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Liste des abréviations 

Aah Androctonus australis hector 
ADN Acide désoxyribonucléique 
AMP Adénosine monophosphate 
C3a Fraction 3a du complément 
Con A Concanavalin A 
Dex Dexaméthasone  
DL50 Dose léthale 50 
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 
Fab Fragment d’anticorps liant l’antigéne 

(Fragment Antigen Binding) 
Fc Fragment cristallisable 
Ftox G50  Fraction toxique majoritaire 
GSH Glutathion réduit 
g Gramme  
h Heure  
H2O2 Peroxyde d’hydrogène 
HRP Horse radish peroxidase 
IgG Immunoglobuline de type G 
IFN-γ Interferon-γ  
iNOS Inductible nitric oxide synthase 
i.p Intra péritonéale 
IL Interleukine 
Kd Constante de dissociation 
LPS Lipopolysaccharide 
MDA Malondialdéhyde 
ml Millilitre 
µM Micromole par litre 
min Minute 
NADPH Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 
NF-κB Nuclear factor -κB 
ng Nanogramme 
NO Nitric oxide, monoxide d’azote 
NO2 Nitrites - 
O2 Anion superoxyde - 
PI3K Phosphoinositide 3-kinase 
PKC Proteine kinase C 
PLA2 Phospholipase A2 
ROS Réactive oxygen species, éspèces réactives de 

l’oxygéne 
SAV Sérum anti venimeux 
scFv Fragment variable simple chaîne  
SVF Sérum de veau fœtal  
TGFβ Tumor growth factor-β 
TNF-α Tumor necrosis factor-α 
Th Lymphocytes T helper 

 
 

http://www.futura-sciences.com/comprendre/g/definition-lps-lipopolysaccharide_2153.php�
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Résumé : 
 
Dans ce travail, l’effet activateur, immunomodulateur et cytotoxique in vivo et in vitro de 
venin d’Androctonus Australis hector (Aah) ainsi que sa toxine Aah II sur les macrophages 
péritonéaux des souris BALB/c, en présence ou en absence d’immunothérapie a été entrepris. 
La stimulation des macrophages in vitro avec une faible dose de venin d’Aah ou de sa toxine 
Aah-II selon une cinétique d’incubation a révélé la production accrue et prolongée de certains 
médiateurs inflammatoires tel que le H2O2 (peroxyde d’hydrogène) et le NO (monoxyde 
d’azote), ainsi que quelques cytokines comme l’IL-6, TNF-α, IL-1β, IFN-γ, IL-12, et IL-10. 
La balance inflammatoire des cytokines est retrouvée entre 24 h et 72 h. Le taux de 
cytotoxicité des macrophages in vitro le plus élevé était à 24 h et 48 h après traitement avec le 
venin d’Aah et la toxine Aah II, respectivement. Le prétraitement des macrophages par la 
déxaméthasone à une concentration de 10-7 mol/l, 24 h avant l’addition in vitro de venin 
d’Aah ou de toxine Aah II, a induit une diminution des quantités de peroxyde d’hydrogène 
(H2O2) et une réduction de la cytotoxicité. 
La stimulation des macrophages in vivo ou in vitro avec le venin d’Aah ou sa toxine Aah II a 
provoqué l’augmentation de la quantité de MDA (malonaldehyde) marqueur de la 
peroxidation lipidique. L’influence du venin d’Aah ou de sa toxine Aah II sur le système anti-
oxydant des macrophage évalué par la mesure de GSH (glutathion réduit) intra cellulaire, 
provoque une diminution importante et prolongée en teneurs de GSH après 30 min de 
traitement in vitro par le venin d’Aah, et aprés 30 min et 24 h de l’administration in vivo de la 
toxine Aah II. Ces paramètres (cytotoxicité, MDA, GSH, H2O2 et NO) sont partiellement 
réduits après immunothérapie in vivo ou in vitro. 
Ces résultats suggèrent que le venin d’Aah et sa toxine Aah II aux faibles doses, sont capables 
de perturber la balance inflammatoire des macrophages en créant un stress oxydatif dans leur 
microenvironnement qui s’avère toxique pour ces mêmes cellules. Ce microenvironnement 
semble être mal contrôlé par le système anti-oxydant et les cytokines anti- inflammatoires, 
mais peut être compensé partiellement par l’immunothérapie. 
 
Mot clés : Immunomodulation, Cytotoxicité, NO, Macrophages, Cytokines, GSH, 
Déxaméthasone, H2O2, Venin d’Aah, Toxine Aah II, Immunothérapie. 
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Introduction. 

 

L’envenimation scorpionique pose un réel problème de santé publique au Maghreb car elle 

constitue un accident à la fois fréquent et grave. 

Les espèces de scorpions considérés comme les plus dangereuses en Algérie sont 

Androctonus australis hector (Aah) et Buthus occitanus (Bot). Selon le ministère de la santé, 

ces scorpions sont responsables d’un taux de 14 décès pour 1000 piqûres par an. 

Le venin d’Aah contient trois principales α-toxines (Aah I, Aah II et Aah III). Ces toxines sont 

des neurotoxines de faible masse moléculaire (7 KDa), qui agissent sur les canaux sodium 

entraînant une dépolarisation anormale des cellules excitables et une libération accrue des 

neurotransmetteurs et des modulateurs (Martin-Eauclaire et al, 1999). 

L’absorption et la distribution rapide des toxines scorpioniques font que l’envenimation 

scorpionique est un cas d’urgence médicale.  

La toxine Aah II est la plus toxique et la plus abondante dans le venin d’Aah (Martin et 

Rochat 1986). Cette toxine est considérée comme une α -toxine en raison de sa grande affinité 

et spécificité pour le site 3 des canaux sodiques Nav 1.4 et Nav1.2 des cellules musculaires et 

du système nerveux central des mammifères, respectivement (Alami et al, 2003; Legros et al, 

2005).  

Les symptômes cliniques de l’envenimation scorpionique sont très variés, leur gravité dépend 

de l’espèce incriminée, l’âge, le poids et l’état de santé de la victime (Krifi et al, 1996). Les 

conséquences néfastes de ces symptômes sont similaires avec ceux observés chez le modèle 

animal lors des envenimations expérimentales. Ces symptômes touchent les différents 

systèmes, nerveux, cardiovasculaires, respiratoires, et gastro-intestinaux. Les signes 

d’inflammation locale et systémique, tels que l’œdème pulmonaire, le taux élevé des 

cytokines, la leucocytose, des nécroses et une cytolyse ont été également observés (Amitay, 

1998 ; De roodt et al, 2003; Hammoudi-Triki et al, 2004; Ismail, 1995; Correa et al, 1997; 

Daisley ,1999; Fatani et al, 2006).  

Plusieurs médiateurs sont impliqués dans les processus inflammatoires et dans les réponses 

immunitaires lors de l’envenimation scorpionique, notamment par le biais de l’activation des 

macrophages. Des travaux récents ont montré que l’interaction in vitro de venin Tityus 

serrulatus ou de ses fractions toxiques avec les macrophages provoque la libération des 

cytokines, du H2O2 et du monoxyde d’azote (NO) (Petricevich 2002, 2007). Le déséquilibre 
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entre les cytokines pro- et anti-inflammatoires contribue au dysfonctionnement de plusieurs 

organes vitaux et peut engendrer le décès de la victime (Stein, 1996).  

Cependant la description détaillée de l’induction de ces cytokines par les venins n’est pas 

clairement établie. 

Par ailleurs la production des radicaux libres dans le plasma et les organes au cours de 

l’envenimation expérimentale joue un rôle mineur dans la toxicité de venin scorpionique 

(Dousset et al, 2005). Des études antérieures ont montré la présence élevée des marqueurs de 

peroxidation lipidique, apoptotique, et une génération du stress oxydatif, suggérant ainsi leur 

implication dans les dommages cellulaires causés par l’envenimation scorpionique (Ismail, 

1995 ; Meki et al, 2003 ; Fatani et al, 2006). 

Si les phagocytes dont les macrophages ne sont pas suffisamment protégés par les 

antioxydants, la production des espèces réactives de l’oxygène (ROS) par ces cellules peut 

causer leur auto oxydation induisant ainsi des altérations dans la signalisation intracellulaire et 

la perturbation des fonctions de ces cellules (Hughes et al, 2004).   

 

L’objectif principal de cette étude est d’examiner in vivo et in vitro l’effet d’une dose 

sublétale de venin d’Aah ou de sa toxine purifiée Aah II sur l’activation des macrophages 

péritonéaux des souris BALB/c via l’implication de différents médiateurs pro-inflammatoires 

et anti-inflammatoires dans la modulation de la réponse immunitaire. Ceci afin de permettre 

une meilleure compréhension de la physiopathologie induite par le venin ou ses toxines dans 

le but de développer de nouvelles approches thérapeutiques. Cette étude pourrait servir aussi 

de voir même à titre préliminaire si l’immunothérapie pourrait moduler au niveau cellulaire la 

réponse du macrophage au venin d’Aah ou à sa toxine Aah II. 

Dans ce travail, nous avons entrepris plusieurs protocoles expérimentaux à travers une étude 

cinétique in vivo et in vitro en nous focalisant sur les points suivants : 

 Quantification de la production de H2O2 par les macrophages péritonéaux stimulés par 

le venin d’Aah ou la toxine Aah II  

 Mesure du taux de production de monoxyde d’azote (NO) par la détection des nitrites 

dans les surnageants de cultures des macrophages induits. 

  Mise en évidence de l’effet cytotoxique in vitro de venin d’Aah ou de sa toxine Aah II 

sur la viabilité des macrophages. 

  Évaluation in vitro du rôle de la dexamethasone contre l’effet cytotoxique du venin 

d’Aah ou de sa toxine Aah II et son implication dans la régulation de la production d’ 

H2O2  par les macrophages.  
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 Détermination de la production des cytokines pro et anti-inflammatoires par les 

macrophages stimulés par le venin d’Aah ou de la toxine Aah II. 

  Mesure de la peroxidation lipidique dans les macrophages. 

 Test de l’état du système antioxydant des macrophages par l’estimation de taux 

intracellulaire de glutathion réduit. 

 Détermination de l’efficacité de l’immunothérapie sur la modulation de la réponse 

inflammatoire des macrophages.  
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I- Macrophages et Médiateurs inflammatoires : 

I.1- Caractéristiques générales des macrophages : 

Cellules fondamentales du tissu conjonctif et des liquides biologiques, les macrophages ont un 

rôle capital dans la réparation tissulaire, dans l’inflammation et la croissance tumorale. Les 

macrophages sont caractérisés par la capacité de phagocytose, la synthèse de plus d’une 

centaine de molécules physiologiquement actives, et par leur rôle immunitaire fondamental 

qu’est la présentation des antigènes aux lymphocytes T. Certaines fonctions du macrophages 

se font sans qu’une stimulation préalable soit nécessaire : la phagocytose, la sécrétion des 

lysozymes, des protéases (élastases, collagénases, des hydrolases acides), des peptides 

facilitant la perméabilité des membranes(appelés défensines) et des facteurs de complément. 

D’autres fonctions telles la sécrétion des cytokines, ne surviennent qu’après stimulation par 

des cytokines comme l’interféron γ ou des substances exogènes comme les endotoxines 

bactériennes. 

Parmi les nombreuses substances secrétées par les macrophages stimulés, il y’a le TNF-α (le 

Tumor Necrosis Factor α), les interleukines 1 et 6, le GM-CSF (facteur de croissance des 

lignées granulocytaires et monocytaires), les facteurs de la coagulation (thromboplastine 

tissulaire, facteurs X, VII, V…), les prostaglandines, les leucotriènes, les métabolites toxiques 

de l’oxygène comme les radicaux libres O-
2 et OH- 

Les cytokines de type Th1, telles que IFN-γ, IL-1β ou LPS, induisent un état d’activation des 

macrophages dit « classique » ou M1. En revanche, les cytokines Th2, telles que l’IL-4 et 

l’IL-13 ainsi que les glucocorticoïdes induisent une activation « alternative » ou M2 des 

macrophages (Gorden et al, 2003). Les macrophages M1 sont des cellules effectrices qui 

détruisent les microorganismes et qui expriment les récepteurs de type Toll et produisent 

principalement des cytokines pro-inflammatoires, telles que TNF-α, IL-6 et IL-12. D’autre 

part, les macrophages M2 présentent des propriétés anti-inflammatoires car ils produisent des 

facteurs tels que IL-10, TGFβ et expriment des récepteurs du mannose, ainsi que d’autres 

récepteurs « scavenger » et des récepteurs antagonistes de IL-1β (IL-1Ra) (Bouhlel et al, 

2007). 

(Demuth et al, 1995).  
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La morphologie de ces cellules varie considérablement en fonction de leur état fonctionnel 

(résidents ou activés), un macrophage activé présente un noyau dont la condensation de 

chromatine est prononcée, une membrane cytoplasmique ondulée formant des pseudopodes, 

leurs capacité proliférative et phagocytaires sont augmentées. Les macrophages adhèrent au 

plastique et au verre, concentrant ainsi les organelles au centre de la cellule (North, 1978; 

Auger et Ross, 1992). 

La modulation de la différentiation des macrophages et leurs viabilité dans les différents 

micro environnements est un élément clé de l’immunité innée et acquise (Mantovani et al, 

2007; Gorden et Taylor ,2005). 
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Figure 1 : Rôle de macrophage dans la réponse immunitaire et inflammatoire. Roitt (Brostoff 

et Mal, 1999). 
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I.2- Stress oxydatif et métabolites d’oxygène dépendant des phagocytes : 

I.2.1- Le stress oxydatif : 

Le stress oxydatif est définit comme étant un déséquilibre de la balance entre les radicaux 

oxydants et les antioxydants, en faveur des premiers, entraînant une perturbation de 

l’homéostasie redox, ce qui peut conduire à des dommages cellulaires irréversibles 

(Pincemail, 1999; Cuzzocréa et al, 2001). 

I.2.2- Métabolites oxygénés : 

On nomme métabolites de l’oxygène (ROS) les radicaux libres produits par le stress oxydatif. 

C’est un moyen de défense très important chez les phagocytes comme les 

monocytes/macrophages tout comme chez les neutrophiles. Ils sont produits par un complexe 

protéique membranaire appelé NADPH oxydase qui génère le superoxyde (O2
-

I.2.3-A- Les effets des ROS sur l’ADN : 

). Le 

superoxyde peut ensuite produire des oxydants très puissants tels les radicaux hydroxyl (OH-) 

et le peroxyde d’hydrogène (H2O2) dans le phagosome ou dans l’espace extracellulaire. Chez 

les monocytes et les neutrophiles, le H2O2 peut se convertir en acide hypochlorique et en 

chloramines, des oxydants encore plus puissants dont la toxicité est importante. Le 

macrophage, lors de sa maturation, perd l’enzyme responsable de cette transformation 

(myéloperoxydase). 

De plus, le NO et les ROS peuvent se lier pour former certains composés comme le 

peroxynitrite (ONOO-). L’induction du complexe du NADPH oxydase serait due à l’activité 

de certaines enzymes telles la PI3K, la phospholipase C (PLC), la PKC et certaines protéines 

G comme Rac qui mèneraient à la phosphorylation d’une protéine cytosolique, la p47 phox 

(Clark, 1999; Hampton et al., 1998). 

I.2.3- Effets toxiques des espèces réactives de l’oxygène : 

Les espèces réactives de l’oxygène sont responsables, d'une manière directe ou indirecte, de 

nombreux dommages oxydatifs au niveau moléculaire (acides nucléiques, protéines, 

lipides...), pouvant affecter considérablement les mécanismes cellulaires. 

Les principales cibles cellulaire à la toxicité radicalaire (Singal et al, 1988) sont : 
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Les radicaux libres peuvent induire des effets mutagènes ou l'arrêt des réplications de l'ADN. 

Ils agissent en provoquant des altérations de bases, des pontages ADN-protéines ou des 

ruptures de brins. Les cassures observées sont dues aux radicaux issus de la réaction de 

Fenton en présence de fer ferreux chélaté á certains acides aminés ou aux groupes phosphates 

de l'ADN. La prévention de ce processus par l'addition de catalase montre le rôle du peroxyde 

d'hydrogène dans les lésions de l'ADN.  

I.2.3-B- Les effets des ROS sur les macromolécules  

Les radicaux libres sont également responsables d'inactivation enzymatique en particulier des 

sérine-protéases, d'une fragmentation des macromolécules (collagène, protéoglycannes, acide 

hyaluronique), de formation de diméres ou d'agrégats protéiniques dans les membranes 

cytoplasmiques. Les acides aminés les plus sensibles á leur action sont le tryptophane, la 

tyrosine, la phénylalanine, la méthionine et la cystéine. 

I.2.3-C- Les effets des ROS sur les lipides :  

Les lipides sont une cible privilégiée des radicaux libres qui provoquent l'oxydation des 

acides gras poly insaturés (AGPI) des phospholipides membranaires. Le phénomène d'auto-

oxydation ou peroxydation lipidique consiste en l'attaque par un radical libre, d'origine 

exogène ou endogène, de dérivés lipidiques. 

La peroxydation lipidique provoque une augmentation croissante de la perméabilité des 

membranes cellulaires induisant une altération irréversible des propriétés fonctionnelles de la 

cellule, pouvant aller jusqu’á la lyse complète. La réaction en chaîne prolonge les effets 

intramembranaires des radicaux libres, même si l'agression radicalaire s'estompe. La 

peroxydation lipidique aboutit à la formation de nombreux dérivés toxiques : les 

hydroperoxydes et leurs dérivés. Les hydroperoxydes lipidiques sont relativement stables; en 

présence de fer, ils sont transformés en radicaux alkoxyles. Parmi leurs dérivés, le MDA 

(malondialdéhyde) a une demi-vie plus longue que celle des radicaux libres et diffuse 

facilement. Il peut former des liaisons avec les bases de l'ADN et est lui-même mutagène. 
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Figure 2 : Effets toxiques des ROS (César, 2001). 
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1.2.4- Systèmes antioxydants : 

Le maintient d’un niveau cytotoxique de ROS est assuré par des systèmes antioxydants. Un 

antioxydant peut être défini comme toute substance qui est capable à concentration 

relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder 

ou empêcher l’oxydation de ces substrats. Les antioxydants cellulaires sont non- 

enzymatiques et enzymatiques (Comhair, 2002; Droge, 2002; Mates, 1999). 

1.2.4.1- Systèmes antioxydants enzymatiques: 

1.2.4.1. a- Superoxde dismutase (SOD) 

Cette enzyme catalyse la dismutation de l’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogèn  qui 

pourra pris en charge par des enzymes à activité peroxydase (2O2
-. + 2H+

 Le peroxyde d’hydrogène : 

    H2O2+  O2). 

