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Résumé

L’envenimation par le venin de scorpion représente un probléme de santé publique
commun entre plusieurs pays. En Algérie, I’espéce Androctonus australis hector (Aah) est la
plus dangereuse, elle est responsable de la majorité des accidents causés dans I’envenimation
scorpionique.

La connaissance des mécanismes induits lors de cet accident souvent mortel, pourrait
aider a mieux prendre en charge les victimes dans les cas severes.

Cette étude montre que le venin Aah et ses toxines provoquent une réaction inflammatoire
aigue caractérisée par hyperleucocytose marquée par une neutrophilie systémique associée a
une migration des neutrophiles et éosinophiles vers le tissu pulmonaire.

Ces résultats sont associés avec la mise en évidence de I’augmentation de 1I’expression
des molécules d’adhésion cellulaire (ICAM-1) au niveau pulmonaire.

Une élévation importante des médiateurs inflammatoires tels que 1’1L1-B, I’'TL-6, I’IL-4,
I’IL13, IL-12, IL-5 le NO, I’histamine et des molécules ICAM-1s, a été également
enregistrée. Tous ces événements seraient a I’origine des effets physiopathologiques observés
dans les cas d’envenimation.

Cette étude montre que ce sont les toxines et principalement la toxine Aah Il qui sont
responsables de 1I’induction de 1’cedéme provoqué par le venin. La cinétique de cette activité
cedématique se présente comme un événement biphasique dans lequel plusieurs médiateurs
opérent en séquence pour produire cette réponse inflammatoire.

Les résultats obtenus suggérent que les toxines du venin et notamment la toxine purifiée
Aah Il induisent la réponse inflammation systémique et locale. Cette réponse est
accompagnée par une modification de la perméabilité vasculaire associée a une infiltration
des cellules inflammatoires et une libération des médiateurs inflammatoires. Tous ces
évenements aboutissent a des Iésions tissulaires souvent fatales dans les cas cliniques graves.
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Introduction

Les accidents provoqués par les piqures de scorpions sont trés nombreuses. En Algérie, il
est déclaré par le ministere de la santé jusqu’a 50 000 piqures de scorpion en moyenne par
année avec 74 cas de déces.

Les scorpions sont considérés comme 1’un des groupes d’animaux le plus ancien sur terre,
sur 1500 espéces différentes, il y a 50 dangereuses pour I’THomme, la majorité de ces especes
appartiennent a la famille des Buthidae (Froy et al., 1999; Lourenco., 1994).

L’envenimation scorpionique représente un probléme de santé publigue commun a
plusieurs régions du monde. En Algérie, I’espéce Androctonus autralis hector et Buthus
occitanus tunetanus représentent les espéces les plus redoutables.

La toxicité du venin d’Androctonus australis hector, est due particulierement aux effets de
ses neurotoxines qui agissent sur les canaux ioniques des cellules excitables, en prolongeant
I’ouverture du canal sodique.

La composition des venins de scorpion est un mélange trés complexe, riche en peptides de
faible poids moléculaire, et ont un large volume de distribution.
Les toxines du venin sont essentiellement des neurotoxines. Elles affectent le mécanisme de
fermeture et la perméabilité des ions au niveau des cellules excitables. Leurs interactions
spécifiques avec les canaux ioniques (Na*, K*, Ca** ou CI'), provoquent la libération massive
des neurotransmetteurs et de médiateurs inflammatoires. Cette interaction conduit a des
perturbations de plusieurs fonctions biologiques.

L’injection du venin de scorpion chez des animaux induit des altérations locales et
systémiques avec des symptomes similaires a ceux observés suite a I’envenimation
scorpionique accidentelle (Freire-Maia et Compos., 1989).

Ces symptébmes sont représentés par des troubles cardio-repératoires, une hypertension
artérielle suivie d’une hypotension, une hyperglycémie, une hypercalcémie et un cedéme
pulmonaire aigue. Une leucocytose est souvent observée lors d’envenimation sévére (Gueron
et al., 1992; Sofer et al., 1996; Hammoudi-Triki et al., 2007).

La pathogénicité de ces perturbations est multifactorielle et résulte essentiellement de la
stimulation du systeme sympathique et parasympathique. (Sofer et Gueron., 1998; Ismail et
al., 1995).

D’autres travaux ont montré que la réaction inflammatoire aigue observée lors d’une
envenimation scorpionique, induit 1’activation du systéme inflammatoire avec libération des
médiateurs inflammatoires tels que les cytokines pro et anti-inflammatoires, le PAF, les
leucotriénes, les prostaglandines, les chimiokines, le monoxyde d’azote et des substances
vasoactives. Une infiltration cellulaire a été également mise en évidence. L’activation de la
cascade des éveénements du systéeme inflammatoire, joue un réle important dans la
pathogénicité de 1’envenimation scorpionique (De Matos., 1997; Magalhaes et al., 1999;
Petricevich et al., 2004 ; Adi-Bessalem et al.,2008).



La libération des neuropeptides, telle que la substance P par le venin facilite la libération
de ces médiateurs inflammatoires a partir des cellules inflammatoires et contribue a la genése
de I’cedéme pulmonaire observé aprés 1’envenimation scorpionique (De Matos et al., 2001).

Des expériences entreprises sur des modéles animales, ont montré que les venins de
scorpions provoquent une augmentation de la perméabilité vasculaire au niveau du tissu
pulmonaire. L’cedéme pulmonaire induit par le venin peut étre d’origine cardiogénique ou non
cardiogénique suite a une stimulation du systeme adrénergique et a 1’activation de la cascade
inflammatoire (Freire-Maia et De Matos, 1993; De Matos et al., 1997; Meki et al., 1997).

La prise en charge des victimes des envenimations nécessite la mise au point d’une
stratégie thérapeutique efficace basée sur la compréhension des mécanismes impliqués dans la
genése des désordres physiopathologiques provoqués lors d’une envenimation scorpionique.

Des envenimations expérimentales sur des modeles murins (rats et souris) avec le venin
natif d’Aah, sa fraction toxique majoritaire (FTox-G50) ou sa toxine purifiée Aah Il ont été
réalisées afin de mieux comprendre et caractériser la réaction inflammatoire provoquée par le
venin d’Aah lors des envenimations accidentelles.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressées a 1’étude du recrutement des
cellules inflammatoires (neutrophiles et éosinophiles) suite a 1’envenimation expérimentale
par le venin et ses principales toxines.

Nous avons également abordé 1’étude de la réponse immunitaire par le dosage des
cytokines po-inflammatoires et anti-inflammatoires, ce volet a été complété par le dosage de
d’autres médiateurs inflammatoires incluant, I’histamine et le monoxyde d’azote.

Dans un second temps, nous avons exploré 1’activité oedematique induite par le venin et
ses toxines au niveau du tissu pulmonaire des animaux envenimés avec le venin natif ou ses
toxines. L’étude préliminaire des mécanismes mise en jeu dans 1’effet oedématique du venin a
été initiée, en utilisant des inhibiteurs du metabolisme de 1’acide Arachidonique
(Dexaméthasone et Indométacine).

L’analyse des 1ésions provoquées par la toxine purifiée Aah Il au niveau du parenchyme
hépatique a également fait I’objet de cette étude.
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Généralités
I. Scorpion

Les scorpions appartiennent & I'embranchement des arthropodes caractérisés par I’existence
d'un exosquelette chitineux articulé, les scorpions constituent un ordre numériquement peu
important, comportant environ 1500 espéces, toutes venimeuses. Ils sont caractérisés par une
morphologie bien particuliére : leur post-abdomen, se termine par un telson, renfermant une
glande a venin dont le contenu s'évacue par un aiguillon. La glande a venin est entourée d'une
couche musculaire striée que lI'animal contracte volontairement, de sorte qu'une piqire peut ne
pas s'accompagner d'une inoculation de venin.

1.2. Classification:

Les scorpions appartiennent au phylum des arthropodes, classe des Arachida, ordre des
scorpionida. Ce dernier est composé de six familles: Bothriusridae, Scorpionidae, Buthidae,
Vejovidae, Chaerilidae et Chactidae.

La famille des Buthidae regroupent les especes les plus dangereuses pour I’homme, elle est
subdivisée en quatre sous-familles en fonction des criteres géographiques et morphologiques:
Tityinae (Amerique du sud), Centrurinae (Amérique du Nord et surtout Mexique), Buthinae
(Afrique du Nord et Asie) et Isometrinae.

La famille des Buthidae comprend environ 500 espéces, les genres Androctonus, Leiurus,
Buthus et Buthotus qui représentent les «scorpions de I’ancien monde», sont retrouvées dans
le nord de I’Afrique, le moyen orient et I’Inde. Le genre Parabuthus est retrouvé en Afrique
du Sud, le genre Centriroides est répondu dans 1I’Amérique du nord, Mexique et Amérique
centrale, le genre Tityus se trouve notamment au Brésil, Venezuela, Colombie et Argentine
(Bucherl., 1971).

En Algérie, les espéces les plus dangereuses sont Androctonus australis hector et Buthus
occitanus tunetanus.

1.3. Le venin de scorpion

Le venin est un liquide visqueux secreté par des glandes venimeuses, il contient une large
variété de composés biologiquement actifs (Possani et al., 1989; Catterall et al., 1980), peut
étre subdivisé en deux fractions, une fraction non toxique composee de mucopolysaccharides,
hyaluronidase, phospholipase, protéases, sérotonines et de I’histamines et bien d’autres
substances non connues (Voronov et al., 1999), et une fraction toxique constituée de
neurotoxines qui sont les composants responsables de la létalité du venin.

Le scorpion Androctonus australis hector (Aah) contient essentiellement des neurotoxines de
type a qui affecte les canaux sodium des cellules excitables.

I.4. Fraction toxique: Les toxines

C’est la fraction la plus étudiée du venin de scorpion. Les toxines du scorpion constituent une
famille de petits polypeptides basiques, de faible poids moléculaire de 3 a 9 kDa, sont



responsables de la neurotoxicité du venin (Dehesa-Davila et Possani., 1994; Possani et al.,
1999 a,b; 2000; Srinivasan et al., 2002 ; Srairi-Abid et al., 2005).

Bien que présentant de forte homologies de séquences; les toxines de scorpion ont des cibles
animales spécifiques: anti-mammiferes, anti-crustacés et anti-insecte et des toxines a double
spécificité (anti-mammiferes et anti-insecte), avec des degrés de toxicité variés (Couraud et
al., 1982 ; Jover et al., 1988).

Les venins des Buthinae tels que ceux d’Androctonus australis hector et de Buthus occitanus
tunetanus, contiennent des toxines dirigées préférentiellement contre les mammiféres, insectes
et crustacées.

1.4. 1. Structure primaire des neurotoxines

Actuellement des centaines de toxines ont été purifiées et séquencées a partir de 20 a 30
especes de scorpions différentes (Possani et al., 1999, 2000) (Figure 1).

Sur presque 100 000 polypeptides différents présents dans toutes les especes de scorpion,
dans ce total, seule 1% sont connues (Possani et al., 1999; Bosmans et Tytgat., 2007).

Plusieurs séquences d’acides aminés des toxines actives sur les canaux Na' voltage
dépendante ont été obtenues par séquengage d’ADNc. Ces nouvelles séquences ne sont pas

représentées dans la figure 1, au vu des incertitudes de leurs séquences C terminales au niveau
peptides matures (Bosmans et Tytgat., 2007).

1.4. 2. Classification fonctionnelle des toxines
Les toxines de scorpion peuvent étre divisées en familles différentes selon plusieurs critéeres:
1- Masse moléculaire

-Toxines «longues».
- Toxines «courtes.

2- Spécificité d’espéce animale

- Toxines spécifique aux insectes.

- Toxines spécifique aux crustaces.

- Toxines spécifique aux mammiferes.

- Toxines a double spécificité: anti-mammifere et anti insectes.

3- Selon le mécanisme d’action

- Neurotoxines.
- Cytotoxines.
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Figure 1: Séquences de quelques toxines de venins de scorpions (Bosmans et Tytgat., 2007).



4- Réticulation et ponts disulfures

- Toxines avec ponts disulfures
- Toxines sans ponts disulfures.

1.4. 2. Toxines de scorpion avec ponts disulfures

1.4. 2.1. Les toxines longues

Ce sont des petits peptides basiques constitués par 60 a 75 résidus d’acides aminés et réticulés
par 4 ponts disulfures (Rochat et al., 1979 ; Possani et al., 1984, Fontecilla-Camps et al.,
1980 ; Goyffon et Heurtault., 1995; Becerril et al., 1995 ; Loret et Hammock., 2001).

Ces toxines sont responsables de la haute toxicité du venin de scorpion pour les mammiferes
et les arthropodes, elles sont actives sur les canaux Na*

Les toxines actives sur les canaux sodium peuvent étre classées selon leurs spécificités
d’espéce animale en toxines anti-mammiféres (vertébrés) et toxines anti-insectes (invertébres)
(Ji etal., 1980; Possani et al., 1980a ; Xiong et al., 1997).

1.4. 2.1.1 Toxines actives sur les canaux Na' voltage dépendant activent sur les
vertébres:

Les toxines anti-mammifeéres purifiées a partir du venin de scorpion affectant I’ouverture ou la
fermeture des canaux Na* sont subdivisées en deux types principaux o et B, selon leur action
pharmacologique sur les canaux sodiques bien que de leurs sites de fixation sur le canal soient
différentes (Jover et al., 1980).

1.4.2.1.1 1 Les neurotoxines de type a:

Les toxines de type o sont principalement responsables de la toxicité des venins de scorpions
pour les mammiféres, elles ralentissent I’inactivation rapide des canaux Na® voltage
dépendant, en se fixant sur le site 3 du canal (Naharashi et al., 1974; Romey et al., 1975;
Catterall et al., 1979; Jover et al., 1980; Wheeler et al., 1983, Catterall et al., 1980; Zhijian et
al., 2006). Il s’en suit une prolongation du potentiel d’action des membranes des cellules
excitables. Ces toxines n’affectent pas 1’activation des canaux sodiques. L’affinité des toxines
de types o pour le canal Na* est dépendante du potentiel membranaire (Catterall et al., 1976).

Ces toxines sont présentes dans le venin de la sous famille des Buthinae comme le venin
d’Androctonus australis, d’Androctonus mauretanicus, Leirus quinquestriatus et plusieurs
sous espéces de Buthus (Martin-Eauclaire et Couraud., 1995), elles sont présentes en petite
quantité dans les venins des scorpions américains tel que Tityus serrumatus et Centuroides
sculpturatus (Diniz, 1978; Barharnin et al., 1982; Vijiverberg et al., 1984, De Lima et al.,
1992, Martin-Eauclaire et Couraud., 1995).

Les toxines de type a sont principalement responsables de la toxicité des venins de scorpions
pour les mammiféres, par exemple 90% de la toxicité du venin d’Androctonus australis est
due aux quatre toxines (Aah | a Aah 1V); qui représentent seulement de 2 a 3% du poids du
venin natif obtenu par stimulation électrique (Martin et Rochat; 1986 ; Rochat et al., 2000).



La toxine Aah Il est la toxine la plus abondante et la plus toxique du venin d’4ah, elle
représente 1,13% du poids de venin d’Aah et responsable de 50% de I’activité toxique pour
les souris (injection par voie sous cutanée). Elle est constituée de 64 acides amineés et présente
la plus grande affinité pour le site 3 des canaux Na* voltage dépendant des cellules excitables
(Rochat et al., 1972; Kopeyan et al., 1974).

Le tableau | représente quelques exemples de toxines de type o et leurs caractéristiques
biologiques.

1.4.2.1.1 2. Neurotoxines de type p

Ces toxines anti-mammiferes sont retrouvées généralement dans les venins de scorpions du
«nouveau monde». Elles appartiennent aux sous familles des Centrurinae et de Titynae. Elles
se fixent sur le site 4 des canaux sodigques indépendamment du potentiel membranaire et elles
affectent le mode d’activation du canal. (Rochat et al., 1978; Jover et al.,1980; Wheeler et al.,
1983, Catterall et al., 1980, Garcia et al., 1995; Possani et al., 1998 ; Rochat et al., 2000).

