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INTRODUCTION



I-INTRODUCTION

Les scorpions appartenant a la famille des Buthidae sont dangereux pour I’homme,
leur venins sont trés toxiques, lorsqu’ils sont inoculés aprés une piglre peuvent entrainer
des manifestations et syndrome neuromusculaire, cardiovasculaire et pulmonaire avancés
parfois mortels (Coutinho-Netto, 1980 ; Ismail, 1980 ; Almeida, 1982).

La caractérisation des venins de scorpions a montré une diversité de leur
composition (enzymes, peptides, nucléotides, lipides, mucoprotéines, amines biogénique et
autres substances inconnus) (Zlotkin et al., 1978), leur toxicité est associee a des
neurotoxines.

Des etudes portent sur des dosages de différents marqueurs caractérisant I’état
physiopathologique aprés envenimation des cas cliniques ou expérimentaux montrent
I’implication de plusieurs médiateurs (neurotransmetteurs, cytokines, Kkinines et des
médiateurs de I’inflammation). Ce qui suggere I’inter-contrdle entre plusieurs systéemes en
particulier le systéme nerveux, le systeme endocrinien et le systeme immunitaire (Nica et
al., 1999 ; D’Suze et al., 2003 ; Fukuharaa et al., 2003 ; D’Suze et al., 2004 ; A.Haleem et
al., 2006).

L’activation systémique du complément est une réponse physiopathologique
commune aux perturbations sévéres tel que le choc hémorragique, la septicémie, I’attaque
cérébrale. Les produits d’activation du complément participent aux dommages aigues des
organes. L’usage des inhibiteurs du complément ou des anticorps anti-complément
spécifique protégent les tissus et les organes de leurs effets délétéres (Protor et al., 2006 ;
Mollnes,2006 ; Arumugam et al., 2008 ; Engberg et al., 2009 )

Certains venins de scorpion tel celui de scorpion Tityus serrulatus et sa toxine TsTx |
activent les protéines du complément, par les deux voies, classique et alterne en deux
phases (Bertazzi et al., 2003 ; Bertazzi et al., 2005).

Le dosage sérique de certaines cytokines chez des patients humains envenimes
accidentellement par les scorpions montre I’augmentation importante de I’IL1a, I’IFNy,
I’IL6, IL8, I’IL10, I’'IL4 et le GM-CSF ; I’augmentation de ces cytokines continue méme
aprés 24h. Les cytokines pro inflammatoires (IL1, IL6, IL8) jouent un réle important dans
la pathogénése de certain organes causé par les venins (cedéme pulmonaire, défaillance
cardiaque, agitations psychomoteurs, des lésions tissulaires) en stimulant la libération des
facteurs pro inflammatoires tel que les prostaglandines, les leucotriénes, le PAF et la



production des protéines de la phase aigue. Ces facteurs pro inflammatoires stimulent la
production massive des radicaux libres (NO, H,0;), ces derniers sont tres toxiques pour
les cellules et sont en genérale la cause de lésions tissulaires; les cytokines anti
inflammatoires (IL4,IL10) semblent jouer un r6le dans la régulation de la production de
cytokines pro inflammatoires (Boyle et al 1998 ; Magalhaes et al., 1999 ; Pericevich,
2002 ; Frkaraka et al., 2003 ; D’Suze et al., 2003 ; A.Raheem et al., 2003 ; D’Suze et al.,
2004 ; Pericevich et al., 2006 ; Adi-Bessalem et al., 2008).

Dans le but d’élucider les effets et les modulations de systéme immunitaire apres
une envenimation par le venin de scorpion Androctonus australis hector, ou par ses
toxines, des dosages des taux d’activités de systemes du complément sérique et dans les
organes sont effectuées .Le dosage de certains cytokines dans le foie est effectués en
utilisant des Kits.

Les effets des antagonistes de récepteurs de neurotransmetteurs (atropine et
propranolol) et d’un inhibiteur non spécifigue du complément (I’Aprotinine) sur
I’inflammation induite par le venin d’Aah sont explorés par des dosages de I’activité du

complément et par une étude histologique.






II-GENERALITES
I1-1-Les scorpions et leurs venins

Les scorpions (classe des Arachnide, ordre des scorpionae) appartiennent a un
groupe d’animaux anciens et biographiquement divers. Leurs venins représentent une
source riche de protéines spécifiques ayant des fonctions diverses (Broswell, 2001). Parmi
les 1500 especes de scorpions, 50 sont dangereuses pour I’homme, la plupart de ces
scorpions (exception faite des Hemiscorpius) appartiennent a la famille des Buthidae, dont
les plus toxiques sont Androctonus (Afrique de Nord, est-sud d’Asie) Buthus (la
méditerranée) Centruroides (West-sud USA , mexico , I’Amérique centrale) Leiurus
(Afrique de nord, moyen Orient), mesobuthus (Asie) para-Buthus (Sud d’Afrique) et
Tityus (sud et centre d’Amérique) (Bosmans, 2007).

Les venins de scorpions sont des mixtures tres complexes, d’enzymes, peptides,
nucléotides, lipides, mucoprotéines, amines biogéniques, et d’autres substances (Bosmans,
2007).

Les neurotoxines de Buthidae de I’ancien et du nouveau monde présentent des
séquences en acides aminés, des actions pharmacologiques et des propriétés
immunologiques différentes (Broswell, 2001).

Les groupes de composants des venins de scorpions les plus étudiés sont des
polypeptides neurotoxiques qui se fixent sur les canaux ioniques et les récepteurs de
membranes de cellules excitables. (Karalliedde, 1995; Martin-Eauclaire et al., 1999). La
toxicité pour I’homme est principalement attribuée a I’activité de toxines longues
constituées de 60 a 70 résidus d’acides aminés réticulés par 3 a 4 ponts disulfures. Ces
neurotoxines affectent les canaux sodiques voltage dépendants (Possani, 1999 ; Gurevitz et
al., 2001). Ce groupe de neurotoxines se subdivise en deux classes :

- Les a toxines se lient au site 3 du canal sodium de maniére voltage dépendant et
inhibent la phase d’inactivation du potentiel d’action (Figure 1). Ces toxines se subdivisent
en trois classes : les a toxines classiques, les a like et les a anti-insectes.

Les toxines o classiques sont tés toxiques pour les mammiferes (Aah Il, Lqq V), elles se
lient avec une trés grande affinité sur les synaptosomes de cerveaux de rats, (Jover et al.,
1978, Legros et al., 2005). Les toxines a like agissent sur les canaux de mammiferes et des
insectes (BmKM1, Lgh II) (Bosmans, 2005) .Les o toxines anti-insectes sont

spécifiquement toxiques pour les insectes (LqhalT), (Figure 3).



Le venin de scorpion Androctonus australis hector contient plusieurs toxines “Aah I, Aah
I’, Aah I’”, Aahll, AaH III' qui sont actives sur les mammiferes et la toxine AaH IT qui est
active sur les canaux ioniques des insectes (Rochat et al., 1970 ; Bougis 1989, Rappuoli,
1997 ; Faybesse et al., 1999) (figure 2)

La toxine AaH | est une neurotoxine de type a, c¢’est un peptide basique de 7000
constitué de 63 acides aminés réticulés par quatre ponts disulfures, présentant un Kgs =
4,5 nM sur les synaptosomes de rats, sa DL50 () est égale a 10 ng/20 g de souris et DL50
s9=0,3 ng/20g de souris.

La toxine AaH 11 est une neurotoxine de type a, c’est un peptide basique de 7 kDal
constitué de 64 acides aminés, réticulés par quatre ponts disulfures, présentant un un Kgs
= 0,2 nM sur les synaptosomes de rats, sa DL50 () =0,5 ng/20g de souris et DL50 (¢ = 0,2
ug/20 g de souris

- Les P toxines se lient au site quatre de maniére voltage indépendant et modifient
le processus d’activation du canal, ces toxines se subdivisent en plusieurs groupes selon la
cible biologique (Figure 1) (Cestelle, et al., 2000), Bosmans, 2007). Les toxines Pm
agissent sur les mammiferes (exemple : Css Il, IV et VI), les toxifiésagissent sur les
insectes (exemple : AaH IT, LqqlIT2) et les toxines B like agissent sur les mammifeéres et
les insectes (exemple: Ts VII, Lgh B 1), (Figure3).

D’autres classes de toxines de scorpions ont été également étudiees, ces toxines
présentent une affinité pour les différents sous-types des canaux K*. Ce sont des toxines
courtes qui bloquent les canaux potassiques constituées de 30 a 45 résidus d’acides aminés
et réticulées par trois a quatre ponts disulfures.

Certains constituants agissant sur les canaux CI” et Ca®* ont été aussi décrit dans les venins
de scorpions (Laraba-Djebari et al 1996 ; Tricaud, 2000 ; Jouirou et al., 2004 ; Oukkache
et al., 2008).



Recaptor sita-4
f-oxins

Figure 1: Structure des sites récepteurs et interaction avec les toxines de scorpions
(Gordon et al., 2007)

T Aming acid sequence

AaHl KRDGYTY YPNNCVY HOVPPCDOLCEEN GG SSGSCSFLVPSGLACWCK DLPD NV FIKDTSRRCT

AaHl’ KRDGYTY YPRNCVY HCIPPCDGLCE ENGGSSOSCSFLVPSGLACW CEDLPDN VPIED TSRECT

Aalll” KRDGYTY YPNNCVY HOVPPCDOLCEEN GG SSGSCSFLVPSGLACWCKDLPDNVPIEDTSRRCTR

AaHll VEDGY VDD YNCTYFCGRNAY CNEECTKLE GESGYCOWASPYGNACYCY KLFDHVRTEGPGRCH
AaHIll VRDGYTY NSENCVYHCVPPCDOLCEENGA KSGSCOFLIPSCGLACWCVALPDNVFIRD PSY KCHS

AalV CROGYTV DSENCVY HOVPPCDOL CEENGA KSGSCSFLYPSGLACW CNDLPEN VPIEDPSDDCHE
AalSTRI ARDGYTVHDGTNCKY SCRGSEY Y COPLCE KK KAKTO YCY LFACWCIEVPDE VRV WO EDGFMOWS
AgHIT KENGYAVDSSGK APECLLEN YCNNQUTEV HYA DEGY (CLLSCY CRGLNDD KK VLEISDTRES Y CDTTIIN
AgHIT1 KENGYAVDSSOK APECLLSN YCNNECTREY HYADKOY (CLLSCY CROLNDDEE VLEISDTRES Y CDTTIIN
AgHIT? KENGYAVDSSOK APECLLSN YCYNECTEV HYA DEGY (ICLLSCY CRGLNDD KK VLEISDTRES Y COTRIN
AgHIT3 KEDGYAVDSSOK APECLLEN YCYNECTRV HYA DEKGY (ICLLSCY CRGLNDD KK VLEISDTRES Y COTRIN
AgHIT4 EHGYLINEY TGCK VW CVINNEECGY LONERRGGYY GYCYFWELACY COGARKSELWNY KTNKCDL
AgHITS5 DOY IKREDGCK VICLINDNY COTECK REGGS YO YO Y5V GRACWCEGLFDDE AW ESETHTCD

Figure 2: Séquences des toxines purifiées a partir du venin d'AaH (Possani 1999)
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Figure 3 : Alignement de Séquences et structures secondaires de toxines représentatives
des différents groupes pharmacologiques et affectant les canaux sodiques (Gordon et al.,
1998 ; Froy, 2003)



I1-2-Relation structure fonction des toxines

Les molécules biologiqguement actives ont une propriété de fonctionner selon leur
structures et leur conformation tridimensionnelle. De nombreux travaux ont permis de
caractériser la relation de la structure d’une toxine et sa fonction.

L’homologie structurale des a toxines de scorpions telles que LghalT, Lgh3, BmK
M1 et Aahll a été établie, ces toxines présentent plus de 60% de séquences identiques
(Figures 4 et 5). Leur spécificite de fonction semblent étre attribuée a des éléments de
s équences particuliéres tels que les résidus “8-12 7, le fragment C-terminale et les boucles
de la structure secondaire (hélicea et deux feuilles B a ntiparallele), (Gordon et al., 2007 ;
Gazarian et al., 2005 ; Rodriguez de la'V ega, 2005).

Les substitutions moléculaires retrouvées sur la séquence de la toxine LghalIT (anti-
insecte) montrent I’importance des résidus lys8, Asn9 et Tyrl0 dans I’activité de ce
dernier(LghalT) (Zilberberg et al 1997) ; alors que pour Lgh3 I’ His 15 contréle I’affinité
de la toxine pour les canaux ioniques rNavl.4 des muscles squelettiques de rats mais pas
pour les insectes.

