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Liste des abréviations

Aah : Androctonus australis hector.
Ach : Acétylcholine.

CPK : Créatine Phospho Kinase

Cox : Cyclooxygénase

ELISA: Enzym Linked Immunosorbant Assay.
EPC : Eosinophil Cationic Protien.
EDN : Eosinophil Derived Neurotoxin
EPO : Peroxydase éosinophile.

Fab : Fragment antigen binding.

Fc : Fragment cristallisable.

GM-CSF : Garanulocytes/Macrophages- Colony Stimulating Factor.
IFN : Interféron.

kDa : Kilo Dalton.

LDH : Lactate déshydrogénase.

LT : Leucotrienes.

MBP : Major Basic Protien.

MPO : Myéloperoxydase.

NO : Monoxyde d’azote.

NOS : Oxyde Nitrique Synthase

PAF : Platelet Activated Factor.

PG: Prostaglandin.

PNN: Poly Nucléaire Neutrophiles.
s.c: Sous cutanee.

TNF: Tumor necrosis factor.



Introduction

Le scorpionisme, pathologie de I'envenimation scorpionique, est un probléme qui sévit
a travers les cing continents et le nombre de piqures est en augmentation aboutissant parfois a
des situations cliniques graves (Chippaux and Goyffon, 2008). Par sa fréquence et sa gravité,
il constitue un réel souci pour la santé publique dans de nombreux pays de I'Afrique du nord,
Moyen Orient, Inde et I'Ameérique du sud (Lourengo, 1996). Les études épidémiologiques
rapportent que plus de 5000 personnes dans le monde en meurent chaque année (Polis, 1990).

En Algérie, selon le Ministére de la santé, I’an 2009 est caractérisé par une remontée
relativement importante du nombre de cas piqués estimée a plus 4% par rapport a 2008. Le
nombre de cas de piqgdres recensées est de 51 943 et celui des décés est de 54 repartis
essentiellement dans 5 Wilayas (Adrar, Biskra, Djelfa, M’Sila, EI Oued). (Laid, et al., 2009 ;
Chippaux et al., 2011). L’cedéme pulmonaire représente la cause principale de décés dans le
cas des envenimations scorpioniques graves (Ismail et al., 1995). Il est attribué a une
augmentation de la perméabilité vasculaire pulmonaire consécutive a une libération accrue
des médiateurs de I’'inflammation (Amaral et al., 1994). L’inflammation déja observée dans
les envenimations expérimentales, elle est caractérisée par une infiltration des leucocytes au
niveau de la cavité péritonéale et du myocarde aprés injection du venin d’Androctonus

australis hector (Aah) ou de sa toxine Aah Il (Sami-Merah et al., 2007).

Les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la genése des perturbations
physiologique (état inflammatoire aigu) induit par le venin de scorpion ne sont pas clairement
élucidés. Les constituants du venin d’Aah pourraient induire une réaction d’hypersensibilité
vu I’infiltration des éosinophiles et I’laugmentation de la production des IgE observées aprés
envenimation expérimentale (Adi-Bessalem et al., 2011).

Afin de contribuer a la compréhension du mécanisme d’action du venin d’Aah, des
envenimations expérimentales ont été réalisées sur un modele murin (souris) en comparaison
avec un modele allergique provoqué avec I’ovalbumine. Le travail entrepris consiste en
premier lieu a mettre en évidence les différents marqueurs cellulaires et moléculaires
impliqués dans I’apparition du processus de bronchoconstriction induit par le venin d’Aah par
le dosage de la peroxydase éosinophile (EPO), de la myéloperoxydase (MPO). L’analyse des
radicaux libres oxydants (NO et H,0O,) impliqués probablement dans la détérioration
tissulaire, la quantification des paramétres hématologiques et la numération des cellules

inflammatoires au niveau du compartiment vasculaire ont été également effectués.



Afin de mettre en exergue la réponse immunitaire prédominante aprés envenimation,
I’évaluation des concentrations sériques des deux isotypes des immunoglobulines G a été
effectuée. Par ailleurs une étude de la réactivité bronchopulmonaire a été réalisée par la
détermination de I’index pulmonaire, la teneur en eau pulmonaire, la détermination de
I’activité de I’EPO et de la MPO au sien de I’arbre bronchopulmonaire et I’identification des
populations cellulaires au niveau du liquide bronchopulmonaire (BAL).

Dans un second temps, la mise en évidence de I’implication des mastocytes (cellules
primordiales de la réaction immunoallergique) dans le processus inflammatoire apres
envenimation a été analysée via I’utilisation d’un activateur spécifiqgue des mastocytes le
composé 48/80. Enfin nous avons effectue une étude comparative du profil inflammatoire
apres envenimation expérimentale avec celui d’un modele murin allergique par I’évaluation
des taux sérique des IgE, de la MPO et de I’EPO. Cette comparaison a été confortée par une

étude histologique réalisée sur le poumon.



I-GENERALITES

I-1-Les venins de scorpion

Le venin scorpionique est un liquide clair limpide, sécrété par une glande a venin située
au niveau du telson, les scorpions I’utilisent pour capturer leurs proies ou pour se défendre
contre des éventuels ennemis. Les venins des scorpions sont parmi les venins les mieux

connus (Figure 1), et dont la composition est la plus simple (Goyffon, 2002).

I-2- Composition et mode d’action des venins

Le venin de scorpion se compose de deux fractions : une fraction non toxique qui
représente 95% de la composition du venin, essentiellement des mucopolysacharides,
sérotonine, histamine et certains peptides doués d’une activité enzymatique (hyaluronidases et
phospholipases) et une fraction toxique qui représente 5% du venin, constituée
essentiellement de neurotoxines de faible poids moléculaire ayant une affinité pour les canaux
ioniques membranaires des cellules excitables et non excitable (Laraba Djebari, 1996 ;
Martin-Eauculaire et al., 1999 ; Stokmman et Goyfon., 1995). Ces neuropeptides sont
capables d’interferer I’activité des canaux ioniques membranaires générant ainsi un
dysfonctionnement biologique (Petricevich, 2010) (Figure 2). lls sont classées selon leurs
structures et leurs cibles en deux grandes familles :

I-2-1- les toxines longues

Ces toxines sont des polypeptides de 60 a 76 résidus d’acides aminés réticulés par 4
ponts disulfures, de masse moléculaire de 6 a 7 kDa (Possani et al, 2000). Ces toxines se
fixent aux canaux sodiques et exercent des effets pharmacologiques en modifiant le potentiel
d’action. Elles sont les plus abondantes au niveau de la fraction toxique et responsables de la
quasi-totalité de la symptomatologie de I’envenimation. Les toxines longues sont divisées en
deux grande classes, o et B, en fonction de leur mode d’action et de leur propriété de liaison
(Jover et al., 1980; Couraud et al., 1982; Couraud et Jover, 1984; Gordon et al., 1998; Possani
et al., 1999 ; Cestéle et Catterall, 2000).
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Figure 1 : Alignement des séquences des B-toxines représentants les quatre groupes

pharmacologiques distincts (Gurevitz et al., 2007).



Les toxines a

Ces toxines sont présentes essentiellement dans les venins de scorpions de la famille
des Buthidae, elles affectent les mammiféres et les insectes, en se fixant avec une affinité
élevée sur le site 3 du canal sodium des cellules excitables provoquant ainsi une perturbation
des fonctions biologiques (figure 3) (Martin et Rochat, 1986 ; Legros et Marttin-Eauclaire,
1997).

Les toxines

Elles sont présentes dans les genres Tityus et Centronoides (Gurevitz et al., 2007). Ces
toxines se fixent sur le site 4 du canal soduim de facon indépendante du potentiel
membranaire en induisant sont activation et le déclenchement du potentiel d’action (figure 3)
(Delori et al., 1981 ; EL Ayeb et al., 1983 ; Martin-Eauclaire et Couraud, 1995). Les toxines
B sont divisées en quatre types, selon leur mode d’action soit sur les mammiferes ou /et les

insectes. (Figure 3).

p toxines anti-mammifere

Parmi ces toxines, la Cn2 a été purifiée du venin de Centruroides noxius; (Vazquez et
al., 1995; Pintar et al., 1999) et la Css4 a partir de Centruroides sufussus sufussus (Martin et
al., 1987).
P toxines anti-insecte

Ces toxines sont dépourvues de toutes activités sur les mammiféres méme si elles sont
injectées en milligramme au niveau cérébrale murin (Dianous et al., 1987). Composées de 70
a 76 acide aminés, I’'un de leurs ponts disulfures est décalée en comparaison avec d’autres
toxines (Oren et al., 1998). Les toxines excitatrices comme AahlT (Zlotkin et al., 1978),
LqqlT1 ( Zlotkin et al., 1985; Kopeyan et al., 1990), Lgh-xtrIT (Froy et al., 1999a; Regev et
al., 2003), et Bj-xtrIT (Froy et Gurevitz, 2003) provoquent des paralysies par une activation
répétitive des canaux sodium membranaires (Pelhate et Zlotkin, 1982; Zlotkin et al., 1991).
D’autres toxines telles que LghIT2, BjIT2,et Lgh-dprIT3 (Strugatsky et al., 2005; Karbat et
al., 2006) induisent une forte paralysie des insectes ( Gurevitz et al.,2007). Les toxines
dépérissantes perturbent le potentiell d’action membranaire via une forte dépolarisation
membranaire axonale (Strugatsky et al., 2005).
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1-2-2- Les toxines courtes

Elles sont spécifiques des canaux potassiques et calciques (Garcia et al.,1998 ;
Rodriguez et Possani, 2004). Ce sont des polypeptides de 4 kDa constitués d’une trentaine de
résidus d’acide aminés réticulés par 3 a 4 ponts disulfures, elles sont actives sur les canaux

potassique (Possani et al., 1999).

Toxines actives sur les canaux potassiques

Les canaux potassiques jouent un role primordial au niveau de plusieurs processus
biologique. Leurs dysfonctionnements soit par des mutations génétiques ou par interaction
avec des biomolécules comme les neurotoxines peuvent provoquer de nombreuses
pathologies (Ashcroft et Gribble, 2000 ; Martin-Eauclaire et Tytgat, 2007). Les toxines (KTX)
de scorpions qui ciblent les canaux K+ sont de petits peptides liés par trois ou quatre ponts
disulfures (Tytgat et al., 1999 ; Corona et al.,2002 ; Goudet et al., 2002). Le canal
potassique joue un réle dans la réponse immunitaire (Petricevich, 2010). Une étude antérieur
a mis en évidence le role des canaux potassiques dans la diminution de I’activation des
cellules T (Villalonga et al., 2007). Les Butantoxines présentes dans le venin de trois
scorpions Brésilien: T. serrulatus, T. bahiensis, and T. stigmurus sont responsables du
blocage des canaux potassiques, de I’inhibition de la prolifération des cellules T et de la
production de I’'lL-2. (Holaday et al., 2000).

Toxines active sur les canaux calciques

Les ions Ca** joue un role clef dans la régulation de plusieurs fonctions cellulaires
comme celui de deuxieme messager couplé au récepteur G responsable de I’activation de
plusieurs voies de signalisation dont celle de [I’excitabilité cellulaire, la synthese de
neurotransmetteurs, le métabolisme intracellulaire et I’expression de genes (Petricevich,
2010). Les canaux calciques sont présents aux niveaux des cellules des muscles cardiaque,
lisse, striés, des neurones et des cellules de glande endocrines (Catterall, 1992 ; Ashcroft et
Gribble, 2000). Le venin de scorpion contient également plusieurs peptides qui peuvent

interférer et moduler les propriétés fonctionnelles des canaux calciques (Petricevich, 2010).
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I-3- Toxicocinétique du venin scorpionique

L’analyse toxicocinétique des venins de Tityus serrulatus, de Buthus occitanus,
Androctonus mauritanicus mauritanicus et d’Androctonus australis hector déterminé par le
test ELISA a permis de montrer une distribution rapide du venin de site d’injection vers le
compartiment vasculaire et tissulaire (Revelo et al.,1996 ; Krifi et al., 2001 ; EIl Hafny et al.,
2002 ; Hammoudi-Triki et al., 2007). La demi-vie des venins de scorpion varie selon I’espéce,
la taille du scorpion, la voie d’administration et les conditions climatiques et géographiques
(Kankonjar et al., 1998) . Elle est de I’ordre de 4 a 7 min pour le venin d’Aag avec une forte
résorption (Krifi et al., 2005). La toxicocinétique des toxines Aahl, Aahll et Aahlll a été
explorée. 1l a été démontré que les toxines ont une diffusion plus rapide par rapport au venin
et une élimination lente par voie rénale (Deveaux et al., 2004).

Le venin injecté par voie intramusculaire se résorbe rapidement avec une forte constante
d'absorption (Ka), la concentration sérique maximale (T max) varie entre 30 et 60 min avec
une concentration sanguine maximale et optimale. L'injection sous-cutanée du venin chez le
lapin a montré que le taux d'absorption est de 70% et atteint dans la circulation sanguine au
bout de 15 min (Ismail, 1994).

L’injection de la fraction toxique du venin d’Aah a des rats suit également une cinétique tres
rapide avec une demi-vie d’élimination de 13 min par voie intraveineuse et de 35 a 53 min par
voie sous cutanée (Hammoudi-Triki et al., 2007). Sa biodisponibilité est faible montrant ainsi
la forte distribution du venin au niveau tissulaire. La durée d'élimination est de 4 a 13 heures
pouvant étre détectable par radioactivité jusqua la 36°™ heure aprés l'injection (Ismail.,
1994).

Une étude menée par I'équipe de Murugesan et collaborateurs (1999) utilisant un élément
radioactif le Tc99m a pu mettre en évidence la distribution du venin de Mesobuthus tamulus
concanesis dans les différents organes en fonction du temps. Ainsi 5 minutes aprés l'injection
du venin marqué, 29,5% passe dans le sang et chute a 6,19% apres 3 heures, 10,4% dans le
foie et chute a 8,3% apres 3 heures, 11,5% dans les reins puis atteint son maximum de 31,9%
apres 30 min. La rétention du venin marqué au Tc99m par le rein a été observee aprés 24 h.
La concentration du venin dans I'estomac et la thyroide a été insignifiante. La concentration
maximale dans l'intestin gréle est de 14,5% aprés 3 heures, et dans le gros intestin de 13,3%,

24 heures apres envenimation.



I-4- Conséquences cliniques d’une envenimation scorpionique

L'envenimation scorpionique est caractérisée par l'apparition rapide des symptémes
dés les cing a dix minutes qui suivent la piqlre, dont la gravité dépend de plusieurs facteurs
(Ismail et al., 1980). Des facteurs liés au scorpion (especes, taille et quantité de venin injectée
a la victime) et des facteurs liés a I’état du systéeme immunitaire des victimes. Une piqure au
niveau des membres richement vascularisés est aussi un facteur de gravité. Les enfants, les
personnes a systéme immunitaire fragile et ceux qui présentent des allergies aux venins de
scorpions sont les plus affectés aprés une piqure par les scorpions (Osnaya-Romero et al.,
2001). Toutes les perturbations physiologiques sont en général, la conséquence des effets
combinés des différents composants contenus dans le venin (neurotoxines, enzymes et
bioamines) (Laraba Djebari, 1996).

Les effets physiopathologiques causés par les venins de scorpions peuvent se diversifier et
s'aggraver. lls se manifestent par une sudation, une salivation, des vomissements et des
diarrhées. Des études ont montré qu’une envenimation sévere cause une atteinte cardiaque, un
cedéme pulmonaire aigue et un dysfonctionnement biologique telle qu’une leucocytose, une
arythmie cardiaque, une hypertension suivies d’une hypotension artérielle (Hammoudi-Triki
et al., 2007).

Une classification basée sur la sévérité croissante des manifestations cliniques de
1'envenimation scorpionique a été proposée. Le Grade | (envenimation bénigne) correspond
aux manifestations locales isolées ; le Grade Il (envenimation modérée) aux manifestations
systémiques d'envenimation sans défaillance vitale; le Grade Il (envenimation grave) aux
envenimations dont les manifestations cliniques peuvent mettre en jeu a court terme le

pronostic vital des patients (Tableau 1) (Hammoudi-Triki, 2004).

I-5- Physiopathologie de I’envenimation scorpionique

Lorsqu’une personne subit une piqure scorpionique, plusieurs modifications
physiologiques peuvent étre observées aux niveaux des différents compartiments de
I’organisme tel qu’un déséquilibre hémodynamique, des troubles hormonaux, des variations
métaboliques, des altérations tissulaires et une réaction inflammatoire aigue ; conséquences de

la libération accrue des neurotransmetteurs et des médiateurs inflammatoires.



Tableau 1 : Gradation de I’envenimation scorpionique (Hammoudi-Triki, 2004 ; Petricevich,
2010 ; Hamouda et Ben Salah, 2010).

Stade | ou Envenimation scorpionique bénigne (90-95% des cas)

Le patient présente uniquement des signes locorégionaux de type douleur.

Stade Il ou Envenimation scorpionique modérée (5-10%0)

Le patient présente, en plus des signes locorégionaux, des signes généraux accentues
de type de sueur, agitation, vomissements, ballonnement abdominal, perturbation de
la pression arterielle, polypnée, extrémités froides.

Stade 111 ou Envenimation scorpionique grave (1-2%)

Le patient présente, en plus des signes locorégionaux et des signes généraux, une
atteinte cardiovasculaire grave de type cedéeme aigu du poumon, bronchospasme, de
choc cardiogénique, de coma et de convulsion.




