way ANOVA suivi par le test t-student.

Les différences exprimées :

En # pour comparer entre les groupes adénine avec Adénine+venin d’abeille.

En * pour comparer entre les groupes adénine et Adénine+venin d’abeille avec les groupes
témoin.

Ou :

# /* Significatives lorsque (p<0.05)

##/**Hautement significatives lorsque (p<0.01)

###***Tres hautement significatives lorsque (p<0.001)

Avec la valeur p : seuil de signification.
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1 Caractéristiques du venin d’abeille :

1.1 Analyse par électrophorese SDS-PAGE :
La figure (6) illustre les résultats de 1’électrophorese par SDS-PAGE. Des échantillons du BV
de I’espece Apis melliferaintermissa sont analyses par la techniqgue SDS-PAGE. Les

composants peptidiques vont migrer en fonction de leur poids moléculaire.

' Hyaluronidase 44kDa

Phospholipase 15-20kDa

Melittin 3-5 kDa

Figure 6 : Electrophorése SDS-PAGE du BV.
Pour cela 3 colonnes sont utilisées :

La colonne 1 : Poids moleculaire référentiel des composants du BV.
Lacolonne 2 : 3mg/ml.
Lacolonne 3 :5mg/ml.

+ Chaque poids moléculaire correspond a un composant peptidique distinct :

LA DIPEPTIDYL PEPTIDASE IV : 97kDa

Acide phosphatase :66kDa

Hyaluronidase :44kDa
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Apamine : 17kDa

Phospholipase A2 :15kDa

Adolapine :10kDa

Mellitine :3,6kDa

1.2 Détermination de la DLso du venin d’abeille :
La DLso est réalisée selon la méthode de Finney (1952), qui s’appuie sur le test du « Probit »

afin de déterminer la DLsg et la dose thérapeutique du venin d’abeille La figure (7).
L’axe des X représente le logarithme décimal des doses.

L’axe des Y représente le pourcentage de mortalité selon « le Probit ».

8
7 Q
6
El °
g 4
Q 3
E 2
S 1
0 @ O
1 0 0.2 o/ 0.6 0.8 1 12 14
2
Log Dose (mg/kg)

Figure 7 : Détermination de la DL 5o du venin d’abeille.
Nous constatons que la valeur de la DLsg est située aux alentours de 11,48 mg/kg selon le

tableau du probit.

1.3 Pouvoir anti-radicalaire :

La figure (8) illustre le pouvoir anti-radicalaire du BV par rapport a I’acide ascorbique. Nous
constatons une similitude dans 1’évolution des graphes de 1’acide ascorbique et le BV, dont le
pourcentage d’inhibition augmente dans une premiere phase pour atteindre environ 1% puis

s’ensuit une phase stationnaire (plateau) pour le reste des concentrations testées.
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Figure 8 : Pourcentage d'inhibition du BV et de I'acide ascorbique.

1.4 Activité anti-inflammatoire :
La figure (9) représente le potentiel anti-inflammatoire des concentrations croissantes du BV

et I’extrait du Diclofénac.

Nous constatons que 1’activité anti-inflammatoire du BV est supérieure a celle du Diclofénac
est ce pour toutes les concentrations testées. Ainsi pour la plus faible concentration 12,5
I’activité du BV est de 73% alors que pour le Diclofénac elle est de 70 %. Il en est ainsi pour
la plus forte concentration 200 des molécules testées, ou I’activité antiinflammatoire du BV

est de 87% alors qu’elle n’ait que de 77% pour le Diclofénac.

100%
0,
90% 84% 86% 87/0
S 80% 0% 734, 75% 75% 7%
2 20% 67% 68%
£ 60%
o 50%
(@]
S 40%
5
8 30%
3 0,
S 20%
10%
0%

concentrations

m Diclofénac venin d'abeille

Figure 9 : Activité anti-inflammatoire des concentrations croissantes du venin d’abeille et du
Diclofénac.
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2 Suivi des parametres physiologiques :

2.1 Détermination du poids relatif des reins des souris :

Le tableau (2) représente 1’évolution du poids des reins des souris témoins et traitées.

Nos résultats montrent une augmentation significative (p < 0,05) du poids relatif des reins
apres induction de I’'IRC par rapport aux témoins et une diminution significative (p < 0,05) du
poids relatif des reins aprés traitement au venin d’abeille par rapport aux traités a 1’ Adénine.
Nous constatons que le poids absolu des reins tend a augmenter en présence d’ Adénine (0,499
chez les témoins contre 0,68g chez le groupe Adénine), en revanche chez les traitées par le
BV le poids des reins tend a diminuer apres traitement avec le BV, le poids des reins est quasi
équivalent a celui des témoins (0,429).

Nous constatons également que le poids relatif des reins augmente en présence d’ Adénine par
rapport aux témoins (0,013g chez les témoins contre 0,022g chez le groupe adénine), en

revanche chez le groupe traité par le BV le poids relatif des reins diminue a 0,016g.

Tableau 2 : Variation du poids relatif des reins des groupes expérimentaux.

Groupes Témoin Adénine Venin Adénine+venin
expérimentaux d’abeille d’abeille

Poids  absolu 0,49 +0,08 0,68 +0,15**  0,47+0,1 0,42+0,2%*#t#
des reins

Poids relatif des 0,013 +0,02 0,022+0,05* 0,012+0,02 0,016+0,04ns#
reins

2.2 Suivi de la consommation alimentaire et la consommation d’eau des souris durant le
traitement :

Les tableaux (3&4) rapportent les variations de la consommation alimentaire et de la
consommation d’eau des souris des groupes expérimentaux. Nous remarquons une diminution
tres hautement significative (p<0.001) de la consommation alimentaire et d’eau apres
induction de I’'IRC par rapport aux témoins et une augmentation hautement significative
(p<0,01) apres traitement au venin d’abeille par rapport aux traités a 1’ Adénine.

Nous constatons qu’aprés 28 jours de traitement a 1’ Adénine la consommation d’eau diminue
chez le groupe Adeénine a 98 ml contre 185 ml chez les témoins, en revanche aprés le

traitement par le BV la consommation d’eau augmente a 158 ml.
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Tableau 2: Suivi de la consommation d’eau des souris.