La toxine AaH Il est connue par sa grande affinité pour le site 3 des canaux
sodiques neuronaux (rNa,;-,) et musculaires (rNay;-4) ; son site récepteur consiste en une
boucle dans les domaines D1 et D4 du canal.Les charges négatives des résidus (E1613,
D1612 et D1428, sur rNay;-, et rNayi4) dans les segments S3 et S4 de D4 semblent étre
cruciale pour la liaison de la toxine sur le récepteur (Cestelle et Catteral2000). Les
modifications chimiques sur des résidus aromatiques des toxines AaH I, AaH Il et AaH Il
révélent I’importance dans la formation d’une surface hydrophobique conservée (Kharrat
et al 1989). Legros et collaborateurs (2005) ont montrés que des substitutions dans la
séquence de la toxine AaH Il, au niveau de la lysine 58 par une valine, de I’isoleucine par
un glutamate montrant I’importance de ce dernier (isoleucine) dans la toxicité ; alors que
I’addition d’une glycine en C terminale (G65) ou I’imidation de I’histidine 64 n’influe pas
cette toxicité.
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Lghz IEDGY TVIDVHCTYFCGRANAY - CHEECTELKGESGY OOMAS PYGMACY CY XL PDHVRATEGPG-ROR
Aahz VEDGY IVODVNCTYFOGRNAY - CHEECTELKGESGEYCOWAS PYGNACY CY XL PDHVRTEGEG -RCH
Lggs LEDGY IVODERCTFFPOGRNAY - CHDECKEKGEESE Y CORAS FYCHACWC YELFDRVESLEEREG -RCH
Bot3 VEDGY IVODRNCTYFCGRNAY - CHEECTELKGESGEY COWAS PYGHACY CYEVPDHVRATHGEG -RCN
EmE-ME GRDAYIADSENCTYFOSSNEY - CNDWCTENGAKSEYCOWAGRYGNACY CIDLPASERTKEGE-ROG
Aaha VREDGY TVHEENCVYHCOVEE- - - CDGLOKENGAKSES0EFLI PSGLACH VAL PDNVEL KDBS YRCHS
Aahi KROGY IVYPRNCVYHCVEE - - - CDGLCKENGES SG5CSFLVESGLACHC KDL PONVEL KD TSRECT
o - insect

LghalT VREDAYIAKNYNCVYECFRDAY - CMELCTHNGASSEYCOMAGKYGNACWCYALEDNVEIRVEG-KCR
Log3 VRO Y T AENYNCVYECFROSY - CHDLC TENGAS SEY COWAGE Y GHACHC YAL PONVELRVEG -KCH

EotITl VREDAY IRONYNCUYECMEDDY - CHDLCTERGAS SEY CONAGEKY GHACWCYALFDNVEIRI PG -KCHS
BEjaIlT GROAY ALTNLNCAY TOEERSY - CHNTEC TENGAV ST COWLG K Y GNACWC INLFDEVEIRT PG -ACE

i - like

Lgh3 VREDGY I ROPENCVYHCFPEESGCD T KEN GETEEHOEFEVEHGLACWCNALPDNVGI T VEGERCHS +
BEom3 GROGY TRQPERNCVYHCF PEESGCD TLCKEXGATESGHOEFLPGSGVACHWC DN LENEVEINVGEERCH
Bomd GRDRY IROPENCV YECAKNE - ¥ D LCTENGAE S Y COWLGK Y GNACWCEDLPONVELR L PG -KCHTE

EmE-M1 VREDAY IAREPHNCVYECARNE- Y CHDLCTERGAESE Y CON VG Y GHEGCHWC I ELFDNVELRVEG -KCH
EmE-M2 VREDARY IREPHNCVYSCARNE - WiNDLCTERGAE S Y CON VG K Y GHNGCWC I ELFDNVELIRVEG -KCH
EmE-Md VREODRYIREPENCUYHCAGNE-GCNELCTONGAESEY CONGERYCGHACHC I KLEFDDVEIRVEG -KCH
EmME-MT VREDGY IALPHNCK YO LNNE- YN LT DEAK I Y CN IVEKYGHACH C IO LEDNVEIRVEG - RCHP A
Lghif VREDGY TRQPENCVYHCI P -D- - CDTLCKDNGETEEHCOEFELGHG TRCWCNAL PDNWVEL T WING WK CHE
Lgh? VREDGY I RRPENCAHHCF PEESGCDTLOKENGS TEEHOEFEVEGHG TACHCNALFDEVEGI TVINGWECH

Figure 4: Alignement de séquences des a toxines de scorpions représentées dans les trois

groupes pharmacologiques (Gordon et al., 2007,.Bosmans 2007)

Figure 5: Repliement commun des a toxines de scorpion (Gordon et al., 2007 ; Bosmans,
2007).



11-3-Symptomatologie clinique observée dans le cas d’envenimations scorpioniques

Les symptdbmes associés a une envenimation par le scorpion se présentent sous

forme de douleurs intenses, tachycardie, hypertension, détresse respiratoire, troubles de la

vision, broncho constriction, vomissements, hyper salivation, (Tableau 1)

Tableau 1: Principaux symptomes cliniques et gradation clinique des envenimations

scorpioniques au Maghreb (ACIP 1998)

GRADATION

GRADE |

GRADE Il

GRADE 111

PRINCIPAUX SYMPTOMES
Signes locaux  : Douleurs —fourmillement

Signes genéraux : irritabilité — agitation — obnubilation.

Signes locaux  : Douleurs —fourmillement

Signes genéraux : irritabilité — agitation — obnubilation-sueur-
rhinorhée — diarrhée —vomissement /nausées-
hyper salivation —ballonnement gastrique —
Extrémités froides —fiévres/frissonnement-
Dysregulation thermique.

Signes cardiovasculaires : hypertension-hypotension— tachycardie.

Signes respiratoires > cyanose

Signes neuromusculaires : priapisme.

Signes locaux  : Douleur —fourmillements

Signes genéraux : irritabilité — agitation — obnubilation -sueur-
rhinorhée — diarrhée —vomissement /nausées-
hyper salivation —ballonnement gastrique —
Extrémités froides —fiévres/frissonnement-
Dysregulation thermique.

Signes cardiovasculaires : hypertension-hypotension- tachycardie
—bradycardie —Hypertrophie-Auriculaire
—fibrillation auriculaire et ventriculaire —
troubles de la conductance.
Signes respiratoires : cyanose, polypnée —dyspnée —mousse
aux levres —réles crépitantes —
sécrétions bronchiques — arrét
respiratoire, OAP.
Signes neuromusculaires : priapisme — hyperexcitabilité nystagmus
-hémiplégie —prostration — convulsion
-troubles de la conscience -coma.




I1-4-Les propriétés pharmacologiques des venins de scorpion, effets sur les organes
vitaux de I’organisme

Des études ont montrées que les propriétés pharmacologiques des venins de
scorpion sont dues a la fixation des neurotoxines aux canaux ioniques de cellules
excitables (Couraud et al., 1982). Ces propriétés sont influencées par des paramétres tels
que I’espéce de scorpion, la nature de la piqdre, la quantité de venin inoculé, I’age et le
sexe de la victime.

La quantité devenin et sa voie d’inoculation influent directement sur les parametres
pharmacocinétiques, sur les symptdmes, et le traitement antivenimeux a administrer.

L’injection d’une dose de 1 mg/kg de venin Androctonus amoreuxi a des rats induit
des dysfonctionnements cardiaques alors que la dose de 0,5mg/kg ne modifie pas
I’électrocardiogramme de ces derniers (Ismail et Abd-Elsalem, 1988). Des auteurs
mentionnent la corrélation entre la sévérité de I’envenimation et la quantité de venin
inoculée chez les enfants (Rezende et Chavez-Olortedui, 1996). Des études de
pharmacocinétique sur différents venins montrent la séverité de symptémes selon qu’il
s’agit d’une injection intraveineuse, intra-péritonéale ou sous cutané (Walter et al., 1968 ;
Revelo et al., 1996 ; Krifi et al., 2001 et 2005 ; Hammoudi-Triki et al., 2004 et 2007).

La comparaison de la pharmacocinétique du venin de scorpion Tityus serrulatus sur
des rats jeunes et adultes montre la sensibilité des jeunes rats au venin par apport aux
adultes (Numan et al., 2004). La capacité des toxines de venin a franchir méme trés
faiblement la barriere hémato-encéphalique des immatures, ce qui les rendre plus sensibles
(Ismail, 1994 ; Faybesse et al 2000).

I1-4-1-Pharmacocinétique et bio distribution des venins de scorpion

Plusieurs travaux ont été réalisés pour caractériser les paramétres
pharmacocinétiques des venins de scorpions, en présence ou en absence d’immunothérapie
dans le but d’optimiser les traitements antivenimeux.

La distribution du venin & partir de son site d’administration vers la circulation puis
dans les tissus et organes est trés rapide, étant donné la petite taille de ses constituants.

D’aprés Ismail (1980) la demi-vie du venin d’Androctonus amoreuxi radio marqué
et sa distribution sont respectivement de 5.6min et 6.4heures.

Le venin de Tityius serrulatus injecté en sous cutanée atteint des concentrations

maximales des les premiéres 15 minutes dans les reins et le foie, et & 30 minutes dans les
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poumons, le cceur et la rate ; sa diminution a partir de sérum est observée apres 2 heures
avec une demi-vie d’élimination de 173,25 minutes. Le venin n’était pas détecté dans le
cerveau ce qui indique qu’il ne franchi pas la barriere hémato-encéphalique (Revelo et al.,
1996; Renzende et al., 1998).

Des résultats obtenus par Devaux et collaborateurs (2004) sur la cinétique de
distribution de toxines purifiées du venin d’AaH (AaH I, Il et 11l) corroborent avec les
résultats rapportés par Revelo et al., 1996, qui démontrent que la distribution rapide
s’effectue dans les reins, le cceur, et les poumons. Les courbes de la cinétique de
distribution sérique des différents venins (Buthus occitanus tunetanus, Androctonus
australis hector, Androctonus australis garzonii), injectés par voie intraveineuse ou sous
cutanée montrent des phases de distribution pour chaque voie d’administration (Figures 6,
7 et 8) (Hammoudi-Triki et al., 2004 et Hammoudi-Triki et al., 2007 ; Krifi et al., 2001 ;
Krifi et al.,2005). Des travaux réalisés par nore équipe, montrent que La fraction FG50 du
venin AaH injectée suit également une cinétique trés rapide avec une demi-vie
d’élimination de 13 min par voie intraveineuse et de 35 a 53 min par voie sous
cutanée(Hammoudi-Triki et al., 2007) Une absorption et une distribution rapides qui
dépend de la voie d’administration ont été rapportées pour les venins du Buthus occitanus
mardochei et Centruroides limpidus limpidus mais pas pour le venin de Buthus occitanus
tunetanus (Pépin-Covatta et al., 1996 ; Calderon-Aranda et al.,1999 ; Krifi et al., 2001) ).

Tableau 2: Quelques paramétres pharmacocinétiques de certains venins, déterminés par RIA.

Bot i, Bot, AaH ;, AaH TS CLL Aag
t1» o (min) 612 1644 - - 315 0.14+0.4h 5+1
typ B (min) 26+3 - 1342 53+2 173.25 1.9+0.2h 4045
t1z v (min) 135+ 112+16 - - 45.47 - 154452

Vdss 660 +120 80 £+ 100 61+22 2300530 2380.95 0.5+25 168+3
ml/kg) ml/kg
VB 1000+200 | 760 + 140 - - 6800.47 -
(ml/kg)
AUC 13000480 12000 610+100 | 29004320 100+14 15820+70
(mg/min/m 0 +600 ng/min/ml ng/h/ml ng
)
CIT 520+ 60 90 £22 - - 1.587 0.4+0.1 2.40.1ml/
(ml/kg/h) kg/min
MRT(min) | 110+ 20 470 + 45 1842 110+15 - 71+2
référence Krifi Krifi Hammou | Hammou | Rezende Aranda Krifi
etal.,. etal.,. di-Triki di-Triki etal., etal., et al.,
2001 2001 etal, etal., 1998 1999 2005
2007 2007

11




THMME

104K =

Venom concentration in plasma (ng/ml)

1
o

1
200 400 600 L]

. R .
100 400 600 Bon
Time [min)

Figure 6: Pharmacocinétique de la fraction Aag FG50 apreés injection sous cutané (B)
intraveineuse (KRIFI et al., 2005)
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Figure 7 : Pharmacocinétique de venin Bot apres injection (A) sous cutané (B)
intraveineuse. (KRIFI et al., 2001)
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Figure 8 : Pharmacocinétique de la fraction Aag FtoxG50 de venin AaH [A sous cutané B

intraveineuse] (Hammoudi-Triki et al., 2007)
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11-4-1-Effets sur le systéme nerveux et endocrinien

Les dysfonctions du systeme nerveux périphérique et/ou du systéme nerveux
central, ainsi que le systeme nerveux autonome sont responsables de la morbidité et de la
mortalité suite @ une envenimation scorpionique sévere (Ismail, 1995 ; Clot-Faybesse et
al,. 2001). La libération massive des catécholamines apres une envenimation, serait
impliquée dans les altérations enzymatiques, histopathologique mais aussi dans
I’augmentation initiale de la force vasculaire et par conséquent les défaillances
hémodynamique (Gueron et al., 1980)(figure 9)

Dans les cas séveres d’envenimations, en plus des altérations tissulaires au
systtme nerveux central avec des attaques cérébrales, une hémorragie diffuse, une
infraction cérébrale et une thrombose cérébrovasculaire ont eté observés (Ismail, 1995).

Une augmentation sérique trés rapide, en catécholamines (épinephrines et
norépinephrines), en substance P, neuropeptide Y et facteur natriurétique est observé 5
minutes aprés envenimation avec le venin d’Androctonus australis hector (Nouira et al.,
2005 ; Vasconcelos et al., 2005) Ces augmentations affectent I’équilibre hémodynamique
(MAP “mean arterial pressure”PAOP “ Pulmonary artery occluded pressure ( Mazzei de
Davila et al., 2002 ; Nouira et al., 2005). Ces perturbations hémodynamiques sont aussi
observées sous I’action des venins Leiurus quinquestriatus et Tityus serrulatus (Gueron et
al., 1980; Vasconcelos et al., 2005). Une toxine de venin de Tityus serrulatus (6.9PM,
pHi8.25 et DL;,50 :18ug/kg) Injectée sous le cortex sensori-moteur provoque une
libération d’acides aminés de leurs dérivés (Glutamate, Aspartate et GABA) a partir de
cortex sensoriel-moteur. Cette effet est bloqué par la tetrodotoxine qui intervient de
maniere tres sélective sur le pore des canaux sodium voltage-dépendants, empéchant ainsi
le passage de l'influx nerveux, (Coutinho-Netto et al., 1980Les modifications de I’équilibre
électrolytique est I’une des consequences de la fixation des toxines sur les canaux ioniques,
ces troubles ioniques provoqueraient le blocage ou la libération d’autres
neurotransmetteurs; I’activation des phospholipases et donc la libération des métabolites de
phospholipides membranaires (Corréa et al., 1997 ; Cecchini et al., 2006). Ce déséquilibre
ionique pourrait étre a I’origine de I’hyperthermie (Osman et al., 1973 ; Ismail, 1995).