1.4. 2.1.2 Toxines actives sur les canaux Na* voltage dépendant activent sur les
invertébrés

La haute toxicité des venins de scorpions pour les insectes est due principalement aux actions
des polypeptides sur les canaux sodium voltage dépendant. Selon leurs structures et leurs
fonctions différentes, ces toxines peuvent étre classées en deux familles distinctes:

- Toxines excitatrices : En agissant sur les canaux ioniques des cellules nerveuses,
elles provoquent des contractions et des convulsions paralysantes de 1’insecte. La
toxine Aah IT est la premiére toxine anti-insecte purifiée a partir du venin
Androctonus australis.

- Toxines depresseurs: Ces toxines peuvent conduire a une paralysie flasque,
progressive suivie par une bréve convulsion, de méme en agissant sur les canaux
sodium

- des cellules excitables. Ces toxines sont présentent dans les venins de Leirus
quinquestriatus hebraeus (LghlT2) et quinquestriatus (LgqlT2), Buthotus judaicus
(BjIT2), Buthus tunetanus (Bot 1T4) et Buthotus arenicola (Ba 1T2) (Kopeyan et al.,
1990 ; Zilberg et al.,1991; Zlotkin et al., 1991,1993; Borchani et al., 1997a,b;
Cestela et al., 1997).

Toxines a-like : se sont des toxines agissant sur les mammiféres et sur les insectes, se fixe sur
les synaptosomes du cerveau de rat.

1.4.2.2. Les toxines courtes
Ces toxines sont constituées de 22 a 47 résidus d’acides aminés et réticulées par trois ponts

disulfures (Possani et al., 1982 ; Garcia et al., 1998 ; Tenenholz et al., 2000 ; Rodriguez de la
Vega et Possani., 2004), possédant une grande diversité dans leurs séquences d’acides aminés.



Tableau 1 : Quelques exemples de toxines de type o et leurs caractéristiques biologiques

(Rappuoli et al., 1997).

Toxines Venin de K0.5 (nM) DLsg DLs (s.c.)/20
scorpion (i.cv)/20 g g de souris

de souris (1g)  (HQ)

Aah | 4,5 10,0 0,3

Aah T’ 4,5 10,0 0,3

Aah I’ Aah 4,5 10,0 0,3

Aah 1l 3,0 7,0 0,5

Aah IV 50,0 18,0 2,5

Aah 11 0,2 0,5 0,2

Lgq V Lqq 1,0 2,5 0,5

Botl Il 0,5 1,1 0,5

Bot XI Bot 30,0 600,0 54,0
3,5 0,8




Ces toxines sont actives sur les canaux potassium, calcium et chlore (Possani et al., 1984,
Garcia., 1995; Possani et al., 1998).

Les toxines de scorpion actives sur les canaux K*

La plupart des toxines actives sur les canaux K'sont composées de moins de 40 résidus
d’acides aminés. Ces toxines peuvent étre divisées en trois familles en fonction de leurs tailles
moléculaires, de la localisation des cystéines et de la similarité de leurs structures primaires
on distingue:

o KTx: C’est la famille de toxines a chaine courte qui regroupe la majorité des toxines
activent sur les canaux K'et peut étre divisée en 19 sous familles. (Batista et al., 2002;
Rodriguez de la Vega et Possani., 2004; Xu et al., 2004a; Olamendi-Portugal et al., 2005;
Wang et al., 2005).

p KTx: Ces toxines sont actives sur les canaux K', quatre toxines ont été identifiées:
AaTXKB, BnTXKp, BnTXKp2, TsTXKP.

v KTx: Elles présentent une séquence d’acides aminés et des ponts de disulfures distincts tel
que ErgTx isolée a partir de Centruroides noxiu.

Les toxines actives sur les canaux CI

Les toxines actives sur les canaux CI” sont des peptides de faible masse moléculaire,
composées de 35 a 38 résidus d’acides aminés. La premiére toxine a été identifiée et purifiée a
partir du venin de Leirus quinquestriatus quinquestriatus, c’est la chlorotoxines. La
chlorotoxine, est capable de bloquer les canaux CI” dans 1’épithélium intestinal (Tytgat et al.,
1998; Zeng et al., 2000b).

Les toxines actives sur les canaux Ca*™

Plusieurs toxines actives sur les canaux Ca™" ont été purifiées a partir des venins de scorpions:
Deux toxines, IpTxA et IpTxi ont été purifiées a partir du venin de scorpion Pandinus
imperator (Valdivia et Possani., 1998), la Maurotoxine (Mca) purifiée a partir du venin du
scorpion Scorpio maurus palmatus (Fajloun et al., 2000), qui active le récepteur ryanodine
(RyR). IpTxA et Mca, sont formées par une seule chaine polypeptidique riche en acides
aminés basiques. Elles sont constituées de 33 acides aminés réticulés par trois ponts
disulfures.

1.4. 3. Toxines de scorpion sans ponts disulfures

Les peptides de venin de scorpion n’ayant pas de ponts disulfures, constitués de 13 a 50
résidus d’acides aminés (Luo et al., 2005; Zeng et al.,2005a).

Plus de 26 peptides de ce type ont été décrits. Le tableau Il représente quelques exemples de
ces peptides (Ferreira et al., 1993).



Tableau Il : Quelques exemples de toxines de scorpions sans ponts disulfures (Ferreira et al.,

1993).

Peptide Venin Reférence

Peptide T Tityus serrumatus Ferreira et al., 1993
Peptide K12 Buthus occitanus Meki et al., 1995

Bs10 Buthus sindicus Ali et al., 1998
Pandininl et 2 Pandinus imperator Corzo et al., 2001
Hadrurin Hadrurus aztecu Torres-Larios et al., 2000
ISCT et ISCT2 Opisthacanthus Dai et al., 2001,2002

madagascariensis

Parabutoporin

Parabuthus schlechteri

(Verdonck et al., 2000)

Opistoporin 1 et 2

Opistophtalmus carinatus

Moerman et al., 2002)

BmKbpp, BmKnl,
BmKal, BmKaz2 et
BmKb1l

Buthus martensii Karsch

(Zeng et al., 2000a,2001a,
2004)
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1.4. 4. Structure tridimensionnelle des toxines

La premiere structure tridimensionnelle a été déterminée par diffraction aux rayons X pour le
variant 3 de Centruroides sculpturatus (Fontecilla-Camps et al., 1980). Les toxines actives sur
les canaux Na* et K*, présentes un motif structural commun (Figure: 2).

Les toxines dont la structure tridimensionnelle a été déterminée sont caractérisées par la
présence de quatre ponts disulfures dans le cas des toxines qui affectent les canaux Na* et
trois ponts disulfures dans le cas des toxines qui affectent les canaux K* (Menezet et al.,
1992).

Des arrangements des structures secondaires hautement conservées présentent un motif
structural avec trois brins de feuillé B antiparalléles, et une hélice a. L’hélice a est liée au brin
B 3 par deux des quatres ponts disulfures, la paire de cystéine présente au niveau d’hélice a est
séparée par trois acides aminés alors que la paire de cystéine présente au niveau du motif 8 est
séparée seulement par un seul résidu. Si les résidus Cys sont comptés progressivement de
I’extrémité N a I’extrémité C terminale, I’hélice o pourrait contenir les résidus Cys 3, Cys 4 et
le brin B 3 pourrait inclue les résidus Cys 6, Cys 7. Ces éléments structuraux sont conserves
dans toutes les toxines de venin de scorpions qui affectent les canaux Na®. Un troisiéme pont
disulfure structuralement conservé, qui fait le lien entre un résidu Cys localisé sur le brin B2,
Cys 5, Cys 2. Le quatrieme pont disulfure des toxines excitatrices est établi de maniere
atypique entre le résidu Cys contigus dans le brin 2 et le résidu Cys au niveau de I’extrémité
C terminale de la toxine (Cys 8). Le troisieme pont disulfure conservé, participe a la
stabilisation du « core » qui est également conservé chez les toxines affectant les canaux K*
(Matinez et al., 1992).

I.4. 2. Les toxines de venin de scorpion en tant que molécules d’intérét

Un nombre important de peptides purifiés a partir des venins de scorpion sont décrits comme
étant des ligands spécifiques des canaux ioniques des cellules excitables et non excitables
(Martin-Eauclaire et Couraud., 1995; Possani et al., 1999a, Possani et al., 1999).

Ces neurotoxines sont utilisées en tant qu’agents disponibles pour 1’identification et la
caractérisation fonctionnelle des canaux ioniques voltage dépendants car elles représentent
des excellents ligands des canaux ioniques et des récepteurs (Blumenthal et Seibert., 2003;
Mouhat et al., 2004). En effet, les toxines de venins de scorpions sont utilisées comme un
outil pharmacologique pour la compréhension des canaux sodiques voltage dépendants
(Cestel et al., 2001).

La haute spécificité et la sélectivité de ces toxines a vu I’intérét grandissant dans leur
utilisation en tant que médicaments (Rjendra et al.,, 2004). Les dendrotoxines, la
charybdotoxine ou encore I'apamine, isolées a partir respectivement des venins des serpents,
de scorpions et d'abeilles, s'averent étre de puissants inhibiteurs des canaux potassium.

La spécificité d’espece des toxines excitatrices sur les canaux sodiques sélectives aux insectes

a permis d’entreprendre 1’éventualité de leur développement en tant qu’insecticides (Zlotkin
et al., 1999; 2000; Arnon et al., 2005).
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Figure 2: Structures tridimensionnelles de quelques toxines actives sur les canaux Na*
(Bosmans et Tytgat., 2007).
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L’utilisation intense et démesurée des insecticides classiques a conduit au développement des
résistances dans plusieurs espéces d’insectes. Le remplacement de ces substances chimiques a
été déja entrepris par de nouvelles molécules. La faible toxicité de la toxine Aah IT chez les
mammiféres, par exemple, et son haut potenticl d’activité sur les insectes a été utilisée pour
renforcer la capacité insecticide naturelle du Baculovirus (Zlotkin et al., 2000). L’insertion du
géne codant pour I’Aah IT conduit a une augmentation de I’activité insecticide par le
Baculovirus (particulierement contre les Iépidopteres). Des études réalisées sur la stimulation
de Defficacit¢ insecticide du Baculovirus avec des toxines de scorpion qui agissent
coopérativement (Regev et al., 2003).

I1. Relation structure-fonction

Les études de la relation structure-fonction sont devenues seulement possible aprés la
purification des toxines a grand échelle. Le venin de scorpion n’est pas facile a récolté et sa
quantité et généralement faible (en comparant avec ceux des venins de serpents), par
conséquent deux techniques en contribuées: 1’expression des recombinants et la synthése
chimique.

La toxine insecticide LqhalT (Zilberberg et al., 1997, 1996) et plusieurs mutants ont été
produits par recombinaison et utilisées pour identifier les résidus important pour leurs
activités par exemple la toxine a-like BmKML1 a été exprimée chez les levures (Shao et al.,
1999).

La synthése chimique pourrait étre considérée comme une alternative de 1’expression
recombinante des toxines. Cette technique offre la possibilité de faire des mutants avec des
résidus inhabituels. Une réussite de la synthése d’une toxine courte affectant les canaux K* a
été rapportée (Giangiacomo et al., 1993; Kharrat et al.,1996; Sabastier et al., 1994; Torreset et
al., 2003). Par contre la synthése des toxines longues est plus difficile a réalisér. La premiére
synthese chimique effectuée avec succes est celle de la toxine Aah | (M’Barek et al., 2004),
qui présente des propriétés physiochimiques, biochimiques, immunologiques et
pharmacologiques similaires a ceux de la toxine native (Tytgat et al., 2007).

Les études de Habersetzer-Rochat et ces collaborateurs en 1976 ont porté sur la modification
chimique de quelques résidus d’acides aminés fonctionnels au niveau des toxines Aah I, Aah
Il et Aah Ill du venin de scorpion d’Androctonus australis hector (Habersetzer-Rochat et
Sampieri; 1976). Les résultats indiquent que: (1) la réduction ou la méthylation de 1’un des
ponts disulfures détruit I’activité toxique de 1’Aah 11; (2) seulement le résidu tryptophane a la
position 38 de 1’Aah II, n’est pas impliqué dans le site actif de la toxine;(3) la modification
des cinq carboxylates, supprime 1’activité toxique de 1’Aah II; (4) ’acétylation de lysine et de
la tyrosine conduit a la perte des deux activités toxique et antigénique de 1’Aah II; (5) la
citaconylation de 1’Aah Il conduit & la perte totale 1’activité toxique de 1’Aah II; la dé
citaconylation restore 1’activité complete;(6) I’alkylation de 1’Aah Il par I’acide iodacétique
affecte les groupes de résidus amine et les résidus histidines. La perte de 1’activité toxique est
due essentiellement aux résidus lysines (Bosmans et Tytgat., 2007).

La structure tridimensionnelle de la toxine Aah Il (Figure 2) et CSE V3 ont été élucidé il ya
environ 20 ans. La surface hydrophobe conservée (CHS) contenant essentiellement Tyr 5, Tyr
35 et Trp 47, semblent étre responsables de I’effet pharmacologique de ces toxines
(Fontecilla-Camps et al., 1982, 1980, 1988). La modification des résidus de ce motif
(exemple Trp 38 dans Aah II, Tyr 49 dans LghalT) par modification chimique et par
mutagénése montre que ces derniers jouaient un role important dans le bio-activité des toxines
(Zilberberg et al., 1996, 1997).
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I1.1. Les récepteurs des toxines de scorpion

Les cellules des tissus excitables notamment les cellules musculaires et nerveuses, ont
la capacité de produire des changements rapides et transitoires de leurs potentiel de
membranes quant elles sont excites.

Outre leurs transport actif par la pompe Na*/K", les ions traversent la membrane grace
aux canaux ionique spécifiques.

Deux grands groupes de protéines assurent le transport des ions a travers la membrane:

1- Pompe: elles assurent un transport actif en utilisant I’ATP.
2- Canaux ioniques ou les récépteurs liés aux proteines G: ces protéines assurent
un transport passif des ions.

11.2. Les canaux ioniques

Les canaux ioniques sont des protéines transmembranaires possédant des pores, qui
permettent aux ions de taille et de charge approprié de traverser librement la bicouche
lipidique, ces canaux sont perméables et sélectifs & un seul ion: Na*, K*, Ca®" ou CI".

11.3. Potentiel d’action

Le potentiel d’action est une variation rapide, bréve et importante du potentiel de membrane
qui s’inverse de sorte que l’intérieur de la cellule devient passagerement plus positif que
I’extérieur causé par le flux des ions a travers les canaux ionique.

Il existe trois phases dans le potentiel d’action :

1. Lorsqu'un axone se dépolarise, il apparait, pour une certaine valeur du potentiel de
membrane appelée "valeur seuil”, une brusque (environ 1 msec) et ample inversion de
la polarisation membranaire est voisine de 100 Mv.

2. La phase de descente du potentiel d'action est également trés rapide (1 a 2 msec), le
potentiel de membrane revenant alors vers son niveau initial.

3. Puis, a la fin de la phase de descente, le potentiel de membrane atteint une valeur plus
négative que le niveau de son potentiel de repos (I'axone s'hyperpolarise). Le retour a
la valeur de potentiel initial se fait relativement plus lentement (quelques msec).

La dépolarisation est due a I’ouverture des canaux au Na' permettant un influx important
d’ions Na" dans le neurone. Sous 1’effet de la dépolarisation plusieurs canaux K' et permettent

la sortie massive d’ions K', alors que les canaux sodique s’inactivent rapidement ce qui
bloque I’entrée d’ions Na*, ces changements sont responsables de la repolarisation (Figure 4).

11.4. Les canaux a voltage dépendant

Les canaux ioniques (Na*, K*, Ca**, CI") voltage dépendant, sont les canaux dont I’ouverture
dépend du potentiel membranaire.
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11.4.1 Les canaux sodiques

Les canaux ioniques au sodium sont responsables de la dépolarisation lors du potentiel
d’action dans les neurones et la plus part des cellules excitables présentent dans les différents
tissus de 1’organisme. Ces canaux sont des glycoprotéines composés d’une sous unité o
formant un pore (environ 260 kDa), qui peut étre associé¢ a des sous unités B différentes (30-
40 kDa). La sous unité a est organisée en quatre domaines homologues (DI-1V), chaque
domaine contient six hélices transmembranaires (S1-S6) et le pore est localisé entre S5-S6
(Catterall., 2003; Yu et al., 2003; Yu et Catterall et al., 2003; Catterall et al., 2005) (Figure 3).

