Résumé

Les envenimations scorpioniques sont associées à diverses manifestations physiopathologiques, qui résultent de l'induction d'une réponse immunitaire systémique caractérisée par l’activation et le recrutement des leucocytes dans le sang périphérique. L'immunothérapie est le seul traitement préconisé pour la prise en charges des victimes envenimées.
Le but de la présente étude est d'évaluer les effets du venin d’Androctonus australis hector (Aah) sur les polynucléaires neutrophiles (PNs) et les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) isolés à partir de sang veineux chez de volontaires sains.
L’étude de l’effet du venin sur la viabilité cellulaire in vitro par le test d’exclusion au bleu de trypan révèle un effet cytotoxique dose dépendant pour des concentrations élevées de venin. La stimulation des PNs et des PBMC par des faibles concentrations de venin (inférieures à 50 µg/ml) a permis de révéler une activation de la prolifération des lymphocytes, une dégranulation par libération de la myéloperoxydase, une augmentation du volume lysosomal et une production du monoxyde d’azote et du peroxyde d’hydrogène résultant d’une activation du métabolisme oxydatif. La neutralisation des constituants du venin par des fragments F(ab)’2 a empêché la dégranulation des neutrophiles, alors qu’elle diminue la production du peroxyde d’hydrogène par les PNs et les PBMC. 
L’étude de l’effet cytotoxique a été abordé par une étude des intégrités mitochondriale et membranaire, respectivement par le test de viabilité cellulaire aux sels de tétrazolium (MTT) et par le dosage de la LDH libérée par les cellules. Une perte de l’intégrité mitochondriale et une augmentation dose-dépendantes de la lactate déshydrogénase (LDH) libérée dans le milieu extracellulaire ont été provoquées par des concentrations élevées de venin, supérieures à 50 µg/ml. Cet effet cytotoxique du venin d’Androctonus australis hector est accompagné d’une augmentation dose dépendante des taux de production du monoxyde d’azote (NO) et de génération du malondialdéhyde avec inhibition de l’activité enzymatique de la catalase et une fragmentation de l’ADN des PNs et des PBMC. Par ailleurs, l’utilisation du propofol a permis de réduire significativement la cytotoxicité provoquée par le venin confirmant l’implication d’un stress oxydant dans le mécanisme de cytotoxicité. Cet état délétère résulterait probablement d’une activation excessive des PNs par les constituants du venin.
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Abstract

Scorpion envenomations are associated with complex pathophysiological manifestations, which result from the induction of a systemic immune response characterized by important leukocyte recruitment in peripheral blood. Immunotherapy is the only effective treatment for envenomation. However the efficiency of the guidelines of this treatment remains empirical. The aim of the present study is to evaluate the effects of Androctonus australis hector (Aah) venom on human polymorphonuclear neutrophils (PMNs) and peripheral blood mononuclear cells (PBMC) isolated from venous blood of healthy volunteers. 
Trypan blue exclusion showed that viability of both human PMNs and PBMC was significantly reduced by Aah venom at concentrations higher than 50 µg/ml. Stimulation of PMNs and PBMC with low concentrations of Aah venom (less than 50 mcg / ml) revealed activation of PBMC proliferation, degranulation with release of myeloperoxidase, an increase in lysosomal volume and production nitric oxide and hydrogen peroxide resulting from activation of oxidative metabolism. The use of F(ab) '2 fragments for the neutralization venom components prevented neutrophils degranulation, while it decreases the production of hydrogen peroxide by PMNs and PBMC. 
The study of the cytotoxic effect reveals loss of mitochondrial integrity and a dose-dependent release of lactate dehydrogenase (LDH) into the extracellular medium caused by venom concentrations higher than 50 µg / ml. This cytotoxic effect of Androctonus australis hector venom is accompanied by a dose-dependent increase of the rate of production of nitric oxide (NO) and malondialdehyde (MDA) generation with inhibition of the enzymatic activity of catalase and DNA fragmentation in both PMNs and PBMC. In addition, the use of propofol significantly reduced the cytotoxicity induced by the venom confirming the involvement of oxidative stress in the mechanism of cytotoxicity. This oxidative stress would probably result from excessive activation of PMNs by venom components.
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ملخص

إن لسعة العقارب غالبا ما تكون خطيرة و تتسبب في ظهور اضطرابات في النظام البيولوجي لجسم الإنسان.هذه الاضطرابات  تنتج عن تحريض استجابة مناعية التي تتميز بتجنيد كريات الدم البيضاء. العلاج المناعي هو العلاج الوحيد الفعال ضد لسعات العقارب. الهدف من هذه الدراسة هو تقييم آثار سم العقرب  hector australis  Androctonus في خلايا الدم المحيطية متعددة النوى (PNs) و وحيدات النوى (PBMC) المعزولة من الدم الوريدي من المتطوعين الأصحاء.
أظهرت النتائج أن سم العقرب  hector australis  Androctonus  تسبب في موت الخلايا حسب ما اظهره فحص  Bleu de trypan بتركيزات أعلى من 50 ميكروغرام / مل. تحفيز الخلايا متعددة النوى (PNs) و وحيدات النوى (PBMC) بتركيزات منخفضة من سم العقرب (أقل من 50 ميكروغرام / مل) كشف  تنشيط نمو وحيدات النوى ، تنشيط الخلايا متعددة  و وحيدات النوى بزيادة قدرة هذه الخلايا على تحرير myéloperoxydase في الوسط الخارجي ، زيادة في حجم الليزوزومية وإنتاج أكسيد النيتريك ((NO و H2O2الناتج عن تفعيل عملية الأيض المؤكسدة.  نتائج التجارب أظهرت أيضا أن الأجسام المضادة، شظايا F(ab')2، تحييد تحرير myéloperoxydase في الوسط الخارجي من  طرف الخلايا متعددة النوى  في حين أنه يقلل من إنتاجH2O2  في تحفيز الخلايا متعددة النوى (PNs) و وحيدات النوى (PBMC).
دراسة تأثير السام للخلايا تكشف عن فقدان سلامة الميتوكوندريا. هذا التأثير تم تأكيده بوجود نسب عالية من la lactate déshydrogénase (LDH) في الوسط الخارجي التي تحدثها تركيزات أعلى من 50 سم ميكروغرام / مل ما يدل على إحداث أضرار تمس غشاء الخلايا. 
ويرافق هذا التأثير السام للخلايا زيادة نسبة أكسيد النيتريك (NO) و البيروكسيد الدهني (MDA) مع تثبيط النشاط الإنزيمي للكاتلاز وتجزئة DNA في كل من PMNs وPBMCs. وبالإضافة إلى ذلك، وبالإضافة إلى ذلك، فإن استخدام البروبوفول خفض كثيرا من التسمم الخلوي التي يسببها السم ما يدل على تورط الاجهاد التأكسدي في آلية السمية الخلوية، هذا الإجهاد ناتج على الأرجح من التنشيط المفرط الخلايا متعددة النوى من طرف مكونات السم.
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