Ismail (1995) rapporte que les changements de I’équilibre des électrolytes
contribuent aux effets cardiaques provoqués par le venin de scorpion, il associe les

complications cliniques & la perturbation du transport des ions Na*, Ca**, K*et Mg**.
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Tableau 3 : Effets de I’influx nerveux sur les organes (Bases pharmacologique Goodman 2000)

Influx adrénergique

Influx cholinergique

Ceeur
Nceud SA B1, p2 Augmentation de la fréquence | diminution de la fréquence
cardiaque. cardiaque ; arrét vagal+++
Oreillettes B1, p2 Augmentation de la Diminution de la
contractilité et de la vitesse de | contractilité et
conduction ++ raccourcissement de la
durée du PA++.

Nceud AV B1, p2 Augmentation de I’automaticité | Diminution de la vitesse de
et de la vitesse de conduction ; bloc AV++
conduction++

Systeme B1, B2 Augmentation de I’automaticité | Peu d’effet

de His-Purkinje et de la vitesse de
conduction+++

Ventricules B1, p2 Augmentation de la Légeére baisse de la
contractilité I’automaticité et de | contractilité
la vitesse de conduction et de la
fréquence des pacemakers
idioventriculaire+++

Veines (systémiques) al, a2, B2 | Constriction++ ; dilatation++ -

Poumons

Trachée et muscle B2 Relaxation+ Contraction++
bronchique
Glandes bronchiques al, B2 Diminution de la sécrétion ; Stimulation+++
augmentation de la sécrétion

Rein (sécrétion de rénine) | al, p1 Diminution+ ; augmentation++

Foie al, p2 Glycogénolyse -
et gluconéogenése+++

Pancréas

Acini a Diminution de la sécrétion+ Sécrétion++
lots (cellules B) 02 Diminution de la sécrétion+++ -
B2 augmentation de la sécrétion+
Glande salivaires al, Sécrétion de K et d’eau Sécrétion de K et d’eau+++
B Sécrétion d’amylase

Capsule splénique al, B2 Contraction+++ ; relaxation+ -

Médullosurrénale - Sécrétion d’adrénaline et de la
noradrénaline (principalement
nicotinique et secondairement
muscarinique)

Utérus al, B2 Grossesse : contraction (al) ; variable

relaxation (B2) ; en absence de
grossesse relaxation (B2)

antagonistes

al : Prazozine, a2 : Yohimbine,
B1: Métroprolol , CGP 207 12A
B2 : 1CI1118551, B3 : CGP 207 12A , ICI118551

Reécepteurs nicotinique :
musculaire : Tubocurarine,
Elapide

Neuronal : Triméthaphan
Récepteurs muscarinique :
M1 : Atropine, pirenzépine
M2 : AF-DX116’
M3:Hexahydrosiladifénidol
M4 : Himbacine
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Figure 9: Effets de venin de scorpion sur le fonctionnement physiologique des organes

(Ismail et al., 1980 ; Ismail, 1995 ; D’Suze et al., 1999 ; Clot-Faybesse et al., 2000 ;

Teixeira et al., 2001 ; Vasconcelos et al., 2004 ; Teixeira et al., 2006 )
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Les réponses motrices et inhibitrices induites par le venin du Tityus serrulatus sur
le muscle anococcygeus et le corpus carvenosum isolés sont contrdlés par la libération de
la noradrénaline et du NO (Teixeira et al., 2001 ; Teixeira et al., 2003).

Des antagonistes de canaux ioniques tels que la lignocaine et I’atropine atténuent
les effets provoqués par les venins de scorpion (en réduisant la majorité des symptdmes
provoqués par le venin de Leiurus quinquestriatus quinquestriatus (Fatani et Rowan,
2000 ;). Perez-Torres, 2001).

11-4-2- Effets du venin sur le systéme cardiovasculaire et respiratoire

Les venins de scorpions et leurs toxines purifiées induisent des arythmies
cardiaques complexes chez I’homme et plusieurs espéces animales.

L’injection du venin de scorpion Buthus occitanus a des lapins provoque une
bradycardie initiale courte suivie par une tachycardie et une bradycardie prolongée. La
premiére bradycardie est due aux effets cholinergiques du venin, la deuxiéme semble étre
due au changement des concentrations ioniques du sang.La tachycardie est due a la
stimulation sympathique et a la liberation des catécholamines tissulaires (Ismail et al.,
1980 ; Gueron et al., 1980 ; Ismail, 1995 ; Corréa et al., 1997).

Les effets sur des cceurs isolés induits par les venins des scorpions Tityus
serrulatus, Buthus occitanus, et Leiurus quinquestriatus, sont initiés par une bradycardie
suivie par un inotropisme positif et chronotropisme. Ces mémes effets sont observés avec
la tityustoxine. Ils sont bloqués par I’atropine ou le propranolol (Almeida et al., 1982).
Teixeira et al.,(2001) montrent que cet inotropisme résulte d’un effet directe du venin sur
le cardiomyocyte et non pas par les neurotransmetteurs.

Des nécroses et myocytolyse au niveau du cceur, du poumon et du rein ont été
observées lors d’envenimations par Leiurus quinquestriatus. Ce venin provoque
I’augmentation des niveaux sériques de la LDH et de la CK-MB. Des résultats similaires
ont été obtenus pour le venin d’Androctonus australis hector (figure 10) et Tityus
serrulatus. (Amaral et al., 1991 Ismail, 1995, Adi-.Bessalem et al., 2008).

L’IL8 et la troponine | (cTnl) sont considérés comme étant des facteurs
pathogéniques pour les Iésions myocardiques (Meki et al., 2003). L’hormone cardiaque
« atrial natrium peptid » (ANP), affecte I’lnoméostasie par vasodilation. Cette hormone est
libérée suite a une stimulation des nerfs cardiaques sympathiques aprés activation des

canaux sodiques par le venin d’Androctonus australis garzonii. Cette libération est
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considérablement diminuée aprés administration du propranolol ou de la tetrodotoxine
(Soualmia, 2008)

L’cedéme pulmonaire est un des principaux problémes de ce type d’envenimation,
des études clinique et expérimentale sur les venins de Tityus serrulatus (figure 11),
Androctonus australis hector, et Leiurus quinquestriatus, suggérent que les facteurs
cardiogéniques (défaillance aigue du ventricule gauche) et non cardiogénique
(augmentation de la perméabilité vasculaire des poumons produite par la libération des
substances vasoactives tel que les leucotrienes, le PAF, et les prostaglandine) sont
impliqués dans la pathogénése de cet cedeme (Santos et al 1992, Deshpande et al., 1999,
Ismail, 1995, Adi-.Bessalem et al., 2008).

L augmentation des taux de cytokines observées durant I’cedéme pulmonaire apres
envenimation avec le venin de Tityus serrulatus serait responsable de I’exacerbation et de
la persistence de I'inflammation dans cet organe. Des travaux récents ont montré les
effets de I’injection intramusculaire du venin de Tityus serrulatus sur les mécanismes et
I’inflammation dans les poumons montrant ainsi augmentation de I’élasticité pulmonaire,
de la densité leucocytaire et la diminution de la pression résistive (Andrade et al.,s 2007 ;
Peres et al., 2009).
11-4-2-Effets des venins sur les organes et leur métabolisme

Le foie, centre de métabolisme dans I’organisme, et le cite des contrble de
nombreuse fonctions, et est le premier indicateur de toutes pathologies.

Les perturbations de ses fonctions et son stress aprés une envenimation sont
largement attribués et démontrés par des augmentations trés importantes de tous les
marqueurs de sa pathogénése telle que la glycémie, la créatinine, ASAT, ALAT, CK,
LDH, ces élévations sont associées a la cytolyse des hépatocytes et au déséquilibre
hormonal tel I’hypo insulinémie. (Gueron et al., 1991 ; Sofer et al., 1991 ; Amaral et al.,
1991 ; Mohamed et al., 1992 ; Corréa et al., 1997 ; D’Suze et al., 2003).

17



Figure 10 : Altérations histopathologiques du myocarde induites par le venin d’AaH
(Adi-.Bessalem et al., 2008).

LY e

14‘_:"
e '

Figure 11 : Oedéme pulmonaire induit par le venin de Tityus serrulatus (A.contrdle- B.
envenimé) (Andrade et al., 2007).

Figurel2: Déposition de la fibrine au niveau des alvéoles aprés envenimation par le
venin de Tityus discrepans (D’Suze et al., 2004)
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Les travaux de Fukuhara et collaborateurs en 2004 suggerent la corrélation entre la
concentration de venin Tityus serrulatus et le kininogéne de faible poids moléculaire et
associent la participation de systeme de kinines dans la pathogénese de I’envenimation. Le
role des récepteurs de tackykinine NK1 dans la médiation de lésion pulmonaire est

démontré par Matos et al., 1999.

11-4-3-Effets des venins sur le systtme immunitaire et son réle dans I’élimination du
venin et ses toxines :

Plusieurs médiateurs inflammatoires participent dans la réponse immunitaire
induite par le venin de scorpion, dont le but est le maintien de I’homéostasie de
I’organisme et I’élimination de I’antigéne.Le systeme immunitaire répond aux constituants
du venin en tant qu’antigenes et en s’adaptant aux perturbations physiopathologiques de
tous les systémes (nerveux, cardiovasculaire, respiratoire et endocrinien ...... ) induites par
le venin.
11-4-3-1-Libération des médiateurs cellulaires et infiltration leucocytaire suite a une
envenimation:

La distribution des toxines de faible masse moléculaire dans les organes est rapide.
Cette présence dans les organes attire les leucocytes dans les tissus. Des coupes
histologiques des différents organes d’animaux envenimés avec des doses sub-létales
montrent I”infiltration des leucocytes dans ces organes.

Le venin de scorpion Tityus serrulatus produit un syndrome inflammatoire sévére,
les coupes histologiques du poumon, de la peau, du pancréas, du foie, de I’intestin gréle
montrent une infiltration par les macrophages et les neutrophiles (D’Suze et al., 2004)
11-4-3-2-Les médiateurs chimiques

Lors de I’envenimation par le scorpion, une libération importante de médiateurs
inflammatoires, tel que les prostaglandines et les leucotriénes, les cytokines, N le
complément (Gueron 1992a ; Ismail et al., 1992) ; ces médiateurs semble étre des facteurs
favorisant la séverité de syndrome de I’envenimation.

Nascimento et al., associent I’augmentation de ces médiateurs (PGs et LT,
histamines) aux douleurs intenses observés aprés envenimation par Tityus serrulatus. Le
PAF libéré apres cette envenimation contréle a son tour I’infiltration des PMN dans les

poumons et active les récepteurs de CXC chemokines (Coelho et al., 2007).
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Une corrélation entre la pression sanguine, le taux éleve de I’IL8 et TNFa et de NO
peut expliquer la vasodilatation et I’hypotension terminale aprés injection de venin de

Leiurus quinquestriatus quinquestriatus (Abdoon et Fatani, 2009)

I-4-3-3-Les médiateurs plasmatiques
11-4-3-3-1-Le Systeme du complément

Le Systéeme du complément est le systétme de la défense antimicrobienne majeur
dans le corps humain, durant I’inflammation, ses produits d’activation attirent les
leucocytes et les activent en stimulant de produire et de libérer d’autres médiateurs
inflammatoires (Meri et Jarva 2001 ; Rautemaa 2001 ; Wagner 2006 ; Walport 2001).
Bertazzi (2003) a montré la consommation rapide du complément apres des envenimations
par le venin de scorpion Tityus serrulatus, in vivo et in vitro(2005).
11-4-3-3-1-1-Les protéines du complément

Il est connu actuellement que le complément est un systéeme de plus de 30 protéines
dans le plasma sanguin et les surfaces cellulaires, fonctionnent comme des enzymes,
inhibiteurs d’enzymes ou des cofacteurs d’enzymes (Barnum, 1995). La quantité de
protéines du complément dans le plasma humain est plus de 3g/l et constitue
approximativement 15% des la fraction de globuline (WALPORT, 2001), sa synthése
constitutive est essentiellement hépatique, et est faiblement assurée par les macrophages,
fibroblastes, les cellules épithéliales, endothéliales et adipocytes (tableau 4); Barnum,
1995 montre sa synthese dans le systeme nerveux centrale par les astrocytes et les cellules
gliales et démontre son réle dans des pathologies de systéme nerveux. La demi-vie de C3,
C4, B est de I’ordre de 24heurs, le complément a une synthése rapide qui reflete une
consommation permanente.
11-4-3-3-1-1-1-La fraction C3

Le C3 est le constituant majeur du systeme du complément (0,9 a 1,8g/l), C’est une
B globulines formée de deux chaines a (100 kDa) et § (75 kDa). Elle est exprimee par le
géne 19p3. Son clivage par le C3 convertase (C4b2a de la voie voie classique et C3bBb de
la alterne) libere deux fragments (figurel3):

e (C3a (anaphylatoxine de 10 kDa) qui sert a la médiation de la migration des
éosinophiles et mastocytes et leur dé-granulation sans les neutrophiles (Pamela et
al., 1996). Il présente des actions biologiques moins importantes que celle du C5a

(Arumugan et al., 2008). Il provoque la libération de I’histamine, I’augmentation de
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la perméabilité vasculaire , la vasodilatation et une contraction des muscles lisses.

Le C3a est rapidement désactivée dans la circulation par I’action des

I’endopeptidases.

e Le C3b active a son tour la voie lytigue commune terminale de C5, 9 et sert via ses
fragments de dégradation (C3bi, C3c, C3dg) a I’opsonisation des antigenes.

Le C3a jouerait un rdle majeur dans la broncho constriction et favorise la voie Th2

dans les poumons (Hawlisch et al., 2004). Les anaphylatoxines (C3a, C5a et C4a)

participent dans la modulation et la polarisation des voies Th1/Th2 et régulent les
mécanismes effecteurs allergiques (contraction des muscles lisses, I’inflammation
des branches et la sécrétion du mucus) dans les poumons.