Des études pharmacologiques par compétition, de mesure du flux ionique (Na%) et de
mutagenése ont permis d’identifier sur les canaux sodium de mammifeéres six sites récepteurs,
numérotés de 1 a 6. Ces sites sont les récepteurs de nombreuses neurotoxines activentes sur le
canal sodium voltage dépendant (Catterall, 1988, Adams et Olivera, 1994).

Trois toxines purifiées se fixent & haute affinité au niveau du site 1 du canal Na'sont la
tétrodoxine, la saxitoxine isolées respectivement a partir des cellules excitables et la p-
conotoxine isolée respectivement a partir du venin de mollusque de Conus geographus.

- sur le site 2 se fixent la vératridine et la batrachotoxine et la grayanotoxine.

- sur le site 2 et 3 fixent les toxines de scorpion de type a et  respectivement.

- sur le site 5 se fixent certaines toxines marines telles que la brévéetoxine et la ciguatoxine.

- les pyréthroides se fixent sur le sixieme site (Rappuoli et al., 1997).

I11. Biodistribution du venin d’Aah et ses toxines

De nombreux travaux pharmacocinétiques ont été réalisés sur les venins de scorpions et ont
démontré que la biodistribution des venins est rapide a partir du site d’injection vers les tissus.
La corrélation entre 1’activité pharmacologique et les concentrations tissulaires du venin
montre que le site d’action du venin est localisé dans les compartiments tissulaires profonds
(Ismail et al., 1994). Des taux élevés du venin ont été détectés au niveau du site d’injection, le
sérum, le foie puis le cceur apres envenimation tandis que la répartition est plus tardive dans le
poumon, la rate et le pancréas. Le venin n’est pas détectable dans le systéme nerveux central,
car il ne peut pas traverser la barriere hématoencephalique (Ismail et al., 1983; Pepin-Covatta
et al., 1996; Calderon-Arandad et al., 1999, Krifi et al., 2001 ; Hammoudi-Triki et al., 2004).

La detection rapide du venin a des concentrations élevées dans les différents compartiments,
explique les effets physiologiques engendrés apres envenimation scorpionique chez les
patients tel que hyperthermie (Ismail., 1983; Covatta et al., 1996; Calderon-Arandad., 1999;
Krifi et al., 2001). Ces effets sont souvent observés chez 1’animale envenimé et sont
caractérisés par une hémorragie autour des yeux, un tremblement, une hyper salivation,
associes a une agitation.

L’utilisation des tests RIA et ELISA pour la détermination des concentrations des trois
toxines du venin Aah (Aah I-111), montre que ces toxines apparaissent rapidement dans le
plasma aprées injection s.c. du venin Aah, comme il a été précédemment décrit pour le venin
total (Devaux et al., 2004)
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Figure 3: Schéma de la structure des canaux ioniques au sodium. (A), structure primaire des
trois sous-unités. En vert, les segments transmembranaires, en jaune les senseurs de voltage
(S4), en bleu les segments responsables de l'inactivation et en rouge les sites de modulation.
(B), schéma 3D de la sous-unité alpha (Erik Harvey-Girard., 2005).

Pote

Potentiel membranaire (mV)

Activation
R

ntiel d'action

K
@/Re)olarisation

100
+
Conductance duK
(canaux potassiques)
Hyperpolarisation
— O

Déactivation
Na |K

Inactivation

ou

Conductance (%)

inverse de résistance (R)

Figure 4: Conductances des canaux ioniques au sodium et au potassium en relation avec les

étapes d'un potentiel d'action (Er

ik Harvey-Girard., 2005).

16



Par contre, ces toxines disparaissent du sang plus rapidement que les autres composants du
venin.

Les toxines ont été également détectées dans les urines, les reins, le coeur et les poumons,
mais pas au niveau du cerveau. Les concentrations de la toxine Aah Il ont été toujours plus
faibles que la toxine Aah I.

La biodistribution rapide des toxines dans le plasma est corrélée avec le temps d’apparition de
la majorité des signes cliniques (5-20 min) chez les victimes d’envenimation de scorpionique.

IV. Envenimation scopionique et présentation clinique:

Les symptomes observés lors d’une envenimation scorpionique vont de puis des signes
locaux, qui sont les premiers symptomes a apparaitre apres une envenimation (agitation,
sueur, vomissement, nausées, réaction inflammatoire et engourdissement) jusqu'a I’état de
choc (troubles cardiovasculaires et respiratoires), en absence de traitement.

Les symptomes de I’envenimation dépendent du site de piqire, de I’age, du poids et de 1’état
de santé de la victime. D’autre part, Ils peuvent dépendre de 1’espéce de scorpion, de la
quantité de venin injectée et de la voie d’administration du venin.

Une gradation des manifestations cliniques a été proposée en 1998 lors de la réunion
concert »e entre instituts Pasteur et instituts associés (ACIP) (Krifi et al., 1998; Krifi et al.,
2002). Cette classification est basée sur la 1’état de sévérité croissant. Trois grades cliniques
de I’envenimation scorpionique, sont proposes selon une sévérité croissante.

IV.1. Le grade clinique |

Ce grade caractérisé par des symptémes locaux représentés essentiellement par une douleur
locale, une agitation et une tachycardie (Krifi et al., 1998 ; Krifi et al., 2002).

IV.2. Le grade clinique Il

Le tableau clinique de ce grade est caractérisé par la présence des troubles systémiques
représentées par les symptdmes suivants: agitation, douleur, hyper-salivation, frissonnement
hypersudation, nausée, tachycardie, hypertension et une hyperthermie modérée. Les victimes
présentant ces symptémes nécessite une hospitalisation (Krifi et al., 1998; Krifi et al., 1999).
Ces manifestations systémiques apparaissent 5 a 20 min apres piqure et ne comportant de
menace pour le pronostique vital des patients envenimés (Krifi et al., 1998; Krifi et al., 1999;
Krifi et al., 2002).

IV.3. Le grade clinique |11

Le patient présente des signes généraux sévéres qui s’installent apres un intervalle libre de 2 a
4 h aprés piqure. Aux signes precédents s’ajoutent des troubles respiratoires majeurs,
cardiovasculaires, neuromusculaires avec des manifestations digestives et une altération de la
conscience.

Ces signes se compliquent avec des troubles biologiques comme une hyperglycémie
transitoire s’associant souvent a une hyperinsulinémie est fréquente tout comme
I’hyperamylasémie en cas de piqire par Tityus serrulatus. L’hyperleucocytose est presque
constante tout comme 1’acidose métabolique avec acidémie dans le tableaux graves
(Mohamed et al., 1972; Goyffon et al., 1982; Krifi et al., 2002).
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V. Physiopathologie de I’envenimation scoprpionique

Plusieurs études cliniques et expérimentales ont été menées afin d’expliquer les effets
physiopathologiques du venin de scorpion. L’intérét de ces études est d’expliquer les
mécanismes impliqués lors d’une envenimation accidentelle.

V.1. Effets hémodynamique suite & une envenimation

Le systeme cardiovasculaire est probablement le systeme le plus étudié dans 1’envenimation
scorpionique.

Les effets cardiovasculaires sont souvent fatales induits par le venin chez I’Homme et chez les
models animaux (Andrade et al., 2004). Ces manifestations représentées par une hypertension
prolongée accompagnée par une arrhythmie et un blocage atrioventriculaire, conduisant a un
dysfonctionnement cardiaque et un échec ventriculaire (Ismail et al., 1995; Shapira et al.,
1998). Une phase d’hypotension terminale est généralement suivie par un syndrome de choc
et une bradycardie sévere (Gueron et al., 1992; Ismail et al., 1995). Ces symptome sont dus a
une large libération des neurotransmetteurs résultant de la fixation des peptides du venin aux
canaux sodique voltage dépendant (Fatani et al., 2000). Les mecanismes des lésions
cardiaques ne sont pas encore bien élucidés (EI-Alfy et al., 2008). Les peptides du venin
prolongent le potentiel d’action des cellules excitables avec un ralentissement de
I’inactivation des canaux sodiques (Couraud et al., 1982; Weisel-Eler et Libersal., 2004), ce
qui conduit a une augmentation de la libération présynaptique de neurotransmetteurs incluant,
les catécholamines; 1’acétylcholine, le Glutamate et le GABA, conduisant a I’apparition des
manifestations cardiovasculaires (Ito et al., 1981; Massensini et al., 1998; Purali; 2003; Gwee
et al., 2002; EI-Alfy et al., 2008). Les effets cardiovasculaires de I’envenimation scorpionique
sont probablement dus a une stimulation du systéeme nerveux autonome (Ismail., 1994).

L’analyse par la microscopie électronique a transmission montre un cedéme intracellulaire,
une dilatation du systéme tubulaire et une déposition des lipides (Yarom et Braum, 1971,
Gueron et Yarom., 1970). Ansi qu’une nécrose et une myocytolyse évidentes qui sont
généralement observées au niveau du cceur. Deux d’hypothése ont été proposé par Teixeira et
al (2001), suggerent que les lésions myocardiques provoquées par le venin de scorpion
pourraient résulter de 1’action toxique directe des toxines du venin. Toutefois, cette hypotheése
est controversée puisque des données expérimentales ont révélé que le taux de toxines dans le
tissu est trop faible pour obtenir des effets cytolytique et nécrotique (Devaux et al., 2004). Les
radicaux libres pourraient étre délétere et provoquer des Iésions au niveau d’organes causées
par le venin (El-Alfy et al., 2008).

La peroxydation lipidique conséquence majeure de la génération des radicaux libres, dans le
foie et le poumon des rats envenimé par le venin d’Androctonus (Dousset et al., 2005).

V.2. Perturbations hormonales suite a une envenimation

L’envenimation scorpionique sévére est caractérisée par une variation de plusieurs systéemes
physiologiques qui conduisent souvent au déces de la victime envenimée.

Ces manifestations sont expliquées par la capacité des toxines de venin a activer les canaux
sodium des terminaisons nerveuses et au niveau des zones démyelinisés des fibres nerveuses,.
effet le venin augmente la perméabilité de sodium au niveau de la membrane par I'ouverture
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des canaux sodiques sensible au voltage, qui est accompagne d'entrée de calcium (Christian et
al., 2005). Le systéme nerveux autonome comporte deux parties : le systeme sympathique et
le systéeme para-sympathique.

La stimulation du systeme nerveux autonome sympathique engendre la libération massive des
catécholamines dans le tissu (Ismail, 1996), alors que le systeme parasympathique est aussi
mis en jeu par le biais de la libération de I'acétylcholine (Amitai, 1998).

Le venin du scorpion stimule les deux branches du systéme nerveux autonome, et libere les
neurotransmetteurs notamment les catécholamines, 1’acétylcholine, la noradrénaline, la
substance P et le peptide Y vasoconstricteur (Quartara et Maaggi., 1998; Goyffon., 2002,
Matosi., 2003).

En effet, la décharge trés intense de catécholamines explique la vasoconstriction,
I’hypertension ainsi que le dysfonctionnement ventriculaire gauche (Figure 5).

Les travaux de Matosi, indique 1’importance du récepteur NK1 (Récepteur de la substance P)
dans la pathogénicité induite par le venin de scorpion et que la libération des neuropeptides
pourrait jouer un role dans les manifestations systémiques observées dans le cas
d’envenimation scorpionique sévere (Matosi., 2003).

V.3. Variations métaboliques suite a une envenimation

Plusieurs études ont montré que le venin de scorpion induit des altérations physiologiques et
physiopathologiques au niveau des systémes : cardiovasculaire, respiratoire, digestive et le
systéme nerveux.

Les Iésions tissulaires causées par ’envenimation, conduisent a une libération des enzymes
intracellulaires et sont libérées dans le sang, entrainant ainsi leur une diminution des taux de
ces enzymes au niveau des organes. L’évaluation de ces activités dans le sérum peut étre a
corrélée avec I’intensité des Iésions tissulaires aprés une envenimation scorpionique.

En effet, une augmentation significative des taux de 1’ Aspartate aminotransférase (AST), de la
lactate dehydrogénase (LDH), de la créatinine phosphokinase (CK), et I’amylase ont été
observé aprés envenimation (Correa et al., 1997; Pessini et al., 2001; Adi-Bessalem et al.,
2008).

V.4. Le changement de I’équilibre des électrolytes suite 2 une envenimation

Les canaux ioniques sont la cible biologique des toxines des venins de scorpions.
L’interaction de ces toxines avec leurs récepteurs, provoque une modification de la
perméabilité des cellules excitables aux ions, qui pourrait conduire a des modifications de
I’équilibre physiologique des ions.

Une augmentation significative des ions K™ au niveau sérique est observé aprés injection du
venin de Buthus minas (Ismail et al., 1976) et Bothus occitanus et Androctonus amoreuxi
(Ismail et al., 1980; Ismail et Abd-Essalem., 1988).
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D’autres études ont rapporté que les venins de Leiurus quinquestriatus et Bothus minas
provoquent une diminution significative des taux sériques de sodium, du calcium et du
magnésium et une augmentation du phosphate inorganique chez les animaux
d’expérimentation (El-Asmar et al., 1975; Ismail et al., 1978; Tash et al., 1982; Hagag et
al.,1983; Ismail et al., 1994). Le venin de Buthus minas et deux de ses toxines purifiées
diminuent le taux du calcium sérique et le phosphore chez les rat et augmentent la déposition
du calcium au niveau du cceur (Hagag et al., 1983). 1l a été proposé que la diminution des taux
du sodium sérique et le phosphore chez les rats et ’augmentation du taux de potassium suite a
une envenimation scorpionique, sont probablement dues des altérations de la perméabilité des
cellules de I’organisme tel que I’érythrocyte et les glandes exocrines, en affectant le
fonctionnement des canaux ionique (Na*, K*, Ca**) (Mohammed et al., 1954).

V1. Réaction inflammatoire

L’inflammation est un phénomene de défense non spécifique répondant a une agression, qui
vise a maintenir 'intégrit¢ du soi. Une fois que I’agression reconnue, se met en jeu un
ensemble complexe de cellules et de médiateurs humoraux.

La réaction inflammatoire est une composante de la réponse immune. Elle est impliquée dans
I'immunité naturelle en réponse a un signal de danger. Elle favorise ainsi l'induction de la
réponse immune spécifique.

La réaction inflammatoire peut étre locale (vasodilatation locale, exsudation plasmatique et
afflux local de cellules inflammatoires au niveau cutané a la suite d'une plaie ou au niveau de
la muqueuse bronchique dans I'asthme allergique par exemple) ou générale (signes généraux
comme la fiévre, la production hépatique des protéines de la phase aigué ; exemple du
syndrome inflammatoire aigu systémique).

Trois séquences d'événements complexes et intriquées composent la réponse inflammatoire :
elle débute par une phase vasculaire initiale durant laquelle il ya une vasodilatation, une
transsudation plasmatique, un cedéme et une fibrinoformation locale.

L’cedeme inflammatoire est di au passage dans le tissu conjonctif interstitiel ou les cavités
séreuses d'un liquide appelé exsudat fait d'eau et de protéines plasmatiques. L'cedéme
inflammatoire résulte d'une augmentation de la pression hydrostatique due a la vasodilatation
et surtout d'une augmentation de la perméabilité de la paroi des petits vaisseaux sous 1’effet de
médiateurs chimiques, dont 1’histamine.

La phase cellulaire est caractérisée par un afflux extravasculaire interstitiel de leucocytes.

La migration des leucocytes en dehors de la microcirculation et leur accumulation dans le
foyer lésionnel. Elle intéresse d'abord les polynucléaires (pendant les 6 a 24 premieres
heures), puis un peu plus tard (24 a 48 heures) les monocytes et les lymphocytes. 1l s'agit
d'une traversée active des parois vasculaires qui comporte plusieurs étapes :

- Margination des leucocytes a proximité des cellules endothéliales, favorisée par le
ralentissement du courant circulatoire.