I-5-1- Déséquilibre hémodynamique

Le trouble hémodynamique est une conséquence d’une envenimation scorpionique

(Gueron., 1980 ; Abroug et al., 1999 ; Hammoudi-Triki et al 2004 ; Nouira et al., 2005).
L’atteinte cardiaque concerne 2% des envenimations scorpioniques (Mabrouk et al., 2005).
La pathogénie de l'insuffisance respiratoire et cardiaque apres envenimation scorpionique
n’est pas complétement élucidée mais les auteurs incriminent une action directe des
neurotoxines (cardiotoxines) au niveau du muscle cardiaque et des poumons et /ou une action
indirecte des neuropeptides et des autres substances présentes dans le venin de scorpion
(Gueron et al., 1990a; Sofer et al., 1991; Abroug et al., 1995; Teixeira et al 2001).
L'cedéme pulmonaire et/ou I’état de choc sont des complications redoutables de
I’envenimation scorpionique. 11 est la consequence d’un dysfonctionnement aigu du ventricule
gauche suite & une libération accrue des catécholamines et/ou a une atteinte directe des
cellules myocardiques (Mazzei de Davila et al., 2002).

» Augmentation de catécholamines

Un effet stimulant direct du venin sur les terminaisons nerveuses sympathiques et
adrénergiques provoque une augmentation des catécholamines. Cette hypothese a été
confirmée par des études cliniques (Mazzei de Davila et al.,2002) et expérimentales (Abroug
et al.,, 2003). L’envenimation scorpionique grave s’accompagne d’une décharge massive
d’adrénaline et de noradrénaline. Cette libération de neuromédiateurs résulte de I’action des
neurotoxines de venin de scorpion sur les canaux sodiques des cellules excitables, entrainant
leur dépolarisation intense (Clot-Faybesse et al., 2000). Cette décharge serait en rapport avec
les effets périphériques induit par le venin de scorpion. La libération de catécholamines
provoque une augmentation de la pression artérielle systémique et des résistances
périphériques, une arythmie ventriculaire, une augmentation de la pression diastolique
ventriculaire gauche et une baisse de la compliance ventriculaire (Gueron et Weizmann.,
1969). L’activité rénine et l'aldostéronémie sont accrues, ce qui augmente les résistances
périphériques et la post-charge ventriculaire gauche. Ces phénomeénes entrainent une
dysfonction ventriculaire gauche tant systoliqgue que diastolique, expliquant aussi bien

I’insuffisance cardiaque aigué que la nature hémodynamique de I’cedéme pulmonaire.
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Cette myocardite adrénergique a été appuyée par I’étude histologique de Yarom et
Braun 1970. Dans cette étude, I’injection du venin de scorpion chez le chien est responsable
de plusieurs anomalies myocardiques. En effet, I’examen histologique du myocarde de ces
animaux a montré des lésions de types dégénérescence musculaire, cedeme interstitiel,
infiltration myocardique par des lymphocytes et des polynucléaires neutrophiles et nécrose
myocardique. Les lésions sont plus fréquentes au niveau du septum interventriculaire avec
une atteinte du ventricule gauche. La décharge de catécholamines, I’accélération de la
fréquence cardiaque, la baisse de la compliance ventriculaire gauche et I’augmentation du
métabolisme cellulaire expliquent I’atteinte cardiaque suite a une envenimation scorpionique.
D’autres travaux ont montré que I’administration de I’atropine, un bétabloquant (métoprolol),
et la dénervation myocardique par la 6-hydroxydopamine ne réduit pas I’action du venin de

Tityus serrulatus sur la contractilité myocardique (Bahloul et al., 2005).

» Atteinte directe des cellules myocardiques

Le venin affecte soit directement les membranes des cellules myocardiques et change
leurs perméabilités et leurs propriétés électriques, soit indirectement a travers des flux
anormaux d’électrolytes. L’hypothése a été supportée par I’étude cliniqgue de Gureon et
collaborateurs (1967) ainsi que par I’étude expérimentale de Yarom et Braun (1970) qui ont
observé par microscopie €lectronique une atteinte diffuse des myofibrilles avec une
dégénérescence cellulaire, un cedéme interstitiel, une congestion vasculaire et des nécroses
focales. Plusieurs études ont montré un effet direct du venin sur le myocarde (myocardite
scorpionique) (Wang et al., 1994). La myocardite toxique a été observée par I’étude
échocardiographique lors d’une envenimation grave (Nouira et al., 1995). Les toxines de
scorpion sont également capables de stimuler les cellules myocardiques en culture (Teixeira et
al., 2001). Une étude expérimentale a rapporté que I’administration du venin de T. serrulatus
chez le rat entraine une bradycardie suivie d’une tachycardie et d’une augmentation de la

force contractile du cceur (Figure 4).
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Figure 4 : Trouble hémodynamique aprés envenimation scorpionique (Texeira et al., 2001 ;
Bahloul et al., 2005 ; Adi-Bessalem et al., 2008 ; Sami-Merah et al., 2008, 2009).

12




1-5-2- Les Troubles hormonales

Les neurotoxines agissent aux niveaux des canaux ioniques des fibres nerveuses
induisant ainsi une dépolarisation de la membrane axonale, dont la conséquence est la
perturbation dans la libération des neurotransmetteurs ce traduisant par une sécrétion massive
des catécholamines et de I’acétylcholine, des neuropeptide P et Y et du facteur natriurétique
(FNA). Cette décharge de neurohormones provoquent des troubles physiologiques et des
Iésions tissulaires aux niveaux de plusieurs organes (Goyffon., 2002 ; Ismail, 1995 ; Abroug,
2002). Ces neuropeptides sont impliqués dans la pathogénése de I’asthme par la contraction
des muscles lisse, de I’augmentation de la perméabilité vasculaire et la production de mucus.

I-5-3- Défaillance métabolique

Une envenimation scorpionique induit des variations métaboliques assez importantes.
En effet, de nombreuses études ont montré une augmentation sérique de plusieurs enzymes
(Corréa et al., 1997). Le venin d’Androctonus australis hector et de Leiurus quinquestriatus
provoquent une élévation sérique de la AST, ALT, CK et de la LDH (Ismail, 1995 ; Bessalem
et al., 2003 ; Abdoon et Fatani, 2009). Une augmentation des taux sériques de I’aspartate
aminotransferase (AST), de la lactate déshydrogénase (LDH), de la glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G6PD) et de la glutamate pyruvate transaminase (GPT) a été également
rapportée (Radmanes, 1990 ; Gajalakshmi 1978). Des travaux ont rapporté aussi une élévation
sérique de la GPT et de la GOT chez une jeune fille de 15 ans apres piqure par le scorpion
(Jain et al.,1970). Le taux de CPK reste élevé méme 48 H aprés I’envenimation (Kankonkar
et al.,, 1992). Une hyperglycémie transitoire associée a une hyperinsulinémie ainsi qu’une
hyperamylasémie ont été également observées. L hyperleucocytose et I’acidose métabolique
avec acidémie sont présentes dans les tableaux cliniques graves. L’insuffisance rénale est rare,
souvent fonctionnelle par déshydratation, parfois organique par atteinte tubulaire ou
provoquée par I’hnémolyse (Bouaziz et al., 1996).
Par ailleurs, le venin de scorpion provoque d’autres perturbations dans I’équilibre
métabolique. Une augmentation de taux des acides gras circulants a été également rapportée
(Abroug et al., 1994). Cette élévation des acides gras circulants est la conséquence de
I’action des hormones lypolytiques telles que, le cortisol et le glucagon, libérées apres

envenimation scorpionique (Sofer et Gueron, 1988).
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I-5-4-Troubles des électrolytes

L’envenimation  scorpionique expérimentale et accidentelle conduit a une
modification dans le taux sérique des électrolytes via la fixation des toxines sur les canaux
ioniques. Le venin de Buthus minax induit une diminution des taux de potassium sérique et
une hypocalcémie (Ismail et al., 1988). Une étude rétrospective sur 223 patients victimes de
piqures de scorpions Mesobuthus a révélé une hyponatrémie accompagnée d’une
augmentation du taux sérique de potassium et une hypocalcémie (Krishina-Murthy, 2000).
Par ailleurs, des concentrations sériques élevées de potassium et de sodium ont été observées

apres administration du venin de Tityus serrulatus a des rats (Andrade et al., 2004).

1-5-5- Modifications tissulaires

Les venins de scorpions des genres Tityus et Androctonus induisent des lésions
profondes aux niveaux de plusieurs organes tels que le cceur, le poumon, le foie, le rein et le
pancréas (D’Suze et al., 2004 ; Adi-Bessalem et al., 2008; Sami-Merah et al., 2008). Le
poumon reste I’organe le plus sensible & I’action du venin. En effet, I’analyse histologique du
parenchyme pulmonaire des animaux envenimés avec les venins de Tityus serrulatus,
Androctonus australis hector, Tityus confluens ont montré la présence des cedémes
interstitiels et intra alvéolaires associés ou non a des hémorragies, une infiltration des cellules
inflammatoires et dans certain cas un dépét de fibrine (Andrade et al., 2007 ; Adi-Bessalem
et al., 2008 ; De Roodt et al., 2009).

I-6-Phénomeéne de bronchoconstriction induit par les venins

La bronchoconstriction est due a la fixation de l'acétylcholine sur les récepteurs
induisant une contraction des muscles lisses des bronches au niveau des poumons. Elle crée
une obstruction des bronches qui peut entrainer une difficulté respiratoire. Elle est I'une des
manifestations importantes de I'asthme mais s'observe aussi aprés des envenimations séveres.
Les effets des venins peuvent étre responsables d’une paralysie respiratoire par atteinte de la
jonction neuromusculaire (Mion et al., 2007). La liaison de I’acétylcholine aux récepteurs
nicotiniques postsynaptiques provoque I’ouverture de canaux calciques, la dépolarisation et la

contraction musculaire.
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Les neurotoxines postsynaptiques (a-neurotoxines) se fixent spécifiquement sur les
récepteurs nicotiniques de I’acétylcholine. Les toxines présynaptiques (f-neurotoxines)
inhibent le recyclage de I’acétylcholine dans les vésicules synaptiques. La dendrotoxine
(toxines présynaptique facilitatrices) et la fasciculine (inhibiteur de I’acétylcholinestérase)
sont des toxines des venins de Dendroaspis spp qui provoguent une bronchoconstriction par
dépolarisation. Par ailleurs, la liaison des neurotoxines de scorpion au niveau des canaux
sodiques (Na+) des cellules excitable provoque une décharge de neuromédiateurs
(catécholamines et acétylcholine) qui aura comme conséquence une constriction bronchique
suivie d’une sécrétion bronchique et wune détresse respiratoire. En effet une
bronchoconstriction et une modification du rythme respiratoire est observé chez les rats aprés

administration du venin d’Aah (Hammoudi-Triki et al., 2007).

Parallelement, les neurotoxines induisent aussi I’activation des fibres sensorielles C,
générant ainsi une dépolarisation membranaire qui aura comme conséquence la libération du
neuropeptide P, une tachykinine. La liaison du neuropeptide P aux cellules inflammatoires
(mastocytes, neutrophiles, éosinophiles et lymphocytes) induit une sécrétion massive de
médiateurs inflammatoires (I’histamines, la sérotonine, les cytokines, Prostaglandines et les
leucotriénes)(Waraoto et al., 1993 ; De Matos, 1993 ; Fukuhara et al., 2003). L’ensemble de
ces médiateurs sont responsables d’une bronchoconstriction et d’une augmentation de la
perméabilité vasculaire suivi de la formation d’un cedéme pulmonaire responsable du de la

détresse respiratoire (Anderson et al., 2008).

Les toxines peuvent également activer la cascade de coagulation a I'origine de la
libération des kinines. Ces molécules provoquent une vasodilatation, une activation et la
migration des polynucléaires neutrophiles qui liberent a leur tour le NO, les prostaglandines et
les leucotrienes (Fukuhara et al., 2004) (figure 5). l’augmentation des médiateurs
inflammatoires observée chez le modele murin envenimés avec le venin d’Aah, pourrait
expliquer la formation d’cedeme pulmonaire (Adi-Bessalem et al., 2008 ; Sami-Merah et al.,
2008). L’ensemble de ces mécanismes aura comme conséquence une hypersécrétion de
mucus, une bronchoconstriction et une obstruction des bronches observée aussi chez les

personnes qui présentent un asthme chronique (figure 6).
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Figure 5 : Mécanismes d’induction de la bronchoconstriction par le venin de scorpion
(De Matos et al., 1997, 2001 ; Kalil-Gaspar et al., 2003 ; Coelho et al., 2007 ; Abdoon et
Fatani, 2009 ; Galvao et al., 2010).
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Figure 6 : Mécanisme d’apparition de la bronchoconstriction et de I’hypersécrétion de mucus
(Barnes, 2004).
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I-7- Les cellules et les molécules impliquées dans la réaction immunoallergique

L’inhalation de I’allergéne par des personnes hypersensibles peut entrainer une
bronchoconstriction. Le mécanisme dépend de la fixation de I'IgE a des récepteurs FceRI sur
les mastocytes des voies respiratoires. Les IgE, déja fixées a la membrane plasmique des
mastocytes ou des basophiles et activées par l'arrivée d'un antigene spécifique, qui réunit les
fragments Fab des IgE, provoquent par l'intermédiaire de leur fragment Fc, la dégranulation
des mastocytes de ses constituants bioactifs (Siraganian, 2003). Cette cascade méne a la
libération de médiateurs préformés, comme I’histamine et la tryptase, et a la stimulation de
synthese de novo, des produits du métabolisme de I’acide arachidonique (PG et LT) et des
cytokines comme le TNFa, I'TL-4 et I’IL-5. L’allergéne peut aussi s’attacher a des récepteurs
de faible affinité (FceRII) sur les macrophages, les cellules dendritiques et les lymphocytes B.
Dans I’activation du FceRII des macrophages, il y a sécrétion de médiateurs spasmogéniques
comme le Thromboxane A2 (TxA2), des leucotrienes cystényls variés et du PAF en plus des
radicaux oxygénés et des enzymes lysosomales (Towes, 1997) (Figure 7). La réaction
inflammatoire de type allergique est caractérisée par I’afflux au sien de la muqueuse
bronchique de nombreuses cellules parmi lesquelles prédominent les éosinophiles activées,
lymphocytes T mais aussi les macrophages et les neutrophiles. Cette accumulation de cellules
inflammatoires résulte de leur attraction in situ sous I’effet de facteurs chimiotactiques
(Histamine, LTB4 et PAF) mais aussi de nombreuses cytokines. En effet, I'IL-5 a un effet
chimiotactique sélectif sur I’éosinophile mais aussi prolonge la survie des €éosinophiles a
I’échelon tissulaire en s’opposant a leur apoptose. L’IL-8 appartenant a la famille des
chimiokines a, intervient sur I’activation des neutrophiles, lymphocytes T, basophiles et
éosinophiles (Gosset et al., 1998). Pour réguler la migration des cellules inflammatoires du
sang circulant vers le site inflammatoire I’organisme met en jeu un systéeme complexe
d’interaction impliquant des molécules d’adhérences (Carlos et al., 1994 ; Bloemen et al.,
1998). Elles interviennent en couple : la E-sélectine, présente sur I’endothélium activé,
reconnait des déterminants carbohydratés sur les leucocytes et des membres de la superfamille
des immunoglobulines tel que ICAM-1 et VCAM-1 interagissent avec les intégrines
leucocytaires, respectivement les intégrines f2 (CD18 qui forme le LFA-1) et f1 (VLA-4).
Ces molécules sont modulées par les cytokines. L’infiltration des polynucléaires éosinophiles,
I’augmentation des ICAM-1 et la production des IgE est observée aprés une envenimation
expérimentale (Adi-Bessalem et al., 2011 ; Raouaraoua-Boukari et al, 2012).
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Figure 7 : Les mécanismes impliqués dans la réaction immunitaire de type allergique
(Wolber, 2005)
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La réaction inflammatoire de type allergique est un processus complexe qui fait intervenir
plusieurs acteurs du systeme immunitaire ou les mastocytes jouent un réle clé (Zuo et al.,
2003).

s Les mastocytes

Le mastocyte est une cellule granuleuse présente essentiellement dans les tissus

conjonctifs, qui se caractérise par la présence dans son cytoplasme de trées nombreuses
granulations contenant des médiateurs inflammatoires préformés et par son réle primordial
dans les mécanismes allergiques (Amin et al., 2000). Lorsqu’ils sont en contact avec un
allergene et qu'ils présentent a leurs surfaces les IgE spécifiques, ils se dégranulent et libérent
des médiateurs vasoactifs (I’histamine) et des médiateurs a effet retardé (les prostaglandines)
(Roitt et al., 2002). Cette libération se fait par un mécanisme d’exocytose. Il déclenche ainsi
des réactions allergiques immédiates, parfois graves, comme un choc anaphylactique et des
troubles hémodynamiques. L’ensemble des médiateurs préformés ou néoformés peuvent étre
responsables d’une augmentation de la permeabilité vasculaire pulmonaire (figure 8) (Noxon,
1991; Amaral et al., 1994). Les mastocytes par la libération de la tryptase et d'autres
protéases telles que la chymase semblent jouer un réle crucial dans le remodelage des voies
aériennes (Amin, 2010). Une activation des mastocytes a été rapportée dans le cas des
envenimation expérimentale (De Matos et al., 1999 ; Furunno et al., 2004 ; Bonavita et al.,
2006 ; André Gustavo et al ., 2006 ) caractérisée par une augmentation des taux sérique
d’histamine (Nusslein et al., 1986). Des travaux ont montré que I’incubation des mastocytes
in vitro avec le venin engendre leurs dégranulations massives (Dutta et Deshapande, 2011).
Une activation des mastocytes in vivo ou in vitro est possible en utilisant un composé
chimique spécifique nommé composé 48/80 (C11H1sNO) issu de la condensation du N-
methylp-methoxy phenethylamine et du formaldéhyde (Byrne et al., 2007).
Le composé 48/80 est un agent de dégranulation mastocytaires tres sélectif mais non
immunologique active directement la protéine Gi couplée a la GTP (Shefler et Sagi-
Eisenberg, 2001) (Figure 9). Le Composeé 48/80 est un polyamine basique, sa liaison aux
récepteurs membranaires des mastocytes entraine I’ouverture des canaux calciques et la
dégranulation des meédiateurs inflammatoires préformés par les mastocytes (Enerback et
Lundin, 1974 ; Norrby et Enestrom, 1984 ; Nawa et al., 1994 ; Zhuang et al., 1996).
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% Les éosinophiles

Les fonctions cellulaires assurées par les polynucléaires éosinophiles (PE) sont
nombreuses. Ces cellules sont immunomodulatrices produisant des cytokines incluant
principalement IL-5, I’'IL-3 et le GM-CSF. Le polynucléaire éosinophile mature circule dans
le sang pendant environ une journée avant d’étre recruté dans les bronches ou le poumon.