Groupes Témoin Adénine Venin Adénine +
expérimentaux d’abeille venin d’abeille
Consommation 175+ 18,05 179 + / 174 £16,22

en eau J-1

Consommation 185+ 17,50 98 £1.99 *** 182+ 3,24 107 + 5,94 ***
en eau J-28 ns
Consommation 179+19,78 / 183 +0,24 158 + 14,33 **
en eau J-35

Nous constatons qu’aprés 28 jours de traitement a I’ Adénine la consommation alimentaire
diminue chez le groupe Adénine a 33g contre 80g chez les témoins, en revanche aprés le
traitement par le BV la consommation alimentaire augmente a 68g.

Tableau 3: Suivi de la consommation alimentaire des souris.

Groupes Témoin Adénine Venin Adénine+
expérimentaux d’abeille venin d’abeille
Consommation 70+ 5,35 75+ 2,96 / 78+ 2,78
alimentaire J-1

Consommation 80+ 1,38 33+ 1,17 *** 74+ 5,92 35+ 1,28 ***
alimentaire J- ns

28

Consommation 79+ 4,06 / 82+ 2,15 68+ 8,5 **
alimentaire J-

35

2.3 Evolution du poids corporel des souris :

La figure (10) représente les variations du poids corporel des souris témoins et traitées.

Les résultats mettent en évidence une diminution hautement significative (p<0,01) du poids
corporel aprés induction de I’'IRC par rapport aux témoins, en revanche apres traitement au
BV le poids corporel augmente de maniere hautement significative (p<0,01) par rapport aux
traités a 1’ Adénine.

Nous constatons qu’au 28éme jour de traitement a 1’Adénine le poids corporel du groupe
Adenine est de 13 g contre 35 g chez les temoins, en revanche aprés le traitement par le BV le
poids corporel augmente a 27g.
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Figure 10 : Variation du poids corporel des souris des différents groupes expérimentaux.

3 Variation des métabolites :

3.1 Creatinine sérique : La figure (11) représente I’évolution du taux de créatinine. Nous

constatons une augmentation tres significative (p< 0,01) du taux sérique de créatinine

pour le groupe Adénine par rapport au groupe témoin. Apres traitement par le BV, le taux

de créatinine diminue de maniére tres significative (p< 0,01) par rapport au groupe

adénine.

Nous constatons que la créatinine sérique augmente au sein des groupes traités a 1’ Adénine

pour atteindre 6mg/1 alors que pour le groupe témoin elle n’est que de 3,3 mg/l, et aprés

traitement par le BV le taux de créatinine serique augmente, il est de 1’ordre de 4,2mg/I.
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Figure 11 : Taux de créatinine sérique chez les souris témoins et traitées
3.2 Clairance de la Creatinine : La figure (12) représente les valeurs de la clairance de la
Creatinine. Nous remarquons une diminution tres hautement significative (p< 0,001) de la
clairance de la Créatinine pour les groupes traités a I’ Adénine par rapport au groupe
témoin, et apres traitement par le BV la clairance augmente de maniére tres significative

(p< 0,01) par rapport au groupe Adénine.

Nous constatons que la clairance de la Créatinine diminue au sein des groupes traités a
I’ Adénine pour atteindre 0,2 ml/min alors que pour le groupe témoin elle est de 0,42ml/min,

apres traitement par le BV la clairance de la Créatinine augmente jusqu’a 0,3 ml/min.
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Figure 12 : Clairance de la Créatinine chez les souris témoins et traitées
3.3 Ureée sérique : La figure (13) met en évidence 1’évolution de I’urée sérique chez les souris
témoins et traitées. Nous constatons une augmentation tres hautement significative (p<
0,001), de I'urée sérique pour les groupes traités a 1’ Adénine par rapport au groupe
témoin, aprés traitement par le BV le taux d’urée sérique diminue de maniére tres

hautement significative (p< 0,001) par rapport au groupe adénine.

Ainsi, le taux d’urée sérique augmente au sein des groupes traités a 1’ Adénine pour atteindre
0,89/l alors que pour le groupe témoin il n’est que de 0,27g/l. Apres traitement par le BV le

taux d’urée sérique est de 0,4g/l.




RESULTATS

*k*k
1.0q
0.84
= *
2 0.6 HHH
£
O 0.41
o -T—
0.2
0.0 T T
O\é \go \/\fo
N S & S
N S Q d
v N S
Q Q
S S
¥ ({/XA("
é\é
O("
?
Groupes expérimentaux

Figure 13 : Le taux de 1’urée sérique chez les souris témoins et traitées
3.4 Bilirubine totale : La figure (14) illustre I’évolution du taux de bilirubine totale. Nous
remarquons une augmentation trés hautement significative (p< 0,001), du taux sérique de
bilirubine totale pour les groupes traités a I’ Adenine par rapport au groupe Témoin, apres
traitement par le BV le taux de bilirubine sérique totale diminue de maniére tres

hautement significative (p< 0,001) par rapport au groupe Adénine.

La bilirubine sérique totale augmente au sein des groupes traités a 1’ Adénine pour atteindre
50mg/1 alors que pour le groupe témoin elle n’est que de 10 mg/l. Apres traitement par le BV

le taux de bilirubine sérique est de 30mg/I.
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Figure 14 : Taux de bilirubine totale sérique chez les souris témoins et traitées.

3.5 Acide urique : La figure (15) représente 1’évolution du taux d’acide urique chez les souris
témoins et traitées. Nous constatons une augmentation trés hautement significative (p<
0,001) du taux sérique d’acide urique pour les groupes traités a 1’ Adénine par rapport au
groupe témoin, apres traitement par le BV le taux d’acide urique diminue de maniere trés

hautement significative (p< 0,001) par rapport au groupe Adénine.

Ainsi, le taux d’acide urique sérique augmente au sein des groupes traités a 1’Adénine pour
atteindre 65mg/l alors que pour le groupe témoin elle n’est que del2 mg/l. Apres traitement

par le BV le taux d’acide urique sérique est de 35mg/I.
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Figure 15 : Taux d’acide urique sérique chez les souris témoins et traitées.