- Adherence des leucocytes aux cellules endothéliales, par la mise en jeu de moléecules
d'adhésion présentes sur la membrane des leucocytes et sur I'endothélium.
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- Passage trans-endothélial des leucocytes. lls émettent des pseudopodes qui s'insinuent entre
les jonctions inter-cellulaires des cellules endothéliales puis les leucocytes traversent la
membrane basale gréce a une dépolymeérisation transitoire

provoquée par leurs enzymes.

La phase de résolution finale est caractérisée par la mise en jeu des facteurs conduisant a la
cicatrisation tel que 1’activation des fibroblastes (Abramson et al., 1984).

VII. Réaction inflammatoire induite par les venins

L’inflammation est caractérisée par 1’accumulation de cellules et de facteurs humoraux en
réponse a un traumatisme cause par un stress, une lésion ou la présence de pathogénes.

A-Effet du venin sur le recrutement des cellules inflammatoires

Le recrutement des leucocytes au niveau du site de la 1ésion est I’événement clé de la défense
de I’hote contre les agents agresseurs et une partie de I’inflammation.

Il a été suggéré que le venin de scorpion provoque une réaction inflammatoire. En effet, des
études cliniques indiquent que le venin induit une augmentation du nombre de leucocytes

circulantes chez les patients victimes d’une envenimation scorpionique (Magalhaes et al.,
1998).

Les résultats de Sami—Merah et ses collaborateurs en 2008, montrent que le venin d’Aah et
ces composants induits un recrutement des leucocytes vers la cavité peritonéale, de méme une
étude récente de Adi-Besalem et al en 2008, indique que le venin d’Aah provoque une
hyperleucocytose au niveau du sang périphériqgue. De méme, des études expeérimentales
confirment que les venins de scorpions Tityus serrulatus et Adroctonus australis hector ,
provoquent une réaction inflammatoire caracterisée par une leucocytose locale (cavité
péritoneale et pleurale) et systémique, ainsi qu’une stimulation de la migration cellulaire au
niveau du tissu pulmonaire des animaux envenimés (Borges et al., 2000; De Matos et al.,
2001; D’Suze et al., 2003; Bertazzi et al., 2003; Coelho et al., 2007; D’Suze et al., 2007).

B- Implication des médiateurs inflammatoires

Il a été precédemment décrit que 1’envenimation scorpionique peut développer un syndrome
de la réponse inflammatoire systémique (SIRS) qui peut causer un choc, un
dysfonctionnement cardiaque et une détresse pulmonaire (Sequera., 1993; Porras et al., 1994;
Rucaretchi et al., 1995; Amaral et al., 1992, 1994; Rossomando et al., 1997; D’Suze et al .,
1999).

Plusieurs études précédantes ont confirmé I’implication des médiateurs pro-inflammatoires

dans les manifestations physiopathologiques dans le cas de 1’envenimation Sscorpionique
humaine (Meki et Mohey-El Dean., 1998).

L’envenimation scorpionique peut stimuler les axes neuroendocrino-immunologiques par sa
capacité de libérer les catécholamines, corticoides, bradykinines et les prostaglandines. Ces
facteurs sont prouveés étre capables d’induire la libération des médiateurs immunologiques
telle que les cytokines et les chimiokines (Chaudry et al., 1989). En effet, les patients
envenimes par Tityus discrepans développent des désordres adrénergiques et cholinergiques
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(Motosd et al., 1994). La libération des neurotransmetteurs peut induire une libération des
cytokines (Chaudry et al., 1989).

L’envenimation par les scorpions implique I’activation du systéme inflammatoire avec
libération et activation des cytokines pro- et anti-inflammatoires, des médiateurs
chimiotactiques et d’autres médiateurs vasoactifs. L’activation du systéme inflammatoire et
de sa cascade d’événements, joue un role important dans la pathogénicité de 1’envenimation
scorpionique humaine et serait responsable de certains manifestations systémiques
(Magalhaes et al., 1999; Petricivich et al., 2004).

En effet, des travaux précédents ont démontré que le taux de I’IL-6, I’lL1-a, I’'IL1-B ,10-AT,
NO, I’INF-y et le GM-CSF augmentent apres une pigdre de Buthotus ou de Tityus (Sofer et
al., 1996; Barbouche et al., 1996; Barraviera et al., 1997; Meki et Mohey-EIl Dean., 1998;
Magalhaes et al., 1999.Fukuhara et al., 2003; Hammoudi-Triki et al., 2004). De plus, Les taux
du TNF-a, IL1-B, IL-6 et IL-8 ont été significativement élevés chez les patients avec cas
d’envenimation modéré et seévere et les niveaux des cytokines est positivement corrélé avec la
sévérité de 1’envenimation, comme il a été évalué par les profils cliniques et la concentration
plasmatique du venin de Tityus serrulatus. (Petricevich et al., 2002; Fucahara et al., 2003).

L’¢tude de Petricevich en 2006, a montré que la balance pro et anti-inflammatoire des
cytokines sériques, est significativement élevé chez les souris BALB/c traitées avec le venin
centruroides noxius (Petricevich., 2006).

De plus, une augmentation du taux de NO a été également mise en évidence chez les patients
piqués par le scorpion (Meki et Mohey EI-Dean, 1998).

En outre, la réponse inflammatoire intense est amplifiée dans le compartiment vasculaire
impliquant la protéine réactive C intrinséque et 1’activation du complément. Le complément
est 1’un des premiers effecteurs de la réponse immune a étre activé. Les éléments du
complément présents sous une forme inactive dans le plasma peuvent étre activés rapidement
pour assister a la réponse innée et spécifique.

L’activation du systéme complément a €té également décrite aprés envenimation par des
scorpions (Aah, Tityus) et par les serpents.

L’augmentation de 1’activité lytique du complément a été observée dans le sérum des rats
envenimés par la dose sublétale du venin d’Aah et Tityus serrulatus et sa toxine majoritaire
TsTX-I. Le clivage de la fraction C3, C5b, est facteur chimio-attracteur leucocytaire. Les
résultats montrent que CS est impliqué dans la réaction inflammatoire induite par le venin de
Tityus serrulatus et par conséquence il pourait contribué dans la genése del’cedéme
pulmonaire, 1’hémolyse, la leucocytose, et plusieurs manifestations de 1’envenimation sévére
(Bertazzi et al., 2003, 2005; Adi-Bessalem et al., 2007; Paneque et al., 2009).

De nombreuses cytokines sont retrouvées au sein des foyers inflammatoires. Ces cytokines
jouent un réle clé dans la médiation des réactions inflammatoires aigués, a savoir I'lL-1, le
TNF-o, I’IL-6, I’IL-11, I’IL-8 et autres chimiokines, le G-CSF, et le GM-CSF. Parmi eux,
I'IL-1 (a et B) et TNF sont des molécules inflammatoires extrémement puissantes: ce sont les
cytokines primaires qui interviennent durant inflammation aigue induite chez l'animal par
injection intradermique de lipopolysaccharide bactérien et deux des principaux mediateurs du
choc septique (Carol et al., 1997).
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Le TNF-o et IL-1 partagent plusieurs propriétés pro-inflammatoires. Ces deux cytokines
stimulent la production de I’IL-6. Comme I’IL-1, le TNF-a peut induire la fiévre, soit
directement par stimulation de synthése du PGE2 par l'endothélium vasculaire de
I’hypothalamus, soit indirectement en induisant une libération de I’'TL-1p.

Les effets de I’IL-1p au niveau local conduisent a la libération des médiateurs dérivés
lipidiques (le PAF et les eicosanoides) et une migration des neutrophiles, des monocytes et
des lymphocytes. Cette migration est due a deux événements contr6lés par I’IL-1 qui sont
I’induction de la synthése des chimiokines tel que I'IL-8 et I’augmentation des molécules
d’adhérences. De plus, ’'IL-1B, peut stimuler la prolifération des lymphocytes T. En outre,
I'lL-1 provoque la libération d'histamine par les mastocytes au site de 1’inflammation.
L’histamine par la suite déclenche une vasodilatation précoce et une augmentation de la
perméabilité vasculaire. L'IL-6 est trés abondante lors des processus inflammatoires et
I’augmentation de sa production a été observée dans plusieurs pathologies inflammatoires.
Elle induit la production des protéines de la phase aigué de I'inflammation par les hépatocytes
(Cavaillon., 1995). L’IL-6 agit également comme un facteur de croissance des cellules B
matures, leur maturation en cellules productrices d'anticorps (plasmocytes) et il est impliqué
dans l'activation des lymphocytes T (Carol et al., 1997).

D’autre part, les cytokines anti-inflammatoires tells que I'lL-4, I'IL-10, I'IL-13 et le TGFp,
permettent de limiter I’induction, I’entretien ou I’amplification de la réponse inflammatoire en
inhibant les productions des cytokines pro-inflammatoires d'IL-1, d'IL-6, d'IL-8 et de TNF.

La notion du « réseau des cytokines » illustre parfaitement la participation de ces médiateurs
au cours des mécanismes inflammatoires (Figure : 6).

C- L’Oedéme induit par les venins

L’cedéme pulmonaire est la complication la plus fréquemment rencontrée dans le cas
d’envenimation scorpionique sévere (Andrade et al., 2002; Rabai et al., 2003).

Des études expérimentales ont montré que 1’cedéme produit par le venin de Tityus serrulatus
suite a une augmentation de la perméabilité vasculaire et une production des médiateurs
dérivés lipidique de I’inflammation incluant les PAF, leucotriene, prostaglandines (Freira-
Maia., 2002).

Gueron et ces collaborateurs en 1992, ont démontreé le r6le des kinines et des prostaglandines
dans I’induction de 1’cedéme pulmonaire. L’augmentation de leurs taux peut conduire a une
augmentation de la perméabilité vasculaire, qui pourrait a 1’origine de 1’cedéme pulmonaire et
promouvoir la migration des neutrophiles, I’induction de la production de d’autres médiateurs
dont les cytokines, le NO, les prostaglandines et les leucotrienes, et d’autres médiateurs.
(Bhoola et al., 1992; Freira-Maia et al., 1993). Les résultats de Fucahara en 2003, indiquent
que le systéme des kinines peut étre impliqué dans la pathogénése de 1’envenimation chez
I’Homme par venin de Tityus serrulatus.

L’un des mécanismes expliquant I’origine de 1’cedéme pulmonaire dans le cas d’envenimation
scorpionique se référe au dysfonctionnement du ventricule gauche chez les patients avec un
cedéme pulmonaire, résultant de la libération massive des catécholamines et des lésions
directe provoquées par le venin (Freire-Maia et al., 1978 ; Freire-Maia et Campos., 1989;
Gueron et al., 1990; Amaral et al., 1991; Hering et al., 1993; Cupo et al., 1994; Abrough et
al., 1995, Bucaretchi et al., 1995; Zeghal et al ., 2000; Mazzei et al., 2002).

24



IL-1 IFNee
IL2 IFNg

L2 IL -1
IL-4 1L

IL-10

IL8 IFNE
L8 IFNy

Figure 6: Représentation du réseau cytokinique (Heinrich., 1998 ; Jason., 2001 ; Townsend.,
2000)
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I1- Matériel et méthodes

I1-1- Matériels biologiques

11.1.1 — Le venin d’Androctonus australis hector

Le venin d’Androctonus australis hector est obtenu par stimulation électrique. Il nous a été
fourni sous forme lyophilisée, par le Laboratoire de Recherche et Développement sur le Venin

de I’Institut Pasteur d’Algérie. La DL50 du venin d’Aah est estimée a 0.85 mg/kg d’animaux
(Laraba-Djebari et Hammoudi-Triki., 1998).

11.1.2 — La fraction toxique majoritaire du venin d’Aah (FToxG50 Aah)

La fraction toxique majoritaire du venin d’Aah (FToxG50) a été obtenue apres fractionnement
du venin total par chromatographie d’exclusion moléculaire sur Sephadex G50. Cette fraction
nous a été fournie par le Laboratoire de Recherche et Développement sur le venin a I’TPA. Sa
DL50 est estimée chez la souris & 0,45 mg/kg d’animal (Laraba-Djebari et Hammoudi-Triki,
1998).

11.1.3 — Toxine Aah Il

La toxine Aah Il purifiée nous a été gracieusement fournie par le Docteur Marie France
Martin-Eauclaire. Sa DL50 est estimée a 5 pg/kg.

Les rats:
Les rats Rattus norvegius de sexe male (180 =+ 30 g), ont été fournis par I’animalerie de I’TPA.
11-2 Méthodes

11.2.1 - Dosage des médiateurs de I’inflammation apres envenimation avec le
venin ou ses composants toxiques

Le dosage de certains marqueurs de la réaction inflammatoire est effectué au niveau des
sérums et des homogénats de poumons dans un tampon adéquat aprés injection
intrapéritonéale du venin Aah, de la FToxG50 ou de la toxine Aah Il a la dose sublétale
(Figure 1).

11.2.1.1 - Dosage de la Myéloperoxydase (MPO)

La MPO est une hémoprotéine caractéristique des granules azurophiles des polynucléaires,
elle est responsable de la production d’un puissant agent bactéricide, I’ion hypochlorite dans
le phagosome.

L’infiltration des polynucléaires neutrophiles (PN) est révélée par le dosage de I’activité

enzymatique my¢loperoxydase (MPO), elle mesurée par 1’augmentation de I’absorbance due a
I’oxydation de I’orthodianizidine mesurée a 460 nm.
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Envenimation des rats par injection
Intra-péritonéale.
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Figure 1: Démarche expérimentale utilisée pour étudier certains mediateurs impliqués dans le
processus inflammatoire induit apres une envenimation avec le venin d’Aah ou ses
composants toxiques.
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L’activit¢ MPO a été mesurée au niveau des sérums et dans les homogénats pulmonaires
récupérées a partir des animaux envenimés.

Les échantillons tissulaires sont broyés a 4°C a 1’aide d’un homogénéisateur de type
ultraturax T25 a 9500 trs /min dans un phosphate 50 mM pH 6 contenant 1% triton X100 et 1
mM EDTA, a raison de 200 mg par 1 ml de tampon

Les homogénats subissent trois cycles de congélation-décongélation suivis d’une
centrifugation a 10 000 g pendant 10 min a 4C.

Le surnageant et le sérum sont mélangés avec le milieu réactionnel contenant du tampon
phosphate 50 mM pH 6; 0.5% triton X100 et 1,6 mM d’orthodianizidine (V/V). Aprés une
incubation a 37°C 1la réaction de 1I’oxydation du substrat est déclenchée par une solution H,O,
a 0,0005%.

11.2.1.2 - Dosage de P’activité Eosinophile peroxydase (EPO)

L’éosinophile peroxydase (EPO), est un marqueur de l’infiltration des €osinophiles dans
I’arbre broncho-pulmonaire. Elle est libérée par les éosinophiles activés par les différents
médiateurs de la cascade inflammatoire (IL-5 et IL-3), (Pelmont., 1993, Roit., 2002).

Le dosage de I’EPO est effectué au niveau des homogénats de poumons d’animaux traités
avec le venin d’Aah, la FToxG50 ou de la toxine Aah II.

Les poumons sont homogénéisés dans un tampon phosphate 50 mM pH 8 contenant 0,5%
Triton X100 puis centrifugés a 10 000 g pendant 10 min a 4C.

La peroxydase éosinophile est mesurée par ELISA. Pour cela, un volume de 50 ul de
surnagent est déposé dans les puits de la microplaque. Aprés une incubation d’une heure en
présence de 100 ul du milieu réactionnel contenant du tampon phosphate 50 mM pH 8; 0,5%
Triton X100 et ImM d’OPD. L’absorbance est mesurée par spectrophotométrie a 490 nm.

11.2.1.3 - Dosage de I’activité NO synthase (NOS)

L’activit¢ NO synthase a été mesurée par la quantification du monoxyde d’azote (NO). La
détermination des taux du NO dans les milieux biologiques est effectuée par le dosage de ses
métabolites stables, nitrites (NO2) et nitrates (NO3), en utilisant la méthode de Griess
modifiée.

L’activit¢ NOS a été mesurée au niveau des sérums et dans les homogénats pulmonaires
récupérées a partir des animaux envenimés.

