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Résumé

La composition des venins de serpents montre une grande complexité et diversité qui
est a I’origine d’un profil biochimique et toxicologique variable qui détermine un large
éventail de manifestations cliniques. L'envenimation induite par le venin de Cerastes cerastes
se caractérise par une myonécrose, une hémorragie, un cedéme et une atteinte musculaire
aigué.

Cette étude porte sur I’évaluation des mécanismes d’initiation et du développement de
la cytotoxicité du venin de C. cerastes ou de sa fraction peptidique. Afin de caractériser la
cytotoxicité induite in vivo par le venin, des inhibiteurs de la NOS (L-NAME), de la COX 2
(Celecoxib), un antagoniste des récepteurs minéralocorticoides (Spironolactone) ainsi que la
vitamine C ont été préalablement injectés. L'évaluation in vitro de la cytotoxicité, quant a elle
a été realisée sur un foie isolé, sur des PBMC humaines et sur des hépatocytes murins isolés.

Les résultats obtenus ont montré une importante infiltration cellulaire caractérisée par
une augmentation significative des activités de la myéloperoxydase (MPO) et de I'éosinophile
peroxydase (EPO). Ces résultats montrent également une importante activité oxydante du
venin de C. cerastes et de sa fraction peptidique caractérisée par des taux élevés de nitrites
résiduels et de peroxydation lipidique associés a une diminution significative de l'activité de
la catalase et du taux du glutathion dans les sérums et les tissus. Ces résultats suggeérent
I’implication de la NOS, de la COX et des récepteurs minéralocorticoides dans I’induction de
I’inflammation et du stress oxydatif par le venin de Cerastes cerastes. La cytotoxicité in vitro
du venin de C. cerastes semble étre dose-dépendante. Le désequilibre de la balance redox
n’est cependant observé qu’a des doses €levées de venin.

Le venin de Cerastes cerastes semble avoir un effet cytotoxique direct sur les cellules
et les tissus en altérant l'intégrité de la membrane, provoquant ainsi une fuite du contenu
cellulaire. Cet effet cytotoxique peut conduire indirectement a une réponse inflammatoire
accompagnee par un stress oxydatif. Il semble qu'un traitement précoce avec des anti-
inflammatoires, des antioxydants et des antagonistes des récepteurs minéralocorticoides

pourrait étre utile pour la prise en charge des victimes envenimees.

Mots-clés : Venin, Cerastes cerastes, Réponse inflammatoire, Stress oxydatif, Cytotoxicité,

Fraction peptidique, NOS, COX, Récepteurs minéralocorticoides.
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Liste des abréviations
COX : Cyclooxygénase
DL50 : Dose Létale 50
DMEM : Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMH : Dose Minimale Hémorragique
DMN : Dose Minimale Nécrotique
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NO : Nitric Oxide
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RM : Récepteurs Minéralocorticoides
RPMI : Roswell Park Memorial Institute medium
SVF : Sérum du Veau Fcetal
SVMP : Snake Venom Metalloproteases
TNF-a: Tumoral Necrosis Factor alpha

UDO : Unité de Densité Optique
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Les envenimations ophidiennes sont accidentelles et constituent une urgence
médicochirurgicale. Chaque année dans le monde, les envenimations ophidiennes touchent
jusqu'a 1,8 a 2,7 millions de personnes et causent de 81410 a 137880 de déces et laissent
jusqu’a 400 000 de victimes avec des séquelles fonctionnelles graves et permanentes
(Chippaux, 1998; Kasturiratne et al., 2008; Kasturiratne et al., 2008; Gutiérrez et al., 2017).
Les données épidémiologiques restent trés réduites car les personnes mordues ne se déplacent
pas toujours vers les centres de santé (Gutiérrez et al., 2017). L'envenimation ophidiennes est
actuellement reconnues par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en tant que maladies
tropicales négligées, elle développe une stratégie visant a reduire les blessures et les décés

causés par I'envenimation et a améliorer la prise en charge des victimes (Chippaux, 2017).

Les venins de serpents sont composés d'enzymes telles que les phospholipases Az
(PLA>), les metalloprotéases (SVMP), les serines-proteinases et les L-aminoacides oxydases
(LAAO), qui induisent des effets physiopathologiques tels que lI'inflammation, la myotoxicité,
I'hémorragie, la coagulation, 1'cedéme, la cytotoxicité, la génotoxicité et I'apoptose cellulaire.
Les composants du venin peuvent agir de facon directe au niveau du site de morsure, la
participation des médiateurs endogénes contribue également a l'induction des lésions
tissulaires (Voronov et al., 1999). Ces médiateurs sont produits en réponse a plusieurs
stimulus inflammatoires qui pourraient étre le lien entre le stress oxydatif et I'inflammation
(Caimi et al., 2008).

La réponse inflammatoire; induite lors des envenimations ophidiennes; est
responsable de 1’évolution des altérations tissulaires par la génération excessive de médiateurs
pro-inflammatoires (Laraba-Djebari et Chérifi, 2014). Le statut redox joue un role central
dans le contrdle de la fonction des cellules immunitaires. 1l s'agit non seulement du maintien
de l'intégrité et de la fonctionnalité des lipides membranaires, des protéines cellulaires et des
acides nucléiques, mais aussi du contr6le de la transduction du signal et de I'expression des

genes dans les cellules immunitaires (Petricevich, 2010).

Le stress oxydatif est généralement défini comme un déséquilibre entre les médiateurs
oxydants et antioxydants dans les cellules et les tissus. Le desequilibre redox entraine la
formation d'espéces réactives de l'oxygéne (ERO) toxiques, y compris les radicaux
superoxydes et hydroxyles (Nanda et al., 2007). La génération excessive de ERO lors de

I'envenimation par les venins de serpents permet la libération des dérivés de la peroxydation
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lipidique conduisant a des lésions cellulaires (Adibhatla et al., 2003). Plusieurs études
rapportent le role du stress oxydatif dans le développement des pathologies chroniques, les
altérations dues au stress oxydatif seraient impliquées dans l'initiation ou dans 1’évolution de
nombreux désordres métaboliques et tissulaires (Lykkesfeldt et Svendsen, 2007).
L’aldostérone, le ligand naturel de récepteurs minéralo-corticoides, est produit également par
les cellules immunitaires infiltrées et regroupées dans les tissus endommagées.
L’hyperproduction de 1’aldostérone induit des dommages tissulaires et une augmentation de
I'expression de plusieurs génes associés au stress oxydatif (Chadwick et al., 2015; Chadwick
et al., 2016b).

La connaissance de la composition du venin de Cerastes cerastes, ainsi que celle des
effets provoqués par ses constituants, est utile pour une meilleure prise en charge des victimes
de morsures. L'étude des molécules non enzymatiques a élargi non seulement la
compréhension de la toxicité des venins de serpent mais également la compréhension des
relations structure-fonction des protéines. Dans de nombreux cas, leur caractérisation a
conduit au développement de puissants outils de recherche, de techniques de diagnostic et de

médicaments pharmaceutiques (McCleary et Kini, 2013).

Les composés naturels peuvent représenter un adjuvant précieux a I’immunothérapie
utilisée dans les cas de morsures de serpents, en vue d'atténuer les effets locaux et systémique
de l'envenimation (Oliveira et al., 2016). L’investigation de la relation entre 1’apport en
vitamines et la gravité de I’envenimation ainsi que l’interaction entre les vitamines et les
molécules enzymatiques des venins de serpents semblent étre nécessaire car les vitamines
sont des molécules étroitement liées a la performance des fonctions enzymatiques que ce soit
des enzymes endogeénes présentes dans les organismes ou bien des composants enzymatiques,

telles que les phospholipases et les protéases présentes dans les venins de serpents

La présente étude est focalisee sur la cytotoxicité du venin de Cerastes cerastes, elle
comporte quatre principaux volets : i) L’évaluation in vivo de la cytotoxicité du venin par
détermination de la cinétique de I’inflammation et de stress oxydant dans les différents
organes (cceur, poumons, reins et foie). Cette cinétique a été confirmée par I’étude de la
cytotoxicite de la fraction peptidique non enzymatique de faible poids moléculaire du venin et
par la culture in vitro du foie isolé en absence et en présence du venin. ii) La caractérisation
des mécanismes impliqués dans la cytotoxicité du venin et la détermination de la relation
entre la cytotoxicité, 1’inflammation et le stress oxydant. iii) La mise en évidence de

I’implication des récepteurs minéralocorticoides dans la cytotoxicité, I’inflammation et le
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stress oxydant induits par le venin de C. cerastes. iv) L’évaluation des effets toxiques direct et
indirect du venin et détermination de 1’origine du stress oxydant ( cellules inflammatoires ou
non inflammatoires) par 1’évaluation in vitro de la cytotoxicité du venin sur les cellules

mononucléaires humaines du sang périphérique (PBMC) et des hépatocytes murins.

Afin de realiser ce travail, une étude de la cytotoxicité in vivo a été entreprise en
injectant une dose équivalente a une DL50 du venin de Cerastes cerastes par voie
intrapéritonéale en absence et en présence d’inhibiteurs de la COX2 (celecoxib), de la NOS
(L-NAME), de I’antagoniste des récepteurs minéralo-corticoides (spironolactone) ainsi que la
vitamine C. L’¢tude du processus inflammatoire a ¢été évaluée par I’identification des
populations cellulaires infiltrées au niveau tissulaire (cceur, poumon, rein et foie). Le statut
oxydatif est aussi abordé par I’évaluation des taux du monoxyde d’azote (NO), du
malondialdhyde (MDA), du glutathion réduit (GSH) et par estimation de l’activité¢ de la
catalase. Cette étude a été complétée par une analyse histologique des différents tissus.

L'étude entreprise in vitro sur ’effet cytotoxique de venin de C. cerastes a été évaluée
par estimation de ’activité de la lactate déshydrogénase (LDH) et des paramétres pro et anti-

oxydants.
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1 Rappels bibliographiques
1.1 Venins de serpents

Les venins des serpents sont produits dans les glandes venimeuses issues de
I’évolution des glandes salivaires labiales vers une fonction venimeuse. Les produits de
sécrétion s’accumulent dans les canaux de ces glandes. La quantité de venin dans chaque

glande varie entre 15 et 800 mg de produit sec (Oussedik-Oumehdi, 2007).

Les envenimations presentent des tableaux cliniques tres divers au vu de la complexité
de la composition des venins. La grande majorité des composes toxiques contenus dans les
venins de serpents est de nature protéique (90% du poids sec). Les venins de serpents sont
riches en enzymes notamment protéolytiques qui exercent une véritable pré-digestion vue que
la glande a venin dérive d’une glande salivaire annexe au tube digestif (Chippaux, 2002). En
plus des protéines, des substances de faible masse moléculaire de nature peptidique (acides
aminés, peptides) et non peptidique (lipides, nucléosides, carbohydrates, le zinc, le
magnésium, le fer ou le cobalt) contribuent également aux effets pharmacologiques des venins

de serpents (Riviere et Bon, 1999).
1.1.1 Enzymes des venins de serpents

Les venins de serpents contiennent de nombreux enzymes aux spécificités tres
variées ; jouant un réle important dans la digestion des proies, en contribuant a 1’action
toxique du venin et/ou en augmentant les effets pharmacologiques du venin. Il existe six
principales catégories d’enzymes : les phospholipases, les protéases, les L-amino acide

oxydases, les hyaluronidases, les acétylcholinestérases et les phosphoestérases.

1.1.1.1 Phospholipases A,

Le pancréas des mammiferes et les venins de serpents et d’abeilles constituent la
source la plus importante de phospholipases A, (PLA2, EC 3.1.1.4), (Nishida et al., 1985).
Les PLA; des venins de serpents présentent une masse moléculaire qui varie entre 13 a 18
kDa.

La phospholipase A2 forme une super famille d'estérases qui hydrolyse
spécifiqguement la liaison ester d'acyle a la position sn-2 des phospholipides membranaires
pour produire de l'acide arachidonique et des lysophospholipides libres (Burke et Dennis,
2009). Cet acide gras libre peut étre métabolisé par oxydation par la cyclooxygénase et la

lipooxigénase pour produire des mediateurs lipidiques pro-inflammatoires tels que les
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prostaglandines, les thromboxanes, les prostacyclines, les leucotrienes et les lipoxines. L'autre
produit de la PLA2, le lysophospholipide sert de substrat pour la synthése des facteurs
d'activation plaquettaire (Diaz et Arm, 2003). Les précurseurs libérés suite a I’activation des
PLAZ2 induisent la production de divers intermédiaires lipidiques radicalaires ainsi que la
production de radicaux hydroxyle et superoxyde (Mathisen et al., 2007; Kim et al., 2008). Les
radicaux libres générés sont impliqués dans la peroxydation des lipides des membranes des
organites altérant ainsi la fluidité de la membrane, la perméabilité ionique, l'activité
enzymatique membranaire et la signalisation cellulaire (Keller et Mattson, 1998; Uchida et
al., 1999; Imai et al., 2000; Blanc et al., 2007; Miguel et al., 2009). Les peroxydes lipidiques
et les especes réactives d'oxygene qui sont générés, par leur capacité a activer la PLA2,
activent encore plus le processus inflammatoire (Adibhatla et Hatcher, 2008; Mohamed et al.,
2010).

En plus de leur activité enzymatique, les PLA 2 possédent des propriétées
hémolytiques, en interagissant avec d'autres cibles protéiques (Chippaux, 2002; Faure et
Goyffon, 2010). Les effets de cette superfamille sont en effet trés variés. Elles agissent a
plusieurs niveaux de la coagulation et en particulier sur la transformation de prothrombine en
thrombine, D’agrégation plaquettaire, la transmission neuromusculaire, le systéme
cardiovasculaire ainsi qu’au niveau de la réaction inflammatoire (Chippaux, 2002; Koh et al.,

2006; Larréché et al., 2008b).

Selon leur origine, leur masse moléculaire, leur homologie de séquence, le nombre de
ponts disulfures et leurs effets pathologiques, les PLA; sont divisées en 16 groupes, dont six
correspondent aux PLA2 sécrétoires (SPLA2) (Dennis et al., 2011). Les sSPLA2 de venins sont
classés en trois types principaux, le type | (purifié a partir des venins d'Elapidae et
d'Hydrophidae), le type Il (purifié a partir des venins de Crotalidae et Viperidea) et le type IlI
(purifié a partir des venins d'abeilles). Les PLA 2 de type Il peuvent étre subdivisés en PLA2-
Asp-49 et PLA2-Lys-49. La PLA2-Asp-49 présente une forte activité enzymatique et contient
un résidu aspartyl au niveau du site de liaison du calcium, alors que la PLA2-Lys-49 présente
une faible activité enzymatique et contient un résidu lysyl a la position 49 (Ownby et al.,
1999; Cémara et al., 2003).

Plusieurs PLAZ2 ont été purifiées a partir du venin de C. cerastes (Tableau I)
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Tableau I: Quelques PLA?2 isolées a partir du venin de C. cerastes, modifié de (Cherifi,
2011).

Molécules | Masse activités Réferences biologiques
moléculaire (kDa) | biologiques

ccl-PLA; 14,5 Hémolytique Djebari et Martin-Eauclaire,
1990
CC-PLA2-1 | 13,737 Anti-agrégante et | Zouari-Kessentini et al., 2009
anti-tumorale
CC-PLA2-2 | 13,705 Anti-agrégante et | Zouari-Kessentini et al., 2009

anti-tumorale

CC2-PLA:2 | 13,53 Anti-agrégante et | Chérifi et al., 2014
proinflammatoire

1.1.1.2 Protéinases

Les protéinases des venins de serpents représentent un groupe hétérogéne de protéines
enzymatiques de masse moléculaire variable de 15 a 380 kDa (Wisner et al., 2001). Certaines
protéases exercent des effets activateurs ou inhibiteurs sur les mécanismes hémostatiques
(Alexander et al., 1988). D’autres agissent de manieére non spécifique en hydrolysant les
protéines de la matrice extracellulaire ( la fibronéctine, le collagene et la laminine) (Labib et
al., 1981). Ces enzymes exercent également des activités arginine hydrolase et amidase
(Laraba-Djebari et al., 1992). Parmi les protéinases, nous distinguons les métalloprotéinases

et les serines protéinases.

1.1.1.2.1 Métalloprotéinases

Les métalloprotéinases des venins de serpents (SVMP) sont organisées en trois classes
basées sur la présence ou l'absence de domaines non protéinases tels qu'observes via des
transcrits d'’ARNmM et des protéines isolées a partir du venin. La classe Pl contient uniquement
un domaine métalloprotéinase ; La classe PIl contient le domaine métalloprotéinase et le
domaine de désintégrine; et la classe PIII contient un domaine riche en cystéine en plus des
deux domaines précédents. Cette classification peut étre subdivisée en 11 sous-classes (Pla,
Plla, Pllb, Pllc, Plld, Plle, DI, Pllla, Plllb, Plllc et Pllld) en fonction des modifications et
traitements post-traductionnels (Figures 1 et 2) (Fox et Serrano, 2008). Les
métalloprotéinases de venins de serpents (SVMPs) sont un groupe d'enzymes de masses

moléculaires variant entre 20 a 100 kDa (Jia et al., 1996).
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Figure 1 : Organisation structurale des différentes classes de métalloprotéinases de venins de
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serpents. Les points d'interrogation (?) indiquent que le produit formé n'a pas été identifié
dans le venin (Fox et Serrano, 2008).
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type désintégrine; Cys, domaine riche en cystéine; L, domaine de type lectine (Fox et Serrano, 2008).
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Les SVMPs de venins de serpents contribuent principalement dans les troubles
hémostatiques, y compris l'activité hémorragique et la perturbation protéolytique et non
protéolytique des éléments clés de la voie de coagulation. L'activité hémorragique est due a la
dégradation protéolytique des composants de la membrane basale par les SVMP
hémorragiques (Bjarnason et Fox, 1994; Escalante et al., 2000). Cette activité hémorragique
des SVMPs se manifeste localement et s’étend de maniére systémique contribuant ainsi au

choc cardiovasculaire caractéristique des envenimations séveres (Franceschi et al., 2000).

En plus des troubles hémostatiques liés ou non a la dégradation de plusieurs
constituants de la matrice extracellulaire (collagéne, protéoglycannes, fibronéctine et
laminine...), les metalloprotéinases, sont également capables d’induire une cytotoxicité en
provoquant des changements dans la forme des cellules et une perte de I'adhérence cellulaire,
une myotoxicité, une nécrose tissulaire et une inflammation en induisant un effet oedématique
et la libération des cytokines inflammatoires tels que le TNFa (Gutiérrez et Rucavado, 2000;
Wang et Huang, 2002; Tanjoni et al., 2005). Les SVMP semblent étre a I’origine de 1’effet
cytolytique direct des venins de Viperidea qui se traduit par une réaction inflammatoire
intense suivie d’une nécrose tissulaire. Cette derniére évolue rapidement en surface et/ou en
profondeur et elle est souvent associée a une gangréne (Reid et Theakston., 1984, Oussedik-
Oumehdi, 2007). Rucavado et al (2000) rapportent que le Batimastat est plus efficace a
inhiber les activités hémorragique, myotoxique, oedematique, et dermonécrotique induites
par le venin de Bothrops asper, suggérant une forte implication des SVMP notamment dans la
nécrose tissulaire. Plusieurs métalloprotéinases ont été purifiées a partir du venin de Cerastes

cerastes (Tableau I1).

Tableau Il : Différentes métalloprotéinases purifiées a partir du venin de Cerastes cerastes.

SVMPs (venin | MM | Activités biologiques Références
de C. cerastes | (kDa) bibliographiques
CcH1 25 Hémorragique et protélytique Boukhalfa-Abib et al., 2009

CcSV-MPase | 70 Acticité B fibrinogénase, depourvue | Cherifi et al., 2010
d’activité hémorragique.

CcMP-II 35 Hémorragique et o-fibrinogénase Boukhalfa-Abib et Laraba-
Djebari, 2015
CcD-lI 39,9 | Dermonécrotique, fibrinolytique et | Amietal., 2017
gélatinase
Cc HSM-I1I 66 Hémorragique et proinflammatoire | Tachoua et al., 2017
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1.1.1.2.2 Sérines protéinases

Les serine-protéases sont des glycoprotéines de 20 a 100 kDa qui se lient a leur
substrat grace a une serine. Les serine-protéinases ont des séquences d’acides aminés
homologues bien qu'elles présentent des speécificités différentes aux substrats. Elles
contiennent douze (12) résidus de cystéine impliqués dans la formation de six (6) ponts
disulfure, dont un est situé a I'extrémité C-terminale et conservé dans toutes les serine-
protéases (Itoh et al., 1987; Parry et al., 1998). Ce groupe d’enzymes est caractérisé par la

conservation de la triade catalytique « Ser, ., His_, Asp,, ». Ces enzymes sont considerees

195’
comme des enzymes de type trypsine qui hydrolysent les liaisons peptidiques apres les résidus
Arg ou Lys (Barrett et Rawlings, 1995; Serrano, 2013).

Les serine- protéinases des venins de serpents (SVSPs) forment un groupe de toxines
tres étudiées, elles affectent principalement le systeme hémostatique en agissent sur des
composants de la cascade de coagulation, sur I’activation du facteur X et V, de la protéine C
et du plasminogeéne, sur les systemes fibrinolytique et kallikrein — Kkinine et sur ’agrégation
des plaquettes (Figure 3), (Ouyang et al., 1992; Laraba-Djebari et al., 1995; Samel et al.,
2002; Serrano, 2013).

Les serine-protéases sont retrouvées principalement dans les venins des serpents
terrestres (Viperidae, Crotalidae, Elapidae, et Colubridae) et rarement dans les venins de
serpents marins (Hydrophiidae) (Barrett et Rawlings, 1995; Serrano, 2013). Différentes
sérines protéinases ont été purifiées a partir du venin de Cerastes cerastes (Tableau I11).