Deux isoformes se rencontrent chez les eucaryotes. La plus importante présente dans le 

cytoplasme de toutes les cellules, a pour cofacteurs le cuivre et le zinc (CuZn-SOD). L'autre 

enzyme a pour cofacteur le manganése (Mn-SOD) et est située dans les mitochondries. 

(Avissar et al, 1989). 

 

1.2.4.1. b- Glutathion peroxydase : GSH-Px 

Les glutathion-peroxydases séléno-dépendantes sont des protéines qui contiennent 4 atomes 

de sélénium situés aux centres actifs de l'enzyme sous forme de sélénocystéine. 

Un déficit en sélénium entraîne une chute de l'activité de l'enzyme et une réplétion la restaure. 

Avissar et al, (1989) ont, á partir de cultures cellulaires, individualisé 2 formes de GSH-Px 

qui diffèrent par leur structure, leur activité et leurs sites antigéniques : 

- une forme à localisation intracellulaire 

- une forme glycosylée riche en ponts disulfures, à localisation extracellulaire. 

Les GSH-Px ont une action détoxicante vis-á-vis de 2 substrats : 
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Le glutathion est un tripeptide, le-glutamyl cystéinyl glycine. Il est le principal antioxydant 

cellulaire, en particulier dans les cellules de la lignée macrophagique: 

–en étant un composé“scavenger”du monoxyde d’azote (i.e.nitrosoglutathion)(Chiueh,1999); 

–en neutralisant les peroxydes en tant que substrat de la GSH-peroxydase; 

–en régénérant des molécules antioxydantes, comme l’ascorbate au titre de substrat de la 

GSH-deshydrogénase; 

–en détoxifiant les composés toxiques endogènes et exogènes entant que substrat de la GSH-

S-transférase (Meister, 1995). 

 les hydroperoxydes (ROOH) dérivés des lipides: 

 

L’activité de détoxication des GSH-Px face aux hydroperoxydes nécessite une autre enzyme, 

la PLA2. Cette dernière libère les peroxydes d'acides gras des membranes cellulaires en 

hydrolysant les fonctions esters des phospholipides membranaires. Les peroxydes libérés dans 

le cytosol sont alors transformés par la GSH-Px tandis que la chaîne d'acides gras manquante 

est resynthétisée. 

1.2.4.1. c- Catalase : CAT 

Elle permet de métaboliser le peroxyde d'hydrogène : 

 

Elle est localisée principalement dans les peroxysomes des cellules et empêche le peroxyde 

d'hydrogène de participer á la réaction de Fenton. Mais son rôle semble mineur par rapport à 

celui de la GSH-Px pour prévenir la peroxydation lipidique : son affinité pour le peroxyde 

d'hydrogène est inférieure á celle de la GSH-Px (Avissar et al, 1989). 
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1.2.4.1. d- Peroxyredoxines (Prx) : 

Les Peroxyredoxines ou thioredoxine peroxydase, ont été découvertes récemment et font 

l’objet de nombreux travaux concernant les fonctions anti-oxydantes (Wood, 2003). Elles sont 

au nombre de 6 chez les mammifères et sont localisées dans le cytosol, les mitochondries, les 

peroxysomes, associées au noyau et aux membranes. Ces protéines exercent leur rôle 

antioxydant à travers une activité peroxidase oú H2O2, le peroxinitrite et de nombreux 

hydroperoxydes sont les substrats. Malgré leur plus faible efficacité catalytique par rapport à 

la GPx et la CAT, ces protéines pourraient jouer un rôle significatif lors du développement du 

poumon et en réponse à un stress oxydant pulmonaire (Kim ,2001). 

1.2.4.2-Systèmes antioxydants non enzymatiques : 

Les anti-oxydants non enzymatiques réagissent directement avec les agents oxydants et les 

désactivent (Cillard, 1980). Les scavengers liposolubles, comme l’α-tocophérol (vitamine E), 

l’ubiquinol (forme réduite du coenzyme Q), sont concentrés dans les membranes cellulaires 

où ils sont particulièrement efficaces pour limiter la peroxydation lipidique. Leur effet 

protecteur est principalement lié à leur capacité à céder un de leurs électrons pour arrêter la 

propagation radicalaire tout en étant capable soit de céder un second électron lors d’une 

réaction d’oxydation conventionnelle soit de se régénérer par le remplacement de l’électron 

manquant. Dans les milieux hydrosolubles, de nombreuses molécules semblent avoir un 

pouvoir antioxydant. C’est notamment le cas de la vitamine- C, de l’acide urique, de 

l’albumine et de la bilirubine. Dans la pratique, leur pouvoir de scavenger n’est pas toujours 

évident (Buettner et al, 1996; Herbert et al, 1996). 
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Figure 3: Voies de production et d’élimination des ROS (Wulf Dröge, 2002). 
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II- L’envenimation scorpionique 

II.1- Le scorpionisme :  

Le scorpionisme pathologie de l'envenimation scorpionique, est un problème qui sévit à 

travers les cinq continents. Par sa fréquence et sa gravité, il constitue un réel souci pour la 

santé publique d'une ampleur préoccupante dans de nombreux pays de l'Afrique du nord, 

Moyen Orient, Inde et l'Amérique du sud (Lourenço, 1988). Les études épidémiologiques 

rapportent que plus de 5000 personnes dans le monde en meurent chaque année (Polis, 1990). 

II.2- Les scorpions  

Les scorpions font partie du vaste embranchement des arthropodes caractérisés par l’existence 

d’un exosquelette chitineux articulé. Ils représentent les plus grands des arthropodes terrestres 

et qui ont survécu depuis 425 millions d’années. L’ordre des scorpion est numériquement peu 

important, environ plus de 1500 espèces. Abondants dans les régions intertropicales. Ils 

occupent tous les déserts chauds du globe, mais aussi les sommets et les grottes. Leur 

adaptabilité et leur résistance à tous les milieux et à des conditions difficiles sont légendaires. 

Ils sont caractérisés par une morphologie bien particulière. Le scorpion se sert souvent de son 

venin pour paralyser les grandes proies mais aussi pour se défendre. Ils sont d'un naturel 

craintif et peuvent piquer lorsqu'ils sont dérangés ou malmenés.  

L’appareil venimeux des scorpions est constitué d’une vésicule à venin incluse dans le telson 

dernier anneau du Post-abdomen ou « queue » prolongée par un aiguillon ou dard permettant 

l'inoculation du venin. La vésicule contenant les glandes à venin est entourée d’une forte 

couche musculaire striée, permettant au scorpion d’expulser le venin mais aussi de contrôler 

cette expulsion de sorte que toute piqûre ne signifie pas obligatoirement injection de venin. 

L’essentiel des connaissances acquises sur les venins de scorpion se rapporte aux espèces 

d’intérêt médical, les plus dangereux pour l’homme appartiennent toutes à la famille des 

Buthidae (Goyffon et Billiald, 2007) qui comprend les genres: Androctonus, Buthus, 

Centruroides, Leiurus et Tityus. (Francke 1982; González-Sponga et al, 1996). 
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 Tableau 1 : Espèces de scorpions dangereuses pour l’homme et leur localisation 

(Goyffon, 2002) 
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II.3- Le venin scorpionique : 

En plus de la fraction toxique ,les venins de scorpions présentent un mélange complexe de 

plusieurs substances chimiques tels que des enzymes (hyaluronidases, phospholipases, 

phosphorylases, acétylcholinesterases…), des peptides, des nucléotides, des lipides, des 

mucoprotéines, des amines biogènes notamment (de la sérotonine (5 hydroxy-tryptamine), de 

l’histamine, de la kinine) et des substances non protéiques et autres substances non connues 

(Bouaziz et al, 1996; Loret et Hammock, 2001; Rodriguez de la Vega et Possani 2005). Des 

études, réalisées en particulier sur les espèces les plus venimeuses, ont montré  que leur 

toxicité et leur mortalité  était due à des petites protéines, les toxines, capables d’interférer 

avec le fonctionnement normal des canaux ioniques (Devaux et Rochat, 2002). 

 

II.4- Les toxines scorpioniques :  

Les venins de  scorpions sont caractérisés par le grand nombre  et la diversité des 

neurotoxines actives sur les canaux ioniques. Cette diversité s'exprime dans le polymorphisme 

moléculaire de chaque famille de toxines, toutes de nature protéique, mais aussi dans les 

récepteurs-cibles des canaux ioniques membranaires des cellules dites excitables (système 

neuro musculaire) (Goyffon et Al-Ayeb, 2002). 

Suivant leurs caractéristiques immunologiques et chimiques, ces neurotoxines qui agissent sur 

toutes les membranes cellulaires des tissus excitables (cellules nerveuses et cellules 

musculaires) forment deux familles distinctes. 

 

II.4.1- Les toxines «longues» : 

Ces molécules sont des polypeptides basiques monocaténaires de 60 à 70 résidus d’acides 

aminés réticulés par quatre ponts disulfure. Les toxines longues des venins de scorpions se 

fixent avec une très bonne affinité (Kd~10-11 M) et induisent une prolongation du potentiel 

d'acion en bloquant l'inactivation du canal sodique, qui se manifeste par une hyperexcitabilité 

du système nerveux suite à une augmentation de la perméabilité au Na+ et une libération 

accrue des neuromédiateurs (Goyffon et Heurtault, 1995 ; Loret et Hammock, 2001). 

Les toxines anti-canal sodium peuvent être regroupées en toxines spécifiques des 

mammifères, toxines spécifiques des insectes et toxines spécifiques des crustacés bien que, 

pour certaines d’entre elles, cette spécificité ne soit pas absolue. Parmi celles qui sont actives 

sur les mammifères, on trouve les toxines α et β en fonction de modes d’action différents dus 

à des sites différents sur le canal sodium (Rochat et al, 1979). 
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En fonction de leur séquence, ces toxines ont pu être regroupées en sous-ensembles de grande 

homologie. Les toxines appartenant au même groupe possèdent des propriétés 

immunologiques semblables et l’on a pu montrer des réactivités croisées entre elles, ce qui 

n’est généralement pas le cas pour des toxines appartenant à des groupes différents. (Devaux 

et Rochat, 2002). Il a été établi en effet que les neurotoxines actives sur les canaux sodium 

sont les responsables quasi exclusives de la symptomatologie de l'envenimation.  

 

II.4.2- Les toxines « courtes» : 

De même motif de base que les toxines longues, elles sont composés de 29 à 39 résidus 

d’acides aminés liés par 3 à 4 ponts disulfures actives sur les canaux potassium, calcium et 

chlore, présentent une spécificité vis à vis des vertébrés, des insectes et des crustacés et ne 

sont isolées que dans le venin des Buthidae. Les toxines actives sur les canaux potassium, 

isolés pour la première fois du venin du scorpion Leiurus quinquestriatus hebraeus, 

présentent une spécificité vis à vis des insectes et sans effets sur les mammifères. Elles 

agissent en bloquant la repolarisation membranaire. Les toxines actives sur les canaux 

calcium agissent sur les canaux calcium sensibles à la ryanodine et provoquent la libération 

du calcium sarcoplasmique .Les toxines agissant au niveau des canaux calcium et chlores ont 

été isolées du venin du scorpion Pandinus imperator 

Dans le venin du scorpion  Androctonus australis hector, espèce responsable de nombreux 

décès, trois neurotoxines majoritaires, AahI, AahII, et AahIII sont responsables de la quasi-

totalité de la toxicité du venin chez l’Homme. Elles sont actives sur les canaux sodium 

dépendants du potentiel des cellules excitables vis-à-vis desquels elles présentent une affinité 

élevée. Elles sont qualifiées de ‘‘toxines longues’’. Elles ont une conformation très compacte 

avec une région ‘‘βαββ’’ comprenant trois des quatre ponts disulfure. Ces toxines induisent 

une prolongation caractéristique du potentiel d’action d’inhibition de la phase d’inactivation 

du canal sodium en se fixant sur un site défini, le site 3, de manière dépendante du potentiel 

membranaire. Ces propriétés caractérisent les toxines de type α. (Delori et al, 1981 ; El-Ayeb 

et al, 1983 et 1986 ; Martin-Eauclaire et Couraud, 1994). Des résultats préliminaires ont 

montré que la toxine Aah II disparaissait trés rapidement du compartiment sanguin, 

contrairement aux toxines Aah I et Aah III. (Devaux et Rochat, 2002). 

mais ne semblent pas avoir d'effet 

toxique sur les mammifères (Goyffon et Heurtault, 1995). Les toxines actives sur les canaux 

potassium pourraient potentialiser l'effet des toxines actives sur les canaux sodium. 

 

II.4.3- Les toxines du venin d’Androctonus australis hector 
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La toxine II d'Androctonus autralis hector, la plus active des venins de scorpions, (DL50 dans 

les BALB/c est 300 ng par 20 g de souris par injection sous cutanée (Devaux et al, 2007), 

compte parmi les mieux étudiées. Sa structure tridimensionnelle a été déterminée par 

cristallographie aux rayons X avec une très haute résolution (0,8 Å). Cette protéine globuaire 

possède une structure composée d'une courte hélice α de d eu x  to urs et d emi et d e tro is 

feuillets β antiparallèles, de laquelle émergent des boucles qui relient ces différentes structures 

secondaires. Deux ponts disulfure relient l'hélice α aux fragments en feuillet β. Un troisième 

pont se situe dans une boucle du deuxième feuillet β. Le quatrième pont rapproche le N -

terminal du C-terminal.La région CHS (conseved hydrophobic surface) comportant Tyr5, 

Tyr35, et Trp/Tyr47 a été suggérée d’être responsable des effets pharmacologiques de cette 

toxine (Fontecilla-Camps et al, 1982; 1988). 

 

 

 
Figure 4 : Structure d’Aah II, représentative des α toxines scorpioniques (Liu et al, 2005). 
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II.4.4- Modes d’action des toxines scorpioniques : 

Les neurotoxines actives sur les mammifères agissent sur les neurones périphériques selon 

deux modes différents: 

- Toxines α potentiel dépendantes, ne modifient pas le potentiel d'ouverture du canal sodium, 

mais induise un ralentissement du potentiel de fermeture. Elles sont caractéristiques des 

venins des scorpions de l’ancien monde. Il a été mis en évidence que les boucles 

extracellulaires du canal Na+ reliant les segments S5 et S6des domaines I et IV , participent au 

site d’attachement des toxines α. (Tejedor et al, 1988; Thomsen et al,1989). 

- Toxines β agissent sur le potentiel d'ouverture du canal sodium. Leur liaison au récepteur est 

indépendante du potentiel de membrane. Elles ne sont présentes que dans les venins des 

scorpions du nouveau monde. Par analyse de chimères et mutants de canaux Na+, il a été 

montré que la toxine β Css IV de Centruroϊdes suffusus suffusus se liait sur un site récepteur 

impliquant la Gly 845 dans le segment extracellulaire S3-S4 du domaine II de la sous unité α 

du canal Na+. (Cestele et al, 1998). 

Le site de fixation de ces deux types de toxines sur le canal sodium est différent, le site 3 pour 

les toxines α, le site 4 pour les toxines β, entraînant les deux types de réponses 

pharmacologiques. (Goyffon, 2002).  
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Figure 5 : Comparaison des Séquence des toxines scorpioniques (possani et al, 1999; 2000; 

Alami et al, 2003; Arnon et al, 2005; Ali et al, 2006). 
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II.5- Toxicité des venins scorpioniques :  

La grande toxicité des venins, telle que l’on peut l’apprécier chez la souris ou le rat, est due 

presque exclusivement à la présence des toxines actives sur les canaux sodium potentiel 

dépendant impliqués dans la transmission de l’influx nerveux (Miranda et al, 1970). 

La toxicité du venin varie selon l'espèce et parfois, pour une espèce donnée, selon la sous-

espèce ou une population particulière de l'espèce. Cette toxicité est généralement évaluée en 

DL 50 chez la souris, en conditions standardisées. Les venins les plus toxiques sont ceux de 

Leiurus quinquestriatus, Androctonus australis, A. ænas : leur toxicité est de l'ordre de 0,25 à 

0,30 mg/kg. Pour Buthus occitanus, la DL50 s'élève à 0,9 mg/kg. L'envenimation 

expérimentale chez la souris provoque rapidement un syndrome de type muscarinique : 

sialorrhée, larmoiement, hypersécrétion nasale, diarrhée, émission d'urine, dyspnée, 

contractions musculaires, paralysie spastique, et décès rapide. On sait maintenant que les 

toxines du venin de scorpion ne franchissent pas la barrière hémato-méningée, sauf chez 

l'animal nouveau-né. L'accumulation préférentielle de ces toxines au niveau du poumon pose 

la question de leur effet direct sur cet organe, et donc de la nature lésionnelle, au moins pour 

une part, de l'œdème pulmonaire fréquemment observé dans le scorpionisme grave (Goyffon 

et Al-Ayeb, 2002). 

 

II-6-Les aspects cliniques de l’envenimation scopionique : 

L’intensité de la symptomatologie serait corrélée à la quantité circulante du venin 

(Hammoudi-Triki et al, 2004). L’évolution de l’envenimation est rapide, après une phase de 

latence d’une à deux heures pendant lesquelles le seul signe clinique est la vive douleur 

manifestée par le patient. La symptomatologie est due aux neurotoxines dépourvues d’activité 

enzymatique. Les venins de Buthidés sont en réalité pauvres en enzymes (Catterall et al, 

1980). 

 Les facteurs de gravité de la piqûre chez l’homme sont fonction de l’espèce en cause, de la 

taille du scorpion (faible risque si inférieure à 3 cm) mais aussi de son âge, de sa nutrition, des 

conditions climatiques de son habitat, de la quantité de venin injecté (en pratique toujours 

ignorée), de sa voie d’introduction (en principe sous-cutanée ou intradermique, une 

exceptionnelle inoculation intravasculaire étant plus dangereuse). Une inoculation au niveau 

du tronc, de la tête ou du cou, zones richement vascularisées, est un facteur de gravité de 

même que l’âge du sujet (plus importante chez les enfants de moins de 15 ans et la mortalité 

est particulièrement importante chez les enfants de moins de 6 ans), le délai de prise en charge 



 
 

30 

(gravité plus significative pour un délai supérieur à 2 h 30 mn (Broglio et al,1980; Bouaziz et 

al,1996; Nouira et al,1993 et 1999; Abroug,1999, Possani ,2000). 

On peut distinguer trois stades de gravité croissante (Goyffon, 2002 ; Goyffon et al, 1982). 