Le recrutement des éosinophiles est un processus dynamique et complexe qui implique
I’attraction de la cellule, son adhérence a la paroi du vaisseau, la diapédése et un processus
chimiotactique par des cytokines dont I’IL5, I’éotaxine et le RANTES, processus étroitement
régulé in situ par le réseau des chémokines. Une fois dans les tissus, les éosinophiles ont la
capacité, lorsqu’ils sont activés par I’'IL-5, de libérer de nombreux produits de sécrétion et
médiateurs impliqués dans la réponse inflammatoire non spécifique et la protection contre les
micro-organismes infectieux. Ces produits incluent des cytokines inflammatoires, des dérivés
de I’acide arachidonique dont les leucotriénes, des enzymes, des agents oxydants et des
protéines spécifiques de I’éosinophile (Rothenberg et Hogan, 2006), leurs conférant ainsi en
plus de I'immunomodulation un pouvoir proinflammatoires produisant en particulier les
protéines cationiques de I’éosinophile qui comportent la MBP, I’'ECP, I’'EDN, I’EPO et
I’lhomologue de la MBP décrite plus récemment (Kahn et al., 2010). L’ensemble de ces
molécules participent aux Iésions tissulaires des maladies éosinophiliques (Cottin, 2008).

La place de I’éosinophile dans I’inflammation bronchique de I’asthmatique est définie depuis
de nombreuses années (Tillié-Leblon et Thorette, 2004). Les PE sont présents dans le lavage
bronchoalvéolaire (BAL) et dans I’épithélium de la muqueuse bronchique sous forme activée
(Bousquet et al., 1990) . Le venin d’Aah induit une élévation des éosinophiles sériques et une
séquestration des PE aux niveaux du BAL des les premieres heures qui suivent une

envenimation expérimentale (Adi-Bessalem et al., 2008).
¢ Les neutrophiles
Les neutrophiles cellules actives du systéme immunitaire sécretent de nombreux
radicaux libres de I’oxygéne, cytokines (IL-1, TNFa, IL-8, IL-12), médiateurs lipidiques

comme le LTB4 ou le PAF et enzymes (métalloprotéinases de la matrice, élastase,

collagénase, gélatinase).
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Cet arsenal lui permet de jouer son rble de défense mais il peut également étre

impliqué dans les processus d’agression tissulaire qui sont décrits dans la fibrose pulmonaire,
les bronchectasies ou le syndrome de détresse respiratoire aigu.
Dans I’asthme, le rdle de cette cellule a récemment été évoqué, particulierement dans I’asthme
aigu grave (Tillié-Leblon et Thorette, 2004). Le neutrophile est susceptible de majorer
I’inflammation bronchique et la bronchoconstriction par plusieurs mécanismes. Le
neutrophile augmente le degré d’hyperréactivité bronchique (Wegner et al., 1991), la
déplétion en neutrophiles chez le chien et le lapin prévient la survenue de I’hyperréactivité
bronchique induite par I’exposition & I’ozone ( O’Byrne et al., 1984) ; Cette neutrophilie est
également associée a I’interaction entre le neutrophile et I’épithélium bronchique : les sérines
protéinases et les défensines induisent des lésions épithéliales, diminuent la fréquence des
battements ciliaires, augmentent la sécrétion de mucus et induisent la synthese de médiateurs
comme I’IL-8 par la cellule épithéliale qui vont amplifier I’inflammation neutrophilique
(Hiemstra et al., 1998). L’élastase neutrophilique est un puissant sécrétagogue des cellules
glandulaires et peut induire I’obstruction bronchique. Le PNN secréte aussi des médiateurs
comme la métalloprotéinases 9 (MMP-9), des dérivés de I’acide arachidonique ou des
médiateurs oxydatifs qui sont impliqués dans la lésion tissulaire et I’augmentation de la
perméabilité épithéliale et endothéliale (Belleguic et al., 2002) . L’cedeme pulmonaire
résultant de ce trouble de perméabilité peut contribuer a I’élévation des résistances et a la
réduction du calibre bronchique (Macklem et al., 1996) . Nombreux sont les auteurs qui ont
mis en exergue I’implication des PNN apres envenimation, En effet les constituants des
venins induisent une augmentation dans le recrutement des neutrophiles au niveau de I’arbre
bronchopulmonaire tels que les venins d’Aah (Adi-Bessalem et al., 2008), Leiurus
quinquestriatus quinquestriatus (Abdoon et Fatani., 2009), et de Tityus serrulatus (Fialho et
al., 2011).

s Les lymphocytes T
Les lymphocytes T ont un role important dans [Iinitiation et le maintien de
I’inflammation dans les voies respiratoires. Les lymphocytes T sont classés en quatre
sous-populations (Thl, Th2, Th17 et Treg) qui au travers de leurs différent motif de libération
de cytokines induisent la réponse allergique a I’asthme (figure 10). Dans I’atopie la balance
penche en faveur des cellules Th2 qui liberent des cytokines et des interleukines, IL-4, IL-5 et
IL-13 (Corrigan et Kay, 1997; Kay, 2003).

24



INFy IL12 114

IL17A IL22 TGFp
IL17F .21 IL1D
L35

..'-I'n-v-ru-'u

Fosinophiles, Basophile Neutrophiles

Mastocytes

Macroph

Monocytes

S — Pathogénes extracellulaires . .
Pathogénes intracellulaires Allergle Effet pro-inflammateire Tolérance aux auto-antigénes

ptacies anie luusiiey Immunii¢ humorale Maladies auto-immunes [ wctia cuntre nistatiy

Maladies inflammatoires " auto-immunes et allergic
antiparasitaire

Figure 10 : Role des sous-populations des lymphocytes T dans la pathogénese auto-immune
et inflammatoire (Essakalli et al., 2009).

25




L’activation du récepteur CD81 des lymphocytes T par une leucotrienes la LTB4 induit une
libération de I’'IL-13, cette cytokine est indispensable dans le processus de recrutements des
cellules inflammatoires au sien de I’arbre bronchopulmonaire et le développement d’une
réaction de type immunoallergique

La suppression de la voie de signalisation Kinase 1 et 2 des cellules T induit une réduction des
pathologies allergiques des voies respiratoires, une déplétion des polynucléaires éosinophiles
pulmonaires ainsi qu’une régression des taux de cytokines Th2 (Ohnishi et al., 2009).

De plus une étude entreprise sur un modele murin allergique a mis en exergue I’importance
des récepteurs CCR4 des lymphocytes T dans leurs migrations vers les voies respiratoires.

En effet Iutilisation de souris déficientes en récepteurs CCR4 induit une diminution des taux
de cytokines proinflammatoire Th2, une réduction du nombre de polynucléaires éosinophiles
activés et une réduction de mucus pulmonaires (Thottingal et al., 2006).

% Les immunoglobulines E

Les IgE sont capables de déclencher des réactions fréquentes et qui peuvent étre
séveres, de type allergiques. La plupart de nos connaissances sur cette classe d'anticorps
provient de recherches sur les mécanismes de certaines allergies et sur le systeme immunitaire
antiparasites. Le taux des IgE sériques totales est corrélé avec le développement des maladies
atopiques (Sigurs et al., 1994). Les venins peuvent induire la synthése des IgE totaux ou
spécifiques (de Medeiros et al., 2008 ; Adi-Bessalem et al., 2011).

«» Histamine

L’histamine est synthétisée par décarboxylation de I’histidine par la L-histidine
décarboxylase. Elle est stockée dans les granules des mastocytes et des basophiles ; en plus
grande quantité dans les mastocytes (3—6 pg) que dans les basophiles (1-2 pg). Il a été
récemment montré que les lymphocytes T, en particulier les lymphocytes Th2, et les cellules
dendritiques expriment I’histidine décarboxylase et que I’histamine produite peut agir par un
mécanisme autocrine et paracrine sur la différenciation de ces cellules immunocompétentes et

la prolifération des lymphocytes T (Szeberenyi et al., 2001).
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Par ailleurs, I’expression et I’activité de I’histidine décarboxylase sont augmentées en
présence d’IL-4, GM-CSF, IL-3, IL-1a, IL-12, IL-18 et TNFa suggérant une régulation
cytokine-dépendante de la synthése d’histamine par ces cellules (Adkis et al., 2003).
L’obtention de lignées de souris knockout pour le gene de I’histidine décarboxylase a permis
de confirmer le réle de I’histamine dans des modeéles de pathologies allergiques mais aussi
son effet inhibiteur sur le recrutement des neutrophiles et la défense antibactérienne dans un
modeéle de péritonite a Escherichia coli (Ohtsu et al., 2003).

De plus, ces lignées ont permis de révéler le rble régulateur de I’histamine dans
I’ostéoformation ; les souris knockout pour le gene de I’histidine décarboxylase étant
protégées de la perte osseuse induite par une ovariectomie (Fitzpatrick et al., 2003).

Cette bioamine est libérée lors du processus de dégranulation des mastocytes ou des
basophiles, ou produite par les lymphocytes T et les cellules monocytaires/dendritiques, est
inactivée en quelques minutes principalement par méthylation (50— 80 %) via I’histamine N-
méthyl-transférase et a un moindre degré, par oxydation (20-50 %) via la diamine oxydase
(Adkis et al., 2003). L’histamine agit sur quatre types de récepteurs membranaires spécifiques
(H1, H2, H3 et H4) (Devillier, 2003). Les récepteurs H1 sont trés largement exprimés dans
I’organisme aussi bien au niveau du systéeme nerveux central qu’au niveau des organes
périphériques. Dans le contexte des réactions inflammatoires allergiques, la stimulation des
récepteurs H1 par I’histamine provoque une vasodilatation et une extravasation des protéines
plasmatiques, la contraction des muscles lisses bronchigques, une hypersécrétion de mucus et
une stimulation des terminaisons nerveuses sensitives.

Plusieurs études en mis en exergue le r6le de I’histamine dans les mécanismes inflammatoires
induit par les venins. En effet le venin de Buthus martensi Karch, ainsi que celui de
Loxosceles intermedia induisent une augmentation des taux d’histamine aprés envenimation

expérimentale (Liu et al., 2007 ; Rattmann et al., 2008).

% Les cytokines

Les cytokines sont des messagers qui régulent et orchestrent le développement et la nature de
la réponse immunitaire. Il est maintenant bien établie que les cytokines joue un rdle important
dans la physiopathologie de I’asthme (Finkelman et al., 2010). La surexpression pulmonaire
de I'lL-4 est associée a une infiltration tissulaire par des macrophages, éosinophiles,
lymphocytes et neutrophiles.
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De fagon similaire, la surexpression d’IL-13 entraine une augmentation du nombre de
macrophages et d’éosinophiles dans le tissu pulmonaire, alors que celle d’IL-5 est caractérisée
par une augmentation du nombre d’éosinophiles uniquement (Bachoual et Boczkowski,
2005). Les taux et I’expression de nombreuses cytokines sont augmentés chez les patients
atteint d’allergie respiratoire, ainsi une augmentation significative des taux d’IL-1 ,d’IL-2,
d’IL-4, d’IL-5, d’IL-6, d’IL-13, du récepteurs solubles de IL-2 (sIL-2R), du GM-CSF, du SCF
et du TNFa a été observée dans le liquide bronchopulmonaire des malades atteint d’asthme
allergique (Humbert et Garcia, 2003 ; Thottingal et al., 2006).

La souris délétée pour le gene de I'lIL-4 et immunisée avec un allergéne ne présente pas
d’hyperréactivité aprés une provocation allergénique, ce qui souligne le r6le de cette cytokine
dans I’hyperréactivité des voies aériennes observée dans I’asthme (Brusselle et al.,
1994 ;Hamelman et al., 2000). L’effet de I'lL-4 est lié probablement a son action sur la
maturation des lymphocytes vers un phénotype Th2. Des études ont examiné I’effet d’une
provocation allergénique chez des souris présentant la surexpression d’une cytokine
déterminée. Ainsi, la surexpression de GM-CSF potentialise I’éosinophilie induite par une
provocation allergénique chez des souris immunisées. (Stampfli et al., 1999). Des résultats
similaires sont observés suite a la surexpression de I’IL-9 caractérisé par le recrutement des
polynucléaires éosinophiles au niveau du site inflammatoire. Les constituants du venin
d’Androctonus australis hector et de Tityus serrulatus induisent une augmentation des taux
sériques des cytokines notamment le TNFa, IL-6 et IL-10 (Hammoudi-Triki et al., 2004 ;
Adi-Bessalem et al., 2008 ; Fialho et al., 2011).

Les radicaux libres

Les radicaux libres sont produits par un grand nombre de mécanismes tant endogénes
qu’exogeénes. La mitochondrie est la source de production majeure d’O® dans la cellule. Dans
les conditions physiologiques, la formation de ce radical est liée & I’activité physique et par la
méme a I’intensité d’oxygénation (Figure 11). Cette production peut également s’intensifier
lorsqu’interviennent des désordres mitochondriaux génétiques, inflammatoires ou
nutritionnels. L’inflammation est par ailleurs une source importante de radicaux oxygénés
produits directement par le complexe enzymatique NADPH oxydase des cellules
phagocytaires activées. Ce mécanisme lorsqu’il est contr6lé est capital dans la lutte anti-
infectieuse car il permet la phagocytose des bactéries et des corps étrangers.
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(Afonso et al., 2007)
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De plus les cellules inflammatoires et immunes peuvent produire des cytokines
comme le TNF-a qui est capable de produire des radicaux libres par les mitochondries des
cellules cible. L’implication du NO dans I’inflammation de type allergique a été mis en
évidence (Tetu et al., 2007). En effet en présence d’O2-, le NO métabolisé en anion
peroxynitrite est une cause d’hyperréactivité bronchique. Ainsi la production en exces de NO
résultant de I’expression de la NOS inductible par les cellules inflammatoires des voies
aeriennes a une double signification. D’une part, I’exces de NO dans [Iarbre
bronchopulmonaire est considéré comme un reflet de I’inflammation pulmonaire, d’autre part,
le NO constitue une source d’agression directe du tissue pulmonaire par le stress oxydative
qu’il induit (Riccioni et al., 2012 ; Bahna, 2012). L’envenimation induit une production
intense de radicaux libres. En effet, les venins d’Androctonus australis hector, Tityus
serrulatus, de Leiurus quinquestriatus quinguestriatus, de Crotalus durissus terrificus et de
Bothrops induisent une production accrue du monoxyde d’azote (NO) (Zallen et al., 1998 ;
Petricevich et Pena, 2002 ; Picolo et Cury, 2004 ; Abdoon et Fatani, 2009 ; Raouraoua-
Boukari et al., 2012).

I-7- Traitement de I’envenimation scorpionique

Le traitement de I’envenimation scorpionique préconisé actuellement pour réduire les
effets physiopathologiques de I’envenimation est I’'immunothérapie associée a des traitements
symptomatiques.

I-7-1- Traitements symptomatiques

Le traitement symptomatique varie selon I’état de gravité de la piqure, il a pour but de
corriger les différents désordres et a atténuer les manifestations cliniques installées apres
envenimation, tels que la douleur, I’hypertension artérielle, I’hyperthermie, la bradycardie, la
tachycardie et les vomissements. lls sont principalement constitués des antalgiques, des
anticonvulsants (Barbituriques et Diazépam), les antipyrétiques, I’oxygénation, les
vasodilatateurs, les anti-inflammatoires, les  anticholinergiques (Atropine), I’insuline,
antihistaminiques (Prolamine, Théralene et Phenergan) (Ismail., 1995) et I’héparine pour la

prévention de la thrombose veineuse profonde.
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I-7-2- Immunothérapie

La sérothérapie a été découverte en 1985 par Calmette (Hawgood, 1999 ; Calmette,
1984) et elle reste le seul traitement spécifique de I’envenimation scorpionique et ophidienne
(Laraba-Djebari et Hammoudi-Triki, 1998 ; Murthy et al., 1992; Krifi et al., 1999 ; 2001 ;
Lalloo et Theakston, 2003).

En Algérie, le protocole expérimentale adopté consiste & immuniser des chevaux avec
la fraction toxique (Ftox-G-50) d’Androctonus australis hector, dans le but d’améliorer la
specifié de I’antivenin et par conséquence I’augmentation de la capacité neutralisante (Laraba-
Djebari et Hammoudi-Triki, 1998). Cependant, les différences pharmacocinétiques entre le
venin et les antivenins peuvent diminuer I’efficacité de I'immunothérapie (Ismail, 1998 ;
Abroug et al., 1999 ; Hammoudi-Triki et al., 2007). Plusieurs approches ont été élaborées
pour améliorer le traitement antivenimeux. La détoxification des toxines et la synthése
chimique des toxines de venins dépourvus de toxicité ont été envisagées pour une meilleure
efficacité des antivenins (Kharat et al., 1997 ; Alvarenga et al., 2002).

Une autre voie d’approche a consisté en une production d’anticorps recombinants (Aubrey et
al., 2004), les anticorps recombinants présentent des propriétés pharmacocinétiques trés
intéressantes, mais leur stabilité et capacité neutralisant reste insuffisante.