Tableau 111 : Différentes sérines protéinases purifiées a partir du venin de Cerastes cerastes.
(Tachoua, 2017).

Sérines MM | Principaux effets Références

protéinases (kDa) Bibliographiques

RP 34 48,5 | Activité arginine, estérase,amidase, | Laraba-Djebari et al., 1992
et o fibrinogénase

Afaacytine 40 Activité a et B fibrinogénase Laraba-Djebari et al., 1995

Cerastocytine | 38 Activité pro-coagulante et | Marrakchi et al., 1997b
activatrice de I’agrégation
plaguettaire

Cerastotine 40 Activité  estérase, amidase, o | Marrakchietal., 1997c
fibrinogénase et activateur de
I’aggrégation plaquettaire

Cerastatine 32 Inhibiteur de 1’agrégation Marrakchi et al., 1997a
Plaquettaire
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1.1.1.3 Hyaluronidase

Les hyaluronidases constituent un groupe d'enzymes [hyaluronate 4-glycanohydrolase
(EC 3.2.1.35, hyaluronoglucosamidase), hyaluronate 3-glycanohydrolase (EC 3.2.1.36,
hyaluronoglucuronidase), et hyaluronate lyase (EC 4.2.2.1)] qui catalysent la dégradation de
I'nyaluronane, un polysaccharide de poids moléculaire élevé trouvé dans la matrice

extracellulaire (MEC), en particulier des tissus conjonctifs mous (El-Safory et al., 2010).

La propriété de propagation de cette enzyme est évidente par sa capacité a promouvoir
I'effet hémorragique local de nombreuses toxines isolées a partir de venins de serpents. La
dégradation de I'hyaluronane au niveau de la MEC des tissus locaux est présumée étre
I'événement clé dans le processus de diffusion médié par cette enzyme pendant I'envenimation
du serpent. Cette activité entraine une perte d'intégrité de la MEC dans les tissus conjonctifs
mous entourant les vaisseaux sanguins, ce qui favorise la diffusion facile des toxines par voie
systémique vers leur (s) site (s) d'action. Les effets de cette enzyme ont été largement
méconnus dans les venins de serpents, bien que cette derniére potentialise la toxicité du venin
(Girish et al., 2002; Kang et al., 2011).

Deux hyaluronidases ont été purifiées a partir du venin de Cerastes cerastes, la
premiére ayant une masse de 75 kDa et une deuxiéme (CcHasell) ayant un PM de 33 kDa. la
CcHasell augmente D’activit¢ hémorragique de la métalloprotéinase CcHTI et amplifie
I’,edéme provoqué par le venin d’une maniére dose dépendante (Labib et al., 1979; Wahby et
al., 2012).

1.1.1.4 L-amino-acide oxydase

Les L-amino-acide oxydases (LAAQ) sont des flavoprotéines capables de catalyser la
désamination oxidative stéréospécifique de son substrat (L-amino acide) pour produire les a-
cétoacides correspondants ainsi que la libération concomitante de peroxyde d'hydrogéne
(H202) et d'ammoniac. Elles utilisent le FAD (Flavine Adenine Dinucléotide) ou le FMN
(Flavine Mononucleotide) comme cofacteurs (Massey et Curti, 1967; Curti, 1992; Zhang et
al., 2003; Al-Quraishy et al., 2014). Bien qu'elles apparaissent dans de nombreux organismes
différents des invertébreés aux vertébrés, leurs fonctions in vivo sont incertaines. La LAAO est
largement distribuée dans les venins de serpents, y compris les Viperidae et les Elapidae, elle
contribue a leur cytotoxicité, éventuellement par le H.O2 formé a la suite de la réoxydation du
cofacteur FAD réduit par I'oxygene moléculaire (Macheroux et al., 2001; Costa et al., 2014).

Cette enzyme est la principale composante des venins de serpents, elle représente a elle seule
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environ 30% de la teneur totale en protéines chez certaines especes (Du et Clemetson, 2002;
Costa et al., 2014).

Les LAAO des venins de serpents sont des glycoprotéines homodimériques de masse
moléculaire variant entre 120 a 150 kDa (Souza et al., 1999; Samel et al., 2006; Toyama et
al., 2006). La présence de groupements glycosylés dans la structure de 1’enzyme favorise sa
fixation & la surface des cellules hotes et la génération de fortes concentrations en H->Op,
responsables des dommages oxydatives qui affectent les cellules cibles (Geyer et al., 2001;
Fung et Tan, 2009). Il a été montré que la LAAO du venin est aussi impliquée dans
I’induction de la mort cellulaire de plusieurs lignées cellulaires de mammiféres et dans
I’induction du stress oxydatif (Tempone et al., 2001). Plusieurs L—amino-acide oxydases ont

été purifiées a partir du venin de Cerastes cerastes (Tableau 1V).

Tableau IV : Différentes L-amino-acide oxydases purifiées a partir du venin de Cerastes

cerastes.

LAAO Caractérisation biochimique Références
bibliographiques

ccLAAO 60 kDa. Ziad-Meziane et
pH optimal= 8,0 Laraba-Djebari, 2014

T° optimale= 20°C

Km = 0,06 mmol

Vmax = 164 mmol / min.

58 kDa (monomere) Abdelkafi-Koubaa et al.,
CC-LAAO 115 kDa (forme native). 2014

pH optimal=7,8
T° optimale= 50°C.

Cc LAOOI 60, 56 kDa (monomeres) El Hakim et al., 2015
115 kDa (forme native).
pH optimal=7,8

T° optimale=50°C.

Km = 0,67 mM

Vmax = 0,135 pumol / min.

Cc-LAOOII 60, 53 kDa (monomeres) El Hakim et al., 2015
115 kDa (forme native).
pH optimal=7

T° optimale =60 ° C.
Km =0.82 mM

Vmax = 0.087 pmol/min.
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1.1.1.5 Phosphoestérases

Les phosphoestérases sont des enzymes hydrolytiques ubiquitaires et trés répandues
dans les venins de serpents. Il s’agit notamment des nucléases, nucléotidases et phosphatases.
Leur principale fonction est I’hydrolyse des acides nucléiques (ADN et ARN) générant ainsi
I’adénosine qui favorise la biodistribution des toxines du venin, contribue a I’immobilisation
des proies, augmente la perméabilité vasculaire, inhibe la libération des neurotransmetteurs et
inhibe ’agrégation plaquettaire (Fuentes et al., 2014; Boldrini-Franca et al., 2017; Saoud,
2017). Une 5’- nucléotidase (Cc 5_NTase) de 70 kDa a été purifiée a partir du venin de C.
cerastes, elle hydrolyse spécifiquement les nucléotides mono- di- et triphosphate (Saoud et
al., 2017).
1.1.1.6 Acétylcholinestérases

Les acétylcholinestérases sont des enzymes qui catalysent [’hydrolyse de
I’acétylcholine en choline plus acétate, elles sont monomériques, non amphiphiles et inhibent

la dépolarisation des plaques motrices (Audebert, 1993).
1.1.2 Protéines non enzymatiques des venins de serpents

Les venins de serpent sont des mélanges complexes de protéines et polypeptides
pharmacologiquement actifs. Certaines de ces protéines présentent des propriétés
enzymatiques, tandis que d'autres sont considérées comme étant non enzymatique. Ces
derniéres contribuent a I’'immobilisation de la proie. Elles se lient a des récepteurs
spécifiques, aux canaux ioniques ou aux protéines plasmatiques et modifient les processus

physiologiques de la proie (McCleary et Kini, 2013).

Elles agissent en tant qu'agonistes ou antagonistes et induisent des effets neurotoxique,
cardiotoxique et/ou nécrotique. Plusieurs centaines de protéines non-enzymatiques ont été
purifiées et caractérisées a partir des venins de serpents durant les dernieres décennies
(McCleary et Kini, 2013). Ces protéines non enzymatiques sont classées dans plusieurs
familles structurales ou fonctionnelles selon leurs séquences en acide aminés, leur structure
tridimensionnelle et leur mode d’action. Les protéines non enzymatiques purifiées a partir de
venins de serpents sont des neurotoxines, des cytotoxines, des myotoxines, des sarafotoxines

et des desintegrines (McCleary et Kini, 2013).

14



Rappels bibliographiques

1.1.2.1 Neurotoxines

Les neurotoxines des venins de serpents sont principalement présentes dans les venins
des Elapidae. Elles sont classées en deux groupes; les toxines inhibant la transmission
synaptique dites inhibitrices et les toxines qui facilitent la transmission synaptique dites

facilitatrices.
1.1.2.1.1 Neurotoxines inhibitrices de la transmission synaptique

Les neurotoxines qui inhibent la transmission synaptique présentent une action soit

post- ou pré-synaptiques.

Celles qui se fixent sur des récepteurs post-synaptiques sont isolées a partir des venins
d’Elapidae et d’Hydrophidae (Menez, 1993). Elles possédent une structure dite en <« trois
doigts > car leur repliement global est caractérisé par la formation de trois boucles. Elles sont
composées d’une seule chaine peptidique dont la rigidité est assurée par des ponts disulfures
(McCleary et Kini, 2013). Elles peuvent étre separées en trois groupes, les toxines
nicotiniques, les toxines muscariniques et une troisieme famille de toxines regroupant celles

qui ne peuvent pas étre classées dans les deux premiers groupes.

Les toxines nicotiniques (ou curarisantes) sont constituées d’une chaine peptidique de
60 & 74 résidus d’acides aminés et une masse moléculaire entre 7 & 8 kDa (Malany et al.,
2000). Elles se fixent sélectivement sur les récepteurs post-synaptiques de 1’acétylcholine et
provoquent un arrét de la transmission neuromusculaire qui est suivie d’une paralysie des
muscles et du diaphragme. Cette action paralysante est due a 1’action des toxines sur les
membranes des terminaisons axonales qui perdent leur capacité a libérer I’acétylcholine dans
les fentes synaptiques (Ménez, 1995; Dixon et Harris, 1999). Les toxines muscariniques
représentent une dizaine de peptides de petite taille (65 résidus d’acides aminés, 4 ponts
disulfures et une masse moléculaire de 7,5 kDa), (Miyoshi et Tu, 1999). La troisieme famille
de toxines post-synaptiques inclue les toxines qui ne peuvent pas étre classées comme
nicotiniques ou muscariniques. Elles sont peu nombreuses c’est le cas de la vipoxine 86,
isolée a partir du venin de Daboia russelii active sur les récepteurs adrénergiques et sans

aucune action sur les récepteurs nicotiniques et muscariniques (Freedman et Snyder, 1981).
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Figure 4: Diversité des cibles pharmacologiques des neurotoxines présentes dans les venins

(Casewell et al., 2013; Touchard, 2015).
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Les neurotoxines présynaptiques dites également neurotoxines— sont des PLA2 basiques
transformées en toxines capables de reconnaitre des cibles sur les membranes présynaptiques
et ayant une toxicité élevée (Larréché et al., 2008a). Ces toxines sont constituées de 120 a 130
résidus d’acides aminés, reliés par 6 a 7 ponts disulfures (Larréché et al., 2008a; Menez,
1993).

1.1.2.1.2 Neurotoxines facilitatrices de la transmission synaptique

Les neurotoxines qui facilitent la transmission synaptique sont présentes
essentiellement dans les venins des serpents Dendroaspis (mambas) d’environ 7 kDa. Parmi
les neurotoxines facilitatrices, on distingue les dentrotoxines constituées de 59 a 60 acides
aminés et trois ponts disulfures et qui ont des similitudes structurales avec les inhibiteurs de
protéases pancréatiques. Il existe également des neurotoxines facilitatrices appelées «les
fasciculines », elles appartiennent & la famille des toxines a «Trois doigts > et elles sont
constituées de 61 acides aminés et quatre ponts disulfures. Les fasciculines sont des
inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase qui s’opposent ainsi a la régulation physiologique de
I’influx nerveux (Karlsson et al., 1984; Harvey, 2001).

1.1.2.2 Cytotoxines

Les cytotoxines ou appelées également cardiotoxines sont présentes dans les venins
d’Elapidae et Crotalidae et essentiellement dans les venins de Naja (cobras). Sans étre
neurotoxiques, elles présentent des homologies avec les a neurotoxines. Elles appartiennent a
la famille des toxines a <«trois doigts>> et sont constituées de 59 a 62 résidus d’acides aminés

et de quatre ponts disulfures (Harris, 1997).

Elles ont pour cible les cellules des muscles cardiaques, squelettiques et lisses. Ces
muscles restent contractés et peuvent entrainer une dépolarisation rapide et irréversible de la
membrane cytoplasmique des cellules excitables conduisant ainsi a une perte de leur
excitabilité. Elles affectent I’intégrité et la perméabilité des membranes cellulaires et
interviennent également dans la toxicité cellulaire des venins de serpents (Kini et Doley,
2010).

1.1.2.3 Myotoxines

Les myotoxines sont des polypeptides basiques isolés a partir des venins de Viperidae
et Crotalidae. Ces toxines dont le poids moléculaire est de 5 kDa, sont dépourvues d’activité
enzymatique et sont constituées de 42 a 45 résidus d’acides aminés. L’activité myotoxique
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semble étre liée a la présence de deux séquences peptidiques qui se suivent a 1’extrémité C-
terminale. La premiére sequence est riche en acides aminés cationiques, la deuxiéme est riche
en acides aminés hydrophobes. Les deux séquences sont reliées par trois a quatre ponts
disulfures (Kini et lwanaga, 1986; Ownby et Colberg, 1988; Angulo et al., 2001; Chippaux,
2002). Les myotoxines se lient a leur récepteur grace a la séquence cationique puis pénétrent
dans la bicouche lipidique par le biais de leur séquence hydrophobe. Il en résulte une
déstabilisation de la membrane cellulaire (Lambeau et al., 1994; Gutiérrez et Lomonte, 1995;
Cherifi, 2011).

1.1.2.4 Sarafotoxines

Les sarafotoxines sont des toxines présentes uniquement dans les venins de serpents du
genre Atractaspis et représentent a elles seules la quasi-totalité de 1’effet biologique du venin
de ce genre. Les sarafotoxines font partie des molécules les plus toxiques des venins de
serpents, elles sont constituées de 21 résidus d’acides aminés et de deux ponts disulfures avec
une masse moléculaire d’environ 2,5 kDa. Ces toxines sont de puissants peptides
vasoconstricteurs qui sont, sur un plan fonctionnel et structural, tres proches des endothélines,
hormones vasoconstrictrices chez les mammiféres. Les sarafotoxines et endothélines
présentent entre elles environ 60% d’homologie. Elles se fixent sur les muscles de plusieurs
organes dont 1’uterus, 1’intestin, les vaisseaux sanguins et le muscle cardiaque (Ducancel et

Goyffon, 2008; Ahkong, 2015).
1.1.2.5 Désintégrines

Les désintégrines sont des protéines toxiques riches en cystéines présentes dans les venins
de Viperidea. Elles sont constituées de 49 a 84 résidus d’acides aminés, de 4 a 7 ponts
disulfures et ont un poids moléculaire qui varie entre 5 et 15 kDa. Elles présentent une
conformation mono- ou hétérodimérique et sont classées en trois groupes en fonction du
nombre d’acides aminés et de ponts disulfures. Elles agissent en inhibant les intégrines qui
sont des protéines transmembranaires jouant un réle important au niveau du transfert des
messages extracellulaires vers le cytoplasme, des processus d’adhésion, de migration et de
croissance cellulaire (Huang, 1998; Chippaux, 2002; Ahkong, 2015). Une désintégrine
dimérique de 14193,97 Da douée de forte activité antiparasitaire a été purifiee a partir du

venin de C. cerastes (Allane et al., 2018).

Les taux des protéines (exprimés en % du protéome) et la distribution des toxines les plus

abondantes ont éte rapportés dans différents venins d'especes de serpents des Viperidae (sous-
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familles Viperinae et Crotalinae) et des Elapidae (sous-familles Elapinae et Hydrophiinae)
(Figure 5).

1.2 Physiopathologie de I’envenimation ophidienne

Certaines molécules de venins de serpents exercent des effets pathologiques locaux
dans les tissus voisins, tandis que d'autres sont distribuées par voie systémique a travers le
systeme lymphatique et les vaisseaux sanguins, permettant a ces molécules d'agir sur divers
organes (Warrell, 2010; Gutiérrez et al., 2017). Les symptdmes de 1’envenimation varient
chez I’lhomme selon la quantité de venin injectée, le site de morsure, 1’dge et le poids de la
victime ainsi que la réaction particuliére de chaque individu (Chippaux, 2002). Les activités
des principales familles de toxines sont résumées dans le tableau V.

Tableau V: Activités toxiques des principales familles de protéines des venins de serpents
(Gutiérrez et al., 2017).

Molécules Activités toxiques

Phospholipases A2 myotoxicité locale et systémique, douleur, lésion des
vaisseaux lymphatique, cedéme, neurotoxicité, néphrotoxicité
et hémolyse

Meétalloprotéinases hémorragie, myonécrose, dégradation de la matrice

extracellulaire, cloques, douleur, cedéme et choc
cardiovasculaire, néphrotoxicité et coagulopathie

Hyaluronidases dégradation de la matrice extracellulaire

Toxines a trois doigts cytotoxicite, nécrose et neurotoxicité

Dendrotoxines Neurotoxicité

Sérine-protéinases coagulopathie, cedéme et hypotension

Désintégrines inhibition de I'agregation plaquettaire

Peptides vasoactifs Hypotension

Lectine de type C inhibition ou promotion de I'agrégation plaquettaire et

thrombocytopénie

Petits peptides contraction musculaire
myotoxiques basiques

Sarafotoxines Cardiotoxicité
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Figure 5: Taux de toxines dans le venin des Viperidae et des Elapidae, synthétisée de (Gutiérrez et al., 2017). 3FTx : toxine a trois doigts;

CRISP : protéine sécrétoire riche en cystéine; CTL : lectine de type; DTx : dendrotoxine; LAO : l-aminoacide oxydase; Myo : myotoxine de

faible masse moléculaire; PLA2 : phospholipase A2; SVMP : métalloprotéinase de venin de serpent; SVSP, sérine protéinase de venin de

20



Rappels bibliographiques

1.2.1 Dommages tissulaires locaux

La plupart des venins de Viperidae et ceux de certains Elapidae induisent des lésions

tissulaires locales.
1.2.1.1 Inflammation

Lors des envenimations ophidiennes, un important processus inflammatoire local se
développe dans les tissus envenimes, avec la synthese et la libération d'éicosanoides, d'oxyde
nitrique, de bradykinine, d'histamine et de cytokines, I'activation et le recrutement des cellules
immunitaires (Teixeira et al., 2009; Gutiérrez et al., 2017). L’hydrolyse des phospholipides
membranaires par les PLA2s conduit a la libération de précurseurs de la biosynthese des
prostaglandines et des leucotrienes. Ces molécules induisent [’augmentation de la
perméabilité capillaire entrainant la formation d’cedéme (Chaves et al., 1995; Gutiérrez et
Lomonte, 1995). Dans les formes sévéres, I’oedéme devient extensif et s’accompagne
d’hémorragies intenses (de Araujo et al., 2000), (Figure 6). La dose minimale oedématique du
venin de Cerastes cerastes est estimée a 1,4 ug/20 g de souris (Abib et Laraba-Djebari, 2003).
L’étude de I’activité oedématique du venin de Cerastes cerastes a montré que 1’cedéme
plantaire est un phénoméne réversible temps-dépendant. Son maximum est atteint au bout de
3 heures d’envenimation. Une libération intense des cytokines pro-inflammatoires au niveau
de la patte est observée au bout de 2 heures et persiste jusqu’a 6 heures, le taux maximal de
I’IL10 est observé a 3 heures (Chelghoum, 2009).

1.2.1.2 Myotoxicité

La myotoxicité est principalement due a la perturbation de l'intégrité et la rupture de la
membrane plasmique par l'action des phospholipases A2 (PLA2) myotoxiques (Dixon et
Harris, 1996; Montecucco et al., 2008). Les petits peptides myotoxiques basiques présents
dans certains venins de serpents de la famille des Viperidae, induisent également une

contraction musculaire et une nécrose (Warrell, 2010).

Les fibres musculaires sont également affectées par I'ischémie a la suite d'altérations
vasculaires et d'une augmentation de la pression musculaire due a I'eedéme (Gutiérrez et al.,
2009b; Gutiérrez et al., 2017). L’évaluation de 1’activité enzymatique de la créatine kinase a
permis de révéler une activité myotoxique du venin de Cerastes cerastes. L’administration

d’une dose sublétale du venin a provoqué une lyse des cellules musculaires (squelettiques et
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Figure 6 : Dommages tissulaires induits localement par les venins de serpents (Gutiérrez et al., 2009b). — : activation
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cardiaques) et une libération considérable de la créatine kinase dans le sang aprés 3 heures

d’envenimation (Chelghoum, 2009).
1.2.1.3 Hémorragie locale

Les métalloprotéinases zinc-dépendantes sont responsables des effets hémorragiques
locaux induits par la majorité des venins de Viperidae. Tous les composants hémorragiques
isolés a partir des venins de Viperidae sont des SVMPs, cependant pas toutes SVMPs sont
capables d'induire une hémorragie (Figure 7), (Fox et Serrano, 2005; Gutiérrez et al., 2009b).
Le venin de Cerastes cerastes quant a lui est doué d’une forte activité hémorragique avec une

dose minimale hémorragique (DMH) de 3,2 ng/20 g de souris (Oussedik-Oumehdi, 2007).
1.2.1.4 Hydrolyse des composants de la matrice extracellulaire

Les SVMPs et les hyaluronidases hydrolysent les composants de la matrice
extracellulaire (MEC), tels que divers types de collagénes, l'acide hyaluronique et les
protéoglycanes. L hydrolyse des composants de MEC affectant ainsi la structure et la fonction
non seulement des microvaisseaux mais aussi celles d'autres composants tissulaires, jouant
ainsi un role dans les dommages tissulaires locaux induits par le venin (Gutiérrez et al., 2016;
Gutiérrez et al., 2017). Les dommages microvasculaires induits par le SVMP peuvent
également étre une conséquence de la perturbation des adhérences cellules-cellules
endothéliales (Gutiérrez et al., 2017; Seo et al., 2017).