3.6 Albumine sérique : La figure (16) met en évidence I’évolution du taux d’albumine
sérique chez les souris témoins et traitées. Nous constatons une diminution tres hautement
significative (p< 0,001) du taux d’albumine sérique pour les groupes traités a I’ Adénine
par rapport au groupe Témoin, apreés traitement par le BV le taux d’albumine sérique

augmente de maniére tres hautement significative (p< 0,001) par rapport au groupe
Adénine.

Le taux d’albumine sérique diminue au sein des groupes traités a 1’Adénine pour atteindre
18g/l alors que pour le groupe témoin il est de 70g/I. Apreés traitement par le BV le taux

d’albumine sérique augmente jusqu’a 55¢/1.
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Figure 16 : Evolution du taux d’albumine sérique chez les souris témoins et
traitées

3.7 Protéines totales sériques : La figure (17) représente le suivi des variations du taux de
protéines totales une diminution trés hautement significative (p< 0,001) du taux des
protéines totales sériques pour les groupes traités a 1’ Adénine par rapport au groupe
Témoin, apres traitement par le BV le taux des protéines totales sérique augmente de

maniére trés hautement significative (p< 0,001) par rapport au groupe Adénine.

Le taux de protéines totales sérique diminue au sein des groupes traités a 1’ Adénine pour
atteindre 50g/I alors que pour le groupe témoin il est de 95 g/l, apres traitement par le BV le
taux des proteines totales sérique augmente jusqu’a 70g/I.




RESULTATS

3 1504
[«B]
=
= 100 o i
@ -1 Fkk .
[<B]
Ic
8
8B 50+
=
N)
S
[a
0 I |
ol & 35
> > ol 2
&Q/ QQ/ 2 Q
v Na e
Q Q
N
X X
&
é\é
O((’
v
Groupes expérimentaux

Figure 17 : Evolution du taux de protéines totales sériques.

3 Etude du stress oxydatif :

La figure (18) met en évidence I’évolution du taux de MDA chez des groupes expérimentaux.
Chez les traitées a 1’adénine nous constatons une augmentation tres hautement significative
(p< 0,001) par rapport aux témoins, le taux du MDA a diminué d’une maniére significative
(p< 0,05) par rapport au groupe adénine suite au traitement au venin d’abeille.

Nous constatons que le taux de MDA augmente suite au traitement a 1’Adénine jusqu’a 30
umol/mg de protéine alors que pour le groupe témoin il n’est que de 5 umol/mg de protéine,

apres le traitement par le BV le taux de MDA diminue a 20 pmol/mg de protéine.
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Figure 18 : Evolution du taux du manon-dialdéhyde au niveau du tissu rénal chez les
souris témoins et traitées.

La figure (19) met en évidence 1’évolution du taux de GSH chez des groupes expérimentaux.
Chez les traitées a I’adénine nous constatons une diminution trés significative (p< 0,01) par
rapport aux témoins, le taux du GSH augmente d’une maniére significative (p< 0,05) par
rapport au groupe adénine suite au traitement au venin d’abeille.
Nous constatons que le taux de GSH diminue suite au traitement a 1’Adénine jusqu’a
1,7umol/mg de protéine alors que pour le groupe témoin il est de 2,5 umol/mg de protéine,

apres le traitement par le BV le taux de GSH augmente a 2,1pumol/mg de protéine.
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Figure 19 : Evolution du taux du GSH dans le tissu rénal chez les souris témoins et traitées.

La figure (20) met en évidence les variations de I’ Activité Catalase chez les souris témoins et
traitées. Chez les traitées a I’adénine nous constatons une diminution trés hautement
significative (p< 0,001) par rapport aux témoins, I’activitt CATALASE augmente d’une
maniére trés significative (p< 0,01) par rapport au groupe adénine suite au traitement au venin
d’abeille.

Nous constatons que I’activit¢ CATALASE diminue suite au traitement a 1’Adénine jusqu’a
19umol/min/mg de protéine alors que pour le groupe témoin elle est de 32umol/min/mg de
protéine, aprés le traitement par le BV I’activité Catalase diminue a 29umol/min/mg de

protéine.




RESULTATS

o)
=
2 40+
= o g
% p e —
g 30+
g *xxk
IS)
S 204
LuJ
£ 10
-
<
|_
8 0 T T
O\é \é@ \/\/Q’ \/\/((/
> S & &
< v N R
S &
N
< &
&
2
Y
Groupes expérimentaux

Figure 20 : Activité de la catalase dans le tissu rénal chez les souris.

La figure (21) met en évidence I’évolution d’activité GST chez des groupes expérimentaux.
Chez les traitées a 1’adénine nous constatons une diminution tres hautement significative (p<
0,001) par rapport aux témoins, I’activit¢ GST augmente d’une maniére significative (p<
0,05) par rapport au groupe adénine suite au traitement au venin d’abeille.

Nous constatons que I’activité GST diminue suite au traitement a 1’Adénine jusqu’a 0,2
umol/min/mg de protéine alors que pour le groupe témoin elle est de 0,45 umol/min/mg de
protéine, apres le traitement par le BV D’activité GST augmente a 0,3umol/min/mg de

protéine.
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Figure 61 : Activité de la GST dans le tissu rénal chez les souris.

4 Examen morphologique des reins :

Les figures (22, 23, 24, 25 & 26) illustrent la morphologie des reins des souris témoins
et traitées. Ainsi, les figures (22) et (23) représentent un rein témoin avec une morphologie ne
présentant aucune anomalie.

En revanche les figures (24) et (25) illustrent 1’état des reins des souris traitées avec
I’ Adénine. Nous remarquons une hypertrophie et une coloration pale des reins.

La figure (26) représente 1’effet du traitement au venin d’abeille sur la morphologie des reins.
Nous constatons ainsi une diminution du volume des reins et une coloration proche de celle

des témoins.
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Figure24 : Photographie des reins du groupe Adénine avec une couleur pale.
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Figure 25 : Photographie des reins hypertrophiques du groupe Adénine.

Figure 26 : Photographie des reins du groupe Adénine+venin.
6 Examen histopathologique :

Les figures (27, 28, 29, 30, 31 & 32) représentent les résultats de I'examen histopathologique
des reins des souris des groupes experimentaux.