Stade 1 : Envenimation bénigne. La douleur, immédiate, intense persistante, elle est à type de 

sensation de gêne, de fourmillements, de paresthésies ou de brûlure avec des sensations 

d’accalmie relative et de reprises, va durer dix à quinze heures parfois d’avantage jusqu’à 

vingt quatre heures cette douleur caractéristique signe d’inoculation du venin. L’évolution est 

spontanément et rapidement favorable en quelques heures (Gaudrault et al, 2000; Goyffon et 

Billiald, 2007) 

 

Stade 2 : Envenimation modérée. Ce stade  est marqué, dans un délai de deux à plusieurs 

heures après la piqûre, par l’apparition de signes systémiques de la série muscarinique 

principalement : sueurs profuses, troubles digestifs, vomissements, coliques, diarrhée, 

hypotension artérielle, parfois bradycardie, signes d’encombrement pulmonaire, dyspnée, 

élévation de la température corporelle. Ces symptômes réclament une surveillance 

particulière. L’évolution à ce stade est elle-même favorable dans plus de 90 % des cas après 

une prise en charge médicale hospitalière (Goyffon et Billiald, 2007) 

 

Stade 3 : Envenimation sévère. C’est le stade de collapsus cardiovasculaire, accompagné de 

difficultés respiratoire majeures : oedéme pulmonaire, bronchospasme, cyanose. On peut 

noter en outre une hyperthermie, des troubles de rythme cardiaque, des signes d’ischémie 

myocardique. À ce stade l’évolution est fatale en quelques heures parfois en quelques 

minutes, dans prés de la moitié des cas. Il peut arriver chez le jeune enfant, que 

l’envenimation évolue directement du stade 1 au stade 3 (Broglio et Goyffon, 1980; Goyffon 

et Billiald, 2007). 

 

II.7- Physiopathologie de l’envenimation scorpionique : 

La diffusion et la distribution du venin  dans un large compartiment extravasculaire de 

l’organisme sont rapides, expliquant la rapidité des symptômes. Après injection sous cutanée 

chez le lapin, 70 % du venin se retrouvent dans la circulation sanguine en moins de 15 min, et 

la concentration sérique maximale est atteinte en moins de deux heures (Clot-Faybesse, 

1999). Les toxines disparaissent rapidement du courant circulatoire, plus rapidement que les 
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autres composants du venin (Devaux et al, 2004). Elles se concentrent préférentiellement dans 

les viscères : poumon , rein , foie et cette accumulation des toxines radio- marquée dans les 

viscères est plus accentuée chez l’animal immature que chez l’adulte (Clot-Faybesse,1999). 

L’accumulation des toxines dans certains viscères s’accompagne d’effets tissulaires directs du 

venin de scorpion. 

Malgré d'importantes différences entomologiques entre les nombreuses espèces de scorpion, il 

existe une grande homologie des effets toxiques de leur venin et de leurs structures 

antigéniques : 

 

I.7-1- Action cellulaire et perturbation de l’équilibre électrolytique: 

Les toxines du venin ont une action directe sur les cellules membranaires induisant un 

changement de potentiel d'action transmembranaire en agissant sur la perméabilité des canaux 

ioniques (Possani et al, 1999) ce qui engendre une dépolarisation durable du système nerveux. 

Les expériences de Chaymol (1973) avec trois scorpions de la famille des Buthidaes 

L'augmentation d'amplitude initiale est due en partie à la décharge de catécholamines induites 

par le venin mais également à une accumulation de calcium à la suite des modifications de la 

perméabilité membranaire. Quant à la paralysie secondaire, elle serait due à une fuite de 

potassium, conséquence de la dépolarisation prolongée correspondant à la contracture. 

L'augmentation de la concentration du potassium extracellulaire, par une dépolarisation 

excessive, à une diminution des protéines d'actions et à un allongement de la période 

réfractaire. 

 

ont 

montré que les venins leurs avaient une triple action au niveau neuromusculaire: 

· Une augmentation d'amplitude de la contraction des fibres musculaires. 

· Une contracture suivie par une ou plusieurs autres, spontanées si la dose de venin est 
suffisante. 

· Une paralysie secondaire après chaque contracture, d'abord réversible puis de moins en 
moins. 

Ces venins n'agissent pas au niveau des terminaisons nerveuses ou des plaques motrices. Ils 

agissent sur la fibre musculaire et sur les fibres nerveuses au niveau des zones démyélinisées. 
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II.7.2- Action sur le système nerveux central : 

L'injection expérimentale de venin purifié dans les ventricules cérébraux chez le chat, le lapin 

et le rat entraîne des manifestations très variés d'excitation du système nerveux: état 

d'agitation, tremblement, mouvement anormaux, convulsion, hyperthermie et troubles 

respiratoires (Osman et al, 1973). Le système nerveux autonome semble particulièrement mis 

en jeu. 

La stimulation du système nerveux autonome avec une prédominance de la stimulation du 

système sympathique engendre la libération massive dans le tissu des catécholamines (Ismail, 

1999), corticoïdes et prostaglandines induisant la libération des médiateurs de l'inflammation 

comme IL6 (Krifi et al, 1998; Hammoudi-Triki et al, 2004) et IL-10, TNF-α (Ismail et al, 

1994). 

Le système parasympathique est aussi mis en jeu par le biais de la libération de l'acétylcholine 

(Amitai, 1998). 

Les expériences de Clot-Faybesse (2001) sur les rats par injection du venin d'Androctonus 

australis hector suggère la non implication du système supra-thoracique dans les 

manifestations neurotoxiques du venin. 

Les toxines se fixent sur les centres supérieurs et principalement sur les centres bulbaires 

pouvant entraîner une agitation intense, délire, et dérèglement thermique (particulièrement 

fréquent et grave chez l'enfant), vomissent et diarrhées. 

Des résultats récents montrant que les neurotoxines ne diffusent pas jusqu'aux centres 

nerveux, mais qu'au contraire leur action est avant tout périphérique, méritent une attention 

toute particulière (Clot-Faybess et al, 2001). 

II.7.3- Action sur le système cardiovasculaire : 

L’atteinte myocardique directe, réversible sans séquelles ultérieures apparentes répond à un 

mécanisme qui n’est pas complètement éclairci (Peytel et Goyffon, 1999). Les désordres 

hymodynamiques et  la libération des médiateurs inflammatoire sont fortement impliqués 

dans la genèse des perturbations cardiorespiratoires (Sofer et al, 1999; Meki et Mohey-El-

Dean, 1998; Fukuhara et al, 2003). 
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Une augmentation de la pression sanguine est observée quelques minutes après injection s.c. 

du venin d’Aah, avec une hypertension maximale 40 min après envenimation suivi d’une 

phase hypotensive et d’une diminution continue du rythme cardiaque (Hammoudi-Triki et al, 

2005). 

II.7.4- Action sur le système respiratoire : 

II.7.4.1- L'oedème pulmonaire: 

La physiopathologie de l'oedème du poumon secondaire à l'envenimation scorpionique est 

complexe du fait de l'interaction de nombreux facteurs dus aux effets cholinergiques des 

toxines mais aussi à une action indirecte de type inflammatoire au niveau du poumon (Peytel 

et Goyffon, 1999). Rossi et al, (1974) sont les premiers a proposé un mécanisme de l'oedème 

pulmonaire induit par le venin de Tityus serrulatus. Ils ont trouvé un sévère endommagement 

dans la structure des capillaires alvéolaires, suggérant une destruction des cellules de 

l'endothéliale pulmonaire.  

Nouira et al, (1995) démontrent l'origine hémodynamique de l'oedème pulmonaire en 

observant une élévation significative de la pression artérielle d'occlusion et une diminution du 

volume d'éjection systolique et un échec du ventricule gauche dans huit cas successifs 

d'oedème pulmonaire. 

Suite à des expériences fait sur le poumon du lapin in vivo et sur un coeur isolé, D'Suze et al, 

(2003), ont pu montré que l'oedème pulmonaire est induit suite à un mécanisme indirecte 

comprenant une cascade de coagulation par action du venin de tityus discrepans. 

Le rôle des mastocytes, la cascade de réactions inflammatoires cellulaires, histopathologiques 

et la présence d’un syndrome humoral de réponse inflammatoire systémique non infectieux 

sont aussi impliqués dans la pathogenèse de l’oedeme pulmonaire induit par le venin de 

scorpion (De Matos et al, 2001; D’suze et al, 2004; Abdel-Halim et al, 2006).  

II.7.

Chez l'animal, l'envenimation entraîne des troubles respiratoires à type de tachypnée, 

irrégularité respiratoire et insuffisance respiratoire aiguë. Chez l'homme la dyspnée est le 

caractère commun chez tous les cas de l'envenimation scorpionique (Bouaziz et al, 1996).  

4.2- Les troubles respiratoires: 
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L’envenimation expérimentale induit des variations dans le rythme respiratoire et une réponse 

inflammatoire rapide, 45 min après injection du venin d’Aah, se traduisant par une 

bronchoconstriction et une infiltration importante des polynucléaires et des monocytes dans le 

sang et le liquide broncho-pulmonaire. L’augmentation de l’activité de la peroxydase 

éosinophilique (EPO) confirme la présence des polynucléaires éosinophiles (PE) au niveau 

des poumons (Adi-Bessalem et al ,2003; 2008). 

II.7.5- Modification des paramètres biologiques: 

Il existe une élévation fréquente de la glycémie (2 à 2,5g/l). Selon Murthy (1994), la 

libération massive des catécholamines suite à la stimulation du système nerveux autonome, 

fais augmenter le taux d'angiotensine II et inhibe la sécrétion de l'insuline. 

L'hyperamylasemie est noté chez des enfants piqués par Tityus serrulatus 

Au plan hormonal, l'envenimation scorpionique est caractérisée par une décharge très intense 

de catécholamines expliquant la vasoconstriction intense, l'élévation tensionnelle et très 

probablement la dysfonction ventriculaire gauche initiale. Aussi bien l'adrénaline que la 

noradrénaline s'élèvent de façon substantielle après injection d'une dose sublétale du venin de 

Buthus occitanus tunetanus (15 et 25 fois le niveau de base respectivement) (Zaghal et al, 

2000). D’autre part il a été mis en évidence dans autre modèle animal une élévation d'un autre 

peptide vasoconstricteur, le neuropeptide Y. Celui-ci subit une élévation précoce dès la 5 

(Bucharetchi et al, 

1995). Les troubles électrolytiques sont généralement modérés. Hyponatrémie, hyperkaliémie 

et hypocalcémie; des perturbations des transaminases sont également notés. 

Bahloul (2002) a observé une augmentation de l'hémoglobine et des protéines plasmatiques 

chez les patients atteints d'oedème pulmonaire, une protidémie >72 g/l représente un signe 

prédictif de survenue d'oedème pulmonaire chez les patients piqués par scorpion. Les 

métabolites des catécholamines au niveau des urines sont aussi augmentés (Bouaziz, 1996). 

II.7.6 - Conséquences hormonales : 

ème 

minute avec un maximum de sécrétion atteint à la 30 ème minute. Parallèlement à 

l'augmentation des cathécolamines, celle du NPY participe à l'élévation des résistances 

vasculaires systémiques caractéristiques de l'envenimation scorpionique (Abroug et al, 2003). 

Sur le même modèle, il a été également mis en évidence une sécrétion de facteur atrial 

natriurétique (FAN). Cette sécrétion est détectée dès la 5ème minute pour culminer à la 30ème 
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minute et baisser par la suite progressivement pour atteindre des niveaux normaux vers la 

180ème minute. Cette évolution est tout à fait parallèle à celle de la pression artérielle 

pulmonaire d'occlusion. Et, comme suggéré par les données physiopathologiques récentes, il 

existe une bonne corrélation entre l'élévation du FAN (facteur natriurétique atrial) sécrété et 

l'élévation des pressions artérielles pulmonaires d'occlusion témoignant de l'activation de cette 

sécrétion par le biais d'une distension auriculaire (Nouira et al, 2005). 
 

I1.7.7- Conséquences métaboliques : 

Des modifications métaboliques ont été observées lors des envenimations accidentelles et 

expérimentales. Des variations dans les activités enzymatiques, marqueurs de certaines 

lésions tissulaires, ont été rapportées (Corréâ et al, 1997; Amaral at al, 1991; Gueron et Sofer 

,1991; Sofer et al, 1991).- 

L’analyse des activités métaboliques a montré une augmentation des taux enzymatiques 

sériques (transaminases, créatine kinase et lactate déshydrogénase) marqueurs de lésions des 

organes cœur et poumons, avec un maximum de concentration, 60 min après envenimation 

par le venin d’Aah (Bessalem et al, 2003; Adi- Bessalem et al, 2008). Une activité 

phospholipase résultante d’une augmentation de flux de calcium Ca2+ au niveau des 

hépatocytes a été observée avec le venin de Leiurus quinquestriatus (Berteki et al, 1961). Ce 

même venin a induit également chez les rats une augmentation de l’activité de glutathion 

peroxydase (GPx) et de glucose 6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) au niveau du cœur. 

En revanche cette activité est diminuée dans les poumons (Fatani et al, 2006). L’élévation de 

G6PDH indique une stimulation de la voie des pentoses phosphates qui favorise la production 

de NADPH impliquée dans la régénération de GSH réduit et ses formes oxydées (GSSG) (Al-

Achmawy et al, 1999; Kletzien et al, 1994).Les auteurs attribuent l’élévation de l’activité de 

glutathion peroxidase dans le cœur et diminution de son efflux vers la circulation sanguine, 

pour neutraliser les anions superoxides et contrecarrer au stress oxydatif (Al-Omar et al, 

2004). 
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II.7.8- Processus inflammatoire et réponse immunitaire induits par les venins 

scorpioniques et leurs toxines: implication des macrophages et  des médiateurs 

inflammatoires 

L’envenimation scorpionique est l’un des processus non infectieux qui peut conduire à une 

réponse inflammatoire systémique (Alejandro et al, 2004). L’envenimation  expérimentale 

provoque une réponse inflammatoire et des changements tissulaires importants. Elle se 

manifeste par une augmentation du taux des cytokines tels que (IL-1, IL-6, TNF-α et IL-10) et 

des altérations des structures tissulaires avec apparition de foyers hémorragiques, de zones 

nécrotiques et des œdèmes interstitiels dans plusieurs organes (Corréâ et al, 1997; Daisely et 

al, 1999; D’Suze et al, 2004; Adi- Bessalem et al, 2008). 

Des travaux antérieurs ont montré que le venin scorpionique peut provoquer de la 

leucocytose, des dommages dans de nombreux organes simultanément, ce qui devrait stimuler 

la réponse inflammatoire et la libération de cytokines (Devi et al,1970; D’Suze et al,1999; 

D’Suze et al, 1995 ; Hammoudi-Triki et al, 2004). Certains auteurs ont soutenu l'hypothèse 

que les dommages tissulaires, la pancréatite, le syndrome de détresse respiratoire et de 

multiples défaillances organiques sont liés à la production incontrôlée de cytokines et d'autres 

produits de l'activation des macrophages et les lymphocytes (Bone et al, 1996; Kingsnorth, 

1997). D’autres études ont montré l’implication possible des marqueurs de l’apoptose dans les 

dommages cellulaires induits par le venin scorpionique (Meki et al, 2003). 

Des envenimations expérimentales réalisées sur les rats par les fractions toxiques de venin 

d’Androctonus australis Hector, ont montré que les toxines scorpioniques sont responsables 

d’une peroxidation lipidique considérable au niveau de la plupart des organes vitaux. 

L’utilisation des antioxydants a bien montré un effet protecteur chez les souris après injection 

des doses sublétales des toxines de venin d’Aah, suggérant l’implication mineure des radicaux 

libres dans la toxicité du venin scorpionique (Dousset et al, 2007). D’autre part un stress 

oxydatif et une implication des protéases dans les dommages tissulaires ont été observés lors 

de l’envenimation expérimentale par le venin de Leiurus quinquestriatus montrant une 

élévation des taux de MDA. En effet les mécanismes qui provoquent la génération des 

radicaux libres et la peroxidation lipidique dans les envenimations scorpioniques, sont 

complexes. Selon les hypothèses de plusieurs auteurs, ils font intervenir l’interaction de 

plusieurs facteurs : 

- les neurotoxines des venins scorpioniques agissant au niveau des canaux ioniques des 

cellules, provoquent une altération de transport ionique et une augmention du calcium 

cytosolique (Harvey et al, 1992). Ceci permet l’élévation de la concentration d’AMP, et 
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favorise son catabolisme et par conséquent une production de radicaux libres .Ces derniers 

attaquent les phospholipides membranaires causant leur peroxidation. L’occurrence de la 

peroxidation lipidique dans les membranes biologiques entraîne un dysfonctionnement 

membranaire, en diminuant de leur fluidité et une inactivation des récepteurs liés aux 

membranes. Tous ces facteurs contribuent au dysfonctionnements de plusieurs organes (Al-

Omar et al, 2004; Bhaumik et al, 1995; Love et al, 1999), souvent rencontrés dans les 

envenimations scorpioniques (Meki et al, 2003). Alternativement l’action des venins 

scorpioniques sur les canaux sodiques augmente la libération des cathécolamines qui 

induisent la génération des radicaux libres menant au stress oxydatif et à l’apoptose (Khorchid 

et al ,2002). 

Par ailleurs il a été rapporté que les venins scorpioniques contiennent la superoxyde 

desmutase (SOD) , dont l’action est inhibée par les antivenins spécifiques suggérant que cette 

enzyme contribue à la toxicité du venin (Ramanaiah et Vankaiah, 1992). Ce ci corrobore avec 

les résultats de Dousset et ses collaborateurs montrant une aggravation des symptômes de 

l’envenimation scorpionique et diminution de temps de survie des souris par SOD, cependant 

le mécanisme de cette cytotoxicité augmentée n’est pas clair. Pourtant il est bien documenté 

que le SOD possède des propriétés de piégeage ou scavaging des ROS (Shimizu et al, 1984).  

La qualité de la réponse immunitaire est reflétée par la production des isotypes 

d’immunoglobulines, les sous populations cellulaire activées, et les cytokines synthétisés 

(Petricevich et Lebrun 2004). 

La stimulation des macrophages conduit à la libération de plusieurs médiateurs 

inflammatoires dont les dérivées réactifs de l’oxygène par la membrane liée au NADPH 

oxydase durant l’explosion oxydative (Michael et al, 1985). En effet les macrophages sont 

impliqués dans les différents mécanismes homéostatiques et pathologiques et pouvant 

intervenir dans des interactions cellulaires complexes de l’organisme (Stein et Gordon, 1991; 

Mosser, 2003). 