Les nitrites sont mesurés par diazotation du sulfanilamide et couplage avec N-naphtylethylene
diamine (réactif de Griess). Afin de doser les nitrites totaux (NO2+NO3), les échantillons sont
incubés en présence du cadmium (V/V), sous agitation pendant 30 min a température
ambiante puis centrifugés a 12 000 g pendant 2 min.

Les surnageants sont incubés avec le réactif de Griess pendant 20 min. La lecture de
I’absorbance est effectuée a 540 nm.

Les résultats sont extrapolés sur un courbe étalon préalablement établie avec le NaNO2
(150uM), pour calculer les cocentrations des nitrites (Annexe).
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11.2.1.4 - Dosage des cytokines

L’identification et la quantification des cytokines testées ont été réalisé par la méthode
d’ELISA en présence des anticorps monoclonaux anti-cytokine : I’IL-18, I’IL-6, I’'IL-4, I’'IL-
5, I'IL-12, ICAM-1 au niveau des serums des animaux envenimés par le venin et ses
composés toxique. Les taux des ICAM-1 dans les homogeénats pulmonaires ont été également
déterminés

Le dosage des cytokines est realise par la techniqgue ELISA sandwich selon les
recommandations du fabriquant (Sigma).

Les plagues de microtitration préalablement recouvertes avec le premier anticorps monoclonal
anti-cytokine, sont incubées avec les sérums (rat et de souris) et les standards de chaque
cytokine. Une autre incubation est effectuée avec un deuxiéme anticorps biotinylés puis avec
le conjugué streptavidine-HRP. L’activité enzymatique est révélée apres I’addition du substrat
Tetramethylbenzidine (TMB). La réaction est ensuite arrétée et la lecture de 1’absorbance est
effectuée a 1’aide un lecteur de microplaque a 405 nm. L’intensit¢ de la coloration est
proportionnelle a la concentration des cytokines présentes dans 1’échantillon et le standard.
L’extrapolation des valeurs de densité optique (DO) des échantillons se fait a I’aide d’une
courbe étalon (DO = f [standard]).

11.2.1.5 - Dosage de I’histamine

Le dosage quantitative immuno-enzymatique de 1’histamine a été effectué en utilisant un kit
« Histamine Enzyme Immuno Assay » de type sandwitch. Ce dosage par compétition entre
histamine libre des échantillons biologiques et des standards avec 1’histamine marqué par la
HRP fournie dans le kit est effectué en plusieurs étapes :

11.2.1.5.1 - Préparation des échantillons par acylation

L’acylation de I’histamine présente dans les échantillons et des standards (20 ul) a été
effectuée en ajoutant un milieu réactionnel contenant du tampon d’acylation (25 pl), le réactif
« équilisant » (25 pl) et du réactif d’acylation (10 ul) par puits. Le mélange est incubé
pendant une heure a température ambiante sous agitation (400-500 rpm). Une autre incubation
est effectu¢e (30 min a température ambiante) aprés addition d’eau distillée (200 pl).

11.2.1.5.2 - Etape immunologique

Les échantillons et les standards acylés (20 ul) ont été déposés sur une microplaque
recouverte d’anticorps monoclonal d’anti-Histamine, 1’addition d’antisérum d’histamine (100
pl), a été suivie par une incubation pendant 15 a 20 h a 4°C. Aprés addition du conjugué
d’histamine couplé a la peroxydase (100 ul), une série de lavages a été réalisée, elle est suivie
par une incubation pendant une heure a température ambiante sous agitation (400-500 rpm).
Apres lavage des puits 1’activité enzymatique est mesurée apres addition a 1’obscurité du
substrat chromogéne Tetramethylbezidine (TMB), incubé 30 min a température ambiante. La
réaction est ensuite arrétée par addition de la solution d’Arrée a raison de (100 pl) par puits.
L’absorbance est lue a 450 mn en utilisant un lecteur ELISA.
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I1-2-2 Mise une évidence de I’activité oedématique induite par le Venin d’Aah
11-2-2 -1 (Edéme pulmonaire induit par le venin et ses constituants toxiques

La différence entre le poids humide et le poids sec a été utilisé pour la mesure de 1’cedéme
pulmonaire. Le poumon gauche des animaux traités avec le venin d’Aah, la FTox-G50 et la
toxine Aah II a été prélevé et pesé (poids humide), ensuite séché a I’étuve a 65° C pendant 48
h. Les organes ainsi séchés sont repesés (poids sec), La différence entre du poids humide et
poids sec a été déterminé. Cette technique nous a permet de mettre en évidence I’cedéme
pulmonaire induit par le venin natif et ces constituants toxiques en présence et en absence de
traitement (Déxaméthasone et Indométacine) (Figue 2).

11-2-2-2- Evaluation de ’cedéme plantaire induit par le venin et ses constituants
toxiques

L’évaluation de 1’cedéme local induit par le venin et ses composants toxiques a été déterminée
en calculant I’augmentation du poids exprimé en pourcentage du poids de la patte droite
traitée ayant recue une dose sublétale sous I’aponévrose plantaire de venin d’Aah, par apport
poids de la patte gauche témoin ayant recu le méme volume d’une solution saline stérile.

11-2-3 Etude des altérations tissulaires engendrées par la toxine Aah Il au niveau
du foie en comparaison a celle induite par le venin

L’étude histologique est réalisée afin de visualiser les altérations tissulaire au niveau du tissu
hépatique aprés une envenimation par la toxine purifiée Aah Il et ce afin de les comparer avec
celles observées avec le venin ou la FTox-G50 déja étudiées par notre equipe. Dans cette
étude, les animaux sont envenimeés par une voie intra péritonéale et sacrifiés apres 24 heures.
Cette technique comprend plusieurs étapes selon Martoja (voir annexe).

Le foie des rats témoins et du rat envenimé avec la dose la sublétale de la toxine purifiée Aah
I1, sont prélevés dans un délai de 24 h d’envenimation, ils sont ensuite lavés rapidement avec
I’eau physiologique puis fixés dans une solution du formol a 4% pendant 48 h afin de
conserver les structures tissulaires, puis traité selon le protocole d’histologie du Martoja (voir
annexe). Des coupes de 7 um sont réalisées a 1’aide d’un microtome rotatif puis étalés sur des
lames imprégnées de 1’eau gélatiné 0.4%. La coloration des coupes est réalisée avec de
hématoxyline-éosine. Ces sont ensuite hydratées, montées entre lame et lamelles a 1’aide
d’une résine hydrophobe (Baume de canada) (Annexe), puis observées a I’aide d’un
microscope photonique type Motic.
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Figure 2: Démarche expérimentale pour I’étude de I’effet oedématique au niveau pulmonaire
du venin d’Aah.
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Résultats et discussion
1. Effet de ’envenimation scorpionique sur I’activité myéloperoxydase (MPO)

Les neutrophiles sont des cellules phagocytaires mobiles qui jouent un réle clé dans
I’immunité et la réaction inflammatoire aigue (Fauschou., 2003). Lorsque la réaction
inflammatoire devient incontrolée, la dégranulation massive des neutrophiles libére la
myélopéroxydase (MPO) et d’autres enzymes protéolytiques, qui induisent des lésions
tissulaires. La MPO est 1’une des enzymes principales libérées dés I’activation des PN. (Lau
et al., 2005).

La MPO est utilisée comme marqueur de I’accumulation des neutrophiles dans de nombreuses
pathologies inflammatoires. L’augmentation de son taux vasculaire est un marqueur des
maladies inflammatoires  systémiques et vasculaires tels que le sepsis et
I’ischémie/reperfusion (Deby-Dupont et al., 1999; Witko-Sarsat et al., 2000; Poon et al.,
2001; Cohen, 2002 ; Serteyn et al., 2003).

Les résultats obtenus aprés envenimation des rats avec le venin et ses composants toxiques
montrent que 1’administration du venin d’Aah, sa fraction toxique et sa toxine Aah 11, par voie
intra-péritonéale provoquent une augmentation significative de 1’activité myéloperoxydase
sérique (Aah: 0,544 + 0,043 mM/min; FTox-G50: 0,418 + 0,035 mM/min, Aah 1l: 0,66 + 0,06
mM/min) et au niveau des homogeénats du tissu pulmonaire (Aah: 0,543 £ 0,179 mM/min,
FTox-G50: 0,709 £+ 0,17 mM/min, Aah I1: 0,642 + 0,08 mM /min) apres seulement 30 min de
I’envenimation, en comparaison avec les taux observés au niveau des sérums et dans les
homogeénats de poumon récupérés a partir des animaux témoins 0,301 £ 0,16 mM/min et 0,34
+ 0,19 mM /min respectivement. Le maximum d’activité MPO a été obtenu a 1440 min apres
envenimation ou il a été noté pour les serums d’animaux traités par venin d’Aah, fraction
toxique et la toxine Aah lldes taux de 1,08 + 0,14 mM /min; 1,327 + 0,21 mM/min et 1,62 £
0,45 mM/min respectivement, et pour les homogénats pulmonaires les taux suivants : (Aah:
1,26 £ 0.065 mM/min; FTox-G50: 1,377 £ 0,055 mM/min; Aah 1I: 2,73 £ 0,032 mM/min) (p
<0,05).

De plus les résultats indiquent une diminution des taux de la MPO au niveau des sérums et
dans les homogeénats pulmonaires a 48 h apres envenimations.

Ces résultats montrent que le venin d’Aah et ses toxines provogquent une augmentation du
recrutement des neutrophiles au niveau du sang périphérique et dans les poumons des
animaux envenimés. Cet effet est plus marqué avec les toxines, indiquant ainsi que ce sont
elles et essentiellement la toxine Aah Il, qui sont responsables de I’augmentation de
I’infiltration et de 1’activation de neutrophiles (Figure 1 et 2).

L’inflammation est un mécanisme de défense complexe, caractérisée par une migration
leucocytaire du sang périphérique vers les tissus endommageés.

L’une des caractéristiques majeures de I’inflammation aigue est que ’infiltration leucocytaire
est initialement et principalement neutrophilique (Lau et al., 2005).
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Figure 1: Activité myélopéoxydase sérique aprés envenimation avec venin le d’Aah, FTox-
G50 et la toxine Aah II.
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Figure 2: Activité myéloperoxydase pulmonaire aprés envenimation avec le venin d’Aah,
FTox-G50 et la toxine Aah II.
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Cependant au dela de 24 h a 48h, les neutrophiles disparaissent in situ par apoptose alors que
les cellules monoculaires tels que les macrophages et les lymphocytes s’accumulent au niveau
du site inflammatoire (Ryan et al., 1977; Doherty et al., 1988; Melnicoff et al., 1989;
Kaplanski et al., 2003).

Les résultats obtenus suggérent que le venin et essentiellement ses toxines induisent une
réaction inflammatoire aigue caractérisée par une potentialisation du recrutement et de
I’activation des neutrophiles, suivie par une transition du recrutement cellulaire avec une
diminution de la séquestration des neutrophiles. Cette infiltration neutrophilique pourrait étre
remplacée par des cellules mononucléaires de 1440 a 2880 h aprés envenimation. (Figure
1,2).

Les résultats obtenues dans ce travail sont similaires a ceux déja obtenus par notre équipe,
montrant que 1’injection du venin d’Aah par voie sous cutanée, provoque une leucocytose
dans le sang périphérique (systémique) avec prédominance des polynucléaires neutrophiles et
des cellules mononuclées (Adi-Bessalem et al., 2008).

D’autres résultats suggérent que 1’injection par voie intra- péritonéale du venin d’Aah et de sa
toxine Aah Il provoguent une leucocytose dans la cavité péritonéale et la cavité pleurale avec
prédominance de neutrophiles, des cellules mononuclées et des lymphocytes. Une
augmentation du recrutement des neutrophiles vers le tissu pulmonaire, a été également
rapportée. Cet afflux est plus important lorsque la toxine Aah Il est injectée (Sami-Merah et
al, 2007, 2008 ; Adi-Bessalem et al., 2008).

Des résultats similaires obtenus indiquent que les venins de scorpion provoquent une réaction
inflammatoire caractérisée par une leucocytose systémique importante due a une neutrophilie
chez des patients envenimés. Un afflux de leucocytes a été trouvé dans le poumon des patient
ayant eu une envenimation moderé a severe par le venin de Tytius serrulatus (Campos et al.,
1980; Meki et Mohey El-Dean., 1998; Magalhaes et al., 1999; Abdel-haleem et al., 2006).

De méme, des travaux réalisés avec le venin de Tytius serrulatus, sa fraction TsTX-1let le
venin de Tytius discrepans, ont montré 1’apparition d’une leucocytose aussi bien locale que
systémique ainsi qu’une augmentation du recrutement des neutrophiles vers le poumon des
animaux d’expérimentation (Borges et al., 2000; De Matos et al., 2001 ; D’Suze et al., 2004 ;
Coelho et al., 2007) .

Le mécanisme par lequel le venin induit une infiltration des neutrophiles n’est pas encore bien
élucide. Par ailleurs, les manifestations cliniques décrites aprés une envenimation par le
scorpion Tytius serrulatus sont dues a la capacité des neurotoxines présentes dans le venin a
stimuler systéme nerveux périphérique entrainant une libération des neurotransmetteurs
(catécholamines et acétylcholine) (Freire-Maia et al., 1989).

En effet, la leucocytose provoquée par le venin pourrait étre expliquée par la libération de
catécholamines (Campos., 1980).

Différentes stimulus peuvent induire une mobilisation des neutrophiles de la moelle osseuse
par libération de catécholamines a partir des glandes adrénales, en agissant soit sur les -
adrenorecepteurs ou sur les al-adrenorécepteurs (Altenburg et al., 1994; Altenburg et al.,
1997).

Il a été également suggéré que le venin affecte le systeme immunitaire par une mobilisation
des leucocytes suite a la libération des médiateurs inflammatoires tels que le facteur activateur
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des plaquettes (Platelet activated factor :PAF) ainsi que 1’activation de son récepteur, les
leucotriénes, les prostaglandines, les cytokines et les chimiokines (Magalhaes et al.,1999; De
Matos et al., 2001; Meki and Mohey El-Dean., 1998; Matos et al., 1999 a, b; Sofer et al.,
1996; Petricevich et Penna., 2002; Petricevich., 2002, 2004; D’Suze et al., 2003; Fukuhara et
al., 2003, Matos et al., 2007).

Des travaux réalisés sur le venin Tityus serrulatus, ont démontré que ce dernier induit une
libération des neuropeptides (telle la substance P), qui activent 1’expression du récepteur
tachykinine (R-NK1) au niveau des leucocytes (mastocyte et macrophages) (Brain et al.,
1997), ce qui conduit a une libération du PAF dans les tissu comme le poumon et la moelle
0Sseuse.

Les résultats de Borges indiquent que le PAF jouerait un réle important dans la mobilisation
des neutrophiles matures de la moelle osseuse (Borges et al., 2000), il pourrait agir localement
pour stimuler les cellules impliquées dans le processus inflammatoire tels que les leucocytes
et les cellules endothéliales par activation de son récepteur (PAFR) (Borges et al., 2000).

2. Effet de I’envenimation scorpionique sur I’activité peroxydase éosinophile
(EPO)

La peroxydase éosinophiles (EPO) est un indicateur de I’activation et de I’infiltration des
¢osinophiles dans la 1’arbre broncho-pulmonaire.

Les résultats obtenus indiquent que I’envenimation avec une dose sublétale du venin Aah, de
la fraction FTox-G50 ou de la toxine purifiée Aah Il, provoque une élévation importante et
précoce du taux de ’EPO au bout de 30 min de I’envenimation (Aah: 2,35 + 0,43 UDO,
FTox-G50: 2,022 + 0,21 UDO, Aah II: 3,45 £ 0,39 UDO), par apport au taux basal observé
chez les animaux témoins (0,72 UDO % 0,25 UDO).

Un deuxiéme pic important est observé a 360 min aprés envenimation ou il a été noté des taux
de 3,13 + 0,40, 2,752 £ 0,25 UDO, 2,88 + 0,35 UDO aprés envenimation par le venin Aah,
FTox-G50 ou la toxine Aah Il (p <0,05) (Figure 3).

L’activité éosinophile péroxydase est fortement affectée aprés envenimation par le venin
d’Aah et ses toxines. La séquestration des éosinophiles dans le poumon des animaux
envenimés semble étre plus importante avec les toxines et principalement la toxine Aah II.