11-4-3-3-1-1-2-La fraction C5

Il s’agit d’une glycoprotéine de 200 kDa, exprimée par le géne 9q3, sa teneur est de

90 & 172 mg/l chez I’homme et de 100 a 169 mg/l chez a femme. Son activation par

la C5 convertase (C4b2a de la voie classique et C3bBb de la voie alterne) libére

deux fragments :

- Le composant C5b, premier maillon de I’étape finale de la formation du
complexe d’attaque membranaire.

- Le composant Ca5 (anaphylatoxine de 9 kDa) a travers son récepteur (de la
famille 7TMS couplé a une protéine (Goai) sur les PMN(figure 14), les
macrophages et les monocytes, il augmente leur adhésivité (par augmentation
de I’expression de P-selectines et Pjintegrine). Il stimule le métabolisme
arachidonique (thromboxane A2, leucotriénes) et le métabolisme oxydatif et par
conséquent la production des espéces oxygéné (ROS) dans les neutrophiles, la
sécrétion des enzymes lysosomes dans les macrophages et la sécrétion des
cytokines pro inflammatoires (TNFa , IL1, I’IL6 et I’IL8) de monocytes et de
macrophages. (Walport-2001; Gangloff, 2003 ; Arumugan et al., 2004b;
Hawlisch et al., 2004 ; Hawlisch, 2006 ; Wagner — 2006 ; Arumugan et
al.,2008).
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Tableau 4: sites tissulaires de synthése du complément (BARNUM, 1995)

Types cellulaires

Composants du complément

Hépatocytes C1-C9, Facteurs B, H et I, C1-INH, C4BP, DAF,
MCP, CD59, C5aR

Monocytes/macrophages C1-C5, Facteurs B, H et I, DAF, MCP, CD59, C5aR,
CR1, CR3, CR4, C3aR

Fibroblaste C1-C3, Facteurs B et H, C1-INH, DAF, MCP, CD59

Cellule endothéliale/epithéliale

C1-C3, Facteurs B et H, C5aR, DAF, MCP, CD59

Cellules B

CR1, CR2, DAF, MCP, CD59

Cellules T

CR1, CR2, DAF, MCP, CD59, C3

Neutrophiles

CR1, CRS3, CR4, DAF, MCP, CD59, C3, C5aR

Erythrocytes

CR1, DAF, CD59

Testicule et vésicule séminale

DAF, MCP, CD59(SP-40,40)

Oocyte CR1, CR3, MCP, CD59
Adipocytes C3, Facteurs B et D
Mastocytes CR5aR, C3aR ?
Basophiles C5aR

Plaquettes DAF, CD59, C3aR
Muscles lisses C5aR

Astrocytes

Cl, 2, 34,5, 6, 7,8 et 9, les facteurs B, D, H, I,
C1lINH, DAF, MCP, CD59, clusterin, CR2, C3aR,
ChaR.

Cellule micro glial

Cl, C3, CR1, CR3, CR4, ChaR, clusterin,

11-4-3-3-1-1-3-Les protéines de la voie classique

Elles sont désignées par C1 jusqu’a C9 ; les fragments de clivage sont désignés par
des lettres minuscules (exemple C3a —C3b.....). Les fragments inactivés apres clivage sont
nommés C3bi-iC3b.... Il s’agit de béta globuline, constituée d’une ou de deux chaines
polypeptidiques reliées par un pont disulfure exempt du composant C4 (3 chaines) et le C1

avec une structure unique.
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11-4-3-3-1-1-3-1-Complément CL1 : est constitué de 3 chaines polypeptidiques C1q ; Clr;
C1s (figure 15). C1INH, il inhibe spécifiqguement C1r et C1s et intervient au cours de la
régulation de C1 (Lambris et Morikis 2005)
e C1q: est I’unité de reconnaissance du C1, de 410 kDa exprimée par le gene 1pl,
elle présente une structure particuliére formée par I’assemblage de six fois trois
chaines différentes (A, B et C). Le fragment N terminale présente une homologie
avec le collagéne, il est impligqué dans la liaison au dimére C1r-C1s, alors que la
partie C terminale globulinique intervient dans la liaison avec le fragment Fc (y1,
v3 et u) des immunoglobulines IgG et IgM, le Clq avec une une concentration
sérique de 75 mg/l.
e Cl1r et Cls: deux chaines homologues, ce sont des protéases a serine de 85 kDa,
exprimée par le géne 12p1 présentant une concentration sérique de 50 mg/l.
11-4-3-3-1-1-3-2-Complément C2 : c’est une protéine de 115 kDa codée par un seul locus
situé au niveau du bras court du chromosome 6 du gene 6p23.1. Il entre dans la
constitution de la C3/C5 convertase de la voie classique, son taux usuel est de 14 a 25
mg/l.
11-4-3-3-1-1-3-3-Complément C4 : c’est une protéine de 200 kDa codée par un locus situé
au niveau du bras court du chromosome 6, du gene 6p23.1. 1l entre dans la constitution de
la C3/C5 convertase de la voie classique, son taux usuel est de 0,1 a 0,4 g/l.
11-4-3-3-1-1-4-Les protéines de la voie alterne

Les protéines de la voie alterne sont des béta globulines de poids moléculaire 100-
200KDal sauf le facteur D est de 25 KDal. Ce sont des facteurs suivis par une lettre
exemple le facteur B ; la properdine P, le facteur D. Il existe deux protéines inhibitrices
pour cette voie le B - 1 H et C3inh.
11-4-3-3-1-1-4-1-Facteur B (Complément C3 pro activateur) : c’est une protéine de 95
kDa codée par un locus situé au niveau du bras court du chromosome 6, le géne 6p23.1,
son taux usuel est de 0,19 4 0,3 g/l.
11-4-3-3-1-1-4-2-Complément Facteur D : c’est une glycoprotéine de 24 kDa, son géne
porté sur le chromosomel, son taux sérique usuel est de 1 mg/l (Attwood et Cammack
2006)
11-4-3-3-1-1-4-3-Properdine : est une glycoprotéine de 220 kDa sérique qui stabilise le

complexe C3bBb de la voie alterne (Goundis et Reid 1988), avec une dose de 5 mgl/l, il
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existe sous un mélange de polymeres cycliques, dimeres, trimeres et tétraméres (Pangburn
1989, Nolan et al., 1992).

11-4-3-3-1-1-5-Les protéines de la voie des lectines: sont essentiellement des
homologues des composants de la voie classique. Cette voie est initiée par la liaison de la
lectine MBL aux carbohydrates (Pathak, Palan, 2005 ; Lambris, Morikis — 2005).
11-4-3-3-1-1-5-1-La MBL (mannan-binding-lectin) : est une glycoprotéine sérique de
type collectine, multimeérique (3 sous unités de 25 kDa) de 228 résidus d’acides amines,
elle est composée de fuseaux de collagéne semblables a ceux de Clg et de domaines
lectine, son géne est porté sur le chromosome 10 de I’homme (figurel6). Sa dose usuelle
dans le sérum humain et de 5pg/ml (Attwood et Cammack, 2006).

11-4-3-3-1-1-5-2-La Ficoline : est une lectine qui contient une structure collagene —like,
mais elle reconnait les carbohydrates de type N-acétyle-glucosamine via une structure
fibrinogene-like, le complexe Ficoline ~MASPs peut aussi activer la voie MBL. (Pathak et
Palan, 2005)

11-4-3-3-1-1-5-3-Les MASPs (MASP-1, MASP-2, MASP-3) : sont des serines protéases
de 100 kDa, présentant une homologie de 40% avec C1r et C1s. la dose sérique de chaque
MASP est de 5 pg/ml (Pathak et Palan, 2005 ; Krishan et al., 2002 ; Presais, Kojima et
Sim 2003).

11-4-3-3-1-1-5-4-MA-p19 (small MBL associated protein) : est une protéine non protéase,
associe a la voie des MBL, son rle reste a élucider (Pathak et Palan, 2005).
11-4-3-3-1-1-6-Les protéines de la voie terminale

Les composantes C6, C7, C9 sont des mono chaines de PM respectives de 128, 100 et 70
kDa, et des doses entre 43 et 60 ug/ml, alors que le C8 est un @tende 151 kDa
(Cammack, et Kojima 1998).

11-4-3-3-1-2-Les voies d’activation de systeme du complément

Le complément peut étre activé par une des quatre voies (Wagner, 2006 ;
Rautemaa, 2001 ; Walport-2001 ; Sim et Tsiftsoglou 2004 ; Arumugan et al 2004b ;
Arumugan et al., 2008), (Figure 9) :

1) la voie classique dépendante d’anticorps (Essentiellement activée par le
complexe Ag-AC) ou I’AC est une IgM ou 2 molécules d’IgG : 1gG1 et 1gG3 ou 1gG2 ;
plus rarement par des substances telles que : la CRP, la thrombine ou certains virus.

L’interaction entre la portion globulaire de Clq et Cu3 ou Cy® entra
I’assemblage de deux molécules de Cir et deux molécules Cls autour de domaine
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collagene de Clq, c’est le complexe C1, qui via la serine protéase de C1s va cliver le C4
et le C2 en C4a, C4b et C2a et C2b; le complexeC4bC2a se forme et constitue la C3
convertase (Wagner, 2006).

2) la voie alterne : La voie alterne peut étre activée en I’absence d’anticorps par un

grand nombre de particules biologiques incluant de nombreux microorganismes (bactéries,
parasites, levures, LPS, Zymosan des cellules infectées par des virus, des substances
comme I’agarose), bien qu’il soit admis que les immunoglobulines d’iso type A (IgA)
possédent la capacité d’initier I’activation du complément par la voie alterne.
Quatre protéines sont impliqués dans la formation de la C3 convertase alterne, le
composant C3b, les facteurs B, D et la properdine P. Comme la voie classique, une phase
initiale non spécifique et une phase d’amplification strictement contrélée par des protéines
régulatrice.. La molécule C3 contient un groupement thiolester en son centre qui maintient
sa conformation. Ce groupement n’est pas complétement stable et son hydrolyse survient
lentement en circulation. Le C3 hydrolysé, appelé iC3 ou C3(H20), se lie au facteur B
pour former le complexe iC3B en circulation. Le facteur B est ensuite clivé par le facteur
D, une sérine protéase, qui adopte une conformation active en reconnaissant son substrat et
qui revient a sa conformation inactive une fois la protéolyse du facteur B terminée. Un
petit fragment nommé Ba est libéré pour mener au complexe iC3Bb. Ce complexe
représente la convertase C3 d’initiation de la voie alterne et a la capacité d’engendrer la
protéolyse de C3 en C3a et C3b. Le C3b ainsi formé peut se lier a la surface d’un agent
étranger et interagir avec le facteur B qui est alors clivé par le facteur D. Le complexe
C3bBb est stabilisé par la properdine (P), pour augmenter I’efficacité de I’activation, et est
appelé convertase C3 d’amplification. Il s’en suit une protéolyse de plusieurs autres
molécules de C3 et I’attachement de plusieurs molécules de C3b a la surface de I’agent
étranger. Cette amplification de la déposition de C3b mene a la formation de la convertase
C5 de la voie alterne composée de (C3b) 2BbP (Wagner, 2006).

3) La voie des lectines (MBL) : initiée par la liaison du MBL au mannose et au
résidu glucosamine de la paroi bactérienne, cette voie est découverte récemment (Presani,
2003).

la MBL circule en association avec les MASPs, aprés sa liaison a la surface de
microorganismes, la MBL change sa conformation, ce qui induit I’activation des MASPs,
la serine protéase 2 clive donc C4 tout comme C1s, de méme la protéolyse de C2 mene a la
formation de C4b2a (C3convertase).
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4) la voie des protéases externes : en absence de C3 la C5a pout étre activé par la

thrombine ( Hube-Lang et al., 2006).
11-4-3-3-1-3-Les protéines régulatrices du complément (Meri et Jarva, 2001 ; Lambris
et Morikis 2005 ; Attwood et Cammack, 2006 ; Rautemaa, 2001)

Pour que le complément soit efficace dans I’élimination de I’agent pathogene et ne
comporte pas des dommages pour I’organisme, il existe plusieurs molécules tant solubles
et membranaires (tableau 5), qui visent a bloquer les effets indésirables de son activation :
11-4-3-3-1-3-1-Les régulateurs solubles
11-4-3-3-1-3-1-1-C1 inhibiteur : est une mono chaine sérique de 478 résidus d’acides
aminés, glycosylés, de 105 kDa, synthétisés dans le foie, par les monocytes et par les
fibroblastes de la peau. Sa synthése est stimulée par I’IFNy, I’IL1B et I’IL6 ; son géne est
porté sur le chromosome 11 de 8exons et 7 introns. Il appartient a la famille de serine
protéases inhibiteurs, inhibe spécifiquement le Clr et C1s, comme il est démontrés sa
capacité d’inhiber les MASP1et 2 de la voie des MBL.
11-4-3-3-1-3-1-2-C4b-binding protein: Une protéine multi chaine (7chaines et une
chaine B liées par des ponts disulfures), de 550kDa capable de se fixer, sur C4b, dissocie la
C3 convertase et autorise l'action d'un autre inhibiteur le facteur I. C4b-binding protein est
spécifiés par des structures basic appelé SCR « Short Consensus repeat » (Lambris et
Morikis 2005, Attwood et Cammack, 2006).
11-4-3-3-1-3-1-3-Complément Facteur H : glycoprotéine de 155kDa, son gene porté sur
le chromosomel, son taux sérique usuel est de 350 a 350mg/l, dissocie la C3 convertase
C3bBb de la voie alterne; permettant le facteur | d'inactiver C3 b en iC3 b par coupure de
la chaine a puis clivage ultérieur en C3dg qui reste fixé aux accepteurs et C3c qui passe en
phase fluide (Lambris et Morikis 2005, Attwood et Cammack, 2006)
11-4-3-3-1-3-1-4-Complément Facteur | : : glycoprotéine de 88kDa, son géne porté sur le
chromosome4, son taux sérique usuel est de 35mg/l, inactive C4 et C3 en les hydrolysant
avec l'aide de cofacteurs C4 bp, H, CR1 ou MCP(Lambris et Morikis 2005)
11-4-3-3-1-3-1-5-Clustreine : protéine sérique multi fonctionnelle, de 70a 80 kDa, consiste
de deux chaines liées par des ponts disulfures (o et B), il se lie au MAC et prévient sa

liaison a la membrane (Lambris et Morikis 2005, Attwood et Cammack, 2006).
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Figure 13: la fraction C3 du complément Figure 14: les voies de signalisation
(Arumugan et al.,2008) du récepteur C5a (Arumugan et al.,2008)

Figurel5 : le complément C1 (Parham, 2005)
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Figure 16 : illustration de la MBL et la Ficoline (Parham, 2005)
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11-4-3-3-1-3-1-6-Vitronectine : appelé aussi la protéine S 83kDa, se fixe sur le complexe
C5 b-7 C5 b-8 et C5 b-9 et I'empéche de s'insérer dans la membrane (Lambris et Morikis
2005 ; Attwood et Cammack, 2006)

11-4-3-3-1-3-2-Les régulateurs membranaires

11-4-3-3-1-3-2-1-Complément récepteur 1(CR1, CD35) : glycoprotéine membranaire
existe sous deux formes de 190 et 220 kDa, lie les fragments C3b et C4b. Qutre sa fonction
de récepteur, il a la capacité de dissocier les convertases et joue un role de cofacteur de |
pour le clivage de C3b et C4b. Il est exprimé par les hématies, les monocytes, les
polynucléaires neutrophiles et éosinophiles, les lymphocytes Tet B, les podocytes
glomérulaires, les fibres nerveux périphériques et les cellules dendritiques folliculaires. Le
CR1 participe également a la phagocytose des particules opsonisées et permet aux globules
rouges d’assurer le transport des complexes Ag-Ac vers les macrophages de la rate et du
foie.