Plus récemment Hmila et collaborateurs (2010) ont mis au point une nouvelle génération
d’antisérums plus performants, plus spécifiques et surtout plus légers, les « nanobodies »
(Nb). Le principe de synthese des nanobodies consiste a faire une immunisation classique a
des chameaux soit avec la fraction toxique G50 ou avec la toxine Aahl ou bien les deux en
méme temps par la suite le sang périphérique des chameaux est récupere, les lymphocytes
sont alors isolés pour récupérer leurs ARNmM et aprés une succession d’étapes de
génigénétiques et de protéomiques, les auteurs ont réussi a produire des nanobodies d’un
poids moléculaire de 15kDa. Le faible poids moléculaire des Nb (15kDa) leur confere une
diffusion plus rapide au niveau du compartiment vasculaire et une augmentation des capacités
neutralisantes. L’utilisation de toxines modifiées par I’irradiation gamma dans la préparation
des anticorps neutralisants a été également abordée. En effet, I’'immunisation d’animaux avec
le venin d’Androctonus australis hector irradié avec des rayons gamma (2KGy) a permis
d’obtenir des immunsérums ayant une meilleure capacité neutralisante des (Boussag-Abib et
Laraba-Djebari, 2011).
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I1- Matériels et Méthodes
11-1- Matériel
11-1-1- Matériel biologique

I-1-1-1- les animaux
Les souris de race NMRI (20 £ 2g) sont fournies par I’animalerie de la Faculté des Sciences
Biologiques (FSB) de I’'USTHB.

I-1-1-2- le venin
Le venin d’Androctonus australis hector (Aah) est fourni par le laboratoire de Recherche et

de Développement sur les Venins de I’institut Pasteur d’Algérie (IPA).

11-1-2- Matériel non biologique

11-1-2-1- les produits chimiques
Tous les réactifs sont de qualité analytique et proviennent de plusieurs firmes :

Acétate de sodium (Merck), Acide chloridrique (Panreac), Acide sulfurique (Merck), Alcool
(Panreac), Bicarbonate de sodium, Bisacrylamide (Merck), Carbonate de sodium, Chlorure de
sodium, Dihydrogénophosphate de potassium, Dipotassium hydrogénophosphate, Eau
oxygéné (Merck), Eukit (Fluka), Eosine B (Sigma), Glycine (Merck), Hématoxyline (Sigma),
Hydroxyde de sodium (Prolabo), O Diazinidine (sigma) O-Phenylén Diamine OPD (Sigma),
Paraffine (Panreac), Pepsine (Sigma), Sulfate d’ammonium (Merck), TEMED, Tris HCI
(sigma), Tween-20 (Pharmacia), Aluminium hydroxyde (Pharmacia), Eau oxygénée (Sigma),
Eukit (Fluka), HCI (Prolabo), Ovalbumine (Fluka), Paraffine (Biotrol), Triton X-100 (Sigma),
Xyléne carbonate et bicarbonate de sodium (Biocrom), EDTA, Ethanol, Formol, (Gifrer,
Barbzat), Lactate Déshydrogénas (LDH) (SPINREACT), Acide citrique (Merck), Eosine
(Fluka), Hematoxyline (Fluka), Compound 48/80 (Sigma).
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11-2- Méthodes

Le travail que nous avons entrepris consiste d’une part, & mettre en évidence les
marqueurs cellulaires et moléculaires responsables du phénoméne de bronchoconstriction
apres envenimation des souris avec le venin d’Aah. D’autre part, afin de montrer I’implication
des mastocytes dans I’inflammation bronchopulmonaire induite par le venin d’Aah, des séries
expérimentations ont été réalisées sur des lots de souris en présence d’activateurs spécifique
(composé 48/80).

Enfin, une étude comparative de I’'immunoréactivité induite par le venin d’Aah avec un
modeéle murin allergique a été réalisée. La structure histologique du parenchyme pulmonaire
en présence et en absence du composé 48/80 a été également examinée.

Les sérums des différents lots de souris sont récupérés aprés une centrifugation du sang total a
3700 rpm pendant 20 min, puis aliquotés et conservés a -20 °C afin de doser les paramétres
inflammatoires. Les poumons sont également prélevés soigneusement et immergés dans un
fixateur en vue de réaliser une étude histologique. Les autres poumons sont homogénéisés
dans du tampon tris HCL triton X 100 grace a un broyeur. Aprés centrifugation pendant 30
minutes a 6 000 rpm, les surnageants sont récupérés et stockés pour la réalisation des dosages
de marqueurs inflammatoires (Figure 12).

11-2-1- Analyse des marqueurs inflammatoires induits par le venin d’Aah

11-2-1-1- Dosage de la peroxydase éosinophile

Le dosage da la peroxydase éosinophile a partir des poumons, permet de mettre en
exergue la séquestration des polynucléaires éosinophiles, dans le tissu pulmonaire. C'est un
marqueur de I’infiltration des éosinophiles dans I'arbre broncho-pulmonaire. L'EPO catalyse
la formation des radicaux libres d'oxygene ou de bromure. Ces radicaux libres sont
extrémement instables et oxydants ce qui explique l'activité bactéricide et cytotoxique
attribuée a I'EPO. La technique utilisée est celle de Van Osterhout (1993). Les poumons
soigneusement prélevés et stockés a — 20°C, sont broyés dans un tampon Tris-HCI 0,05 M pH
8, Triton X 100 0,1%, a 4°C. Les homogénats obtenues sont centrifugés a 10 000 g pendant

10 minutes. Les surnageants sont récupérés puis conservés a 4°C.
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Dans une microplaque, 50 pl de chaque surnageant sont répartis en duplicates. Aprés addition
de 100 pl de solution tampon Tris-HCI 0,05 M pH 8, contenant I’0O-Phénylénediamine
Dihydrochloride (OPD) (20 mg) et 4 mM du H;O,, la microplaque est mise en incubation
pendant 1 heure a 37°C. L’évaluation de I’activité enzymatique est réalisée apres la lecture de
I’absorbance a I’aide d’un lecteur de plaques a 490 nm /100mg de tissu.

11-2-1-2- Dosage de I’activité de la myéloperoxydase

Le dosage de la myéloperoxydase (MPO) permet de mettre en évidence la
séquestration des neutrophiles dans le tissu pulmonaire et au niveau sérique caractéristique
d’une réaction inflammatoire. L’activité enzymatique de la MPO est quantifiee selon la
méthode de Straus (1958) modifiée. Les poumons sont soigneusement prélevés et stockée a —
20°C et repris dans un tampon Tris-HCI 0,05M, pH 6,6 & 4°C avec une dilution 1/20°™ pour
chagque poumon. Une homogénéisation et une centrifugation a 10 000 g pendant 30 min a 4°C
sont réalisées. Le premier surnageant (S1) est récupéré et stocké a 4°C, les culots sont repris
pour les soumettre a des séries de congélation (-20 °C) décongélation, puis repris dans 1 ml de
tampon Tris-HCI 0,05M, pH 6,6 suivie d’une seconde centrifugation a 10 000 g pendant 30
min a 4°C. Le deuxiéme surnageant (S2) est additionné au premier (S1). Chaque mélange
(S1+S2) est dilué au 1 /10, auquel est ajouté le substrat chromogene O-Dianizidine (0,167
Mm O-Dianizidine préparé dans 10 ml de tampon Tris-HCI 0,05M, pH 6,6 et 4 mM du H,0;
dans un rapport volume a volume. L’évaluation de I’activité enzymatique est réalisée apres la
lecture de I’absorbance a I’aide d’un spectrophotomeétre a 460 nm. Les résultats sont exprimés
en unité de densité optique (UDO /100 mg de tissu).

11-2-1-3- Détermination de I’index pulmonaire

L’index pulmonaire (IP) permet d’évaluer I’cedéme au niveau pulmonaire, il est calculé selon

la formule suivante : poids du poumon (g) x 100/ poids des souris en (g).

11-2-1-4- Détermination de la teneur en eau pulmonaire

Cette technique permet de mettre en évidence la perméabilité vasculaire, calculée par
le rapport des poids humides et le poids sec pulmonaire.
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Le poids humide est déterminé aprés prélevement des poumons et le poids sec apres
incubation des poumons a 60°C pendant 48 h (Ipktchi et al., 2006).

11-2-1-5- Dosage du monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote (NO) joue un rble clé dans les mécanismes physiologiques

(Moncada et al., 1991). Dans un état pathologique, comme une inflammation (Curzen et al.,
1994), la production du NO est augmentée (Navarro-Gonzalvez et al, 1998).
La mesure du monoxyde d’azote a été faite suivant le protocole optimisé par Navarro-
Gonzalvez (1998). Les échantillons (300 pl) sont récupérés et soumis a une déprotéinisation
en présence de 250 pl de ZnSo,4 a 75 mmol/l puis une centrifugation pendant 1 min a 10 000g.
Aprés récupération des surnageants, 350 pl de NaOH 55 mmol/l sont ajoutés et mis a
centrifuger pendant 3 min a 10 000 g. Les surnageants sont dilués en ajoutant 250 pl du
tampon glycine (4 g/l, pH 9,7). L’activation du cadmium a consisté a mettre des granules de
cadmium (2-2,5g) dans de I’eau distillée puis dans une solution de CuSQO, et un tampon
glycine-NaOH (15 g/l, pH 9,7) pendant 5 min. Une fois les granules de cadmium actives, elles
sont mises en contact avec les échantillons déprotéinés. Une courbe d’étalonnage des nitrates
(0-100 pmol/l) est réalisée.

11-2-1-6- Dosage du peroxyde d’hydrogene

Le peroxyde d’hydrogene (H,O,) est mesuré par la méthode de I’oxydation
catalytique du rouge phénol par la peroxydase de raifort (HRP). Les échantillons sont déposés
en duplicates dans une microplaque de 96 puits et 100ul d’une solution de rouge phénol (eau
physiologique ; 5,5 mM D-glucose et 55 mM HRP) sont ajoutés. Aprés une heure
d’incubation a 37°C, la réaction est arrétée par I’ajout de 10 pul de NaOH 1 M dans chaque
puits. La détermination de I’absorbance est effectuée a I’aide d’un lecteur ELISA & une

longueur d’onde de 630 nm.
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11-2-1-7- Etude qualitative et quantitative des constituants du sang périphérique

La numération des cellules inflammatoires, des globules rouges, de I’hémoglobine, de
I’hématocrite et des plaquettes au niveau du sang périphérique des animaux est effectuée par

un automate hématocytometre.

11-2-1-8- Dénombrement cellulaire au niveau du liquide bronchopulmonaire

Les animaux sont sacrifiés par dislocation cervicale, une incision est réalisée pour
introduire un cathéter dans la trachée. On procede alors a I’aide d’une seringue a des lavages
par injection intra-trachéale d’une solution d’eau physiologique avec un volume de 1 ml, la

numeération des cellules est réaliser grace a un hématocytometre.

11-2-2- Détermination des concentrations sériques des immunoglobulines

» Dosage des concentrations sériques des immunoglobulines G (IgG)
La quantification des 1gG est réalisée sur les échantillons sanguins prélevés apres
envenimation des souris, a des intervalles de temps de : 1, 4, 6, 24 et 48 heures.
Une microplaque est sensibilisée avec le venin d’Aah a 5 pg/ml dans un tampon
carbonate/bicarbonate 0,1 M ; pH 9,5 a raison de 100 pl par puits, pendant une nuit & 4 °C.
Apres 4 lavages avec le tampon PBS 0,1 M, pH 7,4 ; 0,1 % Tween 20, la saturation des sites
non spécifiques est réalisée avec une solution de PBS 0,1M plus lait écrémé 5 %, a raison de
50 ul/puits, pendant 1h a 37°C. Une série de lavage avec le tampon PBS-Tween 20 est suivie
d’une répartition des échantillons sériques a tester. Apres une incubation de 1 h et 30 min a
37°C et suivie de 4 lavages tampon PBS-Tween 20, le conjugué : Anticorps anti-lIgG (IgG1 et
1gG2) est réparti a raison de 50 pl/puits préalablement dilué au 1/1000. La réaction est
incubée pendant 1 heure a 37°C. Les lavages au PBS-Tween 20 (0,1%), une solution de
tampon phosphate 0,01 M ; pH 7,4 est ajoutée, contenant 20 mg d’O-Phenyléne Diamine

dihydrochloride (OPD) et 10 pl d’H,0O,. Les mesures de I’absorbance sont réalisées a 490 nm.

» Dosage des concentrations sériques des immunoglobulines E (IgE)
Le dosage sérique des IgE totales a été effectué par I’automate (Mini VIDAS), qui utilise une

technique Immuno-enzymatique de type ELISA.
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11-2-3- Etude du r6le de I’activation des mastocytes aprés envenimation

Pour mettre en évidence la réponse inflammatoire de type allergique induit par le
venin d’Androctonus australis hector, les animaux sont traités avec le composé 48/80 avant
envenimation expérimentale. Une comparaison des taux sériques de la MPO, I’'EPO et du NO
apres envenimation en absence et en présence du prétraitement a été réalisée. L’évaluation de
I’index pulmonaire et le dénombrement des cellules inflammatoires au niveau du liquide

bronchopulmonaire (BAL) ont été également réalisés (Figurel3).

11-2-4- Comparaison de I'immunoréactivité induit par le venin avec un modele murin
allergique

Un modele allergique expérimentale a été mis au point gréce a une sensibilisation des
animaux a I’ovalbumine (OVA). Le protocole a consisté a injecter par voie intrapéritonéale
une solution d’ovalbumine avec des rappels, Les souris sont mises ensuite en contacte avec un
gaz contenant 3% d’ovalbumine aprés le 21, 22 et le 23°™ jour d’immunisation. Les souris
sont ensuite sacrifiées au 25°™ et les sérums sont récupérés pour le dosage de la MPO, I’'EPO
et des IgE et les poumons sont soigneusement préléves pour I’estimation de [I’index

pulmonaire.

11-2-5- Etude des modifications tissulaires du poumon apres envenimation scorpionique

(Aah) en absence et en présence de prétraitements

» Analyse histologique
L’examen histologique des organes d’animaux envenimés permet de mettre en exergue les
différentes altérations tissulaires induites par le venin d’Aah, Les poumons proviennent des
lots de souris envenimées par voie sous-cutanée (10 pg/20g) et prétraitées avec le composé
48 /80 avant envenimation. Les tissus prélevés sont soumis a différentes étapes :
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Injection de doses croissantes du composeé 48 /80 par
voie intrapéritonéale sur une période de 4 jours :

» Premier jour : 25ug.

> Deuxiéme jour : 60ug
> Troisieme jour : 125ug
» Quatrieme jour : 200ug

Injection sous-cutané du venin
d’Aah

Sacrifice des animaux apres 4h d’envenimation

____________________

Prélevement des Récupération du liquide Récupérations des sérums
broncho-pulmonaire
(BAL)
' Etude histologique ! 1 Dénombrements i Dosage |
I | - 1
. ' ! cellulaires .| EPO,MPOEtNO |

_________________

Figure 13 : Deuxieme démarche expérimentale
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Fixation
Les poumons sont soigneusement prélevés puis plongées dans une solution de fixation de

formol a 10%.

Déshydratation et éclaircissement
Apres fixations les poumons subissent une série de bains d’éthanol de degrés croissants

(70°-90°-100°), suivie d’un éclaircissement avec 3 bains de xyléme, pendant 10min.

Imprégnation et inclusion

Les poumons sont imprégnés dans la paraffine fondue a 60°C pendant 2 heures.
Préparation des coupes et coloration

Les blocs de poumons sont coupés a I’aide d’un microtome, puis étalées sur des lames et
incubées au minimum 2 heurs a 60°C ensuite une réhydratation est effectuée par deux bains
de xyléme et trois bains d’alcool absolu et un bain d’eau de robinet. Les coupes sont colorées
a I’lhématoxyline-Eosine (HE).

Apres coloration, les coupes sont montées entre lame et lamelle avec une résine (Eukit), les
observations et prise de photos sont faites a laide d’un microscope plus appareil photos
(MOTIC).

11-2-6- Dosage de la LDH, marqueur de lésion tissulaire

Le dosage du lactate Déshydrogénase (LDH) est réalisé au niveau du sérum et de
I’lhomogénat de poumons récupéré apres envenimation des souris par 10 pg/mg du venin
d’Aah.

Le LDH catalyse la réduction du pyruvate en lactate avec oxydation du NADH, H* selon la

réaction suivante :

LDH
Acide pyruvique —— — Acide lactique

NADH, H+A E NAD"
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La vitesse de l'oxydation du NADH, H" est proportionnelle & l'activité catalytique de
1'enzyme. Cette réaction directe est déterminée par la mesure de la diminution de I'absorbance
a 340 nm.

11-2-7- Expression statistique des résultats

Tous les résultats ont été exprimés en moyenne + écart-type. Une analyse comparaison de
moyenne selon le test d’ANOVA a été effectuée.

e P <0,05 significatif « * »

e P <0,01tres significatif « ** »

e P <0,001 hautement significatif « *** »
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I11- Résultats et Discussion

111-1- Analyse de I’hyperréactivité bronchopulmonaire induits par le venin d’Aah

L’cedéme aigu du poumon représente la cause principale de décés aprés envenimation
scorpionique. Les études cliniques et expérimentales suggérent [I'implication de
I’augmentation de la perméabilité vasculaire pulmonaire dans la genése de cette perturbation.
Cette augmentation est due a I’action des médiateurs inflammatoire secrétés par les leucocytes
(Sami-Merah et al., 2009). Le poumon est trés sensible a I’action des constituants du venin.