La stimulation in vitro des macrophages péritonéaux des souris BALB/c par le venin de Tityus 

serrulatus a permet leur activation manifestée par une libération importante des médiateurs 

inflammatoires tels que le peroxyde d’hydrogène (H2O2), le monoxyde d’azote (NO) et 

plusieurs cytokines pro-inflammatoires (TNF, IL-1, IL-6, IL-8, IFN-γ) et anti-inflammatoires 

(IL-10), et qui peuvent moduler la réponse macrophagique. Les cytokines jouent un rôle 

important dans l’orchestration de la réponse inflammatoire (Petricevich, 2002; Petricevich et 

Lebrun; 2004; Petricevich et al,2007) et tout dérèglement de la production de ces molécules 

peut avoir des conséquences graves sur le fonctionnement de l’organisme, d’où l’intérêt 
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d’évaluer la balance entre les cytokines pro et anti-inflammatoires dans les processus 

physiopathologiques tels que l’envenimation scorpionique (Coffman et al,1991; Terada et al, 

1995; Sofer et al,1995; Magalhaes et al,1999). En effet la sévérité de l’envenimation a été 

associée à une altération de la balance des cytokines inflammatoires induites par l’activation 

des cellules Th1 et Th2. Une élévation significative des rapports de TNF-α / IL-10 et d’IL-6 / 

IL-10 au niveau des sérums des souris envenimés par le venin de Centruroides noxius 

comparée avec ceux de groupes de souris non envenimés (Petrecivich, 2006). Les effets 

exercés par les cytokines peuvent être pleiotropiques, synergiques ou antagonistes 

(Petricevich et Lebrun, 2004).  

Le TNF-α agit en synergie avec l’IL-1 en partageant les mêmes effets biologiques dans 

l’inflammation septique (Herbertson et al, 1995). La production d’IL-6 est atténuée par l’IL-1 

ou le TNF-α (Dube et al, 2004). 

L’IFN-γ est une cytokine clé dans les défenses immunitaires contre les organismes 

pathogènes intracellulaires comme Escherichia coli en stimulant la phagocytose des 

macrophages péritonéaux et les cellules de kupffer (Cross et al, 1995). 

L’IL-10 limite la réponse inflammatoire en inhibant les cytokines dérivées de Th1. Une 

concentration inadéquate de cette cytokine peut engendrer un excès de l’inflammation 

(Petricevich et Lebrun, 2004). La réponse inflammatoire aigue induite par la toxine Ts1 du 

venin Tityus serrulatus déclenche tardivement une réponse anti-inflammatoire via les 

cytokines antagonistes comme l’IL-10 (Petricevich et al, 2007). 

Les cytokines sont des puissants modulateurs des macrophages péritonéaux, des espèces 

réactives de l’oxygène comme l’ H2O2 et l’O2
-, et des espèces réactives de l’azote comme le 

NO et le NO2
-

Des études antérieurs ont montré que d’autres médiateurs inflammatoires tels que les facteurs 

de complément synthétisées par les macrophages , le facteur activateur des plaquettes (PAF), 

les prostaglandines (PGE2) et prostacyclines peuvent moduler l’activation des macrophages 

(Michael et al, 1985). En outre l’intensité de la réponse inflammatoire est amplifiée par 

l’activation de la protéine C réactive (CRP) et les protéines du complément. Ces facteurs 

contribuent à des réactions systémiques et locales (Bertazzi et al, 2003; 2005). L’activation du 

système du complément peut être impliquée dans les dommages tissulaires et l’oedéme 

pulmonaire observés dans les envenimations scorpioniques entraînant une augmentation de la 

perméabilité vasculaire, la migration chimiotactique des leucocytes (Neutophiles, monocytes 

sanguins) vers le site inflammatoire, dégranulation des cellules phagocytaires et induction 

d’une broncho constriction (Bertazzi et al, 2005; Adi-Bessalem et al, 2008). 

 (Petricevich ,2002). 



 
 

39 

 

II.8- Traitements anti- scorpioniques : 
 
II.8.1- Le traitement spécifique : 

L'immunothérapie est largement discutée dans la littérature entre adeptes acharnés et 

sceptiques quant à l'efficacité clinique de cette approche. Sur le plan expérimental, il est 

clairement établi que le sérum développé contre les venins de scorpions sévissant dans 

différentes contrées du globe a une capacité de neutralisation adéquate in vitro. 

Aujourd’hui encore, la sérothérapie reste le seul traitement spécifique des envenimations 

scorpioniques. Bien que très utilisée, elle est souvent contestée du fait du manque 

d'investigations bien contrôlées prouvant son efficacité et établissant rigoureusement ses 

conditions d'utilisation. 

Ce traitement est basé sur l’utilisation d’anticorps polyclonaux hétérologues dirigés, soit 

contre le venin d’une espèce unique (sérums monovalents), soit contre les venins de plusieurs 

espèces (sérums polyvalents). Il n’existe pas d’antivenin universel en raison de l’endémicité 

des scorpions, les espèces dangereuses ne représentant en outre qu’une faible proportion de la 

totalité des espèces. Chaque pays concerné produit son propre antivenin neutralisant les 

venins des scorpions locaux les plus communs et/ou dangereux. Ainsi, les antivenins sont 

largement utilisés en Tunisie, en Algérie, en Egypte, en Arabie saoudite, au Brésil et au 

Mexique (Abroug et al, 1999 .; Ismail, 2003) 

Les antivenins ont pendant très longtemps été constitués par des immunsérums ou des IgG 

purifiées, obtenus après immunisation d’animaux avec un venin complet d’une ou plusieurs 

espèces de scorpions. Cependant ces préparations étaient à l’origine d’effets secondaires 

importants. La qualité et l’efficacité des antivenins ont été améliorées par l’utilisation de 

fragments F (ab’) 2 ou Fab et par l’introduction d’étapes de purification pour éliminer les 

protéines exogènes, l’albumine et le complément (Chippaux et Goyffon, 1998 ; Theakston et 

al, 2003). IgG et F (ab') 2 possèdent des caractéristiques fonctionnelles et pharmacocinétiques 

voisines, mais les fragments F (ab') 2, dépourvus de fragments Fc, sont sensiblement mieux 

tolérés. Les caractéristiques de ce type d'anti-corps sont sensiblement différentes : en 

particulier, leur faible masse molaire, de l'ordre de 50 kDA, leur permet de franchir le filtre 

rénal et d'être éliminés dans les urines (Goyffon et Al-Ayeb, 2002). 

La sérothérapie, traitement spécifique, est à mettre en œuvre impérativement devant toute 

piqûre potentiellement grave. L’administration d’un sérum anti venimeux répond à une 

stratégie de la cible : il s’agit d’intercepter les toxines circulantes avant qu’elles atteignent les 



 
 

40 

récepteurs  membranaires des cellules des tissus excitables auxquels elles se lient avec une 

haute affinité. Dans le cas d’une envenimation scorpionique, la précocité de la sérothérapie est 

importante puisqu’on sait maintenant que la symptomatologie est liée pour une part 

essentielle à une action viscérale de type inflammatoire sur la quelle les anticorps auront peu 

d’effet une fois qu’elle s’est amorcée (Goyffon et Billiald, 2007). Les cliniciens avaient noté 

une perte d’efficacité du SAV en fonction du délai de deux heures après la piqûre était 

dépassée. (Goyffon et al, 1982; Jeddi et al, 1988).  

La quantité de SAV à administrer est théoriquement définie par la nécessité de neutraliser la 

quantité maximale de venin que peut injecter un scorpion. La voie intraveineuse est très 

généralement recommandée en raison d’une distribution plus rapide des anticorps 

neutralisants (Peytel et Goyffon, 1999; Krifi et al, 2001; El- Hafny et al, 2002 ; Hammoudi –

Triki et al, 2007). Les données de la littérature montrent qu’après une sérothérapie bien 

conduite on observe rarement une évolution vers des critères de gravité (Ismail, 1996). Les 

effets indésirables se résument en urticaire, et/ou hypersécrétions bronchiques. Toutefois, 

certains sérums spécifiques comme celui de Centroïdes sculpturatus préparés à partir de 

sérum de cheval ou de chèvre peuvent induire de rares réactions anaphylactiques ou 

anaphylactoïdes facilement contrôlées par les corticoïdes et antihistaminiques (Gaudrault et 

al, 2000; Auerbach et al, 1992; Lo Vecchio et al, 1999). En effet, l’antivenin (mono ou 

polyvalent) n’est efficace que s’il est utilisé avant que les signes généraux sévères 

d’envenimation (stade III) n’apparaissent, les toxines ne pouvant être déplacées de leur site de 

fixation cellulaire (De Haro ,2000; De Haro ,1999). 

Les toxines identifiées, purifiées, séquencées et caractérisées à partir des deux espèces 

Androctonus autralis et Buthus occitanus tunetanus appartiennent à trois groupes structuraux 

et d'homologie antigéniques. Des anticorps préparés contre une toxine d'un groupe structural 

sont capables de neutraliser les toxines appartenant à ce groupe. De même, il a été démontré 

qu'un mélange d'anticorps dirigé contre une toxine représentative de chacun des trois groupes 

neutralise les venins d'Androctonus autralis et Buthus occitanus tunetanus (Srairi et al, 2002). 

Aujourd'hui, l'ingénierie moléculaire permet de créer de nouveaux fragments d'anticorps 

recombinants de meilleure qualité que les sérums antivenimeux polyclonaux en termes 

d'homogénéité, d'activité spécifique et probablement de sécurité d'emploi. Plusieurs fragments 

d'anticorps simple-chaîne (scFv) neutralisant des toxines de scorpion ont été produits et 

caractérisés. Ces molécules constituent des modules de base pour concevoir des structures 

d'anticorps plus complexes: fragments d'anticorps monospécifiques multivalents (diabody, 

triabody) ou fragments d'anticorps bispécifiques (scFv en tandem) (Aubrey et al, 2006). 
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II.8.2- Traitements symptomatiques : 

Un certains nombre de drogues sont utilisés pour contrecarrer les effets des symptômes 

souvent observés au cours des envenimations scorpioniques. Le traitement symptomatique 

banal à base d’antalgiques et d’antihistaminiques est généralement suffisant. La douleur peut 

être soulagée efficacement en refroidissant la zone d’inoculation (Gaudreault, 2000; Broglio 

et al, 1980; Bush et al, 1999; Abroug et al, 1999). Une hyperthermie sera traitée par des 

antipyrétique telles que  paracétamol, dantrolène, ou l’acétylsalicylate (Ismail et al, 1996).Les 

vasodilatateurs à base de (prazosine, hydralazine, nifédipine, captopril) ont un effet bénéfique

- Une altération de la phagocytose à savoir une inhibition de la migration des polynucléaires 

neutrophiles et des monocytes vers le foyer inflammatoire, une inhibition de l’adhérence entre 

le phagocyte et le microbe, une inhibition de la phase d’ingestion et de digestion. 

 

dans le traitement de l’hypertension artérielle (Elatrous et al, 1999; Bawaskar et al, 1998). La 

dobutamine est utilisée en cas d’insuffisance cardiaque aigue (Elatrous et al, 1996; Elatrous et 

al, 1999). Les vomissements, fréquents lors des envenimations scorpioniques, peuvent être 

traités par métoclopramide ou la chlorpromazine Les réactions allergiques sont atténuées par 

administration d’épinephrine et de corticoïdes (Ismail et al, 2003). 

 

II.8.3- Les glucocorticoïdes :  

Les glucocorticoïdes tels que l’hydrocortisone sont parfois utilisés à fin de prévenir une 

réaction anaphylactique possible lors de l’administration de l’immunothérapie anti-

scorpionique (Osnaya-Romero et al, 2000; Rhalem et al, 1995), bien que Les corticoïdes à 

dose élevée (3 g) administrés par voie générale associés au sérum antiscorpionique ne 

semblent pas modifier l’évolution (Nouira et al, 1993; Possani et al, 2000). 

Les glucocorticoïdes sont des anti-inflammatoires puissants, leur effet thérapeutique contre 

l’inflammation chronique est mediée par une action hormonale directe sur les macrophages. 

Bien que le site d'action des glucocorticoïdes sur les macrophages n'a pas été établie, il a été 

démontré que, dans de nombreux autres systèmes cibles des glucocorticoïdes ,les effets des 

glucocorticoïdes sont médiées par des protéines de liaison macromoléculaire, dénommées 

récepteurs (Claman et al, 1972; Munck et al, 1977). Les corticoïdes comme la dexaméthasone 

interagit avec les macrophages à des concentrations physiologiques en se liant à des 

récepteurs nucléaires et cytosoliques (Werb et al, 1978). 

Les canaux sodiques des macrophages sont régulés positivement après traitement de ces 

cellules avec des glucocorticoïdes (Gamper et al, 2000). 

Parmi les impacts des glucocorticoïdes sur la réponse immunitaire : 
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- Une altération de l’immunité à médiation cellulaire (inhibition de la production des 

cytokines pro-inflammatoirs, diminution de la présentation des antigènes aux lymphocytes T). 

- Une altération de l’immunité à médiation humorale (Cohn et al, 1997). 

Malgré l’efficacité des glucocorticoïdes dans les traitements des symptômes (douleur) et 

l’étiologie (réponse leucocytaire), leurs effets secondaires sont trop importants. 

 

 

 
Figure 6 : structure chimique de Dexaméthasone. 
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III. Matériel et méthodes 

III.1- Matériel  

III.1.1- Matériel biologique 

 

III.1.1.1- Venin d’ Androctonus australis hector (Aah) 

Le venin d’Aah, est fourni sous forme lyophilisée par le Laboratoire de Recherche et de 

Développement sur les Venins de l’Institut Pasteur d’Algérie. 

 

III.1.1.2- Toxine Aah II 

La toxine Aah II purifiée, sous forme lyophilisée, nous a été gracieusement fournie par le 

Docteur Marie-France Martin-Eauclaire (CNRS FRE 2738, Biologie des Interactions 

Moléculaire et Cellulaire, IFR Jean-Roche, Université de la Méditerranée, Faculté de 

Médecine Nord, Bd Pierre Dramard, 13916, MARSEILLE, Cedex 20, France). 

  

III.1.1.3- Le sérum anti scorpionique 

L’immun-sérum anti Ftox G50 nous a été fourni par le Laboratoire de Recherche et de 

Développement sur les venins de l’IPA. Il est obtenu après hyperimmunisation d’un cheval, 

avec la fraction toxique majoritaire de venin d’Aah (Ftox G-50). 

 

III.1.1.4- Les anticorps spécifiques de la toxine Aah II : 

Les anticorps anti toxine Aah II, purifiés et lyophilisés, nous ont été gracieusement fournis par 

le Docteur Marie-France Martin-Eauclaire (CNRS FRE 2738, Biologie des Interactions 

Moléculaire et Cellulaire, IFR Jean-Roche, Université de la Méditerranée, Faculté de 

Médecine Nord, Bd Pierre Dramard, 13916, MARSEILLE, Cedex 20, France). 

 

III.1.1.5- Les animaux 

Cette étude a été réalisée sur des souris BALB/c femelles (20 ± 2g), gracieusement fournies 

par l’animalerie du Laboratoire de Contrôle de Qualité de l’I.P.A. 
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III.1.2- Matériel non biologique 

 

III.1.2.1- Réactifs et produits chimiques : 

Tous les réactifs et produits chimiques utilisés dans cette étude sont de grade analytique : 

Bleu de trypan (Sigma–Aldrich), Anticorps de lapin anti IgG de cheval couplé à la 

peroxidase : HRP (1080 U/mg) (Sigma –Aldrich), milieu de culture RPMI 1640 (Sigma –

Aldrich), eau oxygénée (Sigma –Aldrich), Ampicilline (Sigma–Aldrich), streptomycine 

sulfate (Sigma–Aldrich), crystal violet (Sigma cell culture), sérum de veau fœtal (Eurobio) , 

L-glutamin (Eurobio), dexaméthasone phosphate (MERCK), rouge de phénol (MERCK), 

sodium dodésyl sulfate (MERCK), acide acétique (PANREAC), acide thiobarbiturique 

(MERCK), acide sulfosalisilique(PROLABO), DTNB : 5,5'-Dithio-bis(2- acide 

nitrobenzoique) (MERCK), Concavalin A (Amersham Biosciences), nitrite de sodium 

(MERCK), acide orthophosphorique (MERCK), sulfanilamide, naphthylethylenodiamine 

(MERCK), méthanol (MERCK), D-glucose (MERCK), kits de dosage des cytokines 

(Amersham Biosciences-Biotrak Elisa system-GE Healthcare). 

 

III.1.2.2- Appareillage et équipement : 

- Etuve à CO2 (Jouan). 
- Hotte à flux laminaire (Flufrance) 

- Microscope optique à phase inversée (Leitz DM IL

Le premier groupe servant de témoins a reçu par voie intra péritonéale (i.p) un volume de 250 

µl d’eau physiologique stérile. Les souris du deuxième et troisième groupe ont reçu par la 

même voie une dose sublétale (10 µg/20g de souris) de venin d’Aah, une dose sublétale de 

). 
- Spectrophotomètre (Sanofi diagnostique Pasteur). 
- Lecteur de microplaques (Pharmacia Ultrospec) 

- Microplaques de culture à 96 puits à fond plat (NUNCLON, Corning) 

- Microplaques de culture à 24 puits à fond plat (NUNCLON, Corning) 

 

III.2- Méthodes 

L’étude réalisée a porté sur l’induction de la réponse inflammatoire par le venin d’Aah ainsi 

que par sa toxine Aah II et ce afin de doser certains médiateurs inflammatoires produits par 

les macrophages péritonéaux. Pour cela nous avons divisé les lots de souris en 05 groupes à 

raison de 02 souris par lot. 
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(0,1 µg/20g de souris) de la toxine Aah II, respectivement. Les animaux du groupe 4 ont reçu 

chacun une injection (par voie i.p) de 250 µl de fragments F (ab’) 2 anti Ftox G50 Aah à raison 

de 0,8 mg/20g de souris, 30 min après l’injection du venin d’Aah. Une dose de 0,8 mg/20 g de 

souris d’anticorps anti-Aah II est injectée par voie intrapéritonéale aux souris du groupe 5, 30 

min après l’injection de la dose sublétale de la toxine Aah II. Les souris du groupe 1 ont servit 

non seulement de témoins mais aussi à l’étude in vitro. Les souris des groupes 2, 3, 4 et 5 ont 

servi pour l’étude in vivo. Les animaux de l’étude in vivo ont été sacrifiés à différents 

intervalles de temps après envenimation. 

Dans tous les cas, les surnageants des cultures des macrophages ont été prélevés et conservés 

à -20 °C pour des dosages ultérieurs. 

 

III.2.1- Préparation des cellules péritonéales : 

Après sacrifice des souris BALB/c, leur dissection a été réalisée dans des conditions stériles, 

les cellules péritonéales ont été obtenues après injection dans la cavité péritonéale de 5 ml de 

milieu RPMI 1640 frais. Un massage de 30 secondes a été effectué afin de récupérer le 

maximum de cellules de la cavité péritonéale. Le liquide de lavage péritonéal a été aspiré dans 

des tubes stériles, puis centrifugé deux fois à 1200 r.p.m à 4°C durant 5 minutes. Les cellules 

du dernier culot ont été reprises dans un volume minimal de milieu de culture RPMI-1640 

additionné de 10 % de sérum de veau fœtal (SVF), de 200 mM de glutamine et d’antibiotiques 

(100 UI/ml de pénicilline et 100 µg/ml de streptomycine). 