11-4-3-3-1-3-2-2-Membrane cofactor protein (MCP, CD46):glycoprotéine membranaire
de 51 a 68 kDa, présente sur les membranes des cellules autres que les hématies, et sur les
cellules hématopoiétiques , le cellules épithéliales et endothéliale, elle fixe le C3b et le C4b
et favorise leurs inactivation .ce sont des cofacteurs de | dont le r6le s’ajoute a celle de
DAF

11-4-3-3-1-3-2-3-Decay-accelerating factor (DAF, CD55): glycoprotéines de 70kDa liées
aux lipides membranaires par un pont GPI (glycophosphatidylinositol) qui permet des
mouvements rapide sur les surfaces cellulaires .Le DAF est présent sur toutes les cellules
sanguines, les cellules endothéliales, placenta et quelque types épithélial, il dissocie le C3
convertase de maniere efficace et constitue un systeme de protection intrinséque contre
I’activation du complément , des études montrent I’augmentation de son expression dans
certains types de tumeurs malignes, il prévient I’opsonisation et la libération
d’anaphylatoxines.

11-4-3-3-1-3-2-4-Protectine CD59 : glycoprotéine de 18-25kDa, présent sur les cellules
circulantes, les cellules endothéliales, plusieurs types épithéliaux et les spermatozoides.
Comme le DAF il besoin un groupe GPL.il inhibe la derniére étape d’assemblage de MAC
sur la membrane en se liant au complexe C5b-8, il empéche donc la liaison puis la
polymeérisation de C9 (Lambris et Morikis 2005 ; Attwood et Cammack, 2006).
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11-4-3-3-1-4-Rdle du complément :

Les principales fonctions biologiques du complément comprennent la lyse des
pathogenes, I’opsonisation par le C3b et I’activation de la cascade inflammatoire en
réponse a la génération des anaphylatoxines (C3a, C4a et C5a) (Tableau 6).

Ces dernieres sont des initiateurs de la réponse inflammatoire, elles induisent la
vasodilatation, augmentent la perméabilité vasculaire et présentent aussi la propriété
d’induire la libération de plusieurs médiateurs de mastocytes et phagocytes tels que
I’histamine, la sérotonine, les produits du métabolisme arachidonique et certaines
cytokines (Hawlisch et al., 2004 ; Arumugan et al 2004b ; Hawlisch, 2006 ; Arumugan et
al 2008).

Le “complexe d’attaqgue membranaire” "MAC- peut stimuler le métabolisme
arachidonique et la libération de PGE2 a partir des macrophages, du LTB4 a partir des
neutrophiles et du thromboxane B2 a partir des plaquettes, libération des prostanoides et de
I’IL1, ROS a partir des monocytes humaines. (Hansch et al 1984 ; Hansch et al., 1985).

En échappant a ce contrble I’activation du complément est associée a plusieurs
pathologies, particulierement rénale (Néphrite lupique, Néphrite membraneuse et
membrano-proliférative, Néphropathie a IgA), pathologie neurologique (maladie
d’Alzheimer, sclérose en plaque), biocompatibilité (rejet de greffe) (Wagner — 2006).

Tableau 5: Les protéines régulatrices du complément (Rautemaa, 2001)

protéines cibles fonctions

Régulateurs solubles

C1 inhibiteur Clr, Cis Dissociation de Cls et Clr a partir de complexe C1 aprés
liaison covalente.

Facteur | C3b, C4b  Dégradation de C3b et C4b

Facteur H C3b Diminue I’activité de C3/C5 convertase de la voie alterne,

cofacteur pour le facteur |

C4b-binding protein C4b Diminue I'activité de C3/C5 convertase de la voie classique,
cofacteur pour le facteur

Clustreine C5b-7 Prévention de I’insertion membranaire de C5b-7

Vitronectine C5b-7 Prévention de I’insertion membranaire de C5b-7

Régulateurs membranaire

CR1(CD35) C3b, Diminue I’activité de C3/C5 convertase, cofacteur pour le
iC3b, C4b  facteur I, transport de complexe immun

MCP(CD46) C3b, C4b  cofacteur pour le facteur |

DAF(CD55) C3b, C4b  Diminue I’activité de C3/C5 convertase
C8, C9 Inhibition de MAC

Protectine (CD59)
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Sous les conditions physiologiques, I’activation du complément est également
contr6lée par I’action coordinatrice des protéines régulatrices solubles et membranaires, les
régulateurs solubles tel que le Cl-inh, C4bBp, facteurs H et I. La Clustreine et la
vitronectine limitent I’action du complément dans les liquides de I’organisme et les sites de
cascade d’activation (figure 18). Les cellules sont protégées contre [I’attaque des
homologues du complément par les protéines de surface tel que CR1, MCP, DAF et CD59.
Lorsque le complément est improprement active ces mécanismes régulateurs peuvent étre
détruits, il en résulte une destruction de tissus et la maladie.

L’utilisation des inhibiteurs solubles (C1-inh, C4bBp, facteur H, CR1 soluble, DAF
soluble, Cd59 soluble..), des anticorps (anti-C5, anti-MBL, anti-facteur D anti-C5a, anti-
C5-9), des antagonistes de leurs récepteurs (SB 290157 antagoniste de C3aR, peptide
cyclique AcF[OPdChaWR] antagoniste de C5aR) et des inhibiteurs non spécifiques
(aprotinine, K-76 acide mono carboxyliqgue —MX-1-) est souvent employée pour limiter
toutes perturbations, pour neutraliser les cascades du complément ou pour réduire les effets
des anaphylatoxines.

( Tamara et al., 2002 ; Morgan et Harris 2003 ; Mollnes et Kirschfink 2006 ; Arumugam et
al., 2008).
Tableau 6 : Réle du complément. (Wagner, 2006 ; Walport, 2001)

Composante Mécanisme d’action role
fragment
C3a, C5a Promotion de I’inflammation
Clq, C4b, Opsonisation / phagocytose Contréle de I’agent
C3b, iC3b, infectieux
C3d, MBL,
C5b-9 Lyse microbienne

C4b, C3b, C3d Développement d’anticorps spécifique
augmentg. Lien avec I'immunité
Augmentation de la mémoire immune.  adaptative

Cl1q, C4b, C3b Elimination de complexes immuns et

de corps apoptotique Elimination des déchets
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Figure 18 : Regulations physiologique des voies d’activation du complément (Mollnes et
Kirschfink 2006; Tom, 2006; Wagner, 2006; Walport, 2001)
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11-4-3-3-2-Les cytokines :

Les cytokines sont une famille de protéines de signalisation de masse moléculaire de 8
a 30 kDa et qui agissent en tres faible quantité (pictogrammes). Elles sont produites non
seulement par les lymphocytes et les monocytes mais aussi par les thymocytes et par
d’autres variétés de cellules telles que les astrocytes, les cellules endothéliales, les
kératinocytes, les fibroblastes et les cellules mesongliales (Tableau 7). Leur induction
s’effectue par différent stimulus tels que les antigenes microbiens ou viraux, les lectines
végétales, les mitogénes, les lésions tissulaires, I’némorragie, et méme les facteurs du
complément et les cellules tumorales (Beile, 1997).

Les cytokines jouent un réle important dans plusieurs pathologies en se liant sur
leurs récepteurs spécifiques, ils produisent des cascades de signaux qui peuvent activer ou
inhiber : des genes, des facteurs transcriptionelles, et autre cytokines et récepteurs de
cytokines (Tableau 7).
11-4-3-3-2-1-Cytokines et régulation des réponses immunitaires

L’initiation du signal au niveau du systeme immunitaire implique la reconnaissance
de I’antigéne par les cellules T avec la participation des CPA. Le compartiment des
cellules T est accompagné a la libération de cytokines telles que I’IL2, IL3, L4, IL7, IL10,
TNFa, et TNFB, IFNy et GM-CSF (McCarthy 1994).

L’IL1, le TNFa, le TNFB, I’IL6 et I’IL8 sont des médiateurs important dans
I’amplification de I’inflammation. L’IL1 et le TNFa peuvent induire physiologiquement la
sécrétion de I’IL6 et de I’lI8 par les monocytes. Un taux élevé induire une hypotension
fatale.

L’IL6 induit la prolifération des lymphocytes B et induit la libération des protéines
de la phase aigue (McCarthy 1994). D’autres fonctions physiologiques sont assurées aussi
par I’IL6, telles que la prolifération des lymphocytes B, T, Tc, des kératinocytes, des
cellules mésangliales, la différentiation de cellules nerveuses la stimulation de
I’hématopoiese et une activité pyrogéne en stimulant la production de I’AcTH (Gaillar,
2002).

L’inhibition des réponses inflammatoires est controlée par le TGFp, I’IL4 et I’1L10.
L’IL4 peut inhiber la production de I'TFNy par les monocytes et stimuler ladition de
I’IL10 par les cellules T (CD4+). L’IL10 inhibe certaines fonctions de macrophages telle
que la présentation de I’antigéne aux cellules TH1, elle stimule I’expression le I’IL1a
(inhibiteur de I’IL1) (McCarthy 1994).
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Tableau 7 : caractéristique de certains cytokines (Genet 1993 ; Delves, 2000)

PM Cellules Cellules Activités majeurs Pertinence clinique
gene sources sensibles
codant
17kDa Mo/MO, CD, T, B, Activationdes ¢ T et MO ; | Impliqué dans la pathogénése
IL-1 2q Cep, B, Mo/MO, Cen, | promotion de | de choc septique athérosclérose
fibroblasts NK, PN... I’inflammation
15kDa Activation des ¢ T, NKet | Utilisé dans le traitement de
1L-2 4q T(Thl) T, B, NK MO certaines tumeurs
15kDa T(Th2), B, T, Ma, PB, | Activation des ¢ Tet Mo et | Défense contre les nématodes
IL-4 5 PB /Ma Mo/MO le Switch des IgE
20-26kDa Mo/MO, T, B, T, Activation des ¢ T et | Hyper-produit dans la maladie
I1L-6 7 Cep, B, Ma hépatocytes, ¢ | différenciation des ¢ B; | de Castleman’s, agit comme
fibroblastes souches stimulation de la | hormone de croissance dans la
production des protéines | myélome et prolifération de
de la phase aigue mésangliocyte glomeronephritis
8kDa Mo/MO, T, PN, PB, Chimiotactisme des PN, | Niveau dans les pathologies
IL-8 17q Cep, PN, NK, TetB CB, T accompagné au neutrophilié
fibroblastes
19-21kDa T(Th2), Mo T, B Immunosuppresseur Utilisé dans des pathologies
IL-10 1 cardio-vasculaires
35-40kDa Mo/MO, B T(Th1, Tc) stimulation de la | Peut étre utilisé comme
IL-12 3q NK, Mo/MO, | production IFNy par les | adjuvant dans les vaccins
Ma Th, NK et induction ¢Th
de la voie Thl
10kDa T(Th2) B, Mo/MO, Immunosuppresseur Dés activatrice des
IL-13 5q PN, macrophages
20-25kDa T(Thl), NK B, Mo/MO, | Activation MO, inhibition | Utilisé dans la  maladie
IFNy 12q Tc, NK, Cen | des ¢Th de la voie Th2 granulomateuse chronique
17*3kDa Mo/MO, PN, | Trés diverses | Promotion de | Associé aux anticorps, il est
TNFa 6p T, NK; Ma I’inflammation bénéfique dans I’arthrite
rhumatoide
17*3kDa T, NK Trés diverses | Promotion de | Impliqué dans la pathogénéese
TNFB 6p I’inflammation de multiple sclérose
B : lymphocytes B ; Ce : cellules épithéliales ; CD : cellules dendritiques ; Cen :
cellules  endothéliales, Eo:  Eosinophiles; Ma: mastocytes; Mo/Mo :

monocytes/macrophages; NK ; natual Killer ; PB : basophiles ; PN : polynucléaires; T :

lymphocytes T (Tc : cytotoxique, Th : helper, Ts : supresseur)
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Au niveau moléculaire ces régulations font appel aux superfamilles des STAT, Jak
et SOCS qui sont des facteurs de transcription et selon le signal transmis par les récepteurs
des cytokines orientent les voies Th (figure 19 et 20). (O’Shea et Murray 2008).

