Tl el alalal el el el ol el al el ol el ol e o o o e o o ol el el el el el ol o ol ol ol el al el el el o ol ol o ol el ol e o ol o o ol el al ol el e e o o o el ol el et

<

xx‘v\v\vvvv\vvvv\xvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv>
Numéro d’ordre : 24/2010-M/S.N

République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministere de I’enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

Université des Sciences et de la Technologie Houari Boumediene

-

dgaagy o les Aaals

Liagdpdillly aplall
Faculté des sciences biologiques (FSB)

Mémoire
Présenté pour I’obtention du dipléme de Magister
En : sciences de la nature
Spécialité : Biochimie-lmmunologie
Par
Hadjer SAIDI

Theme

Etude du processus inflammatoire induit par le venin
d’Androctonus amoreuxi en absence et en présence de thérapie

Soutenue le 05/01/10 devant le jury suivant :

M™ F. LARABA-DJEBARI, Professeur (USTHB) Présidente.
M™ D. HAMMOUDI-TRIKI, Professeur (USTHB) Directrice de theése.
M™ C.TOUIL-BOUKOFFA, Professeur (USTHB) Examinatrice.

M™ S.ZIANI-MAMERI, Professeur (C.H.U Béni Messous) Examinatrice.

M™ H.OUMEHDI-OUSSEDIK, Maitre de conférence (USTHB) Examinatrice.

D T T i T e e R T e T T T i T P T T T e e e e e T T T T e i e e e T e e T 2 2 T T T e R T e T T e e e e e A %

TRl el ol ol el el alialvali el ol ol ool el ool a el el el el Vel el el el el



Remerciements

Au terme de ce travail réalisé dans le Laboratoire de biologie Moléculaire et
cellulaire de la faculté des sciences biologiques en collaboration avec le Laboratoire
de Recherche et Développement sur les Venins de I’Institut Pasteur d’Algérie .Nous
tenons a exprimer nos sincéres remerciements a :

M™ HAMMOUDI-TRIKI.D, Maitre de conférence a la faculté des sciences
biologiques, pour le temps et I’énergie qu’elle nous a consacré lors de la réalisation de
ce travail malgré ces grandes responsabilités, sa rigueur scientifique, ses orientations,
sa gentillesse qu’elle trouve ici I’expression de notre profond respect et notre
reconnaissance.

M™ LARABA-DJEBARI.F, Professeur a la Faculté des Sciences Biologiques
pour la confiance qu’elle nous a accorde en nous accueillant dans son laboratoire, sa
rigueur scientifique et pour I’honneur qu’elle nous a fait en acceptant a présider ce

jury.

M™ TOUIL-BOUKOUFFA.C, Professeur a la Faculté des Sciences
Biologiques qui nous a bénéficié de ses connaissances dans I’Immunologie
Moléculaire et Cellulaire pendant I’année théorique. Nous la remercions également
pour I’honneur qu’elle nous fait en acceptant d’examiner ce travail.

M™ ZIANI-MAMERI.S, Professeur en Anatomie Pathologique au CHU Béni
Messous, pour les informations qu’elle nous apporté dans le domaine d’Anatomie
Pathologique, sa rigueur scientifique, ses encouragements, sa gentillesse et pour
I’honneur qu’elle nous fait en acceptant d’examiner ce travail.

M™ OUMEHDI-OUSSEDIK.H, Maitre de conférence a la Faculté des
Sciences Biologiques pour ses orientation précieuses et pour I’honneur qu’elle nous
fait en acceptant d’examiné ce travail.

M™ BOUHADEF.A, Professeur en Anatomie Pathologique a I’Institut Pasteur
d’Algérie qui nous a honoreé de sa confiance en nous facilitant I’acces a son service et
qui a mis a notre disposition I’ensemble du matériel nécessaire a la réalisation de la
partie histologique de ce travail et tous les membre de son équipe, D" LAMERI, M™
SEFFAK.S, M™ HADDOUCHE.N et M®'® TIMSSILINE.K pour leur gentillesse,
leur conseil, leur aide, leur patience et leur soutien.

M" TOUAHRIA, Chargé de cours a la Faculté des Sciences Biologiques pour
ses conseils dans I’étude statistique.



M™ SADEDDINE.O, Ingénieur de Laboratoire de Recherche et
Développement sur les Venins (IPA) et M™ KAMEL.A Ingénieur au laboratoire de
Biologie Cellulaire et Moléculaire a la Faculté des Sciences Biologiques, pour leur
aide, leur compréhension et surtout leur patience.

M"® LENCHIN, M®® BEKKARI.N, M®® CHELGHOUM.H et Mme
MEROUENE.F pour leur amitié leur aide et leur encouragement.

Tous les membres de notre équipe de nous avoir soutenu et nous avoir aidé
surtout M®'®* AMROUCHE .L, M*"* MENDIL.A et M™ ADI-BESSALEM.

M BOUSHAKI.S, M" DIAB.Y, M®"® BAKHTL.F et M®'"® GHARBI.A pour
leur contribution dans la réalisation de ce travail.

Enfin notre profonde reconnaissance a toute personne qui a participé de prés
ou de loin a I’élaboration de ce travail.



Dedecaces

A wes parents poar lear encoanagement,
poar Toul,

Toute ma famille

MHes amies



Liste des abréviations

Aah : Androctonus australis hector.

Aam : Androctonus amoreuxi.

Ach : Acétylcholine.

AINS : Anti inflammatoire non stéroidien.
CPK : Créatine Phospho Kinase

Cox : Cyclooxygénase

ELISA: Enzym Linked Immunosorbant Assay.
EPO : Peroxydase éosinophile.

IFN : Interféron.

kDa : Kilo Dalton.

LDH : Lactate déshydrogénase.

LT : Leucotréne.

MPO : Myeloperoxydase.

PAF : Platelet Activated Factor.

PG: Prostaglandin.

PNN: Poly Nucléaire Neutrophiles.

RIA: Radio Immuno Assay.

s.c: Sous cutanee.

TNF: Tumor necrosis factor.
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Introduction

L’ envenimation scorpionique est un probléme de santé commun a plusieurs pays du
monde particulierement, I’ Amérique centrale et Latine, L’ Afrique du Nord, le Moyen Orient
et I'Inde. En Algérie et surtout au niveau des hauts plateaux et le sud, les piqlres par les
scorpions sont trés nombreuses et parfois mortelles. Selon le Ministére de La santé 52168 cas
ont éé récence en 2007 avec 76 décés. Les espéces responsables de ses piqlres sont
Androctonus amoreuxi (Aam), Androctonus australis hector (Aah) et Buthus occitanus
tunetanus (Bot).

Les signes cliniques de I'envenimation par les scorpions sont divers allant d’ une
douleur locale jusgu'aux complications systémiques sSérieuses comme le choc
cardiovasculaire et I’ oademe pulmonaire. Le venin de scorpion est d extréme complexité son
action sur les canaux sodique des terminaisons nerveuses peut conduire a la dépolarisation de
la membrane axonale et la libération des neurotransmetteurs qui affectent de nombreux
organes (Freire-Maia et al., 1974 ; Freire Maia et Campos ,1989 ; Gueron et al.,1992). Par
ailleurs, la participation dautres médiateurs inflammatoires incluant les kinines, les
ecosanoides, les cytokines et le NO (Barbouche et al., 1996 ; De Matos et al.,2001 ; Fukuhara
et al.,2003) a été également rapportée.

L’immunothérapie bien que controversée (Abroug et al., 1999) demeure le seul
traitement spécifique de I’envenimation scorpionique. Les conditions de son application ont
été définies suite a plusieurs travaux qui ont permis de définir les paramétres cinétiques des
venins de plusieurs espéeces de scorpions (Revelo et al.,1996 ; Santana et al.,1996 ; Caldéron-
Aranda et a.,1999 ; Krifi et al.,2001; Hammoudi-Triki et al., 2007). En Algérie, le traitement
antiscorpionique consiste en I'injection des fragments d’immunoglobulines F(ab’),, préparés
a partir des sérums des animaux hyperimmunisés avec le venin d Aah. Les mécanismes
cellulaires et moléculaires impliqués dans la genése des modifications physiologiques induits
par le venin dAam ne sont pas clairement établis. La connaissance de leur degré
d implication permettrait d’ opter pour une meilleure stratégie thérapeutique.

L’ éude entreprise a consisté d’ une part, a préparer et a purifier des fragments F(ab')»
dirigés contre le venin d’ Aam. D’ autre part, I’ étude de la distribution du venin d’ Aam dans le
compartiment vasculaire a été réalisée en corrélation avec la réponse immunitaire par le
dosage de quelques cytokines sériques impliquées dans la balance (pro et anti inflammatoire)
et I'identification des polynucléaires infiltrés dans les poumons des souris envenimeées (en
présence et en absence d’immunothérapie, de diclofénac, de I’atropine et du propranolol).
L’ analyse des variations métaboligques et histologiques a été également réalisée par le dosage



des enzymes LDH et CPK et I’ examen des coupes histologiques des organes poumons et foie,
aprés injection de différentes doses du venin associées ou non a des molécules thérapeutiques.
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Chapitrel : DonnéesBibliographiques
|-1 Les Scorpions:

Les scorpions sont des animaux nocturnes qui ont survecu depuis 425 millions
d’années dans les conditions les plus extrémes (Le Gros et Martin-Euclaire, 1997).

Ce sont des invertébrés, pourvus d’un exosquelette chitineux articulé, ils appartiennent
a I’embranchement des Arthropodes, sous embranchement des Chelicerates, classe des
Arachnides et Ordre des scorpionidés.

Les zoologistes tendent a distinguer deux sous ordres, les Buthoides (une seule famille,
les Buthidea) et les Chactoides (cing familles) (Abia et al., 1986). Tous les scorpions
dangereux pour I’Homme font partie de la famille des Buthidea. Cette famille est devisée en
trois sous familles ; Les Buthinea sont répandus dans I’Afrique du Nord et I’Asie et les
Centrurinea et les Tytinea dans le Continent Américain (Tableau ).

Dans le territoire Algérien, les scorpions sont retrouvés surtout dans le Sud,
I’incidence annuelle varie de 7 piqlres par 100000 habitants dans les wilayas du Nord et plus
de 1000 piqlres/100000 habitants dans les wilayas du Sud en particulier Adrar, Ourgla,
Biskra et Naama ( Bengueda et al., 2002).

L’envenimation scorpionique en Algérie est causée principalement par trois scorpions
Androctonus australis hector (Aah), Androctonus amoreuxi (Aam) et Buthus accitanus

tunetanus (Bot).

-2 Levenin:

La queue de scorpion porte a son extrémité le telson, un appareil venimeux constitué
d’une vésicule a venin prolongé par un dard qui permet I’inoculation du venin. Lors d’une
piqure de scorpion, une tres petite quantité du venin est inoculée et responsable de symptdmes
divers pouvant aller jusqu’a la mort de la victime.

La toxicité de ce venin a été attribuée exclusivement a des peptides de faibles poids
moléculaires ayant comme cible biologique les canaux sodiques dépendants de potentiel des
cellules excitables dont ils perturbent les fonctions physiologiques (Catterral, 1980).

Le venin est constitué également des ligands pour d’autres canaux ioniques (canaux
potassiques, calciques et chlore) et des mucopolysacharides, phospholipase, hyaluronidase,

Sérotonine et histamine.
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Tableau | : Especes de scorpion dangereuses pour I’Homme (Bonnet, 1997; Goyffon et
Chippaux , 1990 ; Chippaux et Goyffon, 2008).

Genre Espéce Distribution
Ancien Monde
aeneas Afrique, nord du Sahara, oasis du Sahara
Androctonus amor euxi Nord Africain et moyen orient
australis de I'Algérie a I'Egypt., oasis du Sahara
Crassicauda Du nord Africain a I'Arabie Saoudite, Turquie
Maur utanicus Maroc
Buthus occitanus I'Est du bassin méditerranéen, au tour du Sahara
tamulus Inde
Hemiscorpius lepturus Iran, Irak
Leiurus quinquistriatus Afrique, Moyen orient
Mesobuthus eupeus Turquie, Caucase, Iran, Afghanistan
Nouveau monde
exilicauda Sud des Etats Unis
Centruroides
elegans Mexique
NOXius Mexique
suffusus Mexique
lipidus Mexique
gracilis Colombie
Tityus pachyurus Colombie
trinitanis Trinité
descripans Bassin Amazonien
compridgel Bassin Amazonien
caripitensis Venezuela
brasilae Brésil
serrulatus Brésil
trivittatus Argentine
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[-2-1 LesToxines:
En fonction du canal cible quatre grandes familles de toxines ont été distinguées :
|-2-1-1 Lestoxines actives sur les canaux sodium :
Ces toxines sont les plus abondantes par rapport aux toxines qui agissent sur les autres
canaux, elles représentent 3-4% du poids sec du venin (exceptionnellement de I’ordre de 10%
chez Centruroides limpidus limpidus), elles sont composées de 60 a 70 résidus d’acide aminé
réticulées par quatre ponts disulfures (Leberton et al., 1994).

La grande similitude de ces toxines n’empéche pas une spécificité d’especes cible : les
unes sont actives sur les mammiféeres, d’autres sur les insectes et d’autres plus rares sur les

crustaces.

-Les Toxines Anti-mammiferes :
Deux modes d’activité pharmacologique distincts ont été décrits permettant de définir

deux types de toxines.

LesToxines a :

Ces toxines se fixent sur le site 3 du canal sodique induisant un ralentissement du
potentiel d’inactivation des canaux sodium et par conséquent une prolongation du potentiel
d’action. Elles sont caractéristiques des venins des Buthidés de I’ancien monde, mais ont été
parfois trouvées dans les venins des Buthidés de nouveau monde (Martin-Euclaire et al .,
1999).

Six toxines a ont été identifiées dans le venin d’Aah, Aah I, Aah I’, Aah I’’, Aah II,
Aah I11 et Aah IV (Rochat et al. 1972 ; Kopeyan et al., 1974 ; Matin et Rot, 1984 ; Kopeyan et
al., 1979 ; Mansuelle et al., 1992 ; Kopeyan et al., 1993). Deux toxines au niveau du venin de
Tityus serrulatus TslV-5 (Possani et al ., 1991), TsTx-V (Marongoni et al ., 1995), une toxine
au niveau du venin d’ Anroctonus amoreuxi appelé Aam H I11, de poids moléculaire 6933 Da,
représente 69% d’homologie avec Aah | et 67% avec AaH Il (Chen et al., 2003) (Tableau I1).

Des mutations réalisees au niveau des résidus localisés dans la boucle extracellulaire
IV S3-S4 du canal sodique ont montré que la toxine a de Lieurus quinquestratus (Lq) se fixe
a cette boucle par I’intermédiaire d’une interaction électrostatique avec un résidus d’Acide
Glutamique en position 1613 (Roger et al., 1996).
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Les Toxines P :

Cette deuxiéme classe de toxines anti mammiféres se lie sur le site 4 de canal sodium,
d’une maniére indépendante du potentiel d’action (Jover et al., 1980 ; Gordon, 1997).

L’activation des canaux se fait alors a des potentiels plus négatifs et il s’en suit des
trains d’ondes de potentiel d’action (Couraud et al., 1982).

Ces toxines ont été identifiées dans les venins des scorpions du nouveau monde sous
familles de Titynea et Centrurinea. Parmi les toxines p retrow& es dans le venin de Tityus
serrulaus, TSTX I, I, 111 et parmi celles qui composent le venin de Centruroides suffussus
suffussus, Css I, 111, et IV.

L’analyse de chiméres et des mutants des canaux Na+ a montré que la toxinef, CsslV
de Centruroides suffusus suffusus se lie sur un site récepteur impliquant la Glycine 845 dans

le segment extracellulaire S3-S4 du domaine 11 de la sous unité o du canal Na+.

-Les Toxines anti-insectes :

Selon la réponse induite sur les insectes ces toxines sont devisées en toxines dites
contractulantes, AaHIT1 d’Aah (Gordon et al., 1984) et des toxines dites relaxantes comme
Lqgg 1T2 de Lieurus quinquestratus quinquestratus (Zlotkin et al., 1993).