La figure (27) représente une structure rénale avec des glomérules et de tubules homogénes de
taille normale. IL en est de méme pour la figure (28).

Tandis que les figures (29, 30,31) représentent 1’état du tissu rénal des souris traitées avec
1’ Adénine.

Nous remarquons des anomalies structurales avec une dégénérescence glomérulaire et
tubulaire une dilatation des tubules, des nécroses avec infiltration de cellules inflammatoires
une dilatation de la membrane basale et un élargissement de 1’espace de Bowman

Ces lésions ont été réduites voir supprimées apres traitement par le venin d’abeille, comme le
montre la figure (32) ou nous remarquons une régénération des glomérules et des tubules une
diminution de la nécrose, une absence des cellules inflammatoires et un rétrécissement des

tubules et I’espace de Bowman.
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Figure 27 : Coupe histologique du tissu rénal d’une souris du groupe témoin. (Coloration
H&E- x40, 1cm=25um).

—p  Tubule rénal.
mmp : Glomérule rénal.

La figure montre une coupe histologique du tissu rénal du groupe témoin apres
coloration H&E et au grossissement x40, on observe une architecture rénale normale avec un
alignement des glomérules et des tubules.
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Figure 28 : Coupe histologique du tissu rénal d’une souris du groupe venin d’abeille.
(Coloration H&E- x40, 1cm=25um).
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La figure montre une structure corticale rénale normale, typique d’un rein sain de
souris du groupe BV avec la coloration H&E et au grossissement x40 ; révelant un
parenchyme homogeéne, sans altération visible ni infiltration inflammatoire.
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Figure 29 : Coupe histologique du tissu rénal d’une souris du groupe adénine. (Coloration
H&E- x40, 1cm=25um).

A : Détachement de la membrane basale glomérulaire.

La figure montre un détachement du parenchyme rénal, visible a la coloration H&E et
au grossissement x40, on note la présence d’une fibrose tubulaire, accompagné de tubules
rénaux irréguliers et d’un interstitium élargi.

Figure 30 : Coupe histologique du tissu rénal d’une souris du groupe adénine avec des
tubules dilatées. (Coloration H&E- x40, 1cm=25um).
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B : Nécrose.

La figure aprés coloration H&E avec un grossissement x40, on note présence de
nécrose, des altérations glomérulaires, une dilatation tubulaire, une fibrose interstitielle avec
un parenchyme rénal désorganisé.
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Figure 31 : Coupe histologique du tissu rénal d’une souris du groupe adénine avec des
tubules dilatées et des glomérules dégénérées. (Coloration H&E- x40, 1cm=25um).

C : Cellule inflammatoire.

La figure montre un tissu rénal avec coloration H&E avec un grossissement x40, on
note la présence d’une fibrose glomérulaire, des tubules contournés proximaux dilatés, avec
une atrophie tubulaire, une perte d’intégrité épithéliale.

Le tissu interstitiel plus rose, avec des cellules inflammatoires signe d’une inflammation
interstitielle chronique.
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Figure 7: Coupe histologique du tissu rénal d’une souris du groupe adénine+venin.
(Coloration H&E- x40, 1cm=25um).

La figure montre un tissu rénal avec coloration H&E avec un grossissement x40, des
Iésions glomerulaires et tubulaires atténuées, un interstitium moins fibrose, une
réorganisation de I’architecture rénale.



Chapitre IV : DISCUSSION



DISCUSSION

Notre étude s’intéresse au traitement de I’'IRC par un produit naturel, en 1’occurrence

le venin d’abeille.

Au préalable nous avons effectué une analyse par SDS-PAGE des echantillons de
venin d’abeille pour confirmer la présence de composants actifs et nous avons ainsi détecte
des molécules dont le poids moléculaire est similaire a celui rapporté par Carpena et al.
(2020) indiquant une conformité des composants peptidiques du BV. En effet le BV interagit
avec plusieurs enzymes, hormones et biosystémes soit par stimulation ou par inhibition,
également il est capable de neutraliser les effets déléteres générés par les ROS lors des

pathologies chroniques (Zhang etal. 2018).

Dans un second temps, nous avons choisi d’induire la pathologie en injectant de
I’ Adénine aux souris. L’ Adénine sous I’action de la xanthine oxydase est catalysée en DHOA,
un produit obstruant du tissu tubulo-interstitiel (Ali et al. 2013) provoquant une baisse de
I’élimination des métabolites telles que la créatinine, 1’acide urique, ’urée et I’albumine (Ali
et al. 2020), cette baisse correspond idéalement a la baisse du DFG ; une caractéristique
particuliére de 'IRC & laquelle on attribue des anomalies structurelles, physiologiques et
fonctionnelles (Wasung et al. 2015). L’effet de 1’adénine chez les souris est similaire a 1’état
d’IRC chez ’'Homme (Diwan et al. 2013) qui s’accompagne comme chez les souris d’une
baisse de la consommation alimentaire suivi d’une baisse du poids corporel. Ces observations
sont également rapportées par Tradit et al.(2010). Apres induction de I’'IRC, Suryavanshi et
al. (2020) explique cette baisse du poids par une interaction de 1’adénine avec le CYP450
impliquant le systéme ubiquitine-protéasome qui provoque la fonte musculaire, le CYP450

provoque également une dyslipidémie en interagissant avec la lipase hépatique.

En paralléle I'insulinorésistance un statut de dysfonctionnement hormonal rénal mise
en place suite a I'IRC, provoque un exces de leptine qui va agir sur le systeme rénine-
angiotensine-aldostérone en augmentant 1’anorexigéne connue comme suppresseur d'appétit
(lorember 2018).

L’adénine provoque un déclin de la barriére intestinale, un état identifiable de I’IRC
induisant a la perte des: thiamine, riboflavine, vitamine PP (Pellagra Preventive), niacine,
pyridoxine, acide pantothénique, acide folique, acide ascorbique, hydroxyvitamine D, zinc,

sélénium, fer (lorember 2018).