Le taux sérique élevé de certains cytokines chez des patients empoisonnés par le
scorpion Tityus serrulatus permet de montrer I’augmentation importante de I’IL1a, I’'TFNy,
I’IL6 et le GM-CSF (Fukuharaa2003) ; cette elévation persite aprés 24 h. Une corrélation
étroite entre I’augmentation sérique des cytokines et les concentrations sériques du venin
de Tityus discrepans a été montrée chez les patients envenimés. Cette corrélation est aussi
rapportée aprés envenimation avec le venin de Leuirus quinquestriatus Lgq (D’Suze,
2003 ; Abdoon et Fatani 2009).

L’IL8 semble étre un facteur important dans la pathogénése des lésions de
myocarde apres envenimation scorpionique (Abdel-Raheem et al 2003). ils reposent leur
hypothése sur I’étude qui montrent L’IL8, cytokine inflammatoire peut étre produite
localement au niveau cardiaque, elle active les leucocytes et stimule leur accumulation
dans le myocarde (Wan et Yi, 1999). L’administration des anticorps anti IL8 chez des
lapins les protége contre les Iésions cardio-pulmonaires (Boyle et al 1998).

L’inter-contrdle des cytokines et des différents marqueurs de défaillance du stress
tissulaire peut expliquer leurs niveaux sériques tres élevés apres une envenimation. Les
auteurs interprétent les taux élevés de I’IL6 par I’incapacité de I’inhibition de sa production

ou I’augmentation de son métabolisme (Sofer et al., 1996).
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I1-5-Traitement de I’envenimation :

Les diverses complications engendrées par les venins de scorpions telles que
I’hypertension, I’cedeme pulmonaire, altération neurologique, font que I’utilisation des
I’anti venins est incapable d’abolir tous les effets systémiques déclenchés par les venins
(Bawaskar1991, Sofer et al 1994, Tarasiuck et al 1998). Tous ces effet pourraient
cependant étre neutralisés par I’association de I’immunothérapie avec un traitement
symptomatique.
11-5-1-Le traitement symptomatique :

Le traitement symptomatique est indiqué pour corriger I’hypertension et
I’hypotension artérielles. Il peut étre a base de captopril, nifedipine, prazosine, hydralazine,
(Sofer et Guero 1988, Bawaskar, 1994). Les perturbations cardio-vasculaires par le
metropolole et la dobutamine, les réactions allergiques pourraient étre atténuées par
I’épinephrine et les corticoides) et les vomissements par I’utilisation de métoclopramide
(Elatrous et al 1999.
11-5-2-Le traitement spécifique :

Des travaux ont portés sur la recherche d’autres traitements qui peuvent atténuer les
symptomes de I’envenimation. L’Utilisation des flavones et le flavonone possédent des
propriétés inhibitrices sur les hyaluronidases contenues dans le venin de Tityus serrulatus
(Pessinin et al., 2001). La lignocaine, le benzylamine, les carbamazepines sont souvent
proposés dans les traitement des envenimés (Fatani et al., 2000 ; EI-Alfy et al., 2008 ;
Alves et al., 2008).

Bien que controversée, I'immunothérapie reste le seul traitement spécifique
préconisé lors des envenimations (Riviére et Bon 1999)

L’efficacité de I’immunothérapie est conditionnée par les propriétés
pharmacologiques et pharmacocinétiques des venins et de leurs toxines mais aussi celles
des sérums antivenimeux. L’administration d’anti-venin a des rats 30 min apres
envenimation avec le venin d’Aah semble prévenir les altérations observés au niveau
cardiaque et hépatique, ces altérations restent cependant partiellement neutralisées au
niveau pulmonaire et rénal. La voie intraveineuse est une des voie préconisée dans les cas
d’envenimations séveres (Hammoudi-Triki et al., 2003 ; Hammoudi-Triki et al., 2004).
Krifi et al., L’injection de I’anti-venin dans un délai court et par voie appropriée est
nécessaire pour une neutralisation compléte et permanente du venin circulant. Les

recommandations de la voie intraveineuse pour I’injection du sérum antivenimeux, portent
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sur L’amélioration de I’immunothérapie reste dans I’utilisation de fragments F(ab) ou
F(ab”), dans des délais rapides et par voie intra-veineuse dans des structures adaptées.
(Hammoudi-Triki et al., 2007 ; Sami-Merah et al., 2008).

11-6-Apports sur I’utilité de venins et des toxines en thérapeutique :

Le venin de scorpion contient un grand nombre de substances biologiquement
active tels que les peptides toxiques (avec une variété de spécificité aux canaux ioniques),
les enzymes, les nucléotides, les lipides les mucoprotéines, les amines biogéniques, les
glycosaminoglycanes et I’histamine (Zlotkin et al., 1978). Il été démontré que I’injection
du venin de scorpion peut induire la sécrétion de médiateurs inflammatoires (bradykinine,
PAF, PGs, LT, et les cytokines...) (Pelletier et al., 1993 ; Murray, 1998 ; Gueron 1992a ;
Ismail et al., 1992).

En se référant aux propriétés des venins, de leurs toxines purifiées qui sont capable
d’induire des nécroses et une réponse inflammatoire spécifique, certains travaux explorent
les venins ou leurs toxines purifiées en thérapeutique. La douleur peut étre induite par
certaines toxines, certaines toxines purifiées du méme venin ont montré des effets
antalgiques. La toxine BmK IT-AP, une toxine anti-insecte, isolée du venin de Buthus
martensi Karsch (BmK) présente un effet analgésique sur les souris. BmKIT-AP3 et BmK
IT-AS1, sont des toxines purifiées du méme venin qui possédent un effet anti-dépressif sur
les insectes et un effet analgésique sur les mammiféres. D’autre peptides analgésiques
purifiés du venin de BmK (AGAP) montrent un effet inhibiteur de la douleur des viscéeres
et aussi une activité anti-tumorale sur les cellules E., ascites et fibrosarcomes S-180
(Rajendra et al., 2004)

Plusieurs bactéries deviennent résistantes aux antibiotiques conventionnelles, de
nouveaux medicaments et leurs sources sont nécessaires pour combattre contre la
résistance bactérienne. Des peptides isolés des venins de scorpions montrent leurs
propriétés antibactériennes telles qu’imcroporin (purifiée a partir du venin de Isometrus
maculates (Zhao et al., 2009). Six peptides appelés bactridines ont été purifiés a partir

duvenin de Tityus discrepans (Diaz et al., 2009).
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Un peptide, appelé scorpine a été isolé a partir du venin du scorpion Pandinus
imperator, ce peptide présente une activité antibactérienne et un effet inhibiteur puissant
sur les stades ookinete et gaméte de Plasmodium berghei (Conde et al., 2000).

Carballar-Lejarazffl et collaborateurs, en 2008, développent un recombinant de ce
peptide RScp et montrent son pouvoir antibactérien contre Bacillus subtilis et Klebsiella
pneumoniae, (dose de 5 et 10 mM, respectivement). Il produit aussi 98% de mortalité dans
les stades sexuel de Plasmodium berghei avec une dose de 15 mM et une réduction de
100% pour Plasmodium falciparum parasitemia avec une dose 5 mM. RScp inhibe aussi

la réplication du virus de la dengue 2 dans les cellules mosquito C6/36.
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MATERIELS ET METHODES

III-MATERIELS ET METHODES
III-1-Matériel

I1I-1-1-Matériel biologique
III-1-1-1-Le venin et les toxines

Le venin d’Androctonus australis hector (Aah), sa fraction Fr,G50 sont fournis par le
Laboratoire de Recherche et de Développement sur les Venins de 1’Institut Pasteur d’Algérie
(IPA). Les toxines Aah I et Aah II sont gracieusement fournies par le Docteur Marie-France
Martin-Eauclaire (UMR3132 CRN2M, IFR Jean-Roche, Université de la Méditerranée,
Faculté de Médecine).

I1I-1-1-2-Les animaux
Les souris males de race NMRI (20 + 2 g) sont fournies par I’animalerie de I’annexe de
I’TPA.
I11-1-1-3-Le sang de mouton
Le sang de mouton est prélevé par ponction jugulaire dans une solution Alsever’s (pH 6,01 a
raison de deux fois le volume du sang), il est conservé a 4°C.
I11-1-2-Matériel non biologique
Les produits chimiques sont fournis par la firme Sigma Aldrich, Les Kits de dosage

des cytokines sont fournis par Amersham Biosciences-Biotrak TM system.

I11-2-Méthodes

Le venin AaH, sa fraction F;,G50 et ses toxines Aah I et Aah II, induisent des
perturbations physiologique importantes. Ces toxines affectent tous les tissus et systemes de
I’organisme (cardiovasculaire, nerveux, endocrinien, respiratoire), provoquant ainsi un
désordre métabolique dans le foie et les reins ainsi qu’une réponse inflammatoire.

Cette étude porte sur I’induction de la réponse inflammatoire par les molécules d’AaH
selon les aspects suivants :

1 - la consommation de protéines du complément sous 1’action de venin, la libération
des cytokines suite a I’envenimation par les toxines AaH I et AaH II,

2-Dosages des immunoglobulines

3-La libération de cytokine au niveau de foie sous I’action des toxines d’AaH
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4-1’effet des traitements sur I’inflammation induite par le venin d’AaH.

I1I-2-1-L’envenimation des animaux

Les animaux sont envenimés par voie sous cutanée avec une dose sublétale de venin
AaH (10 ug/20 gde souris), de sa fraction toxique Fr,,G50 (0,8 ug/20 g de souris) ou de ses
toxines purifiées, AaH I (0,2 ug/20 g de souris) et Aahll (0,16 ug/20 gde souris). Les
animaux sont sacrifiés selon une cinétique : 30 min, 1, 3, 4, 6, 48 heures et 7 jours.

Le sang récupéré est centrifugé pendant 15 min a 849.6g, les sérums sont conservés a
-20°C jusqu’au leur usage dans les tests hémolytiques et le dosage des immunoglobulines.

Les organes (foie et poumons) sont récupérés et broyés dans de 1’eau physiologique.
Les broyats sont utilis€s pour le dosage des cytokines mais aussi dans des tests hémolytiques
pour quantifier le taux d’activation du complément dans les organes.
I1I-2-2-Le traitement antivenimeux

Les animaux sont injectés par voie intra péritonéale avec une dose thérapeutique
d’Atropine (0,025 mg/kg) ou de propranolol (0,1 mg/kg) apres 45 min d’administration d’une
dose sublétale de venin AaH (10 pg/20 g de souris). Les animaux sont sacrifiés selon une
cinétique : 1, 3 et 24 heures.

Le sang récupéré est centrifugé pendant 15 min a 70.8¢g, les sérums sont conservés a

—-20°C jusqu’a leur usage dans les tests hémolytiques.

Les organes (foie et poumons) sont récupérés et broyés dans de 1’eau physiologique.
Les broyats sont utilisés dans des tests hémolytiques pour quantifier le taux d’activation du
complément dans les organes.
II1-2-3-Tests de ’activité lytique du complément

Ce test est réalisé afin d’explorer la voie classique de I’activation du complément, en
utilisant des globules rouges de mouton qui sont sensibilisés (GRMs).
II1-2-3-1 Préparation des Globules Rouges de Mouton (GRM)

Le sang de mouton fourni par I'IPA et obtenu par prélevement jugulaire dans la
solution d’Alsever’s (pH 6,01 a raison de deux fois le volume du sang, il est conservé a 4°C.

Apres une centrifugation de 70.8g pendant 5 min, le surnageant et le buffy coat sont éliminés,
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les Globules Rouges de Mouton (GRM) sont récupérés et relavés avec du tampon (gélatine
tampon veronal buffer -EDTA) GVB-EDTA.
I1I-2-3-2-Sensibilisation des Globules Rouges de Mouton (GRMs)

Apres ajustement de nombre de GRM a I’aide d’un tampon GVB-EDTA a (10° GRM),
un volume de la suspension de GRM ajustée est suspendu dans le méme volume de GVB-
EDTA, le sérum hémolytique est ajouté, bien mélangé et incubé a 37°C pendant 30 min.
Apres un lavage avec du GVB-EDTA et deux lavages avec du GVB*" cette préparation peut
étre conservé pendant 5 jours a 4°C.

I1-2-3-3-Dosage de I’activité hémolytique des échantillons sériques apres envenimation

Les sérums 2 tester sont dilués au un trentieme ('/3), 9 volumes de chaque dilution
sont mélangés avec un volume de la suspension de GRMs, incubée entre 30 et 40 min, puis
centrifuger a 212.4g pendant 5 min. La lecture de la DO est effectuée a 541 nm. Le témoin
présentant 100% d’hémolyse est préparé avec un volume de la suspension des GRMs et 9
volumes d’H,0, le témoin ne présentant que 0% d’hémolyse (absence totale d’hémolyse) est
préparé avec 9 volumes de GVB*".

Les surnageants d’organes broyés sont dilués au un quinzieéme ('/;s), puis mélangés
avec les GRMs selon les mémes étapes, la lecture de 1’absorbance est effectuée cette fois ci a
412 nm.

[II-2-4-D-Dosages des immunoglobulines

Le dosage des immunoglobulines sériques est réalisé a I’aide d’un test ELISA simple.
Des microplaques sont sensibilisées avec une solution de venin d’AaH (5 pg/ml dans le
tampon carbonate —bicarbonate de sodium 0,1M, pH 9,6) a raison de 100 pl par puits pendant
une nuit a 4°C. Apres 5 lavages avec le tampon PBS 0,IM, pH 7.4, 0,1%Tween20, la
saturation est réalisée avec une solution de “ PBS-Tween 20, 5% de lait écrémé >, a raison de
200 pl par puits, pendant 1 heure a 37°C.

Une série de lavages au PBS-Tween 20 est suivie d’une répartition des sérums a étudier
(100 1 par puits), apres une heure d’incubation a 37°C, la plaque est relavée 5 fois avec du
PBS-Tween 20. Le conjugué constitué des anticorps de cheval anti-IgG de souris couplés a la
peroxydase, est déposé a raison del00 1 préalablement dilué au '/,p0. Cette réaction dure une

heure a 37°C.