- Lestoxines anti-crustacées :
Au niveau du venin d’Androctonus australis hector, une seule toxine active sur le canal Na+

des insectes a été purifiee, Aah Ct (Dianous et al., 1987).

-Les Toxines a double spécificité :

Il s’agit de toxines a la fois anti-mammiféres et anti-insectes parmi les toxines qui ont
été caractérisées, Ts VII, AaH T4, Lqglll (Delima et al; 1986; Loret et al., 1991 Kopeyan et
al., 1993). Le venin d’Androctonus amoreuxi contient deux toxines aa double spécificité. La
toxine AamH | de poids moléculaire de 7045 Da, présentant 73% d’homologie de séquence
avec AaH Il et 71% avec AaH Ill. La toxine AamH 1l (6995 Da) possede 96% d’homologie
avec AaH 1l et 85% avec la neurotoxine X de Leiurus quinquestriatus. (Chen et al., 2003;
Abbas et al., 2009).

|-2-1-2 Les Toxines actives sur les canaux Potassium :
Ces toxines sont faiblement représentées dans le venin (0,01-0,1% en poids) et

faiblement toxiques. Chez la souris elles n’ont pratiguement aucun effet toxique par voie sous

6
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cutanée, cependant elles peuvent se montrer tres actives en injection intra-
cérébroventriculaire. Elles sont composées de 29 a 39 résidus d’acide aminé avec 3 ou 4 ponts
disulfure, ces toxines agissent sur les canaux K" potentiel dépendant et calcium dépendant par
un mécanisme de blocage (Le Gros et Martin-Euclaire., 1997).

Selon la structure primaire elles sont devisées en 2 grande familles, la premiére dite
toxine tres courtes (29-31 acides aminés), comporte Leiurotoxine | (LTX) de Leuirus
guinquestriatus, la toxine PO5 d’ Androctonus mauritanicus mauritanicus et la toxine TsK de
Tityus serrulatus. La deuxieéme famille (37-39 résidus d’acides aminé) a été devisée en 4 sous
familles chacune d’elles est relative & une toxine : La 1% est relative a la Charybdotoxine
(CTX) de Leiurus quinquestriatus, la 2°™a la Kaliotoxine (KTX) d'Androctonus
mauritanicus , la 3°™ & la Noxius toxine (NTX) de Centruroides noxius et la derniére sous
famille est relative a celle de Tityuskappa alpha (Tska) de Tityus serrularus.

Récemment une nouvelle toxine d’Aam (Aam KTX) a été purifiée et caractérisée. La
toxine Aam-KTX de poids moléculaire de 4150 Da, constitue 0.76% du poids total du venin
brut et présente 89% d’homologie de séquence avec KTX. Elle est sélective aux canaux
potassium voltage dépendant Kv1.3 et Kv1.2 mais pas Kv1.1 exprimé sur les oocytes (Figure
1).

L’alignement de structure de Aam-KTX, KTX et les différent Kv a montré que la
mutation P12H est responsable de la diminution de I’affinité de Aam-KTX pour Kvl-1
I’Histidine en position 12 au niveau d’Aam-KTX et I’Histidine retrouvé de Kv1-1 ont créé un
encombrement stérique qui empéche la fixation de cette Kaliotoxine sur le Kv1-1 (Figure 2)
(Abbas et al., 2008).

|-2-1-3 Les Toxines actives sur les canaux Chlore:
Il ya la chlorotoxine purifiée a partir du venin de Leiurus quinquestriatus (De Bin et al.,1993).

|-2-1-4 Lestoxines active sur les canaux Calcique:

Parmi les toxines qui modifient les propriétés du canal Ca™ sensible a la Ryanodine,
canal du réticulum sarcoplasmique in vitro, on peut citer : Imperatoxin A (IpTXa) isolée a
partir du venin de scorpion Chactoide Africain, Pandinus imperator, Maurocalcin (MCa) de
scorpion Tunisien Scorpio maurus palmatus, Hemicalcin du scorpion Iranien Hemiscorpus
lepius (HCa) (Valdivia et al., 1992; Fajloun et al., 2000; Shahbazzadeh et al.,2007).
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|-2-2 Toxicité du venin:

Le pouvoir Iétal des venins ou des toxines purifiées est estimé par la détermination de la
dose létale 50 (DL50), la dose qui tue 50% des animaux envenimés. Elle varie en fonction de
plusieurs parameétres (I’espéce, le lieu géographique de collecte du venin, de la technique
d’extraction et sa voie d’injection).

Le venin d’Androctonus amoreuxi a une DL50 de 0,75 mg/kg par voie sous cutanée et de
0,88 mg/Kg par voie intramusculaire (Watt et Simard, 1984; Ghazel et al., 1975).

I-3 Aspect clinique de I’ envenimation scorpionique::
La gravité de la piqure de scorpion dépend de plusieurs facteurs :
Des facteurs liés au scorpion : I’espece, I’age, la taille, la nutrition et la quantité du venin
inoculée. Des facteurs liés a la victime : I’age, le poids, I’état de santé de la victime ainsi que
la zone de la piqlre (Broglio et Goyffon, 1980 ; Padilla et al., 2003).
Les envenimations scorpioniques ont une symptomatologie polymorphe et

d’intensité variable. Les cliniciens ont défini trois grades de sévérité (Tableau Il1)

Gradel : Envenimation bénigne

Le signe le plus important est la douleur au site de piqadre, elle est ressentie par le
malade comme une sensation de broiement et de brilure au méme temps. Elle commence a
s’atténuer au bout d’une heure puis s’estompe dans un délai de quelques heures a 24 h. Des

signes généraux modestes, agitation motrice, sueur peuvent se rajouter.

Gradell : Envenimation modéree
Ce grade est marqué par I’apparition de signes francs de la série muscarinique
comportant, des vomissements, colique abdominale, diarrhée, sueur profuses, polypnée et

priapisme. Ces manifestations apparaissent 5 & 20 minutes apres la pigdre.

Gradelll : Envenimation sévére

Aux signes précédents s’ajoutent des troubles physiologiques considérables,
Collapsus cardiovasculaire avec bradycardie, des signes électrocardiographique d’une
ischémie myocardique, vomissement abondants, des difficultés respiratoires associant un
cedéme pulmonaire et un bronchospasme. L’évolution a ce grade est rare, elle est fatale

dans prés de la moitié des cas.
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Figure 1 : Superposition des structures 3D de KTX (en Blanc) et Aam KTX (en vert)(Abbas
et al.,2008)

9 12 15 29

KTX GVEINVKCSGSPQCLKPCKDAGMRFGKCMNRKCHCTPK
Aam-KTX GVEINVKCTGSHQCI KPCKDAGMRFGKC | NRKCHCTPK

B
Kvl.l..FAEAEEAESHFSSIPDAFWWAVVSMTTVGYGDMYPVTIGGK...
Kvl.2 ..FAEADERDSOQFPSIPDAFWWAVVSMTTVGYGDMVPTTIGGK...
Kv1l.3..FAEADDPTSGFSSIPDAFWWAVVTMTTVGYGDMHPVTIGGK...

Figure 2: A, Alignement de séquence de KTX et Aam-KTX les acides aminés mutés sont
colorés en rouge. B Alignement des séquences des canaux Kvl1.1-Kv1.3.

Les mutations entre les trois canaux sont en gras (Goldstein et al., 1994; Aiyar et al., 1996;
Ader et al., 2008)
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Tableau |1 : Les toxines des différents venins scorpioniques et leurs canaux cibles

Canal cible Toxine Espéce

Canal Sodique AamH 1, I1, 11l (Mammiféres) Androctonus amoreuxi (Aam)
Aam H 111 (Double specifité)
AaHl, I, I, 1l NI, 1V | Androctonus australis hector
(Mammifeéres) (Aah)
Aah T1 (insectes)
AahCt (Crustaces)
AaH IT4 (Double specificité)
Cssll, Csslll, CsslV | Centruroides suffusus suffusus
(Mammifeéres) (Css)
Lqq 1V, V (Mammiferes) Leiurus quinquestriatus (Lq)

Lqq 111 (Double spécificité)

TsTx-V,Ts IV-5(Mammiféres) Tityus serrulatus (Ts)
TsTx I, 11, 11, IV (Mammifeéres)
TsTx VII (Double spécificité)

Canal potassique | Aam-KTX Androctonus amoreuxi (Aam)
KTX2, PO5 Androctonus australis hector
(Aah)
KTX Androctonus mauritanicus

mauritanicus (Amm)

CTX, LTX Leiurus quinquestriatus (Lq)
NTX Centruroides noxius
TsK, TsK Tityus serrulatus (Ts)
Canal chlore Chlorotoxine Leiurus quinquestriatus (Lq)
Canal calcique IpTXa Pandinus imperator
MCa Scorpio maur us palmatus
Hca Hemi scor pius lepius
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Tableau |11 : Les principaux symptdémes cliniques et gradation des envenimations
scorpioniques au Maghreb (ACIP, 1998)

Gradation Principaux symptémes

GRADE | Signeslocaux : Douleur-Fourmillement
Signes généraux : Irritabilité-agitation

GRADE I Signeslocaux : Douleur-Fourmillement
Signes généraux : Irritabilité-agitation-sueur-
Diarrhée - Vomissent/nausées-
Hypersalivation-Ballonnement gastrique-
Extrimité froide - fievre/frissonnement

Signes cardiovasculaires:  Hypertension-
Hypotension-Tachycardie.
Signerespiratoires: Cyanose.

Signes neuromusculaires: Priapisme.

GRADE 11 Signeslocaux : Douleur-Fourmillement
Signes généraux : Irritabilité-agitation-sueur-
Diarrhée —vomissent/nausées-Hyper salivation-
Ballonnement gastrique- Extrémités froides-
fievre/frissonnement

Signes cardiovasculaires:  Hypertension-
Hypotension-Tachycardie-Bradycardie-
Hypertrophie auriculaire-Fibrillation
auriculaire et Ventriculaire.

Signes respiratoires:  Cyanose-Polypnée-
Dyspnée-  Sécrétions bronchique- cedeme
pulmonaire aigue OAP.

Signes neuromusculaires: Priapisme-
Hyperexitabilité- Trouble de la conscience -

Coma.

11
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|-4 Toxicocinétique du venin de scorpion :

L’étude toxicocinétique du venin aprés son injection aux animaux associée a I’étude
de la pharmacocinétique de I’antivenin a un grand intérét quand au choix de la molécule
adéquate et des conditions nécessaire pour une immunothérapie efficace. En effet
I’administration du venin de Tityus serrulatus, de Buthus occitanus, Androctonus
mauritanicus mauritanicus et d’Androctonus australis hector aux animaux et leur
quantification sérique a différents temps par le test ELISA (Enzyme Linked Immunosorbant
Assay) a permis de montrer un passage rapide du venin de site d’injection vers le
compartiment vasculaire (le temps nécessaire pour atteindre la concentration maximale Tmax
varie entre 30 et 60 min ) et une distribution rapide vers les tissus (Revelo et al.,1996 ; Krifi et
al., 2001 ; El Hafny et al., 2002 ; Hammoudi-Triki et al., 2007)

Ces mémes conclusions ont été déduites suite a I’injection du venin de Leiurus
quinqustiatus, de Centroides limpidus limpidus, d’Androctonus australis hector radiomarqué
a des animaux (Ismail et al., 1992 ; Calderon-Aranda et al.,1999 ; Hammoudi-Triki et al.,
2007) (Tableau 1V).

La différence qui existe entre le test ELISA et la RIA (Radio Immuno Assay) est
expliquée par le fait que cette derniere ne peut pas distinguer entre la radioactivité spécifique
(liée aux toxine du venin) et non spécifique (libre, liée aux proteines de plasma, liée aux
toxines dégradées) contrairement au test ELISA qui détermine la concentration du venin libre
circulant (Hammoudi-Triki et al., 2007).

|-5 Physiopathologie de I’ envenimation scorpionique::
L’envenimation par les scorpions est une extréme urgence medicale se traduisant par
I’apparition rapide des deésordres hémodynamiques, métaboliques et une réaction

inflammatoire.

|-5-1 Perturbations hémodynamiques:

L’envenimation scopionique provoque une perturbation tentionelle et une arythmie
cardiaque chez des personnes piquées par les scorpions (Gueron et al., 1967; Amaral et al.,
1991; Nouira et al., 1996) et chez des modéles expérimentaux (Ghazal et al., 1975 ; Ismail et
al., 1980 b ;Gueron et al., 1980 ; Fatani et al., 1997 ; Tarasiuk et al., 1998 ; Murthy et Zare,
2002 ; Hammoudi-Triki et al., 2007). En effet I’injection du venin de Buthus accitanus a des
lapins induit une bradycardie initiale transitoire suivie par une tachycardie puis une

bradycardie finale prolongée.
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Tableau IV : Quelques parametres pharmacocinétiques de différents venins de scorpion

ELISA (Enzym Linked Immuno Sorbant Assay)

Espéce Voie Animal T max (min) 1/2 vie 1/2 vie Références
d'administration Distribution | d’élimination
(min) (min)
Tityus serrulatus S.C Souris 30 ND ND 1
Buthus occitanus S.C Lapin entre 30 et 16+/-4 min 112+/-16 2
tenutanus 60
L.V Lapin ND 135+/-10
Androctonus S.C Lapin 30 ND 168 3
maurtanucus
mauritanucus
(AY) Lapin ND 192
Androctonus S.C Rat 20 +/- 8 ND 53+/-2 4
australis hector
(AY) Rat 5 ND 13
RIA (Radio Immuno Assay)
Androctonus L.V Lapin 5,6 104 5
amor euxi
Lieurus S.C Lapin 101+/-8 ND ND 6
quinqustriatus
(AY) Lapin 5.47+-0.59 969+/-133
Buthus accitanus L.V Lapin 24+/-4.8 297+/-114 7
mardoichel
Centroides S.C Lapin 60 21+/-4.2 108+/-12 8
limpidus limpidus
L.V Lapin 8.4+/-2.4 114+/-12
Androctonus S.C Rat 110+/-5 ND >300 4
australis hector

ND : Non Déterminé
(1) Revelo et al.,1996 ; (2) Krifi et al., 2001 ; (3) El Hafny et al., 2002 ; (4) Hammoudi-Triki.,
et al., 2007 ; (5) Ismail et al.,1980 ; (6) Ismail et al., 1992 ; (7) Pepin-covata et al., 1996 ;

(8)Calderon-Aranda et al., 1999.
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L’utilisation de I’atropine (un antagoniste des récepteurs muscariniques de I’acétylcholine) et
de propranolol (un antagoniste non selectif des récept@ursi€nergiques) a permis de
suggérer que la bradycardie initiale est due a I’effet cholinergique du venin, la tachycardie a la
stimulation sympathique, la bradycardie terminale aux changements de la composition
ionique du sang (Ismail et al., 1980). Dans le cas des envenimations scorpioniques graves, les
patients présentent une cyanose, une arythmie respiratoire (tachypné et bradypné). L’cedeme
pulmonaire est la complication la plus fréguente dans les accidents scorpioniques (Campos et
al., 1979;Goyffon et al., 1982 ; Hering et al., 1999), sa pathogénie est tres complexe, le
dysfonctionement du ventricule gauche chez les patients piqués par les scorpions a orienté le
pronostic des Iésions pulmonaires vers une origine cardiogénique (Gueron et al., 1990, 1992;
Bacuretchi et al., 1995; Gueron et Ilia, 1996; Mazzei et al., 2002).

Bien que plusieurs auteurs ont rapportés I’origine non cardiogénique de I’cedéme
pulmonaire. En clinique, Amaral et collaborateurs (1993) ont observé un cedéme pulmonaire
chez un patient sans aucune modification dans les fonctions cardiaques. Dans les conditions
expérimentales, le prétraitement des rats par I’héparine, les inhibiteurs de la cyclo et Lipo
oxygénase et les antagonistes du PAF ont permis une réduction de I’cedéme pulmonaire
provoqué par le venin de Tityus serrulatus (De Matos et al., 1997).