Nos résultats montrent que I’administration du BV pendant 7 jours est associée a une

reprise significative de la prise alimentaire suivie d’un gain du poids corporel. Ces résultats
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peuvent s’expliquer par le pouvoir du BV a atténuer 1’insulinorésistance (Zahran et al. 2021).
En outre le BV serait responsable d’une récupération du systéme rénine-angiotensine-
aldostérone (Hoffman et Dukes 2008) qui va probablement stimuler la production d’orexigéne

et réguler la production des anorexigenes.

Dans notre travail en plus de la consommation alimentaire, I’apport hydrique est
largement touché apres induction de I’IRC par 1’adénine, Sontrop et al.(2013) montrent que
I’IRC est toujours inversement corrélée avec la consommation d’eau, Clark et al. (2016)
explique cette baisse par une stimulation de la vasopressine, une hormone qui agit comme un
antidiurétique, elle incite la réabsorption de 1’eau et du sodium. C’est ainsi, que 1'utilisation
du venin d’abeille est préconisée pour remédier a cela. Des études de Hermann et al.(1993)
ont mis en évidence une inhibition significative de la vasopressine et I'angiotensine | et Il
apres un traitement au BV, ce qui explique la récupération de I’apport hydrique chez les

souris du groupe Adénine+Venin que nous avons observee.

Nous avons également observé que I’administration de 1’Adénine provoque une
augmentation du taux de créatinine sérique par rapport aux témoins parallélement a une baisse
de la clairance de la créatinine. La créatinine est un indicateur majeur de I’activité normale
des reins utilisé dans la méthode MDRD pour déterminer le DFG (Iseki et al. 2004). Le taux
de créatinine ainsi que la clairance de créatinine résultent de 1’apport protéique et la
dégradation musculaire (Chowdhury 2023). Les sujets diagnostiqués d’une IRC présentent
une faible clairance de créatinine et un fort taux sérique de créatinine, ces données
s’expliquent par une réduction massive du nombre des néphrons, ce déclin du nombre de
néphrons, est due a [I’obstruction des tubules rénaux induite par 1’adénine, apres
administration du BV le taux de créatinine diminue et la clairance de créatinine augmente ceci
peut indiquer une récupération du DFG soutenue par une récupération du capital néphrotique
et une désobstruction des tubules rénaux, ces résultats sont en accord avec ceux de Kim et
al.(2013); Elshater et al.(2014); Kim et al.(2020) qui ont utilisé le BV dans le rétablissement
des taux de créatinine sérique et la clairance de créatinine suite a une néphrotoxicité induite.
Bien que Kim et al. (2020) ont testé I’efficacité du BV contre I’IRA, une pathologie rénale

réversible contrairement a I’IRC ou le DFG est généralement irréversible.

La fonction rénale est déterminée par les niveaux sériques de créatinine et d’urée. Plus
ces taux augmentent plus I’insuffisance rénale est sévére (Da Silva Junior et al. 2017). L’urée

constitue le principal composant de l'urine, il se forme au niveau du foie en dégradant par
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désamination les acides aminés puis arrive a la médulla interne des reins par le biais des

transporteurs d’urée, ou 1’urine est concentrée (Klein et al. 2012), (Dantzler et al. 2014).

L’administration de 1’adénine pendant 4 semaines chez les souris a permis de mettre
en place d’un état d’IRC avec urémie , mentionné également dans les travaux de Diwan et

al.(2013) et Ali et al.(2013) et comparable a I’'IRC avec urémie chez I’Homme.

Les niveaux urémiques élevés qui s’ajoutent aux niveaux €élevés de créatinine sérique
marquent une sévere atteinte histologique rénale due au dépét du 2,8-dihydroxyadénine au
tissu rénal, le BV que nous avons administré aux souris a induit une baisse du taux d’urée et
de créatinine sérique. Nos résultats sont en cohérence avec les travaux de Muhammad et
al.(2015), I’amélioration des taux de créatinine et de 1’urée sérique est probablement due a la
présence de la mélittine qui une fois isolée du BV et administrée a des souris par voie i.p.

induit une baisse des taux sérique de 1’urée et de la créatinine (Gattea Al-Rikabi et al. 2019),

La bilirubine est le produit catabolique final de I’héme produit au niveau du foie. Dans
notre travail I’administration de 1’adénine induit une augmentation du taux de bilirubine, en
accord avec les travaux de Li et al.(2020) ; Allahbadia et al.(2022). La bilirubine sérique
totale est un antioxydant endogéne qui protége 1’organisme des agressions radicalaires et la
génération des ROS en agissant comme un piégeur de radicaux libres, ce qui lui confere un
puissant réle dans la protection contre les maladies qui progressent sous influence des ROS tel
que 'IRC (Wu et al. 1991). Nos résultats montrent que I’hyperbilirubinémie est corrélée
positivement avec le taux de MDA et négativement avec I’activité CAT, et le taux de GSH
(Kawamoto et al.2014); Moolchandani et al.(2016). Hassan et al.(2021) a corrigé le taux de
bilirubine sérique total chez les lapins albinos males suite a I’hyperbilirubinémie induite par la
cisplatine, il en est de méme des travaux d’Abd et al.(2022) qui a observé une baisse du taux
de bilirubine totale sérique aprés injection du BV chez les rats albinos présentant une
bilirubinémie induite par le carbimazole et a également enregistré des niveaux bas d'urée,
d'acide urique et de créatinine sérique suite a 1’administration du BV. Tous ces résultats sont
attribués au pouvoir du BV a restituer la structure et la fonction rénale par reconstitution des
tubules rénaux mediée par la régulation de la production des cytokines pro-inflammatoires et
la suppression du stress oxydatif (Abd et al. 2022). De plus le groupe recevant uniquement le
venin d’abeille n’a subi aucune altération ce fait s’explique par le pouvoir hépato-protecteur,
néphroprotecteur du BV avec absence totale d’une activité hémolytique chez les souris saines

contrairement a d’autre venins animaux (EIfIky et Albitar 2023).
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Dans le modé¢le d’IRC induite par I’adénine I’augmentation de 1’acide urique figure
comme biomarqueur notable d’une atteinte des fonctions renales déja parce qu’il est le
métabolite des purines dont I’adénine (Huang et al. 2022) puis en raison de sa nature
cristalline trés peu soluble lui permettant 1’obstruction de I'épithélium tubulaire, entravant le
canal collecteur du néphron empéchant I’excrétion des déchets accompagné par une réaction

inflammatoire qui s’achéve par une diminution du DFG (Weaver 2019).