 

III.2.2- Contrôle de la viabilité cellulaire : 

Après remise du culot cellulaire récupéré dans un volume à déterminer de milieu de culture, 

une numération de la viabilité cellulaire a été réalisée par le test d’exclusion au bleu de 

Trypan. Une suspension cellulaire de 50µl (cellules péritonéales) est diluée dans 450 µl d’une 

solution de bleu de Trypan de 0,4 %. Un volume de ce mélange est déposé sur une cellule de 

Malassez, et observé au microscope optique à un grossissement (G X 40) pour un 

dénombrement de cellules vivantes. 

La densité cellulaire en nombre de cellules par millilitre de milieu de culture a été calculée en 

utilisant la formule ci-dessous : 

 

 

Où M représente la moyenne des cellules vivantes observées au microscope. 

 

Nombre de cellules/ml = M x facteur de dilution x 105 
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III.2.3- Mise en culture et stimulation des macrophages : 

Après dénombrement cellulaire, les cellules péritonéales sont déposées en « duplicate » dans 

les puits des microplaques de culture à 96 puits ou à 24 puits, à raison de 106 cellules par ml et 

mises en culture dans de milieu RPMI 1640 supplémenté de 10% de SVF décomplémenté, 

200 mM de glutamine additionné d’antibiotiques (100 UI/ml de pénicilline et de 100 µg/ml de 

streptomycine). Toutes les cellules sont incubées à 37°C, dans une atmosphère humidifiée à 5 

% de CO2 pendant 2 heures. Les microplaques sont ensuite lavées deux fois avec le RPMI 

1640 pour éliminer les cellules non adhérentes. Les cellules qui adhérent à la microplaque 

sont considérées comme étant des macrophages. Ces derniers sont mis en culture à 37°C, dans 

une atmosphère humidifiée à 5 % de CO2, pendant 24 heures.  

Les macrophages destinés à la culture in vitro (issus des cellules du groupes 1) seront stimulés 

par 10 µg/106 cellules/ml de venin d’Aah en présence et en absence de fragments F(ab’)2 anti-

Ftox G50 Aah (0,8 mg/106 cellules/ml) ou par (0,1 µg/106 cellules/ml) de toxine Aah II en 

présence et en absence de ses anticorps spécifiques anti-Aah II (0,8 mg/106 cellules/ml), les 

autres cellules du groupe 1 ne seront pas stimulés et serviront de témoins. 

Tous les macrophages témoins et ceux destinés à l’étude in vitro sont incubées à 37°C dans 

une atmosphère humidifiée à 5 % de CO2 à différents intervalles de temps (30 min, 2 h, 4 h, 

24 h, 48 h et 72 h). Les macrophages du groupe 2 ont été ré induits in vitro par (50 ng/106 

cellules/ml) de venin d’Aah. Les macrophages du groupe 3 ont été re-stimulés par (1 ng/106

Les macrophages péritonéaux obtenus après les différents temps d’incubation et d’induction 

avec le venin d’Aah (10 µg/ml) ou de la toxine Aah II (0,1 µg/ml) ont été directement 

observés à l’aide d’un microscope optique à phase inversée pour apercevoir l’évolution de ces 

cellules au point de vue prolifération. 

 

cellules/ml) de toxine Aah II. Les macrophages des groupes 4 et 5 sont mis en cultures sans 

re-stimulation. 

Les macrophages en culture destinés pour l’étude in vivo ont été incubés à 37°C dans une 

atmosphère humidifiée à 5% de CO2 pendant 48 heures. 

Après toutes ces incubations, les surnageants de cultures sont prélevés et conservés à -20 °C 

pour des dosages ultérieures.  

 

III.2.4- Morphologie des macrophages en présence et en absence de venin d’Aah ou de la 

toxine Aah II 

III.2.4.a – Sans coloration : 
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III.2.4.a – Avec coloration de Giemsa: 

Après mise en culture des macrophages aux différents temps d’incubation et d’induction avec 

le venin d’Aah (10 µg/ml) ou de la toxine Aah II (0,1 µg/ml), une goutte de suspension 

cellulaire est déposée à l’extrémité d’une lame dégraissée avec une pipette Pasteur. La goutte 

est étalée par capillarité au contact de l’arête d’une deuxième lame rodée tenue à 45 degrés. 

Le frottis sèche rapidement à l’air libre. La lame ainsi préparée est trompée pendant une 

seconde dans l’éthanol à fin de fixer les cellules. Ensuite la lame est plongée pendant 10 

minutes dans le colorant de Giemsa dilué au 1/30 éme, puis égouttée sur papier filtre. L’excès 

de colorant est enlevé en laissant couler doucement l’eau distillée sur le frottis. Enfin les 

lames sont séchées dans l’étuve.  

Les lames sont examinées au microscope muni d’un objectif à immersion d’un grossissement 

x 100 pour identifier les macrophages. 

 

III.2.5- Effet in vitro du venin d’Aah ou de sa toxine Aah II sur la viabilité des 

macrophages en présence et en absence de la dexaméthasone  

Les macrophages maintenus en culture dans les microplaques à 96 puits avec le milieu RPMI-

1640 supplémenté de 10% de SVF décomplémenté, 200 mM de glutamine et un mélange 

d’antibiotiques (100 IU/ml de pénicilline et 100 µg/ml de streptomycine), sont prétraités par 

la dexaméthasone phosphate (10-7 mol/l), 24 h avant leur stimulation par (10 µg/106 

cellules/ml) de venin d’Aah ou de (0,1 µg/106 cellules/ml) de toxine Aah II, à différents temps 

d’incubation : 30 min, 2 h, 4 h, 24 h, 48 h et 72 h. Après incubation, le milieu de culture des 

macrophages est remplacé par un autre milieu de culture frais pour une incubation de 48 h. 

Les macrophages non traités par la dexaméthsone et stimulés par le venin d’Aah (10 µg/106 

cellules/ml) ou de toxine Aah II (0,1 µg/106

 

/ml), à différents temps d’incubations, sont 

considérés comme des témoins. Les cellules des macrophages adhérentes et vivantes sont 

fixées et colorées par le crystal violet (0,2% dans 20% méthanol). La lecture des absorbances 

dans chaque puits est effectuée à 620 nm à l’aide d’un lecteur de microplaque. Le pourcentage 

de cytotoxicité est calculé selon la formule de Petrecevich (2002): (A témoin – A échantillon  / A 

témoin) x 100. 

A : absorbance. 
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III.2.6- Dosages des médiateurs pro-inflammatoires et anti-inflammatoires, produits par 

les macrophages en culture et induits (in vivo ou in vitro)  par le venin d’Aah ou par sa 

toxine Aah II  en présence et en absence d’immunothérapie  

 

III.2.6.1- Détection du peroxyde d’hydrogène (H2O2) : 

La production de peroxyde d’hydrogène (H2O2) a été mesurée selon la méthode décrite par 

Pick et Mizel (1981). Le principe de cette méthode est basé sur l’oxydation du rouge de 

phénol par la peroxydase (HRP) en présence de H2O2. 

Les macrophages en culture issus du groupe 1 ont été stimulés in vitro par le venin d’Aah (10 

µg/ml) ou par la toxine Aah II (0,1 µg/ml) en présence et en absence de fragments d’anticorps 

F(ab’)2 anti-Ftox G50Aah et des anticorps anti-Aah II, respectivement. Les macrophages du 

groupe 1 sont stimulés ou non par la concanavalin A (10 µg/ml). Les macrophages stimulés in 

vivo sont issus des groupes 2, 3, 4 et 5. 

Après une mise en culture des macrophages in vivo ou in vitro sous l’effet de différents 

stimulus ,à différents temps d’incubation, les surnageants des cultures sont prélevés et 

conservés, puis 100 μl de la solution de rouge de phénol à 0,56 mM qui contient 140 mM de 

NaCl, 10 mM de K2HPO4, 5.5 mM de dextrose et 19 U/ml de la peroxidase (HRP) sont 

ajoutés aux cellules adhérentes (macrophages) dans les puits de la microplaque.  

Après incubation pendant 1 heure à l’obscurité et à 37°C, la réaction est stoppée par addition 

de 10 μl de NaOH (1N). L’oxydation du rouge de phénol est mesurée dans chaque puits par la 

lecture de l’absorbance à 620 nm à l’aide d’un lecteur de microplaque.  

Les concentrations de H2O2 ont été déduites à partir de la courbe d’étalonnage établie par une 

gamme de concentrations connues du réactif H2O2 dilué. 

 

III.2.6.1.1 - Effet de la dexaméthasone sur la production de H2O2 par les macrophages 

suite à leur traitement in vitro par le venin d’ Aah ou la toxine Aah II : 

Les cellules des macrophages destinées à l’étude in vitro ont été pré traitées par la 

dexaméthasone phosphate à une concentration de 10-7 mol/l, 24 h avant l’addition dans leur 

milieu du venin d’Aah ou de la toxine Aah II (10 µg/106 et 0,1µg/106 cellule /ml, 

respectivement) à différents temps d’incubation : 30 min ,2 h, 4 h, 24 h, 48 h et 72 h. Le 

milieu de culture des macrophages après les différents temps d’incubation est remplacé par un 

autre milieu de culture frais (ne contenant ni venin, ni toxine, ni dexaméthasone) pour une 
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autre culture de 48 h. La production de H2O2 par ces cellules est mesurée par la méthode de 

Pick et Mizel (1981). 

 

III.2.6.2 - Mesure de la production de monoxyde d’azote (NO) : 

La production de NO est estimée par la mesure des nitrites selon la méthode de Ding et al 

(1988) basée sur la réaction colorimétrique de Griess. Il s'agit d'une réaction de diazotation en 

deux étapes: les nitrites forment un sel de diazonium avec l'acide sulfanilique qui est ensuite 

couplé avec une amine (N-naphtyléthylène diamine) pour donner un colorant azoïque qui 

absorbe à 540 nm. Les nitrites sont des marqueurs du catabolisme du NO. Ce radical est 

impliqué en tant qu’intermédiaire dans l’oxydation de L-Arg en nitrites et nitrates dans les 

macrophages (Marletta et al, 1989).  
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Figure 9: Réaction de Griess originale rapportée par Griess en 1879. Sous les conditions 

acides, les nitrites réagissent avec le groupement amine de l’acide sulfanilique pour former le 

cation diazonium, qui se couple à l’α -naphtylamine en position para, en donnant un colorant 

azoïque. 
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Figure 10: la réaction de Griess modifiée couramment utilisée (Tsikas, 2006). Sous des 

conditions acides, les nitrites réagissent avec le groupement amine de sulfanilamide pour 

former le cation diazonium , qui se couple à N-(1-naphthyl) ethylenediamine en position para, 

en donnant un colorant azoïque. 
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III.2.6.2.a - Effet in vivo de venin d’Aah ou de sa toxine Aah II sur la production de 

monoxyde d’azote (NO) par les macrophages en culture en présence et en absence 

d’immunothérapie : 

Les macrophages issus des cellules péritonéales des animaux des groupes 2, 3, 4 et 5 sont mis 

en cultures pendant 24 h d’incubation à 37°C dans une atmosphère humidifiée à 5 % de CO2. 

Un volume de surnageants de culture de chaque groupe de macrophages est incubé avec un 

volume équivalent de réactif de Griess (1 % de sulfanilamide et 0,1 % de 

naphthylethylenodiamine dans 5 % d’acide phosphorique). Après 10 minutes de réaction à 

température ambiante, la lecture des absorbances à 550 nm, permet une mesure directe des 

concentrations des nitrites. L’intensité de la coloration est proportionnelle à la concentration 

en nitrites dans les échantillons et les standards. Les valeurs des échantillons sont obtenues 

après extrapolation à partir de courbe étalon de nitrites de sodium. 

 

III.2.6.2.b - Effet in vitro de venin d’Aah ou de sa toxine Aah II sur la production de NO 

en présence et en absence de leurs anticorps spécifiques : 

Le venin d’Aah ou la toxine Aah II, sont ajoutés dans le milieu de culture des macrophages 

issus des cellules péritonéales des animaux des groupes 1 en absence et en présence de 

fragments F(ab’)2 anti Ftox G50 Aah ou d’anticorps anti-Aah II, respectivement. Après les 

différents temps d’incubation, à 37°C dans une atmosphère humidifiée à 5 % de CO2, un 

volume équivalent du réactif de Griess est ajouté au volume de surnageant de culture des 

macrophages pour chaque temps. La mesure des nitrites est effectuée selon le protocole de 

Ding et al (1988). 

 

III.2.6.3 - Dosage de malonaldehyde (MDA) après stimulation des macrophages in vivo 

ou in vitro par le venin d’Aah ou de la toxine Aah II en présence et en absence 

d’immunothérapie : 

Le dialdéhyde malonique (MDA) est l’une des substances de type aldéhyde issues de 

l’oxydation des lipides sous l’effet d’un stress oxydatif et réagissant avec l’acide 

thiobarbitutique (TBA). Son dosage est effectué selon la méthode de Ohkawa et al (1979).  

Pour cela, 100 µl de surnageant de cultures de macrophages stimulés in vivo (issus des 

groupes 2, 3, 4 et 5) ou in vitro (issus du groupe 1 incubés avec le venin d’Aah ou la toxine 

Aah II en présence et en absence des fragments F(ab’)2 anti-Ftox G50 Aah ou d’anticorps anti-

Aah II, respectivement) sont additionnés à un mélange réactionnel constitué de SDS (sodium 

dodésyl sulfate) à 8,1%, d’acide acétique (20%) à pH 3,5 et d’acide thiobarbiturique (TBA) à 
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0,8%. Le mélange réactionnel est chauffé à 100°C pendant 1 heure puis refroidi dans un bain 

glacé. Après centrifugation à 11000 r.p.m à 4°C pendant 10 min, la densité optique dans 

chaque échantillon est lue à 532 nm. La quantification des concentrations de MDA est 

calculée sur la base du cœfficient d’extinction molaire ζ = 156 mM-1cm-1.  

 

III.2.6.4 - Mesure de glutathion (GSH) : analyse de système antioxydant dans les 

macrophages stimulés in vivo ou in vitro par le venin d’Aah ou de la toxine Aah II en 

présence et en absence d’immunothérapie : 

Le dosage du GSH est effectué selon le protocole de Boyne et Elman (1972) avec quelques 

modifications. Les macrophages en culture (0,1 ml) sont lysées par addition de 400 µl de 

l’acide sulfosalisilique frais (5%) et incubés pendant 1 h dans la glace puis centrifugés à 3000 

g pendant 10 min à 4°C. Les groupements thiols libres sont révélés après addition de 0,2 ml 

de 5,5'-Dithio-bis (2- acide nitrobenzoique (DTNB) à 0,6 mM, 0,9 ml de tampon phosphate 

(0,2M ; pH 8,0), et 0,1 ml de surnageant de culture des macrophages .Après 9 min, 

l’absorbance de la coloration jaune formée est mesurée à 412 nm à l’aide d’un 

spectrophotomètre. La quantité de GSH est calculée sur la base de cœfficient d’extinction 

molaire ζ = 13,6 mM-1cm-1

La première étape consiste à répartir les standards de chaque cytokine (IL-1, IL-6, IL-12, 

TNF-α, IFN-γ et IL-10) et les surnageants des culture à raison de 50µl/puits et en 

« duplicate » dans les puits des microplaques préalablement sensibilisés avec un anticorps 

.  

 

III.2.6.5 - Effet in vivo et in vitro du venin d’Aah ou de la toxine Aah II sur la production 

des cytokines par les macrophages péritonéaux : 

Dans cette étude les cytokines dosées par ELISA-sandwich sont : IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α, 

IFN-γ et IL-10 produites par les macrophages stimulés in vivo ou in vitro par le venin d’Aah 

(10 µg) ou de la toxine Aah II (0,1 µg). 

Les cytokines induites in vivo par le venin d’Aah ou la toxine Aah II sont dosées dans les 

surnageants de culture des macrophages issus des groupes 2 et 3. Le dosage de cytokines in 

vitro, s’effectue dans les surnageants des macrophages du groupe 1 stimulés ou non par le 

venin d’Aah (10 µg/ml) ou la toxine Aah II (0,1µg/ ml), aux différents temps d’incubation. 

Les réactifs et standards fournis dans les kits des cytokines sont reconstitués selon les 

indications du fournisseur. 

Les gammes des étalons standards des cytokines et les seuils de détection de chaque test 

ELISA sont illustrés dans le tableau I.  
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monoclonal anti cytokine (IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α, IFN-δ et IL-10) , et laisser incuber 

pendant 2 h pour (IL-1, IL-6, TNF-α ,  IFN-δ ) et pendant 1 h et 3 h pour IL-12 et IL-10, 

respectivement à la température ambiante. L’anticorps biotinylé, déposé à raison de 50 

µl/puits, est incubé pendant une heure à température ambiante. Le dépôt du conjugué 

Straptavidine- HRP (100 µl/puits) est effectué après une série de lavages, pour une incubation 

de 30 min à température ambiante. L’activité enzymatique est révélée par l’addition du 

substrat, le 3-3,5-5’ tetraméthyl benzidine (TMB) à raison de 100 µl/puits, après une 

incubation de 30 min à température ambiante et à l’obscurité. Après addition de la solution 

d’arrêt (100 µl/puits), la lecture de l’absorbances est effectuée à 450 nm à l’aide d’un lecteur 

de microplaque. Les concentrations des différentes cytokines sont obtenues à partir de la 

différente courbe standard réalisée avec des concentrations connues des cytokines 

recombinantes appropriées.  
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Tableau II : Gamme des étalons standards des cytokines et seuil de détection du test ELISA-

sandwich. 

 

Cytokines Concentration des cytokines de 

gamme étalon 

Seuil de détection 

IL-1β 0- 15,6- 62,5-250-1000 pg/ml. < 2 pg/ml. 

IL-6 0- 51 – 128 – 320 – 800 – 2000 pg/ml. < 7 pg/ml. 

IL-12 0- 47 – 94 – 188 – 375 – 750 pg/ml. < 12 pg/ml. 

TNF-α 0- 50 -350 – 2450 pg/ml. < pg/ml. 

IFN-γ 0- 37 -111 – 333- 1000 et 3000 pg/ml. < 10 pg/ml. 

IL-10 0- 37,6 -111 – 333- 1000 et 3000 pg/ml. < 12 pg/ml. 
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IV – Résultats : 
 
IV.1 - Effet in vitro du venin d’Aah ou de sa toxine Aah II sur la morphologie des 

macrophages : 

L'observation des macrophages péritonéaux en microscopie optique permet de voir les 

différences de morphologie induites ou non par le venin d’Aah ou la toxine Aah II. 