1.2.1.5 Dérmonécrose

Les SVMP induisent également des lIésions cutanées en dégradant I'interface dermo-
épidermique avec la formation conséquente de cloques (Jiménez et al., 2008). L’activité
dérmonécrotique a été mise en évidence dans le venin de Cerastes cerastes. Elle présente un
caractére dose-réponse et présente une dose minimale nécrotique (DMN) de 19 nug/20 g de
souris (Oussedik-Oumehdi, 2007).

1.2.2 Effets systémiques
1.2.2.1 Troubles cardiovasculaires et hémostatiques

D’une part, I’activation de la coagulation sanguine par des activateurs de la
prothrombine, du plasminogene, des facteurs V, IX et X, conduit & une consommation des
facteurs de la coagulation physiologiques, induisant leur disparition du sang de la victime. Le

sang devient alors incoagulable faute de facteurs permettant sa coagulation.
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Figure 7 : Différences structurales et fonctionnelles entre les métalloprotéinases de venins de serpents SVMPs P-I et P-lll (Gutiérrez et al.,
2009a).

24



Rappels bibliographigues

D’autre part, le caillot formé n’étant pas physiologique est instable et vite dégradé par
les composants du venin ayant une activité fibrinolytique, conduisant a un syndrome

hémorragique (Oussedik-Oumehdi, 2007).

L'hémorragie systémique induite par le venin est I'une des principales causes des
perturbations hémodynamiques vécues par les patients envenimés par les vipéridés, qui
peuvent évoluer vers un choc cardiovasculaire (Figure 8 et 9), (Gutiérrez et al., 2017; Warrell,
2010). Dans ces envenimations, I'hypovolémie résulte également d'une augmentation de la
perméabilité vasculaire, y compris des fuites plasmatiques systémiques. Cet effet est induit
par les sérine-protéinases du venin de serpent qui liberent la bradykinine et également par
I'action de nombreux médiateurs inflammatoires endogénes vasoactifs. De plus, les venins de
vipéridés contiennent des peptides de potentialisation de la bradykinine, dont certains inhibent
I'enzyme de conversion de l'angiotensine et contribuent aux altérations hémodynamiques
(Hayashi et Camargo, 2005; Gutiérrez et al., 2017).

Une molécule de faible poids moléculaire isolée a partir du venin de Bothrops
jararaca bloque la dégradation de la bradykinine qui est un vasodilatateur puissant. Cette
molécule agit a deux niveaux : elle entraine, d'une part, une chute du taux plasmatique de
I'angiotensine Il et de l'aldostérone et, d'autre part, une élévation du taux de bradykinine
(Chippaux, 2002; McCleary et Kini, 2013).

1.2.2.2 Lésions rénales aigués

Les envenimations par les morsures de serpents de certains Viperidae et de certaines
Elapidae peuvent entrainer des lésions aigués au niveau des reins. Selon le type de venin, les
mécanismes associés a la pathogenese des lésions rénales sont l'ischémie secondaire a une
diminution du débit sanguin rénal ; dégradation protéolytique de la membrane basale
glomérulaire par les SVMPs et le dépot de micro-thrombi dans la microvascularisation rénale
(Pinho et al., 2005; Sitprija et Sitprija, 2012; Gutiérrez et al., 2017) (Figure 10).

1.3 Réponse inflammatoire

L’inflammation est une réponse physiologique de défense ou d'adaptation a une
agression, qui peut étre un microorganisme ou toutes substances particulaires ou solubles,
étrangeres a l'organisme (Pasquier, 1995). Une réaction inflammatoire comporte une
dilatation des vaisseaux a I’origine d’une infiltration séreuse des tissus (cedéme) puis une
migration des leucocytes de la microcirculation par diapédése pour s’accumuler au niveau de

foyer
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inflammatoire, suivie d’une phagocytose par des cellules compétentes et enfin un processus

de résorption ou de cicatrisation (Lévesque, 2002).

L'inflammation est caractérisée par trois phases principales : une phase vasculaire, une phase

cellulaire et une phase de réparation.
1.3.1 Phase vasculaire

La phase vasculaire est caractérisée par une vasodilatation et une augmentation de la
perméabilité vasculaire. Les leucocytes se disposent a la périphérie des petits vaisseaux,
adhérent aux cellules endothéliales, puis passent a travers la paroi des vaisseaux et se dirigent
vers le lieu de I'agression. L'entrée des leucocytes dans les tissus est un marqueur de tous les
évenements inflammatoires, chroniques ou aigus. La prédominance de neutrophiles dans les
sites inflammatoires est un signe d’une inflammation aigue, celle des cellules mononuclées est
un signe d’inflammation chronique et celle des éosinophiles est un signe d'une inflammation

associees a des allergies ou a des infections parasitaires (Pasquier, 1995).
1.3.2 Phase cellulaire

La phase cellulaire commence lorsqu’un grand nombre de PN, de macrophages et de
plaquettes se retrouvent rassemblés au site de l'inflammation. Les polynucléaires et les
macrophages phagocytent les bactéries, les microcristaux, les débris de tissus nécrosés, les
enzymes protéolytiques de méme que les ERO participant ainsi a la destruction de I’antigéne.
Cependant au cours de la phagocytose, des enzymes protéolytiques ainsi que des ERO
peuvent s'échapper des PN et des macrophages, concourant ainsi a l'entretien de
I'inflammation et a une destruction inappropriée de cibles tissulaires et moléculaires
(Pasquier, 1995).

1.3.3 Phase de réparation

La phase de réparation n’a lieu que si les agents de I'inflammation et les produits de la
nécrose tissulaire ont pu étre éliminés. Les PN et les macrophages cessent de libérer des ERO
et des enzymes protéolytiques car n'étant plus stimules par les agents proinflammatoires. Les
cellules fibroblastiques et endothéliales forment alors un tissu conjonctivo-vasculaire

aboutissant a la cicatrisation (Pasquier, 1995).

Selon l'origine de la réaction inflammatoire, son évolution differe pour aboutir au méme
résultat c'est-a-dire a une accumulation de polynucléaires neutrophiles au site inflammatoire

et des lésions cellulaires et tissulaires dues a 1’action des ERO et des enzymes protéolytiques
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libérées par les neutrophiles activés. Si la production de ERO est trop importante et que les
systemes naturels d'épuration sont insuffisants, les cellules sont soumises a un stress oxydatif
qui entretient I'état inflammatoire (Pasquier, 1995). Les phospholipases A2 (notamment la
phospholipase A2 cytoplasmique), activées en réponse a divers stimuli, catalysent la
libération d'acide arachidonique, I'acide gras polyinsaturé le plus abondant dans le composant
phospholipide des membranes cellulaires. L'acide arachidonique libéré sert de précurseur pour
la synthese des différents eicosanoides, mediés par les voies de la cyclooxygénase (COX), de
la lipoxygénase et du cytochrome P-450 (Smith, 1989; O'Mahony et al., 1997).

Les prostaglandines sont synthétisées a partir de l'acide arachidonique par l'activité
catalytique des cyclooxygénases (COX-1, COX-2 et COX-3) (Warner et Mitchell, 2004). Les
cytokines pro-inflammatoires, tels que l'interleukine -1beta, I'interféron gamma et le facteur
de nécrose tumorale alpha (TNF-0) induisent la COX-2 (Akarasereenont et al., 1994;
Ariasnegrete et al., 1995). L'expression de COX-2 dans les macrophages peut également étre
stimulée par le facteur d'activation des plaquettes (PAF) et PGE2 (Thivierge et Rola-
Pleszczynski, 1995; Tordiman et al., 1995). Les COX-1 et la COX-2 étant les principales

cibles des médicaments anti-inflammatoires (Simon, 1996).

La réponse inflammatoire engendrée par les venins de serpents est accompagnée d’une
induction de la COX-2, sans modification dans l'expression de la COX-1 (Moreira et al.,
2007; Moreira et al., 2009b).

1.4  Stress oxydant

Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre la production d’espéces
radicalaires (ou réactives) de 1’oxygeéne (ERO) et les capacités cellulaires antioxydantes
(Migdal et Serres, 2011). Les radicaux libres sont une forme particuliére d’espéces chimiques
(atomes ou molécules) qui possedent un électron celibataire (ou non apparié). Le champ
magnétique créé par sa rotation, ou spin, n’est donc pas compensé par la rotation en sens
inverse d’un électron apparié. Cette propriété rend les radicaux libres aptes a réagir avec
différentes molécules, notamment lors de réactions en chaine dont I’exemple le plus connu est

celui de la peroxydation des lipides (Soares, 2005).

Les ERO ont longtemps été considérées comme des sous-produits toxiques du
métabolisme normal de I’oxygene et impliquées dans de nombreuses pathologies. Cependant,

depuis plusieurs années, la production contr6lée de radicaux apparait comme un mécanisme
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essentiel de la signalisation cellulaire qui participe au maintien de I’homéostasie de la cellule

(Migdal et Serres, 2011).

Le role des ERO est tres complexe car celles-ci peuvent avoir un réle physiologique ou
un effet toxique en fonction de leur concentration. Dans les conditions normales, elles sont
généreées en faibles quantités et jouent un rdle de messagers secondaires capables, notamment,
de réguler le phénoméne de 1’apoptose ou d’activer des facteurs de transcription. Les ERO
formées en trop grande quantité, deviennent délétéres en activant 1’expression de génes codant

pour des cytokines pro-inflammatoires ou des protéines d’adhésion (Haleng et al., 2007).

Le monoxyde d’azote radicalaire ou NO« est un composé important ; il est produit par la
NO synthase qui se présente en trois isoformes ; la NOS neuronale (nNOS ou NOS-1), la
NOS inductible (iNOS ou NOS-2) et la NOS endothéliale (eNOS ou NOS-3). Le NO est une
molécule labile tres diffusible, ses effets régulateurs s’exercent sur la plupart des fonctions
physiologiques de 1’organisme (maintien du tonus vasculaire, neurotransmission,
fonctionnement rénal,...), (Hare, 2004). Toutefois, le NO peut former avec I’anion
superoxyde, le peroxynitrite (HOONO), un oxydant puissant et diffusible, capable

d’endommager de nombreuses molécules organiques (Haleng et al., 2007).

Une des cibles majeures de ’attaque radicalaire, ce sont les acides gras polyinsaturés,
tels que les acides linoléique et arachidonique, présents au niveau des membranes plasmiques.
Leur oxydation par les ERO, appelée peroxydation lipidique, conduit a la formation de trés
nombreux produits primaires (les hydroperoxydes) et secondaires (les aldéhydes) dont les
activités biologiques sont multiples (Murphy, 1996). Le malondialdéhyde (MDA), un produit
final de la peroxydation lipidique peut réagir physiologiquement avec divers nucléosides
(désoxyguanosine et désoxyadénosine) et il est tres mutagene et cancérigéne (Marnett, 1999;
Migdal et Serres, 2011).

Pour se protéger des effets déléteres des ERO, 1’organisme dispose d’un ensemble
complexe de deéfenses antioxydantes (Figure 11). 1l existe deux sources d’antioxydants, une
source apportée par I’alimentation sous forme de fruits et Iégumes riches en vitamines C, E,
carotenoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique. L’autre source est
endogene, elle se compose d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase,
catalase), de protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine) et de systémes de

réparation des dommages oxydatifs comme les endonucléases. Des oligoéléments s’ajoutent a
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ces deux sources c’est le cas du sélénium, du cuivre et du zinc qui sont des cofacteurs

d’enzymes antioxydantes (Haleng et al., 2007).

La vitamine C (ascorbate) est un micronutriment essentiel utilisé comme co-facteur par
de nombreuses enzymes biosynthétiques telles que la dopamine-p-hydroxylase et la collagéne
synthase qui sont essentielles pour la vie (Carr et Frei, 1999; Padayatty et al., 2003; Chen et
al., 2008; Kim et al., 2012). L'insuffisance en vitamine C provoque des troubles sévéres de la
fonction cardiaque et des systemes squelettiques dus a la déficience de production d’hormones
et de collagéne (Ellis et al., 2000). La vitamine C joue aussi un réle important dans le systéme
de défense contre une infection virale et le développement de cancer (Cameron et Pauling,
1976; Wintergerst et al., 2006; Chen et al., 2008). Lorsqu'elle est administrée a long terme, la
vitamine C diminue le stress oxydatif et la production Oz par les neutrophiles (Ellis et al.,
2000).

La plupart des mammiféres sont capables de synthétiser la vitamine C au niveau du foie
et des reins, ceci n’est pas le cas pour ’homme qui doit assurer un apport journalier d’environ
100 mg via une alimentation riche en fruits (Haleng et al., 2007). La vitamine C est
synthétisée a partir du glucose, au cours de la voie glycolytique. La L-gulonolactone-y-
oxydase (gulo) est I'une des enzymes essentielles a la synthese de la vitamine C (Nishikimi et
al., 1992; Nishikimi et al., 1994). Dans le cas de I'étre humain, une mutation du gene codant
la L-gulonolactone-y-oxydase (gulo) est a I’origine du défaut de production de vitamine C
(Burns, 1957). La plupart des animaux expérimentaux pourraient cependant produire eux-
mémes de la vitamine C, a I'exception du cobaye. Des souris « Gulo - / -» ont été générées et
utilisées dans le cas d'insuffisance en vitamine C dans certaines pathologies (Maeda et al.,
2000; Kim et al., 2012).

1.5 Récepteurs minéralo-corticoides (RM)

Le récepteur minéralocorticoide (RM) appartient a la superfamille des récepteurs
hormonaux nucléaires (Evans, 1988). Une fois liés avec le ligand, les RM se dissocient des
protéines chaperonnes dans le cytosol, forment des diméres et migrent vers le noyau, ou ils
régulent la transcription des génes cibles (Yang et Young, 2009). Le RM est le plus souvent
active par l'aldostérone minéralocorticoide, mais il peut également étre activé par les
glucocorticoides (cortisol chez I'homme, corticostérone chez la souris), en raison de sa forte
homologie avec le récepteur des glucocorticoides (Hawkins et al., 2012; Odermatt et

Kratschmar, 2012). La sélectivité de RM pour l'aldostérone dépend largement de la 11p-
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hydroxystéroide déshydrogénase de type 2 (11p-HSD2) qui convertit les glucocorticoides en
métabolites inactifs incapables de se lier au RM (Odermatt et Kratschmar, 2012; Chadwick et
al., 2016b).

L'aldostérone stéroide est la principale hormone minéralocorticoide; elle est
synthétisée dans la zone glomeérulaire du cortex surrénalien en réponse a I'hyperkaliémie ou a
la déplétion en sodium, comme point final de l'activation du systéme rénine-angiotensine
(Rossier et al., 2015). La production locale d'aldostérone peut également se produire dans les
tissus périphériques (Bader, 2010; Taves et al., 2011). L'aldostérone stimule la réabsorption
du sodium rénal et I'excrétion de potassium, jouant ainsi un réle majeur dans le contréle de la

pression artérielle et de I'noméostasie du volume extracellulaire (Jaisser et Farman, 2016).

Le RM est surtout connu pour son r6le dans le maintien de I'homéostasie
électrolytique au niveau des reins et la pression sanguine au niveau cardiaque, mais il a
également été montré qu'il agit au niveau des autres organes tels que le cerveau, le pancréas,
le cOlon, les ovaires et le tissu adipeux (Gomez-Sanchez, 2004; Gomez-Sanchez et al., 2009;
Gomez-Sanchez et al., 2011; Hawkins et al., 2012). Il a été récemment montré que les
récepteurs des minéralocorticoides sont presents dans tous les muscles des membres et des

voies respiratoires (Chadwick et al., 2016a).

L'activation des récepteurs des minéralocorticoides joue un role crucial dans la
pathogenese de plusieurs maladies cardiovasculaires, rénales et artérielles (Kolkhof et al.,
2015). Au niveau des reins, l'aldostérone favorise l'inflammation glomérulaire et tubulo-
interstitielle et la fibrose a travers diverses voies provoquant une maladie rénale chronique
(CKD) et une albuminurie (Bauersachs et al., 2015; Chadwick et al., 2016b).

La spironolactone a été approuvée en tant que médicament diurétique et natriurétique
pour la prise en charge de I'hypertension et de l'aldostéronisme primaire, puis pour le
traitement de l'insuffisance cardiaque (Ménard, 2004). La spironolactone est un puissant
antagoniste compétitif des RM, elle est peu sélective car elle inhibe également les récepteurs
aux androgeénes et a la progestérone. A des concentrations élevées, il peut également interférer
avec le récepteur des glucocorticoides (RG) (Kolkhof et Borden, 2012; Jaisser et Farman,
2016). La demi-vie de la spironolactone est de 12 a 35 h (compareé a celle de 1’eplerenone qui
est de 4 4 6 h et & celle de la finerenone qui est de 2 h) (Dojki et Bakris, 2017).

La spironolactone (antagoniste des RM) exerce un effet réno-protecteur, ainsi qu’un

effet cardio-protecteur, dans le diabete hypertensif (Ogawa et al., 2006). Elle améliore la
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congestion et l'eedéme pulmonaire lorsqu’elle est utilisée pour le traitement de l'ascite
associée a la cirrhose décompensée (Figure 12), (Nishi et al., 2006; Chadwick et al., 2016a;
Tanabe et al., 2017). Elle posséde un effet anti-inflammatoire en favorisant le phénotype anti-
inflammatoire M2 des macrophages infiltrés dans les muscles dystrophiques (Bene et al.,
2014).
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Figure 12 : Effets bénéfiques de I'antagonisme des récepteurs minéralocorticoides (MR) dans
différentes pathologies modifiée de (Chadwick et al., 2015; Chadwick et al., 2016b; Jaisser et

Farman, 2016).  e———p : inhibition
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2 Matériel et méthodes

2.1 Matériel

2.1.1 Matériel biologique
2.1.1.1 Venin de Cerastes cerastes

Le venin de Cerastes cerastes, nous a été fourni par le Laboratoire de Biologie
Cellulaire et Moléculaire de la Faculté des Sciences Biologiques de I'Université des Sciences

et de la Technologie Houari Boumediene (USTHB).
2.1.1.2 Fractions F3 et D3

La fraction F3, doué¢e d’une activité cytotoxique et obtenue apres filtration moléculaire
du venin de Cerastes cerastes, a subi une deuxiéme étape de purification sur une colonne

¢changeuse d’anions et a permis d’obtenir la fraction D3 fortement cytotoxique.
2.1.1.3 Animaux

Les souris utilisées dans cette étude sont de race NMRI (Naval Medical Research
Institute). Elles proviennent de 1’élevage de 1’animalerie de la Faculté des Sciences
Biologiques de I’Université des Sciences et de la Technologie Houari Boumediene (USTHB).
Les animaux sont maintenus dans des conditions standards (22 + 3°C, selon un cycle de 12
heures lumiére/obscurité) et nourries a 1’aide d’un régime de composition standard (croquettes
provenant de la société de production des aliments d’animaux, Bouzareah, Alger) et de I’eau

de boisson a volonté.

L’expérimentation sur les animaux a été effectuée conformément aux régles du comité
d’¢éthique de la Communauté Européenne, elle a ét¢ approuvée par I'Agence Thématique de

Recherche en Science de la Santé (ATRSS).
2.1.2 Matériel non biologique

Tous les produits chimiques et les réactifs utilisés sont de qualité analytique et ont été
fournis par Sigma (St. Louis, USA) et Merck (Darmstadt, RFA).
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2.2 Méthodes
2.2.1 Etude in vivo de la cytotoxicité

2.2.1.1 Evaluation de la cinétique de I’inflammation et du stress oxydatif induits in vivo

par le venin de Cerastes cerastes

La cinétique de la réponse inflammatoire et celle du stress oxydatif ont été évaluees a
3, 24 et 48 h aprés envenimation. Les animaux ont recu une injection de venin de Cerastes
cerastes (48 pg/20 g de poids corporel) ou le méme volume de NaCl 0,9% par voie
intrapéritonéale. Les sérums ont été récupérés apres centrifugation du sang a 3000 g pendant
10 min. Les organes récupérés (coeur, poumons, reins et foie) ont été homogénéisés dans du
tampon phosphate 50 mM, pH 7,4, puis centrifugés a 3000 g pendant 10 min. Le surnageant
(S1) a permis d’évaluer les activités d'éosinophile-peroxydase (EPO) et de la catalase, ainsi
que les taux de malondialdehyde (MDA), de nitrites résiduels (NO) et de glutathion réduit
(GSH). Les culots obtenus ont été remis en suspension dans du tampon phosphate 50 mM,
Triton X 100 a 0,5%, pH 6, ils sont ensuite soumis a une série de congélation/décongélation et
a une autre centrifugation a 12000 g pendant 5 min. L'activité de la myéloperoxydase (MPO)

a été évaluée dans le surnageant (S2).

2.2.1.2 Caractérisation pharmacologique de la cytotoxicité induite in vivo par le venin de

C. cerastes

Afin de caractériser et de comprendre le mécanisme de la cytotoxicité induite in vivo
par le venin de C. cerastes, quatre prétraitements a 1’aide de spironolactone, L-NAME,

celecoxib et de vitamine C ont été utilisés.