La dégradation de I’adénine en acide urique est catalysée par la xanthine oxydase
suivant plusieurs étapes ou I’adénine est convertie en hypoxanthine puis en xanthine et enfin
en acide urique ;in vivo comme in vitro cette réaction est prolifique du radical superoxyde,
lorsque 1’organisme est sujet & une accumulation d’adénine la dégradation de celui-ci évolue
en une source potentielle de stress oxydant (Olson et al. 1974 ; Cramer 2014). L’ obstruction
des tubules rénaux empéche I’excrétion d’acide urique qui agit comme piégeur de radicaux
libres, quand les ROS se trouvent en libre circulation dans 1’organisme ils introduisent en

cascade un état inflammatoire amorcé par TNF-a (Fathallah-Shaykh et Cramer 2014).

Dans notre étude I’administration du BV a induit une réduction du taux d’acide urique
sérique chez les souris qui ont regu préalablement 1’adénine toutefois nous n’avons pas noté
une modification du taux d’acide urique sérique chez les souris ayant recu uniquement le BV
par rapport au témoin contrairement a d’autres travaux qui ont noté une augmentation d’acide
urique (Muhammad et al. 2015;Elfiky et Albitar 2023). Nos résultats sont en accord avec
ceux de Amra et al. (2018) qui ont rapporté cette baisse par la désobstruction de 1’épithélium

tubulaire rénal modulée par le BV permettant I’excrétion des différents déchets métabolique.

La lésion des capillaires glomérulaires, de la membrane basale glomérulaire et
I’affaissement des podocytes, est confirmée par la présence d'une albuminurie et d'une
diminution d’albumine sérique (Pamela et al. 2023) suite a I’atteinte de la réabsorption
tubulaire des protéines (Lorbach et al. 2020). Il est connu que 1’albumine est la protéine
majoritaire du plasma (Bonfanti et al. 2004). La baisse du taux d’albumine sérique est
proposée comme bioindicateur du DFG (Cheng et al. 2023).Ainsi nous avons mis en évidence
une baisse du taux d’albumine sérique, ce résultat est également rapporté par (Chen et al.
2022).

L'administration du venin d'abeille pendant 7 jour sa induit une augmentation
significative du taux dalbumine. Ce résultat corrobore celui de Elshater et al. (2014). Et

prouvent I’arrét des fuites de I’albumine sérique a travers la membrane basale glomérulaire et
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dévoilent le pouvoir du BV a interrompre la glomerulosclérose et a réparer les dommages

glomérulaires ainsi que I’affaissement podocytaires (D *amico et Bazzi 2003).

Sur le plan macroscopique les reins des groupes Témoin et venin apparaissent d’une
couleur rouge-brun et une morphologie ferme caractéristique des reins normaux avec un poids
rénal normal tandis que les reins du groupe adénine présente une couleur exsangue et une
morphologie hypertrophique et un poids rénal élevé. L’observation macroscopique révéle un
aspect des reins hypertrophique chez les traitées par 1’adénine en accord avec les travaux de
Webster et al. (2017), cette caractéristique d’un état inflammatoire aigu est attribuable a la
présence des leucocytes et neutrophiles (Solak et al. 2013). L’aspect des reins du groupe
adénine+venin présente une couleur vermeille comparable au lot témoin avec une couleur et
une morphologie normale comparable aux reins sains avec un poids rénal réduit (Pfaller et
Rittinger 1980).

L’administration de I’adénine génére des atteintes et lésions nécrotiques aux tubules
accompagnes de dilatation des tubules due probablement au dépot des cristaux de DHOA, une
dégénérescence glomérulaire, une séparation de la capsule de Bowman, une vacuolisation
inflammatoire répartis due a 1’infiltration des leucocytes et neutrophiles avec une coloration
intense due a I'hypoperfusion. Ces mémes altérations sont observées par Ali et al.(2013) et Ali
etal. (2016).

Selon Langenberg et al. (2008) les Iésions tubulaires et glomérulaires nécrotiques sont
une particularité de I'IRC. Le dysfonctionnement rénal sévéere se concilie toujours avec des

Iésions histopathologiques du tissu rénal Trevisani et al.(2021).

Chez les souris qui ont recu un traitement adénine+venin , nos résultats ont révélé une
amélioration de 1’aspect histopathologique en accord avec les travaux de Kim et
al.(2020),I’amélioration structurelle apres administration du BV concerne les lésions des
tubules et la bordure en brosse ainsi que la baisse des vacuoles inflammatoires. Les auteurs
expliquent ces résultats par le pouvoir néphroprotecteur structurel du BV qui entraine une

baisse des facteurs nécrotiques et inflammatoires (-interleukine (IL)-1, I'lL-6-).

Les altérations morphologiques et histopathologiques des reins sont dues au DHOA,
qui empéche I'excrétion des métabolites azotées suite a l'occlusion des tubules rénaux (Al
Za’abi et al. 2015).

Les dommages au niveau du tissu rénal (la dégénérescence des glomérules et les

cellules en état de nécrose, les cellules inflammatoires et I’¢largissement de la membrane
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basale) la manifestation clinique d’un état inflammatoire (Suryavanshi et al. 2020) confirmé
par l'activation des cytokines pro-inflammatoires comme I’induction des: TNF-a, 1'L-6, la
COX-2 le TNF-a, 1'IL-1p et I'IL-6 ainsi que I'lL-10 par un stress oxydatif accru (Santana et
al. 2013).

Le métabolisme de I’adénine s’effectue par 1’oxydation de la xanthine en acide urique
la réaction catalytique est concomitante avec la perte de deux électrons; le transfert
d’électrons en présence de 1’02 produit le radical superoxyde (O27) et qui peut par la suite
générer le peroxyde d’hydrogene (H20>) ou le radical hydroxyle (OH) (Kelley et al. 2010).