L’induction des macrophages est réalisée 48 h après isolation des macrophages et mise en 

culture. 

Les macrophages traitées avec le venin d’Aah (10 µg/ml) ou sa toxine Aah II (0,1 µg/ml) 

pendant 48 h, montrent une augmentation de la taille des cellules, la condensation du 

cytoplasme et l'apparition de filaments cytoplasmiques entre les cellules en leur conférant une 

forme irrégulière ramifiée, par rapport aux cellules contrôles (Figures 11 et 12). Cependant, le 

traitement des macrophages avec le venin d’Aah ou la toxine Aah II pendant 2 h n'induit 

aucune modification morphologique comparé aux cellules contrôles, qui présentent une forme 

plus ou moins arrondie (Figures 10, 13, 14 et 15 A). 

Les cellules macrophagiques adhérentes et stimulées se transforment in vitro après 48 h de 

culture en cellules géantes, multinuclées et vacuolées (Figures 15 B, 15 C et 15 D). En effet 

la capacité de phagocytose des macrophages est proportionnelle à la durée de leur mise en 

culture in vitro (Cohen et Cline, 1970). D’autre part, les cellules sujettes à un gradient 

chimioattractant dans leur environnement émettent des lamellipodes en plusieurs directions, 

de telles sortes que des attachements stables au niveau de la matrice extracellulaire sont 

formés en direction des concentrations élevées en stimulus. Les changements morphologiques 

cellulaires comme la contraction des lamellipodes ou la formation de contact, nécessite un 

changement continu de l’assemblage de cytosquelette (Okigaki et al, 2003). 
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Figure 10 : Photographie en microscopie optique des macrophages péritonéaux adhérents 

non traités (contrôles). (Grossissement × 10). 

 
 
 

 

Figure 11 : Photographie en microscopie optique des macrophages péritonéaux traités par le 

venin d’Aah à 10 µg/ml pendant 48 h. (Grossissement × 10). 
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Figure 12: Observation en microscopie optique des macrophages péritonéaux traités par la 

toxine Aah II à 0,1 µg/ml pendant 48 h. (Grossissement × 10). 
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Figure 13: Observation en microscopie optique à phase inverse des macrophages péritonéaux 

traités par le venin d’Aah à 10 µg/ml pendant 2 h. (Grossissement × 40). 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Observation en microscopie optique à phase inverse des 

macrophages péritonéaux traités par la toxine Aah II à 0,1 µg/ml pendant 2 h. 

(Grossissement × 10). 
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Figure 15: Photographie en microscopie optique des macrophages péritonéaux après 

coloration de Giemsa. (A) macrophage non stimulé (témoins). (B) macrophages traités 

in vitro par la toxine Aah II à 0,1 µg/ml pendant 24 h. (C) type de macrophages traités in 

vitro par la toxine Aah II à 0,1 µg/ml pendant 48 h. (D) type de macrophages 

multinuclés traités par la toxine Aah II à 0,1 µg/ml pendant 48 h. (Grossissement × 100). 
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IV.2 - Effet in vitro du venin d’Aah ou de sa toxine Aah II sur la viabilité des 

macrophages en présence et en absence de la dexaméthasone  

Les pourcentages de lyse cellulaire ont été calculés pour les macrophages péritonéaux 

exposés dans leur milieu de culture au venin d’Aah à une concentration de 10 µg/ml ou à la 

toxine Aah II (0,1 µg/ml) après différents temps d’incubations. Les résultats cinétiques 

montrent des pourcentages de lyse qui varient entre 3 ± 0,21 % à 6,05 ± 0,35 % pour les 

macrophages exposés au venin d’Aah. L’augmentation de la cytotoxicité des macrophages 

exposés à la toxine Aah II, est temps dépendante et vari entre 3,20 ± 0,26 % et 5,42 ± 0,2 % à 

partir de 30 min jusqu’à 48 h d’exposition mais diminue après 72 h d’incubation. Les 

pourcentages de lyse les plus élevés ont été enregistrés à 24 h et à 48 h d’incubation avec le 

venin d’Aah ou la toxine Aah II, respectivement. Ce décalage de réponse entre le venin d’Aah 

et la toxine Aah II demande à être élucidé. 

En effet les pourcentages de lyse cellulaire obtenues ont été calculée selon la méthode utilisée 

par Petrecevich (2002) qui a étudié in vitro la cinétique de cytotoxicité des macrophages 

péritonéaux sous l’effet du venin Tityus serrulatus (0,2 µg/ml) montrant ainsi une 

augmentation de cytotoxicité temps dépendant jusqu’à 48 heures d’incubation et qui varie 

approximativement entre 0,1 % et 0,45 %.  

Cependant le prétraitement in vitro des macrophages par la dexaméthasone (10-7 M), 24 h 

avant l’addition du venin d’Aah ou la toxine Aah II, a montré une réduction partielle des 

pourcentages de lyse cellulaire en comparaison aux témoins positifs (macrophages traités par 

le venin d’Aah ou la toxine Aah II en absence de dexaméthasone). Les variations des 

différents pourcentages de lyse des macrophages calculés en fonction de temps d’incubation 

sont représentés par le tableau III et la figure 16. 
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Tableau III: Variation des pourcentages de lyse des macrophages en fonction de leur temps 

d’incubation avec le venin d’Aah ou la toxine Aah II.  

 

Traitement 

 

Temps  

   

Venin d’Aah 

(10 µg/ml) 

Venin d’Aah 

 (10 µg/ ml)     + 

Dexaméthasone 

(10-7

Toxine Aah II        

(0,1 µg / ml) 

 mol/L) 

Toxine Aah II 

(0,1 µg / ml)      

+ 

Dexaméthasone 

(10-7 mol/L) 

0,5 h 3,00 ± 0,21 (%) 2,40 ± 0,15 (%) 3,20 ± 0,26 (%) 3,07 ± 0,46 (%) 

2 h 4,58 ± 0,47 (%) 2,89 ± 0,23 (%) 3,76 ± 0,19 (%) 3,22 ± 0,25 (%) 

24 h 6,05 ± 0,35 (%) 3,12 ± 0,26 (%) 4,66 ± 0,37 (%) 3,71 ± 0,22 (%) 

48 h 5 ± 0, 86 (%) 2,84 ± 0,31 (%) 5,42 ± 0,2 (%) 3,82 ± 0,14 (%) 

72 h 3,95 ± 0,24 (%) 3,70 ± 0,17 (%) 3,92 ± 0,34 (%) 3,35 ± 0,53 (%) 
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Figure 16 : Cinétique de cytotoxicité in vitro exprimée en pourcentage de lyse, après 

exposition des macrophages péritonéaux au venin d’Aah (10 µg/ml) ou à la toxine Aah II (0,1 

µg/ml) en présence et en absence de dexaméthasone (10-7 M). (Moyenne ± écart-type, n=3). 
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IV.3 - Dosages des médiateurs pro- et anti-inflammatoires produits par les macrophages 

en culture induits (in vivo ou in vitro) par le venin d’Aah ou sa toxine Aah II en présence 

et en absence d’immunothérapie :  

IV.3.A- Quantification du peroxyde d’hydrogène (H2O2) 

Le peroxyde d’hydrogène est un composant majeur des espèces réactives d’oxygène (ROS) 

intracellulaires, produit au cours des processus physiologiques et pathologiques d’où l’intérêt 

de son dosage dans cette étude.  

IV.3.A.1 - Étude in vivo des effets du venin d’Aah ou de la toxine Aah II sur la 

production de H2O2 par les macrophages en présence et en absence d’immunothérapie 

Les résultats obtenus dans cette étude sont illustrés par la figure (17), ils indiquent 

l’augmentation de la production de H2O2 de manière temps dépendant après l’injection intra 

péritonéale du venin d’Aah (10 µg/souris). Le maximum de cette production est observé à 72 

h d’envenimation. La toxine Aah II semble provoquer après 24 h de son administration, la 

libération de H2O2 avec un taux maximal (3233,95 µM). Ce taux est presque équivalent à 

celui provoqué par le venin d’Aah administré dans les mêmes conditions. 

L’administration des fragments F(ab’)2 anti-Ftox G50 par voie (i.p), 30 min après l’injection 

du venin d’Aah a permis une réduction significative des taux de H2O2 par rapport à ceux 

obtenus après envenimation seule. Les taux de réduction de cette production ont été obtenus 

respectivement à 48 h et à 72 h d’envenimation avec un facteur de réduction de 1,27 et de 

1,25. 

D’autre part l’injection des anticorps spécifiques anti-Aah II, 30 min après l’administration in 

vivo de la toxine Aah II ne semble avoir aucun effet sur les niveaux de production de H2O2 à 

30 min, 2 h et 48 h. La neutralisation des effets de cette toxine par son anticorps spécifique 

sur la production de H2O2 a été cependant observée seulement à 24 h et 72 h (Figure 17). 

IV.3.A.2 - Étude in vitro des effets du venin d’Aah ou de la toxine Aah II sur la 

production de H2O2 par les macrophages en présence et en absence d’immunothérapie : 

La plus forte stimulation de la production de H2O2 par les macrophages a été obtenue après 

24 h d’incubation aprés l’action in vitro du venin d’Aah (10 µg/ml) avec une concentration 

estimée à 4118,23 µM; cette production diminuera au-delà de 48 h d’incubation pour 

atteindre à 72 h une concentration de 1465,38 µM. 
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Figure 17: Cinétique de production de peroxyde d’hydrogène (H2O2) mesuré après 

stimulation in vivo des macrophages péritonéaux par envenimation des souris avec le venin 

d’Aah (10 µg/20 g de souris) ou la toxine Aah II (0,1 µg/20 g de souris) en présence et en 

absence de F(ab’)2 anti–Ftox G50 (0,8 mg/20 g de souris) ou de l’anticorps spécifique anti-

Aah II (0,8 mg/20 g de souris), respectivement. (Moyenne ± écart-type, n=3). 
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Par ailleurs les mesures des concentrations de H2O2 obtenues après addition de la toxine Aah 

II (0,1 µg/ml), montrent une augmentation temps dépendant jusqu’ au 48 h d’incubation. 

Dans ce cas la concentration est évaluée à 3890,84 µM. En effet la toxine Aah II semble 

provoquer un effet similaire à celui de la Concanavalin A (Con A) sur la cinétique de 

production de H2O2.. 

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par d’autres auteurs (Cruz et al, 2005; 

Petrecevich et Lebrun 2004) concernant l’évolution de la cinétique de production du H2O2 

suite à l’interaction in vitro des macrophages péritonéaux avec le venin de Crotalus durissus 

terrificus ou de Tityus serrulatus. 

La co-incubation in vitro des macrophages avec le venin d’Aah et les fragments F(ab’)2 anti –

Ftox G50 pendant 24 h a permis une meilleure réduction des taux de H2O2 . 

Une réduction partielle des taux de H2O2 a cependant été constatée lors du traitement des 

macrophages simultanément par la toxine Aah II (0,1 µg/ml) et son anticorps spécifiques (0,8 

mg/ml) pour les différents temps d’incubation (Figure 18). 

 

IV.3.A.3 - Effet de la dexaméthasone sur la production de H2O2 par les macrophages 

suite à leur traitement in vitro par le venin d’ Aah ou la toxine Aah II : 

Le prétraitement des macrophages par la dexaméthasone (10-7

 

M), 24 h avant l’addition du 

venin d’Aah (10 µg/ml) ou de la toxine Aah II (0,1 µg/ml), a montré également une réduction 

des taux de H2O2 pour certains temps d’incubation avec le venin d’Aah (30 min, 24 h et 72 h) 

et à tous les temps d’incubation avec la toxine Aah II, mais à un degré moindre en 

comparaison avec les taux de H2O2 mesurés après l’immunothérapie in vitro. En effet les 

pourcentages d’inhibition de la production du peroxyde d’hydrogène par la dexaméthasone en 

présence du venin d’Aah sont de 5,71 %; 22,08 % et 13,7 %, respectivement pour les temps 

d’exposition: 30 min, 24 h et 72 h. Les pourcentages d’inhibition de la production de H2O2 

sous l’effet de la dexaméthasone en présence de la toxine Aah II sont par contre de 0,9 %; 

3,44 %; 13,23 %; 22,07 % et 0,82 %, respectivement pour les temps d’incubation : 30 min, 2 

h, 24 h, 48 h et 72 h (Figure 19). 
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Figure 18 : Cinétique de production de peroxyde d’hydrogène (H2O2) mesuré après 

stimulation in vitro des macrophages péritonéaux avec le venin d’Aah (10 µg/ml) ou la toxine 

Aah II (0,1 µg/ml) en présence et en absence de F(ab’)2 anti–Ftox G50 (0,8 mg/ml) et de 

l’anticorps spécifique anti-Aah II (0,8 mg/ml), respectivement ou après stimulation in vitro 

par la Concanavalin A (ConA) (10 µg/ml). (Moyenne ± écart-type n=3). 
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Figure 19: Cinétique de production de peroxyde d’hydrogène (H2O2) mesuré après 

stimulation in vitro des macrophages péritonéaux avec le venin d’Aah (10 µg/ml) ou la toxine 

Aah II (0,1 µg/ml) en présence et en absence de dexaméthasone (10-7M). (Moyenne ± écart-

type, n=3). 
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IV.3.B- Dosage de monoxyde d’azote (NO) : 

IV.3.B.1 - Étude in vivo de la cinétique de production du monoxyde d’azote (NO) par les 

macrophages en culture après envenimation expérimentale par le venin d’ Aah ou la 

toxine Aah II en présence et en absence d’immunothérapie: 

L'oxyde nitrique (NO) est un messager moléculaire produit par l'oxydation de la L-arginine 

par une famille d'enzymes appelé oxyde nitrique synthases (NOS) (Rawlingson, 2003). Il 

s'agit d'un produit cytotoxique activé par les macrophages et en réagissant avec les ROS, a été 

impliqué dans diverses fonctions de régulation (Wink et Mitchell, 1998).  

Le monoxyde d’azote (NO) est estimé indirectement par la mesure des nitrites, ces derniers 

sont des produits stables dans les surnageants des différents groupes des macrophages en 

culture (Green et al, 1982). 

En absence d’immunothérapie, les résultats obtenus montrent une production progressive de 

nitrites par les macrophages entre 30 min et 72 h d’envenimation avec une dose sublétale du 

venin d’Aah (10 µg/20 g de souris) ou de la toxine Aah II (0,1 µg/20 g de souris). En effet le 

maximum de cette production obtenu après 72 h d’envenimation avec le venin d’ Aah ou la 

toxine Aah II est estimée respectivement à 24,37 ± 4,67 et 20,30 ± 0,89 µM. 

La production de nitrites est stable après une immunothérapie entre 30 min et 2 h 

d’envenimation puisque des taux normaux de nitrites sont retrouvés. L’immunothérapie in 

vivo, utilisant des fragments F (ab’) 2 anti Ftox G50 Aah (0,8 mg/20 g de souris) ou des 

anticorps anti–Aah II (0,8 mg/20 g de souris) a été utilisée par voie intra péritonéale 30 min 

après l’envenimation.  

Une inhibition partielle et très faible de la production des nitrites par l’immunothérapie 

administrée sous les conditions décrites auparavant, est observée après 30 min, 2 h, 24 h et 72 

h d’envenimation par le venin d’Aah avec des pourcentages d’inhibition respectives de 7,75 

%; 6,95 %; 2,53 % et 7,71 % et ce même après injection des anticorps anti-Aah II avec des 

pourcentages d’inhibitions de la production des nitrites respectivement de: 9,94 %; 11,5 %; 

4,18 % et 7,14 % après 30 min ; 2h ; 48 h et 72 h de l’administration de la toxine Aah II ( 

Figure 20). 
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Figure 20 : Cinétique de production nitrites (NO2
-) mesuré après stimulation in vivo des 

macrophages péritonéaux avec le venin d’Aah (10 µg/ml) ou de la toxine Aah II (0,1 µg/ml) 

en présence et en absence de F(ab’)2 anti–Ftox G50 (0,8 mg/ml) et de l’anticorps spécifique 

anti-Aah II (0,8 mg/ml), respectivement. (Moyenne ± écart-type n=3). 
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IV.3.B.2 -Étude in vitro de la cinétique de production de monoxyde d’azote (NO) par les 

macrophages en culture traités par le venin d’ Aah ou la toxine Aah II en présence et en 

absence d’immunothérapie: 

L’évaluation de la production des nitrites in vitro, a été déterminée après stimulation des 

macrophages avec une concentration du venin d’Aah (10 µg/ml) ou de toxine Aah II (0,1 

µg/ml). Les résultats obtenus montrent une augmentation de la production des nitrites in vitro 

temps dépendant atteignant un maximum à 72 h d’incubation. 

Concernant les macrophages traités par la toxine Aah II, les quantités des nitrites sont 

généralement inférieures ou égales à celles obtenues par les macrophages traités par le venin 

d’Aah. 

La neutralisation partielle du venin d’Aah par les fragments F (ab’) 2, est bien observée entre 

24 h et 72 h d’incubation, montrant une diminution sensible de la production des nitrites. La 

neutralisation de la toxine Aah II in vitro est beaucoup plus efficace que celle du venin d’Aah 

puisque les concentrations des nitrites observées sont identiques à celles du témoin négatif 

(macrophages non traités) (Figure 21). Des taux élevés de NO par les macrophages ont été 

également retrouvés (Petricevich et al, 2007). 

 

IV.3.C - Mesure de Malonaldehyde : 

IV.3.C.1 - Étude in vivo de l’effet du venin Aah ou de la toxine Aah II sur la 

peroxidation lipidique au niveau des membranes des macrophages en présence et en 

absence d’immunothérapie : 

Les teneurs en MDA (marqueur de peroxidation des lipides membranaire) observées après 

l’administration d’une dose sublétale du venin d’Aah (10 µg/20 g de souris) par voie intra-

péritonéale sont légèrement supérieures à celles obtenues après différents intervalles de temps 

de l’injection par la même voie de la toxine Aah II (0,1 µg/20 g de souris). Pour les deux cas, 

nous observons une augmentation rapide de taux de MDA après 30 min du traitement et qui 

continue a augmenté jusqu’ à 7 fois plus à 24 h. Une faible diminution des taux de MDA 

survient après 48 h d’envenimation avec le venin d’Aah ou la toxine Aah II, et devient stable 

jusqu’à 72 h avec ces mêmes traitements. 
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Figure 21 : Cinétique de la production des nitrites (NO2
-) mesurés après stimulation in vitro 

des macrophages péritonéaux avec le venin d’Aah (10 µg/ml) ou la toxine Aah II (0,1 µg/ml) 

en présence et en absence de F(ab’)2 anti–Ftox G50 (0,8 mg/ml) et de l’anticorps spécifique 

anti-Aah II (0,8 mg/ml), respectivement. (Moyenne ± écart-type n=3). 
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La neutralisation partielle des effets du venin d’Aah sur la peroxidation lipidique au niveau 

des macrophages par l’immunothérapie est bien observée à différents intervalles du temps, 

avec une baisse plus ou moins considérable des quantités du MDA. 