I-5-2 M odificationstissulaires:

L’examen microscopique de différents organes (cceur, poumons, foie, pancréas et rein)
suite a une envenimation scorpionique, a montré des lésions considérables dans I’architecture
de ces organes. Une nécrose des myocardiocytes, des cedemes interstitiels, une infiltration des
cellules inflammatoires ont été retrouvés dans les coupes du cceur des animaux envenimés par
les venins de Tityus serrulatus ou de sa toxine (Corréa et al., 1997), d’Aah ou de sa toxine
Aah 11 (Adi-Bessalem et al., 2008; Sami-Merah et al., 2008) et de Tityus confluens (De Roodt
et al., 2009). Des cedemes interstitiels et intra alvéolaires associés ou non a des hémorragies,
une infiltration des cellules inflammatoires et un dép6t ou non de fibrine ont été révélés dans
les poumons des animaux envenimés par Tityus serrulatus, Androctonus australis hector,
Tityus confluens (D’suze et al., 2004, 2007, Andrade et al., 2007 ; Adi-Bessalem et al., 2008 ;
De Roodt et al., 2009) et chez les patients envenimés accidentellement par les scorpions
Tityus serrulatus et Tityustrinitanis (Amaral et al., 1993 ; Daisly et al., 1999).

Le foie est un organe richement vascularisé et cela le rend une cible du venin
scorpionique. L’injection du venin de Tityus serrulatus ou le venin d’Aah aux animaux a

provoqué une désorganisation du parenchyme hépatique caractérisée par une turgescence des
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cellules, une dilatation des espaces sinusoidales et une nécrose (Corréa et al., 1997; Bessalem
et al.,2003). En plus de ces altérations, une hémorragie extensive autour des principaux
vaisseaux sanguins est observée apres envenimation des animaux avec le venin de Buthus
guinquestriatus (Mohamed et al., 1978).

Des modifications histopathologiques dans le tissu pancréatique ont été également
rapportées dans le cas des envenimations scorpioniques. En effet, le venin de Tityus serrulatus
a provoqué un dommage des vaisseaux sanguins, une nécrose de quelques acini et quelques
ilot de Langerhans et une infiltration leucocytaire apres son injection a des béliers (D’suze et
al., 2004). Des altérations similaires ont été montrées sur des coupes histologiques du
pancréas des souris mortes au cours de la détermination de la DL50 de Tityus confluens (De
Roodt et al., 2009). Les Iésions pancréatiques causées par le venin de scorpion peuvent étre
expliqué au moins en une partie par I’activation des récepteurs muscariniques (Possani et al.,
1991; Fletcher et al., 1994, 1996 ; D’suze et al., 1995).

L’élimination du venin et ces métabolites est assurée essentiellement par le rein, le
rendant ainsi une cible privilégiée a plusieurs toxines et par conséquent, a des modifications
physiologiques et histopathologiques. L’injection d’une dose sublétale de venin
d’Hemiscorpius lepturus a des rats provoque une nephrotoxicité démontrée par une
protéinurie élevée et la présence de globules rouges au niveau des urines. L’analyse
microscopique de cet organe a permis de montrer une congestion des structures glomerulaires
et un dommage de la membrane basale des capsules glomérulaire et de Bowman (Pipelzadeh
et al., 2006).

Une congestion et quelques petites zones hémorragiques ont été retrouvé dans le cortex rénal
des rats envenimés par le venin de Tityus serrulatus ou sa neurotoxine (TSTX I) (Corréa et al.,
1997).

La pigdre par les scorpions peut conduire dans certains cas a des vomissements chez
les patients et leur abondance augmente avec la sévérité de I’envenimation (Goyffon et
al., 1982 ; Neal, 1990 ;Radmanesh et al., 1990 ; Abroug et al., 1999; Gajre et Dammas, 1999 ;
Osnaya-Romero et al., 2001 ;D’suze et al., 2003 ; Fukuhara et al., 2003). Chez I’animal, le
venin de scorpion induit une augmentation de I’acidité et de la sécrétion de la pepsine.
L’administration de la toxine scorpionique induit I’apparition d’un ulcere gastrique aigue chez
des rats. L’observation microscopique de I’estomac une heure aprés I’administration de la
fraction T1 de Tityus serrulatus et de la toxine y révele la présence d’une nécrose locale dans
la partie la plus superficielle de la muqueuse glandulaire gastrique, une congestion, une

hémorragie et un exsudat inflammatoire marginale (les polynucléaires neutrophiles sont les
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cellules les plus abondantes) (Cunha-Melo et al., 1991; Melo et al., 2006). La pigqure de
scorpion peut provoquer dans certains cas une exacerbation des symptomes ou le réveil d’un

ulcére en rémission.

|-5-3 Troubles métaboliques:

Les altérations tissulaires observées dans aprés envenimation scorpionique peuvent

libérer le contenu cellulaire y compris les enzymes dans le compartiment vasculaire. Certains
enzymes sont des marqueurs de lésions tissulaires (leur dosage peut étre un indicateur de
I’état fonctionnel d’un organe), d’autres par contre ont une distribution ubiquitaire.
Le dosage des transaminases, Transaminase Glutamo-Oxaloacetique (TGO) et Transaminase
Glutamo-Pyruvique (TGP) est utilisé dans le diagnostique des atteintes hépatiques. Une
élévation de I’activité de ces enzymes a été observée dans le sérum des patients et des
animaux envenimes (Sofer et Gueron, 1988, Amaral et al., 1991 ; Hering et al., 1993; Corréa
et al.,1997; Bessalem et al., 2003; Pipelzadeh et al., 2006). De méme le dosage de la Créatine
phosphokinase (CPK), marqueur métabolique du muscle squelettique et du muscle cardiaque
et sa fraction CPK-MB, présente essentiellement dans le muscle cardiaque a permis de
montrer une augmentation de leur activité suite a une envenimation accidentelle par Tityus
serrulatus (Hering et al., 1993. Cupo et Hering, 2002), Tityus trinitanis (Daisly et al., 1999),
Buthus occitanus tenutanus et Leiurus quinquestriatus (Meki et al., 2003) et a une
envenimation expérimentale par le venin de Tityus serrulatus ou sa fraction toxique
majoritaire (TSTX I) et le venin d’Androctonus ausralis hector (Bessalem et al., 2003).

Par ailleurs, une hyperamylasémie a été retrouvée dans les cas de pancréatite aigue
(Sankaran et al., 1987 ; Sofer et al., 1991 ; Yugandhar et al., 1999). Selon Ghallager et
collaborateurs (1981), la sécrétion de I’amylase (in vitro) induite par le venin de Tityus
serrulatus est due a la libération de I’ Acétylcholine a partir du nerf pancréatique.

En plus des modifications enzymatiques, le venin de scorpion provoque d’autres
perturbations dans I’équilibre métabolique. Une augmentation de taux des acides gras
circulants et une hyperglycémie ont été également rapportées (Mohamed et al., 1972; El
Asmar et al., 1979 ; Ismail et al.,1980 ; Murthy et Medh ,1986 ; Ismail et Abd El Salem,
1988 ; Abroug et al., 1994; Murthy et Hase, 1994; Correa et al., 1997)

Plusieurs suggestions sont données pour expliquer I’hyperglycémie transitoire
rapportée dans certains cas d’envenimation scorpionique. La libération des catécholamines
(Freire Maia et Freira; Corrado et al., 1968), la suppression de I’insuline (Murthy et Hase,
1994), la résistance a I’insuline (Abroug et al., 1994)
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|-5-4 Trouble des électrolytes :

L’envenimation scorpionique expérimentale et accidentelle conduit & une modification
dans le taux sérique des électrolytes via la fixation des toxines sur les canaux ioniques. En
effet une hyponatrémie a été révélée chez les patients envenimés, accompagnée d’une
concentration normale ou éelevée de potassium et une diminution dans le taux sérique de
calcium (Ismail, 1995). Une diminution du taux de sodium et calcium et une hyperkaliémie a
été rapportée aprés envenimation des lapins avec le venin d’ Androctonus amoreuxi (Ismail et
Abd EI Salem, 1988).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).

|-5-5 Déclenchement d’uneréaction inflammatoire:

L’inflammation est un processus physiologique de défense de I’organisme contre une

agression qui entraine une perturbation importante de I’homéostasie tissulaire.
Quelque soit la nature du stimulus, les manifestations de la réponse inflammatoire sont la
conséquence de la libération de plusieurs médiateurs chimiques; des cytokines (Pro et anti
inflammatoires), des chimiokines, des PAF, des Prostaglandines, des leucotriénes et une
infiltration leucocytaire vers les tissus. C’est I’intensité de ces manifestations et leur durée qui
changent et conditionnent les effets bénéfiques ou délétéres de la réaction inflammatoire.

En effet la sévérité de la septicémie, du Syndrome de Réponse Inflammatoire
Systémique sont associés aux cytokines pro- inflammatoires (TNFa, IL1 et IL6) (Hoch et
al.,1993 ; Dinarello et al.,1997)

Lors d’une envenimation scorpionique plusieurs travaux ont montré une élévation
dans le taux sérique des cytokines, TNFa, IL6, IL1, TGFp chez les patients envenimés par les
scorpions Lelurus quenquestriatus hebreus et Bothotus judaicus (Sofer et al., 1996), Leiurus
qguinquestriatus et Buthus occitanus (Meki et Mohey El Dean, 1998), Tityus serrulatus
(Fukuhara et al., 2003) et Tityus discripans (D’suze et al., 2003), Androctonus australis
hector (Hammoudi-Triki, 2004); et chez les animaux envenimés par la toxine y de Tityus
serrulatus (Andrade et al., 2007) et Androctonus australis hector (Adi-Bessalem et al., 2008).

La présence d’une corrélation positive, entre la libération des cytokines pro-
inflammatoires (IL1, IL6 et TNF o) et la sévérité de I’envenimation et entre le taux sérique de
I’IL8 (une chimiokine) et la concentration sérique de la troponine (cTnl) (un marqueur de
Iésion de myocarde) a été observée chez les patients envenimés. De plus, une augmentation

importante de I’expression des ARNm de I'IL1a, B, et d’IL6 dans les poumons des rats
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présentant un cedeme pulmonaire suite a I’injection de la toxine y de Tityus serrulatus ont
permis de suggérer que les manifestations physiopathologiques de I’envenimation
scorpionique peuvent étre médiées au moins en une partie par la libération des
cytokines(Meki et Mohey el Dean,1998 ; D’suze et al., 2003 ; Fukuhara et al., 2003 ; Meki et
al., 2003 ; Abd El Haleem et al., 2006 ; Andrade et al., 2007).

L’implication de la substance P libérée par les terminaisons nerveuses dans la genése
de I’;edéme pulmonaire a été également rapportée. Ce neuropeptide serait a I’origine de
I’activation des mastocytes qui libérent des médiateurs inflammatoires comme le PAF,
Leucotriénes, les prostaglandines et de I’histamine responsables de I’augmentation de la
perméabilité vasculaire (De Matos et al., 1999, 2001).

En plus de I’élévation sérique des cytokines, le venin peut induire une activation du
systeme de complément (Bertazzi et al., 2003 ; Adi-Bessalem et al., 2008). En effet I’étude de
I’activité hemolytique de sérum des souris envenimées par le venin d’Aah a montré un effet bi
phasique (un maximum d’activité a 45 min et a 48 h). L’augmentation initiale est due
probablement & la présence d’une concentration élevée des composants du complément en
conséquence du dommage de tissu ou de I’action directe du venin. Le deuxieme pic serait la
conséquence d’une augmentation de la synthése du complément induite par I’exacerbation de

la réaction inflammatoire (Adi-Bessalem et al., 2008)

18



Chapitre | Données Bibliographigues

Libération des

Nécrose des cytokines
cellules D
hépatiques IL1B, IL6, TNFa
Pancréatite | <—— 1
Cellules
e Substance cibles
Libération des neurotransmetteurs p
(Catécholamines, Acétylcholine) 1
l Mastocyte
Trouble des
électrolytes Tachypn(,é, 1
Bradypne , Médiateurs de
1 2 . I’inflammation PAF,
: Altération LTs PGs et
Hypotension, tissulaire du e= oot
Hypertension poumon stamine,
artérielle,

Tachycardie,

Bradycardie,

Dommage des

myocardiocytes
Edeme
| > pulmonaire

mmmm) Libération

=P |nduction

Figure 3 : Quelques Effets physiopathologiques provoqués par le venin de scorpion (Campos
et al., 1975 ; Ghazal et al., 1980 ;Ismail et al., 1980 ;Ismail et Abd el Salam,1988 ; D’suze et
al., 1995 ; Hering et al., 1999 ; De Matos et al., 1997, 1999, 2001 ; Bessalem et al., 2003;
Andrade et al., 2007).
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1-6 Traitement del’envenimation scorpionique:
Le traitement de I’envenimation scorpionique repose sur I’administration de

I’immunothérapie associée a des traitements symptomatiques dans plusieurs pays du monde.

1-6-1 Traitements symptomatiques :

Le traitement symptomatique varie selon I’état de gravité de la victime, il vise a
atténuer les manifestations cliniques induites par les composants du venin tels que, la douleur
(antalgique), I’hyperthermie (Dipyrone, Acetoaminophéne) I’hypertension artérielle
(Prazocine, Hydralazine et Nifédipine) (Gueron et Sofer, 1990., Ismail,1990., Bawaskar et
Bawaskar,1994 ), la bradycardie (Atropine), la tachycardie (Lidocaine) (Freire Maia et al.,
1994 ; Ismail, 1995).et les vomissements (Metoclopramide) (Freire Maia et al., 1994 ; Ismail
etal., 1992).

L’acétoaminophéne inhibe la libération des prostaglandines qui sont connu par leur activité
pyrogéne. Ismail et ses collaborateurs ont rapporté I’efficacité de ce médicament dans la
réduction de fiévre induite par le venin de Leiurus quenquestriatus chez des enfants.

La prazocine antagonise d’une maniére sélective I’effet des catécholamines sur les récepteurs
a 1 adrénergiques post synaptiques et laisse intacte les récepteusis 2 présynaptique et qui,
stimulés par la noradrénaline, freinent la libération de cette amine & partir des terminaisons
nerveuses. Elle a un effet hypotensive sans accélérer la fréquence cardiaque (Schordret et al.,
1992). L’étude clinique de Bawaskar et Bawaskar en 1994 a montré son efficacité dans le
traitement des patients piqués par Buthus tamulus, souffrant de manifestations
cardiovasculaires et cedeme pulmonaire.

L’hydralazine agit directement sur la musculature lisse des vaisseaux, elle induit leur
relaxation en interférant avec I’entré du calcium dans les cellules et/ou avec la fixation de
second messagé IP3, limitant la libération du calcium de réticulum sarcoplasmique
(Schorderet et al., 1992 ; Rog et al., 2007). La Nifédipine diminue la pression artérielle en
bloguant les canaux calcium des muscles lisses des vaisseaux sanguins (Schorderet et al.,
1992). La vasodilatation induite par ces deux médicaments provoque une tachycardie reflex
qui peut potentialiser I’effet du venin sur le cceur malgré cet inconvénient Sofer et Gueron
(1990) ont combiné ces deux molécules pour soigné un enfant piqué par le scorpion leiurus
quinquestriatus ayant une encéphalopathie hypertensive.

L’atropine est un médicament parasympatholytique pouvant provoquer le blocage réversible
des effets de I’acétylcholine au niveau des récepteurs muscariniques (Hellali, 1994). Elle n’est

pas recommandée pour le traitement du syndrome muscarinique (Sudation, vomissement,
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sialorrhée) a cause de I’effet potentialisant de I’hypertension artérielle et de la sévérité de
I’cedeme pulmonaire aigue (OAP) induite par le venin de scorpion. L’atropine n’est indiquée
qu’en cas de bradycardie cardiaque sévere avec ou sans hypotension (Ismail, 1995).

La lidocaine réduit la durée de potentiel d’action en facilitant le courant potassique sortant et
peut reduire la periode réfractaire ventriculaire (Schorderet et al., 1992)

Le Métachlopramide est un antiémétisant de la famille des benzamides (antagoniste de la
dopamine) ayant un effet anti reflux gastro oesophagien par stimulation de la motricité oeso-
gastro-duodénal) (Dorosz, 1994).