Les animaux utilisés dans cette étude ont été pretraités soit : i) avec la spironolactone
(200 mg/kg, i.m.), un antagoniste non-sélectif, compétitif de 1’aldostérone ciblant les
récepteurs minéralocorticoides, ii) avec le L-NAME (40 mg/kg, i.m.), un inhibiteur de la
NQOS, iii) avec le celecoxib (10 mg/Kg, i.m.), un inhibiteur de la COX-2 et iv) avec la
vitamine C (10 mg/kg, i.m.), un antioxydant. Aprés 30 minutes & 1 heure de traitement, les

souris ont recu une dose équivalente a une DL50 de venin.

Deux lots de souris servant de témoins ont été injectés par voie intrapéritonéale avec
du NaCl 0,9% ou une dose d’une DL50 de venin. Aprés sacrifice des animaux a 24 h apres
envenimation, le sang et les organes (coeur, poumons, foie et reins) ont été récupérés. Les

sérums et les surnageants ont été préparés comme décrit précédemment en section 11.2.1.1,
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Les activités enzymatiques de I’EPO, de la MPO, de la catalase et les taux de NO, de MDA et

de GSH ont été ensuite évaluées.
2.2.1.3 Etude de la cytotoxicité de la fraction hautement toxique D3

Afin de mettre en évidence I’implication de la fraction peptidique et non enzymatique
dans la cytotoxicité induite in vivo par le venin de C. cerastes, la fraction toxique F3 et la sous
fraction D3 hautement cytotoxique (0.02 et 0,01 UDO/20 g de poids corporel respectivement)
ont été injectées par voie intrapéritonéale. Deux lots de souris témoins ont recu une injection
du NaCl 0,9% ou une DL50 de venin par voie intrapéritonéale. Aprés 3 h d’envenimation, les
animaux ont été sacrifiés, le sang et les organes (cceur, poumons, foie et reins) ont été
récupérés. Les sérums et les surnageants ont été préparés comme décrit précédemment en
section 11.2.1.1, afin d’évaluer les activités enzymatiques de I’EPO, de la MPO, de la catalase
et les taux de NO, de MDA et de GSH.

2.2.2 Etude in vitro de la cytotoxicité

Les analyses in vitro ont été effectuées en utilisant des cultures de: i) foie murin isolé,
ii) Cellule Mononucléaire du Sang Périphérique (PBMC) humaine et iii) Hépatocytes murins
isolés, obtenus selon les protocoles décrits ci-dessous. Les surnageants de culture et des
homogénats ont été récupérés afin d’évaluer I’activité enzymatiqgue de la lactate
déshydrogénase (LDH), de la catalase et les taux de NO, de MDA et de GSH.

2.2.2.1 Isolement et culture du foie

Une étude in vitro est réalisée sur le foie isolé et cultivé avec le venin pendant 3
heures, afin de confirmer les résultats de la cinétique du stress oxydant déja obtenus dans
I’étude in vivo. Le foie est perfusé avec le DMEM (5 ml), lavé deux fois avec du PBS
contenant la gentamycine. Il est ensuite perfusé et incubé a 37°C, 5% de CO2 pendant 3 h
avec un milieu complet (DMEM supplémenté avec 10% de SVF, 200 mM de glutamine, 0,5
pul/ml d'insuline et 0,6 uM d'hydrocortisone) contenant ou non 20 pg/ml du venin. Apres
incubation, le foie est homogénéisé dans du tampon phosphate 50 mM, pH 7,4, puis
centrifugé a 3000 g pendant 10 min. L'activité de la LDH est évaluée selon les instructions du

fabricant du kit commercial (Salucea, Dutch Technology in Life Science).

39



Matériel et méthodes

2.2.2.2 I1solement et culture des cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC)

humaines

La culture des cellules immunitaires en absence et en présence du venin a été réalisée
afin d’évaluer I’implication du stress oxydatif d’origine cellules inflammatoires dans la
cytotoxicité induite par le venin de Cerastes cerastes. Les cellules mononucléaires humaines
du sang périphérique (PBMC) ont été utilisées comme modéle pour évaluer I’'TC50 du venin
de Cerastes cerastes. Les donneurs sains sont sélectionnés parmi ceux n’ayant pris aucun
médicament pendant un mois avant le prélevement du sang. Les PBMC sont isolées en
utilisant 1’Histopaque-1077. Les PBMC ont été lavées avec le milieu complet RPMI
(supplémente avec 10% de SVF et 200 mM de glutamine) ou avec la solution de lyse (0,15 M
de NH4CI, 10 mM de KHCOs et 0,13 mM d'EDTA, pH 7,4). Elles sont ensuite centrifugées a
28000 tours/min pendant 5 min puis mises en suspension dans du RPMI a une concentration

de 108 cellules/ml.

Apreés incubation des cellules en absence et en présence du venin (1, 5, 10, 20, 40 et 50
ug/ml) pendant 24 h. La viabilité cellulaire est évaluée a 1’aide d’un test d'exclusion au Bleu

de Trypan. L’IC50 du venin de C. cerastes est calculée a I'aide du logiciel Graph Pad Prism 5.

2.2.2.3 Isolement et culture des hépatocytes

La culture des hépatocytes murins isolés en absence et en présence du venin a été
réalisée afin d’évaluer I’implication du stress oxydatif d’origine mitochondriale des cellules
non inflammatoires dans la cytotoxicité induite par le venin de Cerastes cerastes. Le foie des
souris a été perfusé a ’aide de DMEM (5 ml) ensuite avec de la trypsine (0,25%), et lavé
deux fois avec du PBS contenant de la gentamycine. Les cellules ont été obtenues apres
trituration du foie, elles sont lavées deux fois avec du PBS. Aprés élimination des globules
rouges, les hépatocytes ont été re-suspendus dans le milieu complet (DMEM supplémenté
avec 10% de SVF, 200 mM de glutamine, 0,5 pl/ml d'insuline et 0,6 uM d'hydrocortisone). Le
dénombrement des cellules est évalué a l'aide du test d'exclusion au Bleu de Trypan et le

nombre est ajusté a 10° cellules/ml.

Les cellules sont incubées a 37°C dans une microplaque (24 puits) avec le milieu
complet qui est changé tous les jours pendant 9 jours et ce dans une ambiance de CO2 (5%).
Les cellules cultivées sont ensuite ré-incubées pendant 24 h dans un milieu complet en

absence et en présence du venin (1 et 20 pg/ml).
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2.2.3 Evaluation de lI'infiltration des cellules inflammatoires

L'accumulation des éosinophiles et des neutrophiles et leur activation ont été evaluées
en mesurant les activités de I'éosinophile-peroxydase (EPO) et de la myéloperoxydase (MPO)
dans les sérums et les tissus des organes (cceur, poumons, foie et reins) des souris témoins et

envenimées.

2.2.3.1 Evaluation de l'activité de I’éosinophile-peroxydase

L'activit¢ de 1’¢osinophile-peroxydase a été évaluée selon la méthode de Van
Oosterhout et al., (1996). Les surnageant S1 et les sérums sont dilués dix fois dans du tampon
Tris 0,05 M, pH 8. Dans une microplaque a 96 puits, les échantillons (50 pul) sont ajoutés a
100 pl du réactif [contenant 0,2% d'O-phénylénediamine (OPD) dans le tampon Tris 0,05 M
et 0,03% de H2O,, pH 8]. L'absorbance est mesurée a 490 nm avant et aprés incubation
pendant 60 min. L'activité de I'EPO est exprimée en unité de densité optique UDOag0
nmy/min/g de tissu (Van Oosterhout et al., 1996).

2.2.3.2 Evaluation de I'activité de la myéloperoxydase

L'évaluation de I’activité de la myéloperoxydase était basée sur la formation de
produits colorés résultant de la transformation du substrat d'o-diazinidine (Krawisz et al.,
1984). Les échantillons (100 pl de S2 ou de sérums) sont ajoutés a 900 ul du réactif
[contenant du tampon phosphate 50 mM, 0,167 mM d'o-diazinidine et 0,03% de H20>, pH 6].
L'augmentation de l'absorbance est suivie a 460 nm pendant 3 minutes (¢ = 11,3 mM™* cm™).

L'activité de 1a MPO est exprimée en M de substrat transformé/min/g de tissu.
2.2.4 Etude de la balance oxydative

2.2.4.1 Evaluation des biomarqueurs pro-oxydants

2.2.4.1.1 Evaluation de la concentration des nitrites résiduels

La production de nitrites, un indicateur de la synthese de NO, est mesurée en se basant
sur la réaction de Griess modifiée (Sun et al., 2003). Les échantillons (100 pl de S1, des
sérums ou des homogénats et des surnageants de culture) sont déposés sur une microplaque,
auxquels sont ajoutés 50 pl du réactif de Griess B (5% de sulfanilamide dans I’acide
phosphorique a 20%) puis 50 ul du réactif de Griess A (0,5% de N-1- Naphtylénediamine
dans l'acide o-phosphorique a 20%). Aprés 20 minutes d’incubation a température ambiante,
la lecture de I'absorbance est effectuée a 540 nm a l'aide d'un lecteur de microplaque (Biotek).
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Les taux de nitrites sont exprimés en mM de nitrites résiduels/g de tissu en utilisant le NaNO;

comme standard.

2.2.4.1.2 Evaluation de la peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique est estimée par la détermination du taux de
malondialdéhyde (MDA). Les échantillons (100 pl de S1, des sérums ou des homogénats et
des surnageants de culture) sont ajoutés a 800 pl du mélange réactionnel [contenant 200 pl de
I’acide thiobarbiturique (TBA) a 0,6% dans 20% d'acide acétique et 600 pl d'acide o-
phosphorique a 1%]. Le mélange est incubé pendant 1 h a 95°C. Aprés refroidissement, le
MDA est extrait a ’aide de 900 ul de n-butanol. Le mélange est ensuite centrifugé a 5000 g
pendant 10 min. La lecture de l'absorbance est effectuée a 532 nm (s = 1,56 x 10°> M* cm™).

La peroxydation lipidique est exprimée en uM/min/g de tissu.
2.2.4.2 Evaluation des biomarqueurs antioxydants
2.2.4.2.1 Evaluation de I'activité de la catalase

L'évaluation de l'activité de la catalase est effectuée selon la méthode d’Aebi modifiée
(Aebi, 1984). Les échantillons (100 ul de S1, de sérums ou d’homogénats et de surnageants
de culture) sont ajoutés a 2,9 ml du meélange réactionnel (0,03 % de H.O dans du tampon
phosphate 50 mM, pH 7,0). La diminution de I'absorbance a 240 nm a été suivie pendant les
deux premiéres minutes. L'activité enzymatique a été exprimée en M/min/g de tissu (¢ = 40

Mt cem™).
2.2.4.2.2 Evaluation de la concentration du glutathion réduit

L'évaluation de la concentration du glutathion est effectuée selon la méthode décrite
precédemment (Riener et al., 2002). Des échantillons (50 pl de S1, de sérums ou
d’homogénats et de surnageants de culture) sont mélangés avec 100 pl du tampon phosphate
0,1 mM (pH 7,4) contenant de I'EDTA a 5 mM et 50 pl d'acide 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoique
(40%). Apres incubation a 37°C pendant 30 min, I'absorbance est lue a 405 nm a l'aide d'un
lecteur de microplaque (Biotek). La concentration du GSH réduit est calculée en utilisant un
coefficient d'extinction molaire de 14150 Mtcm™. Les résultats sont exprimés en mM de
GSH/g de tissu.
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2.2.5 Analyse histologique

Les altérations tissulaires causées par le venin de C. cerastes ont été évaluées par une
étude histologique du myocarde et des parenchymes pulmonaire, rénal et hépatique. Une dose
de 48ug du venin/souris a été injectée aux souris par voie intrapéritonéale en présence et en
absence de prétraitements (la spironolactone, le celecoxib, le L-NAME et la vitamine C). Le
sacrifice a été réalisé aprés 24h d’envenimation. Les tissus des organes (foie, cceur, rein et
poumon) ont été prélevés puis fixés dans une solution fixatrice (formol a 10%) pendant 24-48
h a température ambiante. Afin d’éliminer le fixateur, les prélévements ont été¢ déshydratés
avec trois bains d’alcool de degré croissant (70°, 90°, 100°) suivis de deux bains de xyléne.
Les pieces déshydratées sont incorporés dans deux bains de paraffine avant la confection des
blocs, afin d’obtenir une consistance ferme nécessaire a la coupe. Le bloc de paraffine
contenant les fragments tissulaires sont coupés en couches minces d’une épaisseur de Spum et
les rubans obtenus sont étalés sur des lames en verre. Apres déparaffinage avec deux bains de
xyléne, les coupes sont hydratées en passant dans trois bains d’alcool de degré décroissant
(100°, 90°, 70°), elles sont ensuite colorées avec I’hématoxyline-1’¢osine. La coloration est
suivie par une deuxiéme étape de déshydratation. Les lames sont observées au microscope

photonique (Motic Digital Microscope PAL System).

2.2.6 Analyse spectrale UV-visible de la fraction D3

Afin de déterminer si la fraction cytotoxique D3 est peptidique, une analyse du spectre
d’absorption a été réalisée a 1’aide d’un spectrophotometre UV/visible a double faisceaux, la

longueur d’onde d’absorption de la fraction D3 est ensuite déterminée.
2.2.7 Analyse statistique

L'analyse statistique est effectuée en utilisant le programme « Origin Pro 8.5 ». Les
résultats sont analysés par le test de 1’analyse de la variance (ANOVA One-way), suivie d’un

test de Tukey, les données sont considérées comme statistiquement significatives si p <0,05.
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3 Résultats et discussion
3.1 Evaluation in vivo de la cytotoxicité induite par le venin de Cerastes cerastes
3.1.1 Infiltration des cellules inflammatoires induite par le venin de C. cerastes

La myeloperoxydase (MPO) est une hémoprotéine, caractéristique des granules
azurophiles des polynucléaires neutrophiles, 1’éosinophile peroxydase (EPO) est une protéine
cationique localisée dans les granules azurophiles des éosinophiles. La MPO et I’EPO sont
utilisees comme marqueurs de I’infiltration des polynucléaires neutrophiles et eosinophiles

dans de nombreuses pathologies inflammatoires (Bradley et al., 1982; Serteyn et al., 2003).

Dans cette étude, la réponse inflammatoire est évaluée en identifiant les cellules
immunitaires infiltrées et activées au niveau des tissus suite a 1’envenimation, en mesurant les
activités de I’EPO et de la MPO dans les sérums et les homogénats des tissus. Les résultats
obtenus ont montré une augmentation significative des activités de la MPO et de I’EPO dans
les sérums et dans les tissus du myocarde et du parenchyme pulmonaire apres 3, 24 et 48 h
d'envenimation. Aucune modification significative des activités de I’EPO et de la MPO n’est
cependant observée avant 24 h d'envenimation dans les tissus hépatique et rénal (Figure 13 et
14).

L'augmentation significative des activités de I’EPO et de la MPO dans les sérums et
dans les tissus peut étre due a I'effet cytotoxique des composants du venin qui peuvent induire
une altération aigué de I'intégrité de la membrane, un recrutement de cellules immunitaires au
niveau des sites inflammatoires et une inflammation systémique affectant la majorité des

organes.

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux d’une étude réalisée sur la réponse
inflammatoire induite par le venin de C. cerastes. Cette étude a montré que le venin de
Cerastes cerastes induit une augmentation significative des cytokines pro-inflammatoires
libérées par les cellules inflammatoires et qui contribuent, a leur tour, au recrutement de

nouvelles cellules immunitaires (Chérifi et al., 2014).
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Figure 13: Effet d’une DL50 du venin de Cerastes cerastes sur I’activité enzymatique de

I’éosinophile peroxydase. L’activité de I’EPO est mesurée dans les sérums (4), dans le myocarde et le

parenchyme pulmonaire (B) et dans les tissus hépatique et rénal (C) apres 3, 24 et 48 h d’envenimation des

souris. Les valeurs représentent la moyenne + SEM.

* P <0,05 : Activitée de [’EPO des groupes de souris envenimées avec le venin de C. cerastes, comparée a celle

du groupe de souris témoins injectées avec NaCl 0,9%.
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Figure 14: Effet d’une DL50 du venin de Cerastes cerastes sur I’activité enzymatique de

la myéloperoxydase. L’activité de la MPO est mesurée dans les sérums (A), dans le myocarde et le
parenchyme pulmonaire (B) et dans les tissus hépatique et rénal (C) apres 3, 24 et 48 h d’envenimation des

souris. Les valeurs représentent la moyenne + SEM.

* P <0,05 : Activité de la MPO des groupes de souris envenimées avec le venin de C. cerastes, comparée a celle

du groupe de souris témoins injectées avec NaCl 0,9%.
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3.1.2 Déséquilibre redox induit par le venin de Cerastes cerastes

Les parameétres du stress oxydatif sont évalués dans les serums et les homogénats des
tissus cardiaque, pulmonaire, hépatique et rénal aprés envenimation. L'évaluation des
médiateurs pro-oxydants a montré une augmentation significative des taux de nitrites
résiduels et de MDA a 3 h aprés I'envenimation dans les sérums et dans les homogénats des
tissus cardiaque et pulmonaire et aprés 24-48 h dans les homogénats des tissus hépatique et
rénal (Figure 15 et 16). La capacité en antioxydant de chaque organe semble étre impliquée
dans la cinétique d’apparition du stress oxydatif. Vue que la vitamine C, par exemple, qui est
un antioxydant trés puissant, est synthétisée chez la plupart des mammiféres que dans le foie
ou le rein (Haleng et al., 2007).

Le systeme de défense antioxydant est évalué par mesure de l'activité de la catalase
ainsi que par la détermination des taux de GSH. Les résultats obtenus ont montré que I'activité
de la catalase ; une enzyme impliquée dans le maintien du faible taux des espéces réactives de
I’oxygene (ERO) ; diminue aprées 3 h au niveau sérique, cardiaque et pulmonaire, et apres 24
h dans les tissus hépatiques et rénaux (Figure 17). Le glutathion réduit (GSH) diminue

également aprés 3 h au niveau sérique et apres 24 h au niveau tissulaire (Figure 18).

Les agents antioxydant éliminent la plupart des oxydants libérés, limitant ainsi les
Iésions tissulaires jusqu'a I’inhibition de la réponse inflammatoire. A des concentrations tres
élevées en ERO, la capacité des systemes de défense pourrait étre dépassée, entrainant un

déséquilibre entre la production et la consommation des agents antioxydants (Pasquier, 1995).

L’inflammation induit une activation de la NOS induclible (INOS) et une
surproduction du monoxyde d’azote. Ce dernier réagit avec les ERO conduisant a I'oxydation
des acides gras polyinsaturés et a la formation du MDA, qui est un des biomarqueurs les plus
importants du stress oxydatif (Uchiyama et Mihara, 1978).

Au niveau du myocarde des patients atteints d'insuffisance cardiaque chronique, une
réduction de I’activité de I’eNOS et une augmentation de I'activit¢ iNOS ont été rapportées
(De Belder et al., 1993). Dans les cellules myocardiques isolées, I'NOS est induite par des
stimuli cytokiniques (Balligand et al., 1994). L'expression de I’iNOS en réponse au venin de
Cerastes cerastes semble induire une libération excessive et continue du NO en association

avec la formation de ROS, provoquant ainsi des dégats tissulaires.
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Figure 15 : Effet d’une DL50 de venin de Cerastes cerastes sur le taux des nitrites

résiduels. Le taux des nitrites résiduels a été mesuré dans les sérums (A), dans le myocarde et le parenchyme

pulmonaire (B) et dans les tissus hépatique et rénal (C) aprés 3, 24 et 48 h d’envenimation des souris. Les
valeurs représentent la moyenne + SEM.

* P <0,05 : Taux des nitrites résiduels des groupes de souris envenimées avec le venin de C. cerastes, comparé

a celui du groupe de souris témoins injectées avec NaCl 0,9%.
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Figure 16 : Effet d’une DL50 de venin de Cerastes cerastes sur le taux de

malondialdéhyde. Le taux du MDA a été mesuré dans les sérums (A), dans le myocarde et le parenchyme

pulmonaire (B) et dans les tissus hépatique et rénal (C) aprés 3, 24 et 48 h d’envenimation des souris. Les

valeurs représentent la moyenne + SEM.

* P <0,05: Taux du MDA des groupes de souris envenimées avec le venin de C. cerastes, comparé a celui du

groupe de souris témoins injectées avec NaCl 0,9%.
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Figure 17 : Effet d’une DL50 du venin de Cerastes cerastes sur I’activité enzymatique de

la catalase. L activité de la catalase a été mesurée dans les sérums (4), dans le myocarde et le parenchyme

pulmonaire (B) et dans les tissus hépatique et rénal (C) apres 3, 24 et 48 h d’envenimation des souris. Les

valeurs représentent la moyenne + SEM.

* P <0,05 : Activité de la catalase des groupes de souris envenimées avec le venin de C. cerastes, comparée a

celle du groupe de souris témoins injectées avec NaCl 0,9%.
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Figure 18 : Effet d’une DL50 de venin de Cerastes cerastes sur le taux de glutathion

réduit. Le taux du GSH a été mesuré dans les sérums (A), dans le myocarde et le parenchyme pulmonaire (B)

et dans les tissus hépatique et rénal (C) aprés 3, 24 et 48 h d’envenimation des souris. Les valeurs représentent
la moyenne + SEM.

* P <0,05: Taux du GSH des groupes de souris envenimées avec le venin de C. cerastes, comparé a celui du

groupe de souris témoins injectées avec NaCl 0,9%.
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3.1.3 Effet du venin de Cerastes cerastes sur le myocarde et les parenchymes

pulmonaire, rénal et hépatique

Le myocarde, les parenchymes pulmonaire, rénal et hépatique des animaux injectés avec le
venin de C. cerastes ont montré des altérations severes associées a une infiltration de cellules
inflammatoires. Les altérations au niveau du myocarde sont caractérisees par une

dégénérescence des fibres myocardiques, un cedéme interstitiel et une hémorragie (Figure
19B).