111-1-1- Détermination de I’activité de la peroxydase éosinophile sérique et pulmonaire

Ces types de granulocytes sont associés aux infections parasitaires et aux
manifestations allergiques. L’éosinophile est une cellule effectrice capable de libérer des
protéines basiques cytolytiques, la Major Basic Protéine (MPB), I’Eosinophil Protein Cationic
(EPC), la neurotoxine dérivée de I’éosinophile (EDN) et La peroxydase de éosinophile (EPO)
(Capron et al., 2002). La peroxydase éosinophile (EPO) est un marqueur de I’infiltration des
polynucléaires éosinophiles (PE). Cette protéine est constituée de deux sous-unités de 12,7 et
53 kDa qui catalyse la formation de radicaux libres de bromures ou d’oxygene a partir du
peroxyde d’hydrogéne (H,0O,). Ces radicaux libres sont instables et oxydants, responsables
des activités cytotoxique et bactéricide. L’analyse de I’activité enzymatique de I’EPO a été
entreprise sur les sérums puis sur les surnageants pulmonaire des lots de souris envenimées
avec le venin d’Aah (10ug/20g). Les résultats obtenus a différents intervalles de temps ont
montré une variation des taux de cette enzyme. Une élévation significative des concentrations
de ’EPO (0,411 UDO # 0,13) est observée. L activité de la peroxydase éosinophile atteint sa
valeur maximale aprés 4 heures d’envenimation (0,805 UDO + 0,09) comparativement aux
souris témoins (0,121 UDO #* 0,022) pour revenir aux concentrations normales, 24 heures
apres injection du venin (Figure 14). Le dosage de I’EPO au niveau des surnageants
pulmonaires montre une augmentation significative aprés 4 h (2,5 UDO % 0,113)
d’envenimation. Au-dela de 4 h, lactivité de la peroxydase éosinophile diminue
progressivement pour revenir & un taux basal aprés 24 h d’envenimation (Figure 14). Une
importante séquestration des polynucléaires éosinophiles au niveau du parenchyme
pulmonaire est aussi observée aprés envenimation avec le venin Tityus discrepans (D’Suze et
al., 2004).

41



09 - %k %
0,8 -
0,7 -
g 06 -
c
= 0,5 -
<
o 04 -
[a)
2 03 -
0,2 -
0,1 - i
0 T T T T 1
T 1h 4h 6h 24h
B
3 -
%k %
37
o
T 2 -
[-T]
€
o
S 15 -
N
€
[ =
8 1-
<
8
805 -
0 = T T
T 1h 4h 6h 24h

Figure 14 : Cinétique de dosage de la peroxydase éosinophile sérique (A) et pulmonaire (B)

apres envenimation.
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111-1-2- Détermination de I’activité de la myéloperoxydase sérique et pulmonaire

Les polynucléaires neutrophiles (PN) jouent un rble majeur dans le processus de
défense immunitaire. Récemment le neutrophile a été considéré comme un acteur majeur de
la réaction inflammatoire de type allergique. En effet les auteurs suggérent une contribution
directe des PN via la libération massive de médiateurs proinflammatoires telle que I’histamine
et le PAF suite a I’agrégation des récepteurs activateurs des 1gG (FcyRIIIA et FcyRIVA)
(Bruhns, 2012).

La myéloperoxydase (MPQ) est une enzyme hémique présente en concentrations

importantes (£ 5 % en poids) dans les granules primaires des cellules PN.
La myéloperoxydase est le marqueur des granulocytes neutrophiles (PN) dans les sites
inflammatoires. La MPO intervient dans la seconde étape de I’explosion oxydative qui résulte
de la transformation en H,O, de I’anion superoxyde libéré dans le phagosome ou le milieu
extracellulaire. Le peroxyde d’hydrogéne peut réagir avec un métal et donner naissance a des
espéces réactives de I’oxygéene trés oxydant. L’injection du venin d’Aah par voie sous-cutanée
a différents lots d’animaux nous a permis d’apprécier la séquestration des polynucléaires
neutrophiles au niveau pulmonaire a des intervalles de temps allant de 1h jusqu'a 24h
d’envenimation. En effet, I’analyse de I’activité enzymatique de la MPO a été entreprise sur
les sérums puis sur les surnageants pulmonaire des lots de souris envenimés avec le venin
d’Aah. Les résultats obtenus, montrent une augmentation significative des concentrations
sériques de I’activité de la MPO. Le taux maximal de I’activité enzymatique est observé 6 h
(0,249 £ 0,0053 UDOQ) apres envenimation des animaux comparativement au souris témoins
(0,0145+ 0,003UDO) (Figure 15).

Les résultats obtenus ont permis de montrer une infiltration maximale des
polynucléaires neutrophiles au niveau des voies respiratoires 6 h (0,875 UDO =+ 0,035) aprés
envenimation des souris (Figure 15). Le taux basal des concentrations de la myéloperoxydase
est atteind apres 24 heures d’envenimation. Ces observations permettent de confirmer que
I’envenimation scorpionique induit une infiltration des PN au niveau de [Iarbre
bronchopulmonaire (Yshii et al., 2009 ; Adi-Bessalem et al., 2011). Ces résultats sont
également en accord avec ceux d’Abdon et Fatani (2009) apres injection du venin Leiurus

quinquestriatus quinguestriatus (LQQ).
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Figure 15 : Cinétique dosage de la myéloperoxydase sérique (A) et pulmonaire (B)

apres envenimation.
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111-1-3- Détermination de I’index pulmonaire et de la teneur en eau pulmonaire

La determination de I’index pulmonaire (IP) permet d’apprécier I’cedéme pulmonaire
induit aprés envenimation expérimentale. L’cedéme pulmonaire est la conséquence de
I’laugmentation de la perméabilité vasculaire provoquée par les constituants des venins
(Paneque Peres et al., 2009).

L’injection sous-cutanée d’une dose sublétale du venin d’Aah a induit une
augmentation significative de I’index pulmonaire, 1h aprés envenimation (IP = 0,88 £ 0,03)
comparativement aux témoins (IP= 0,6 + 0,03), pour atteindre un maximum 6 h (IP = 1,21 +
0,045) aprés injection du venin suivie d’une restauration quasi-totale apres 24 h
d’envenimation (0,875 + 0,028) (Figure 16). Les souris envenimées présentaient des signes
cliniques pouvant mettre en jeu leur pronostic vital dés les premiéres minutes de
I’envenimation, se manifestant par des troubles respiratoires conséquence a la formation des

cedémes hémorragiques pulmonaires observées aprés autopsie.

Parallelement a la détermination de I’index pulmonaire, la teneur en eau pulmonaire a
été évaluée tout au long de la cinétique d’envenimation. L’augmentation significative de la
teneur en eau pulmonaire est observée chez les souris envenimées apres 1h d’envenimation
(7,98 + 1,3) comparativement aux souris témoins (2,66 + 1,64), suivie d’une Ilégere
restauration aprés 24 h d’envenimation (6,3 £ 1,01) (Figure 17). Cette variation de la teneur
en eau est probablement due a I’apparition d’cedéme au niveau de I’arbre bronchopulmonaire
consécutive a I’effet direct et/ou indirect des constituants du venin d’Aah. Ces résultats sont

ont accord avec ceux de Sami-Merah et collaborateurs (2009).

Les résultats obtenus montrent clairement que I’envenimation scorpionique provoque
une induction précoce d’un cedeme pulmonaire conséquence de I’infiltration des cellules
inflammatoires et d’une sécrétion importante de médiateurs inflammatoires. En effet le role
important des marqueurs inflammatoires telle que les PGs, les LTs et le PAF dans la
pathogénése de I’cedéme pulmonaire aprés envenimation a déja été rapporté (Matos et al.,
1999 ; Havet et al., 2001 ; Coelho et al., 2007 ; Figueiredo et al., 2008).
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111-1-4-Dosage du monoxyde d’azote sérique et pulmonaire

Il est maintenant bien établi que le monoxyde d’azote (NO) est impliqué dans la
modulation de médiateurs endogénes qui contrélent le systeme vasculaire (Moncada et al.,
1991 ; Petricevich et Pena, 2002). Les cellules pulmonaires peuvent exprimer les deux
isoformes (constitutive et inductible) de la NOS. Ainsi la synthése du monoxyde d’azote a été
mise en évidence avec de types cellulaires aussi variés que les macrophage, les polynucléaires
neutrophiles et éosinophiles, les fibroblastes, I’endothélium vasculaire, I’épithélium des voies
aériennes et les terminaisons nerveuses (Busse et al., 1991). Le monoxyde d’azote est
impliqué dans la genése de plusieurs états physiopathologiques telles que I’inflammation, les
réactions immunoallergiques, I’athérosclérose et I’hypertension artérielle (Olsen et al., 1972 ;
Busse et al., 1991). La cinétique du NO sérique aprés envenimation expérimentale avec le
venin d’Aah montre une augmentation significative du monoxyde d’azote pour atteindre un
maximale de (444,83 £ 148,25 uM/I) apres 4 h d’envenimation comparativement aux témoins
(162,9 £ 2,001 uM/1), et revenir en suite progressivement & un taux basal (Figure 18). Le
venin d’Aah a induit également une augmentation des concentrations du monoxyde d’azote
aux niveaux des surnageants pulmonaires des souris envenimées. Le profil obtenu montre une
élévation progressive du NO pour atteindre un maximum de (0,0714 + 0,022 uM/100 mg de
tissu) apres 24 h d’envenimation (Figure 18). Le venin Tityus serrulatus induit également
une variation des concentrations sériques du NO avec un premier pic observé 2 h aprés
envenimation et un second pic 6 h apres injection du venin (Petricevich et Pena, 2000) ainsi
que celui d’Aah et de sa toxine Aahll (Raouraoua-Boukari et al., 2012).

111-1-5- Dosage du peroxyde d’hydrogéne sérique et pulmonaire

Le peroxyde d’hydrogéne est un radical libre secrété par les cellules inflammatoires
telles que les neutrophiles au niveau du site inflammatoire. En effet en plus de son action
délétere directe sur le tissu pulmonaire, le H202 subit une chloration par adition d’ions
chlorures pour former I’acide hypochloreux, un composé extrémement toxique sous I’action
enzymatique de la MPO (Roos et al., 2003). Si ces produits sont libérés en grande quantité
dans le milieu extracellulaire, ils peuvent engendrer des dommages tissulaires dus a la
peroxydation lipidique, une désorganisation membranaire, ou encore une altération des

protéines et acides nucléiques (Gougerot-Pocidalo et al., 2002).
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Figure 18 : Cinétique de dosage du monoxyde d’azote sérique (A) et pulmonaire (B)

apres envenimation.
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L’étude de la cinétique des concentrations du H,O, sériques réalisée sur des souris
envenimées avec le venin d’Aah indique une augmentation significative des taux de peroxyde
d’hydrogéne d’allure biphasique. Un premier pic est observé 1 h (0,0875 + 0,017 UDO) aprés
injection du venin en comparaison avec les souris témoins (0,065+0,007 UDO), suivie d’un
deuxieme pic apres 6 h d’envenimation et une restauration quasi-totale du taux d’ H,O, apres
24 heures envenimation (Figure 19). Des résultats quasi similaires ont été rapportés apres
envenimation avec les venins de Bothrops jararaca (BjV) et de Bothrops asper (Carneiro et
al., 2002 ; Zulian et al., 2005). Parallélement, le dosage du H202 pulmonaire a été effectué
aprés injection du venin d’Aah. Les résultats obtenus montrent une augmentation
significative des taux de peroxyde d’hydrogene 1 h (0,825 +0 ,106 UDO) aprés envenimation
comparativement aux témoins (0,375 + 0,1 UDO). Cette augmentation est suivie d’une
diminution progressive jusqu'a atteindre un taux similaire aux animaux témoins, 24 h apres
injection du venin (Figure 19). L’élévation des taux de peroxyde d’hydrogéne sanguin suivie
d’une augmentation tissulaire dans I’arbre bronchopulmonaire pourrait probablement étre dde
a I’infiltration des cellules inflammatoires activées aux niveaux des voies aériennes. En effet
des études ont montré que la séquestration des polynucléaires dans les poumons provoque de
profonde lésions tissulaires et une production accrue de radicaux libres (Nonaka et al., 2008).

111-1-6-Etude qualitative et quantitative des constituants du sang périphérique

Le dénombrement des éléments figurés du sang permet de mettre en évidence, non
seulement le taux totale de leucocytes et les différentes sous population mais il permet aussi
d’apprécier aussi I’hémogramme (taux global des globules rouges, des plaquettes mais aussi
I’estimation des taux d’hémoglobine et de [I’hématocrite). L’hémogramme peut

s’accompagner de certaines anomalies au cours d’un syndrome inflammatoire.

% Dénombrements des globules blancs

L’envenimation des souris avec le venin d’Aah induit une élévation du nombre de
leucocytes pour atteindre un maximale de 10,9 + 2,26 x 10°/ul, aprés 4 h envenimation
comparativement aux animaux témoins (3,45 + 0,1 x 10%pl). Au-dela de 4 h le nombre de
globules blancs diminue pour atteindre un nombre de 3,9 + 0,77 x 10%/ul aprés 6 h
d’envenimation. L’ecotaxie des cellules inflammatoires du compartiment vasculaire vers les
sites inflammatoires, sous I’effet des médiateurs chimioattractants expliquerait probablement
ces variations (Figure 20).
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Figure 19 : Cinétique de dosage du peroxyde d’hydrogeéne serique (A) et pulmonaire (B)

apres injection du venin a des souris.
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Par ailleurs,, I’analyse des différentes sous-populations leucocytaires aprés injection du venin
d’Aah montre une variation au sein des différents types cellulaires se traduisant par une
diminution des lymphocytes (59,6 + 5,72%) apres 1 h d’envenimation comparativement aux
témoins (69,35 + 5,44%) pour revenir a un taux basal aprés 24 h d’envenimation (65,4 +
4,49%). Une augmentation progressive du taux des polynucléaires a été observée apres 6 h
d’envenimation pour atteindre un maximum (34,85 + 1,97%) en comparaison avec le lot de
souris témoin (19,2 £ 2,97). L’envenimation induit également une élévation du taux des
monocytes (20,4 + 6,5%) aprés 4 h d’envenimation pour revenir au méme taux des animaux
témoins (11,45 £ 2,47%) (Figure 21). Des variations similaires des leucocytes ont été déja
rapportées apres envenimation par le venin d’Aah (Adi-Bessalem et al., 2008).

% Numération des globules rouges, quantification de I’hémoglobine et estimation de
I’hématocrite

Le dénombrement des globules rouges apres injection d’une dose sublétale du venin d’Aah a
montré une augmentation significative du taux des érythrocytes avec un pic
(10,17 + 0,33 x 10° cellules /pl) aprés 4h d’envenimation par rapport aux animaux témoins
(5,6 +0,41 x 10° cellules/pl). Cette élévation persiste jusqua 6h d’envenimation pour
diminuer aprés 24 h (9,06 + 0,03 x 10° cellules /pl) (Figure 22). Cusinato et collaborateurs
(2010) ont montré une augmentation des globules rouges aprés envenimation avec le venin de
Tityus serrulatus. Les résultats de la cinétique de quantification de I’hémoglobine montrent
une augmentation significative du taux d’hémoglobine pour atteindre un maximum de 173,5 +
13,4mg/ml aprés 4h d’envenimation comparativement aux lots des souris témoins qui est de
86 £ 2,8 mg/ml. Cette augmentation est suivie d’une diminution pour atteindre un taux de
1445 + 3,5 mg/ml quasi similaire aux animaux témoins aprés 24 h d’envenimation (Figure
23). Les mémes résultats ont été observés par Chaubey (2010) apres injection du venin de
Mesobuthus tamulus gangeticus par voie sous-cutanée a des souris. L’hématocrite est le
pourcentage relatif du volume des érythrocytes circulant dans le sang par rapport au volume
total du sang. Ce pourcentage correspond au rapport entre le volume qu'occupe les cellules
circulantes du sang aprés centrifugation d'un prélevement sanguin veineux et le volume
centrifugé. L’envenimation des animaux avec le venin d’Aah, a provoqué une nette élévation
du pourcentage d’hématocrite d’environ 40% apres 4 heures d’envenimation (49,95 + 0,77%)
en comparaison au lot de souris témoins (27,25 + 0,91%). Au-dela de 4 h, le pourcentage
d’hématocrite revient progressivement au taux basal (Figure 23).
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Figure 20: Cinétique d’infiltration des leucocytes au niveau de sang totale apres
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Figure 21: Cinetique d’infiltration des polymorphonucléaires au nivaux vasculaire

apres envenimation des souris avec une dose sublétale du venin d’Aah.
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“ Quantification des plaguettes

Les plaquettes sont des cellules sanguines sans noyau, qui jouent un role important dans
I'initiation de la coagulation et de la thrombose. La plaquette comporte une membrane sur
laquelle sont situés des facteurs de coagulation, des protéines et des récepteurs caractéristique
essentiellement des récepteurs couplés aux protéines G, composés de 7 domaines
transmembranaires telle que RPAF (Récepteur Platelet Activating Factor), leur ligand
spécifique est le PAF qui en plus de son r6le d’activateur plaquettaire indispensable a la
coagulation, il agit comme un vasodilatateur puissant, susceptible d’entrainer des
hypotensions artérielles importantes. 1l augmente la perméabilité vasculaire et les fuites
liquidiennes extravasculaires, favorisant ainsi la formation d’un cedeme et également implique
dans la contraction directe ou indirecte de la plupart des fibres lisses, a I’exception des fibres
vasculaires. Il contracte donc les fibres bronchiques, en augmentant la réactivité des bronches
provoquant ainsi une bronchoconstriction (Messadi et al., 2012).

La cinétique de quantification des plaquettes sanguines montre un taux maximal de 655 x 10°
plaquettes/ul, 4 heures aprés injection du venin comparativement aux témoins (472 + 11,31 x
10° plaquettes/pl) suivie par une diminution progressive jusqu’a 24 heures d’envenimation
(Figure 23).

L’ensemble des résultats de I’étude hématologique indique une augmentation significative du
nombre d’érythrocytes, de plaquettes sanguines, une élévation des taux d’hémoglobine et
d’hématocrite, 1 h apres injection du venin. Cette variation des paramétres hématologiques
serait probablement due aux troubles de I’hémoconcentration observée apres envenimation
scorpionique. En effet cette augmentation de I’hnémoconcentration est consécutive de la perte
massive du liquide sanguin périphérique principalement sous forme d’cedeme mais aussi par
diarrhée et lacrymation symptémes observés aprés envenimation scorpionique (Cusinato et
al., 2010 ; Khattabi et al., 2011).
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Figure 22 : Cinétique des globules rouge (A) et de I’hémoglobine (B) au niveau du sang
totale aprés envenimation des souris avec une dose sublétale du venin d’Aah.