41



MATERIELS ET METHODES

Une préparation sOPD du substrat (20 mg d’une pastille d’O-Phenylene Diamine
dihydrochloride dissoute dans une solution phosphate 0,01M, pH 7,3, puis 10 1 d’H,0, est
additionné), est rajoutée a raison de 1% et incubée pendant 10 a15 min a I’abri de la lumiere et
a température ambiante.

L’ arrét de la réaction est effectué par 1’addition d’H,SO, 2N a raison de 25 1 /puits puis

la lecture est effectuée a 490nm.

III-2-5-Dosages des cytokines

Le dosage de cytokines est réalisé en utilisant des kits spécifiques pour chaque
cytokine. Ces dosages sont effectués dans les surnageants du foie des animaux envenimés
avec les toxines Aah I et Aah II selon la cinétique de 3 heures, 6 heures et 24 heures.

Dans une premiére étape, les échantillons standards de chaque cytokine (IL1B, ICAM,
ILS, IL10, IL6, et TNF) et les échantillons a tester, sont incubés en «duplicate » une heure a
température ambiante, a raison de 50 pl/puits, dans des puits préalablement sensibilisés avec
un anticorps monoclonal spécifique a chaque cytokine.

L’ anticorps biotinylé, déposé a raison de 50 pl/puits, est incubé pendant une heure a
température ambiante. Le dépdt du conjugué Streptavidine —HRP (100 pl/puits) est effectué
apres une série de lavages pour une incubation de 30 minutes a température ambiante.

Lactivité enzymatique est révélée par 1’addition du substrat spécifique a I’enzyme, le
3-3’-5-5" tétraméthyl benzidine (TMB)-100 ul/puits, apres 30 minutes d’incubation a
température ambiante et a 1'obscurité. Apres addition de la solution d’arrét HC1 2N (50
ul/puits), I’absorbance a 450 nm est effectué a I’aide d’un lecteur de microplaque.
I11-2-6-’analyse histologique des poumons et de foie apres envenimation en absence et en
présence de prétraitements

I1-2-6-1-préparation des blocks d’organes

Les organes obtenus apres dissection sont lavés dans le tampon PBS dans le froid
ensuite imprégnés dans le fixateur (PBS 0,1M pH 7,4 - para formaldéhyde 10%) pendant 24
heures. Apres fixation, les organes sont déshydratés dans des bains d’alcool de concentrations

croissantes (70%-90%-100%) puis deux autres bains de xyléne 15 minutes pour chaque bain.
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Ces organes sont ensuite imprégnés dans la paraffine fondue a 60°C pendant 1 heure
puis 24 heures (deux bains de paraffine) ; les blocs de paraffine sont effectués en utilisant des
cassettes.

II1-2-6-1- Préparation des coupes

Les blocs d’organes préparés sont coupées a I’aide d’un microtome, ces coupes sont
étalées sur des lames et incubées au minimum 2 heures a 60°C. Ces dernieres sont
déparaffinés dans deux bains de xyléne puis deux bains d’alcool (10 minutes chacun). Les
colorations sont effectuées dans 1’hématoxyline (3 minutes) puis dans I’éosine pendant 15

minutes.
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RESULTATS ET DISCUSION

IV-RESULTATSET DISCUSSION :

IV-1-Analyse du processus inflammatoire induit par le venin d’Androctonus australis
hector et de sa fraction Frq G50 et de sestoxinesAaH | et AaH 11 :

IV-1-1-Dosage de I’ activité lytique du complément sérique::

Le systétme du complément est un ensemble de protéines dont la plupart sont des
estérases et complétent de facon non spécifique les effets immunologiques spécifiques des
anticorps.

Toutes les voies d’activation du complément (classique, alterne et MBL) menent a la
formation de nombreux produits doués d’activités biologiques diverses, en premiére ligne le
fragment C3a et le fragment C5a puis le complexe d’attaque membranaire.

Chez les sujets sains le complément est faiblement actif selon les besoin de
I’organisme (élimination des cellules apoptotique, des complexes immun), le taux de son
activité sérique est presque nulle.

Le taux d’activité de systeme du complément (taux de formation du C3a de maniére
génerale) est exploré par la mesure du pourcentage d’hémolyse des GRMs en présence de
sérums des animaux injectés par les molécules en question.

Les résultats de la cinétique de mesure de I’activité lytique du complément sérique en
présence du venin total d’AaH montrent une augmentation significative du taux de lyse des
GRMs (40% apres 30 minutes) [figure 21]. Cette activité continue a augmenter pour atteindre
un premier pic avec un pourcentage d’hémolyse de 56% a 3 heures et un deuxiéme pic a 24
heures (presque 70%).Cette activité décroit ensuite en fonction de temps pour atteindre son
stabilité aprés le 7°™ jour d’envenimation (20% d’hémolyse).

La méme allure de courbe est obtenue avec la fraction Frox G50 du venin d’AaH
[figure 21]. Une moindre intensité est cependant observée comparée a celle du venin (30%
apres 30 minutes, un premier pic a 3 heures avec un pourcentage d’hémolyse de 47% et un

deuxieme pic a 24 heurs avec un pourcentage d’hémolyse de 60%).
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% d'hémolyse 7gu

O venin
B Ftox G50

180°
240’

témoins
360'
24h

Temps

48h
7]

Figure 21 : Variation de I’activité lytique sérique du complément aprés envenimation avec

une dose sublétale de venin AaH ou de sa fraction FtoxG50.

® venin Aah
® Ftox G50

Figure 22 : Variations de I’activité lytique serique du complément apres I’envenimation avec
une dose sublétale des toxines AaH | et AaH 1.
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Les toxines Aah | et AaH Il agissent de la méme fagon que le venin total [figures 22].
La stabilité de cette activité est aussi retardée au 7°™ jour (20%).

L’hémolyse des GRMs en présence de sérums d’animaux envenimés est due a la
présence du complément activé par le venin et par ses fractions toxique G50 et par ses toxines
Aah I et Aah Il

La premiere phase d’activation indique la participation du complément dans la
réponse innée induite par les antigenes utilisés. La régression faible de cette activité peut étre
expliquée par une étape de régénération des protéines du complément afin de participer dans
une deuxieme phase d’activation et d’atteindre un maximum d’activité a 24 heures (70%).

L’activation du complément conduit a la production de fragments biologiquement
actifs (C3a et C5a), qui sont responsables de la libération de I’histamine, de I’augmentation
de la perméabilité vasculaire et de I’infiltration leucocytaires dans les sites lésés.

Le venin de scorpion Tityus serrulatus active in vivo (rats Wistar) par les deux voies :
classique et alterne le systtme du complément, avec un premier pic a une heure et un
deuxiéme plus important a 24 heures, (Bertazzi 2003) ; in vitro sur un sérum humain
I’activation des trois voies d’activation de systtme du complément, commence dans 20
minutes (Bertazzi 2005).

[11-1-2-D-Dosages desimmunoglobulines :

L’injection d’antigene venimeux diffuse rapide dans les compartiments vasculaire et
tissulaire en déclenchant une réponse immunitaire & médiation humorale avec production
d’anticorps apres activation et prolifération des lymphocytes B en plasmocytes par
I’intermédiaire des cytokines (I1L4, I1L6).

L’injection d’une dose sublétale de venin d’AaH induit une augmentation significative
des 1gG anti-AaH qu’aprés 24 heures. La reconnaissance des constituants du venin chez le
témoin indique que les constituants de venin sont détectés par les anticorps circulants, et

activent a leur tour le systeme du complément. [Figures 23 et 24]
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Figure 23 : Variations des taux serique en IgG anti Aah apres I’envenimation avec une dose

sublétale du venin AaH, sa fraction FtoxG50.
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Figure 24 : Variations des taux serique en 1gG anti Aah aprés I’envenimation avec

une dose sublétale des toxines AaHI et AaHII.
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IV-1-3-Dosage de I’ activité lytique du complément dans certains organes:

Les surnageant des poumons des différents animaux envenimés présentent une activité
hémolytique significative [figure 25, 26]. Elle est précoce et commence a 30 min (30 %
d’hémolyse). Cette activation est plus rapide que celle observée au niveau du tissu hépatique,
elle atteint son maximum a 1 heure (58% d’hémolyse), diminue avec le temps et ré augmente
a 48 h (probablement a cause de la production d’anticorps), une deuxiéme diminution est
observée au 7éme jour (30%). Au 7eme jour [I’activité persiste méme faiblement
probablement a cause des phénomenes d’élimination des débris tissulaires aprés leurs
réparations.

Les surnageants du foie des différents animaux envenimeés possédent une activité

hémolytique significative, atteint son maximum a 6h (65% d’hémolyse), elle est aussi précoce
et commence a 30 minute (30 % d’hémolyse), persiste mais avec moins degré au 7éme jour.
[Figure 27 et 28].
L’hémolyse des GRMs par le surnageant hépatique montre la présence du systeme du
complément sous sa forme actif. Dans la premiére phase (de 30 min a 4 heures, cette activité
peut étre due a la présence du complément dans le foie car il est la principale source des
protéines du complément. La deuxiéme phase (de 6 heures a 48 heures) présente une activité
plus importante, due probablement a la présence du complément dans le foie et a la
déposition du complément actif sérique dans cet organe.

Au 7éme jour I’activité persiste méme faiblement peut étre a cause du phénomene

d’élimination des déchets tissulaires apres leurs réparations.
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Figure 25: Variations des pourcentages d'hémolyse du surnageant pulmonaire en présence
du venin AaH sa fraction FtoxG50.
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Figure 26 : Variations des pourcentages d'hémolyse du surnageant pulmonaire des toxines
AaH | et AaH Il
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Figure 27 : Variations des taux d'hémolyse des surnageants hépatique en présence du venin
AaH sa fraction G50
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Figure 28: Variations des taux d'hémolyse des surnageants hépatique en présence des
toxines AaH | et AaH Il
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I V-2-dosage de certaines cytokines dans le foieen présenced’AaH | et d'AaH |1 :

Les auteurs associent la participation de cytokines et d’autres médiateurs
inflammatoire dans les perturbations physiopathologiques induites par les venins de scorpion,
I’augmentation sérique de cytokines pro et anti-inflammatoires a été déterminé chez I’homme
et expérimentalement (Fukuhar et al., 2003 ; D’Suze et al., 2003 ; D’Suze et al., 2004 ; Adi-
Bessalem et al., 2008).

Adi-Bessalem et al., 2008 ont montré que le venin d’Aah provoque une augmentation
rapide de cytokines pro inflammatoires sérique IL1pB, IL6 et TNFa avec un taux maximal a 60
minutes.

La présence de cytokines dans le foie est préalablement démontré (Derek et al.,
1999). Les résultats des dosages obtenus dans cette étude montrent une augmentation
significatives des cytokines pro inflammatoires (IL13 ; IL6) et anti-inflammatoire (I’1L10)
ainsi que les molécules d’adheésion tel I’'ICAM.

La toxine Aahl apres son injection, induit une augmentation du taux de cytokines dans
le foie. L’IL1B, I’IL6 et le TNFa sont des cytokines pro-inflammatoires, leurs taux reste
significatif jusqu’a 24 h [figures 29, 33 et 30]. Ces niveaux tres importants peut étre expliqué
par I’hyper activation de cet organe. La toxine Aah Il agit de la méme facon que Aah I, des
taux élevés de TNFo (> a 2500 pg est détecté a 3 h) et d’IL6 (> a 450pg a 24 h), refléte le
degré d’inflammation dans cet organe [figures 35 et 37]. Les effets de ces cytokines pro
inflammatoires peuvent étre contrdlés par les effets de cytokines anti inflammatoires telle que
I’IL10 qui présente aussi des taux élevés (> a 500 pg a 6 h et plus de 400 pg a 24 h) [figure
36].

L’IL5 joue un r6le dans la libération des IgE essentiellement dans les poumons, son
augmentation est aussi observée dans le surnageant hépatique, mais pas aussi important que
les cytokines pro inflammatoires. La participation des molécules d’adhésion dans la sévérité
de I’inflammation est aussi observée, le dosage de I’ICAM soluble est effectué, des taux
important et précoce (> a 200 pg a 3 h) de ces molécules est évalué dans les surnageants

hépatiques.
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Figure 29 : variation des concentrations de I’IL1 dans le foie en présence d’Aahl.
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Figure 30: variation des concentrations de TNFa dans le foie en présence d’Aah |.
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Figure 31: variation des concentrations de I’lCAMSs dans le foie en présence d’Aahl
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Figure 32: variation des concentrations de I’IL5 dans le foie en présence d’Aahl.
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Figure 33: variation des concentrations de I’IL6 dans le foie en présence d’Aahl.
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Figure 34: variation des concentrations de I’ICAMs dans le foie en présence d’Aahll.
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Figure 35 Variations des concentrations de TNFa dans le foie en présence d’Aahll.
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Figure 36: variation des concentrations de I’IL 10 dans le foie en présence d’Aahll.
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Figure 37 : variation des concentrations de I’IL6 dans le foie en présence d’Aahll
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IV-2-Analyse du processus inflammatoire induit par le venin Androctonus australis

hector et sesfractions G50 et sestoxines AaH | et AaH || apreés prétraitement

|V-2-1-Effets de neur otransmetteur s sur I’activité du complément sérique:

L’ atropine est un médicament utilise dans les cas d’hypertension grave. C’est un
antagoniste des récepteurs muscariniques de I’acétyle choline. Le propranolol est un
antagoniste des récepteurs Blet f2 adrénergiques, il est utilisé en thérapeutique dans les cas
d’hypotension grave

Le prétraitement par I’atropine et par le propranolol devrait nous renseigner sur les
effets des systéemes cholinergique et adrénergique sur I’inflammation induite par le venin
d’Aah.

Une inhibition de I’activité du complément sérique quelque peu retardé est observée
aprés 24 heures apres prétraitement avec I’atropine, alors que le propranolol ne réduit pas

cette activitée mais il I’augmente.

IV-2-2-Effets de neurotransmetteurs sur |'activité du complément du surnageant

pulmonaire:

Les neurotransmetteurs ont des fonctions physiologiques dans tous les organes de
I’organisme, dans les poumons I’acétyle choline stimule la contraction de trachée et des
muscles bronchique, I’adrénaline les relaxe, et stimule la sécrétion des glandes bronchiques.