Les altérations observées au niveau du parenchyme pulmonaire sont caractérisées par des
cedemes et une forme irréguliere des alvéoles entourées par des cloisons épaisses (Figure
19D).

Il semble que le venin de Cerastes cerastes a induit une dégénérescence des hépatocytes
associée a une augmentation du nombre de noyaux pycnotiques, une dilatation de la paroi

sinusoidale et une congestion de la veine centro-lobulaire (Figure 19F).

Des altérations au niveau du cortex, caractérisées par des lésions tubulaires aigués, une
perte de l'architecture des tubules, des nécroses, une hémorragie et un cedéme interstitiel
associé a une infiltration des cellules inflammatoires sont observées au niveau du tissu rénal
des souris envenimées. Une dilatation des tubules et des fragments de cellules sont observés
au niveau de la lumiére tubulaire. Les glomérules présentent des espaces capsulaires élargies
(Figure 19H). L'analyse tissulaire des animaux témoins a révélé une architecture normale
(Figure 19A, C, E et G).

Les résultats de 1’analyse histologique montrent une corrélation entre les 1ésions tissulaires
induites par le venin de C. cerastes, l'infiltration des cellules immunitaires et l'augmentation
des activités de I'EPO et de la MPO. Des altérations tissulaires similaires ont été observées au
niveau du parenchyme hépatique et de myocarde apres injection d’une dose équivalente a 2
DL50 du venin de Cerastes cerastes de I’Egypte (Salama et al., 2018).

Les différentes populations cellulaires infiltrées au niveau des tissus lésés seraient
impliquées dans le développement des dommages tissulaires suite a la sécrétion de nombreux
médiateurs de I’inflammation. En effet, la production de l’interleukine 8 par les cellules
endothéliales sous 1’effet du venin entrainerait I’adhésion des polynucléaires et leur migration
a travers I’endothélium vasculaire vers les tissus. Les polynucléaires activés libeérent des
médiateurs tels que les protéases et les radicaux libres oxygenés. Ces médiateurs seraient a

I’origine du déclenchement des 1ésions tissulaires (D'suze et al., 2003; Coelho et al., 2007).
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Figure 19 : Altérations histologiques induites par le venin de Cerastes cerastes au niveau
du myocarde et des parenchymes hépatique, pulmonaire et rénal : les panels (A, C, E et G)

montrent respectivement des controles des tissus cardiaque, pulmonaire, hépatique et rénal. Les panels (B, D, F
et H) montrent les modifications histologiques au niveau des tissus cardiaque, pulmonaire, hépatique et rénal
aprées 24 h d'envenimation. VCL: Veine centrolobulaire, CCLV: Veine centrolobulaire congestionnée , CK:
Cellule de Kupffer, N: noyaux, NP: Noyaux pycnotiques, S : sinusoide, DS: dilatation sinusoidale, Al: Alvéole,
Ci: cellules inflammatoires, O: Oedeme, Ecl: épaississement de cloison intra-alvéolaire, Fc: fibres cardiaques
et H: hémorragie, G : Glomérule, TP : tube proximal,Td : tube distale,Tdd : tube distale dilaté, Dc : débris

cellulaires, Ec : espace capsulaire, LT : lésion tubulaire (Coloration H.E. Grossissement x 400).
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Une étude antérieure a montré que les leésions dans le tissu hépatique causées par le venin de
Naja haje sont corrélées avec une élévation au niveau sérique de la bilirubine totale, de
I'alanine aminotransférase, de l'aspartate aminotransférase, de la y-glutamyltranspeptidase et
de la phosphatase alcaline sériques reflétant une hépatotoxicité aigué (Al-Quraishy et al.,
2014).

3.2 Caractérisation pharmacologique de la cytotoxicité, de I’inflammation et du stress

oxydatif induits par le venin de C. cerastes

3.2.1 Evaluation de I’implication des récepteurs minéralocorticoides dans la

cytotoxicité, I’'inflammation et le stress oxydatif induits par le venin de C. cerastes

3.2.1.1 Evaluation de DIimplication des récepteurs minéralocorticoides dans la

cytotoxicité induite par le venin de C. cerastes

L’effet de la spironolactone, antagoniste de 1’aldostérone, sur la cytotoxicité (in vivo)
du venin de Cerastes cerastes a été¢ déterminé par 1’évaluation du rapport du nombre de souris
vivantes sur le nombre total de souris, apres administration du traitement préalablement a
I’injection d’une DL50 du venin de Cerastes cerastes. Les résultats montrent une
augmentation du pourcentage de viabilité des souris envenimées prétraitées par la
spironolactone dont la viabilité est de 100% (4 souris vivantes/4) comparée a celle du lot de

souris envenimées n’ayant subi aucun traitement (2 souris vivantes/4) (Figure 20).

La spironolactone semble avoir un effet protecteur en réduisant le nombre de mortalité
suite a une envenimation par Cerastes cerastes. Des études récentes ont montré que la
spironolactone est efficace pour le traitement de I'hnypertension, du syndrome métabolique,
des maladies rénales chroniques et de la néphropathie diabétique lorsqu’elle est utilisée seule
a forte dose ou a faible dose mais combinée avec une thérapie de fond. Elle exerce également
des propriétés anti-arythmiques et réduit les hospitalisations et la mortalité chez les patients
souffrant d'insuffisance cardiaque chronique ou d'infarctus post-cérébrale (Struthers et Unger,
2011; Messaoudi et al., 2012; Brown, 2013; Tamargo et al., 2014; Bauersachs et al., 2015;
Schwenk et al., 2015).
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Figure 20 : Evaluation de I’effet de la spironolactone sur la toxicité induite in vivo par le

venin de Cerastes cerastes. La cytotoxicité testée in vivo est évaluée par la mesure du

pourcentage de viabilité des souris aprés administration de la spironolactone préalablement

a l'injection d’'une DL50 de venin de Cerastes cerastes.
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3.2.1.2 Evaluation de DIimplication des récepteurs minéralocorticoides dans

I’inflammation induite par le venin de Cerastes cerastes

L’effet de la spironolactone sur I’inflammation induite par le venin de Cerastes cerastes est
évalué par la mesure de l’activité enzymatique de la myéloperoxydase et éosinophile

peroxydase dans le sérum et dans les tissus.

Une réduction significative des activités enzymatiques EPO et MPO est observée au
niveau des sérums des souris envenimées prétraitées avec la spironolactone comparées a

celles du lot des souris envenimées n’ayant recu aucun traitement (Figure 21).

Les résultats obtenus dans cette étude montrent également que 1’utilisation d’un
antagoniste des récepteurs minéralocorticoides (RM), semble réduire considérablement
I’infiltration des neutrophiles et des éosinophiles au niveau tissulaire induite par le venin de
Cerastes cerastes (Figure 22). La spironolactone semble prévenir le recrutement des
neutrophiles et des €osinophiles vers les organes cceur, poumons, foie et reins, en réponse au

venin de Cerastes cerastes.

L’étude réalisée sur un modéle de souris de dystrophie musculaire de Duchenne a montré
que les cellules myéloides infiltrées et regroupées dans les tissus endommageés présentent la
capacité de produire le ligand naturel des récepteurs minéralcorticoides (RM), l'aldostérone,
qui en exces, augmente les dommages tissulaires (Chadwick et al., 2016b). Cette étude a
montré que les cellules qui expriment les enzymes clés impliquées dans la synthése de
I’aldostérone tel que «1’aldostérone synthase » sont les macrophages et les neutrophiles
(Chadwick et al., 2016Db).

Des études antérieures sur des muscles dystrophiques ont montré que le traitement avec
des glucocorticoides anti-inflammatoires peut déplacer les macrophages d'un phénotype M1
pro-inflammatoire vers un phénotype anti-inflammatoire M2 (de Carvalho et al., 2013).
L'activation des récepteurs minéralocorticoides (RM) permet 1’évolution les macrophages
vers un phénotype pro-inflammatoire M1, alors que le traitement avec l'antagoniste non
spécifique de RM la spironolactone favorise un phénotype anti-inflammatoire M2 (Bene et
al., 2014). Ces données confirment que la spironolactone peut entrainer des effets anti-
inflammatoires, contribuant ainsi a la prévention du recrutement des cellules inflammatoires

vers les tissus observé chez les souris envenimées.
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Figure 21 : Evaluation au niveau sérique de I’effet de la spironolactone sur ’activation

des polynucléaires neutrophiles et eosinophiles par le venin de Cerastes cerastes.

L’activation des polynucléaires neutrophiles et eosinophiles est évaluée par mesure des activités de
’éosinophile-peroxydase EPO (A) et de la myéloperoxydase MPO (B), aprés administration de la

spironolactone préalablement a [’injection d 'une DL50 de venin de Cerastes cerastes.

* P <0,05; Activité de I'EPO ou de la MPO du groupe de souris prétraitées, comparée a celle du groupe de

souris envenimées avec le venin de C. cerastes.

# P <0,05; Activite de I’EPO ou de la MPO du groupe de souris envenimées avec le venin de C. cerastes,

comparée a celle du groupe de souris témoins injectées avec NaCl 0,9%.
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Figure 22 : Evaluation au niveau tissulaire de D’effet de la spironolactone sur

P’inflammation induite par le venin de Cerastes cerastes. L inflammation systémique est évaluée
par la mesure de [’activité de I'EPO (4) et de la MPO (B) au niveau tissulaire, aprés administration de la

spironolactone préalablement a [’injection d’une DL50 de venin de Cerastes cerastes.

* P <0,05; Activité de I'EPO ou de la MPO du groupe de souris prétraitées, comparée a celle du groupe de

souris envenimées avec le venin de C. cerastes.

# P <0,05; Activité de I'EPO ou de la MPO du groupe de souris envenimées avec le venin de C. cerastes,

comparée a celle du groupe de souris témoins injectées avec NaCl 0,9%.
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3.2.1.3 Evaluation de l’implication des récepteurs minéralocorticoides dans le stress

oxydatif induit par le venin de Cerastes cerastes

Les résultats obtenus montrent une diminution considérable des taux sériques du NO
et de MDA apres administration de la spironolactone préalablement a I’injection d’une DL50

de venin de Cerastes cerastes avec une normalisation du taux de NO (Figure 23A et B).

Une augmentation significative de I’activité enzymatique de la catalase au niveau
sérique, est également observee aprés administration de la spironolactone préalablement a
I’injection d’une DL50 du venin de Cerastes cerastes. Cependant, le taux sérique de GSH

reste proche de la valeur observée chez les animaux envenimés (Figure 23C et D).

Les résultats obtenus montrent une diminution significative des taux du NO et du
MDA et une augmentation significative de 1’activité enzymatique de la catalase au niveau
tissulaire, aprés administration de la spironolactone préalablement a I’injection d’une DL50
du venin de Cerastes cerastes. Une augmentation significative des taux du GSH est observée
au niveau du myocarde et du parenchyme hépatique. Les valeurs de GSH restent cependant
proches de celles des animaux envenimés dans le sérum et les tissus rénal et hépatique (Figure
24). La spironolactone semble prévenir la formation du stress oxydatif, en réponse au venin

de Cerastes cerastes.

Les récepteurs des minéralocorticoides semblent étre impliqués dans le stress oxydatif
induit par le venin de C. cerastes. L'activation des récepteurs des minéralocorticoides joue un
role crucial dans la pathogenese de plusieurs maladies cardiovasculaires, rénales et artérielles
(Kolkhof et al., 2015). Une étude comparative de I'expression de plusieurs genes associés au
stress oxydatif, aprés traitement des myotubes humains par 1’antagoniste de RM
(spironolactone) ou 1’agoniste de RM (aldostérone), a montré que le traitement avec
l'aldostérone semble augmenter I’expression des genes associés au stress oxydatif et que ces
genes sont inhibés par la spironolactone (Chadwick et al., 2015; Chadwick et al., 2016b). La
spironolactone semble empécher l'inflammation, le stress oxydatif et I’apoptose induits in
vitro par l'aldostérone au niveau des muscles striés et in vivo dans le cas des insuffisances
cardiaques (Burniston et al., 2005; Young et Rickard, 2012).

L’inhibition des récepteurs des minéralocorticoides semble prévenir 1’activation et
I’infiltration des leucocytes et 1’induction du stress oxydatif en réponse au venin de Cerastes

cerases contribuant aussi a la prévention de la cytotoxicité induite par ce venin.
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Figure 23 : Evaluation au niveau sérique de I’effet de la spironolactone sur le stress oxydatif induit par le venin de Cerastes cerastes. Le
stress oxydatif est évalué par mesure des taux des nitrites résiduels (A) et des taux de Malondialdhyde MDA (B), de [’activité de la catalase (C) et des taux de GSH (D), aprés

administration de la spironolactone préalablement a [’injection d’'une DL50 de venin de Cerastes cerastes.

* P <0,05; Taux de NO, MDA, GSH ou activité de la catalase du groupe de souris prétraitées, comparé(e) a celui (celle) du groupe de souris envenimées avec le venin de C.
cerastes.

# P <0,05 ; Taux de NO, MDA, GSH ou activité de la catalase du groupe de souris envenimées avec le venin de C. cerastes, comparé(e) a celui (celle) du groupe de souris

témoins injectées avec NaCl 0,9%.
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Figure 24 : Evaluation au niveau tissulaire de I’effet de la spironolactone sur le stress oxydatif induit par le venin de Cerastes cerastes.

Le stress oxydatif est évalué par la mesure des taux des nitrites résiduels (4) et des taux de Malondialdhyde MDA (B), de [’activité de la catalase (C) et des taux de GSH (D),
apreés administration de la spironolactone préalablement a I’injection d 'une DL50 de venin de Cerastes cerastes.

* P <0,05 ; Taux de NO, MDA, GSH ou activité de la catalase du groupe de souris prétraitées, comparé(e) a celui (celle) du groupe de souris envenimées avec le venin de C.
cerastes.

# P <0,05; Taux de NO, MDA, GSH ou activité de la catalase du groupe de souris envenimées avec le venin de C. cerastes, comparé(e) a celui (celle) du groupe de souris
témoins injectées avec NaCl 0,9%.
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3.2.1.4 Evaluation de D’effet de la spironolactone sur les altérations tissulaires induites

par le venin de Cerastes cerastes

L’¢tude histologique a été réalisée au niveau du myocarde et des parenchymes
pulmonaire, hépatique et rénale des souris envenimées recevant préalablement un
prétraitement avec la spironolactone. L’antagoniste des récepteurs des minéralocorticoides
utiliseé semble réduire considérablement les altérations au niveau du myocarde induites par le
venin de C. cerastes, les fibres myocardiques apparaissent identiques aux fibres des souris
témoins. Une disparition de I’cedéme interstitiel ainsi que 1’hémorragie est observée (Figure
25A, B et C).

La spironolactone semble neutraliser partiellement les lésions pulmonaires et
I'infiltration leucocytaire induites par le venin de C. cerastes. Un épaississement des parois
alvéolaires est toujours observé, avec cependant une réduction de 1’cedéme et de

I’hémorragique comparé au témoin (Figure 25D, E et F).

L’analyse du parenchyme hépatique a montré que la désorganisation est moins
importante aprés prétraitement avec la spironolactone comparée a celle observee aprés
administration d’une DL50 de venin de C. cerastes. Les cellules sont disposées en files
radiaires autour de la veine centro-lobulaire non congestionnée avec une persistance de la

dilatation de la paroi sinusoidale (Figure 25G,H et I).

L’administration de la spironolactone préalablement a 1I’envenimation, semble prévenir
partiellement les altérations tissulaires induites par le venin de C. cerastes au niveau du cortex
rénal. En effet, des tubules moins dilatés, une disparition de 1’cedéme et de ’hémorragie et
une réduction des zones nécrotiques, sont observés. Une réduction de I’espace capsulaire est

également observeée (Figure 25J, K et L).

L’analyse histopathologique du myocarde et des parenchymes pulmonaire, hépatique
et rénal des animaux prétraités avec la spironolactone a montré que les récepteurs minéralo-

corticoides semblent étre impliqués dans la cytotoxicté induite par le venin de C. cerastes.
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Figure 25 : Evaluation de I’effet de la spironolactone sur les altérations tissulaires induites par le venin de Cerastes cerastes. Les panels (A, D,
G et J) montrent respectivement des controles des tissus cardiaque, pulmonaire, hépatique et rénal. Les panels (B, E, H et K) montrent les modifications histologiques au niveau des tissus
cardiaque, pulmonaire, hépatique et rénal aprés 24 h d'envenimation, Les panels (C, F, | et L) montrent les modifications histologiques au niveau des tissus cardiaque, pulmonaire, hépatique et
rénal aprés 24 h d'envenimation préalablement traités avec la spironolactone.VCL: Veine centrolobulaire, CCLV: Veine centrolobulaire congestionnée , CK: Cellule de Kupffer, N: noyaux,
NP: Noyaux pycnotiques, S : sinusoide, DS: dilatation sinusoidale, Al: Alvéole, Ci: cellules inflammatoires, O: Oedéme, Ecl: épaississement de cloison intra-alvéolaires, Fc: fibres cardiaques
et H: hémorragie, G : Glomérule, TP : tube proximal, Td : tube distale,Tdd : tube distale dilaté, Dc : débris cellulaires, Ec : espace capsulaire, LT : lésion tubulaire(Coloration H.E.

Grossissement x 400).
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3.2.2 Evaluation de Il’implication de la Cyclo-oxygénase 2 dans la cytotoxicite,

I’inflammation et le stress oxydatif induits par le venin de Cerastes cerastes

3.2.2.1 Evaluation de I’implication de la Cyclo-oxygénase 2 dans la cytotoxicité induite

par le venin de Cerastes cerastes

Les actions anti-inflammatoires des inhibiteurs non sélectifs de la COX sont dues a
I'inhibition de la COX-2, alors que les effets secondaires indésirables, tels que les dommages
causés au niveau de la muqueuse gastrique et intestinale et la toxicité rénale, sont dues a
I'inhibition de la COX-1 (Bertolini et al., 2001). Ces données expliquent le choix de
I’utilisation d'un inhibiteur sélectif la COX-2 tel que le celecoxib afin de prévenir la

cytotoxicité induite par le venin de Cerastes cerastes.

L’effet de COX 2 sur la cytotoxicité in vivo du venin de Cerastes cerastes a été
déterminé par le rapport du nombre de souris vivantes sur le nombre total de souris apres
administration du celecoxib (inhibteur de la COX-2) préalablement a I’injection d’une DL50

du venin de Cerastes cerastes.

Les résultats montrent une augmentation dans le pourcentage de viabilité des souris
envenimeées prétraitées avec le celecoxib (4 souris vivantes /4) comparé au lot de souris
envenimées n’ayant subi aucun traitement (2 souris vivantes/4) (Figure 26). Le celecoxib

semble ainsi prévenir la cytotoxicité induite in vivo par le venin de Cerastes cerastes.

Le traitement avec le celecoxib a montré un effet cytoprotecteur en réduisant
totalement le nombre de mortalité suite a une envenimation par Cerastes cerastes. L'inhibition
sélective de la COX-2 par le celecoxib conduit a un effet prothrombique (Crofford et al.,
2000; Mukherjee et al., 2001), alors que les molécules des venins de serpents induisent une

hémorragie suggérant un effet vasculoproteceur due a I’injection du celecoxib.

Les effets hémorragique et anticoagulant du venin de Cerastes cerastes semblent étre
inhibés par D’effet prothrombique du celecoxib expliquant ainsi la réduction du taux de
mortalité apreés traitement avec le celecoxib prealablement a I’injection d’une DL50 du venin

de Cerastes cerastes.

3.2.2.2 Evaluation de ’implication de la Cyclo-oxygénase 2 dans I’inflammation induite

par le venin de Cerastes cerastes

L’implication de la Cyclo-oxygénase 2 dans I’inflammation induite par le venin de

Cerastes cerastes a été évaluée par la mesure de 1’activité de la MPO et I’EPO dans les
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Figure 26 : Evaluation de I’effet de celecoxib sur la toxicité induite in vivo par le venin
de Cerastes cerastes. La cytotoxicité testée in vivo est évaluée par la mesure du pourcentage

de viabilité des souris aprés administration du celecoxib préalablement a l’injection d’une

DL50 de venin de Cerastes cerastes.
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sérums et les homogeénats des tissus apres prétraitement des souris envenimées avec le

celecoxib.

Une réduction significative des activités enzymatiques EPO et MPO est observée au
niveau des serums des souris envenimées prétraitées avec celecoxib comparées a celles du lot

de souris envenimées n’ayant subi aucun traitement (Figure 27).

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que I’inhibiteur sélectif de la COX-2
(celecoxib), semble reduire significativement [D’infiltration des neutrophiles et des
éosinophiles au niveau tissulaire en réponse au venin de C. cerastes. Au niveau hépatique, la

valeur de la MPO reste cependant proche de celle des animaux envenimés (Figure 28).

Suite a un prétraitement par le celecoxib, I’inhibition de I’infiltration des neutrophiles
et des éosinophiles induite par le venin de C. cerastes, semble étre due a 1’effet anti-
inflammatoire du celecoxib. Les inhibiteurs de la COX-2 présentent une activité anti-
inflammatoire précoce au début de la réponse inflammatoire aigue, coincidant avec
I'expression de la protéine COX-2 (Gilroy et al., 1998; Willoughby et al., 2000).

3.2.2.3 Evaluation de I’implication de la Cyclo-oxygénase 2 dans le stress oxydatif induit
par le venin de Cerastes cerastes

Le stress oxydant et [I’inflammation sont des processus étroitement liés.
L’inflammation pourrait étre la cause ou la conséquence du stress oxydatif (Pasquier, 1995).
L’¢évaluation de I’implication de la COX 2 dans le stress oxydant permet de déterminer si
I’inflammation est impliquée dans I’initiation du stress oxydant genéré par le venin de

Cerastes cerastes.