54



60 -
%k
— 50 -
S
P
5 40 -
8
£
@ 30 -
[J]
oo
S
c 20 -
[
o
3
o 10 -
0 T T T T 1
T 1h 4h 6h 24h
B
800 -
%k
700 -
— 600 -
=3
S
S 500 -
i
xX
@ 400 -
2
3 300 -
©
S 200 -
100 -
O T T T T
T 1h 4h 6h 24h

Figure 23 : Cinétique de quantification de I’hématocrite (A) et des plaquettes sanguines (B)

au niveau du sang totale apres envenimation des souris.
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111-1-7- Etude de I’infiltrat cellulaire dans le liquide bronchoalvéolaire

L’infiltration des cellules inflammatoires a été également analysée au sein de I’arbre
bronchoalvéolaire aprés envenimation des animaux. La pratique du LBA au cours des
affections pulmonaires peut conduire a une appréciation de I'étendue des lésions au niveau du
site inflammatoire. Au méme titre que les investigations histopathologiques, le lavage
bronchopulmonaire permet d’apprécié les différentes population leucocytaires en cas
d’affection pulmonaire (Perrin-Fayolle et al., 1982 ; Li et al., 2012).

Les résultats obtenus montrent une augmentation significative du nombre totale des
leucocytes au niveau du BAL, un pic est observé aprés 6 h d’envenimation (2,7 + 0,42 10°
cellules/ul) comparativement aux souris témoins (0,75 + 0,07 10° cellules/pl). Le nombre
total de leucocyte retrouvé au niveau de I’arbre broncho-pulmonaire diminue progressivement
pour revenir au taux basal aprés 24 heures d’envenimation (Figure 24). Cette infiltration
leucocytaire au niveau du BAL est probablement due aux constituants du venin
d’Androctonus australis hector. En effet la liaison des neurotoxines a leurs sites spécifique
sur les cellules excitables provoque une décharge de neurohormones qui aura comme
conséquence une activation importante des leucocytes. Les globules blanc activées vont
migres vers le site inflammatoire sous I’effet de médiateurs chimioattractants. En effet
I’exploration du BAL aprés envenimation des animaux avec le venin de Scorpaena plumieri
a montré une importante infiltration des cellules inflammatoires (Boletini-Santos et al., 2008).
Cette infiltration leucocytaires au niveau de I’arbre bronchopulmonaire et aussi une
caracteristique des pathologies allergiques (Trifilieff et al., 2000).

Par ailleurs, la numération des sous populations des leucocytes montre une diminution
du taux des lymphocytes pour atteindre un minimale de 53% aprés 1 heure d’envenimation, le
taux de lymphocytes revient alors progressivement aux taux normal 24 heures apres
I’injection du venin d’Aah. Le taux maximal de polynucléaire est observé 1 heure apres
envenimation pour atteindre 36,05% et un retour a un taux basal de 30%, 24 heures apres
envenimation. Cependant les variations des taux de monocytes sont représentées par deux
pics, le premier de 10,9% 1 heure apres envenimation, le deuxieme 6 heures apres injection
du venin d’Aah, il est de I’ordre de 27,1%, contre un taux de 2,2% chez le témoin (Figure 25).
Une variation du nombres des cellules inflammatoires au niveau de BAL aprés envenimation

également a été rapportée par notre équipe (Adi-Bessalem et al., 2012).
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Figure 24 : Cinétique d’infiltration des globules blancs dans le liquide broncho-pulmonaire
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Figure 25: Cinétique d’infiltration des différentes populations des polymorphonucléaires dans
le liquide broncho-pulmonaire aprés envenimation des souris avec une dose sublétale du
venin d’Aah.
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I11-2- Evaluation de Balance de la réponse immunitaire par la détermination des
concentrations sériques des immunoglobulines G (IgG1 et 1gG2)

Dans le but de mettre en évidence le type de réponse immunitaire prédominante apres
envenimation scorpionique, le dosage sérique des deux isotypes d’immunoglobuline G (IgG1
et 19G2) a été effectué. La cinétique des anticorps sérique des sous classes IgG1 et 1gG2 par
ELISA sandwich, aprés administration d’une dose sublétale de venin d’Aah (10 ug/20g),
montre une augmentation significative des concentrations des IgG1l et des 1gG2 dés les
premieres heures qui suivent I’envenimation, pour atteindre un maximum de (0,201 + 0,0084
UDO) pour IgG1 et de (0,164 + 0,001 UDO) pour 1gG2 apres 24 h d’envenimation. Un retour
progressive a I’état normale des taux des IgG est observé apres 48 h pour les deux isotypes
lgG1 (0,1 + 0,056 UDO) et 1gG2 (0,037 + 0,01 UDO). Une prédominance de la réponse
humorale est observée caractérisée par des concentrations en IgG1 significativement plus
élevées que les 1gG2 (Figure 26). Les résultats obtenus corroborent avec ceux rapportés par
Boussag-Abib et Laraba-Djebari (2011) qui ont montré un taux d’l1gG1 sérique plus important

que celui des 1gG2 apres envenimation avec le venin d’Aah.

I11-3- Analyse du role des mastocytes dans I’'immunoréactivité de type allergéne
provoquée par le venin

Dans le but de mettre en évidence le r6le des mastocytes (cellule clé de la réaction
immunoallergique) dans I’inflammation induite par le venin de scorpion, un lot d’animaux est
traité par le composé 48/80 avant envenimation. Le composé 48/80 étant un sécrétagogue
spécifique des mastocytes, les active en se liant a leur récepteur de surface couplé a une
protéine G. Cette activation mastocytaire aura comme conséquence un épuisement des
réserves mastocytaires en médiateurs inflammatoires par la libération des médiateurs
preformés telle que I’histamine. Les résultats obtenus de dosages de la MPO, I’EPO et du NO
sont comparés aux souris qui ont subi une intoxication venimeuse expérimentale.

Une augmentation significative des concentrations de la MPO sérique chez les souris
envenimées par voie sous-cutanée avec le venin d’Aah (0,1325 + 0,017 UDO) en
comparaison avec le lot des souris témoins (0,014 + 0,003 UDO). Par contre, I’injection du
composé 48/80 suivie de I’envenimation des animaux réduit significativement le taux
d’infiltration des neutrophiles (0,025 + 0,007 UDO) (Figure 27).
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Figure 26 : Cinétique des concentrations sériques des immunoglobulines IgG1 et 1gG2 aprés
envenimation des souris avec une dose sublétale de venin d’Aah déterminée par ELISA

sandwich
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Parallelement a I’élévation des taux sériques de la MPO, le venin d’Aah induit la production
de I’éosinophile peroxydase (EPO) (0,8 + 0,246 UDO) comparativement aux témoins (0,12 +
0,022 UDO). Le prétraitement par le composé 48/80 induit une diminution significative des
taux enzymatiques (0,14 + 0,028 UDO) (Figure 28). Le venin d’Aah induit également une
augmentation significative des concentrations du monoxyde d’azote sérique chez les souris
envenimées (444,83 + 148,25 uM/l) comparativement aux témoins (162,9 + 2,001uM/I), par
contre le prétraitement avec le composé 48/80 réduit de facon significatif sa production
(320,16 = 34 uM/l) (Figure 29). De plus, I’évaluation de [Pinfiltration des cellules
inflammatoires au sein de I’arbre bronchoalvéolaire aprés envenimation en présence et en
absence du prétraitement, montre clairement que le venin d’Aah induit une augmentation
significative des leucocytes au niveau du BAL (1,84 + 0,34 x 10%/ul) en comparaison au lot
des souris témoins tandis que le composé 48/80 réduit significativement (de 32,6% ) cette
migration cellulaire (Figure 30). Cette diminution d’infiltration leucocytaire est probablement
due au composé 48/80 qui via une activation excessive des mastocytes va induire une
réduction significative de I’inflammation pulmonaire. Des résultats similaires ont été
rapportés par De Matos et collaborateurs (2001) aprés injection du venin de Tityus serrulatus.
Des variations dans I’élévation de I’index pulmonaire chez la souris envenimées (1,145
+0,11) sont nettement supérieures aux IP des lots témoins (0,65 £ 0,03). Parallelement une
réduction significative de I’IP est observée chez les souris prétraitées par le composé 48/80
(Figure 31). Le prétraitement de souris avec le composé 48/80 avant I’injection du venin de
scorpion de Mesobuthus tamulus réduit significativement la formation de I’cedéme
pulmonaire (Dutta et Deshpande, 2011). L’ensemble des résultats mettent en excergue
I’importance des mastocytes dans le processus inflammatoire déclenché aprés une
envenimation scorpionique. En effet, les neurotoxines des venins de scorpion provoquent une
dépolarisation de membranes des cellules nerveuses, modification du potentiel d’action et une
production accrue de neuropeptides, dont la conséquence est I’activation des mastocytes, qui
deviennent des cellules sécrétrices de bioamines (tels que I’histamine), des médiateurs
lipidiques (les prostaglandines et les leucotriénes) et des cytokines proinflammatoires (Costa
et al., 2000 ; Fukuhara et al., 2003). Par ailleurs, le prétraitement de souris avec le composé
48/80 combiné a un inhibiteur de la COX-2 plus un antihistaminique (anti-H1) avant
envenimation induit une réduction quasi-totale de I’cedéme (Chen et Lariviere, 2010).
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Figure 27 : Détermination de I’activité de la myéloperoxydase sérique en présence et

en absence de prétraitement.
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Figure 28 : Détermination de I’activité de I’éosine peroxydase sérique en présence et

en absence de prétraitement.
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Figure 29: Détermination du monoxyde d’azote sérique avant et apres traitement des

animaux envenimés par le venin d’Aah.
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Figure 30 : Dénombrement des leucocytes au niveau du liquide bronchopulmonaire

en présence et en absence de prétraitement.
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Figure 31 : Evaluation de I’Index pulmonaire des souris envenimées par la dose létale du

venin d’Androctonus australis hector en présence et en absence de prétraitement.
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111-4- Etudes comparative de I’'immunoréactivité provoquée par le venin avec un modéle

allergique

Afin de mettre en exergue I’'immunoréactivité de type allergene provoquée par le

venin, le profil inflammatoire des animaux envenimés a été comparée a un modeéle animal
allergique par le dosage sérique de la MPO, de I'EPO et par I’estimation de I’index
pulmonaires. Les résultats obtenus montrent une augmentation significative des
concentrations de la myeéloperoxydase sérique chez les souris allergique (0,10 + 0,01UDO)
de méme que chez les souris envenimés par voie sous-cutanée avec le venin d’Aah (0,133 +
0,017 UDO) en comparaison avec le lot de souris témoins (0,014 £+ 0,03 UDO) (Figure 32).
Cette élévation des concentrations sériques de la myéloperoxydase, reflete une augmentation
des polynucléaires neutrophiles au niveau du modele allergique. Le neutrophile pourrait
augmenter I’obstruction bronchique (bronchoconstriction et inflammation de la muqueuse)
par les nombreux médiateurs libérés lors de son activation (Tillié-Leblond et Thorette, 2005).
D’autre part, une étude de I’activité de I’éosine peroxydase est effectuée aprés envenimation
scorpionique et un modéle allergique. Les résultats obtenus indiquent une augmentation des
concentrations sériques de I’EPO pour le modele allergique (1, 32 + 0,077 UDO).
Ainsi qu’une élévation des taux d’éosinophile peroxydase aprés envenimation (0,805 + 0,09
UDO), comparativement aux témoins (0,121 + 0,02 UDO) (Figure 33). De nombreuses études
ont mis en évidence I'implication des éosinophiles dans les réactions allergiques (Capron et
al., 2002). Le polynucléaire éosinophile est aussi un marqueur de la réponse immunitaire dans
le poumon, par le biais d’interactions avec le lymphocyte T, le mastocyte, le polynucléaire
basophile, la cellule endothéliale, le macrophage, le fibroblaste et les plaquettes. Les
éosinophiles matures subissent rapidement dans les tissus une mort cellulaire par apoptose,
sauf si des facteurs de survie cellulaire sont présents (IL-5) (Cottin, 2008). 1l semble que les
conséquences pathologiques de I’inflammation bronchique éosinophilique se traduisent par la
libération in situ des proteines cationiques (les MPB ont une toxicité directe sur I’épithélium
bronchique) et des métalloprotéinases et I’entretien de la réaction inflammatoire et
immunitaire locale, impliquée dans le remodelage bronchique. De plus, I’estimation de
I’index pulmonaire apres envenimation (1,145 + 0,11) ainsi que chez le modele allergique (1
+ 0,20) indique une augmentation significative de I’cedéme pulmonaire comparativement aux
souris témoins (0,65 £ 0,10) (Figure 34).
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Figure 32 : Comparaison de I’activité de la myéloperoxydase sérique entre un modéle

murin allergique et aprés envenimation avec le venin d’Aah.
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Figure 33 : Comparaison de I’activité de I’éosinophile peroxydase sérique entre un

modele murin allergique et aprés envenimation avec le venin d’Aah.

65



1,4 + * %

k%

1,2

Index Pulmonaire

04 -

0,2 -

Figure 34 : Comparaison de I’index pulmonaire entre un modéle murin allergique et

apres envenimation avec le venin d’Aah.
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Figure 35 : Comparaison des taux d’IgE entre un modele murin allergique et apres

envenimation avec le venin d’Aah.
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Par ailleurs, le dosage des immunoglobulines E (IgE) apres envenimation des souris avec une
dose sublétale a permis de montrer I'implication du venin de scorpion dans I’augmentation
significative des taux sérique d’IgE (2,4 ng/ml). Une réaction inflammatoire de type
allergique induite par I’ovalbumine (OVA) provoque également une augmentation
significative des concentrations sériques des IgE (3,2 ng/ml) par rapport aux témoins (0,4
ng/ml) (Figure 35). Cette augmentation des immunoglobulines E (IgE) a été déja rapportee
avec les venins de scorpions (De Medeiros et al., 2008 ; Adi-Bessalem et al., 2011) ainsi que
le venin de guépe Hymenoptera (Seismann et al., 2010).

Comparativement avec un modele allergique, les résultats obtenus suggérent que la réponse
inflammatoire provoquée par le venin de scorpion comme la réponse immunoallergique
présente une importante infiltration de polynucléaires (neutrophiles et éosinophiles) et une

élévation des taux d’IgE ou le mastocyte serait probablement le principal précurseur.

111-5- Effet du venin d’Aah sur la structure du poumon en présence et en absence de

traitement : Comparaison avec un modeéle allergique

Le poumon est I’'un des tissus parenchymateux le plus sensible a I’action des venins de
scorpion. Sa structure est caractérisée par une surface alvéolaire importante, un débit sanguin
élevé et une facilité dans les échanges entre Iair alvéolaire et le compartiment vasculaire,
permettant ainsi une absorption et une excrétion rapide des agents toxiques. Ces
caracteristiques pourraient donc expliquer la gravité de I’atteinte pulmonaire au cours d’une
envenimation scorpionique sévere (Hammoudi-Triki et al., 2004). Une étude histologique a
été entreprise sur les poumons de souris envenimées avec une dose sublétale du venin en
absence et en présence de traitement avec le composé 48/80 afin d’apprécier les modifications
tissulaires du tissu pulmonaire. L’observation microscopique des poumons a permis de
montrer en comparaison avec les tissus pulmonaires témoins des Iésions se traduisant par un
épaississement des cloisons inter-alvéolaires, une infiltration des cellules inflammatoires et
des cedémes hémorragiques (Figure 36). Ces lésions sont similaires a celles observées apres
injection sous-cutanée d’une dose sublétale du venin d’Aah a des souris (Adi-Bessalem et al.,
2008), ainsi que pour le venin de Scorpaena plumieri (Boletini-Santos et al., 2008). La
mobilisation des polynucléaires activés au niveau du parenchyme pulmonaire est
probablement la conséquence des constituants du venin d’Aah. Le prétraitement des animaux

avec le composé 48/80 avant I’envenimation, réduit significativement le recrutement des
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cellules inflammatoires aux niveaux des voies respiratoires. Cette réduction serait
probablement due a I’effet du composé 48/80. Le prétraitement des animaux avec le composé
48/80 avant injection du venin de Mesobuthus tamulus (MBT), induit également une
réduction du volume de I’cedéme pulmonaire (Dutta et Deshpande, 2011).

La comparaison des coupes histologiques des animaux envenimés avec le modele allergique
montre dans les deux cas, une désorganisation du parenchyme pulmonaire, se manifestant
principalement par des zones cedémateuses et une infiltration des cellules inflammatoires
(Figure 37). Ces résultats mettent en évidence d’une part I'impact souvent irréversible que
pourrait avoir les venins et d’autre part, les réactions immunoallergiques sur la structure des

voies aériennes.

111-6- Effet du venin d’Aah sur I’activité enzymatique de la LDH

La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme a distribution ubiquitaire. Son
activité est dosée dans le sérum afin de montrer I’implication des venins dans les lésions
tissulaires des organes. Des variations dans les activités enzymatiques, marqueurs de certaines
Iésions tissulaires ont été rapportées suite a des envenimations accidentelles ou
expérimentales (Sofer et al., 1990 ; Corréa et al., 1997 ).

La cinétique de variation de I’activité de la LDH dans le milieu vasculaire montre une
augmentation graduelle avec un taux maximal aprés 4 h d’envenimation (7338,25 + 418
UI/L) comparativement aux témoins (1723,75 + 1253,7 UI/L), suivie d’une restauration
quasi-totale de son taux 48 h aprés injection du venin. Parallelement, une diminution
significative des concentrations de cet enzyme est observée dans le poumon. (Figure 38).