L'éosinophile est la cellule la plus caractéristique (mais non spécifique) de I'inflammation de
la muqueuse bronchique au cours des allergies notamment de 1’asthme.

L'activation de ces cellules dans la muqueuse bronchique entraine la libération de substances
hautement réactives et toxiques ainsi que de nombreuses cytokines qui influencent les
réponses immunitaires, amplifient la réponse inflammatoire et créent des processus de
Iésions-remodelage de la paroi bronchique.

Les granules cytoplasmiques des polynucléaires éosinophiles contiennent de nombreux

médiateurs en particulier des enzymes cytotoxiques et des protéines cationiques de
I'éosinophile :
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Figure 3: Cinétique de I’activité éosinophile peroxydase pulmonaire apres envenimation avec
le venin d’Aah, FTox-G50 et la toxine Aah 1.
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Protéine basique majeure ou «major basic protein» (MBP), protéine cationique de
I'tosinophile ou «eosinophil cationic protein» (ECP), peroxydase de I'éosinophile ou
«eosinophil peroxidase» (EPO) et neurotoxine derivée de I'éosinophile ou «eosinophil derived
neurotoxin» (EDN).

La présence de polynucléaires éosinophiles au niveau du parenchyme pulmonaire a des taux
élevé peut entrainer des lésions cellulaires et du tissu pulmonaire avec:

- Une lyse des pneumocytes.

- Une altération des fonctions ciliaires de I'épithélium bronchique.

Les résultats obtenus suggerent que les toxines du venin d’Aah sont capables de provoquer
une hyper-éosinophilie pulmonaire et probablement une reéaction inflammatoire de type
allergique.

Plusieurs facteurs solubles de la famille des cytokines possédent des fonctions spécifiques
attractantes des éosinophiles .Trois cytokines: IL-3, IL-5, GM-CSF.

Chez ’homme, 1’¢osinophile est la cible de I’'IL-5 (Mc Gillis et al., 1990), Cette cytokine
induit la mobilisation de ces cellules in vitro et in vivo, et également 1’adhérence aux cellules
endothéliales. Dans le cas de I’allergie, I’orientation de synthese des cytokines vers la
production des cytokines (IL-4, IL-5) conduit a I’infiltration spécifique des €osinophiles dans
un premiers temps au moins. Les éosinophiles et cellules endothéliales sont deux cibles
privilégiées pour I’IL-4 et I’'IL-5 respectivement, aprés interaction avec leurs récepteurs
spécifiques.

Ces deux cytokines induisent I’expression de deux molécules d’adhérence: VCAM-1 pour les
cellules endothéliales et VLA-4 (B1 integrin) pour les éosinophiles. L’interaction de ces deux
molécules conduit a I’adressage vers le site inflammatoire.

L’ expression du récepteur pour iC3b (MAC-1, CR3) sur les neutrophiles et les éosinophiles
peut étre modulée par un signal d’activation. L’IL5 induit 1’expression du CDI11b sur les
éosinophiles et le couple Mac-1/ICAM-1 intervient également dans 1’adhérence spécifique
des éosinophiles a I’endothélium (Lotz et al., 1987).

Parmi les mécanismes d’activation des éosinophiles au niveau des muqueuses bronchiques, il
y a la voie d’activation médiée par les complexes immuns, la stimulation médiée par les
récepteurs pour IgE qui conduit a la libération de ’EPO (O’Byrne et al., 1992).

L’EPO stimule la libération de I’histamine & partir des mastocytes, I’activation de
1I’éosinophile conduit également a la production et la libération des substances
néosynthétisées. Il s’agit notamment de dérivés du métabolisme oxydatif comme les radicaux
libres ou ceux du métabolisme lipidiqgue comme les leucotriénes et les prostaglandines ou le
PAF.

D’autre part, I’activation des éosinophiles pourrait initier la réponse lymphocytaire spécifique

a I’antigéne et la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires tells que: I’IL-1-B, I’IL-6 et le
TNFa. (Russo-Marie et al., 1998).
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3. Effet de I’envenimation scorpionique sur ’activité de la NO synthase

Le taux des nitrites totaux au niveau des sérums d’animaux témoins recevant une solution
d’eau physiologique est de 1,204 + 0,045 uM et un taux basal plus faible de au niveau du tissu
pulmonaire de 0,515 + 0,053 pM.

La cinétique de production du monoxyde d’azote montre que 1’envenimation avec le venin
d’Aah natif, la fraction FTox-G50 ou avec la toxine purifiée Aah I, induit une augmentation
significative des taux des nitrites sériques et dans les homogénats du tissu pulmonaire.

Les concentrations maximales sont obtenues a 360 min aprés envenimation: au niveau
sérique, le venin d’Aah, FTox-G50 et la toxine Aah Il, provoquent une augmentation presque
de 17 fois le taux obtenu avec le témoin (Aah: 23,13 + 1,45 uM, FTox-G50: 21,68 + 0,96 uM,
Aah 1I: 18,09 + 0,9 uM). De méme, une augmentation de 25 fois a été observée au niveau du
tissu pulmonaire (Aah: 13,13 = 1,26 uM, FTox-G50: 15,18 + 1,52 uM, Aah II: 18,39 + 1,02
uM) (p £0,05).

Ces résultats obtenus montrent que le venin natif d’Aah ainsi que ces composants toxiques
potentialisent la production du NO au niveau du sang périphérique et dans le tissu pulmonaire,
ce qui révéle que les toxines du venin d’Aah induisent I’expression et I’induction de la forme
inductible de la NO synthase (iNOS) (Figure 4 et 5).

D’autres travaux ont montré que des concentrations élevées de cytokines pro-inflammatoires
et du NO ont été détectées chez des patients envenimés a la suite d’une piqure par les scorpion
de Leirus quinquestriatus et Buthus occitanus, de Leirus quinquestriatus hebroeus (Sofer et
al., 1996; Meki et al., 1997; Mekki et Mohey-Dean, 1998).

L’augmentation du NO peut étre expliquée par la libération les cytokines, comme I’'IFN-y et
I’IL1-B, activant I’isoforme inductible de la NO synthase (iNOS) au niveau des cellules
endothéliales et des leucocytes, responsable de la libération de quantités élevées de NO.

D’autre part, les isoformes constitutifs (NNOS et eNOS) peuvent étre activés sous 1’effet de la
libération de 1’acétylcholine et de la bradykinines libérés au cours de I’envenimation
scorpionique (Busse et al., 1993).

Le NO est un médiateur hautement réactif, il joue un réle important dans plusieurs processus
physiologique incluant la régulation de la broncho relaxation. Le NO est egalement impliqué
dans la cytotoxicité médiée par le macrophage et dans la régulation de la prolifération
cellulaire (Feder et Laskin, 1994; Laskin et al., 1994). L’excés de la production du NO peut
étre impliqué non seulement dans les lésions tissulaires, mais également dans la régulation de
la régénération de 1’épithélium alvéolaire aprés une 1ésion (Debra et al., 1998).

4. Effet de I’envenimation scorpionique sur les taux des cytokines

Les cytokines sont des médiateurs directs de la réaction inflammatoire et immunologique.
Elles peuvent étre subdivisées en cytokines pro-inflammatoires telles 1I’IL-1b, I’'TL-6 et TNF-a
et des cytokines anti-inflammatoires telles que I’'IL-10, I’IL-4 et I’IL-13.

Chez les animaux témoins, les cytokines: IL-1p, I'IL-6, I’'IL-12, I’'TL-13, I’'IL-4, I’'IL-5,
ICAM-1 et ICAM-1s montre respectivement les taux suivants: 141 ; 75.7 ; 564 ; 141 ; 3,8 ;
3.48; 164; 90 pg/ml. Les résultats du dosage des cytokines sont représentés apres
soustraction des valeurs des taux obtenus chez les animaux témoins.
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Figure 4: Dosage du NO sérique aprés envenimation avec le venin d’Aah, FTox-G50 ou la
toxine Aah II.
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Figure 5: Dosage du NO pulmonaire aprés envenimation avec le venin d’Aah, FTox-G50 et la
toxine Aah I1.
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La cinétique de la production de I’IL-1 révele un profil biphasiqe, le premier pic est obtenu
apres 30 min de I’envenimation (Aah : 854,08 pg/ml, FTox-G50 : 608,4 pg/ml, Aah Il : 1457
pg/ml), suivi d’un autre maximum de 506,25 pg/ml, 588 pg/ml a 360 min apres injection du
venin d’Aah, FTox-G50 respectivement, et un taux de 663,42 pg/ml a 1440 min apres
injection de la toxine purifiée Aah Il (Figure 6).

Les concentrations de 1’IL-6 sont rapidement augmentées pour atteindre des taux de 97,13
pg/ml, 128,57 pg/ml, 77,13 pg/ml aprés 30 min de I’injection du venin d’Aah, FTox-G50 ou
de la toxine purifiée Aah Il respectivement, des concentrations maximales sont obtenues a
360 min aprés envenimation (Aah: 120,58 pg/ml, FTox-G50: 381,43 pg/ml, Aah II: 231.43
pg/ml) (Figure 7).

La cinétique de I’IL-12 montre une augmentation progressive, les concentrations maximales
sont obtenues a 180 min d’envenimation (Aah: 369 pg/ml, FTox-G50: 841 pg/ml, Aah I1: 336
pg/ml) (Figure 8).

Le dosage des concentrations des cytokines anti-inflammatoires 1’IL-4 et IL-13 montre une
augmentation retardée. Les concentrations maximales sont obtenues a 360 min apres
envenimation. Pour 1’IL-4 nous avons noté des taux de 64,51 pg/ml, 50,42 pg/ml et 64.75
pg/ml aprés injection du venin d’Aah, FTox-G50 ou de la toxine purifiée Aah Il
respectivement (Figure : 9). La cinétique du dosage de I’'IL-13 montre des taux maximaux de
721.1 pg/ml, 210 pg/ml et 2111.1 pg/ml apres envenimation par le venin d’Aah, FTox-G50 ou
de la toxine purifiée Aah Il (Figure : 10)

La cinétique du dosage des taux de I’'IL-5 montre des concentrations détectables a partir de 30
min et atteint des taux maximaux a 180 min aprés 1’envenimation (Aah: 22,70 pg/ml, FTox-
G50: 20,47 pg/ml, Aah 1lI: 15,23 pg/ml) (Figure : 11)

Par ailleurs, Les concentrations des molécules d’adhésions cellulaires au niveau des sérums
(ICAMs) et des homogénats pulmonaires (ICAM-1), des animaux envenimés ont été
également déterminées.

Les résultats révelent que la cinétique des concentrations des ICAM-1 au niveau des
homogénats du tissu pulmonaire, montrent une augmentation importante au bout de 30 min de
I’envenimation. Des concentrations maximales de 472,36 pg/ml; 622,72 pg/ml et 554,18
pg/ml sont obtenues a 180 min apres envenimation par le venin Aah, la FTox-G50 et la toxine
purifiée Aah Il respectivement (Figure : 12)

De méme, des taux élevés des ICAM-1s ont été observés au bout de 30 min de
I’envenimation. Les concentrations maximales sont obtenues a 180 min aprés envenimation
avec des taux de 18,82 pg/ml ; 223,86 pg/ml et 224,68 pg/ml apres envenimation par le venin
Aah, la FTox-G50 et la toxine purifiée Aah Il respectivement.

Les taux des ICAM-1s sériques et dans le homogénats pulmonaires restent élevés jusqu’a
1440 min de I’envenimation (Figure : 12).

L’ensemble des résultats obtenus révele que les toxines du venin d’Aah, FTox-G50 induisent

une augmentation des taux sériques des cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-1p, I’TL-
6 et des cytokines anti-inflammatoires telles que I’IL-4 et I’TL-13.
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Figure 6: Dosage d’IL-1p sérique aprés envenimation avec le venin d’Aah, FTox-G50 et la
toxine Aah II.
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Figure 7: Dosage d’IL-6 sérique aprés envenimation avec venin d’Aah, FTox-G50 et la
toxine Aah II.

41



1000 ~ —o— Aah

—&— G50

~ 750 1 —a— Aahll
E
(@)
£ 500 A
AN
i
o

250 -

O 1 1 1 1
0 30 180 360 1440

Temps (min)

Figure 8: Dosage de I’IL-12 sérique aprés envenimation avec le venin d’Aah, FTox-G50 et la
toxine Aah II.
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L’augmentation des taux de 1’'lL-4 et de I’'IL-5 indique que les toxines du venin d’Aah
semblent étre impliqué dans ’activation des éosinophiles et causer une réaction inflammatoire
de type allergique (Figure 9 et 10).

De méme, Les résultats révelent que les toxines du venin Aah, notamment sa toxines Aah Il
induisent I’augmentation de 1’expression des ICAM-1 sur I’endothélium pulmonaire. Lorsque
ce dernier est activé, ces molécules permettent 1’adhésion irréversible des leucocytes a sa
surface et facilitent leurs transmigrations a travers I’endothélium.

Les molécules ICAM-1 jouent également un role dans I’interaction entre cellules
immunitaires et la transduction du signal qui médie plusieurs fonctions incluant 1’activation,
la prolifération, cytotoxicité et la production des cytokines (Stanciu et al., 1999).

En plus de sa forme membranaire, la molécule d'1ICAM-1 existe également sous une forme
soluble : ICAM-1s.

Il semble que cette molécule soit issue d'un clivage protéolytique de la molécule membranaire
(région extracellulaire d'ICAM-1) et qu'elle soit capable de se lier a ses récepteurs les
intégrines leucocytaires LFA-1 (CD 11a/CD 18) et Mac-1 (CD 11b/CD 18), ayant ainsi la
propriété de moduler les interactions adhésives entre les cellules circulantes et I'endothélium.
Les taux d'ICAM-1s sont fortement augmentés dans de nombreuses pathologies a composante
immune, inflammatoire et/ou cancéreuse. Cette élévation du taux d'ICAM-1s plasmatique
servir de marqueurs moléculaires présenter un marqueur des maladies inflammatoires (Comez
et al., 2000 ; Gilain et al.,2000). De plus, une étude récente a démontré que les taux de cette
derniére ont été fortement éleves suite a une envenimation par le venin Aah et ses toxines.qui
pourraient indiquer la participation de ces molécules dans la réaction inflammatoire
provoquée par le venin d’Aah (Figurel2 et 13).

Des études précédentes ont révélé que la plupart des cytokines sont un groupe de protéines
régulatrices et immunomodulatrices impliquées dans certains nombre de processus
physiologiques. Le rdle des cytokines durant I’inflammation est d’initier et de réguler
I’ensemble du processus: certains initient amplifient la réponse, d’autres soutenues ou
atténuent le. Le déreglement de la leurs production, induise des lésions tissulaire et médiees
des complications de la réponse inflammatoire (Disaia et Greesman., 1989; Petricevich.,
2006). Ces travaux suggerent la relation qui pourrait exister entre la surproduction de
certaines cytokines telles que 1’IL-6 et la morbidité ainsi que la mortalité de certaines
maladies inflammatoires (Roumen et al., 1993).

Plusicurs études suggérent I’implication des médiateurs pro-inflammatoires dans les
manifestations physiopathologiques de I’envenimation scorpionique humaine (Meki et Mohey
El-Dean., 1998). L’envenimation scorpionique implique I’activation et la libération des
cytokines pro-inflammatoire, des chimiokines et d’autre médiateurs vasoactives. L’activation
du systeme inflammatoire et de sa cascade d’événements joue un réle important dans la
pathogénicité de I’envenimation scorpionique.

La production des cytokines a été étudiée dans le cas d’envenimation scorpionique. En effet,

des altérations dans les taux sanguines de cytokines ont été observées aussi bien dans le cas
d’envenimation clique qu’expérimentales.
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Figure 9: Dosage de I’'IL-4 sérique apres envenimation avec le venin d’Aah, FTox-G50 et la
toxine Aah II.
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Figure 10: Dosage de I’IL-13 sérique aprés envenimation avec le venin d’Aah, FTox-G50 et
la toxine Aah II.
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Les piqures de scorpion provoquent des Iésions tissulaires qui pourraient induire une réaction
inflammatoire systémique et par conséquence une libération des cytokines (Chaudry et al.,
1989). Les cytokines libérées pourraient jouer un réle dans la pathogénicité de 1’envenimation
scorpionique.