Une diminution significative du taux sérique du NO sans retour a 1’état normal est
observée aprés prétraitement des souris envenimées avec le celecoxib accompagnée par une

diminution significative et une normalisation du taux du MDA (Figure 29A et B).

Ces résultats montrent également une augmentation significative du taux sérique de
I’activité enzymatique de la catalase, apres administration du celecoxib préalablement a
I’injection d’une DL50 du venin de Cerastes cerastes. Le taux serique de GSH reste

cependant proche de la valeur observée chez les animaux envenimés (Figure 29C et D).

Le celecoxib semble prévenir I’induction d’un stress oxydatif au niveau du systéme cardio-
respiratoire. Les résultats montrent une diminution significative des taux du NO et du MDA et

une augmentation significative des taux du GSH et de I’activité enzymatique de la catalase
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Figure 27 : Evaluation au niveau sérique de I’effet du celecoxib sur P’activation des

polynucléaires neutrophiles et eosinophiles par le venin de Cerastes cerastes. L activation
des polynucléaires neutrophiles et eosinophiles est évaluée par la mesure des activités de [’éosinophile-
peroxydase EPO (A) et de la myéloperoxydase MPO (B), aprés administration du celecoxib préalablement a

Iinjection d’une DL50 de venin de Cerastes cerastes.

* P <0,05; Activité de I’EPO ou de la MPO du groupe de souris prétraitées, comparée a celle du groupe de
souris envenimées avec le venin de C. cerastes.

# P <0,05; Activite de I’EPO ou de la MPO du groupe de souris envenimées avec le venin de C. cerastes,

comparée a celle du groupe de souris témoins injectées avec NaCl 0,9%.
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Figure 28 : Evaluation au niveau tissulaire de I’effet du celecoxib sur I’inflammation

induite par le venin de Cerastes cerastes. L'inflammation systémique est évaluée par la mesure de
l'activité de I’EPO (A) et de la MPO (B), aprés administration du celecoxib préalablement a l'injection d’une

DL50 de venin de Cerastes cerastes.

* P <0,05; Activité de I'EPO ou de la MPO du groupe de souris prétraitées, comparée a celle du groupe de

souris envenimées avec le venin de C. cerastes.

# P <0,05; Activite de I’EPO ou de la MPO du groupe de souris envenimées avec le venin de C. cerastes,

comparée a celle du groupe de souris témoins injectées avec NaCl 0,9%.
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Figure 29 : Evaluation au niveau sérique de I’effet du celecoxib sur le stress oxydatif induit par le venin de Cerastes cerastes. Le stress
oxydatif est évalué par la mesure des taux des nitrites résiduels (4) et des taux de Malondialdhyde MDA (B), de [’activité de la catalase (C) et des taux de GSH (D), apres
administration du celecoxib préalablement d l'injection d’une DL50 de venin de Cerastes cerastes.

* P <0,05 ; Taux de NO, MDA, GSH ou activité de la catalase du groupe de souris prétraitées, comparé(e) a celui (celle) du groupe de souris envenimées avec le venin de C.
cerastes.

# P <0,05 ; Taux de NO, MDA, GSH ou activité de la catalase du groupe de souris envenimées avec le venin de C. cerastes, comparé(e) a celui (celle) du groupe de souris
témoins injectées avec NaCl 0,9%.
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au niveau du myocarde et au niveau pulmonaire, apres administration du celecoxib

préalablement a I’injection d’une DL50 du venin de Cerastes cerastes (Figure 30).

L’évaluation des paramétres pro- et antioxydants au niveau hépatique et rénal apres
prétraitement des animaux envenimeés avec le celecoxib, a monté que ce traitement semble
avoir peu d’effets sur les paramétres étudiés. Les résultats obtenus aprés utilisation du
celecoxib pourraient étre expliqué par la pharmacocinétigue du medicament qui peut

influencer sa concentration dans les tissus.

Les venins de Bothrops atrox, Bothrops jararaca et Bothrops asper sont capables
d'induire une expression protéique de la COX-2, sans modification dans I'expression de la
protéine COX-1 (Moreira et al., 2007; Moreira et al., 2009b). L’utilisation d’un inhibiteur
sélectif de la COX-2 semble étre nécessaire pour prévenir les effets toxiques dus aux venins
de serpents.

3.2.2.4 Evaluation de D’effet du celecoxib sur les altérations tissulaires induites par le

venin de Cerastes cerastes

L’¢tude histologique a été réalisée au niveau du myocarde et des parenchymes
pulmonaire, hépatique et rénal des souris envenimées ayant recu au préalable le celecoxib.
L’analyse des tissus a révélé I’effet protecteur du celecoxib sur les altérations tissulaires

induites par le venin de C. cerastes (Figure 31).

L’utilisation du celecoxib semble avoir inhibé I’cedéme et ’hémorragie induits par le
venin, en effet, le myocarde apparait sain sans aucune altération tissulaire. Une disparition du

noyau de certaines cellules est cependant observée (Figure 31A,B et C).

L’analyse du parenchyme pulmonaire a révélé des parois alvéolaires moins épaisses
comparée a celle du témoin envenimé (Figure 31E et F). Une réduction de 1’cedéme, de

I’hémorragique et de l'infiltration leucocytaire est cependant observée.

L’analyse du parenchyme hépatique a montré 1’effet hépato-protecteur partiel du
celecoxib contre les effets toxiques du venin de C. cerastes. Le parenchyme hépatique est
moins désorganisé avec des hépatocytes vacuolisés et une persistance de la dilatation de la
paroi sinusoidale ; la veine centro-lobulaire est cependant non congestionnée (Figure 31G,H
etl).

70



Résultats et discussion

2z 77 = E
=0 - =
% 30 = - . =
- # =14
=3
£ _ 20 1 -
£ 2 15 ~ =
s = et =
= 10 =
= =
= s 4 =
=
=] L9 - "
= Ceeur Poumons Foie Reins Coeeur FPouinons Foie Reins

= Temoin = Venin (DLS0O) = WVicelecoxib = Temoin = Venin (DL50) = Vrcelecoxib

B

0.9 - 0.8
= —
=Y 1] 2 0.7 -
= =
= . oo | "

0.6 - = -
= % 0.5 #
£ E Z = o]
= =
S os 4 # % o3 2 e
= - s = #
= — = 0.2 1 Hoom
=2
= . =01 |
‘E = # = 0.1
- (] o - L L

Coenr Poum ons Foie Reins Coeur Poumons Foie Reins
= Temoin EEvenin (DLSO) b WVcelecoxib = Temoin = Venin (DL50) = W+celecoxib

D

I
=4

Figure 30 : Evaluation au niveau tissulaire de I’effet du celecoxib sur le stress oxydatif induit par le venin de Cerastes cerastes. Le stress
oxydatif est évalué par mesure des taux des nitrites résiduels (A) et des taux de Malondialdhyde MDA (B), de [’activité de la catalase (C) et des taux de GSH (D), aprés

administration du celecoxib préalablement a ['injection d’'une DL50 de venin de Cerastes cerastes.
* P <0,05 ; Taux de NO, MDA, GSH ou activité de la catalase du groupe de souris prétraitées, comparé(e) a celui (celle) du groupe de souris envenimées avec le venin de C.

cerastes.
# P <0,05; Taux de NO, MDA, GSH ou activité de la catalase du groupe de souris envenimées avec le venin de C. cerastes, comparé(e) a celui (celle) du groupe de

souris témoins injectées avec NaCl 0,9%.
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Figure 31 : Evaluation de I’effet du celecoxib sur les altérations tissulaires induites par le venin de Cerastes cerastes. Les panels (A, D, G et J)
montrent respectivement des contrdles des tissus cardiaque, pulmonaire, hépatique et rénal. Les panels (B, E, H et K) montrent les modifications histologiques au niveau des tissus cardiaque,
pulmonaire, hépatique et rénal aprés 24 h d'envenimation, Les panels (C, F, I et L) montrent les modifications histologiques au niveau des tissus cardiaque, pulmonaire, hépatique et rénal
apres 24 h d'envenimation préalablement traités avec le celecoxib. VCL: Veine centrolobulaire, CCLV: Veine centrolobulaire congestionnée , CK: Cellule de Kupffer, N: noyaux, NP: Noyaux
pycnotiques, S : sinusoide, DS: dilatation sinusoidale, Al: Alvéole, Ci: cellules inflammatoires, O: Oedeme, Ecl: épaississement de cloison intra-alvéolaire, Fc: fibres cardiaques et H:
hémorragie, G : Glomérule, TP : tube proximal, Td : tube distale,Tdd : tube distale dilaté, Dc : débris cellulaires, Ec : espace capsulaire, LT : Iésion tubulaire.(Coloration H.E. Grossissement

X 400).

72



Résultats et discussion

Au niveau du parenchyme rénal, le celecoxib semble avoir une tres faible protection.
L’cedéme et la nécrose sont réduit mais la dilatation des tubules et I’hémorragie persistent

(Figure 31J), Ket L).

L’analyse des différents tissus apres prétraitement avec le celecoxib montre
I’implication de la COX 2 dans le recrutement des cellules immunitaires et les altérations

tissulaires induites par le venin de Cerastes cerastes.

3.2.3 Evaluation de I’implication de la NO synthase dans la cytotoxicité,

I’inflammation et le stress oxydatif induits par le venin de Cerastes cerastes

3.2.3.1 Evaluation de I’implication de la NO synthase dans la cytotoxicité induite par le

venin de Cerastes cerastes

L’implication de la NO synthase dans la cytotoxicité induite in vivo par le venin de
Cerastes cerastes a été déterminée par calcul du rapport du nombre de souris vivantes sur le
nombre total de souris aprés administration du L-NAME préalablement a I’injection d’une

DL50 du venin de Cerastes cerastes.

Les résultats montrent une augmentation du pourcentage de viabilite des souris
envenimées prétraitées avec le L-NAME avec un pourcentage de viabilité égal a 75% (3
souris vivantes /4) comparé a celui du lot de souris envenimées n’ayant subi aucun traitement

(2 souris vivantes /4), (Figure 32).

Le L-NAME semble prévenir I’effet toxique du venin. La neutralisation partielle du
taux de mortalités induites par le venin Cerastes cerastes, suite a un prétraitement avec le L-
NAME, pourrait étre expliquée par une diminution de la biodisponibilité de I'oxyde nitrique
conduisant a 1’augmentation de la pression sanguine et a des changements dans la réactivité

vasculaire (Kopincova et al., 2012).

3.2.3.2 Evaluation de I’implication de la NO synthase dans I’inflammation induite par le

venin de Cerastes cerastes

Les especes réactives de 1’oxygéne (ERO) peuvent étre libérées par les cellules
endothéliales tapissant les vaisseaux sanguins. Lorsque les cellules endothéliales sont
soumises a l'effet de concentrations non cytotoxiques de ERO, les PN adhérent plus
fortement ; ce phénomene peut donc étre a l'origine d'une pénétration accrue de leucocytes
dans les tissus (Sellak et al., 1994; Pasquier, 1995).
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Figure 32 : Evaluation de I’effet du L-NAME sur la toxicité induite in vivo par le venin

de Cerastes cerastes. La cytotoxicité testée in vivo est évaluée par la mesure du pourcentage de viabilité des

souris apres administration du L-NAME préalablement a I'injection d’une DL50 de venin de Cerastes cerastes.
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L’¢évaluation de I’implication de la NOs dans le recrutement des cellules immunitaires permet
de déterminer si le stress oxydant est impliqué dans la génération de I’inflammation due a

I’envenimation par le venin de Cerastes cerastes.

Une réduction significative des activités enzymatiques EPO et MPO est observée au
niveau des sérums des souris envenimeées prétraitées avec le L-NAME comparées a celles du

lot de souris envenimées n’ayant subi aucun traitement (Figure 33).

Les résultats obtenus dans cette étude indiquent aussi que le L-NAME, un inhibiteur
non sélectif de la NO synthase, réduit considérablement I’infiltration des neutrophiles et des
éosinophiles au niveau tissulaire en réponse au venin de C. cerastes (Figure 34). Il semble que
I’inhibition de la synthése du NO lors d’une envenimation est capable de prévenir 1’activation
et le recrutement des neutrophiles et des éosinophiles vers les organes cceur, poumons, foie et

reins.

L'augmentation des activités de 1’¢osinophile peroxydase et de la myéloperoxydase
pourrait étre expliquée par le chimiotactisme des polynucléaires éosinophiles et neutrophiles
vers le site inflammatoire suite a leur activation par les médiateurs inflammatoires. Le L-
NAME semble prévenir partiellement la libération des mediateurs inflammatoires impliqués

dans le recrutement des cellules immunitaires.

Le venin de Bothrops atrox induit I’augmentation des taux sériques de I'oxyde nitrique
et des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IFN-y (Barros et al., 1998). Les neutrophiles
joueraient un réle important dans la synthése des cytokines inflammatoires IL-1b et IL-6 et de
la cytokine anti-inflammatoire IL-10 en augmentant I'expression de ces molécules et la
libération d'oxyde nitrique par les cellules adjacentes (Escocard et al., 2006). La NO synthase

semble étre impliquée dans I’inflammation induite par les venins de serpent.

3.2.3.3 Evaluation de I’implication de la NO synthase dans le stress oxydatif induit par le

venin de Cerastes cerastes

Les résultats obtenus montrent une diminution significative des taux du NO et du
MDA au niveau sérique et tissulaire, apres administration du L-NAME préalablement a
I’injection d’'une DL50 du venin de Cerastes cerastes. Le L-NAME semble prévenir la

libération du NO et la formation du MDA au niveau tissulaire (Figures 35 et 36).
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Figure 33 : Evaluation au niveau sérique de I’effet du L-NAME sur D’activation des

polynucléaires neutrophiles et eosinophiles par le venin de Cerastes cerastes. L activation
des polynucléaires neutrophiles et eosinophiles est évaluée par la mesure des activités de 1’éosinophile-
peroxydase EPO (A) et de la myéloperoxydase MPO (B), aprés administration du L-NAME préalablement a

Iinjection d’une DL50 de venin de Cerastes cerastes.

* P <0,05; Activité de I'EPO ou de la MPO du groupe de souris prétraitées, comparée a celle du groupe de

souris envenimées avec le venin de C. cerastes.

# P <0,05; Activité de I’EPO ou de la MPO du groupe de souris envenimées avec le venin de C. cerastes,

comparée celle du groupe de souris témoins injectées avec NaCl 0,9%.
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Figure 34 : Evaluation au niveau tissulaire de I’effet du L-NAME sur I’inflammation

induite par le venin de Cerastes cerastes. L'inflammation systémique est évaluée par mesure de
Uactivité de I’EPO (A4) et de la MPO (B), apres administration du L-NAME préalablement a ['injection d’une

DL50 de venin de Cerastes cerastes.

* P <0,05; Activité de I’EPO ou de la MPO du groupe de souris prétraitées, comparée a celle du groupe de

souris envenimées avec le venin de C. cerastes.

# P <0,05; Activite de I’EPO ou de la MPO du groupe de souris envenimées avec le venin de C. cerastes,

comparée celle du groupe de souris témoins injectées avec NaCl 0,9%.
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Figure 35 : Evaluation au niveau sérique de I’effet du L-NAME sur le stress oxydatif

induit par le venin de Cerastes cerastes. Le stress oxydatif est évalué par la mesure des taux des
nitrites résiduels (A) et des taux de Malondialdhyde MDA (B), de I'activité de la catalase (C) et des taux de GSH

(D), aprés administration du L-NAME préalablement a [’injection d’une DL50 de venin de Cerastes cerastes.

* P <0,05; Taux de NO, MDA, GSH ou activité de la catalase du groupe de souris prétraitées, comparé(e) a

celui (celle) du groupe de souris envenimées avec le venin de C. cerastes.

# P <0,05 ; Taux de NO, MDA, GSH ou activité de la catalase du groupe de souris envenimées avec le venin de

C. cerastes, comparé(e) a celui (celle) du groupe de souris témoins injectées avec NaCl 0,9%.
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Figure 36 : Evaluation au niveau tissulaire de I’effet du L-NAME sur le stress oxydatif induit par le venin de Cerastes cerastes. Le stress
oxydatif est évalué par la mesure des taux des nitrites résiduels (4) et des taux de Malondialdhyde MDA (B), de [’activité de la catalase (C) et des taux de GSH (D), aprés

administration du L-NAME préalablement a ['injection d’une DL50 de venin de Cerastes cerastes.
* P <0,05 ; Taux de NO, MDA, GSH ou activité de la catalase du groupe de souris prétraitées, comparé(e) a celui (celle) du groupe de souris envenimées avec le venin de C.

cerastes.
# P <0,05; Taux de NO, MDA, GSH ou activité de la catalase du groupe de souris envenimées avec le venin de C. cerastes, comparé(e) a celui (celle) du groupe de souris

témoins injectées avec NaCl 0,9%.
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Le monooxyde d’azote (NO) est un gaz radicalaire inorganique synthétisé a partir de la
L-arginine via la NO synthase. Il peut former avec 1’anion superoxyde le peroxynitrite
(HOONO), un oxydant puissant et diffusible, capable d’endommager de nombreuses
molécules organiques. L'un des effets déléteres les plus importants de l'attaque des radicaux
libres est I'oxydation des acides gras insaturés, connue sous le nom de peroxydation lipidique
(Yalginkaya et al., 2013). L’utilisation du L-NAME semble prévenir le stress
oxydant/nitrosant et prévenir indirectement la peroxydation lipidique induite par le venin de

Cerastes cerastes.

Les résultats obtenus montrent également une augmentation significative des taux du
GSH et de l’activité de la catalase au niveau sérique et tissulaire, aprés administration du L-
NAME préalablement a I’injection d’'une DL50 du venin de Cerastes cerastes. Le L-NAME
semble induire un effet préventif antioxydant en empéchant la diminution de ’activité de la

catalase et du taux de GSH au niveau tissulaire.

Le maintien de I'homéostasie dans les cellules nécessite une interaction complexe
entre les pro-oxydants et les antioxydants. Le stress oxydatif survient a la suite d'un
déplacement de cet équilibre entre les pro-oxydants et les antioxydants vers la formation
excessive de radicaux libres (Agarwal et al., 2006). Le L-NAME semble prévenir le

déséquilibre de la balance pro-/ anti-oxydants engendré par le venin de Cerastes cerastes.

De nombreuses études ont rapporté I'importance du NO dans la régulation du systéme
circulatoire, non seulement il dilate les vaisseaux sanguins, il influence aussi la contractilité
myocardique (Moncada et al., 1989; Paulus, 1994). Il est aussi capable d'interagir avec un
certaines molécules, en particulier le superoxyde, en formant le peroxynitrite, qui, a son tour,
peut provoquer des effets bactéricides ou cytotoxiques (Robbins et Grisham, 1997). La
dérégulation du NO et l'augmentation du stress oxydant et nitrosant sont impliqués dans la
pathogenese de l'insuffisance cardiaque (Pacher et al., 2005; Takimoto et Kass, 2007).
L’utilisation du L-NAME a inhibé I’hypertrophie cardiaque et les défaillances cardiaques
dues a une stimulation adrénergique (Heymes et al., 1999; Umar et al., 2009).

3.2.3.4 Evaluation de I’effet du L-NAME sur les altérations tissulaires induites par le

venin de Cerastes cerastes

L’étude histologique a été réalisée au niveau du myocarde, des parenchymes
pulmonaire, hépatique et rénal des souris envenimées ayant recu au prealable le L-NAME en

prétraitement.
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Le myocarde, des souris ayant recu le L-NAME avant d’étre envenimées, révele une
organisation des fibres cardiaques identiques a celles des fibres des souris témoins (Figure
37A, Bet C).

Au niveau pulmonaire, il semble que les Iésions, l'infiltration leucocytaire ainsi que
I’épaississement des parois alvéolaires soient partiellement neutralisés par le prétraitement au
L-NAME. Une réduction de 1’oedéme et de I’hémorragique est également observée (Figure

37D, E et F).

L’utilisation du L-NAME a permis de prévenir la désorganisation du parenchyme
hépatique et la congestion de la veine centro-lobulaire induites par le venin de Cerastes
cerastes. Des hépatocytes vacuolisés et une dilatation sinusoidale sont cependant observés
(Figure 37G, Het I).

Le L-NAME semble étre aussi capable de prévenir les altérations tissulaires induites
par le venin de C. cerastes au niveau du cortex rénal. Une diminution de 1’cedéme, de

I’hémorragie, des zones nécrotiques ainsi que la dilatation tubulaire sont cependant observées

(Figure 37J, Ket L).

L’analyse histologique du myocarde et des parenchymes pulmonaire, hépatique et
rénal des animaux prétraités avec le L-NAME révele I’implication du monoxyde d’azote dans

les altérations tissulaires générées par le venin de C. cerastes.

3.2.4 Evaluation de D’effet de la vitamine C sur la cytotoxicité, I'inflammation et le

stress oxydatif induits par le venin de Cerastes cerastes

3.2.4.1 Evaluation de D’effet de la vitamine C sur la cytotoxicité induite par le venin de

Cerastes cerastes

La cytotoxicité du venin de Cerastes cerastes évaluée in vivo a été déterminée par le
rapport du nombre de souris vivantes sur le nombre total des souris apres administration de la

vitamine C préalablement a I’injection d’une DL50 du venin de C. cerastes.