Une augmentation de I’activité de cette enzyme dans le sérum et sa diminution dans le
surnageant de broyat du poumon été également observée apres injection sous cutanée du
venin d’Androctonus australis hector a des souris (Bessalem et al., 2003 ; Adi- Bessalem et al
2008). L’augmentation de taux sérique des enzymes et leur diminution dans les organes serait
probablement due a leur diffusion anormale a partir des organes lésés et le degré de leur
variation semble étre proportionnel & I’intensité des perturbations tissulaires provoquées par
les venins (Mohamed et al., 1981 ; Corréa et al., 1997).
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\ Compose 48/80 + V

Figure 36 : Effets du venin d’Aah sur le parenchyme pulmonaire en présence et en absence
de traitement (Coloration HE, G X 40).
A : Alvéole, Ci: Cellule inflammatoire, Ohem : Edéme hémorragique.
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Figure 37 : Etude comparative du parenchyme pulmonaire d’un modele allergique avec le
avec celui des animaux envenimés (Coloration HE, GX40).

A : Alvéole, Ci: Cellule inflammatoire, Ohem : Edéme hémorragique.
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Figure 38 : Effet d’une dose sublétale du venin d’Aah sur I’activité enzymatique sérique de la
LDH.
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IVV-Discussion Générale

L’envenimation scorpionique est une extréme urgence medicale se traduisant par
I’apparition rapide des désordres hémodynamiques, métaboliques et une réaction
inflammatoire aigue. La compréhension des mécanismes d’actions par les quels les venins
agissent in vivo serait utile pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques
(Paula et al., 2006).

La réponse inflammatoire est un processus physiologique de défense de I’organisme
contre une agression extérieure. Elle fait intervenir différents acteurs du systéme immunitaire,
cellulaires et moléculaires. L’ensemble des mécanismes inflammatoires sont soigneusement
orchestrés par les cytokines quelles soit proinflammatoire telle que I’lL-1, le TNF-a et I'IL-6
ou bien anti-inflammatoires comme (IL-10) et parfois du TGF-B, deux cytokines connues par
leur puissantes activités anti-inflammatoires et immunosuppressives (Bachoual et
Boczkowski, 2005). La réponse inflammatoire est normalement bénéfique pour I’organisme
mais le contraire peut se passer si I’inflammation est aigue et chronique.

Il est maintenant bien établi que les venins de scorpion induisent un état inflammatoire
aigu dont les conséquences sont la formation d’un cedeme pulmonaire, des troubles cardio-
respiratoires et des lésions tissulaires (De Matos et al., 1997, 1999, 2001 ; Coelho et al.,2007 ;
Adi-Bessalem et al., 2008). Une infiltration des leucocytes au niveau de la cavité péritonéale
et du myocarde apres injection du venin d’Aah ou de sa toxine Aah Il a été rapportée par
notre équipe (Sami-Merah et al., 2007).

L’analyse de I’hyperréactivité pulmonaire induit par le venin d’Aah a été mise en
évidence par le dosage de paramétres inflammatoires. La participation des éosinophiles dans
les complications pulmonaires telles que la bronchoconstriction a été mise en évidence chez le
modele animale (Cottin, 2008 ; Adi-Bessalem et al., 2012). Chez les patients atteints de
pathologie pulmonaire, le réle délétére des protéines cationiques telles que ’'EPO et MBP-1
synthétisées par les polynucléaires éosinophiles a été rapporté (Aceves et Ackerman, 2010).
Des études ont montré qu’un modele animale déficient en éosinophiles présente une réduction
significative du recrutement des granulocytes éosinophiles, une diminution de I’hyperplasie
des cellules musculaires des poumons ainsi qu’une diminution des concentrations sérique de
TGF-B (Cho et al., 2004 ; Humbles et al., 2004 ; Ochkuv et al., 2007). Les résultats obtenus
ont montré que I’envenimation des souris avec une dose sublétale du venin d’Aah induit une
augmentation maximale des taux de I’EPO au niveau systémique et pulmonaire aprés 4 heures

d’envenimation.
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Des concentrations importantes de I’EPO a été également observées aprés I’injection des
venins de Centruroides vittatus et Androctonus australis hector a des souris (Shah et al.,
1989 ; Paula et al., 2006 ; Adi-Bessalem et al., 2008, 2011). les mémes résultats ont été
observé chez des patients piqués accidentellement par le venin de Centruroides vittatus (More
et al., 2004). L infiltration des éosinophiles dans I’arbre pulmonaire est souvent observée dans
les inflammations de type allergique mais aussi dans les infections parasitaires (Finkelman et
al., 2009). Dans certains cas, I’hyperréactivité bronchique (AHR) et la dégranulation des
éosinophiles sont strictement dépendantes des lymphocytes T CD4, I’'IL-5 semblant réguler
I’éosinophilie sanguine et pulmonaire, tout en amplifiant les propriétés chimiotactiques de
I’éotaxine. Dans un protocole de transfert de lymphocyte T suivi par une stimulation
antigénique, a la fois les lymphocytes Thl et Th2 sont nécessaires pour I’induction d’une
réponse immunitaire et pour le recrutement d’éosinophiles, tandis que le transfert de
lymphocyte Th2 seuls ne conduit qu’a une inflammation minimale. Une étude a déterminé
que I’IL-5 et les éosinophiles étaient nécessaires pour la phase retardée mais pas pour la phase
précoce de la réaction immunoallergique. Grace a I’emploi de souris déficientes en IL-10, il a
pu étre montré que cette cytokine, I’'lL- 10, d’une part contrélait I’AHR, mais affectait
marginalement I'inflammation pulmonaire, incluant I’éosinophilie et, d’autre part, régulait la
production d’IL-5, et I’éosinophilie, sans affecter la production d’IL-4 et d’IgE (Capron et al.,
2002). L’infiltration des polynucléaires neutrophiles au niveau de I’arbre pulmonaire est signe
de syndrome de détresse respiratoire aigue (SDRA) (Park et al., 2001 ; Goodman et al,
2003). Les neutrophiles sont les premiéres cellules a migrer vers le site inflammatoire.

Elles jouent un rdle primordiale dans I’élimination des pathogenes par phagocytose (Smith.,
1994). Parallélement & I’infiltration des polynucléaires éosinophiles dans les poumons, la
cinétique de variation de I’activité de la myéloperoxydase des neutrophiles aprés injection de
venin d’Aah a montré un profil monophasique avec apparition d’un pic 6 heures apres
envenimation. En effet, les venins de Polybia paulista, d’Aah et de Polistes lanio lanio
induisent une élévation des taux de la MPO sérique et tissulaire (Paula et al., 2006 ;Adi-
Bessalem et al., 2008 ; Yshii et al., 2009). L’activation des éosinophiles et des neutrophiles
pourrait étre la conséquence des constituants des venins de scorpions (De Matos et al., 1999).
En effet, les venins de scorpions activent les cellules inflammatoires par un mécanisme
indirect. Les toxines en se liant aux canaux ioniques des fibres sensorielles C, générent ainsi
une dépolarisation membranaire qui aurait comme conséquence la libération du neuropeptide

ou substance P.
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Cette substance active les mastocytes ainsi que les cellules inflammatoires (éosinophiles,
neutrophiles et lymphocytes) qui vont & leurs tour via des médiateurs inflammatoires tels que
I’histamine induire une réaction inflammatoire (Kalil-Gaspar., 2003 ; De Matos et al.,
1999h,2001 ; Neide Galvao et al., 2010), d’autres auteurs incriminent en plus de I’action
indirecte, une action directe des neurotoxines. Les neurotoxines se fixent directement aux
canaux membranaires des cellules immunitaires provoquent ainsi leur activation et la libration
des médiateurs inflammatoires de nature lipidiques tels que les prostaglandines (PGs) et
leucotrienes (LTs) (Cahalan et Chandy., 1997; Cahalan et al., 2001 ; André Gustavo et al .,
2006 ). Le role du neutrophile dans la survenue de la bronchoconstriction, I’influx cellulaire et
le remodelage des voies aériennes a eté d’écrit dans les mécanismes de la réponse
inflammatoire immunoallergique (Bruhns, 2012).

Dans I’asthme aigu grave, de nombreux médiateurs secrétés par les neutrophiles sont
susceptibles de majorer I’inflammation bronchique, I’hyperréactivité et le trouble de
perméabilité bronchique. La contribution des la métalloprotéinases dans I’inflammation
bronchique a été récemment démontrée dans I’asthme aigu sévére et dans I’état de mal
asthmatique. En effet Le neutrophile augmente le degré d’hyperréactivité bronchique, la
déplétion en neutrophiles chez le chien et le lapin prévient la survenue de I’hyperréactivité
bronchique induite par I’exposition a I’ozone (O’Byrne et al., 1984). Le neutrophile secréte
aussi des médiateurs comme la métalloprotéinase 9 (MMP-9), des dérivés de I’acide
arachidonique ou des médiateurs oxydatifs qui sont impliqués dans la Iésion tissulaire et
I’augmentation de la perméabilité épithéliale et endothéliale. Dans I’état de mal asthmatique
(EMA), les taux d’albumine comme ceux de MMP-9 dans les lavages bronchiques sont tres
élevés, L’cedeme pulmonaire résultant de ce trouble de perméabilité peut contribuer a
I’élévation des résistances et a la réduction du calibre bronchique. De plus, I’extravasation
intra-alvéolaire et intrabronchiolaire du liquide modifie la qualité et la quantité du mucus. Ces
facteurs sont responsables en partie des résistances élevées des voies aériennes dans I’EMA,
observées sous ventilation assistée (Tillié-Leblond et Thorette, 2005). L’implication des LTs
dans les réactions inflammatoires induites par les venins a été mise en évidence par Paula et
collaborateurs en 2006, apres prétraitement des animaux avant envenimation par le MK886
(3-(2-(4-chlorobenzyl)-3-t-butylthio-5-isopropylindol-2-yl)-2,2-dimethylpropanoic acid), qui
est un inhibiteur de la synthese des LTs.
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Le MK886 induit cette inhibition aprés liaison aux récepteur nucléaires activé par les
proliférateurs de peroxysomes (PPAR) (Biserni et al., 2008). L’administration de cette
substance réduit totalement I’inflammation et le recrutement des éosinophiles et des
neutrophiles. Les autres constituants du venin qui représente la fraction majoritaire tels que
les hyaluronidases, les bioamines (histamines et sérotonines), les protéases et les
phospholipases pourraient également jouent un rdle dans I’induction de I’inflammation. En
effet comparativement aux venins de serpents et d’araignées, la composition du venin de
scorpion est moins riche en enzymes. Toutefois, leurs implication n’est pas a exclure. En effet
I’injection hyaluronidase purifié & partir du venin de Tityus serrulatus a des souris induit des
altérations systémiques et tissulaires (Barbaro et al., 2005).

L’ensemble des mediateurs inflammatoires induit par les venins de scorpions auront comme
conséquence en plus des lésions tissulaires observées aux niveaux des différents organes, une
augmentation de la perméabilité vasculaire, produisant ainsi un cedéme. L’cedéme pulmonaire
demeure un symptome grave de I’envenimation scorpionique. Les venins de Buthus martensi
Karch, Tityus serrulatus et sa toxines TsTX1 et celui de Polistes lanio lanio induisent une
réponse inflammatoire caractérisée par la présence d’cedeme associée a une augmentation de
la perméabilité vasculaire et une infiltration des cellules inflammatoires (Liu et al., 2008;
Pessini et al., 2008 ; Yshii et al., 2009 ). La plu part des patients décédés aprés envenimation
scorpionique présentent un cedéme pulmonaire important et des complications
cardiovasculaires. L’index pulmonaire (IP) et la teneur en eau pulmonaire permettent
d’apprécier I’cedéme pulmonaire apres envenimation. Les résultats obtenus ont clairement
montré que les valeurs de I’index pulmonaire et de la teneur en eau pulmonaire des lots de
souris envenimés sont nettement supérieure a celles des lots de souris témoins. En plus de
I’activation des polynucléaires et de médiateurs inflammatoires, I’cedéme pulmonaire est une
conséquence de I’activation du systeme kallicréine-kinine (lopes-Ferreira et al., 2004).

Une étude a montré que le traitement des cobayes allergiques par des antagonistes des
récepteurs Bl et B2 (récepteurs des kinines) réduit considérablement I’infiltration des
granulocytes , de la permeéabilité vasculaire et de I’cedeme pulmonaire (Peron et al., 1999).

En effet, I’activation des récepteurs B2 et Bl par leurs ligands respectifs aboutit a la
production du monoxyde d’azote (NO), la formation de prostacycline, I’augmentation du taux
de calcium Ca?* intracellulaire et la formation du facteur hyperpolarisant, avec par conséquent

la vasodilatation et I’augmentation de la permeabilité vasculaire.
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L’activation du récepteur B2 est également a I’origine des symptdmes de I’inflammation, avec
I’cedéme, la douleur et la libération de médiateurs proinflammatoires, comme les
prostaglandines. Ce type de récepteur étant constitutif dans la plupart des cellules et des
tissus, la réponse qui résulte de sa stimulation est trés puissante, mais de courte durée
puisqu’il subit une désensibilisation via une séquestration et une internalisation. En effet, la
bradykinine (BK) active une voie Janus kinase/STAT associée a un mécanisme
d’internalisation via des radicaux lipidiques (Defendi et al., 2012).

Apres envenimation, I’infiltration des leucocytes au niveau du site inflammatoire est
caracterisée par une production accrue de radicaux libres tels que le monoxyde d’azote (NO)
et le peroxyde d’hydrogene (H202). L’or de la réponse inflammatoire, il existe un phénomeéne
classiquement appelé oxygen burst qui correspond a la libération massive de radicaux libres
de I’'oxygene par les polynucléaires. En plus de leucocytes, les cellules endothéliales peuvent
elles aussi libérent des radicaux libres.

Le NO est un médiateur endogene important qui contrble le systéme vasculaire
(Moncada et al., 1991). Il joue plusieurs roles tels que la relaxation du muscle pulmonaire, la
prévention des agrégations plaquettaires, la formation des thrombus et la modulation de
I’inflammation par la réduction de I’adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales
(Carden et Granger, 2000). Les résultats obtenus ont montré une augmentation des
concentrations sériques et pulmonaires du NO aprés envenimation expérimentale par le venin
d’Aah. Ces résultats corroborent avec ceux obtenus par les travaux de Petricevich et Pena en
2000, qui ont montré une élévation biphasique des taux de NO avec un pic a 2h et un pic a 6h
suite a I’envenimation des souris par le venin Tityus serrulatus. les venins de scorpions
peuvent induire I’augmentation de la NO synthétase inductible via la production de
I’acétylcholine et des cytokines (Meki et al., 1995; Fatani et al., 1998; Meki and Mohey EI-
Deen, 1998; Fukuhara et al., 2004; Petricevich, 2004). Le mécanisme par lequel le venin
d’Aah induit I’élévation sérique du NO n’est pas connu. Cependant, I’activation des
granulocytes par les constituants du venin d’Aah soit de fagon directe ou indirecte pourraient
étre impliques dans ce processus. Les cellules inflammatoires (neutrophiles et éosinophiles),
une fois activées vont libérer des quantités massives de NO suite a I’augmentation de
I’expression de la INOS (NO synthase inductible) (Sun et al., 2012), dont les conséquence
sont les lésions des différents tissus de I’organisme notamment le poumon (Gutiérrez et
Lomonte, 1989, 1997 ; Abdoon et Fatani., 2009).

76



En plus du monoxyde d’azote, le dosage du peroxyde d’hydrogene (H,0O,) sérique et
pulmonaire a été réalisé aprés envenimation des souris avec le venin d’Aah. Le H,0O, est un
radical libre trés réactif qui participe au processus d'oxydoréduction indispensable a
I’homéostasie cellulaire. Dans des conditions physiologiques, le peroxyde d’hydrogéne est
largement produit a des concentrations bien définies par différentes cellules de I’organisme.
En cas d’inflammation, les concentrations d’H,O, sont en augmentation et cela est di a
I’activation des cellules inflammatoires et leur production massive de radicaux libres aux
niveaux du site inflammatoire. Les résultats obtenus ont montré que les constituants du venin
d’Aah induisent une élévation des taux d’H,O; sérique et pulmonaire. Le venin de Bothrops
jararaca induit également une production du peroxyde d’hydrogéne (Vorraro et al., 2002).
Cette élévation des taux de peroxyde d’hydrogene pourrait probablement étre la conséquence
a I’activation des cellules inflammatoires activées par le venin. La culture cellulaire des
cardiomyocytes en présence d’H,O, induit une augmentation intracellulaire de Ca*™, suivi par
une apoptose des cellules du muscle cardiaques (Wang et al., 2008), Le dysfonctionnement
du ventricule gauche observé aprés envenimation scorpionique pourrait étre la conséquence
de I"augmentation accrue du peroxyde d’hydrogéne..

Le systéeme immunitaire fait appel non seulement a de nombreuses molécules solubles
actives telles que les médiateurs inflammatoires lipidiques PGs, LTs et les cytokines, mais
également a des cellules effectrices (éosinophiles et neutrophiles) pour la mise en place d’une
réponse appropriée. Le venin de plusieurs espéces provoque le recrutement des cellules
inflammatoires et la production de plusieurs médiateurs inflammatoires chimiques (Farsky et
al., 1997 ; Zanuner et al., 2002).Le dénombrement cellulaire au niveau du sang périphérique
prelevé aprés sacrifice des souris témoins et envenimées a montré une augmentation du
nombre totale de leucocytes pour atteindre un maximum 4h apres injection du venin d’Aah.
L’analyse des taux des différentes lignées leucocytaires a montré une variation part rapport
aux souris témoins. En effet les résultats ont montré une augmentation maximale du taux des
granulocytes et des monocytes 6h et 4h aprés envenimation respectivement.