Par ailleurs l’immunothérapie administrée sous forme d’anticorps anti–Aah II, a permis de 

retrouver des taux en MDA quasi identiques à ceux du témoin (Figure 22).  

 

IV.3.C.2 – Étude in vitro de l’effet du venin d’Aah ou de la toxine Aah II sur la 

peroxidation lipidique au niveau des membranes des macrophages en présence et en 

absence d’immunothérapie : 

La cinétique du MDA in vitro révèle une augmentation progressive de la peroxidation 

lipidique au niveau des macrophages après l’addition dans leur milieu de culture d’une 

quantité de venin d’Aah (10 µg/ml) ou de la toxine Aah II (0,1 µg/ml). 

Les teneurs les plus élevés en MDA ont été estimés après 72 h d’incubation à 1089, 74 ± 19,9 

pmol/ml et à 1153,84 ± 49 pmol/ml sous l’effet du venin d’Aah, et de la toxine Aah II, 

respectivement. 

Alors que l’addition simultanée des fragments anti-Ftox ou des anticorps anti-Aah II avec le 

venin d’Aah ou la toxine Aah II respectivement, dans le milieu de culture des macrophages a 

permis une réduction importante des teneurs en MDA in vitro dont les valeurs sont analogues 

à celles du témoin. En effet les pourcentages de réduction des teneurs en MDA par 

immunothérapie anti-Ftox, obtenues après les différents temps d’incubation (30 min ,2 h, 24 

h, 48 h et 72 h) sont respectivement  (16,66 % ; 34,63 % ; 25 % ; 61,54 % et 76,93 %), 

montrant ainsi l’efficacité de l’immunothérapie dans la protection des macrophages contre la 

peroxidation lipidique de leurs membranes cellulaires (Figure 23). 

IV.3.D – Dosage du glutathion (GSH): 

IV.3.D.1 – Évaluation du système anti-oxydant dans les macrophages par la mesure du 

GSH après envenimation expérimentale par le venin d’Aah et la toxine Aah II en 

présence et en absence d’immunothérapie : 

 



 
 

68 

 

 

0

500

1000

1500

2000

2500

0 0,5 2 24 48 72

Temps (h)

 M
D

A
 (p

m
o

l /
 1

06  c
el

lu
le

s)
 Venin d'Aah (Venin d'Aah+ Anti Ftox) Toxine Aah II (Toxine Aah II + Ac anti Aah II) 

 

Figure 22 : Cinétique de libération du MDA mesuré après stimulation in vivo des 

macrophages péritonéaux avec le venin d’Aah (10 µg/20 g de souris) ou de la toxine Aah II 

(0,1 µg/20 g de souris) en présence et en absence de F (ab’)2 anti –Ftox G50 (0,8 mg/20 g de 

souris) ou de l’anticorps spécifique anti-Aah II (0,8 mg/20 g de souris). (Moyenne ± écart-

type, n=3). 
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Figure 23 : Cinétique de libération du MDA mesuré après stimulation in vitro des 

macrophages péritonéaux avec le venin d’Aah (10 µg/ml) ou la toxine Aah II (0,1 µg/ml) en 

présence et en absence de F (ab’)2 anti –Ftox G50 (0,8 mg/ml) ou de l’anticorps spécifique 

anti-Aah II (0,8 mg/20g de souris). (Moyenne ± écart-type, n=3). 
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L’apparition de glutathion réduit (GSH) après la stimulation in vivo des macrophages 

péritonéaux par le venin d’Aah (10 µg/20 g de souris), montre une cinétique biphasique qui se  

traduit par des quantités de GSH inférieures à celles trouvés chez les macrophages témoins 

(macrophages avant envenimation). Ces quantités diminuent fortement après 24 h 

d’envenimation puis ré-augmentent après ce temps-là mais restent cependant inférieurs à 

celles des macrophages témoins. Par ailleurs, les valeurs du GSH enregistrés après les 

traitements in vivo par la toxine Aah II (0,1 µg/20g de souris) révèlent une diminution des 

quantités de GSH de 87,06 %, 30 minutes après l’injection de la toxine Aah II, mais qui 

augmentent par la suite en fonction du temps d’envenimation avec la toxine pour atteindre à 

72 h une quantité presque équivalente à celle du témoin estimée à 35,66 ± 1,88 pmol /ml. 

Les résultats obtenus avec la neutralisation du venin d’Aah par immunothérapie administrée 

sous forme de fragments F(ab’)2 anti-Ftox G50 (0,8 mg/20 g de souris) ont permis de montrer 

des quantités du GSH nettement supérieures à celle trouvées après envenimation seule. Une 

diminution lente et progressive des quantités du GSH est obtenue après 30 min et ce jusqu’à 

24 h après traitement. Au delà de 24 heures, les quantités du GSH commencent à augmenter 

jusqu’à 72 h après traitement pour retourner au taux normal. 

Le traitement in vivo sous forme d’anticorps spécifiques anti–Aah II administré à une dose de 

0,8 mg/20 g de souris, 30 minutes après l’injection de la toxine Aah II a permis également 

l’élévation rapide et importante des taux de GSH entre 30 min et 48 h du traitement (Figure 

24). 

 

IV.3.D.2 - Effet in vitro du venin d’Aah ou de la toxine Aah II sur la cinétique du GSH 

au niveau des macrophages : 

L’exposition des macrophages péritonéaux dans leur milieu de culture au venin d’Aah (10 

µg/ml), après différents temps d’incubation, se traduit par une réduction très importante de 

quantités du GSH par rapport à celles des macrophages non traités (témoin). En effet les 

pourcentage de réduction de GSH sont: 91,57 %; 96,66 %; 96,08 %; 97,25 % et 93,33 %, 

respectivement pour les temps d’incubation 30 min, 2 h, 24 h, 48 h et 72 h. La baisse des taux  
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Figure 24 : Cinétique de libération du GSH mesuré après stimulation in vivo des 

macrophages péritonéaux avec le venin d’Aah (10 µg/20 g de souris) ou la toxine Aah II (0,1 

µg/20 g de souris) en présence et en absence de F(ab’)2 anti –Ftox G50 (0,8 mg/20 g de 

souris) et de l’anticorps spécifique anti-Aah II (0,8 mg/20 g de souris). (Moyenne ± écart-

type, n=3). 
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Figure 25 : Cinétique de libération de GSH mesuré après stimulation in vitro des 

macrophages péritonéaux avec le venin d’Aah (10 µg/ml) ou la toxine Aah II (0,1 µg/ml) en 

présence et en absence de F(ab’)2 anti –Ftox G50 (0,8 mg/ml) et de l’anticorps spécifique 

anti-Aah II (0,8 mg/ml). (Moyenne ± écart-type, n=3). 
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du GSH est également signalée par l’effet de la toxine Aah II (0,1 µg/ml) mais avec des 

valeurs supérieures à celles enregistrées après le traitement avec le venin d’Aah. 

L’addition des fragments F(ab)’2 anti-Ftox G50 au venin d’Aah dans le milieu de culture des 

macrophages induit l’élévation des quantités de GSH qui restent cependant inférieures à 

celles du témoin (macrophages sans traitement). D’autre part l’ajout des anticorps spécifiques 

à la toxine Aah II a permis d’augmenter les quantités du GSH au taux normal après 2 h 

d’incubation bien qu’un effet inattendu de l’immunothérapie concernant les temps 24 h, 48 h 

et 72 h d’incubation, induisant une diminution de taux du GSH, en comparaison avec ceux 

obtenus en présence de la toxine Aah II sans immunothérapie (Figure 25). 

IV.3.E – Dosage des cytokines : 

IV.3.E.1 - Effet in vivo du venin d’Aah ou de la toxine Aah II sur la production des 

cytokines (IL-1β, IL-6, TNF-α, l’IFN-γ, IL-12 et IL-10) par les macrophages 

péritonéaux : 

L’état d’activation des macrophages a été également évalué au cours de l’envenimation par 

une dose sublétale du venin d’Aah (10 µg/20 g de souris) injectée par voie intra péritonéale à 

des souris BALB/c, en mesurant la production de cytokines pro-inflammatoires (TNF- α, IL-

6, IFN-γ, IL-12), et anti-inflammatoires (IL-10). 

En outre, l’effet d’une dose sublétale de la toxine purifiée Aah II (0,1 µg/20 g de souris) a été 

testé sur l’activation des macrophages via le dosage des différentes cytokines citées 

précédemment. 

Le dosage de l’IL-1β, montre des taux quasi identiques entre 2 h et 72 h d’envenimation, avec 

une légère tendance à la baisse par rapport au temps 0 h (témoin) (Figure 26). 

Les résultats obtenus pour le dosage de TNF-α, montrent une légère augmentation du taux de 

cette cytokine pour les temps 2 h et 72 h avec des concentrations maximales suite au 

traitement par la toxine Aah II ou le venin d’Aah, respectivement. Comparée au témoin, cette 

cytokine est restée plutôt stable entre 24 h et 48 h d’envenimation (Figure 27).  

Les résultats du dosage de l’IL-6 après injection de la toxine Aah II montrent une 

augmentation importante d’un facteur de 13 du taux de cette cytokine à 72 h par rapport à 

celui du témoin. Il existe cependant une grande variabilité de réponse entre la toxine Aah II et 

le venin d’Aah.  
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En effet dans le cas du venin des valeurs inférieures ou égales à celles du témoin ont été 

obtenues (Figure 28). 

Le dosage de l’IFN-γ, permet d’obtenir des valeurs stables à 48 h, alors que l’administration 

de la toxine Aah II montre une légère augmentation de la concentration de cette cytokine 

comparée au témoin (Figure 29). 

La synthèse de l’IL-12 par les macrophages stimulés in vivo par la toxine Aah II révèle un 

profil biphasique avec une induction précoce à 2 h puis tardive et maximale à 48 h. Il est a 

noté que les concentrations d’IL-12 induites par la toxine Aah II dépassent plus ou moins 

légèrement celles induites par le venin d’Aah dans les mêmes conditions de dosage (Figure 

30). 

D’autre part, la quantification de l’IL-10 induite dans les surnageants de culture des 

macrophages sous l’effet de la dose sublétale de venin d’Aah ou de la toxine Aah II révèle 

une certaine stabilité des taux de production montrant des valeurs qui se reprochent au taux 

basal du témoin (294 ± 16,26 pg/ml). La quantification de l’IL-10 déterminée à 48 h 

d’envenimation par le venin d’Aah, permet d’obtenir des taux de 378,84 ± 15,8 pg/ml (Figure 

31). 

 

IV.3.E.2 - Effet in vitro du venin d’Aah et sa toxine Aah II sur la production des 

cytokines (IL-1β, IL-6, TNF-α, l’IFN-γ, IL-12 et IL-10) par les macrophages 

péritonéaux : 

Les résultats obtenus in vivo, permettent d’indiquer si la production des cytokines induites in 

vitro par les macrophages péritonéaux sous l’effet de la même concentration du venin d’Aah 

ou la toxine Aah II suivent les mêmes cinétiques. En effet le dosage des cytokines dans les 

surnageants de cultures des macrophages est effectué après incubation de ces cellules avec 10 

µg/ml du venin d’Aah ou 0,1 µg/ml de toxine Aah II à différents intervalles de temps (0 min 

,30 min ,2 h, 24 h, 48 h et 72 h). 

L’analyse des résultats du dosage de IL-1β révèle une augmentation modérée à 24 h 

d’incubation après addition du venin d’Aah, pour atteindre une concentration de 32,77 ± 6,36 

pg /ml. Les concentrations d’IL-1β pour les autres temps d’incubation demeurent constantes 

avec des valeurs qui sont généralement inférieures ou égales à celle du témoin (Figure 26). 



 
 

75 

Le traitement des macrophages dans leur milieu de culture par le venin d’ Aah (10 µg /ml) 

induit une augmentation des taux de TNF-α atteignant son maximum à 72 h (122,42 ± 12,02 

pg/ml), tandis que l’addition de la toxine Aah II (0,1 µg/ml) provoque rapidement la 

libération de TNF-α après 2 h d’incubation quantifiée à 108,47± 18,38 pg/ml mais cette 

production diminue plus tard, après 72 h atteignant une valeur de 85,2 ± 5,65 pg/ml (Figure 

27). 

Après 48 h et 72 h, une production très élevée d’IL-6 a été observée après traitement des 

macrophages avec le venin d’Aah (10 µg/ml). En effet les taux obtenus sont respectivement 

de 1504,02 ± 2,12 pg/106 cellules/ml et de 834,54 ± 12,02 pg/106 cellules/ml (Figure 28). La 

production tardive d’IL-6 reflète probablement une production précoce de TNF-α, puisque en 

agissant en synergie avec l’IL-1 β induit la synthèse d’IL -6. Par contre aucune augmentation 

de taux d’IL-6 n’est observée après stimulation des macrophages avec la toxine Aah II (0,1 

µg/ml). Il existe en fait une grande variabilité de réponse entre la toxine Aah II et le venin 

d’Aah. 

La stimulation des macrophages avec le venin d’Aah ou la toxine Aah II, semble n’exerce 

aucun changement de taux basal d’IFN-γ, a l’exception d’une augmentation faible de taux de 

cette cytokine après 72 h suite au traitement par le venin d’Aah (Figure 29). 

La cinétique de production d’IL-12 par les macrophages suite à leur incubation avec le venin 

d’Aah semble avoir la même allure que celle qui a marqué l’incubation des macrophages par 

la toxine Aah II. En effet les taux les plus élevés de production d’IL-12 induits par le venin 

d’Aah et la toxine Aah II ont été évalués respectivement à 24 h et 72 h pour une augmentation 

de 2 fois supérieure à la normale (Figure 30). 

En suivant la cinétique de production de l’IL-10 après addition du venin d’Aah, un niveau 

élevé de production à 24 h d’incubation avec un taux maximal de 924,2 ± 8,04 pg /ml a été 

observé, une diminution de cette production d’un facteur de 1,8 est ensuite constatée après 48 

h d’incubation. En parallèle, une légère augmentation de la production de l’IL-10 a été 

observée à 24 h d’incubation suite à l’addition de la toxine Aah II. Les valeurs obtenues à 48 

h et 72 h avec le même traitement montrent que les taux de cette cytokine redeviennent 

presque normaux. (Figure 31). 
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IV.3.E.3 - La balance pro-et anti-inflammatoire des cytokines : 

L’analyse de la balance des cytokines pro et anti-inflammatoire produites par les 

macrophages stimulées par le venin d’Aah ou la toxine Aah II est traduite dans le tableau IV. 

 

 

Tableau IV : Balance inflammatoire des cytokines  

 

 Temps 2 h 24 h 48 h 72 h 
stimulus Venin 

d’Aah 
Toxine
Aah II 

Venin 
d’Aah 

Toxine
Aah II 

Venin 
d’Aah 

Toxine
Aah II 

Venin 
d’Aah 

Toxine
Aah II 

In  
vivo 

IL-1β/IL-10 0,072 0,068 0,079 0,081 0,054 0,074 0,097 0,094, 
TNF-α/IL-10 0,076 0,337 0,263 0,294 0,192 0,279 0,446 0,304 
IL-6/IL-10 0,473 0,314 0,231 0,200 0,137 0,668 0.097 5,499 
IFN-γ/IL-10 0,264 0,293 0,306 0,304 0,200 0,416 0,404 0,344 

In 
vitro 

IL-1β/IL-10 0,080 0,103 0,035 0,064 0,069 0,065 0,037 0,059 
TNF-α/IL-10 0,326 0,460 0,082 0,204 0,377 0,277 0,245 0,229 
IL-6/IL-10 0,709 0,192 0,094 0,121 5,81 0,112 1,793 0,122 
IFN-γ/IL-10 0,316 

 
0,356 0,090 0,196 0,333 0,258 0,201 0,226 

 

 

Cette analyse se base sur la comparaison des rapports des concentrations entre les cytokines 

pro-inflammatoires (IL-1β, TNF-α, IL-6 et IFN-γ) et la cytokine anti-inflammatoire (IL-10), 

calculés après les différents temps de stimulations des macrophages et sans stimulation 

(témoin). Ces rapports sont évalués pour le témoin à 0,091; 0,231; 0,360 et 0,277, 

respectivement pour IL-1β/IL-10, TNF-α/IL-10, IL-6/IL-10 et IFN-γ/IL-10. Les résultats les 

plus marquants sont résumés comme suit : 

Les macrophages exposés in vitro à la toxine Aah II pendant 2 h d’incubation, induisent une 

implication marquée des rapports IL-1β/IL-10, TNF-α/IL-10. Pour ces mêmes macrophages, 

quoique le rapport d’IL-6/IL-10 le plus élevé soit observé à 2 h, il reste cependant très faible. 

Pour ce même temps d’incubation, le rapport IFN-γ/IL-10 apparaît élevé à 2 h puis diminue à 

24 h et réapparaît après 48 h d’incubation des macrophages avec la toxine Aah II. Ces 

résultats indiquent un déclenchement rapide (en 2 h) du processus inflammatoire induit par la 

toxine Aah II, et qui semble être régulé négativement par l’IL-10, surtout si nous comparons 
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ces derniers avec les résultats de Petricevich et ses collaborateurs (2007) concernant l’étude 

de la balance inflammatoire des macrophages par la toxine gamma (Ts1) et qui a montré un 

début de l’altération de la balance inflammatoire à partir de 12 h d’incubation avec cette 

toxine.  

In vivo, il y’ une forte implication de la toxine Aah II à 72 h par rapport au venin d’Aah dans 

le déséquilibre de la balance inflammatoire en faveur de l’IL-6. 