Les résultats montrent une augmentation du pourcentage de viabilité des souris
envenimées prétraitées avec la vitamine C comparée a celle du lot de souris envenimées
n’ayant recu aucun traitement. La vitamine C semble prévenir partiellement la mortalité des
souris envenimées avec un pourcentage de viabilité équivalent a 75% (3 souris vivantes/4)
(Figure 38).
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Figure 37 : Evaluation de I’effet du L-NAME sur les altérations tissulaires induites par le venin de Cerastes cerastes. Les panels (A, D, G et J)
montrent respectivement des contrdles des tissus cardiaque, pulmonaire, hépatique et rénal. Les panels (B, E, H et K) montrent les modifications histologiques au niveau des tissus cardiaque,
pulmonaire, hépatique et rénal apres 24 h d'envenimation, Les panels (C, F, I et L) montrent les modifications histologiques au niveau des tissus cardiaque, pulmonaire, hépatique et rénal
aprés 24 h d'envenimation préalablement traités avec le L-NAME. VCL: Veine centrolobulaire, CCLV: Veine centrolobulaire congestionnée , CK: Cellule de Kupffer, N: noyaux, NP: Noyaux
pycnotiques, S : sinusoide, DS: dilatation sinusoidale, Al: Alvéole, Ci: cellules inflammatoires, O: Oedeme, Ecl: épaississement de cloison intra-alvéolaire, Fc: fibres cardiaques et H:
hémorragie, G : Glomérule, TP : tube proximal, Td : tube distale,Tdd : tube distale dilaté, Dc : débris cellulaires, Ec : espace capsulaire, LT : lésion tubulaire.(Coloration H.E. Grossissement x

400).
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Figure 38 : Evaluation de I’effet de la vitamine C sur la toxicité induite in vivo par le

venin de Cerastes cerastes. La cytotoxicité testée in vivo est évaluée par la mesure du pourcentage de

viabilité des souris apres administration de la vitamine C préalablement a I’injection d’'une DL50 du venin de

Cerastes cerastes.
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L’hydrophilie élevée de la vitamine C limite son application dans la diminution du taux des
espéces réactives d'oxygene in vivo et de I’activité de la PLA2 (Song et al., 2004; Nanda et
al., 2007). Une étude realisée sur les venins de Bothrops moojeni et de Bothrops alternatus a
montré une réduction significative de Il'activité protéolytique avec une faible inhibition de
I’activit¢ des PLA2 par la vitamine C (Oliveira et al., 2016). La haute hydrophilie de la
vitamine C semble étre responsable de son faible effet protecteur contre la cytotoxicité du

venin de C. cerastes.

3.2.4.2 Evaluation de I’effet de la vitamine C sur ’inflammation induite par le venin de

Cerastes cerastes

L’effet de la vitamine C sur I’inflammation induite par le venin de Cerastes cerastes a
été évalué par la mesure des activités de la myéloperoxydase et de 1’éosinoperoxydase dans

les sérums et dans les tissus.

Une réduction significative des activités de I’EPO et de la MPO est observée au niveau
des sérums des souris prétraitées avec la vitamine C et envenimées comparées a celles des
souris envenimées n’ayant subi aucun traitement, suggérant ainsi 1’effet inhibiteur de la
vitamine C sur ’activation des polynucléaires neutrophiles et des éosinophiles provoquée par

le venin de Cerastes cerastes (Figure 39).

Les résultats de cette étude montrent également que la vitamine C réduit
considérablement I’infiltration des neutrophiles et des éosinophiles dans les tissus des souris
envenimées avec le venin de Cerastes cerastes (Figure 40). La vitamine C semble ainsi
prévenir D’activation et le recrutement des neutrophiles et des éosinophiles vers les organes

cceur, poumons, foie et reins, en réponse au venin de C. cerastes.

L'envenimation avec les venins de serpents se caractérise par une forte réponse
inflammatoire déclenchant une rupture des vaisseaux sanguins, une production des cytokines,
une migration des leucocytes et une mort cellulaire. La létalité du venin est associée a des
facteurs inflammatoires induits par des enzymes tels que les protéases de type thrombine
(Barros et al., 1998). Les composés antioxydants seraient capables d'interagir avec les sites de
liaison des cofacteurs dans la structure des protéases et de les modifier; l'interaction avec les
sites de liaison des cofacteurs entrainerait une réduction de l'activité enzymatique (Patifio et
al., 2013; De Oliveira et al., 2014). La vitamine C semble inhiber la migration des leucocytes
et le déclenchement de la réponse inflammatoire par inhibition de I’activité des protéases du

venin de Cerastes cerastes.
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Figure 39 : Evaluation au niveau sérique de I’effet de la vitamine C sur I’activation des

polynucléaires neutrophiles et eosinophiles par le venin de Cerastes cerastes. L activation
des polynucléaires neutrophiles et eosinophiles est évaluée par mesure des activités de [’éosinophile-peroxydase
EPO (A) et de la myéloperoxydase MPO (B), aprés administration de la vitamine C préalablement a l’injection

d’une DL50 de venin de Cerastes cerastes.

* P <0,05; Taux de NO, MDA, GSH ou activité de la catalase du groupe de souris prétraitées, comparé(e) a

celui (celle) du groupe de souris envenimées avec le venin de C. cerastes.

# P <0,05 ; Taux de NO, MDA, GSH ou activité de la catalase du groupe de souris envenimées avec le venin de

C. cerastes, comparé(e) a celui (celle) du groupe de souris témoins injectées avec NaCl 0,9%.
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Figure 40 : Evaluation au niveau tissulaire de I’effet de la vitamine C sur I’inflammation

induite par le venin de Cerastes cerastes. L'inflammation systémique est évaluée par la mesure de

l'activité de I’EPO (A) et de la MPO (B), aprés administration de la vitamine c préalablement a l’injection d 'une

DL50 de venin de Cerastes cerastes.

* P <0,05 ; Activité de I’EPO ou MPO du groupe de souris prétraitées, comparée a celle du groupe de souris

envenimées avec le venin de C. cerastes.

#P <0,05 ; Activité de I'EPO ou MPO du groupe de souris envenimées avec le venin de C. cerastes, comparée a

celle du groupe de souris témoins injectées avec NaCl 0,9%.
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3.2.4.3 Evaluation de ’effet de la vitamine C sur le stress oxydatif induit par le venin de

Cerastes cerastes

L’administration de la vitamine C préalablement a 1’injection d’une DL50 de venin de
C. cerastes induit une diminution significative des taux du NO et du MDA au niveau sérique

et tissulaire (Figures 41 et 42).

Le prétraitement des animaux envenimés avec la vitamine C, induit une augmentation
significative de I’activité de la catalase, sauf au niveau rénal ou la valeur reste proche de celle
des animaux envenimés. Une augmentation significative des taux du GSH au niveau du
myocarde et des parenchymes pulmonaire et rénal a été également observée. Par ailleurs, une
Iégere augmentation du taux de GSH au niveau hépatique est observée chez les souris
envenimées et prétraitées avec la vitamine C, cette augmentation reste cependant non
significative comparée au taux de GSH des animaux envenimés. La vitamine C semble
induire un effet préventif en empéchant la génération du stress oxydatif par le venin de C.
cerastes.

L'activité antioxydante de la vitamine C est attribuée a I'ascorbate, qui est un donneur
d'un atome d'hydrogéne responsable de la réduction des autres composés. Il agit sur les
radicaux libres dans la phase aqueuse, mais n'est pas capable d'agir sur la peroxydation
lipidique dans les compartiments lipophiles (Ozkanlar et Akcay, 2012). En plus de l'action
directe sur les processus oxydatifs, les vitamines jouent également un réle important en tant
que cofacteurs enzymatiques, en contribuant a la régulation des processus physiologiques et
stimulant I'immunité (Oliveira et al., 2016).

Le mécanisme d'interaction entre les antioxydants et les protéases n'a pas encore été
clarifié, l'inhibition de I'activité protéolytique est probablement le résultat d'interactions
moléculaires entre les antioxydants et le site actif des protéases (Patifio et al., 2013; De
Oliveira et al., 2014). Le principal mécanisme d'inhibition exercé par I'acide glycolique sur les
protéases isolées du venin de Bothrops asper se produirait par I'abstraction des protons en
solution aqueuse et l'attaque nucléophile de I'acide déprotoné sur le groupe carbonyle présent
dans un acide aminé appartenant au site catalytique de I'enzyme et responsable de la
coordination du cofacteur (Traber et Stevens, 2011; Pereafiez et al., 2013; Oliveira et al.,
2016).
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Figure 41 : Evaluation au niveau sérique de I’effet de la vitamine C sur le stress oxydatif induit par le venin de Cerastes cerastes. Le stress
oxydatif est évalué par la mesure des taux des nitrites résiduels (A) et des taux de Malondialdhyde MDA (B), de [’activité de la catalase (C) et des taux de GSH (D), aprés
administration de la vitamine C préalablement a l’injection d 'une DL50 de venin de Cerastes cerastes.

* P <0,05 ; Taux de NO, MDA, GSH ou activité de la catalase du groupe de souris prétraitées, comparé(e) a celui (celle) du groupe de souris envenimées avec le venin de C.

cerastes.
# P <0,05; Taux de NO, MDA, GSH ou activité de la catalase du groupe de souris envenimées avec le venin de C. cerastes, comparé(e) a celui (celle) du groupe de souris

témoins injectées avec NaCl 0,9%.
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Figure 42 : Evaluation au niveau tissulaire de I’effet de la vitamine C sur le stress oxydatif induit par le venin de Cerastes cerastes. Le
stress oxydatif est évalué par la mesure des taux des nitrites résiduels (A) et des taux de Malondialdhyde MDA (B), de [’activité de la catalase (C) et des taux de GSH (D),

apreés administration de la vitamine C préalablement a l'injection d’'une DL50 de venin de Cerastes cerastes.
* P <0,05 ; Taux de NO, MDA, GSH ou activité de la catalase du groupe de souris prétraitées, comparé(e) a celui (celle) du groupe de souris envenimées avec le venin de C.

cerastes.
# P <0,05; Taux de NO, MDA, GSH ou activité de la catalase du groupe de souris envenimées avec le venin de C. cerastes, comparé(e) a celui (celle) du groupe de souris

témoins injectées avec NaCl 0,9%.
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Certains antioxydants endogenes liposolubles tels que les vitamines E et A inhibent fortement
la sSPLAZ2, alors que les anti-oxydants hydrosolubles ne présentent aucun effet (Jameel et al.,
2005). Un certain degré d’hydrophobicité serait alors essentiel pour qu'un anti-oxydant soluble
dans I'eau interagisse avec la PLA2 probablement avec la région hydrophobe de lI'enzyme
pour provoquer son inhibition (Mohamed et al., 2010). L'acide ascorbique semble inhiber
significativement l'activité de la phospholipase induite par les venins de B. jararacussu et B.

alternatus (Oliveira et al., 2016).

Ces informations nous amenent a suggérer que I’inhibition partielle du stress oxydatif

par la vitamine C est due a la polarité de cette molécule.

3.2.4.4 Evaluation de ’effet de la vitamine C sur les altérations tissulaires induites par le

venin de Cerastes cerastes

L’étude histologique a été réalisée au niveau du myocarde et des parenchymes
pulmonaire, hépatique et rénale des souris envenimées recevant préalablement un

prétraitement avec la vitamine C (Figure 43).

L’analyse du myocarde révele une réduction considérable des altérations induites par
le venin de C. cerastes, aprés utilisation de la vitamine C. Les fibres myocardiques présentent
une structure semblable a celles des souris témoins. Une disparition de I’cedéme interstitiel

ainsi que I’hémorragie est observée (Figure 43A, B et C).

Une diminution des altérations pulmonaires est observée aprés prétraitement par la
vitamine C. En effet, des structures pulmonaires quasi normales avec des épaississements trés
limités ont été observées, ainsi que I’absence d’cedéme, de zones hémorragiques et
d’infiltration leucocytaire chez les animaux ayant recu la vitamine C préalablement au venin
(Figure 43D, E et F).

Une réduction de la désorganisation du parenchyme hépatique est observée apres
prétraitement des souris avec la vitamine C comparée a la structure du parenchyme hépatique
aprés administration d’une DL50 du venin de C. cerastes. Les hépatocytes sont vacuolisés, ils
se disposent en files radiaires autour de la veine centro-lobulaire non congestionnée avec

persistance de la dilatation de la paroi sinusoidale (Figure 43G, Het I ).

L’administration de la vitamine C, préalablement a 1’envenimation, semble avoir un

effet protecteur contre les effets toxiques du venin de C. cerastes au niveau du cortex rénal.

90



Résultats et discussion

Figure 43 : Evaluation de I’effet de la vitamine C sur les altérations tissulaires induites par le venin de Cerastes cerastes. Les panels (A, D, G et
J) montrent respectivement des contréles des tissus cardiaque, pulmonaire, hépatique et rénal. Les panels (B, E, H et K) montrent les modifications histologiques au niveau des tissus cardiaque,
pulmonaire, hépatique et rénal) apres 24 h d'envenimation, Les panels (C, F, I et L) montrent les modifications histologiques au niveau des tissus cardiaque, pulmonaire, hépatique et rénal)
apres 24 h d'envenimation préalablement traités avec la vitamine C. VCL: Veine centrolobulaire, CCLV: Veine centrolobulaire congestionnée , CK: Cellule de Kupffer, N: noyaux, NP: Noyaux
pycnotiques, S : sinusoide, DS: dilatation sinusoidale, Al: Alvéole, Ci: cellules inflammatoires, O: Oedeme, Ecl: épaississement de cloison intra-alvéolaire, Fc: fibres cardiaques et H:
hémorragie, G : Glomérule, TP : tube proximal, Td : tube distale,Tdd : tube distale dilaté, Dc : débris cellulaires, Ec : espace capsulaire, LT : Iésion tubulaire(Coloration H.E. Grossissement x

400).
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En effet, des tubules moins dilatés, une disparition de I’cedéme et de 1’hémorragie et une

réduction des zones nécrotiques sont observés (Figure 43J, K et L).

L’analyse histopathologique du myocarde et des parenchymes pulmonaire, hépatique
et rénal des animaux prétraités avec la vitamine C révéle un effet protecteur des tissus contre

les effets toxiques du venin de C. cerastes due a I’apport exogéne d’un antioxydant.

3.3 Etude de la cytotoxicité de la fraction peptidique hautement toxique D3
3.3.1 Analyse spectrale UV-visible de la fraction D3

La fraction F3 est obtenue a la fin d’un profil chromatographique obtenu par filtration
moléculaire sur Sephadex G-75 du venin de Cerastes cerates (Chelghoum, 2009). Elle est
dépourvue de toutes activités enzymatiques (amidolytique, phospholipasique A2, 5°-
nucléotidase, ATPase, ADPase, pyrophophatase, phosphatase alcaline et phosdiestérase), elle

est cependant douée de faible activités caséinolytique et arginine-éstérase (Saoud, 2017).

La sous-fraction hautement cytotoxique D3 est issue du fractionnement de la F3 par
une chromatographie échangeuse d’anions. L’analyse par spectroscopie UV-visible a montré
que la fraction D3 absorbe a trois longueurs d’onde différentes (274, 266 et 218 nm) avec une
forte absorption a 218 nm (DO = 1,923) (Figure 44). Cette fraction D3 semble étre formée de
polypeptides de faible masse moléculaire.

3.3.2 Evaluation in vivo de la cytotoxicité de la fraction peptidique D3
3.3.2.1 Infiltration des cellules inflammatoires induite par la fraction peptidique D3

Les résultats de I’évaluation de la réponse inflammatoire induite par la fraction
peptidique D3 issue du venin de C. cerastes ont montré une augmentation significative de
I’activit¢ de I’EPO dans le sérum et dans le tissu hépatique comparée a celle des souris
envenimés avec le venin de C. cerastes. Une légére augmentation de 1’activité de ’EPO a été
également observée au niveau du tissu cardiaque comparée a celle des souris témoins injectés
avec NaCl 0,9%. Aucune modification significative des activités de I’EPO n’est cependant
observée dans les tissus pulmonaires et rénaux (Figure 45A, C et E). Une augmentation
significative de I’activité de la MPO a été observée dans le sérum et dans tous les tissus
comparée a celle des souris témoins injectés avec NaCl 0,9%. L’infiltration des
polynucléaires au niveau des tissus pulmonaires, hépatiques et renaux semble étre plus intense
en réponse a la fraction peptidique D3 qu’au venin total. Les valeurs sérique et cardiaque de la

MPO sont cependant proches de celles des animaux envenimés (Figure 45B, D et F).
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Figure 44 : Analyse spectrale de la fraction D3. Spectre d’absorption UV-visible de la fraction D3

(A) et le zoom de ce spectre entre 210 et 290 nm (B).
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Figure 45: Réponse inflammatoire induite par la fraction D3. L'inflammation systémique est
évaluée par la mesure de l'activité de I’EPO et de la MPO dans les sérums (A et B), dans le myocarde et le
parenchyme pulmonaire (C et D) et dans les tissus hépatique et rénal (E et F) aprés 3h d’administration du

venin ou des fractions F3 et D3. Les valeurs représentent la moyenne + SEM.

*P <0,05; Activité de I’EPO ou MPO du groupe de souris envenimées avec le venin de C. cerastes ou les

fractions F3 et D3, comparée a celle du groupe de souris témoins injectées avec NaCl 0,9%.

# P <0,05; Activité de I’EPO ou MPO du groupe de souris traitées avec les fractions F3 et D3, comparée a

celle du groupe de souris envenimées avec le venin de C. cerastes.
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L’effet cytotoxique de la fraction peptidique D3 semble étre associé¢ a une réponse
inflammatoire systémique et a un recrutement des polynucléaires neutrophiles. La fraction D3
est douée de fortes des activités oedématique et myotoxique non associée a I’hémorragie

(Chelghoum, 2009).
3.3.2.2 Déséquilibre redox induit par la fraction peptidique D3

Une augmentation significative des taux des pro-oxydants (NO et MDA) et une
diminution des taux des anti- oxydants sont observées a 3 h aprés I’administration de la
fraction peptidiqgue D3 comparé a ceux des animaux témoins (NaCl 0,9%) et a ceux des
envenimés (venin : 1 DL50) (figure 46 et 47). La fraction D3, administrée a tres faible dose,
est capable d’induire un stress oxydant au niveau de tous les organes apres 3 h. La cinétique
du stress oxydant, observée suite a 1’administration d’une dose létale du venin, a montré un
déséquilibre redox apres 3 h seulement au niveau des tissus pulmonaire et cardiaque et apres
24 h au niveau des tissus hépatique et rénal. La fraction D3 semble étre douée d’un pouvoir
oxydant plus important que celui observé avec le venin total. Cette activité semble étre due a
une bio-distribution rapide des fractions de faible masse moléculaire comparée a celle des

fractions de masse moléculaire plus élevée (Bjarnason et Fox, 1994).
3.4 Evaluation in vitro de la cytotoxicité induite par le venin de Cerastes cerastes
3.4.1 Effet du venin de Cerastes cerastes sur le foie isolé

Afin de confirmer les résultats obtenus dans 1’étude de la cytotoxicité du venin de C.
cerastes réalisée in vivo, l'intégrité de la membrane et les dommages tissulaires ainsi que le
stress oxydatif ont été évalués dans les surnageants et les homogénats tissulaires d’un foie

isolé apres traitement avec le venin de C. cerastes.

Aprés incubation et perfusion du foie avec le venin (20 pg/ml), une augmentation
significative de l'activité de la LDH est observée dans le surnageant de culture, elle est
accompagnée d'une diminution significative de la LDH dans I'homogénat tissulaire, suggérant
ainsi une libération du contenu cellulaire causée suite aux altérations tissulaires (Figure 48A).
Les résultats obtenus apres incubation du foie isolé pendant 3 h avec le venin ont révélé que
ce dernier présente les mémes effets observés dans I'étude in vivo aprés 24 h. Ces résultats ont

montré une augmentation significative des biomarqueurs pro-oxydants (MDA et nitrites) et
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Figure 46 : Evaluation des biomarqueurs pro-oxydants aprés administration de la

fraction D3. Le stress oxydatif est évalué par la mesure des taux de nitrites résiduels et de la peroxydation
lipidique (MDA) dans les sérums (A et B), dans le myocarde et le parenchyme pulmonaire (C et D) et dans les
tissus hépatique et rénal (E et F) aprés 3h d’administration du venin ou des fractions F3 et D3. Les valeurs
représentent la moyenne + SEM.

*P <0,05 ; Taux de NO et MDA du groupe de souris envenimées avec le venin de C. cerastes ou les fractions F3

et D3, comparée a ceux du groupe de souris témoins injectées avec NaCl 0,9%.

# P <0,05 ; Taux de NO et MDA du groupe de souris traitées avec les fractions F3 et D3, comparée a ceux du

groupe de souris envenimées avec le venin de C. cerastes.
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Figure 47 : Evaluation des biomarqueurs antioxydants apres administration de la

fraction D3. Le stress oxydatif est évalué par la mesure de I’activité de la catalase et du taux de GSH dans les

sérums (A et B), dans le myocarde et le parenchyme pulmonaire (C et D) et dans les tissus hépatique et rénal (E

et F) aprés 3h d’administration du venin ou des fractions F3 et D3. Les valeurs représentent la moyenne = SEM.

*P <0,05 ; Taux de GSH ou activité de la catalase du groupe de souris envenimées avec le venin de C. cerastes

ou les fractions F3 et D3, comparé(e) a celui (celle) du groupe de souris témoins injectées avec NaCl 0,9%.

# P <0,05; Taux de GSH ou activité de la catalase du groupe de souris traitées avec les fractions F3 et D3,

comparé(e) a celui (celle) du groupe de souris envenimées avec le venin de C. cerastes.
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Figure 48 : Effets du venin de Cerastes cerastes sur le foie isolé. L effet cytotoxique du venin est
évalué par mesure de [’activité de la LDH (A). Le stress oxydatif est évalué par la mesure des taux des nitrites
reésiduels (B), du taux de MDA (C), de I’activité de la catalase (D) et des taux du GSH (E) dans le surnageant et
[’homogénat du foie isolé aprés 24 h d’incubation avec le venin. Les valeurs représentent la moyenne + SEM. *

P <0,05.
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une diminution de l'activité de la catalase et du taux de GSH dans le surnageant et

I'nomogénat du foie isolé (Figure 48B-E).