Selon Gyuraszova et al.(2020) ; Pedraza-Chaverri et al.(2016) I’administration de
I’adénine conduit & lI'oxydation des lipides, des protéines et de I'ADN, et aboutit a des lésions
rénales. Dans notre travail, nous avons montré que 1’administration de 1’adénine est 1’origine
d’un stress oxydatif via la géneration des ROS. Le stress oxydatif et lI'inflammation sont

connus pour étre des caractéristiques constantes de I'IRC (Suarez-Alvarez et al. 2016)

D'une maniére générale, de divers travaux indiquent que I'IRC induite par l'adénine
conduit a une augmentation de plusieurs biomarqueurs du stress oxydatif et de I'inflammation,
comme le stipule d’ailleurs les travaux de Ali et al.(2017); Nemmar et al.(2017). Ainsi
Nemmar et al.(2016) ont montré que l'activité catalase est inhibée suite a I’administration de
I'adénine en accord avec nos résultats qui ont également montré une inhibition de I’activité

catalase aprés 1’administration de 1’adénine.

De plus nos résultats révelent une augmentation du taux de MDA chez les traités par
I’adénine corroborant ainsi les travaux de Alfarajat et al. (2023); Ali et al.(2020), qui
confirment 1’induction d’un stress oxydant aprés traitement avec 1’adénine a travers

I’induction d” une peroxydation lipidique.

D’un autre coté, nous avons également mis en évidence une inhibition de I’activité
GST aprés traitement avec l’adénine, parallélement a la réduction du taux de GSH,

conformément aux travaux de Alfarajat et al.(2023); Nemmar et al.(2016).

Les niveaux de GSH ont diminué de maniére significative suite a I'administration de

I’adénine des résultats similaires sont rapportés par Wang et al.(2012); Ali et al. (2016).

L’organisme possede son systéme d’autodéfense contre les attaques radicalaires
constitué d’un systéme enzymatique comme les activités GST et CAT et d’autres molécules
comme le GSH (Khan et Ahmed 2009). Cependant lors d’une néphrotoxicité aigue les

défenses intrinséques seront épuisées et surpassées par les ROS. Le BV s’avere comme un
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composé néphroprotecteur, anti-inflammatoire, anti-oxydant et antitumoral (Wehbe et al.
2019). 1l est répute pour étre veinotonique (Son et al. 2007), il stimule le systéme circulatoire
contribuant a la solubilisation du DHOA et a I’élimination des déchets du métabolisme et des
métabolites azotés restituant ainsi la microcirculation rénale optimale, en supprimant

I’inflammation et I’anoxie tissulaire.

Nos essais sur le BV seul révelent & une diminution du taux du MDA dans le tissu
rénal, en accord avec les travaux de (Kim et al. 2020; Abd et al. 2022 ; Elshater et al.
2014)qui ont également rapporté une réduction du taux du MDA au niveau du tissu rénal suite
a une néphrotoxicité induite. D’autre part nous avons montré que le BV augmente le taux du
GSH et de I’activit¢ CAT dans le tissu rénal. Ces résultats corroborent ceux de Abd et
al.(2022); Elshater et al.(2014)qui ont rapporté une amélioration de 1’activité CAT suite a

I’administration du BV il en est de méme concernant le taux du GSH.

Nous avons également testé ’efficacité du BV sur I’activité GST ou avons confirmé
une augmentation de cette derniere chez les souris, en parfait accord avec les travaux de Bava
et al.(2023); Elkomy et al.(2021) chez les lapins.

Dans notre étude, nous avons montré une diminution du nombre des cellules
inflammatoires et nécrosées. Ces résultats sont en accord avec ceux de Lee et al.(2015);Lee et
Bae (2016)qui ont mis en évidence une régression des facteurs inflammatoires apres

traitement par le BV.

Les macrophages activés mobilisent plusieurs médiateurs inflammatoires notamment
le TNF-a et I'lL-6, qui jouent un réle important dans la pathogenése des lésions rénales
induites par 1’adénine (Wang et al. 2008). Les travaux de Kim et al.(2013) ont montré que le
traitement par la BV des souris ayant développé une IRA diminuait I'expression des cytokines
pro-inflammatoires, ainsi que l'infiltration de macrophages dans le rein, en accord avec nos
résultats qui confirment le potentiel du BV a atténuer de maniére significative le stress
oxydant la nécrose cellulaire conformément également avec des travaux antérieures sur le
pouvoir anti-oxydant du BV(Muhammad et al. 2015,Sobral et al. 2016). D’autres études in

vivo ont mis en évidence une stimulation de I’activité SOD (Carpena et al. 2020).

Ces résultats confirment Ueffet du BV sur [Dactivité antiradicalaire et

antiinflammatoire qui illustrent le pouvoir anti-oxydant, anti-inflammatoire et
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néphroprotecteur du BV via le piégeage de radicaux libres et des peroxydes d'hydrogéne. Ce
potentiel réside dans le pouvoir du BV a réagir avec les électrons non appariés des ROS
notamment en agissant sur la voie Cytochrome P450 (Korshunov et al. 1999; Pereverzev et
al. 2003; Zaworra et Nauen 2019).

Ainsi le BV détient son pouvoir antioxydant de la mélittine, la PLA2, I'apamine et la
vitellogénine, des travaux in vitro, ont mis en lumiére un processus de piégeage du DPPH, et
des TBARS suggérant une sorte de blindage des cellules contre la peroxydation lipidique,
d’autres études in vivo ont noté des résultats positifs sur ’activité de la SOD (Carpena et al.

2020).
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Chapitre V : CONCLUSION
ET PERSPACTIVES



CONCLUSION ET PERSPETIVES

L’objectif de ce travail est d’étudier le pouvoir thérapeutique du venin d’abeille sur
I’insuffisance rénale chronique, un dysfonctionnement rénal généralement irréversible qui

engendre la rétention des métabolites et se synchronise avec un état inflammatoire et oxydatif.

L’insuffisance rénale chronique induite par l'adénine provoque l'accumulation des
déchets azotés causée par le dépot de cristaux d’adénine, suivi par une inflammation des
cellules rénales, et un stress oxydant, parallélement a une perte du poids en raison d’une
diminution de la prise alimentaire et une baisse du poids relatif des reins. Par ailleurs
I’accumulation des métabolites azotés qui correspond a une augmentation du taux de
créatinine sérique ainsi que d’autres parametres sériques tel I’urée, 1’acide urique, la bilirubine

totale directe, s’accompagne par une baisse du débit de filtration glomérulaire.