Des résultats similaires ont été mis en évidence par Abdon et Fatani en 2009, aprés
injection du venin de Leiurus quinquestriatus quinquestriatus (LQQ) et aprés administration
du venin d’Aah (Adi-Bessalem et al.,, 2012). Par contre une réduction des taux de
lymphocytes est observée apres 4h d’envenimation; cette diminution du nombre de
lymphocytes circulants est probablement due a leur migration vers les sites inflammatoires
par diapédese sous I’effets des médiateurs chimioattractants (Kaminsky et al., 2001).
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L’analyse des variations hématologiques aprés envenimation des animaux par voie
sous cutanée du venin de scorpion d’Androctonus australis hector ont montré une
augmentation maximale du taux des globules rouges, d’hémoglobine et de I’hématocrite,
1 heure apres administration du venin. Des résultats similaires ont été observés avec le venin
de Tityus serrulatus (Cusinato et al., 2010).

Un taux élevé d’Hb pourrait étre du a une hémolyse intravasculaire induite par les
constituants du venin (Cronkite, 1973 ; Kankonkar et al., 1992). En effet, des travaux ont
rapporté que le venin de Buthus tamulus est riche en hyaluronidases, phospholipases A;,
acétylcholinestérase et phosphatases alcalines. Ces enzymes serait probablement a I’origine de
I’effet hémolytique (Achyuthan et al., 1982). Les venins de serpents et de certains
insectes provoquent la lyse des érythrocytes aprés action des phospholipases A, (PLA2) qui
agissent aux niveaux de la membrane des globules rouges (Krishna, 2000).

Pour les venins de scorpions dont la composition ne représente pas ou peu de
phospholipases comme c’est le cas d’Androctonus australis hector, les taux élevés des
érythrocytes, de I’hématocrite et de I’hémoglobine serait probablement due d’une part, a
I’augmentation de I’hémoconcentration, due aux constituants du venin d’Aah qui vont activer
les cellules inflammatoires et la sécrétion massive de médiateurs inflammatoires lipidique tels
que les prostaglandines et les leucotrienes qui vont engendrer une augmentation de la
perméabilité vasculaire pulmonaire consécutive a la formation d’un cedeme pulmonaire,
(Amaral et al., 1994; Andrade et al., 2007), D’autre part, la perte du liquide sanguin pourrait
étre due a une hypersalivation, une lacrymation, une urination et des diarrhées observés apres
envenimation scorpionique (Cusinato et al., 2010). Ces phénomenes réduisent la quantité
d’eau du sang périphérigue et une augmentation des taux des paramétres hématologiques.

L’analyse du nombre de plaquettes sanguines apres envenimation montre une
augmentation du nombre des plagquettes sanguines, Le PAF (Platelet-activating factor) est un
médiateur inflammatoire impliqué dans plusieurs pathologies notamment dans les réactions
immunoallergiques (Ishii et al., 2000).

Le PAF peut étre produit par une variété de cellules telles que les plaquettes
sanguines, les granulocytes, les monocytes, les mastocytes, les cellules endothéliales et les
cellules neuronales (Chao et al., 1993 ; Ishii et al., 2000 ; Tokutomi et al., 2001).

78



Une fois sécrété, le PAF interagit avec les récepteurs (PAFR) couplé avec une protéine
G, I’activation du PAFR peut initier et moduler différentes voies de signalisation au niveau
des cellules cibles par la stimulation des protéines Kinases (MAPK, PKC et Tyrosine Kinase)
et les phospholipides (PLA; et PLCg), dont les consequences sont I’augmentation cytosolique
du diacyleglycérol (DAG), de I’inositoltriphosphate (IP3) ainsi que I’élévation intracellulaire
des concentrations du calcium (Ca*™). Le PAF induit également I’activation des plaquettes
sanguines déclenchant ainsi I’agrégation et la différenciation plaquettaire. Les résultats
obtenus indiquent que le venin d’Androctonus australis hector induit une augmentation du
nombre des plaquettes sanguines. Les venins de Tityus serrulatus, de Crotalus durissus
caxavella et celui de Bothrops jararaca induisent la production du PAF qui pourrait étre
responsable de la genese de I’cedeme et des lésions pulmonaires (De Matos et al., 1997,
1999 ; Martins, 1998 ; Monteiro et Fonteles, 1999 ; Borges et al., 2000 ; Coelho., et al 2007).
L’utilisation d’un antagoniste du récepteur des PAF réduit I’état inflammatoire provoqué par
le venin de Bothrops jararaca (Teixeira et al., 1994).

Afin de connaitre les différentes populations leucocytaires résidentes aux niveaux de
I’arbre  bronchopulmonaire aprés envenimation scorpionique, I’analyse du liquide
bronchoalvéolaire qui demeure un outil incontournable pour apprécier la variation des
différentes populations cellulaires mobilisées en cas de I’inflammation pulmonaire a été
effectué. Les polynucléaires sont les acteurs « clé » d’une réponse inflammatoire et cela est
due a leur pouvoir phagocytaire et leur capacité a sécréter des médiateurs inflammatoires
(Ulbrich et al., 2003). Une augmentation du nombre totale des leucocytes dans le liquide
broncho-pulmonaire a été observee aprés injection du venin d’Aah. L’analyse des différentes
populations des cellules inflammatoires a montré d’une part, un taux maximal de
polynucléaires granulocytes 1 heure aprés envenimation et d’autre part un pic des monocytes
aprés 6 h d’envenimation. Le recrutement cellulaire au niveau de I’appareil respiratoire est di
aux constituants du venin d’Aah. Ces résultats corroborent avec ceux obtenus par Adi-
Bessalem et ses collaborateurs (2011).

En effet le recrutement des cellules inflammatoires au sien de I’arbre bronchopulmonaire et
I’augmentation du taux de leucocytes au niveau du liquide bronchoalvéolaire est une
caractéristique des pathologies allergiques. Une étude effectuée sur 91 enfants allergiques a
indiqué une augmentation significative du nombre des polynucléaires éosinophiles,

I’élévation des taux d’EPC, IL-8 et de TNFa dans le liquide bronchopulmonaire. Ces résultats
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confirment le réle important joué par I’inflammation éosinophilique dans les bronches des
personnes allergique.

Les IgG sont des biomolécules actifs lors d’une réaction immunitaire. Les venins
induisent I’augmentation des 1gG sériques dés les premiéres heures d’envenimation (Kopp et
al.,1993; Alonso et al., 1995 ; Wadee et al., 1997 ; Boussag-Abib et Laraba-Djebari., 2011).
L’analyse de la balance des 1gG (IgG1 et 1gG2) aprés injection du venin d’Aah a permis de
remarquer une prévalence des concentrations sériques des IgG1. L’élévation des taux sériques
des IgG serait probablement due aux constituants de venin d’Aah qui sont tres immunogeénes.
Il semblerait que la réponse immunitaire induite par le venin d’Aah est de dominance
humorale (Th;). Ce sous-type de lymphocyte T est considéré comme le précurseur de la
réaction allergique. Des résultats similaires ont été rapportés par Boussag-Abib et Laraba-
Djebari (2011), montrant ainsi un taux d’lgG1 sérique plus important que celui des 1gG2
aprés une envenimation avec le venin d’Aah détoxifié.

L’administration de doses croissantes du composé 48/80 a un lot de souris avant
envenimation a montré une réduction dans les concentrations sériques de la MPO, de I’EPO,
du NO et une diminution considérable de I’index pulmonaire. Par ailleurs, une étude
expérimentale est réalisée sur les effets histopathologiques causés par le venin d’Aah sur la
tissue pulmonaire en présence et en absence du composé 48/80. Les observations des coupes
histologiques ont montré une diminution du recrutement des cellules inflammatoires et de
I’;edéme pulmonaire chez les souris prétraitées par le composé 48/80. Cette inhibition de la
réaction inflammatoire serait probablement due a I’épuisement des mastocytes apres
activation excessives par le composé 48/80. Nos résultats corroborent avec ceux obtenus avec
d’autres travaux, qui ont montré d’une part que le prétraitement avec le méme composé
réduit le recrutement des leucocytes et la diminution de I’cedéme pulmonaire (De Matos et
al.,1999 ; Dutta et Deshpande, 2011). D’autre part, I'utilisation d’animaux Knock-out en
mastocyte a montré le role important des ces cellules dans la sécrétion des médiateurs
inflammatoires et leur implication majeur au sien de la réaction inflammatoire induite par les
venins (Mohey El-Dean, 1998). En plus des mastocytes, I'immunoglobuline E est I’un des
acteurs clé d’une réaction inflammatoire de type allergique. Les mastocytes vont réguler
positivement la production d’IgE par les lymphocytes B via la production d’IL-4 (Van Haltern
et al., 1997).
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L’élévation des taux d’IgE est souvent associée aux pathologies atopiques.
L’augmentation sérique des IgE est aussi observée dans d’autres pathologies telles que les
infections parasitaires, virales et bactériennes (Echinococcus, HIV et Mycobactirium
tuberculosis), les pathologies inflammatoires (maladie de Kimura), le dysfonctionnement
hématologique (IgE myélome), la pathologie cutanée, la fibrose cystique, les néphropathies et
la maladie due a une immunodéficience (Pien et Orange, 2008 ; Smith et al., 2009). En plus
des ces pathologies, les venins provoquent aussi une élévation sérique des IgE (Leynadies et
al., 1997 ; Nugent et al., 2004 ; De Medeiros et al., 2008 ; Seismann et al., 2010 ; Adi-
Bessalem et al ,2011). Cette augmentation pourrait étre la conséquence des constituants de la
fraction non toxique des venins (phospholipases, les protéases et les hyaluronidases) qui
joueraient probablement le r6le d’allergene. Une fois les d’IgE synthétisés, ils vont constituer
une liaison croisée avec les récepteurs Fc des mastocytes, qui aura comme conséquence la
dégranulation des mastocytes et une libération des médiateurs inflammatoires néoformés tels
que I’histamine (Nusslein et al., 1986 ; Dutta, et Deshpande, 2011) provoquant ainsi une
réaction inflammatoire de type allergique. En effet, des travaux ont montré que les
hyaluronidases du venin de Centruroides vittatus présentaient une haute capacité
immunogene de type allergique (More et al., 2004), un autre argument confortant
I’implication du venin dans le mécanisme inflammatoire et le mécanisme inflammatoire de
type allergique.

Par ailleurs, une comparaison des coupes histologiques du tissu pulmonaire des souris
envenimées avec celles des poumons du modele animale allergique a été effectuée. Les
résultats ont montre clairement que le venin d’Aah ainsi que la sensibilisation des animaux
avec I’ovalbumine (OVA) provoque une importante infiltration des polynucléaires
neutrophiles, des hémorragies et un cedeme pulmonaire. Des observations similaires ont été
rapportées pour le venin d’Androctonus australis hector, Tityus discrepans, Tityus serrulatus,
Leiurus quinquestriatus, Buthus occitanus et celui de Hemiscorpius lepturus (Hammoudi-
Triki et al., 2003 ; Adi-Bessalem et al., 2008 ; D’suze et al., 2004 , 2007 ; Paneque Peres et
al., 2009 ; Heidarpour et al., 2012). D’autres études expérimentales ont montré une
désorganisation de la structure pulmonaire marquée par une infiltration leucocytaire et des
cedémes hémorragiques aprés envenimation ophidiennes : Bothrops jararaca (Cury et al.,
1994 ; Gallagher et al., 2005), Crotalus durissus terrificus (Nonaka et al., 2008) et aprés

injection du venin d’araignées, Phoneutria nigriventer (Leite et al., 2012).
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De plus, le venin d’Aah une augmentation du taux sérique de la lactate déshydrogénase
(LDH) avec un maximum atteint 4 h aprés envenimation et sa diminution au niveau de tissu
pulmonaire. Cette variation du taux enzymatique pourrait étre due a des lésions tissulaires des
poumons. Ces lésions sont probablement dues d’une part a une action indirecte des
constituants du venin, induisant une réaction inflammatoire impliquant une cascade de
mécanisme mécanismes cellulaires et moléculaires. Leur action combinée aura comme
conséquence une cytotoxicité cellulaire. D’autre part a une action directe via le
déclenchement des processus apoptotiques (Zargan et al., 2011).

En effet le venin de Conus loroisii (Saminathan et al., 2006), d’Androctonus australis hector
(Adi-Bessalem et al., 2008) et celui de Hemiscorpius lepturus (Heidarpour et al., 2012)
induisent une élévation des taux sériques de LDH, marqueur de lésions cellulaires et perte

d’intégrité membranaire.
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Conclusion

Afin d’élucider les mécanismes cellulaires et moléculaires responsables de la réaction
de type immunoallergique induite lors d’une envenimation scorpionique, nous avons étudié
les effets d’une dose sublétale du venin d’Androctonus australis hector sur les variations
physiopathologiques (inflammatoire, métabolique et histopathologique) en présence et en
absence du composé 48/80 puissant activateurs des mastocytes, cellule clé dans une réaction
inflammatoire de type allergique en comparaison avec modele murin allergique induit.

Les résultats obtenus ont clairement montré, une augmentation des activités de la
MPO, de I’EPO. Une élévation des taux sériques et pulmonaire du monoxyde d’azote et du
peroxyde d’hydrogéne. L’étude de la balance immunitaire a montré clairement une
préedominance des concentrations sériques des 1gG1 confirmant ainsi la capacité du venin
d’Aah d’orienter plus la réponse immunitaire vers la voie Th2, de type humorale.

Par ailleurs, I’infiltration des cellules effectrices observée au niveau du sang
périphérique et au sein de I’arbre bronchopulmonaire pourrait étre probablement due a
I’activation des mastocytes, cellules marqueurs d’une réaction immunitaire de type allergique.
Le prétraitement des souris avec le composé 48/80 ont permis de montrer une réduction de
certaines perturbations physiologiques y compris I’inflammation pulmonaire, le venin induit
I’élévation des concentrations serique des IgE d’une part et I"augmentation de I’infiltration
des polynucléaires éosinophiles qui corrobore avec les variations observées déja chez un
modele allergique. Ces résultats pourraient conforter I’hypothése que les constituants des

venins se comportent comme des allergénes en induisant une réaction d’hypersensibilité de

type I.

En perspective, il serait intéressant de:

e Utiliser de souris Knockout en mastocytes « cellules clé » de la réaction inflammatoire
de type allergique.
e Réaliser une étude in vitro montrant I’implication des mastocytes dans la réaction

allergique en présence du venin et de ses constituants.
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Résumé

L’envenimation scorpionique constitue un probléme de santé publique dans de nombreuses
régions tropicale et subtropicale. En Algérie I’incidence annuel est de 170 piqures de scorpion
par 100.000 habitants avec un taux de mortalité de 0,38 par 100.000 habitants (Benguedda et
al., 2002). La plupart des envenimations scorpionique sont dues a Androctonus australis
hector (Aah). Aah est l'espece la plus dangereuse parmi les scorpions de la famille des
Buthidae et responsable d'environ 80% des cas severes d'envenimations (Hmila et al., 2008).
Les constituants du venin d’Aah pourraient étre responsables d’une réaction de type
immunoallergique  étant donné I’observation d’une infiltration des éosinophiles et
I’augmentation dans la production des IgE, de cytokines et de I’histamine lors d’une
envenimation expérimentale. (Adi-Bessalem et al., 2011). Une connaissance plus approfondie
du mécanisme d’action des constituants du venin d’Aabh, serait utiles pour une meilleure prise
en charge des victimes piquées par les scorpions. Le travail entrepris a consisté dans un
premier temps a I’étude de I’état inflammatoire induit par le venin d’Aah aprés envenimation
d’un modele expérimentale et dans un second temps, la mise en exergue de I’'implication des
mastocytes dans le processus inflammatoire aprés envenimation a été analysée
comparativement avec un modéle murin allergique. Les résultats obtenus ont clairement
montré, une augmentation des activités de la MPO, de I’EPO. Une élévation des taux sériques
et pulmonaire du monoxyde d’azote (NO) et du peroxyde d’hydrogéne. L’étude de la balance
immunitaire montre une prédominance des concentrations sériques des IgG1 confirmant ainsi
la capacité du venin d’Aah & orienter la réponse immunitaire vers la voie Th2, de type
humorale. Par ailleurs, I’infiltration des cellules effectrices observée au niveau du sang
périphérique et au sein de I’arbre bronchopulmonaire pourrait étre probablement due a
I’activation des mastocytes, cellules marqueurs d’une réaction immunitaire de type allergique.
Le prétraitement des souris par le compound 48/80 ont permis de montrer une réduction de
certains perturbations physiologiques y compris I’inflammation pulmonaire. L’élévation des
concentrations sériqgue d’lIgE et la séquestration des polynucléaires neutrophiles et des
éosinophiles au niveau des voie aériennes apres injection du venin conforter I’hypothése que
les constituants de venins se comportent comme des allergenes en induisant une réaction

d’hypersensibilite de type I.



Summary

The scorpionique poisoning constitutes a major problem of public health in
numerous tropical and subtropical regions. In Algeria, the annual incidence is 170 bites of
scorpion per 100.000 inhabitants with a mortality rate of 0.38 per 100.000 inhabitants
(Benguedda and al ., on 2002). Most of the scorpionique poisonings are due to Androctonus
australis hector (Aah). The component of the Aah venom could lead to hyper-sensibility and
this shown by the infiltration of eosinophile cells in the bronchoalvelory fluid and the
synthesis of IgE after experimental envenoming. (Adi-Bessalem and al., 2011). Firstly, we
studied the inflammatory response induced by Aah venom after an experimental
envenomation with a sublétale dose. Secondly, we studied the implication of mast cells in this
immune process and then compared inflammatory mediators after envenomation with an
allergic murin model. The obtained results clearly demonstrate an increase of the activities of
the MPO, the EPO and a rise of vascular and lung tissue rates of the nitric oxide (NO) and the
peroxide of hydrogen. The study of the immune balance shows a dominance of the 1gG1l
which confirm the ability of the venom of Aah to conduct the immune answer to the Th2
pathway, that of humoral type. Therefore, the pretreatment of mice with the compound 48/80
showed a decline of the inflammatory state. We could found also in this study that the
concentration of sera IgE after envenoming is similar to that of the allergic model. These
results would support the hypothesis that the different compounds of scorpion venoms led to
hyper-sensibility type I.

Keywords : Androctonus australis hector, Venom, Inflammation, Hypersensibilité.
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