1-6-2 Immunothérapie:

L’immunothérapie est le seul traitement spécifique de I’envenimation scorpionique
(Compos et al., 1980, Kankokar et al., 1992; Murthy et al., 1992; Krifi et al., 1999 ; 2001).
Elle consiste a administrer des fragments F(ab’), obtenu par hydrolyse enzymatique des 1gG
récupérés a partir d’animaux hyperimmunisés (chevaux, mulets, moutons).

Ces fragments possédent plusieurs avantages par rapport aux 1gG a cause de I’absence
du fragment Fc. D’une part ils sont plus tolérés et réduisent les réactions de type allergique
apres leur administration a des patients. D’autre part leur volume de distribution plus large
que celui des IgG leur permet une meilleure répartition dans les tissus (Freire Maia et al.,
1994 ; Ghalim et al., 2000).

Pour avoir une meilleure efficacité thérapeutique, ces fragments doivent étre,
administrés dans le délai le plus court avant que les signes d’une envenimation sévere
n’apparaissent, par voie intraveineuse et en quantité suffisante (Chavez-Olortegui et al., 1994,
Revelo et al., 1996).

En effet I’injection des fragments F (ab’), par voie intraveineuse, 105 min apres
injection du venin de Buthus accitanus mardoichei a des lapins (Pepin- Covata et al., 1996),
60 min apres administration du venin de Tityus serrulatus a des souris (Revelo et al., 1996) et
30 min aprés envenimation des lapins par Buthus accitanus tunetanus (Krifi et al., 2001) ont
montré une grande efficacité a neutraliser I’antigene circulant et le déplacement du venin fixé,
contrairement aux fragments administrés par voie intramusculaire. Cette voie d’inoculation,
retarde le passage des fragments d’anticorps dans la circulation sanguine, et par conséquent
réduit I’efficacité de ces fragments a neutraliser les toxines circulantes (Pepin-Covata et al.,
1996).

Ces résultats expérimentaux corroborent avec ceux retrouvés en clinique qui ont

montré une réversibilité des symptdmes et une réduction dans le temps de guérison des

21



Chapitre | Données Bibliographigues

patients envenimés suite a I’injection intraveineuse des fragment F(ab’), (De Rezende et al.,
1995 ; Krifi et al., 1999).

La capacité des F(ab”), a bloquer la toxicocinétique du venin, dépend également de la
dose administrée. L’injection de 10 ml de fragment F(ab’), produit une diminution
significative dans le taux sérique du venin et une amélioration dans les conditions cliniques
des patients envenimés par Androctonus mauritanicus mauritanicus et Buthus occitanus
contrairement aux patients qui ont regu 2-5 ml de ce méme antivenin (Ghalim et al., 2000).

La production des immunsérums se fait par injection de doses croissantes et répétées
de venin aux animaux. L’extréme toxicité du venin de scorpion limite I’administration de
grande quantité de ce venin au cours de I’immunisation. Pour résoudre ce probléme, des
traveaux ont rapporté I’utilisation des toxines encapsulées dans des liposomes (Freitas et al.,
1989; Chavez-Olortegui et al., 1991) d’autres ont utilisé des molécules non toxiques
retrouvées dans le venin pour produire des anticorps capables de reconnaitre les composants
toxiques (Srairi-Abid et al., 2008). Les travaux de Abib et Laraba-Djebari (2003) ont montré
que l’application des rayons y (2KGy) sur le venin d’Androctonus australis hector permet
d’obtenir un venin détoxifié capable d’induire chez les lapins la production d’anticorps ayant
la capacité de neutraliser les effets physiopathologique du venin natif,

Par ailleurs, le développement de la biologie moléculaire a permis la production de
petits fragments d’anticorps contenant que les deux domaines variables VH et VL, appelés
scFv (Single chaine Fragment Variable), capable de connaitre les toxines Aah I et Aah Il et
cela en introduisant I’ADNc récupérée des hybridomes producteurs de chacune de ces toxines
dans le génome de E.coli. Ces scFv ont une demi-vie trés courte lorsque ils sont administrés a
I’animale, leur élimination rénale limite leur efficacité dans la neutralisation des toxines. Ils
ont servi de module de base pour le développement de structures plus complexe, des formes
dimérique (Diabody) et Trimérique (Triabody) avec des propriétés pharmacocinétiques
améliorées (Mousli et al., 1998 ; Aubrey et al., 2003 )
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Chapitrell : Matériel et Méthodes
-1 Matériel :
I1-1-1 Matériel biologique :
[I-1-1-1 Levenin:

Le venin d’Androctonus australis hector obtenu par stimulation éelectrique est fourni
sous forme lyophilisée par le Laboratoire de Recherche et de Développement sur les Venins de
I’Institut Pasteur d’Algérie (IPA).

I1-1-1-2 Anticorps couplé a la peroxydase
- Anticorps anti 1gG de lapin couplé a la peroxydase (Sigma)
- Fragments F(ab’), de moyenne et de haute affinité, spécifiqgues du venin
d’Androctonus australis hector couplés a la peroxydase fournis par le Laboratoire de
Recherche et de Développement sur les Venins de I’Institut Pasteur d’Algeérie (IPA).

[1-1-1-3 Lesanimaux :
Les lapins albinos (2 & 2,5 kg) et les souris NMRI (20 + 2 g) sont fournis par
I’animalerie de I’Institut Pasteur d’Algérie (Annexe de Kouba).

I1-1-2 M atériel non biologique:

Les produits chimiques sont fournis par les firmes suivantes :

Acétate de sodium (Merck), Acide chloridrique (Panreac), Acide sulfurique (Merck),
Acrylamide (Panreac), Adjuvant de freund complet incomplet (Sigma), Alcool (Panreac),
Bicarbonate de sodium, Bisacrylamide (Merck), Bleu de promophénol (Sigma), Bleu de
Coomasie (Fluka), 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), Sepharose 4B, Sulfate d’ammonium (Merck), TEMED, Tris HCI (sigma), Tween-
20 (Pharmacia).

Les produits pharmaceutiques :

Atropine sulfate (Renaudin), Diclofénac de sodium (Clofinal®) (Saidal), Propranolol
(ALVOCARDYLF) (Astra Zeneca) ,
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II- 2 Méthodes:
I1-2-1 Production de fragment F(ab’), spécifiques du venin d’ Androctonus amoreuxi :
[1-2-1-1 Immunisation :

Un lot de 5 lapins est immunisé dans le but de produire des anticorps spécifiques au
venin d’Aam. Chaque lapin a recu par voie sous cutané 2 ml de solution de venin selon un

calendrier préétabli (Tableau).

Jours Quantité du venin

) (ug/lapin)

Jo 375

J4 625

J8 938
J15 1250
J21 1250

J29 1250

J36 1250

La solution du venin est mélangée avec I’adjuvant de Freund complet (V/V) lors de la
premiére injection, et avec I’adjuvant de Freund incomplet (\VV/V) lors de la seconde injection,
et sans adjuvant pour le reste des injections.

Des tests ELISA simples ont été effectués afin de déterminer le titre en anticorps des
immuns sérums.

Le test ELISA (Enzyme Linked Immunosorbant Assay) simple permet la détection ou
le dosage des anticorps (Ac). La révélation de la réaction Antigéne-Anticorps est realisée
grace a la fixation d’un Ac anti-isotype conjugué a une enzyme, et a I’utilisation d’un substrat
chromogene de I’enzyme. L’apparition d’une réaction colorée dont [I’intensité est
proportionnelle & la dégradation du substrat permet de quantifier les Ac.

Les puits d’une microplague (96 puits) sont sensibilisés par 100 pl/puits d’une
solution de venin d’Aam a 5 pg/ml dans du tampon carbonate-bicarbonate (0,1M ; pH 9,5)
puis incubés une nuit a 4°C. L’exces de venin est éliminé par une série de 4 lavages avec le
tampon PBS-Tween 20(pH 7,4 ; 0,1%) et les sites de fixation restants sont saturés avec une
solution de PBS-Tween 20-Lait écrémé (5%) a raison de 200 pl/puits. Aprés une incubation
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d’une heure a 37°C et une série de lavages, une gamme de dilutions successives des
échantillons sériques est effectuée dans le tampon PBS-Tween 20-Lait écrémé puis laissé
incuber a 37°C pendant une heure. Apres 4 lavages successifs, le conjugué (anticorps anti 1gG
de lapin couplé a la peroxydase) dilué a 1/2000 est déposé a raison de 100 ul/puits et laissé
incuber pendant une heure a 37°C.

La réaction Ag-Ac est visualisée apres une derniére série de lavage, par addition de
100 pl/puits du substrat chromogene (20 mg d’OPD dissout dans 20 ml du tampon phosphate
0,01M ; pH 7,4 et 20 pl de H,0,), suivi d’une incubation de 30 min & température ambiante a
I’abri de la lumiére. La mesure de I’absorbance a 490 nm est réalisée apres ajout d’une
solution d’arrét, H,SO4 2N a raison de 50 pl/puits.
Le titre en Ac correspond a I’inverse de la derniére dilution pour laquelle la réaction
enzymatique est encore détectée.

I1-2-1-2 Précipitation desimmunoglobulines par le sulfate d’ammonium :

La précipitation différentielle au sulfate d’ammonium est une des étapes initiales des
procédures de purification, elle permet la récupération des protéines d’intérét en changeant la
concentration en sel.

Aprés sacrifice des lapins, le sang total récupéré est mis a décanter pendant 48 h a
température ambiante et a I’issu de cette décantation I’exsudat séparé du coagulum est
centrifugé a 3000 rpm (rotation par minute) pendant 20 min pour récupérer le sérum. Ce
dernier est dilué a %2 dans du NaCl 0,9% puis soumis a une premiere précipitation par le
sulfate d’ammonium a 40% a 4°C. Le culot obtenu aprés centrifugation est repris dans un
volume minimal de sulfate d’ammonium & 33% de saturation puis centrifugé a 3000 rpm
pendant 20 min. Le culot final est repris dans du NaCl 0,9% puis soumis a une dialyse contre
de I’eau distillée a 4°C, sous agitation douce pendant 48 heures.

I1-2-1-3 Hydrolyse enzymatique des |gG par la pepsine:

La pepsine (E.C 3.4.23.1) est une enzyme protéolytique produite a partir de la
mugueuse gastrique du porc, elle a un poids moléculaire de 35 kDa et son activité
enzymatique est maximale a un pH acide (Brewer, 1984).

L’hydrolyse des 1gG par la pepsine donne des fragments F(ab’), bivalent de 100 kDa
et des fragments Fc dégradés (Ternynck et Avrameas, 1991).

Le pH de 'immun sérum précipité et dialysé est ajusté a un pH de 4,5 avec de I’acide
acétique 1N. Une solution de pepsine (2 mg/ml d’acétate de sodium 0,1M) est ensuite ajoutée
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a raison de 2 mg de pepsine pour 100 mg d’1gG. Le mélange est incubé pendant une nuit dans
un bain marie & 37°C.

La réaction enzymatique est arrétée en ajustant le pH du mélange a 8 avec du NaOH
(IN) suivi d’une dialyse contre le tampon PBS (0,1M ; pH 7,4) a 4°C sous agitation douce
pendant 48 h.

I1-2-2 Contréle de|’homogénéité des fragments F(ab’ ), par électrophorése SDS-PAGE

L’électrophorese sur gel de polyacrylamide, SDS-PAGE est une méthode d’analyse et
de fractionnement basée sur la migration différentielle de particules chargées électriqguement
sous I’influence d’un champ électrique ; Le SDS provoque la dénaturation des protéines et
leurs confére une charge négative qui sous I’effet de champ électrique migrent vers I’anode
selon seulement leur poids moléculaire.

La réalisation de cette méthode consiste en la préparation de deux gels (gel de
séparation 12% et gel de concentration 5%) aprés polymérisation, les échantillons mélangés
au tampon d’essai et chauffés a 100°C pendant 5 min sont déposés dans les puits, ensuite la
plague est placée dans une cuve contenant le tampon de migration. Le gel est ensuite mis
pendant une nuit sous agitation douce dans une solution de coloration (bleu de Coomassie
0,05%, Isopropanol 25% et Acide acétique 10%) puis dans deux bains de décoloration, le
premier est constitué de méthanol 25% et de I’Acide acétique 10%, le deuxieme contient
I’isopropanol 12,5%, et I’acide acétique 10%.

La migration des marqueurs de poids moléculaire (phosphorylase b 94 kDa ; albumine 67
kDa ; ovalbumine 43 kDa ; anhydrase carbonique 30 kDa ; inhibiteur de la trypsine 20,1 kDa ;
lactalbumine 14,4 kDa) permet d’obtenir une courbe d’étalonnage, logarithme de PM en
fonction du rapport frontale (Rf).

I1-2-3 Mise en évidence de la réaction croisée entre le venin d’ Androctonus amoreuxi et
le venin d’ Androctonus australis hector :

Le croisement antigéniques entre le venin de scorpion Androctonus amoreuxi et celui

d’Androctonus australis hector est vérifié par deux techniques :

[1-2-3-1 ELISA Simple:
Une gamme de dilutions des fragments F(ab’), dirigés contre le venin d’Aam est
réalisée sur une microplagque sensibilisée par 5 pg/ml du venin d’Aah (Le protocole de cette

technique est détaillé sur la page 25).
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Il -2-3-2 Chromatographie d’ affinité:

La chromatographie d’affinité est une technique basée sur la séparation des molécules
en fonction de leur affinité au ligand fixe & un support inerte.

Les fragments F(ab’), spécifiques du venin d’ Androctonus amoreuxi récupérés sont
déposés a raison de 100 UDO sur le gel de Sepharose 4B, activé au Bromure de Cyanogéne
(BrCN) et couplé a la fraction toxique du venin d’Androctonus australis hector (FtoxG-50).
Une premiére élution est effectuée avec le tampon PBS (0,1M ; pH7,5) pour €éluer les F(ab”),
non spécifiques suivi par une élution avec le tampon glycine (0,1M ; pH3) pour déplacer les
F(ab’), de moyenne affinité et afin d’éluer les F(ab’), de haute affinité le tampon glycine
(0,1M ; pH 2) est utilisé.

Les fractions sont collectées a raison de 3 ml par tube avec un débit constant de 18 ml/h. La
lecture de la densité optique est réalisée a 280 nm.

I1-2-4 Etude de la toxicocinétique du venin d’Androctonus amoreuxi par ELISA
Sandwich :

Le test ELISA sandwich permet de quantifier un antigene en utilisant deux anticorps
spécifiques de cet antigene dont un est fixé a une surface solide et I’autre est couplé a une
enzyme qui transforme le substrat en un produit coloré.

Aprés le sacrifice des souris envenimées par injection sous cutanée de la dose
sublétale du venin d’Aam (400 pg/kg) et des souris témoins (injectés avec du NaCl 0,9%), le
sang et le tissu entourant le site d’injection, sont récupérés.

Le tissu entourant le site d’injection est homogénéisé dans le NaCl (0.9%) puis centrifugé
pour récupérer le surnageant. Le sérum est obtenu aprés centrifugation du sang total.

Les puits de microplaque sont sensibilisées avec 5 pug/ml d’une solution de fragments
F(ab’), anti-Aam dilués dans du tampon carbonate-bicarbonate (0,1M ; pH 9,5) a raison de
100 pl/puits pendant une nuit a 4°C. Aprés 4 lavages avec le tampon PBS-Tween 20 (0,1%),
la saturation est réalisée avec le tampon PBS-Tween 20-lait écrémé 5% a raison de 200
pl/puits pendant une heure a 37°C. Une série de lavages est réalisée de nouveau suivie de la
répartition de la gamme de venin d’Aam (0,5 a 20 ng/ml) ainsi que les différents échantillons.
Aprés une incubation de 1 h 30 a 37°C et 4 lavages successives, les fragments F(ab’), anti-
Ftox G-50 du venin d’Aah couplés a la peroxydase, dilué a 1/1000 dans du tampon PBS sont
répartis a raison de 100 pl/puits.
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La microplaque est ensuite mise a incuber 1 h a 37°C. La révélation se fait par addition de
100 pl/puits du substrat chromogéne (20 mg OPD dans 10 ml de tampon phosphate 0,01M ;
pH 7,3 et 10 ul d’H,0; (30%)), apres 30 minutes d’incubation a I’obscurité, la réaction est
arrétée par ajout de H,SO4 (2N) a raison de 50 pl/puits.

L absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 490 nm grace a un lecteur de plaque.

I1-2-5 Etude de la physiopathologie induite par le venin d’ Androctonus amoreuxi :

Les poumons prélevés des souris envenimees par la dose létale en présence et en
absence du diclofénac (40 mg/kg par voie intramusculaire) ou I’atropine (1 mg/kg) ou le
propranolol (0,1mg/kg) injectés par voie intra péritonéale, sont pesés. L’index pulmonaire est

calculé selon la formule suivante : Poids de poumon (g) X 100 /poids de la souris (g)

I1-2-5-1 Etude du processusinflammatoire
- Quantification des cytokines IL 1-B, IL 6, IL10, IL 12, IFN y.

La cinétique de production de I’IL1-B, IL6, IL10, IL12 et IFNy au niveau du sérum 45,
180, 360 et 1440 min apres injection du venin d’Aam (400 pg/kg) est déterminée par ELISA
sandwich.

Les échantillons a doser ainsi que les standards sont incubés pendant 1 h, ensuite 50
ul/puits d’anticorps biotinylés sont déposeés et incubés 1 h a température ambiante. Le dépot
du conjugué Streptavidine-HRP (horse radish peroxydase) est effectué suivi d’une incubation
de 30 min & température ambiante. La solution de 3-3’,5-5’ Tétraméthyl benzidine (TMB) est
additionnée a raison de 100 ul/puits et aprés 30 min d’incubation a I’abri de la lumiére et a
température ambiante, la solution d’arrét, H,SO, 0,18 mM est ajoutée (100 pl/puits) et
I’absorbance est mesurée a 450 nm. Les concentrations des cytokines en pg/ml sont déduites
des courbes standards. Les gammes des étalons standards des interleukines et les seuils de
détections de chaque test ELISA sont illustrés dans le tableau suivant.

Tableau V : Gamme des étalons standard des cytokines et seul de détection du test ELISA
Sandwich.

Cytokines | Concentration des cytokines dela gamme étalon | Seuil de détection
(pg/ml)
IL-1PB 0-15- 6 - 62,5 — 250- 1000 < 3 pg/ml
IL-6 0-51- 128- 320- 800- 2000 <7 pg/ml
IFNy 0-37 - 111 - 3000 <10 pg/ml
IL-12 0-188- 375- 75@91500- 3000 < 12 pg/mi
IL-10 0-37,6 — 111 — 333 - 1000 < 12 pg/mi
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- Dosage de la myeloperoxydase

La myeloperoxydase (MPO) (EC.1.11.1.7) est une enzyme hemininique qui exerce
dans les phagolysosomes une forte activité anti-microbienne (Tolber et Koeffler, 1991 ;
Taurog et Dorris, 1992), elle est considérée comme un marqueur d’infiltration des
polynucléaires neutrophiles.

L’activité enzymatique de la myeéloperoxydase est quantifiée selon la méthode
suivante Les poumons prélevés des souris envenimées par la dose sublétale du venin d’Aam
(400 pg/kg) en absence et en présence des fragment F(ab’), ( injecté par voie intra
péritonéale, 30 min apres I’administration du venin) et des souris envenimés par la dose
sublétale (900ug/kg) ou létale du venin d’Aam seul ou aprés traitement avec le diclofénac
I’atropine ou le propranolol sont repris dans le tampon Tris-HCI 0,05M pH 6,6 a 4°C et
broyés a I’aide d’un homogénéisateur, puis centrifugés a 6000 rpm pendant 30 minutes a 4°C.
Les premiers surnageants (S1) sont récupérés et stockés a 4°C. Les culots subissent une série
de congélations (- 20°C) décongélations, puis repris dans 1 ml de tampon Tris-HCI 0,05M
pH 6,6 suivis d’une deuxieme centrifugation a 6000 rpm pendant 30 minutes a 4°C. 100 pl du
second surnageant (S2) et 100 pl du premier (S1) sont additionnés a 300 ul du substrat
chromogéne O-Dianizidine (0,167 mM O-Dianizidine préparé dans 10 ml de tampon Tris-
HCI10,05M pH 6,6 et 4 mM H;05).

L’activité est évaluée par mesure de I’absorbance a 460 nm aprés une minute. Les

résultats sont exprimés en unité de densité optique (UDO).

- Dosagedel activité de la peroxydase éosinophile:

Le dosage de I’activité de la peroxydase eosinophile (EPO) dans les poumons permet
de mettre en évidence la séquestration des éosinophiles au niveau de I’arbre respiratoire.

Les poumons prélevés aprés les mémes temps choisis pour le dosage de la MPO, sont
homogénéisés dans du tampon Tris HCI (0,05M ; pH 8) —Triton X100 0,1% puis centrifugé et
les surnageant récupérés sont repartis a raison de 50 pl/puits suivi du dépét de 100 pl /puits de
substrat chromogéne (20 mg d’OPD dans 10 ml de tampon Tris HCI-Triton X100 et 20 ul
H,0,). La lecture est réalisée avant et apres une heure d’incubation a 37°C a 490 nm (La

différence entre les deux DO représente I’activité de I’'EPO).
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I1-2-5-2 Etudes des modifications métaboliques induites par le venin d’Androctonus
amoreuxi en absence et en présence destraitements:

Le dosage du lactate Deshydrogénase (LDH) est réalisé au niveau du sérum et de
I’homogénat du foie récupéré apres envenimation des souris par 400 pg/kg du venin d’Aam
en présence et en absence d’immunothérapie.

La LDH catalyse la réaction suivante :

LDH .
Pyruvate + NADH+H" < > L-Lactate + NAD

L’échantillon (20 ul) est additionné a 500 pl du réactif (Substrat de LDH) et laissé incubé 0,5
min a 25°C. La lecture de la densité optique est faite a 0,5; 1,5; 2,5 ; 3,5 min a une longueur
d’onde de 340 nm. L’activité enzymatique de la LDH/ min est déterminé par le calcul de la

différence entre deux DO successives.

L’activité enzymatique de la CPK dans le sérum des souris envenimée avec deux
doses de venin (400 et 900ug/kg) est déterminée en présence et en absence de différents
traitements (fragments F(ab)’,, le Diclofénac, Atropine, Propranolol) par mesure de
I’absorbance a 340 nm qui correspond a I’absorbance maximale de NADPH, H* qui se forme

suite & une cascade de réactions enzymatiques :

. CK e
Créatine phosphate + ADP < > Créatine +ATP
Héxokinase
Glucose  + ATP < »  Glucose 6 phosphate + ADP
Glucose 6 phosphate
Glucose 6 phosphate+ NADP™ < »  Gluconate 6 phosphate+NADPH, H*

Déshydrogénase
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Les échantillons (20 pl) sont mélangés a 500 ul du réactif (Enzymes, Coenzymes, substrat).
L’absorbance est lue a 1, 2, 3 et 4 min. L activité enzymatique de la CPK est déterminée selon
le méme calcul réalisé pour la LDH.

I1-2-5-3 Etude histologique :

Les organes poumons et foie récupérés des souris injectées par les différentes doses du

venin d’Androctonus amoreuxi en présence et en absence des fragments F(ab’) ,, le
Diclofénac, Atropine, Propranolol sont fixés par le formol 4%, pendant 48 h puis préparées
selon le protocole classique des techniques d’histologie (Annexel).
Aprés la solidification de la paraffine, des coupes de 3 pum sont effectuées en utilisant un
microtome. Les rubans obtenus sont étalés sur des lames, séchés une nuit a 64°C, déparaffinés
avec le xyléne, réhydratés par des bains d’alcool (100° a 70°), colorés avec de
I’Hématoxyline-Eosine.

Les observations des tissus ainsi que la prise des photos sont réalisés par un
microscope photonique au grossissement X 40.

|1-2-6 Expression statistique desrésultats

Tous les résultats ont été exprimés en moyenne * écart-type. Une analyse de
comparaison de moyenne selon le test de différence significative honnéte de Tukey a été
effectuée.

Degré de signification :

* P < 0,05 significatif

** P < 0,01 trés significatif

*** P <0.001 hautement significatif
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6 lots de 8 souris

Injection sous cutanée du venin )
d’Androctonus amoreuxi (400 pg/kg) 30min

Administration des

fragments Fab’; (40 mg/kg)
45min, 180 min, 360 min et 1440 min par voie intra péritonéa|e

180 min e! 1440 min

Poumons

bl | 1

Quantification | Dosage Dosage de | | Dosage de Etude histologique Dosage de
du venin des la CPK la LDH e e i la MPO et
d’Aam par cytokines ) I’EPO
ELISA 180 et 1440 min)

sandwich (1) | (@

(1)-Le dosage est réalisé apres 15, 30, 60, 180, 1440 min aprés injection du venin seul

(2)-Les cytokines sont quantifiées en présence du venin seul.

Figure 5: Schéma récapitulatif du Protocole expérimentale de I’envenimation des souris par
la dose sublétale du venin d’Androctonus amoreuxi (400 pg/kg) en absence et en présence
d’immunothérapie.
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Chapitre 11
4 |ots de 4 souris ‘
Injection intra Injection intra Injection intra
musculaire du péritonéale péritoneale du
diclofénac d’atropine propranolol
(40mg/kg) (Img/kg) (0.05mg/ml)
| | |
30 min 30 min 15 min

Injection sous cutanée de la dose sublétale(900 pg/kg) ou la dose létale (2650ug/kg) du venin
d’Androctonus amoreuxi

15 n:1in
Injection intra
péritonéale du
propranolol
(0,05mg/ml)

Foie Poumons

Sérum (3)

| |

Dosage de Etudes histologique Dosage de
la CPK B o délais la MPO et
(Apres les délais de I'EPO

180 et 1440 min)

(3) le dosage est effectué 180 min apres injection de la dose sublétale

Figure 6 : Schéma récapitulatif du Protocole expérimentale de I’envenimation des souris par
deux doses de venin d’Androctonus amoreuxi en absence et en présence traitement.
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Chapitrelll : Résultats et discussion
IIT-1 Préparation des fragments F(ab)’, antivenin d’ Androctonus amoreuxi :

Les fragments F(ab)’, antivenin d’Aam ont été obtenus aprés immunisation des lapins,
précipitation aux sulfate d’ammonium des anticorps et une hydrolyse enzymatique a la pepsine.
L’injection de doses croissantes du venin d’Aam a des lapins selon un calendrier étalé sur 36
jours a permis d’obtenir un plateau de production d’anticorps de 12800 au bout de 29 jours
(Figure 7).

La précipitation du sérum issu de cette immunisation par le sulfate d’ammonium suivi par une
hydrolyse a la pepsine a donné des fragments F(ab’) , d’environ 100 kDa (Figure 8).

Le test ELISA réalisé pour déterminer le titre des IgG précipités et des fragments F(ab’), a
montré que ces deux molécules ont un titre (12800) quasi semblable a celui de I'immunsérum
(Figure 9).

[11-2 Croissement antigénique, venin d’Androctonus amoreuxi et venin d Androctonus
australis hector :

Le dosage par ELISA des fragments F(ab’), anti-Aam sur une microplaque sensibilisée
par le venin d’Aah et I’élution de ces mémes fragments sur une colonne de chromatographie
d’affinité couplé a la Ftox G-50 du venin d’Aah, ont donné respectivement, un titre de 6400 et
un profil chromatographique avec trois pics (anticorps non spécifique, anticorps de moyenne et
de haute affinité ) (Figure 10 et 11).

Ce résultat chromatographique est similaire a celui de Laraba-Djebari et Hammoudi-Triki
(1999) obtenu apres purification des fragments F(ab)’, anti FtoxG-50 du venin d’Aah. Cela
laisse suggérer I’existence d’épitopes communs entre les venins de ces deux scorpions

appartenant a la méme espéce, Androctonus.

IT1-4 Toxicocinétique du venin d’ Androctonus amoreuxi :

Le venin d’Aam est quantifié par ELISA sandwich dans le sérum et le tissu entourant le
site d’injection des souris envenimées par une dose sublétale (400 pg/kg). Les prélevements de
sang et ce tissu sont effectués entre 15 et 1440 min et les concentrations sont déduites d’une
courbe standard de concentration connues de venin d’Aam.

Les résultats obtenus montrent que le venin d’Androctonus amoreuxi est rapidement absorbé du
site d’injection, sa concentration diminue dans le site d’injection et augmente dans le sérum
avec un taux sérigue maximal a 30 min (Figure 12).Ce résultat corrobore avec celui obtenu par
Hammoudi-Triki et ces collaborateurs en 2007 dans I’étude de la toxicocinétique menée sur le

venin d’Androctonus australis hector aprés envenimation des rats.
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Figure 7 : Production des anticorps spécifiques du venin d’Androctonus amoreuxi.
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Figure 8 : Electrophorése sur SDS-PAGE des anticorps effectuée dans les conditions non
réductrices sur un gel de polyacrylamyde a 12,5% et colorée au bleu de coomassie R 250.

La Piste 1 correspond a la migration des marqueurs de poids moléculaires (phosphorylase b 94
kDa ; albumine 67 kDa ; ovalbumine 43 kDa ; anhydrase carbonique 30 kDa ; inhibiteur de la
trypsine 20,1 kDa ; lactaloumine 14,4 kDa).

La piste 2 correspond au fragment F(ab’), anti le venin d’Aam.

36



Chapitre 111 Résultats et Discussion

06 -
0,5
£ .
€04 - ——] 43
o
[=)]
=t
-0
Y03 ={=IgG
£ totaux
=]
S
2 0,2
o F(ab"2
£ (ab’)
0,1 -
o] T T T T T T T T N T ’_‘ T H_li
100 200 400 800 1600 3200 6400 12800 25600 51200 102400

Inverse des dilutions

Figure 9 : Détermination des titres en anticorps des différentes préparations sériques par
ELISA simple.
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Figure 10 : Détermination du titre des F(ab”), sur microplaque sensibilisée par le venin d’Aah
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Figure 11 : Purification des fragments F(ab”), (100 UDO) par chromatographie d’affinité sur
colonne (1 x 5 cm) de Sepharose CL-4B activée par le BrCN et couplée au venin.
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Figure 12: Biodistribution du venin d’Aam du site d’injection vers le milieu vasculaire.
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I11-5 Physiopathologie d’ envenimation par Androctonus amoreuxi :

L’injection de trois doses du venin d’Aam induit une symptomatologie dose dépendante, seules
les fortes doses de venin ont provoqué des symptémes clinique d’une envenimation sévere, une
paralysie des membres postérieurs est observée chez les souris envenimées par la dose
sublétale (900 pg/kg), I’administration de la dose létale a induit en plus de ce symptéme, une
hyper salivation, une diarrhée et les souris sont morte apres 20 minutes. Les mémes symptomes
ont été observés suite a I’injection de la fraction FII de venin de Tityus descripans a des souris
(D’suze et al., 1995).

Le prétraitement des souris par le diclofénac (40 mg/kg injecté par voie intramusculaire,
30 min avant le venin) ou le propranolol (0,1 mg /kg administrés par voie intrapéritonéale) n’a
pas pu inhiber ces symptomes et les souris sont mortes aprés 70 et 35 min respectivement. Le
prétraitement des souris par I’atropine (1 mg/kg injecté 30 min avant le venin par voie intra
peritonéale) a permis une augmentation Iégere de la mobilité des souris et inhiber les troubles
digestifs. Les souris ont survecu pendant 90 min.

La détermination de I’index pulmonaire des souris envenimées par la dose létale du
venin d’Aam seul ou en présence du diclofénac ou I’atropine ou du propranolol a permis de
montré qu’il n y a aucune différence (p > 0.05) entre I’index pulmonaire des souris témoins
injectées par (le NaCl 0.9%, le diclofénac, I’atropine, le propranolol) et les souris envenimées
par le venin seul ou prétraitées avec le diclofénac ou le propranolol. Par contre, I’injection de
I’atropine suivie de I’envenimation des animaux induit une augmentation significative (p<0.05)
de I’index pulmonaire (Figure 13).