D’un autre coté I’'IRC induite entraine une baisse du taux des protéines totales et de

I’albumine sérique chez les souris.

Le statut de stress oxydant est concomitant avec I’IRC marqué par une augmentation
de la peroxydation lipidique, et une baisse de D’activité des enzymes antioxydantes

testées :CAT, GST ainsi I’antioxydant non enzymatique majeur le GSH.
Toutefois, I’administration du venin d’abeille a permis :

> Une augmentation du DFG marquée par une baisse de tous les parametres sériques
évoques precédemment.

Une augmentation du taux sérique des protéines totales et de I’albumine.

Une restauration de ’activité catalase et le glutathion-S-transférase

Une augmentation du taux du glutathion

Une baisse du taux de MDA.

YV V V V

En conclusion le venin d’abeille exerce un effet néphroprotecteur par la suppression de
I’inflammation et le stress oxydant rénal, il est capable de rétablir le fonctionnement des
tubules rénaux et de corriger 1’activité excrétoire. Ainsi, le venin d’abeille constitue une
excellente alternative et une perspective optimiste a 1’égard de I’IRC ; une pathologie qui
suscite 1’intérét du fait de son caractere irréversible et I’éventualité de déclencher d’autres

pathologies.
En perspective il serait judicieux d’étudier de maniére approfondie :

* Le potentiel thérapeutique du venin d’abeille sur I’'I[RC de maniére a évaluer sur un

long terme son effet curatif afin de s’assurer de son innocuité.




CONCLUSION ET PERSPETIVES

Il serait intéressant d’étudier I’activité SOD et GP-x ainsi que le taux des TAC (Total

antioxidant capacity) &TOS (Total oxidant status).

Mesurer le facteur inflammatoire sérique TNF-a..

Il est également nécessaire d’examiner le mécanisme d’action et la
pharmacodynamique du venin d’abeille ainsi que le role de chagque composant du
venin sur la pathologie rénale.

Cette étude incite & reconsidérer I’activité anthropique qui participe intentionnellement

dans le déclin des abeilles.
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Préparation des solutions :
Dosage du glutathion :

o Solution EDTA (0,02M) : dissoudre 5,613g EDTA dans 750 ml d’eau distillée.

o Tampon Tris + EDTA (0,4 M Tris + 0,02 M EDTA), pH 9,6 : dissoudre 48,45¢g Tris +
5,84 ¢ EDTA dans 1000 ml d’eau distillée.

o Solution DNTB 0,01 M) : dissoudre 200 mg DNTB dans 50 ml de méthanol absolu.

o Solution d’acide salicylique (0,25%) : dissoudre 250 mg d’acide salicylique dans 100
ml d’eau distillée.

Dosage du MDA :

o Solution TCA (20%) : dissoudre 20 g de TCA dans 100 ml d’eau distillée
o Solution Tris : dissoudre 0,15 g de tris dans 50 ml d’eau distillée.
o Solution TBA (0,67%) : dissoudre 0,33 g de TBA dans 50 ml de la solution tris.

Dosage du CAT :

o Tampon phosphate (0,1M) :
Solution A : dissoudre 35,8 g de Na2HPO4 dans 11 d’eau distillée.
Solution B : dissoudre 13,8g de NaH2PO4 dans 11 d’eau distillée.

Mélanger 61,5 ml de la solution A et 438,5 ml de la solution B, et ajouter 21,39 g de
saccharose.

Dosage du GST :

o Solution CDNB (0,02M) : dissoudre 202,55 mg CDNB dans 50 ml d’éthanol absolu.
o Solution GSH (0,1M) : dissoudre 153,65 mg GSH dans 50 ml d’eau distillée.

Dosage des proteines par la méthode de Bradford :

o Solution d’albumine de sérum de bovin-BSA- (1mg/ml) : dissoudre 5 mg de BSA
dans Sml d’eau distillée.

o Réactif de Bradford : dissoudre 100 mg de bleu de Coomassie (G 250) dans 50 ml
orthophosphorique (85%) et 850 ml d’eau distillée (pour obtenir 11 de solution).

BSA ml 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
DO a595 0 0,05 0,1 0,15 0,20 0,25
nm
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DO A 595 NM

BSA mg/ml

Courbe de la gamme d’étalonnage.
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Production scientifique :

Lara Aouadi, Faouzi Dahdouh& Houria Djebar-Berrebbah (2024) Possible curative effect of
venom collected from Algerian bees (Apis melliferaintermissa) on adenine-induced chronic
kidney damage in mice, Egyptian Journal of Basic and Applied Sciences, 11:1, 135-147, DOI:
10.1080/2314808X.2024.2327163

Faouzi DAHDOUH, Khaled BELHAMZAOUI, Lara AOUADI, Waleed ALDAHMASH,
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Histopathological Changes in the Kidney of Mice, Physiol. Res. 72: 455-463 , doi:
10.33549/physiolres.935125
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*International seminar on the valorisation of agronomic ecological and food resources 18-
20th october 2022, University august 20th 1955, Skikda, Algeria.

Effet du venin d’abeille sue ’amélioration de 1’acide urique chez les souris.

Aouadi Lara, Dahdouh Faouzi

*Laboratory animal science African conference, 24-25 june 2023, USTHB Algeirs, Algeria.
L’utilisation du mus musculus dans le traitement de I’IRC avec le venin d’abeille.

Aouadi Lara, Dahdouh Faouzi, Berrebbah Houria
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*2nd National Conference on Applied Science and Advanced Materials, 2023, October 23-25,
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The effect of bee venom on adenine inducing renal hypercreatinemia in male mice
Aouadi Lara,Dahdouh Faouzi

*Le premier collogue doctoral national des sciences biologiques, 08-09 novembre 2023,
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*ler Séminaire National sur la Vitalit¢é de la Biodiversité et I’Ecosysteme des Milieux
Naturels, 06-07 Décembre 2023, ENSET, Skikda, Algérie.

Seleniumnanoparticles and beevenom (apis melliferaintermissa) improvedkidneyfunction in
adenineinduced acute nephrotoxicity in mice.
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