Le prétraitement avec les deux drogues augmente legerement I activité du
complément dans le surnageant pulmonaire dans une premiére phase (1 h et 3 h) et garde une
méme activité a 24 h. Ces résultats indiquent le contréle de systéme immunitaire par les deux

systemes cholinergique et adrénergique.
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Figure 38: variation de I’activité lytiqgue du complément sérique des envenimés apres
prétraitement avec I’atropine et le propranolol
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Figure 39 : Variations des pourcentages d'hémolyse du surnageant pulmonaire en présence
du venin AaH aprés prétraitement avec I’atropine et le propranolol
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IV-2-3-Effets del’aprotinin sur I'activité du complément sérique:

L aprotinin est un polypeptide, inhibiteur des serine protéases, c’est un anti-
fibrinolytique et inhibiteur non spécifique de complément. Il est utilisé en thérapeutique au
cours des chirurgies cardiaques. Des recherches montrent I’effet anti-chimio attractant de
I’aprotinine (Koksal et al., 2004, H. Altan et al., 2009)

Pandey et Deshpande (2004) montrent que cette molécule protege contre les effets
respiratoire et cardiaque anormaux induits par le venin de Mesobuthus tamulus.

Une inhibition de I’activité du complément sérique quelque peu retardé est observée

apres 24 heures. Cette inhibition est plus importante en présence qu’en présence de I’atropine.
|V-2-4-Effets de |’ aprotinin sur I’ activité du complément dansles poumons:

En se basant sur les propriétés pharmacologiques de I’aprotinin, les dosages de
I’activité du complément dans le surnageant pulmonaire semble effectué. Cette activité

diminue a 3h, mais ré augmente apres 24 h. En plus de ses propriétés inhibitrices des

protéases, I’aprotinine peut aussi présenter des propriétés antigéniques.
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Figure 40: Variation de I’activité lytique du complément sérique des envenimés apres
prétraitement avec I’atropine et le propranolol
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Figure 41 : Variations des pourcentages d'hémolyse du surnageant pulmonaire en présence
du venin AaH apres prétraitement avec I’aprotinine.
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IV-2-3-Effets de neurotransmetteurs et de ['aprotinin sur les modifications

histopathologique apr és envenimation dansles poumons:

Le tissu pulmonaire présente une architecture qui convient a sa fonction de respiration,
les bronchioles possédent un épithélium cylindrique cilié avec quelques cellules caliciformes.
Les alvéoles sont des polyedres hexagonaux bordées par un épithélium pavimenteux tres
aminci mais complet. Les cellules alvéolaires sont des pneumocytes, granuleuses, qui peuvent
reposer dans la profondeur de I’épithélium de surface, les macrophages résident aussi le

parenchyme pulmonaire.[figure 42 et 44].(Lesson et Lesson 1980)

Le venin d’Aah perturbe cette architecture, les coupes histologiques montrent une
turgescence de vaisseaux avec dép6t de scléroyaline, rétrécissement des alvéoles associé a
accentuation de I’infiltrat inflammatoire et hypertrophie cellulaires [figures 42 et 44 et 45].

Des résultats similaires ont été retrouvés aprés envenimation expérimentales de modéle murin

avec une dose sublétale de venin d'Aah (Sami-Merah et Laraba-Djebari, 2001; Abib et
Laraba-Djebari, 2002; Bessalem et al., 2003; Hammoudi-Triki et Laraba-Djebari, 2004).

Le propranolol, I’atropine et I’aprotinin corrigent faiblement ces aspects en diminuant
le rétrécissement alvéolaire et le degré d’hypertrophie cellulaire et en particulier

I’abaissement de I’infiltrat inflammatoire [Figues 42, 43, 44, et 45].
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effets des neurotransmetteurs sur les modifications histopathologique sur le du parachyme

Figure 42:

Aah (10 pg/20 g de sourisy 24r h [coloration hématoxyline -

(Cet D) : venin seul, (E et F): prétraitement avec I’atropine, (G et H):

>

pulmonaire induites par le venin d

témoin

prétraitement avec le propranolol.

éosine.Obj10] (A et B):
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Figure 43: effets de I’aprotinin sur les modifications histopathologiques du parenchyme
pulmonaire induites par le venin d’Aah (10 pg/20 g de sougs)2dph [coloration
hématoxyline-éosine.Obj10]

(A et B) : ttmoin, (Cet D) : venin seul, (I et J) : prétraitement avec I’aprotinin.
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Figure 44 : Effets des neurotransmetteurs sur les modifications histopathologiques du
parenchyme pulmonaire induites par le venin d’Aah (10 pg/20g de souris) aprés 24 h
[coloration hématoxyline-éosine. Ob jx 40) sauf M Obj 100]

Témoin : (K) ; Venin seul : L et M; : Prétraitement avec I’atropine : N, : prétraitement avec le
propranolol : O
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Figure 45: effets des neurotransmetteurs sur les modifications histopathologique du
parenchyme pulmonaire induites par le venin d’Aah sur les poumons (1 Opg/20 g de souris)
apres 24 h [coloration hématoxyline-éosine.Obj x 40 sauf M Obj x 100] : Témoin : K, venin
seul : L et M, Prétraitement avec I’aprotinine : P.
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IV-2-4-Effets des neurotransmetteurs et de I'aprotinine sur les modifications

histopathologique du par enchyme hépatique apr és envenimation

Le foie est compose d’un amas de cellules épithéliales parenchymateuses arrangées en
travées anastomosées et ramifiées, qui forment un treillis tridimensionnels. Entre les travées
se trouvent les sinusoides sanguines, ses cellules sont polygonales avec membranes

plasmiques bien visibles (Lesson et Lesson 1980).

Le venin d’AaH perturbe I’organisation des travées et induit une vacuolisation.
L’augmentation de [I’activité hépatocyte est traduit par une augmentation du volume
cellulaire. Des résultats similaires ont été retrouvés aprés envenimation expérimentale de
modele murin avec une dose sublétale de venin d'Aah (Sami-Merah et Laraba-Djebari, 2001;
Abib et Laraba-Djebari, 2003; Bessalem et al., 2003; Hammoudi-Triki et Laraba-Djebari,
2004

Les traitements utilisés sont capables de restaurer I’architecture des travees et réduire
I’intensité de stress appliqué sur les hépatocytes par le venin d’Aah, avec une diminution de

nombre de cellules vacuolisées.
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Figure46: Effets de [I’aprotinin et des neurotransmetteurs sur les modifications
histopathologiques du parenchyme hépatique induites par le venin d’Aah sur le foie (10 pg/20
g de souris) aprés 24 h [coloration hématoxyline-éosine.Obj x 10]

(@) : témoin, (b) : venin seul, (c) : prétraitement avec I’aprotinin, (d) : prétraitement avec
I’atropine, (e) : prétraitement avec le propranolol

67



RESULTATS ET DISCUSION

Figure47. Effets de [I’aprotinin et des neurotransmetteurs sur les modifications
histopathologiques sur le parenchyme hépatique induites par le venin d’Aah sur le foie
(10pg/20g de souris) aprés 24h [coloration hématoxyline-éosine.Obj40]

(f): témoin, (g) : venin seul, (h) : prétraitement avec I’aprotinin, (i) : prétraitement avec
I’atropine, (j) : prétraitement avec le propranolol
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V-DISCUSSIONS:

Dans le but d’étudier le réle du systeme immunitaire et de certains de ses composants
moléculaires lors d’une envenimation scorpionique, nous avons testés le pouvoir lytique du
complément sérique et tissulaires (foie, poumon) compléter par le dosage de quelques
cytokines.

Les résultats des tests hémolytiques du complément sérique, pulmonaire ou hépatique
montrent, des augmentations qui durent jusqu’a 24 h et persistent de maniére considérable au
7™ jour.

Aprés administration de venin d’AaH, de sa fraction Ftox G50, ou de ses toxines AaH
I et AaH Il, une réponse immunitaire se déclenche et fait I’appel a tous ses acteurs cellulaires
et moléculaires. Le systeme du complément représente un mécanisme de défense plutét non
spécifique et se classe ainsi parmi les éléments de I’immunité innée.

Bertazzi (2003) a montré la consommation rapide du complément apres
I’envenimation avec le venin de scorpion Tityus serrulatus, il a observé un premier pic a 1 h
qui serait due a I’effet direct de venin, et un deuxieme a 24 h et probablement une
conséquence de la synthése des composants du complément induit par la réaction
inflammatoire de I’envenimé. En 2005, ce méme auteur, a montré que ce venin actif le
systeme du complément in vitro et recrute le leucocyte dans le “boyden chamber”.

Les composants de venin d’Androctonus australis hector activent le systeme du
complément dés la 30°™ minute de leur administration, ce qui indique leur degré
d’immunogéniécité. Ceci est confirmé par leur capacité d’induire la production précoce
d’anticorps. La constance des niveaux élevés (70% d’hémolyse a 24 h ) du pouvoir lytique au
niveau sérique ou dans les surnageants du poumon ou du foie, peut étre due a la synthése des
composants du complément ou a la libération de son stock protéiques apres lyse tissulaire.
Cette lyse est corrélée avec la I’augmentation sérique des marqueurs d’hépatotoxicité GOT,
GPT, LDH et PAL (MERAH, 2001)

Le taux élevé de I’activité lytique observé a 1 h dans le poumon renforce I’idée de
I’intervention du complément dans I’accentuation de P’infiltrat inflammatoire et dans
I’cedeme pulmonaire observé apres envenimation. Le complément activé joue un réle dans
I’amplification de I’inflammation, le chimiotactisme de leucocytes, I’augmentation de la

perméabilité vasculaire et la contraction des muscles lisses (Michael Kirschfink, 1997).
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Le complément hyperactif peut entrainer des dommages au niveau des tissus. Les
cellules sont protégées contre I’effet délétere du complément via des récepteurs tel que CR1,
MCP, GPI, CD55. Son contrdle est strictement suivi dans les conditions physiologiques,
(Devine., 1991). Le complément joue un role dans la premiére phase d’activation, avec
apparition les d’altérations tissulaires observés aprés une envenimation et en deuxiéeme phase
comme modulateur de la réponse inflammatoire induite par le venin (Mastellos et al, 2001.

Les cytokines fonctionnent en synergie avec le complément dans I’amplification de
I’inflammation. Les récepteurs de C3a et de C5 sur les monocytes transmettent des signaux de
production de cytokines pro inflammatoires, tel que I’ll1, I’IL8, I’I1L6 et le TNFa. A des taux
élevés, ce dernier peut induire la mort des hépatocytes (Shagdarsuren et al., 2008 ;
Antoniades et al., 2008).

L’étude d’inhibition du complément pour réduire ses effets néfastes est abordée par
des antagonistes des récepteurs des fragments actifs du complément. L’inhibition méme
faible de I’activité de complément par I’atropine et non pas par le propranolol indique qu’il y
a un contréle de systeme immunitaire par les neurotransmetteurs.

L’effet inhibiteur de [I’aprotinine indique [I’interaction entre le systeme du
complément, le systeme des kinines, le systeme de coagulation et I’implication de ces deux
derniers dans la pathophysiologie induite par le venin d’AaH.

Les cytokines jouent un role important durant les processus inflammatoires, leurs
dosages apres les envenimations sont largement attribues.

Une augmentation importante de I’'IL1a ; IL1B, IL6, IFNy ,et GM-CSF,IL10 et I’IL8
est observée chez les patients envenimés par Tityus serrulatus, I’augmentation de I’IL6 est
souvent correlée avec la sevérité de I’envenimation (Magalhaes et al.,1999 ; D’Suze et al.,
2003 ; Fukuharaa et al.,2003 ; Abdel-Haleem et al., 2006))

L’IL8 semble étre un facteur important dans la pathogénése des Iésions de myocarde
aprés envenimation scorpionique. L’étude de Wan et Yi (1999) qui montre que I’IL8 produite
localement au niveau cardiaque, active les leucocytes et leur accumulation dans le myocarde.
L’administration des anticorps anti IL8 chez des lapins les protége contre les lésions cardio-
pulmonaires (Boyle et al 1998).

Les résultats obtenus dans cette étude, montrent des taux élevés de cytokines pro

inflammatoire (IL1B, et IL6) et anti-inflammatoire I’IL10, et I’ICAM apres envenimation.
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L’augmentation de I’'ICAM sérique indique son réle dans I’adhésion et la diapédeése
des leucocytes. Les lésions observées au niveau dutissus hépatique seraient probablement
dues a I’effet des cellules T cytotoxiques et au pouvoir lytique du complément au niveau du
foie. La libération des facteurs de I’hépatocytotoxicité (GOT et LDH...), La forte libération
de cytokines dans cet organe, peut étre inter-controlée et modulées par les hépatocytes eux
méme et les cellules T du foie.

La comprehension des mécanismes moléculaires, le rdle de chaque cytokine dans le
controle et la modulation des processus inflammatoire induits par le venin et ses toxines

restent a élucider.
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V-CONCLUSION :

Le venin d’Androctonus australis hector, sa fraction Frox G50 et ses toxines AaH | et
AaH 11 activent le systéme du complément en deux phases d’une maniere significative, la

premiére est observée avec un pic a 3 heures et la seconde a 24 heures.

Le complément actif en synergie avec les cytokines participerait dans les altérations

tissulaires observées aprés une envenimation scorpionique.

L’inhibition méme faible de I’activité de complément par I’atropine et non pas par le
propranolol indique qu’il y a un contrdle du systéme immunitaire par les neurotransmetteurs.
Celle induite par I’aprotinine indique I’interaction du systeme du complément avec le systeme
des kinines, le systtme de coagulation et I’'implication de ces deux derniers dans la
pathophysiologie induite par le venin d’AaH.

Les taux massives de cytokines pro- et anti-inflammatoires libérées dans le tissu
hépatique, reflétent la sévérité du syndrome inflammatoire au niveau des Iésions observées au

aprés une envenimation avec le venin de scorpion.
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