Le Diclofénac est un anti-inflammatoire non stéroidien inhibiteur de la voie des cyclo
oxygénase. Une étude pharmacologique réalisée par Capone et ces collaborateurs (2007) a
classé cet anti-inflammatoire classique avec les inhibiteurs de la voie Cox 2 contrairement a
I’iboprofén classé avec les anti-inflammatoires classiques capables d’inhiber les voies des deux
iso enzymes de la Cox.

L’atropine est un antagoniste compétitif des récepteurs muscariniques de
I’acétylcholine, de ce fait elle s’oppose aux effets de la bradycardie induite par ce
neurotransmetteur, a une action anti spasmodique au niveau des fibres musculaire lisse du tube
digestif et des voies biliaires, ralenti la vidange gastrique et diminue les secrétions gastriques,
salivaires et lacrymales. Sur le systéme respiratoire, I’atropine provoque une broncho-dilatation
et diminue les secrétions du pharynx et des bronches. Elle est éliminée rapidement de
I’organisme (100% en 12 h) (Schorderet et al., 1992 ; Dorosz, 1994).
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Le propranolol est un antagoniste non sélectif des récepteur adrénergique s, il a une
demi-vie de 4 a 6 h, il diminue la fréquence cardiaque par dépression de I’automatisme du
nceud sinusale, ralentissement de la conduction dans le nceud auriculo ventriculaire et réduit la
contractilité myocardique entrainant ainsi une diminution du travail du ventricule gauche et
une réduction du débit cardiaque (Dorosz, 1994 ; Hellali, 1994 ; Meunier et Schvaloff, 1999).

II1-5-1 Analyse du processusinflammatoir e induit par le venin d’ Androctonus amoreuxi

Les cytokines pro-inflammatoires (IL1-p et IL6) et les cytokines de la voie Thl (IFNy et
I’IL12) ainsi que I’'IL10 une cytokine de la voie T régulatrice (T reg) sont dosées dans le sérum
apres 45, 180, 360 et 1440 min de I’envenimation des souris avec une dose sublétale (400
pag/kg). Les résultats obtenus montrent une augmentation précoce et hautement significative du
taux sérique d’IL1-B et d’IL6 dans un délai de 45 min, avec une ré augmentation trés
significative (p<0.01) d’IL6 apres 1440 min d’envenimation (Figure 14 et 15).

Les travaux réalisés par notre équipe ont montré une élévation sériqgue monophasique d’IL1
avec un pic a 60 min et d’IL6 a 90 min suite a I’envenimation des souris avec une dose
sublétale du venin d’Aah (Adi-Bessalem et al., 2008).

Parallelement & la production des cytokines pro-inflammatoires, le venin d’Aam a induit
la synthése des cytokines de la voie Thl (L’IL12 et I'IFNy). Deux pics symétriques apres 45 et
360 min pour I’IL12 et une élévation apres un délai de 45 min et 1440 min d’envenimation
pour 'IFNy (Figure 16 et 17).

La cinétique de I’IFNy suite a I’envenimation des rats par une dose sublétale du venin d’Aah, a
montré un taux maximal a 120 min et des taux indétectables apres 45 et 1440 min (Mouhoub,
2007).

L’IL12 et 'IFNy sont deux cytokines dimériques. L’IL12 est principalement secrétée
par les cellules phagocytaires, sa principale fonction apparait d’étre I’induction de la
production d’IFNy par les lymphocytes T et NK (Natural killer). L’IFNy augmente la
prolifération des cellules B, [Iactivité bactéricide et anti-tumorale des monocytes
/macrophages, I’expression du récepteurs Fc sur les monocycles et les molécules HLA de
classe II sur de nombreux types cellulaires et I’augmentation I’activité des NK (O’Garra et al.,
1988 ;Trinchierie, 1995).

Par ailleurs la quantification d’IL10 dans le sérum des souris envenimées par le venin
d’Aam a montré une concentration maximale et hautement significative (P<0.001) apres 45 et
360 min (Figure 18). Une augmentation maximale de cette cytokine a été retrouvée dans le
sérum des souris 60 min apres I’injection d’une dose subletale du venin d’Aah (Adi-Bessalem
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et al.,, 2008). L’IL 10 est une cytokine anti-inflammatoire, elle inhibe la libération des
cytokines pro-inflammatoires et I’expression des enzymes comme la COX 2 (Cyclooxygénase
2) et la NOS (NO synthase) impliquées dans la sécrétion des médiateurs inflammatoires
(Noward et O’Garra, 1992).

-Quantification de I’ activité de la M yeloper oxydase

Les Polynucléaires Neutrophiles (PNN) sont des cellules phagocytaires, leur
recrutement est considéré comme un mécanisme important de I'immunité innée.

Quatre catégories de granules ont été identifiées dans les PNN, les granules primaires (ou
azurophiles) caractérisées par la présence de la MPO et du CD63, les granules secondaires
(connues aussi sous le nom de granules spécifiques) dont le contenu inclut la lactoferine et du
CD66b, les granules tertiaires qui contiennent la gélatinase et les vésicules de sécrétion qui
renferment de I’albumine, la phosphatase alcaline et le CD35 (Faushou et Blegaard, 2003).

La MPO est retrouvée également dans les monocytes en concentration plus faible et elle
devient indétectable dans les macrophages (Mathy-Hartert et al., 1996). Son activité permet
d’estimer I’infiltration des polynucléaires neutrophiles dans les sites inflammatoires.

Les variations de I’activité peroxydique de la myélopéroxydase dans les poumons sont
dosées dans les surnageant de poumons des souris ayant recues une dose sublétale (400 pg/Kg)
avant et aprés de traitement spécifique avec les fragments F(ab’), et des souris envenimees
avec une dose sublétale (900 pg/kg) et une dose létale en absence et en présence du diclofénac,
d’atropine ou du propranolol.

Les résultats obtenus ont permis de montrer une infiltration des polynucléaires
neutrophiles maximale & 180 min aprés envenimation des animaux avec une dose de venin de
400ug/ml (9 fois plus que les souris injectées par la NaCl 0.9%) (p <0.001) (Figure 19).

Ce résultat est similaire a celui rapporté par Coelho et collaborateurs (2007), qui ont
montré une élévation progressive de la MPO dans les poumons des souris suite a I’injection
sous cutanée du venin de Tityus serrulatus.

L’injection des fragments F(ab”), aprés envenimation des souris par (400 pg/kg) du
venin d’Aam et le prétraitement par I’atropine ou le diclofénac avant I’injection de 900 pg/kg
ont réduit significativement I’infiltration des PNN dans les poumons. L’atropine semble étre la
molécule la plus efficace dans cette inhibition. Le propranolol par contre a réduit mais d’une

maniére non significative I’infiltration de ce type de polynucleaire. (Figure 19, 20).
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Figure 13 : Index pulmonaire des souris envenimées par la dose létale du venin d’ Androctonus
amoreuxi en présence et en absence de prétraitement
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Figure 14 : Cinétique du dosage d’IL1-B dans le sérum des souris envenimées par une dose

subletale du venin d’Aam (400 pg/kg)
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Figure 15: Cinétique du dosage serique d’IL6 apres une envenimation des souris par 400

pg/kg du venin d’Aam.
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Figure 16 : Cinétique du dosage sérique d’IL12 aprés une envenimation des souris par le venin

d’Aam (400 pg/kg).
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Figure 17 : Cinétique du dosage sérique d’TFNy aprés une envenimation des souris par la dose
sublétale du venin d’Aam (400 pg/kg).
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Figure 18 : Cinétique du dosage sérique d’IL10 aprés une envenimation des souris par le venin
d’Aam (400 pg/kg).
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Figure 19 : Cinétique de dosage de I’activité de la myeloperoxidase (MPQO) dans les poumons

des souris envenimées par la dose sublétale du venin d’Aam (400ug/kg) en présence et en
absence d’immunothérapie.
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Figure 20 : Dosage de I’activité de la myeloperoxidase (MPO) dans les poumons des souris
180 min, apres injection de la dose sublétale du venin d’Aam (900ug/kg) seul ou apreés
prétraitement
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Par contre la séquestration des PNN dans les poumons a augmenté chez les souris
prétraitées par le diclofénac, I’atropine ou le propranolol aprés injection de la dose létale du
venin comparé au venin seul. Cette infiltration inflammatoire peut étre expliquée par la

prolongation de temps de survie des souris par I’atropine et le diclofénac (Figure 21)

-Dosage de la Per oxydase Eosinophile (EPO) :

Les éosinophiles sont des granulocytes impliqués dans la protection de I’organisme
contre les infections parasitaires et jouent un réle important dans la pathogénie de I’ Asthme et
I’Allergie (Gleich et al., 1990).

Ces cellules sont capables de produire et de libérer un grand nombre de molécules
comme, MBP (Protéine Basique Majeur de I’éosinophile), ECP (Protéine cationique de
I’éosinophiles), EPO (Peroxydase de I’éosinophile), les PGs, le PAF, et les cytokines I'IL1a,
I’IL6, I'IL4, PIL5.... (Dubucquoi et Capron,1998; Weller et al., 1994; Lamkhioued et al.,
1996).

L’EPO est une enzyme composée de deux polypeptides de 15 et 55 kDa, possédant un
role dans la formation des dérivés halogénés (toxiques pour les microorganismes) et dans
I’activation des mastocytes, polynucléaires neutrophiles et des macrophages. Cette enzyme
constitue un marqueur pour suivre I’infiltration et la séquestration des éosinophiles.

La peroxydase des eosinophiles est estimée selon la méme cinétique et les mémes
traitements choisi pour le dosage de la MPO. Les resultats obtenus ont montré un passage
progressive des eosinophiles dans le tissu pulmonaire pour atteindre un taux maximal apres
180 min d’envenimation (p <0.01) (Figure 22).

Le venin d’Androctonus australis hector a induit également une infiltration des
éosinophiles dans les poumons des rats mais selon un profil biphasique, un pic a 45 min (1,7
fois plus que le témoin) et un autre pic aprés 1440 min (2,38 fois plus que le témoin)
(Mouhoub 2007).

L’administration des F(ab’), a réduit cette séquestration jusqu’a devenir indétectable a 1440
min (p>0.05) (Figure 22), par contre le diclofénac, I’atropine ou le propranol augmentent
d’une maniére significative I’infiltration de ce type de granulocytes par rapport au venin seul
(Figure 23, 24).
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Figure 21 : Dosage de I’activité de la myeloperoxidase (MPO) dans les poumons des souris
envenimeées par la dose létale du venin d’Aam seul ou apres traitement

48



Chapitre 111 Résultats et Discussion

- [*] it 1
140 - Venin
M Venin+F(ab)'2
120 -
= NS
<
= 100 -
[=]
=
o
= 80 -
-
<
& 60 -
-~
'
=]
z
©
5 40 -
=]
=¥
20 -
o} . . . .

T 45 180 360 14400

Figure 22: Cinétique de dosage de I’activité peroxydase éosinophilique (EPO) dans les
poumons des souris envenimées par la dose subletale du venin d’Aam (400ug/kg) en présence
et en absence d’immunothérapie
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Figure 23 : Dosage de I’activité peroxydase éosinophilique (EPO) dans les poumons des souris
180 min, apres injection de la dose sublétale du venin d’Aam (900ug/kg) seul ou apres
prétraitement
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Figure 24 : Dosage de I’activité peroxydase éosinophilique (EPO) dans les poumons des souris
envenimeées par la dose létale du venin d’Aam en présence et en absence de thérapie
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I11-5-2 Effetsdu venin d’ Aam sur les activités enzymatiquesde LDH et CPK :

La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme a distribution ubiquitaire, son
activité est dosée dans le sérum et le broyat du foie suite a I’envenimation des souris avec 400
pg/kg du venin d’Aam. Une augmentation graduelle avec un taux maximal a 180 min dans le
sérum (p < 0,001) paralléle a une diminution dans le foie ont été observés (p<0.05).

L’administration des fragments F(ab)’, (40 mg/kg), 30 min aprés envenimation des
souris a permis de réduire partiellement le taux sérique de cette enzyme et de prévenir une
partie des cellules hépatiques des Iésions induites par le venin (Figure 25 et 26).

Une augmentation de I’activité de cette enzyme dans le sérum et sa diminution dans le
surnageant de broyat du tissu hépatique été également observée apres injection sous cutanée du
venin d’Androctonus australis hector a des souris (Bessalem et al., 2003).

La créatine phosphokinase (CPK) est une enzyme a distribution plus restreinte que la
LDH. Elle est composée de trois isotypes, CPK-MM dans le muscle squelettique, la CPK-MB
dans le muscle cardiaque et la CPK-BB dans le cerveau.

La quantification de la CPK totale est réalisée dans le sérum des souris apres
envenimation par 400 et 900 pg/kg du venin d’Aam en présence et en absence
d’immunothérapie et de prétraitement par le diclofénac, I’atropine et le propranolol. Les souris
injectées par les doses 400 et 900 mg/kg ont donné respectivement un pourcentage de variation
de 107% et 200%, comparativement aux animaux témoins.

Le traitement des souris envenimées par les fragments F(ab’), a réduit le taux de la
CPK mais d’une maniére non significative (p>0,05) tandis que le prétraitement des souris par
le propranolol avant injection de 900 pg/kg de venin a réduit significativement I’augmentation
de cette enzyme (Figure 27 et 28).

Par ailleurs le traitement des souris par le diclofénac et I’atropine sans le venin
augmente significativement I’activité de cette enzyme et I’injection du venin semble la
potentialiser.

L’augmentation de taux sérique des enzymes et leur diminution dans les organes serait
probablement due a leurs diffusion anormale & partir des organes lésés et le degré de leurs
variation semble étre proportionnel a I’intensité des perturbations tissulaires provoquées par les
venins (Mohamed et al., 1981 ; Corréa et al., 1997).
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Figure 25 : Variation de I’activité enzymatique de LDH dans le sérum de souris envenimées
par la dose sublétale (400ug/kg) du venin d’Aam avant et aprés immunothérapie
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Figure 26 : Variation de I’activité enzymatique de LDH dans le foie de souris envenimées par
la dose sublétale (400ug/kg) du venin d’Aam avant et aprés immunothérapie
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Figure 27: Variation de I’activité enzymatique de la CPK dans le sérum de souris envenimées
par la dose sublétale (400ug/kg) du venin d’Aam avant et apres immunothérapie
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Figure 28 : Variation de I’activité enzymatique de la CPK dans le sérum de souris envenimées
par la dose sublétale (900ug/kg) du venin d’Aam seul ou aprés prétraitement
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I11-5-3 Effet du venin d’ Androctonus amoreuxi sur lesstructurestissulaires en présence et
en absence de traitements:

Une étude histologique est entreprise sur les organes poumon et foie des souris
envenimées avec différentes doses du venin en absence et en présence de traitement spécifique
et non spécifique pour rendre compte des modifications tissulaires et comprendre le mécanisme
de leurs apparition.

L’observation microscopique des poumons a permis de montrer en comparaison aux
alvéoles témoins qui sont délimités par des cloisons fines, les poumons provenant des animaux
envenimeés présentent un envahissement par les cellules inflammatoires de la paroi alvéolaire
d’une maniére dose et temps dépendant (Figure 29, 30).

Ces lésions sont similaires a celles observées aprés injection sous cutanée d’une dose
sublétale (500 pg/kg) du venin d’Aah a des souris (Adi-Bessalem et al., 2008)

L’administration des fragments F(ab’),, 30 min apres le venin a permis de réduire
I’infiltration inflammatoire apres 180 et 1440 min. Le prétraitement des souris par I’atropine, le
diclofénac et le propranolol n’ont pu réduire I’inflammation observée dans le parenchyme
pulmonaire qu’aprés un délai de 180 min. Le traitement qui semble étre le plus efficace a
prévenir cette infiltration leucocytaire est I’atropine (Figure 29 et 30).

Cependant, aprés un délai de 1440 min, une infiltration leucocytaire plus importante que
le venin seul est observée en présence du diclofénac et I’ Atropine. Ces résultats nous laissent
suggérer que ces traitements ont retardé seulement I’effet du venin sur les poumons (Figure
31).