Plusieurs travaux ont montré une élévation importante des concentrations sérique de I’IL1-a,
I’IL1-B, ’IL-10, TNF-a, PIFN-y et le NO, est observée chez les souris envenimées par le
venin de Tityus serrulatus et sa toxine majoritaire TSTX-1 (Tsl) (Petricevich et al., 2002,
Pessini et al., 2003), de Tityus discrepans (D’Suze et al., 2004), de Androctonus australis
hector (Adi-Bessalem et al., 2007), de Centriruroides noxius ( Petricivich., 2006).

D’autre études ont montré que les taux sériques de I’IL-6, I'IL1-a, I’IL1-B, IL-10, al AT,
I’IFN-y, GM-CSF et le NO, augmentent apres piqures par Leirus quinquestriatus, Buthotus ou
tityus (Sofer et al., 1996 ; Barbouche et al., 1996 ; Meki et Mhhey-Eldean, 1998 ; Magalhaes
et al., 1999), ainsi qu’ une augmentation de 1’expression chimiokines RANTES au niveau de
tissu pulmonaire suite a une envenimation scorpionique modéré a sévere par le venin de
Buthus occitanus et Leirus quinquestritus(Abdel-Haleem et al, 2006).

L activation et la libération des cytokines, pourraient jouer un réle physiopathologique dans
I’envenimation apres piqure de scorpion et pourraient étre responsable de certains
manifestations inflammatoires systémiques et d’échecs d’organes.

Une surproduction des cytokines pro et anti-inflammatoires a été suggérée pour étre impliqué
dans la pathogénécité de I’envenimation scorpionique modérée et sévere, mais leurs
signification cliniqgue et comme un outil de diagnostic n’est pas encore bien ¢lucidé
(Petrizivitch et al., 2002, 2006., D’Suze et al., 2002; Fucahara et al., 2003).

Des études précédentes ont montré que les manifestations physiopathologiques et
inflammatoires de I’envenimation peuvent étre médiées au moins en partie par I’augmentation
de la libération des cytokines tel que TNF-a, I’IL1-B, 1’ IL1-0, I’ IL-6, I’IL-8, I’IL-10 et le
GM-CSF chez les patients envenimés par le venin de Tityus serrulatus et que les taux sont
positivement corrélés avec les manifestations cliniques et avec la concentration plasmatique
du venin (Petricivech., 2006)

La balance des cytokines pro et anti-inflammatoires représentée par la détermination du
rapport (IL-6/IL-4) aprés une envenimation avec le venin d’Aah, sa fraction toxique FTox-
G50 et sa toxine Aah Il a été également déterminée. Ce rapport montre une valeur de 1,99
déterminée chez les animaux témoins.

La cinétique dévolution du rapport IL-6/IL-4 montre une augmentation progressive qui atteint
des valeurs maximales a 180 min aprés envenimations (Aah : 7,12 ; FTox-G50 : 9,93, Aahll :
56,56), indiquant un déséquilibre de la balace cytokinique en faveur de la production des
cytokikines pro-inflammtoires. Cette phase est suivie par une diminution de ce rapport a des
valeurs plus faibles que celle obtenue avec le témoin a 360 min aprées envenimation avec des
valeurs de (Aah: 0,94 ; FTox-G50: 1.21, Aah Il : 1.08). Ce résultat indique une deuxieme
phase de surproduction des cytokines anti-inflammatoires (Figurel4).

De plus, la comparaison entre les résultats obtenus avec le venin et ses constituants toxiques

révele que la toxine Aah Il, pourraient exercer un effet immunomodulateur de la réponce
immunitaire.
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Figure 11: Dosage de I’IL-5 sérique aprés envenimation avec le venin d’Aah, FTox-G50 et la
toxine Aah IlI.
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Figure 12 : Dosage d’ICAM-1 pulmonaire aprés envenimation avec le venin d’Aah, FTox-
G50 et la toxine Aah II.
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Figure 13 : Dosage d’ICAM-1 sérique (ICAM1-s) aprés envenimation avec le venin d’Aah,
FTox-G50 et la toxine Aah II.
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Figure 14: La cinétiqgue de la balance de cytokines pro et anti-inflammatoires apres
envenimation avec le venin d’Aah et ses toxines.
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5. Effet de I’envenimation scorpionique sur le taux histamine serique

L’Histamine est médiateur essentiel de multiples pathologies allergique et inflammatoire, elle
est synthétisée essentiellement par les cellules inflammatoires et immunocompétentes tel que
les mastocytes.

Le dosage des taux de I’histamine au niveau des sérums des animaux envenimés par le venin
total et sa toxine purifiée Aah Il, indigue que le venin provoque une augmentation importante
et rapide des taux sériques d’histamine environ de dix fois du taux basale déterminé chez le
contrble. De méme, la toxine Aah Il induit une élévation progressive et atteint un taux
maximal & 1440 min aprés envenimation avec une concentration comparable a celle obtenue
avec le venin total (Figure 15).

L’histamine libérée agit en se fixant sur des récepteurs cellulaires qui lui sont spécifique et
dont il existe deux formes. Les récepteurs de type 1(H1) sont présents partout dans le corps et
sont impliqués dans l'inflammation, tandis que les récepteurs de type 2 (H2) sont présents au
niveau de l'estomac et interviennent dans la sécrétion acide de I'estomac. Une fois libérée
I’histamine va entrainer une vasodilatation qui, on outre augmente la perméabilité capillaire
(Jamet et al., 2006).

Il a été démontré que I’histamine pourrait avoir en plus de son effet dans 1’inflammation et
allergie, un role dans l'orientation de la balance Th1/Th2 en intervenant dans la cascade des
cytokines et en regulant leur production (Ishikawa et al., 2000).

Des travaux précédant ont révelé que la dégranulation du mastocyte et la libération de
I’histamine sont impliquées dans la douleur et I’inflammation provoqué par le venin de
scorpion tel que Tityus serrulatus et Buthus martensi Karch (Liau et al., 2007; Nascimento et
al ., 2005).

Par ailleurs, dans 1’envenimation scorpionique, I’histamine a deux sources:

Une source endogeéne: elle est libérée a partir des mastocytes et induit un cedéme chez
I’homme et plusieurs especes animales incluant les rongeurs, via la stimulation des récepteurs
H: de I’histamine. Une étude réalisée sur le venin de Tityus serrulatus a montré que
I’histamine peut étre libéré a partir du poumon et de I’estomac apres injection du venin
(Cunha-Melo et al., 1987; Freire-Maia and Campos, 1989).

Une source exogene: c¢’est I’histamine contenue dans le venin. Cette histamine a été trouvée
dans le venin de plusieurs scorpions tel que le venin du scorpion L. laevifrons et le venin de
Tityus serrulatus (Basu et al., 1990 ; Nascimento et al., 2005).

L’augmentation précoce du taux de I’histamine observée suite a 1’injection du venin Aah,
serait du a I’apport exogene de 1’histamine contenue dans le venin total d’Aah. Alors qu’une
deuxiéme phase d’augmentation de concentration d’histamine est notée & 1440 min &pres
envenimation ce qui est corrélée avec le taux maximal induit par la toxine purifiée Aah II.
Cette élevation pourrait étre expliquée par la stimulation de 1’activation des mastocytes qui
sont considérés comme une source majeure de 1’histamine.

La toxine Aah II semble jouer un rdle significatif dans ’activation des mastocytes, d’une

maniére directe sur les mastocytes ou d’une maniére indirecte suite a la production de la
substance P.
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Figure 15 : Dosage d’histamine sérique aprés envenimation avec le venin d’Aah, FTox-G50
et la toxine Aah II.



Une études réalisée avec le venin de Loxosceles intermedia a montré une extravasation et
relaxation vasculaire, qui serait fortement reliées a la libération des médiateurs tels que
I’histamine et la sérotonine a partir des mastocytes (Rattmann et al., 2007)

D’autres travaux réalisés sur le venin de Tityus serrulatus montrent que I’inhibition de
I’cedéme provoqué par la prométhazine, indique que 1’histamine agit au niveau des récepteurs
H1 et elle pourrait jouer un role important dans I’induction de I’cedéme.

L’histamine a été mise en évidence dans les venins de L. laevifrons et le venin de Tityus
serrulatus (Basu et al., 1990; Nascimento et al., 2005), cependant, ce taux est trop faible,
mais il peut agir en synergie avec d’autres amines trouvées dans le venin comme la
cadaverine et le 5-hydroxy-tryptamine (5-HT) ( qui peuvent potentialiser 1’effet de I’histamine
(Bjeldanes et al., 1978; Lavich et al., 2003, Nascimento et al., 2005).

7. Induction de I’cedéeme pulmonaire

L’augmentation de perméabilité vasculaire et I’cedéme sont les évenements précoces de la
réaction inflammatoire suivie par I’infiltration leucocytaire (Van, 1993). Ces événements sont
initiés et maintenus par une séquence de médiateurs inflammatoires d’origine cellulaire et
plasmatique (Van, 1993).

La réaction inflammatoire causée par le venin d’Aah est caractérisée par un cedéme
pulmonaire.

Les résultats de la cinétiqgue d’évolution des taux de I’cedéme pulmonaire montrent une
augmentation significative apres injection du venin ou de ses composés toxique en
comparaison avec le taux observé chez les animaux témoins qui ont recu une solution saline
montre un taux de 0,046 + 0,015 g d’eau. Un premier pic a été observé au bout de 180 min
avec des taux de 0,366 + 0,08 g d’eau, 0,35 * 0,043 g d’eau, 0,469 + 0,0107 g, apres
envenimation par le venin d’Aah, la fraction FTox-G50 ou la toxine Aah Il respectivement et
un second pic a été noté apres 1440 min de I’envenimation (Aah: 0,229 + 0,034 g d’eau,
FTox-G50 : 0,298 + 0,037 g d’eau, Aah Il : 0,369 £ 0,0349 g d’ecau), alors que les poumons
des animaux témoins (Figure : 16). (p<0,05)

Ces résultats indiquent que le venin d’Aah et ses toxines provoquent un cedéme pulmonaire.
Les toxines et notamment la toxine Aah Il semblent étre a 1’origine de ’activité oedématique
du venin totald’Aah (Figurel6).

L utilisation des inhibiteurs qui interférent avec le métabolisme de 1’acide Arachidonique tel
que I’indométacine (inhibiteur non sélectif et de la Cyclooxygénase), et de la dexamethasone
(inhibiteur de 1’activité phospholipase A2), montre que aucun effet est observé sur le taux de
I’cedéme induit par le venin total puisqu’a 30 min d’envenimation les poumons prétraités avec
les inhibiteurs présentent un cedéme similaire & celui induit par le venin natif ( Indo: 0,146 +
0,039 g; Dexa: 0,161 + 0,048 g) alors que les traités par le venin montre un taux de (0,182 +
0,0432 g) (Figure : 17) (P<0,05).

Cependant, ces deux inhibiteurs réduisent significativement le taux de I’cedéme pulmonaire a
180 min d’envenimation par le venin d’Aah (Indo: 0,21 + 0,039g; Dex: 0,116 + 0,030 g) en
comparaison avec le venin qui montre un taux de (0,366 = 0,08 g d’eau). De 1440 min & 2880
min, I’indométacine n’a aucun effet sur 1’cedéme pulmonaire, alors que le dexametasone
continu a réduire de maniere significative I’cedéme pulmonaire induit par le venin total d’Aah
(Figurel?). (P<0,05)
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L’cedéme pulmonaire induit par le venin d’Aah est décrit comme un événement biphasique
dans lequel plusieurs de médiateurs operent de maniere séquentielle pour produire cette
réponse inflammatoire.

L’cedéme apparaissant a la phase initiale (0-180 min) qui n’est pas inhibée par les
médicaments qui interfere avec le métabolisme de 1’acide arachidonique tel que
I’indométacine, pourrait étre attribué a la libération de I’histamine. Cependant, au niveau de la
seconde phase (180-2880 min), ou I’cedéme est inhibé par ces médicaments, il pourrait étre
corréler avec la surproduction des eicosanoides (Prostaglandines et Leucotrieénes), des
cytokines et probablement le NO.

Les résultats obtenus sont similaires avec ceux rapportés par Nascimento en 2005 qui
montrent que ’cedéme immédiat (0-120 min) n’est pas inhibé par Dexamethasone et
I’indométacine. La dexamethasone inhibe la production la production de plusieurs médiateurs
inflammatoires, dont les cytokines et les eicosanoides (Brattsand et Linden., 1996) et présente
un effet inhibiteur de 1’afflux des leucocytes ainsi que le taux du NO et la NO synthase sont
fortement inhibé (Paya et al., 1997). L’cedéme immédiat causé par les venins de scorpion
associe avec le manque d’inhibition par le dexamethasone et 1’indométacine, les cytokines et
eicosanoides ne pourraient pas étre impliqués

La réponse immédiate provoquée par le venin pourrait étre due a 1’action directe du venin et
de ses composants ou a I’action des médiateurs endogenes qui sont déja stockes et rapidement
libérés a partir des cellules inflammatoires (Nascimento et al., 2005).

L’cedéme pulmonaire est une complication tres plus fréquente, pouvant étre fatale.
LE mécanisme de l’cedéme pulmonaire provoqué par le venin de scorpion n’est pas
totalement élucidé, mais deux facteurs principaux peuvent contribuer:

Un facteur cadiogénique: directement lié a un dysfonctionnement cardiaque du ventricule
gauche et une libération massive des catécholamines et de 1’acétylcholine (Geron et al., 1990;
Abourg et al., 1991, 1995; Freire-Maira et De Matos 1993; Amaral et al., 1997; Rezende et
al., 1997; Daisley et al., 1999).

Un facteur non cardiogénique: induit par la libération des médiateurs inflammatoires tels que
le facteur activateur des plaquettes (PAF) et les prostaglandines. Le PGE2 est produit par
plusieurs types cellulaires de I’organisme incluant les fibroblastes, les macrophages, les
neutrophiles et quelque type de cellules malignes (Harris et al., 2002).

Le PGE2 est puisant mediateur impliqué dans inflammation et la douleur. Il provoque une
hyperglycémie, vasodilatation, associée & extravasation du fluide vers les tissus adjacents,
favorisant la formation d’cedéme. (James et al., 2001). Ce médiateur pourrait contribuer
tardivement dans la genese de 1I’cedéme pulmonaire provoqué par le venin.

Des études précédant ont démontré que 1’induction de 1’cedéme pulmonaire provoqué par
I’administration du venin Tityus serrulatus chez des rats serait associé a une libération des
médiateurs dérivés des lipides, incluant le PAF, les leucotrienes et les prostaglandines
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Figure 16 : Effet oedématique provoqué avec le venin d’Aah, FTox-G50 et la toxine Aah II.
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Figure 17: Effet des inhibiteurs du métabolisme de 1’acide Arachidonique sur 1’cedéme

pulmonaire induit avec le venin d’Aah.
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(Azevedo et al., 1983; Freire-Maia et de Matos., 1993; De Matos et al., 1997, 1999, 2001,
Borges et al., 2000).

Les travaux de Bertazzi et al en 2005, montrent que ’activation du systéme complément peut
contribuer aux Iésions tissulaires et I’cedéme pulmonaire observé lors d’une envenimation.

L’activation du systeme complément a plusieurs impacts biologiques tels que 1’augmentation
de la perméabilité vasculaire, chimiotactisme des leucocytes vers le site de I’inflammation,
dégranulation des cellules inflammatoires (PN, PE) et induction d’une bronchoconstriction.

8. Effet oedematique du venin d’Aah

Les résultats d’évolution de I’cedéme montrent que I’injection intra-plantaire du venin d’Aah
provoque un cedéme local qui se traduit par une augmentation du pourcentage d’cedéme d’une
maniére temps-dépendante, le maximum est observé a 180 min apres envenimation.

La dose minimale oedematogénique responsable de plus de 20 % de I’effet oedematique du
venin Aah est estimée de 5 g par 20 g d’animaux (Figure : 18).