La cinétique de la réponse inflammatoire et du stress oxydatif semble étre liée a la

cinétique de la biodistribution du venin dans les différents organes.

L'injection du venin d’Echis pyramidum a provoqué une hépatotoxicité en phase aigué
chez les souris avec des lésions hépatiques accompagnées d'une diminution significative des
activités des enzymes antioxydantes, d’un appauvrissement des thiols totaux (T-SH) et d’une
l'augmentation du TBARS (substances réactives a l'acide thiobarbiturique) dans le foie,

montrant ainsi le réle des ERO dans les lésions hépatiques (Al Asmari et al., 2015).

Le venin brut de Naje haje (0,025 pg/kg de poids corporel) a induit une peroxydation
lipidique et une production d'oxyde nitrique dans le serum et le foie avec une réduction
concomitante du glutathion, de la catalase, de la glutathion réductase et des activités de la
glutation-S transférase. Ces résultats ont été associés a une induction de I'apoptose au niveau
du foie (Al-Quraishy et al., 2014).

L’hépatotoxicité induite par le venin de Cerastes cerastes semble étre médiée par les
enzymes contenues dans ce venin, par activation de la réponse inflammatoire et par un

déséquilibre de la balance oxydative.
3.4.2 Effet cytotoxique du venin de Cerastes cerastes sur des PBMC humaines

L'effet cytotoxique du venin de C. cerastes sur les cellules immunitaires humaines est
analyse par I'évaluation de la viabilité cellulaire, la libération de la LDH et I'induction du
stress oxydatif. L'incubation des PBMC avec le venin de C. cerastes pendant 24 h, entraine
une diminution significative de la viabilité cellulaire avec une IC50 de 21 ug de venin/ml/10°
de cellules (Figure 49A). Les résultats obtenus ont montré que 1’effet cytotoxique du venin de
C. cerastes sur les PBMC est dose-dépendant. Cet effet est faible par rapport a celui de la
molécule de référence la Cisplatine (Incel, Darrow®) dont I’IC50 est de 14,6 pg/ml sur les
PBMC (Costa et al., 2015).

Une augmentation significative de I'activité de la LDH est observée au niveau des
surnageants des PBMC cultivées pendant 24 h a faibles doses de venin (1 pg/ml/10° cellules).
Aucune modification significative de 1'état redox dans les PBMC cultivées n’est observée

apres 24 heures de traitement avec la méme dose du venin (Figure 49B-F).
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Figure 49 : Effets du venin de Cerastes cerastes sur les PBMC. L effet cytotoxique du venin sur
les PBMC a été évalué par le test exclusion au bleu de Trypan, aprés 24 h d’incubation (A) et la mesure de
lactivité de la LDH (B), le stress oxydatif a été évalué par la mesure des taux des nitrites résiduels (C), le taux
du MDA (D), Iactivité de la catalase (E) et le taux du GSH (F) dans le surnageant de culture des PBMC aprés

24 h d’incubation avec le venin. Les valeurs représentent la moyenne + SEM. * P <0,05.
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Le venin a faibles doses semble étre incapable d'induire un stress oxydatif, suggérant ainsi un
effet direct des composants du venin. Ces derniers semblent affecter l'intégrité de la
membrane et provoquer un relargage du contenu cellulaire des PBMC.

Une augmentation significative de l'activité de la LDH et un déséquilibre des
marqueurs pro et antioxydants sont cependant observés apres incubation des PBMC avec une
forte dose du venin (20 pug/ml/10°® cellules). Il semblerait qu’en plus des effets directs des
molécules du venin, les résultats obtenus révélent, un effet indirect a fortes doses, caractérisé

par l'induction d’un stress oxydatif.

D'autres études ont rapporté que les venins de serpents ou leurs composants purifiés
tels que la PLA: et les L-amino oxydases n'ont aucun effet toxique sur les neutrophiles ou les
PBMC humaines incubées avec le venin pendant moins de 12 h. Ces venins et leurs
composants peuvent cependant stimuler ces cellules immunitaires et permettre la libération
des médiateurs pro-inflammatoires (Nunes et al., 2011; da Silva Setubal et al., 2013; Pontes et
al., 2014). La cytotoxicité in vitro des venins de serpents semble étre dose- et temps-

dépendante.

3.4.3 Effet cytotoxique du venin de C. cerastes sur des hépatocytes murins isolés

L'intégrité de la membrane, les dommages cellulaires (activité de la LDH) et le stress
oxydatif ont été évalués dans le surnageant de culture des hépatocytes apres traitement avec le

venin de C. cerastes.

Aucune modification significative de l'activité de la LDH et de 1'état redox n’a été
observée dans le surnageant de culture des hépatocytes isolés ; a faible dose de venin de C.
cerastes (1 pg/ml/10° cellules). Une augmentation significative de l'activité de la LDH est
cependant observée avec un déséquilibre des marqueurs pro- et antioxydants apres incubation
des hépatocytes avec une forte dose du venin (20 pg/ml/10° cellules) (Figure 50). Il semble
que les faibles doses de venin n'ont aucun effet sur les hépatocytes ni sur l'intégrité de la

membrane ni sur I'équilibre redox.

Les dommages hépatocellulaires se produisent lorsque la membrane des hépatocytes
perd son intégrité et libére le contenu cellulaire. Les sinusoides hépatiques n'ont pas de

membrane basale et I'endothélium présente une grande porosité (Silva et al., 2011).
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Figure 50 : Effets du venin de Cerastes cerastes sur les hépatocytes murins. Leffet
cytotoxique du venin sur les hépatocytes est évalué par la mesure de I’activité de la LDH (A4). Le stress oxydatif
est évalué par la mesure des taux des nitrites résiduels (B), le taux du MDA (C), [’activité de la catalase (D) et le
taux du GSH (E) dans le surnageant de culture des hépatocytes aprés 24 h d’incubation avec le venin. Les

valeurs représentent la moyenne £ SEM. * P <0,05.
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Ces particularités anatomiques du foie sont probablement les causes de 1’¢lévation du taux de
la LDH dans le surnageant de culture des hépatocytes aprés traitement avec le venin de C.

cerastes, indiquant ainsi une lésion tissulaire directe provoquée par le venin.

La peroxydation lipidique induite par le venin d’Echis pyramidumau niveau du
parenchyme hépatique pourrait étre attribuée a une disponibilité accrue d'acides gras qui se
sont mobilisés apres dégradation des phospholipides en présence de PLA2. Une corrélation
directe a été observée entre le degré de peroxydation lipidique et I'hydrolyse des
phospholipides mediés par le PLA2 (Sevanian et al., 1988). L'exposition in vitro des cellules
endothéliales au venin de serpent a permis de générer des ERO intracellulaires conduisant a
une apoptose. Cette apoptose a été accélérée par la buthionine sulfoximine (inhibiteur de la
Gamma-glutamylcysteine synthétase) et le diéthyldithiocarbamate (inhibiteur de Cu, Zn-
superoxyde dismutase). Ces données indiquent que les taux intracellulaire du glutathion et du
superoxyde jouent un role essentiel dans la cytotoxicité des venins de serpents (Suzuki et al.,
1997). Le traitement par des antioxydants pourrait atténuer les dommages cellulaires induits
par les venins de serpents par l'inhibition de la cascade oxydante et I'amélioration de la

stabilisation de la membrane (Mukherjee et Maity, 1997; Alam et Gomes, 1998).

L'exposition des membranes cellulaires a la phospholipase de venin de N. haje
diminue significativement les activités de Na*/K*ATPase, modifiant ainsi les gradients
ioniques, désorganisant la bicouche lipidique membranaire et finissant éventuellement par la
mort cellulaire (Chethankumar et Srinivas, 2008). Le venin de N. haje induit I'apoptose des
hépatocytes par une transcription élevée du gene de la caspase-3 (Al-Quraishy et al., 2014).
Ces résultats suggerent que le venin de serpent peut augmenter I'expression de certains genes

pro-apoptotiques conduisant ainsi a une apoptose cellulaire.
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L’inflammation et le stress oxydatif jouent un role central dans la pathophysiologie de
I'envenimation par morsures de serpents. Dans cette étude, la réponse inflammatoire est
caractérisée par une augmentation significative des activités de I’EPO et de la MPO dans les
sérums et les tissus, suggérant un recrutement des polynucléaires neutrophiles et eosonophiles
en reponse au venin de Cerastes cerastes. La génération des médiateurs pro-inflammatoires
tels que I’IL-8, I’IL-1p et IL-6 ainsi que la libération de PGE2 et des NETs (Neutrophil
Extracellular Traps); peuvent étre dues aux composants du venin (PLA: et L-aminooxidases).
Ces molécules sont responsables de la libération des médiateurs inflammatoires et du
recrutement des cellules immunitaires dans les tissus, déclenchant ainsi une réponse
inflammatoire locale et systémique (Teixeira et al., 2003; Nunes et al., 2011; da Silva Setubal
et al., 2013; Cheérifi et al., 2014; Pontes et al., 2014).

La présente étude montre que le venin de C. cerastes induit un stress oxydatif au
niveau des organes (cceur, poumons, foie et rein), suggérant que les neutrophiles et les
éosinophiles représentent une source d'espéces réactives d'oxygene (ERO) et d'especes
réactives de I'azote (ERA). Ces derniers jouent un réle central dans les lésions cellulaires et la
nécrose a travers plusieurs mécanismes complexes, y compris la dénaturation des protéines,

les dommages de I'ADN et la peroxydation des lipides membranaires (Bekheet et al., 2013).

Les résultats de cette étude concordent avec ceux d’autres études, qui ont montré
I’implication du NO dans l'envenimation causée par le venin de serpent Bothrops atrox
(Barros et al., 1998; Moreira et al., 2012; Zengin et al., 2013). Le NO est aussi impliqué dans
la peroxydation lipidique au niveau du foie, du poumon et du cceur des souris apreés 3 h
d'injection du venin de serpent Echis pyramidum (Al Asmari et al., 2015). Il est aussi
impliqué dans les perturbations dues aux stress oxydants/nitrosants et de 1’ apoptose au niveau

du foie, du ceeur et des reins des rats traités avec le venin Naja haje (Moneim et al., 2015).

Les produits oxydants ont la capacité de diminuer ou d'inactiver les médiateurs
antioxydants qui sont liés a la chronicité de la réponse inflammatoire dans les poumons ou
dans d'autres organes (Fitzpatrick et al., 2011; Nadeem et al., 2014a; Nadeem et al., 2014b;
Nadeem et al., 2014). Les traitements a 1’aide d’antioxydants semblent réduire les effets
cytotoxiques de la CR-LAAO du venin de Calloselasma rhodostoma, suggérant ainsi
I'implication du peroxyde d'hydrogéne dans mécanismes de toxicité des venins de serpents
(Costa et al., 2015).
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Les effets cytotoxiques du venin de C. cerastes semblent se produire assez tot (3 h)
dans le poumon et le cceur et plus tardifs au niveau du foie et des reins (24 h). La cinétique de
la réponse inflammatoire et du stress oxydatif pourrait étre liée a la cinétique de la
biodistribution du venin dans les différents organes. Cette hypothese est soutenue par les
résultats obtenus sur le foie isolé perfusé avec du venin et les résultats de la cytotoxicité
induite in vivo par la fraction peptidique D3 de faible poids moléculaire ou I’activité oxydante
a été observée aprés 3 h. La pharmacocinétique des venins de Viperidae est complexe. Aprés
une phase initiale d'absorption rapide, il s’en suit une phase d’absorption lente qui persiste
pendant 72 h aprés I'envenimation (Audebert et al., 1994). Cette complexité de la
pharmacocinétique semble étre due a la présence des protéines de faible masse moléculaire
(PLAZ2 et autres peptides) et de la fraction de masse moléculaire élevée de 20 a 100 kDa
(métalloprotéinases et serine protéinases). Ces derniéres présentent un volume de distribution
plus faible et une demi-vie d'élimination plus élevée que celle des fractions de faible masse
moléculaire (Bjarnason et Fox, 1994). La cytotoxicité du venin de C. cerastes semble étre liée
a la complexité des composants de venins de serpents.

Les effets in vitro du venin de serpent Cerastes cerastes sur les PBMC, les
hépatocytes et le foie isolé, concordent avec les effets toxiques observés au niveau du sang
périphérique et du foie apres envenimation expérimentale. Lors d'une envenimation, I'effet de
la phospholipase sur les phospholipides membranaires pourrait étre parmi les facteurs
responsables de la rupture des membranes cellulaires hépatiques et des dommages cellulaires

(Mukherjee et Maity, 1998) et a I’origine des effets toxiques observés dans la présente étude.

La cytotoxicité du venin de C. cerastes évaluée in vitro sur les PBMC, les hépatocytes
et le foie isolé est accompagnée d'une augmentation significative des taux de NO et de MDA
et d'une diminution significative des taux de GSH et de I'activité de la catalase. 1l semble que
le stress oxydant est généré au niveau des PBMC et des hépatocytes isolés et cultivés avec le
venin de C. cerastes. Le stress oxydatif induit par le venin de C. cerastes semble avoir
plusieurs origines soit les cellules immunitaires (inflammatoire), soit les cellules non
inflammatoires (mitochondriale). L'augmentation de la production d'oxydants n'est pas
nécessairement associée a un dommage oxydatif, mais dans le cas de I'envenimation,
l'augmentation des biomarqueurs pro-oxydants est souvent liée aux altérations tissulaires, ce
qui est confirmé par une augmentation de I'activité de la LDH observée dans les surnageants
de culture des PBMC et des hépatocytes isolées incubées avec le venin de C. cerastes. La

dégradation des lipides membranaires en raison de l'activité enzymatique des enzymes PLA2
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pourrait conduire a la libération des contenus intracellulaires provoquant un stress oxydatif
(Fernandes et al., 2014).

L'exposition directe du venin de viperidae au sang humain a considérablement
augmenté les marqueurs de stress, les enzymes cytoplasmiques, lysosomales et
extracellulaires dégradant la matrice ainsi que les médiateurs pro-inflammatoires indiquant un

état de stress oxydatif et une inflammation aigue (Santhosh et al., 2013).

Les ERO interviennent dans la régulation de 1’apoptose, en effet, le NO joue le role de
régulateur bi-fonctionnel de I’apoptose, les concentrations physiologiques de NO inhibent les
voies apoptotiques, cependant le NO a des concentrations élevées inhibe les mécanismes
protecteurs et déclenche des processus pro-apoptotiques (Nicotera et al., 1998; Jo et al.,
2000). Les modifications de la transduction du signal cellulaire par les ERO transmettront des
informations pour stimuler un dysfonctionnement de la croissance, de la différenciation et de
la mort cellulaire (Lee et Lee, 2006). Il semble que les ERO, produites par le venin de C.
cerastes (a fortes doses), pourraient participer également a la mort cellulaire. De nombreuses
études ont rapporté que les venins de serpents possédent une activité antitumorale potentielle
et peuvent induire une apoptose des cellules normales et tumorales (Sarray et al., 2007; Zhang
et Wei, 2007; Zhang et Wu, 2008; Bazaa et al., 2009; Gebrim et al., 2009; Rodrigues et al.,
2009; Wang et al., 2009).

Dans cette étude, la spironolactone (antagoniste de récepteurs minéralocorticoides) et
le L-NAME (inhibiteur non sélectif des NOS) ont pu améliorer les effets toxiques du venin de
Cerastes cerastes observes au niveau des tissus pulmonaire, cardiaque, hépatique et rénale
suggérant ainsi I’implication des récepteurs minéralocorticoides et de la NOS dans
I’envenimation induite par le venin de C. cerastes. Des troubles cardiovasculaires ont été
observés lors des envenimations ophidiennes (Gutiérrez et al., 2017). Le NO est impliqué
dans la régulation du systéme circulatoire, il permet la dilatation des vaisseaux sanguins et
influence la contractilitt myocardique (Paulus, 1994). Le systéme rénine-angiotensine est
également un facteur important dans la régulation de la circulation. L’utilisation du L-NAME
(inhibiteur non sélectif des NOS) et de la spironolactone (antagoniste du recepteur des
minéralocorticoides, approuveé par 1’agence américaine des produits alimentaires et
médicamenteux pour é&tre utiliser comme inhibiteur du systeme rénine-angiotensine-

aldostérone) semble étre efficace pour réduire les effets du venin sur le systeme circulatoire.
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Les effets inflammatoires induits par les venins semblent étre le résultat de la
libération des eicosanoides tels que les prostaglandines (PG), le thromboxane et les
leucotriénes (Farsky et al., 1997; Zamuner et Teixeira, 2002; Moreira et al., 2007; Moreira et
al.,, 2009a). Ces mediateurs sont impliqués dans le développement d'événements
inflammatoires tels que la douleur, I'eedéme, la chimiotaxie et l'activation des leucocytes au
niveau du site inflammatoire (Chaves et al., 1995; Zamuner et Teixeira, 2002; Olivo et al.,
2007; Teixeira et al., 2009). Dans les cas pathologiques, la formation de PGE2 est liée
principalement a la COX-2 quel que soit le type de cellule ou les différents stimuli
pathologiques (Matsumoto et al., 1997). La COX-1 constitutive est principalement recrutée
dans la biosynthese immédiate des prostanoides, qui se produit quelques minutes apres les
stimuli, la COX-2 inductible quant a elle est nécessaire a la biosynthese retardée des
prostanoides, qui dure plusieurs heures aprées divers stimuli (James et al., 2001; Naraba et al.,
1998). La COX-2 semble étre impliquée dans la production de PG et la production de TXA2
induisant un stress oxydant suite a I'injection du venin de Cerastes cerastes.

Les vitamines sont les principaux antioxydants obtenus par I'alimentation, elles sont
impliquées dans les métabolismes énergétique et lipidique, la biosynthése des acides aminés
et des hormones. Elle est impliquée également dans le contrdle vasomotrice et le transport des
ions métalliques et du glucose. Il semble que la maturation des cellules sanguines , la
réparation des dommages de d'ADN, la formation des eicosanoides et la stimulation du
systéeme immunitaire nécessite aussi la vitamine C (You et al., 2009; Traber et Stevens, 2011;
Du et al.,, 2011; Coquille et al., 2012). Les réactions inflammatoires chroniques dues a
I'activité des PLA: des venins de serpents générent en continu des intermédiaires lipidiques a
radicaux libres pro-inflammatoires et d'autres radicaux libres tels que les radicaux hydroxyle
et superoxyde. L'acide ascorbique, un antioxydant puissant peut jouer le réle d’une molécule
anti-inflammatoire en inhibant l'activité de SPLA2 et par conséquent réduire les effets
toxiques des venins de serpents engendrés par I’activité des sPLA2. Cependant, la synthese
d’un dérivé de l'acide L-ascorbique semble étre nécessaire pour inhiber I'activité de PLA>, en
augmentant son hydrophobicité sans toutefois altérer ses propriétés antioxydantes (Mohamed
et al., 2010).
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Conclusion

Les résultats obtenus dans cette étude, indiquent que la persistance de I'inflammation
associee au stress oxydatif peut jouer un rdle dans la pathophysiologie induite lors de
I'envenimation ophidienne, qui entraine des défaillances au niveau des organes vitaux (coeur,
poumons, foie et rein). L'augmentation des taux des pro-oxydants au niveau des différents
organes est capable d’induire une diminution systémique des antioxydants. La cinétique de la
réponse inflammatoire est celle du stress oxydant est complexe et ce a I’'image de la
complexité de la composition des venins de serpents. La fraction peptidique D3 douée
d’activité cytotoxique semble étre impliquée dans 1’induction de la réponse inflammatoire et
du stress oxydant observés avec le venin de Cerastes cerastes mais avec des cinétiques plus
rapides, indiquant une biodistribution rapide des molécules de faible masse moléculaire.
L’inflammation et le stress oxydant sont deux phénoménes étroitement liés, lors de
I’envenimation par le venin de C. cerastes. Les récepteurs minéralocorticoides semblent
également étre impliqués dans la cytotoxicité induite par le venin de Cerastes cerastes. Cette
phase aigué d’inflammation et du stress oxydatif souligne I'importance de la combinaison de
plusieurs thérapies anti inflammatoires, anti-oxydantes ainsi que celle des inhibiteurs des

récepteurs minéralocorticoides pour une meilleure prise en charge des victimes envenimées.
En perceptives et en continuité de ce travail il est intéressant de :

[ Purifier et de caractériser, sur le plan biochimique et pharmacologique, la fraction
hautement cytotoxique du venin de Cerastes cerastes

(1 Analyser I’effet cytotoxique du venin (ou de ses composants) sur des lignées cellulaires

(1 Etudier I’effet thérapeutique du venin et de ses constituants peptidiques sur des modéles
pathologiques.

(1 Etudier la relation entre la sévérité de I’envenimation et le taux endogene des vitamines.

[0 Approfondir 1’étude de [D’implication des récepteurs minéralocorticoides dans

I’envenimation.
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Annexe : Tableau qui résume les structures des inhibiteurs (https://www.sigmaaldrich.com)

Nom de I’inhibiteur | Formule chimique Formule développée Masse
moléculaire

Vitamine C (acide CeHsOs HO, OH | 176,12
ascorbique) Hy /—

HO o 'e)

HO

L-NAME = C7H15Ns04 .HCI NHF; 0 269.69
No-Nitro-L-arginine , y .
methyl ester M‘“ OCH, HCl
hydrochloride NH;
Celecoxib C17H14F3N3z02S 381.37

HaC
Spironolactone C24H3204 S 416,57