L’injection de la dose létale du venin d’Aam aux animaux entraine une infiltration
inflammatoire, érythrocytaire. Le prétraitement des souris par le diclofénac, I’atropine ou le
propranolol a provoqué une infiltration inflammatoire plus importante que le venin seul et une
accumulation des globules rouge dans les septums interalvéolaire avec une intensité plus
grande en présence de I’atropine (Figure 32).

L’examen microscopique du foie des souris injectées par le NaCl 0,9% a montré des
hépatocytes arrangés d’une maniere radiaire entourant la veine centrale, avec un ou deux
noyaux au centre. L’injection de la dose sublétale de venin d’Aam (400ug/kg) a provoqué une
congestion des vaisseaux, aspect ballonisé des hépatocytes avec la formation de plusieurs
vacuoles perinucleaires (phénomene de dégénérescence hydropique) aprés un délai de 180 min
et une nécrose de certains hépatocytes (les noyaux de ces cellules sont soit absent, Caryolyse ;
soit de petite taille, picnose) apres 1440 min d’envenimation (Figure 33).
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Ces modifications dans les hépatocytes ont été également rapportées aprés une
envenimation des souris avec le venin d’Androctonus australis hector (Bessalem et al., 2003)

L’immunothérapie ne semble réduire que partiellement les lésions provoquées par le
venin (Figure 33).

L’injection des souris par 900 pg/kg du venin d’Aam induit une nécrose plus
prononcée que la dose 400 pg/kg. L’administration de I’atropine retarde ces effets car
I’observation microscopique du foie aprés un délai de 1440 min montre des hépatocytes
turgescents avec plusieurs vacuoles, des altérations tissulaires observées 180 min apres
I’injection du venin seul. Le diclofénac diminue partiellement les modifications provoquées par
le venin et le propranolol administré avant le venin semble induire plus de Iésions que le venin
seul (Figure 34).

D’autre part I’étude anatomopathologique du foie des souris injectées par la dose létale
montre, une congestion des espaces sinusoidaux, une nécrose de quelques cellules
hépatocytaires, présence des érythrocytes et des cellules inflammatoires entre les cellules du
foie (Figure 35).

La nécrose est moindre dans le parenchyme hépatique des souris envenimées et
prétraitées par I’atropine, le diclofénac et elle est plus importante dans le foie des souris
prétraitées par le propranolol (Figure 35).
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Souris envenimée pendant 180 min Souris envenimee + F(ab”), pendant
180 min

Souris envenimée + F(ab’), pendant
1440 min.

Figure 29 : Effet du venin d’Aam (400 pg/kg) sur le parenchyme pulmonaire en présence et en

absence d’immunothérapie (HE, GX40)
A Alvéole, Ci: Cellule inflammatoire, Ep : Epaississement des cloisons inter alvéolaires,

Ohem : (Edéme hémorragique. Vs : vaisseau sanguin.

mee pendant'1440 min

Souris enveni
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Propranolol+ Venin.

Atropine+ Venin.

Figure 30 : Effet du venin d’Aam (900 pg/kg) sur le parenchyme pulmonaire pendant 180 min

en présence et en absence de traitement (HE, G X40)
A Alvéole, Ci: Cellule inflammatoire, Ep : Epaississement des cloisons inter alvéolaires,

Ohem : (Edéme hémorragique, Vs : vaisseau sanguin.
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I AT

Atropine+ Venin.

Propranolol+ Venin.

Figure 31 : Effet du venin d’Aam (900 pg/kg) sur le parenchyme pulmonaire pendant 1440
min en présence et en absence de traitement (HE, GX40).
A Alvéole, Ci: Cellule inflammatoire, Ep : Epaississement des cloisons inter alvéolaires,

Ohem : (Edéme hémorragique, Vs : vaisseau sanguin.
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Propranolol+Venin

.

Atropine+ Venin

Figure 32 : Effet du venin d’Aam (dose létale) sur le parenchyme pulmonaire en présence et en

absence de traitement (HE, GX40)
A Alvéole, Ci: Cellule inflammatoire, Ep : Epaississement des cloisons inter alvéolaires,

Hm : hémorragie, Ohem : Edeme hémorragique, Vs : vaisseau sanguin.
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Souris envenimée avec 400 pg/kg du Souris envenimée avec 400 pg/kg du
venin d’Aam pendant 1440’ venin d’Aam + F(ab’), pendant 1440’

Figure 33 : Effets du venin d’Aam (400 pg/kg) sur le parenchyme hépatique en présence et en
absence d’immunothérapie (HE, GX40)
Nc :Nécrose, Np :Noyau picnotique,V :Vacuole,VCL : Veine Centro-Lobulaire
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*‘% ov8
el

Souris prétraitée par le diclofénac et Souris prétraitée par I’ atroplne et envenimée
envenimée pendant 1440’ pendant 1440’

Sourls prétraitée par le propranolol et
envenimée pendant 1440’

Figure 34 : Effets du venin d’Aam (900 pug/kg) sur le parenchyme hépatique en présence et en
absence de traitements (HE, GX40)
Ci : Cellule inflammatoire, Nc :Nécrose, Np :Noyau picnotique,V :Vacuole.
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Aropine+ Venin.

Figure 35 : Effets du venin d’Aam (900 pg/kg) sur le parenchyme hépatique en présence et en

absence de traitements (HE, GX40)
Cg: congéstion des espaces sinusoidales, Ci: Cellule inflammatoire, Er: Erythrocyte,

Nc :Nécrose, Np :Noyau picnotique.
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Discussion générale:

L’envenimation par les scorpions est une extréme urgence medicale se traduisant par
I’apparition rapide des deésordres hémodynamiques, métaboliques et wune réaction
inflammatoire. Cette rapidité est expliquée par le faible poids moléculaire des neurotoxines
qui rejoignent rapidement leur cible cellulaire.

L'analyse des concentrations de venin par ELISA Sandwich a permis de quantifier le
venin d’Androctonus amoreuxi dans le sérum et le tissu qui entoure le site d’injection. Les
résultats obtenus montre que le venin est absorbé du site d’injection 180 min aprés son
administration par voie s.c. et sa concentration dans le compartiment vasculaire atteint son
maximum (Tmax) a 30 min et décroit progressivement jusqu'a devenir indétectable aprés 360
min d’envenimation. Ce résultat est en accord avec le temps de concentration maximale
(Tmax) court de 30 min retrouvé pour les venins de Tityus serrulatus et Androctonus
mauritanicus mauritanicus (Revelo et al., 1996, El Hafny et al., 2002), de 30-60 min pour
Buthus occitanus tenutanus (Krifi et al.,2001) et 20 min pour Androctonus australis hector
(Hammoudi-Triki et al., 2007).

La réponse inflammatoire est un processus physiologique de défense de I’organisme
contre une agression extérieure. Certaines cytokines jouent un roOle essentiel dans
I’orchestration des mecanismes qui contribuent a la mise en place d’une réaction
inflammatoire. Ces cytokines peuvent agir soit directement, soit étre a I’origine d’une
production en cascade d’autres médiateurs essentiels a I’enclenchement et a I’entretien d’un
état inflammatoire. D’autres acteurs sont produits pour limiter la production des cytokines
pro-inflammatoires ou en contrecarrer les effets délétéres. Ces agents anti-inflammatoires sont
constitués par des cytokines, des agonistes de récepteurs, des formes solubles de récepteurs
pour les cytokines pro-inflammatoires. Une réponse harmonieuse sous-entend un équilibre
réussi entre les cytokines pro-inflammatoires et les facteurs chargés d’en limiter I’action
(Cavaillon, 1995).

L’IL1-B a des actions sur le systeme nerveux central (induction de fievre, somnolence,
anorexie), les hépatocytes (synthése des protéines de la phase aigu de I’inflammation), les
cellules endothéliales et musculaires lisses (sécrétion d’IL6 et des chimiokines), (Descamps —
Latscha et Witko — Sarsat, 1996 ; Fradilizi et Théze, 1998).

L’IL6 comme d’autres cytokines produites localement (TNF o et IL1) peut regagner la
circulation générale et déclencher des effets régionaux (sécrétion hépatocytaire des protéines

de la phase aigue) et généraux (induction de la fievre) (Fradelizi et Théze, 1998).
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La production excessive des cytokines pro-inflammatoires peut contribuer
significativement a I’exacerbation de plusieurs pathologies. En effet I’'IL1J3 et le TNF a ont
été mis en évidence dans les lavages bronchoalvéolaires des malades ayant le syndrome de
détresse respiratoire aigue (SDRA) (Park et al., 2001 ; Goodman et al, 2003). Des taux élevés
d’IL6 ont été retrouvés dans le sérum des patients souffrant de lupus érythémateux (Elsasser
et Von Kleist, 1993).

L’envenimation des souris avec une dose sublétale du venin d’Aam a induit une
augmentation dans le taux sérique des cytokines pro-inflammatoire IL1-p et I’IL6. Des
concentrations importantes de ces cytokines ont été également retrouvées suite a I’injection
des venins de Tityus discrepans, Centruroides noxius et Androctonus australis hector a des
animaux (D’suze et al., 1999; Petrecevich, 2006 ; Adi-Bessalem et al, 2008) et chez les
patients piqués accidentellement par les scorpions (Barbouche et al., 1996 ; Sofer et al.,
1996 ; Meki et Mohey El Dean, 1998 ; D’suze et al., 2003 ; Fukuhara et al., 2003 ;
Hammoudi-Triki, 2004 ; Abd El Haleem et al., 2006 )

Les travaux de Meki et Mohey El Dean (1998) ainsi que ceux de Fukuhara et
collaborateurs (2003) ont montré une corrélation positive entre la sévérité de I’envenimation
et le taux plasmatique de ces cytokines pro-inflammatoires.

En plus des cytokines pro-inflammatoires le venin d’Aam a provoqué chez les souris
une élévation dans le taux sérique des cytokines de la voie Thl (IL12 et IFNy) et de la
cytokine anti-inflammatoire I’1L10.

Des taux élevés d’IFNy ont été également retrouves dans le sérum des animaux
envenimés par Centroides noxius et Androctonus australis hector (Petrecevich, 2006 ;
Mohoub, 2007).

La concentration élevée d’IL10 dans le liquide broncho pulmonaire est associée a une
augmentation du taux de survie des malades présentant un SDRA (Chevrolet et al, 2004).
L’élévation de cette cytokine suite a I’envenimation pourrait se révéler étre une alternative
pour contrecarrer I’inflammation et rétablir I’hnoméostasie.

L’inflammation pulmonaire peut-étre observée dans plusieurs conditions
pathologiques parmi ses caractéristiques, le passage excessif des cellules inflammatoires. Les
proportions respectives de ces cellules peuvent varier énormément selon la nature de I’argent
causal de I’inflammation. En effet I’intensité du syndrome obstructif dans I’asthme est corrélé
avec une infiltration des éosinophiles alors que les lésions pulmonaires observées dans le
syndrome de détresse respiratoire aigue sont dues principalement aux polynucléaires
neutrophiles (Wilson et al., 1992 ; Dubucquoi et Capron, 1998). Dans I’envenimation
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scorpionique, I’examen microscopique des poumons des animaux envenimés par le venin de
Tityus discripans et d’Androctonus australis hector a relevé une infiltration sévére des
polynucléaires neutrophiles, un dépdt de fibrine abondant, un cedéme diffus, une rupture
occasionnelle des septa alvéolaires (D’suze et al., 2004 , 2007 ; Adi-Bessalem et al., 2008).
Le dépot de fibrine est relié a I’endroit de séquestration des neutrophiles et le prétraitement
des souris par le Benzydamine, qui affecte les voies d’activation des leucocytes impliqués
dans la production des cytokines pro-inflammatoire et des agents chimiotactiques a pu
minimiser la condensation de la fibrine (D’suze et al., 2007).

Notre étude anatomopathologique réalisée sur I’organe du poumon a montré une
infiltration leucocytaire, maximale et proportionnelle a la dose du venin injecté & 180 min. Le
prétraitement des souris avec I’atropine, le diclofénac, le propranol avant I’injection du venin
a induit une diminution de cette infiltration. Le traitement qui semble étre le plus efficace a
réduire I’infiltration inflammatoire est I’atropine.

En parallele a I’étude histologique, le processus de séquestration des polynucléaires
neutrophiles dans les poumons révélé par le dosage de la MPO, a montré un pic a 180 min Le
pré-traitement des animaux par I’atropine et le diclofénac a permis I’inhibition de I’infiltration
de cette population cellulaire.

Il est bien établi que les antimuscariniques sont capables de produire une broncho
dilation et une diminution des sécrétions du systéeme respiratoire. D’aprés les résultats
obtenus, I’atropine en plus de ces effets, elle inhibe partiellement [I’infiltration des
polynucléaires neutrophiles. Le passage des PNN dans les poumons semble étre d au moins
en partie, a la libération de I’acétylcholine et sa fixation sur ses récepteurs muscariniques.

L’observation microscopique du poumon et le dosage de la MPO ont montré
également que I’administration du diclofénac qui est un anti inflammatoire non stéroidien a
réduit partiellement I’infiltration des PNN.

Selon Abramson et Weissman (1989), I’inhibition de la migration, I’adhésion et la
fonction des neutrophiles par les anti-inflammatoires se fait probablement par I’inhibition
d’un processus indépendant de leur capacité a inhiber la synthése des prostaglandines. L’effet
des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sur P’infiltration des leucocytes est due
probablement & I’inhibition de libération du TNFa (Bednarek et al., 1999). En effet cette
cytokine avec I’lL-1 provoque la libération de I'IL6 et des chimokines par les cellules
endothéliales et musculaires lisses des capillaires, et induisent I’expression de molécules
d’adhésion comme ICAM-1 (Intercellulaire Adhesion Molecul) et VCAM-1 (Vascular
Intercellular Adhesion Molecul) sur les cellules endothéliales qui se lient avec une grande

65



Discussion Générale

affinité a leurs récepteurs retrouvés sur les leucocytes, Leucocyte Fonction Antigen-1 (LFA-
1) et Very Late Antigen-4 (VLA-4) respectivement I’interaction de ces molécules d’adhésion
arréte le rolling des leucocytes et induit une liaison serrée des leucocytes permettant leur
glissement entre les cellules endothéliales pour rejoindre ainsi le tissu enflammé (Voronov et
al., 1996 ; Fradelizi et Theze, 1998).

Pareillement a I’infiltration des polynucléaire neutrophiles dans les poumons, la
cinétique de variation de I’activité peroxydique des eosinophiles aprés injections de 400 pg/kg
de venin d’Aam aux souris a montré un profile monophasique avec un pic a 180 min
d’envenimation.

Les résultats de Mouhoub (2007) ont montré que I’envenimation des rats avec
Androctonus australis hector induit une infiltration eosinophilique de type biphasique, un pic
apres 120 et I’autre aprés 1440 min.

Le prétraitement des souris avec I’atropine ou le propranolol avant injection de 900
pg/kg du venin d’Aam induit une augmentation (sur tout avec I’atropine) de I’infiltration des
esosinophiles dans les poumons. Ces résultats laissent suggérer que le venin d’Aam a induit la
libération de I’acétylcholine qui via ces récepteurs muscariniques a provoqué une voie
d’inhibition de I’infiltration des éosinophiles.

Parallelement au déclenchement d’une réaction inflammatoire, I’envenimation
expérimentale que nous avons réalisée chez les souris avec les deux doses de venin d’Aam
(400 et 900 pg/kg) a montré d’une part une augmentation graduelle de I’activité de la CPK
avec un pic a 180 min et d’autre part une proportionnalité entre la dose du venin et le taux de
I’enzyme sérique. Une élévation de I’activité sérique de cette enzyme a été également
rapportée suite a I’envenimation des animaux par le venin de Tityus serrulatus ou de sa toxine
majoritaire TSTXI (Correé et al., 1997), d’Androctonus australis hector (Bessalem et al.,
2003) et chez les patients envenimés accidentellement par Tityus serrulatus (Hering et al,
1993), Tityus trinitatis (Daisley et al, 1999), Androctonus crassicauda (Ismail et al.,1997),
Buthus occtinus et Leiurus quinquestiriatus (Meki et al., 2003).