Des travaux précédant ont montré que 1’administration intra-plantaire du venin de scorpion
provoque une réaction inflammatoire évidente chez les rats envenimé avec les venins de
Buthus martensi, et Tityus serrulatus, associé a un cedéme plantaire, une extravasation du
plasma et une leucocytose (Bai et al., 2006; Chen et al., 2002).

9. Effets histopathologiques induit par la toxine Aah Il au niveau du tissu
hépatique

L’analyse histologique du foie de rat traité par la dose sublétale de la toxine Aah II, a montré
que la toxine engendre des lésions tissulaires et des signes inflammatoires en comparaison
avec le témoin. Ces altérations sont caractérisées par une infiltration des cellules
inflammatoires dans 1’espace porte, essentiellement des PN et un cedéme. Le parenchyme
hépatique semble étre désorganisé avec présence des hépatocytes avec des noyaux
pycnotiques. (Figure : 19).

Ces résultats sont semblables avec ceux obtenus par des études précédentes. En effet, les
modifications tissulaires provoquées par une envenimation par le venin d’Aah sont
caractérisées par une altération du parenchyme hépatique, une dilatation des espaces
sinusoidales et la présence d’un cedéme interstitiel.

Les hépatocytes ont présenté des noyaux pycnotiques et une infiltration lymphocytaire (Adi-
Bessalem et al., 2003).

De méme, le venin de Tituys discrepans provoque également des altérations tissulaires au
niveau du tissu hépatique des animaux, caractérisés par une nécrose des hépatocytes qui
entoure la veine porte ainsi qu’une infiltration des neutrophiles et des lymphocytes (D’Suze et
al., 2004).
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Figure 18 : Détermination de la dose minimale oedématique du venin d’Aah apres injection
intra-plantaire.



Figure 19 : Altérations histopathologiques au niveau du foie provoguées par la toxine Aah II.
A : Parenchyme hépatique témoin. B et D : (Edéme au niveau du parenchyme hépatique

C : Parenchyme hépatique désorganisé montrant une infiltration de PN. E : Infiltration des
neutrophiles au niveau de veine centrolobulaire. H-E. G X 40. F : Grossissement au niveau de
la zone encadrée en E. H-E. G X 100.

K : Kupfer. S : Sinusoide. VCL : Veine centrolobulair.
Pyc : Pycnose, Oe cedéme, Ci: cellules inflammatoires. PH : Parenchyme hépatique. PN :
Polynucléaire neutrophiles.
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Discussion générale

Les interactions leucocytes-endothélium résultantes de la réaction inflammatoire, semblent
jouer un role important dans la pathogenicité des Iésions pulmonaires aigues et le syndrome
de la détresse respiratoire pulmonaire aigue (Abraham., 2003 ; Moraes et al., 2003).

Les leucocytes sont les éléments clé de la réaction inflammatoire, par leurs activités
phagocytaires et sécrétoires.

Les résultats révelent que les toxines du venin d’Aah provoquent une réaction inflammatoire
aigue caractérisée par une leucocytose.

Le dosage de I’activité MPO indique que les toxines des canaux sodium du venin d’Aah
provoquent une hyper-neutrophilie systémique ainsi qu’une potentialisation de I’infiltration
des neutrophiles dans le tissu pulmonaire.

De plus, des nouvelles fonctions sont attribuées a la MPO venant des neutrophiles, elle
semble également pouvoir modulé D’activation, la migration et I’infiltration d’autres
leucocytes qui sont liés a la progression de la réaction inflammatoire vasculaire ainsi de jouer
des fonctions cytokine-like (Johansson et al., 1999, Libby et al., 2002).

D’autre part, une hyper-éosinophilie est mise en évidence dans les poumons des animaux
envenimés par le venin et ses toxines.

Le mouvement des leucocytes de la circulation sanguine vers les tissus endommagés est un
événement important de la réaction inflammatoire. Ce processus implique une séguence
d’événements de capture, d’adhésion ferme a [I’endothélium activé, suivi par une
transmigration des leucocytes vers les tissus. Toutes ces étapes dans la cascade d’événements

du recrutement sont favorisées par les molécules adhésion ICAM.

L’adhésion des neutrophiles aux cellules endothéliales se fait par I’intermédiaire des
adhésines exprimées sur les cellules endothéliales comme les ICAM-1; qui est une famille de
superantigene des immunoglobulines, originalement décrit comme récepteurs aux intégrines
CD11b/CD18 exprimés sur les neutrophiles. Les ICAM-1 sont retrouvés exprimés
constitutivement sur les cellules endothéliales, est régulés en réponse a 1’endotoxine, le TNF,
I’IL-1 et I’anaphylotoxine C5a. Ces molécules d’adhésion jouent un rdle important dans la
médiation des évenements inflammatoires dépendants des neutrophiles au niveau du poumon
(Hannedouche et Moulin., 2000).

Dans cette étude les résultats indiquent que les toxines du venin d’Aah semblent induire
I’augmentation de 1’expression de ces molécules d’adhérence ICAM-1 au niveau du tissu
pulmonaire, expliquant I’influx leucocytaire et pourraient étre impliquées dans les lesions
pulmonaires dépendantes de neutrophiles.

Les résultats suggerent que l’envenimation scorpionique affecte le systeme immunitaire
conduisant aux variations des taux de cytokines.

En effet, les toxines du venin d’Aah semblent étre responsables de 1’augmentation de la
production des cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-1p et I’IL-6 et des cytokines anti-
inflammatoires telles que I’IL-4 et I’'IL-13. Une augmentation des concentrations de 1’IL-5 et
I’IL-12 a été également mise évidence apres envenimation par le venin et ses toxines.
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Ces dernier semblent étre capables d’activer la ligné monocytes-macrophages qui seraient a
I’origine de la libération des cytokines telle que I’'IL1-B, I’'IL-6 et 1I’'IL-12, observée apres
I’envenimation.

Les monocytes-macrophages actives liberent de grandes quantités de cytokines et participent
activement a la régulation des réponses inflammatoire et immunitaires. L’interleukine IL-1 est
I'un des cytokines majeur participent a l'initiation et la persistance de I'inflammation.

Les concentrations de cette cytokine sont fortement augmentées apres injection des toxines du
venin Aah. L’IL-1 et TNF peuvent activer directement les voies de transduction de signal qui
affectent les tissus conjonctifs de la matrice et induisent la production et la synthese
d'enzymes protéolytique (Dinarello., 1996)

De plus, I’IL-1 induit la production de chémokines CXC qui participent a la médiation de
Iinfiltration des neutrophiles et augmente 1’activité d'élastase des neutrophiles et de
I'activation des enzymes MMP-9 et MMP-12 qui probablement contribuent a 1’induction des
Iésions de tissus au cours de I’inflammation pulmonaire (Lappalainen et al., 2005).

D’autre part, la cinétique de variation du rapport cytokines pro-inflammatoires/cytokines anti-
inflammatoires (IL-6/I1L-4), révele une variation des taux de production de cytokines apres
envenimation par le venin d’Aah et ses toxines. Cette production est caractérisée par un model
biphasique mise en évidence par une production initiale de cytokines pro-inflammatoires,
suivi par une phase de surproduction des cytokines anti-inflammatoires.

L’ensemble des résultats du dosage des différents cytokines suggerent que les toxines du
venin Aah er essentiellement la toxine Aah 11, stimule le systeme immunitaire caractérisé par
une activation désequilibrée des cellules Thl et Th2.

Les lymphocytes T auxiliaires Thl et Th2, qui se distingue par les cytokines qu'elles
produisent et y répondre et les réponses immunitaires qu'ils sont impliqués. Les cellules Thl
produisent des cytokines pro-inflammatoires comme I'lFN-y, I’'IL-12 et le TNF, tandis que les
cellules Th2 produisent des cytokines anti-inflammatoires telles que 1’IL-4, I’IL-5, I’IL-6 et
I’TL-13.

Les profils de production des cytokines aprés envenimation suggérent que les toxines
favorisent probablement la voie Th2. Les cytokines Th2 comme I'IL-4 joue un réle dans
différentiation des cellules Th2 et stimulent généralement la production d'anticorps. L’IL-5
stimule réponses des éosinophiles, qui font également partie de la réponse immunitaire et
inflammatoire.

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que les toxines du venin d’Aah provoquent
une augmentation de des concentrations des intégrines ICAM-1 sérique. Une forme soluble de
la molécule ICAM-1 correspondant au domaine exatracellulaire clivé par protéolyse, et
détectée dans les sérums au cours des maladies inflammatoires (Rhumatisme articulaire) et
infectieuse (choc septique) ou des cancers (Parillo et al., 1992. Gomez-Scotto et al., 2000).
De ce fait les ICAM-1s pourraient étre impliqués dans la sévérité de la réponse inflammatoire
provoqueée suite & une envenimation scorpionique.

Un autre médiateur important dans I’inflammation aigue et chronique est le monoxyde
d’azote. Le NO semble jouer un réle important dans plusieurs processus physiologiques et
physiopathologiques (Haley et al., 1992; Kolesnikov et al.,1992; Babbedje et al., 1993).
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Les résultats du dosage des taux du NO au niveau des sérums et des tissus pulmonaires,
montrent que les toxines du venin d’Aah provoquent une élévation importante des taux de ce
médiateur qui pourrait étre due a I’induction de I’iNOS des leucocytes.

Certaines cytokines comme I’INF-y, le TNF-a et I’[L-1 induisent I’'iNOS une potentialisation
du taux de NO (Franco-Pentead., 2000).

Le NO pourrait étre impliqué dans la réponse oedématogénique causee par les toxines.

En effet, plusieurs études suggerent que le NO provoque une dilatation des vaisseaux
sanguins (Gardiner et al., 1990) et favorise la perméabilité vasculaire résultant la formation
d’cedéme (Hughes et al., 1990; Giraldelo et al., 1994). De plus le NO, augmente la synthese et
la libération des médiateurs pro-inflammatoires tel que les cytokines et les espéces réactives
de ’oxygene (Marcunkiewiez et al., 1995) et les prostaglandines (Santebin et al., 1995).

Par ailleurs, le NO réagit avec 1’anion superoxyde pour former le péroxynitrite, qui est une
espéce oxydante potentiel capable de produire une péroxydation libidique et des lésion
tissulaires (Backman et al., 1990 ; Radi et al.,1991 ; Rubbo et al.,1994). Le NO pourrait étre
impliqué comme médiateur inflammatoire au cours de la réaction inflammatoire provoquée
par le venin et ses toxines au cours de 1’envenimation.

L’étude de I’effet oedématique montre que le venin et ses toxines provoquent un cedéme
pulmonaire et plantaire chez les rats dont le maximun est obtenu & 180 min apres
envenimation. Les toxines semblent étre responsables de 1’effet oedématique du venin natif.
La dose minimale oedématique du venin Aah a été estimée de 5 pg/20 g d’animaux.

La détermination de I’indice oedématique pulmonaire du venin chez les groupes d’animaux
envenimeés et prétraités par le dexaméthasone ou par 1’indométacine montre que I’inhibition
du métabolisme de 1’acide arachidonique semble diminuer le taux de 1’cedéme pulmonaire au
temps précoce. Ce résultat indique 1’implication de voie PLA2 dans I’induction I’cedéme
précoce causé par le venin et ses toxines et pourrait étre également attribué a 1’action directe
des composés de venin ou a la libération des facteurs vasoactives, incluant, la sérotonine et
I’histamine.

A partir de D’ensemble des résultats obtenus nous proposons un mécanisme d’action
hypothétique de la réaction inflammatoire induite par le venin d’Aah et ses toxines de type o.
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Figure 20 : Mécanisme d’action hypothétique de la réaction inflammtoire provoquée par le
venin d’Aah et ses toxines.
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Conclusion



Conclusion:

Ce travail a été réalisé dans le but d’élucider et de caractériser le mécanisme de la réaction
inflammatoire déclenchée par le venin d’Androctonus autralis hector et ses toxines lors des
envenimations expérimentaux.

Les résultats obtenus montrent que les toxines de type a présentes dans ce venin sont
largement impliquées dans le déclenchement de la réaction inflammatoire provoquée par le
venin natif d’Aah.

Une potentialisation du recrutement des cellules inflammatoires est mise en évidence par une
hyper-neutrophilie sérique et une accumulation des neutrophiles et des éosinophiles dans le
tissu pulmonaire. Cet effet est associé a une augmentation de 1’expression des molécules
adhérence ICAM-1.

La séquestration des éosinophiles provoquée par les toxines du venin d’Aah au niveau du tissu
pulmonaire serait associee a la libération de I’IL-5 et I’IL-4. L’IL-5 représente 1’une des
cytokines les plus importantes pour la prolifération et la différenciation des éosinophiles.

Les éosinophiles et les neutrophiles liberent des protéines toxiques et des especes réactives
d’oxygenes endommageant les cellules adjacentes, qui pourraient participer a la pathogénicité
de I’envenimation scorpionique induit par le venin d’Aah.

Les toxines du venin Aah semblent étre capables de stimuler le systeme immunitaire
conduisant a une augmentation de la libération des médiateurs inflammatoires.

Les deux forces, cytokines pro et anti-inflammatoires sont élevées durant ce processus.

En effet, des concentrations élevées des cytokines pro-inflammatoires telles que 1’I’IL1-B,
I’IL-6, I’TL-12 et anti-inflammatoires telles que 1’TL-4, I’TL-13, ont été mise en évidence.

De plus, les résultats obtenus révelent également 1’élévation des taux de d’autres médiateurs
inflammatoires tel que 1’histamine et le monoxyde d’azote ainsi que les concentrations de la
forme soluble des ICAM-1. Les ICAM-1s pourraient étre considéré comme un marqueur de la
séverité de la réponse inflammatoire provoquée suite a une envenimation scorpionigue.

Les résultats indiquent que le venin provoque un cedéme pulmonaire et plantaire.

L’cedéme pulmonaire induit par le venin d’Aah est décrit comme étant un événement bi-
phasique dans lequel plusieurs médiateurs operent en séquence pour provoguer cette réponse
inflammatoire. Les toxines du venin et notamment la toxine Aah Il, semblent augmenter la
perméabilité vasculaire qui peut étre a 1’origine de 1’activité oedématique induite par le venin.

L’¢tude des effets histopathologiques induits par cette toxine au niveau du tissu hépatique,
montre également que la toxine Aah |1 serait responsable des Iésions tissulaires engendrées au
niveau du tissu hépatique.

L’ensemble des résultats obtenus dans ce travail suggerent que les toxines du venin Aah et
notamment la toxine purifiée Aah Il seraient responsables de la réponse inflammatoire
provoquée par le venin d’Aah. Cette réponse inflammatoire est accompagnée par la libération
des médiateurs inflammatoires et une modification de la perméabilité vasculaire associée a
une infiltration des cellules inflammatoires.
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Annexe



Fiche technique n°1 : Préparation du Formaldéhyde a 40%
Formald@nyde. ... ... 40 ml
Eau distill. ... ..o e, 100 ml

Fiche technique n°2 : Déshydratation et imprégnation a la paraffine

Un bain d’alcool éthylique 70° pendant 5 min

Deux bains d’alcool éthylique 90° pendant 5 min (chacun)

Deux bains d’alcool éthylique 100° pendant 5 min (chacun)

Deux bains xylene 5 min (chacun).

Un bain de paraffine de 1 h suivit d’un deuxiéme bain de 2 a 24 h dans I’étuve a 60°c

Fiche technique n°3 : Préparation de I’cau gélatinée

GIALING .o 0.4g
BaU diStille. ..., 100 ml

Fiche technique n°4 : Coloration a I’Hématoxyline et Eosine (H et E)

Préparation de I’Hématoxyline :

Premiere solution : Acide sulfurique concentré.............cc.oovviiiiiiiiinannn. 0.8 ml
Eaudistillée...... ..o 50mi
Alunde Fer... ..o 19
Deuxieme solution : HEMatoOXyliNe. ...... ..ot 0.5¢
Ethanol 95°. ... . 50 ml

Apres dissolution par agitation magnétique, les deux solutions sont m’¢longées,
laissées reposees une heure puis filtrées.

Préparation d I’€osine :
B OSINe . 19
BaU diStill€e. .....voeiei i 100 ml
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Courbe étalon des nitrites.