L’administration de I’atropine ou le diclofénac, aux souris, 30 min avant le venin (900
pg/kg) n’a pas réduit le taux de la CPK mais au contraire elle a potentialisé I’effet du venin.,
Le seul traitement qui semble étre efficace a inhiber I’augmentation de la CPK est la
propranolol, antagoniste non sélectif des récepteurs 3 adrénergiques.

L’augmentation de la CPK dans le sérum peut étre expliqué par des lésions du
myocarde et sa prévention par le propranolol laisse suggérer que cette €lévation n’est pas due

a I’action direct du venin sur les cellules mais via la libération des catécholamines. Ce résultat
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corrobore avec d’autres travaux qui ont montré que les manifestations cardiovasculaires du
venin scorpionique et les Iésions tissulaires sont liées aux taux élevés des catécholamines
libérés suite a une stimulation du systéme nerveux sympathique par les constituants du venin
(Choudury et Granguly, 1978 ; Gueron et al., 1980 ; Bawaskar, 1982; Murthy et Vakil, 1988;
Bawaskar et Bawaskar, 1989, Zegal et al., 2000 ; Nouira et al., 2005).

L’élévation de la CPK dans le sérum des souris envenimées et prétraitées par
I’atropine peut étre expliquée par I’augmentation de la fréquence cardiaque par I’antagonisme
des récepteurs muscariniques retrouvé dans le myocarde. En effet la sollicitation des
récepteurs muscariniques M2 cardiaques par I’acétylcholine entraine plusieurs effets parmi
lesquelles, une diminution du rythme cardiaque, une diminution dans la contraction cardiaque,
une vasodilatation ... (Meunier et Schvaloff, 1999)

L’effet du diclofénac sur le taux de la CPK est probablement du au moins en partie par
I’action de cet AINS sur le systéme cardiovasculaire. Deux hypothéses ont été émises pour
expliquer I’augmentation de la fréquence des infarctus de myocarde chez les patients traités
avec le diclofénac et celecoxib (AINS sélectif de Cox2) ; la premiére hypothése est I’élévation
de la pression artérielle suite a un déséquilibre de synthése entre les prostaglandines
vasodilatatrices issues de la voie COX2 et les prostaglandines vasoconstrictrices issues de la
COX 1 et la deuxiéme hypothese est la thrombose (MC Adam et al., 1999 ; Anderson et al.,
2006; Rodriguez et al., 2005).

En plus de la diffusion de la CPK dans le sérum, Le venin d’Aam provoque également
une augmentation du taux sérique de lactate déshydrogénase (LDH) et une diminution de sa
concentration dans le foie. La LDH étant une enzyme ubiquitaire, une partie de cet enzyme
retrouvée dans le compartiment vasculaire provient des altérations du foie. En effet,
I’observation microscopique de cet organe aprés injection des doses du venin (400 et 900
pg/kg) a montré une dégénérescence hydropique et une nécrose des cellules hépatiques
proportionnelles a la dose du venin injecté. Ces modifications ont été également décrites par
plusieurs auteurs aprés envenimation expérimentale par le venin de Lelurus quinquestriatus,
Buthus occitanus, Tityus serrulatus et Androctonus australis hector (Berte et Atkis, 1961 ;
Mohamed et al., 1978 ; Correa et al., 1997, Bessalem et al., 2003).

En générale I’aspect hydropique ou vacuolaire des cellules est due a des modifications
profondes de la pression osmotique intracellulaire dont le mécanisme est complexe (pH,
teneur en sels, dégradation de la membrane cytoplasmique) (Diebold et al., 1991).

L’hypothése qui a été donnée pour expliquer la dégénérescence hydropique dans

I’envenimation est que le venin cause I’influx du Calcium qui active les phospholipases
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responsable de I’hydrolyse des phospholipides membranaires conduisant ainsi a I’influx de
I’eau et/ou a la présence des phospholipase au niveau du venin (Bertk et Atkins, 1961 ;
Mohamed et al., 1978).

Les coupes histologiques du foie 1440 min aprés envenimation des souris en présence
du propranolol ont montré une aggravation des Iésions produites par le venin. Toutefois le
prétraitement par I’atropine a montré une image semblable & celle observée avec le venin, 180
min aprés son administration. Ces résultats nous laissent suggérer que le venin d’Aam a induit
la libération de I’Ach qui une fois fixé sur ses récepteurs muscariniques a provoqué une
dégénérescence hydropique suivie par une nécrose des cellules hépatiques.

L’immunothérapie est le seul traitement spécifique de I’envenimation scorpionique.
Elle consiste a administrer des fragments F(ab”), obtenu par hydrolyse a la pepsine des 1gG
récupérés a partir des chevaux hyperimmunisés avec le venin.

Dans notre étude, les fragments F(ab”), spécifiques du venin d’Aam administrés par
voie intrapéritonéale, 30 min apres envenimation des souris par le venin d’Aam ont montre
une neutralisation partielle de toutes les modifications physiologiques. La concentration des
anticorps injectés aux animaux semble incapable de produire une neutralisation totale des
altérations. Les travaux rapportés par Ismail en 1995 ont montré que de fortes doses
d’antivenin (5-20 ml comparé a 0,5-1ml) réduisent la mortalité causée par le venin
d’Androctonus crassicauda de 4-6,8% a moins de 0.05%.

Contrairement a la dose sublétale du venin d’Aam (400 pg/kg) qui n’a induit aucun
symptdme, L’injection d’une dose létale a provoqué dans un délai rapide (environ 20 min),
une paralysie des membres postérieurs, une hypersalivation et une diarrhée. Ces symptdmes
ont été déja décrits dans les cas d’envenimation accidentelles graves (Ramanesh, 1990,
Goyffon, 1982 ; Neale, 1990 ; EI Amin, 1992 ; Hering et al, 1993).

La diminution de la mobilité a été également observée chez les souris injectées par la
fraction TFII de Tityus discrepans. Cette fraction a provoqué indirectement une dépolarisation
des fibres du muscle squelettique de grenouille. D’autre part I'utilisation des inhibiteurs de
I’acétylcholinestérase induit des fasciculations (Contractions isolées involontaires et
anarchiques n’aboutissant jamais a un mouvement) (D’suze et al., 1995; Meunier et
Schvaloff, 1999). Ces observations nous laissent suggérer que le venin d’Aam a réduit la
mobilité des souris via une dépolarisation des muscles squelettiques par la libération accrue de
I’acétylcholine.

Le prétraitement par I’atropine a permis d’inhiber la diarrhée et d’augmenter

Iégerement la mobilité des animaux. L’administration du diclofénac et le propranol n’a inhibé
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aucun des symptomes observés en présence du venin seul. L’inhibition de la diarrhée par
I’atropine corréle avec les données pharmacologiques qui ont montré que I’augmentation du
tonus et du péristaltisme intestinale est bien contr6lée par I’atropine et que de nombreuses
préparations antidiarrhéiques et antispasmodiques contiennent des antimuscariniques seuls ou
en association (Schorderet et al., 1992).

L’incapacité de I’atropine a inhiber I’hypersalivation corrobore avec les résultats
d’Andrade et ces collaborateurs (1981) qui ont montré que ce symptdme observé dans
I’envenimation scorpionique est secondaire a la stimulation des récepteurs cholinergiques et
adrénergiques des glandes salivaires.

L’injection de la dose Iétale du venin a induit la morts des souris 20 min aprés son
administration et leur prétraitement par I’atropine ou le diclofénac a prolongé le de temps de
survie. Ces résultats sont similaires a ceux retrouvés par Ismail et ces collaborateurs
(1992).En effet, le prétraitement des rats par administration de I’atropine ou I’indométacine,
un anti-inflammatoire non stéroidien avant injection du venin de Leiurus quinquistriatus
prolonge le temps de survie de ces rats.

Le détermination de I’index pulmonaire des souris envenimées par la dose létale du
venin d’Aam seul ou aprés administration de I’atropine, le diclofénac ou le propranolol a
permis de montrer que la dose du venin injectée ne modifie cet index que chez les souris
prétraité par I’atropine.

L’observation microscopique de ces poumons (venin + atropine) ainsi que les
poumons des souris envenimés et prétraité par le diclofénac et le propranolol a montré une
infiltration leucocytaire et érythrocytaire plus importante en présence de [I’atropine.
L’injection du venin seul provoque seulement un infiltrat inflammatoire et quelques zones
hémorragiques. L’élévation de I’index pulmonaire chez les souris envenimés et prétraitées par
I’atropine peut étre expliquée au moins en partie par I’augmentation accrue des erythrocytes,
et de la pression sanguine dans les artéres pulmonaires, secondaire a une élévation de la
fréquence cardiaque. En effet une augmentation de la pression artérielle et de la fréquence
cardiaque a été déja observée aprés administration de I’atropine a des chien envenimés par
Lelurus quinquestriatus (Gueron et al., 1980)

L’infiltration érythrocytaire observée au niveau du parenchyme pulmonaire de souris
prétraitée par le diclofénac est probablement due a une augmentation de la tension artérielle
suite a I’inhibition de la libération des Prostaglandines. Ismail et ses collaborateurs (1990) ont
suggéré que I’hypotension terminale résistante aux agents hypertenseur observé chez les
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enfants piqués par le scorpion est la résultante de la libération des prostaglandines et/ou des
Kinines.

Parallelement a I’étude histologique des poumons, le dosage de I’activité de la
myéloperoxidase (MPO), un marqueur de I’infiltration des polynucléaires neutrophiles, a
montré des taux tres élevés de ces polynucléaires dans les poumons des souris prétraitées par
I’atropine et le diclofénac comparés aux souris injectées par le venin seul. Cela peut étre
expliqué par le temps de survie qui est plus long chez les souris prétraitées par I’atropine.

Par ailleurs le taux des polynucléaires neutrophiles retrouvé dans les poumons des
souris prétraité par le propranolol est plus important que celui retrouvé dans les poumons de
celles prétraitées par le diclofénac malgré que ce dernier ait prolongé le temps de survie des
souris, plus que le premier. Ceci pourrait étre expliqué par une inhibition de I’infiltration des
polynucléaires neutrophiles par le diclofénac.

L’estimation de [Iinfiltration des polynucléaires éosinophiles par le dosage de
I’activité de leur peroxydase a montré une infiltration accrue de ces cellules dans les poumons
prélevés de souris prétraitée par I’atropine par rapport aux souris injectés par le venin seul. Ce
résultat est probablement due au le temps de survie et a I’existence d’une inhibition de
I’infiltration de ce type de polynucléaires via les récepteurs muscariniques de I’acétyle
choline.

L’observation microscopique du foie des souris envenimées par la dose létale du venin
d’Aam a montré une nécrose hépatocytaire, une infiltration inflammatoire et érythrocytaire
Ces effets ont diminué dans le foie des souris prétraitées par I’atropine et le diclofénac Cela
nous pousse a suggeérer que les lésions induites par le venin d’Aam au niveau du parenchyme
hépatique sont dues a la libération de I’acétylcholine et/ou des médiateurs inflammatoires

dont la libération est inhibée par le diclofénac, un anti inflammatoire non stéroidiens.

70



Discussion Générale

L’ensemble des résultats nous pousse a donner plusieurs suggestions parmi lesquelles:

- Le venin d’Androctonus amoreuxi via la fixation des ses neurotoxines sur les
canaux ioniques a provoqué une libération mixte des neurotransmetteurs
(acétylcholine et les catécholamines), I’acétylcholine a induit une diarrhée, une
augmentation de la sécrétion salivaire, une paralysie des membres postérieurs, une
élévation de la séquestration des polynucléaires neutrophiles, une diminution du
I’infiltration des polynucléaires éosinophiles dans les poumons, une nécrose des
cellules hépatiques. Les catécholamines ont provoqué une augmentation de la CPK
sérique et une inhibition de la séquestration des polynucléaires éosinophiles.

- Les médiateurs de I’'inflammation participes partiellement a la nécrose des
hépatocytes provoquée par le venin.

- L’augmentation des PNN dans les poumons est expliquée au moins en partie a la
libération de TNFo.

- Une partie de LDH retrouvée dans le sérum suite a une envenimation scorpionique

est due aux lésions du tissu hépatique.
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Conclusion et perspectives

Notre contribution dans ce travail a consisté a montrer les effets du différentes doses
du venin d’Androctonus amoreuxi (deux doses sublétale et une dose létale) sur les variations
physiopathologiques (inflammatoire, métabolique et histopathologique) aprés sa distribution
du site d’injection vers le milieu vasculaire en présence et en absence d’un traitement
antivenimeux spécifique et des traitements non spécifiques (diclofénac, atropine et
propranolol).

Les résultats obtenus ont clairement montré une résorption rapide du venin d’Aam du
site d’injection vers le compartiment vasculaire et le déclenchement rapide d’une réponse
inflammatoire. En effet la détermination de la concentration sérique des cytokines, I3 IL6,
IL10, IL12 et TFNy et de ’activié de la MPO et de I’EPO dans les poumons ont permis de
montrer une augmentation des taux sériques des cytokines 45 min apres envenimation des
animaux, et une infiltration des polynucléaires neutrophiles et éosinophiles temps et dose
dépendantes. Par ailleurs, le dosage des activités de la LDH et la CK sériques a montré une
élévation anormale de leurs concentrations aprés leurs libérations dans le milieu vasculaire.
L’observation des coupes histologiques apres administration de venin d’Aam a révélé des
Iésions tissulaires se traduisant au niveau du parenchyme pulmonaire par une infiltration des
cellules inflammatoires, des cedémes hémorragiques et au niveau du parenchyme hépatique
par une dégénérescence hydropique et une nécrose cellulaire.

Le prétraitement des souris par le diclofénac ou I’atropine ou le propranolol et
I’administration des fragments F(ab’), (injectés 30 min apres le venin) ont permis de montrer

une réduction de certains perturbations physiologiques y compris I’inflammation pulmonaire.

En perspective, il serait intéressant :

- Drutiliser d’autres antagonistes des récepteurs de neurotransmetteurs et leur
implication dans I’inflammation provoquée par le venin de scorpion afin
d’expliquer le Cross-Talk, Systéeme nerveux- Systeme immunitaire existant dans la
pathogénie scorpionique.

- De réaliser une étude histopathologique sur d’autres organes, associée a une étude

immunohistochimique pour montrer les sites de fixation du venin sur les organes.
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Annexe

Annexe 1
Etude histologique :
L’étude histologique a été réalisée en plusieurs étapes :
Fixation des organes:
L’intérét de cette étape est de conserver les structures tissulaires, et garder les cellules
aussi proches que possible a I’état vivant.
Les organes poumons et foie sont mis dans le fixateur, formol 4%, pendant 48h.
Déshydratation :
La déshydratation des pieces se fait par immersion des organes dans des bains
d’alcool de degré croissant (70°,90°,100°), elle est suivi par trois bains de xyléne (10
a 15 min pour chaque bain).
Imprégnation et confection des blocs de paraffine :
Les organes sont imprégnés a 64°C dans un bain de paraffine pendant 24h.
Apres ils sont mis dans une paraffine contenu dans une moule et une fois la paraffine
est durci les blocs sont placés a -20°C.
Réalisation, Dépar affinage et hydratation des coupes:
Des coupes de 3um d’épaisseur sont étalées sur des lames en verre puis mises dans
I’étuve a 64°C. Apres 24h, les lames sont plongées dans le Xylene, puis dans et les
bains d’alcool afin de réhydrater les coupes.
Coloration et redéshydratation :
Les coupes sont colorées par la méthode Hématoxyline-Eosine.
L’ hématoxyline est un colorant basique, colore toute structure acide en bleu violacé ;
les noyaux, les ribosomes et RER ont une forte affinité pour ce colorant.
L’ éosine colore les structures basiques en rouge ou en rose.
Un lavage a I’eau courante succede chaque étape de coloration et une fois la
coloration est achevée les coupes sont redésyhidratées par des bains d’alcool de degré
croissant 70° & 100°.
M ontage des coupes :
La fixation des lamelles sur les lames est réalisée avec quelques gouttes d’Eukite

chauffé.
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