In vitro le rapport d’IL-6/IL-10 est plus élevé après 48 h sous l’effet du venin d’Aah. 
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Figure 26: Dosage de IL-1β dans les surnageants de cultures des macrophages après 

stimulation in vivo avec le venin d’Aah (10 µg/20 g de souris) ou de la toxine Aah II (0,1 µg/ 

20 g de souris) ou par stimulation in vitro par le venin d’Aah (10 µg/ml) ou de la toxine Aah 

II (0,1 µg/ml). (Moyenne ± écart-type, n=3) 
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Figure 27 : Dosage de TNF-α dans les surnageants de cultures des macrophages après 

stimulation in vivo avec le venin d’Aah (10 µg/20 g de souris) ou de la toxine Aah II (0,1 

µg/20 g de souris) ou par stimulation in vitro par le venin d’Aah (10 µg/ml) ou de la toxine 

Aah II (0,1 µg/ml). (Moyenne ± ecart-type, n=3). 
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Figure 28 : Dosage de IL-6 dans les surnageants de cultures des macrophages après 

stimulation in vivo avec le venin d’Aah (10 µg/20 g de souris) ou de la toxine Aah II (0,1 

µg/20 g de souris) ou par stimulation in vitro par le venin d’Aah (10 µg/ml) ou de la toxine 

Aah II (0,1 µg/ml). (Moyenne ± écart-type, n=3). 
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Figure 29: Dosage de IFN-γ dans les surnageants de cultures des macrophages après 

stimulation in vivo avec le venin d’Aah (10 µg/20g de souris) ou de la toxine Aah II (0,1 

µg/20 g de souris) ou par stimulation in vitro par le venin d’Aah (10 µg/ml) ou de la toxine 

Aah II (0,1 µg/ml). (Moyenne ± écart-type, n=3). 
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Figure 30 : Dosage de IL-12 dans les surnageants de cultures des macrophages après 

stimulation in vivo avec le venin d’Aah (10 µg/20g de souris) ou la toxine Aah II (0,1 µg/ 20 

g de souris) ou par stimulation in vitro par le venin d’Aah (10 µg/ml) ou de la toxine Aah II 

(0,1 µg/ml). (Moyenne ± écart-type, n=3). 
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Figure 31 : Dosage de IL-10 dans les surnageants de cultures des macrophages après 

stimulation in vivo avec le venin d’Aah (10 µg/20g de souris) ou de la toxine Aah II (0,1 µg/ 

20 g de souris) ou par stimulation in vitro par le venin d’Aah (10 µg/ml) ou de la toxine Aah 

II (0,1 µg/ml). (Moyenne ± écart-type, n=3). 
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Discussion : 
 
Il est bien connu que les venins scorpioniques par leur action sur les canaux sodiques, 

favorisent la libération de plusieurs neurotransmetteurs tel que l’adrénaline et la 

noradrénaline. En effet plusieurs études avaient montré le pouvoir des catécholamines à 

induire la génération des radicaux libres qui mènent au stress oxydatif et à l’apoptose 

(Khorchid et al, 2002). L’état d’une augmentation modérée des espèces réactives de 

l’oxygène (ROS) au niveau cellulaire est connu sous le nom de stress oxydatif (Alenso et al, 

2003). Ces ROS ont un potentiel oxydatif sur les molécules biologiques telles que les 

protéines, les lipides et l’ADN (Al-Omar et al, 2004). 

Le stress oxydatif semble être l'élément central dans la régulation des voies déclenchées par 

l'apoptose via plusieurs facteurs environnementaux comme les agents cytotoxiques, polluants, 

substances toxiques…. Ces derniers contribuent à établir des conditions pathologiques 

variables (Franco et al, 2008). Le macrophage en tant que première ligne de défense, est 

particulièrement impliqué dans les désordres oxydatifs et dans leur contrôle; par ailleurs il 

joue un rôle majeur dans la réponse inflammatoire. 

Dans notre étude, une activité cytotoxique maximale a été révélée au niveau des macrophages 

péritonéaux des souris BALB/c après 24 h et 48 h d’incubation suite à un traitement in vitro 

par le venin d’Aah (10 µg/106 cellues/ml) ou la toxine Aah II (0,1 µg/106

La mort cellulaire est un phénomène complexe qui peut impliquer l’apoptose, la nécrose et 

l’autophagie (Orrenius et al, 2003; Lemasters 2005). La génération des ROS est partiellement 

impliquée dans le phénomène de cytotoxicité. Le peroxyde d’hydrogène (H2O2) est un 

composant majeur des produits ROS intracellulaires qui est produit au cours des processus 

physiologiques et physiopathologiques, d’autant plus qu’il est responsable des dommages 

 cellues/ml) 

respectivement, réalisé dans des conditions strictes de la culture cellulaire. Une étude récente 

réalisée sur le venin de scorpion Leiurus quinquestriatus a révélé l’implication des protéases 

de ce venin dans les dommages cellulaires, suggérant la possibilité de ce venin, par son action 

sur les canaux sodiques et induction d’une dépolarisation prolongée à augmenter l’influx de 

calcium qui peut engendrer par la suite l’activation des protéases entraînant une dégradation 

excessive des protéines accompagnée de la génération des radicaux libres et par conséquent 

des dommages cellulaires (Fatani et al, 1998). 
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oxydatifs (Xie et al ,1992) surtout au niveau de l’ADN où il provoque des cassures latérales 

et des modifications de bases (Halliwell et al, 1991). 

D’autre part une diminution progressive de la cytoxicité du venin d’Aah ainsi que sa toxine 

Aah II sur les macrophages en culture a été constatée dans notre étude après un traitement 

préalable des macrophages par un corticoïde : la déxaméthasone. Les corticoïdes compte tenu 

de leur puissante action anti inflammatoire, sont utilisés en clinique dans la prise en charge 

thérapeutique de certains cas d’envenimations scorpioniques sévères compliquées par 

l’oedéme pulmonaire (Rhalem et al, 1995). L’effet protecteur de la dexaméthasone contre 

l’apoptose des macrophages RAW 264.7 a été mis en évidence par Chi-Chung Fong et ses 

collaborateurs (2007) après une induction par l’H2O2 exogène. Ces donnés laissent penser que 

la réduction de la viabilité des macrophages induite in vitro par le venin d’Aah ou la toxine 

Aah II montrée par nos résultats, est probablement due à un effet cytotoxique apoptotique 

exercé par le venin ou la toxine via une stimulation de la production de H2O2 par les 

macrophages. Cela a été vérifié au cours de cette étude à travers un dosage du peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) produit par les macrophages péritonéaux des souris BALB/c exposés in 

vitro au venin d’Aah ou à la toxine Aah II. Les résultats obtenus ont montré une forte 

production de H2O2 à 24 h et 48 h d’incubation des macrophages avec le venin d’Aah et la 

toxine Aah II, respectivement. Cette augmentation de la concentration de H2O2  reflète une 

activation des fonctions macrophagiques par cette molécule qui agit en tant que signal inter et 

intra cellulaire (Gamalay et al, 1994 ; Halliwell et al, 2000). En effet une production élevée 

de H2O2  est la conséquence d’une catalyse enzymatique de la dismutation de l’O2
-

Petreceivich et Lebrun (2004) avaient montré une augmentation significative des taux de 

H2O2 et de NO après stimulation des macrophages avec le venin de Tituys serrulatus (TSV) 

ainsi que ses fractions FII et FIII, combinée in vitro avec un costimulus : l’IFN-γ, suggérant 

qu’un composant du venin TSV ou bien une synergie entre les constituants de ce venin 

 qui est 

générée pendant la flambée respiratoire médiée par la stimulation de la membrane de 

NADPH oxydase (Kim et al, 1996). 

La synthèse de H2O2  et de NO par les macrophages peut être induite par un stimulus comme 

le lipopolysaccharide (LPS) et qui est régulée par les cytokines tel que l’IFN-γ et le TNF-α 

(Xie et al,1992; Lorsbach et al,1993). 
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présente une activité immunomodulatrice à travers l’activation des fonctions du macrophages 

qui se manifeste par la production des espèces réactives d’oxygène. 

Toutefois, Hoffman et Weinberg (1987) ont démontré que le TNF-α induit la production de 

H2O2 dans les macrophages péritonéaux. En outre le TNF-α induit la synthèse d’ARNm de 

superoxyde dismutase manganése (MnSOD) qui est une enzyme qui catalyse la dismutation 

de l’O2
-

L’utilisation de la dexaméthasone dans notre étude a permet une réduction des quantités de 

H2O2 produit par les macrophages stimulés in vitro par le venin d’Aah ou la toxine Aah II, 

mais à un degré moindre en comparaison avec les taux de H2O2 mesurés après 

l’immunothérapie in vitro. En effet, la dexaméthasone est un médicament qui peut inhiber la 

production de TNF-α et par conséquent inhiber la capacité à stimuler la synthèse de  H2O2 

(Rahmouni et al, 2002). Un déficit dans la production des radicaux libres par les leucocytes 

ou une baisse de l’activité de myélopéroxidase a été observé lors de la corticothérapie, 

caractérisée par une sensibilité aux infections (Milane 2004). D’autre part la diminution des 

 en H2O2 (Wong et Goeddel, 1988 ; Shaffer et al, 1990). 

Dans cette étude une diminution de la production de H2O2 survient après 72 h d’incubation in 

vitro des macrophages avec la toxine Aah II, pourrait s’expliquer par une stimulation de 

l’IFN-γ qui a inhibé ou atténué cette production qui peut être liée à la capacité des 

macrophages à produire une faible quantité de TNF-α en présence de la toxine Aah II. Ce ci 

n’est pas le cas en présence du venin d’Aah. 

La production tardive de H2O2 in vitro par les macrophages stimulés par l’IFN- γ a été 

également observée en présence d’une mycotoxine (trichothecene vomitoxine) produite par 

les espèces du fusarium (Ji et al, 1998).  

Le potentiel d’action du venin d’Aah ou de la toxine Aah II sur la production de H2O2 in vitro 

est analogue à celui montré in vivo avec quelques variations cinétiques. Une similitude entre 

la toxine Aah II et la Concanavaline A (Con A) concernant leur effet in vitro sur la cinétique 

et les quantités de H2O2 produites par les macrophages, est rapporté dans nos résultats. Cette 

comparaison nous apparaît intéressante vue le rôle de la Concanavalin A dans le priming des 

phagocytes vers une flambée respiratoire traduite par une activation de la NADPH oxydase 

conduisant à une production de H2O2 (Walz et al, 1991). 
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concentrations de H2O2 peut réduire la formation des radicaux hydroxyles et par conséquent 

atténuer les effets délétères causés par les lésions oxydatives (Zhang et al, 2008).  

La capacité du venin d’Aah ainsi que la toxine Aah II à stimuler la production de monoxyde 

d’azote (NO) a été également décelée dans cette étude. 

L’effet temps dépendant du venin d’Aah ou de la toxine Aah II sur la production des nitrites 

par les macrophages stimulés in vivo est semblable à celui observé in vitro à savoir 

l’augmentation des taux du NO. En effet les valeurs des concentrations des nitrites obtenues 

in vivo se reprochent de celles trouvés in vitro, avec des quantités moindres pour les 

traitement avec la toxine Aah II par rapport aux traitements par le venin d’Aah. Cette 

production de nitrites reflète une synthèse du monoxyde d’azote (NO) qui est un dérivé de L-

arginine via une voie enzymatique contrôlée par iNOS (NO synthase inductible) qui est à son 

tour modulée par les cytokines (Nathan et al, 1994). La génération de production massive de 

NO par les macrophages activés, peut être responsable non seulement des défenses 

immunitaires contre les agents pathogènes mais aussi de lésions cellulaires et tissulaires. 

L’excès du NO produit par le macrophage joue un rôle clé dans la réponse inflammatoire 

(Coleman 2001; Malyshev et shnyra, 2003). Des taux élevés de NO produits par les 

macrophages ont été également retrouvés après 72 h d’incubation des macrophages avec 50 

µg de la fraction FII et/ou la toxine gamma (Ts1) du venin Tityus serrulatus (Petricevich et 

al, 2007).  

Le NO est connu pour être impliqué dans plusieurs réactions biologiques importantes y 

compris les transitions des ions métalliques, les thiols, et les formes redox de l’oxygène 

(Stamler et al, 1992). In vivo, il joue également le rôle d’un neurotransmetteur. Il intervient 

dans la régulation du système immunitaire (Han et al, 2001).  

D’autre part des études expérimentales menées pour la compréhension des modes de 

régulation de l’expression des génes iNOS au niveau des macrophages RAW.264.7 stimulés 

par le LPS ont suggéré que le H2O2 produit par ces cellules, participe à la régulation positive 

de l’expression des génes iNOS via l’activation de NF-kappa B et que le NO inhibe 

l’expression des protéines iNOS par un mécanisme feed back négatif (Han et al, 2001). Les 

résultats rapportés par Petrecevich (2002) ont montré une corrélation évidente entre le H2O2 

et le NO produits par les macrophages stimulés par le venin de Tityus serrulatus. L’effet 
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stimulateur de la production accrue d’ H2O2 et le NO a été également observé dans 

l’interaction des macrophages péritonéaux résidents avec le venin de serpent Crotalus 

durissus terrificus qui mène ces macrophages à un état d’activation (Sampaio et al, 2001). En 

effet plusieurs donneurs d’électrons cytosoliques comme le NADPH, dinucléotide adénine 

flavine (FAD), mononucléotide flavine, et le glutathione sont impliqués dans l’activité 

d’iNOS (Jorens et al, 1995; Albina et al, 1993; Corraliza, 1993). L’induction de la synthése 

du NO survient en parallèle avec l’augmentation de l’explosion oxydative et la peroxidation 

lipidique (Ayub et al, 2003).  

En outre, l’effet du NO sur la modulation de la réponse inflammatoire dépend de ses 

concentrations. Le NO semble exercer un effet anti-inflammatoire quand sa production est 

faible, cependant il peut être pro inflammatoire quand sa concentration est élevée comme 

dans le cas des macrophages stimulés par le LPS (Grisham et al, 1999). Cependant une 

production non contrôlée de NO par les macrophages peut induire leur autolyse, dans ce cas 

le NO rentre en compétition avec l’oxygène pour se lier avec le cytochrome oxydase en 

créant un collapsus au niveau de la chaîne du transport des électrons des mitochondries (Khan 

et al, 1997).  

L’implication du NO dans l’envenimation scorpionique sévère chez des enfants a été révélée 

au niveau des tissus (Meki et Mohey El-Dean, 1998). En revanche une étude récente a montré 

qu’après utilisation d’un inhibiteur de NOS, il y’a eu une aggravation des symptômes due a 

une envenimation expérimentale par la fraction FG50 du venin d’Aah avec une diminution de 

la DL50, cela a été argumentée par le faite que la libération du NO n’intervienne pas dans la 

toxicité du venin, d’autant plus que la libération du NO participe à la vasodilatation qui 

compense l’effet des catécholamines pour l’augmentation de la pression artérielle (Dousset et 

al, 2005). 

Dans le but d’élucider l’effet du venin d’Aah ou de la toxine Aah II sur la production de NO 

par les macrophages, nous avons testé in vivo et in vitro l’effet de l’immunothérapie sur cette 

production. La diminution de la production de nitrites in vivo à un temps donné, pourrait être 

expliquée par la neutralisation des toxines du venin par les anticorps administrés par voie 

intrapéritonéale, bien que cette neutralisation est le plus souvent partielle, cela est 

probablement du à la différence des caractéristiques pharmacocinétiques entre le venin d’Aah 
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ou la toxine Aah II et les fragments F (ab’)2 (Riviére et al, 1997; Ismail, 1995). Ainsi, le 

venin ou la toxine réabsorbé(e) au niveau des tissus avant l’arrivée des l’antisérum induit une 

action directe sur les médiateurs de l’inflammation et par conséquent une production de NO.  

Par ailleurs la neutralisation des toxines Aah II in vitro par leurs anticorps spécifiques est 

presque totale, démontrant ainsi l’efficacité de ce traitement spécifique dans le maintien des 

concentrations physiologiques de NO. Néanmoins l’effet neutralisant des fragments F(ab’)2 in 

vitro est similaire à celui observé in vivo concernant la production des nitrites , ceci nécessite 

une exploration précise du mécanisme d’action de ses fragments d’anticorps sur les 

récepteurs des macrophages. 

Le dosage de MDA dans notre modèle expérimental, montre que l’addition du venin d’Aah 

ou de la toxine Aah II, dans le milieu de culture de macrophages induit une élévation très 

importante des quantités de celui-ci dans les surnageants de cultures, dénotant une forte 

peroxidation des lipides membranaires. Cette forte peroxidation est due à une grande 

dismutation des O-

Les taux de MDA sont également élevés au niveau des macrophages après leur stimulation in 

vivo par une dose sublétale du venin d’Aah ou par la toxine Aah II surtout après 24 h 

d’envenimation. La présence des concentrations élevées en MDA, est un indicateur direct de 

la peroxidation ou bien la destruction des lipides membranaires des macrophages 

2, une des formes actives de l’oxygène (Baisak et al, 1994). En effet 

d’autres travaux rapportent que la peroxidation lipidique est l’un des mécanismes majeurs 

causés par le H2O2 (Yang et al, 1999). Cette explication serait en faveur des résultats obtenus 

dans cette étude concernant la relation entre la cytotoxicité des macrophages par le venin 

d’Aah ou la toxine Aah II, la production de H2O2  et l’induction de la peroxidation lipidique. 

La diminution de la peroxidation lipidique au niveau des macrophages suite à l’addition in 

vitro des fragments F (ab’)2 anti Ftox G50 Aah traduit une diminution des effets oxydatifs du 

venin d’Aah, grâce à l’interaction in vitro entre l’épitope de l’antigène (le venin d’Aah) et le 

paratope de l’anticorps (fragments F (ab’)2), ce qui a permet d’éviter ou de réduire les dégâts 

occasionnés par le stress oxydatif. Tandis que l’apport des anticorps spécifiques anti-Aah II 

dans le milieu de culture des macrophages a permis une neutralisation partielle de l’effet in 

vitro de la toxine Aah II sur la peroxidation lipidique, ce qui est probablement lié à des 

interférences dans le milieu de culture des macrophages. 
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probablement lié à un excès des radicaux libres au niveau des macrophages de la cavité 

péritonéale et qui est associée indirectement à une faible activité enzymatique antioxydante. 

Beaucoup de travaux ont montré que la peroxidation lipidique dans les macrophages 

péritonéaux est l’une des conséquences de stress oxydatif, et qui peut être causée par une 

variété de stimulus endogènes (IFN-γ) ou exogènes (LPS et xénobiotiques comme 

l’endusulfane) (Smith et al, 2001 ; Ayub et al, 2003). Des études sur les venins de scorpions 

d’Aah et de Leiurus quinquestriatus ont montré leur effet cytotoxique via la génération des 

taux élevés de radicaux libres et leur implication dans la destruction des biomembranes par 

peroxidation lipidique au niveau de plusieurs organes et tissus (Dousset et al, 2005 ; Fatani et 

al, 2006). 

La génération de la peroxidation lipidique est moins importante après immunothérapie in vivo 

avec les fragment F(ab’) 2 anti Ftox G50 Aah. Cependant l’efficacité de ce traitement est 

probablement limitée par sa faible biodisponibilité. Par ailleurs le traitement in vivo avec les 

anticorps anti-Aah II, présente une capacité neutralisante au niveau des macrophages 

démontrant ainsi son efficacité dans la prévention de la péroxidation lipidique qui peut être 

induite par les toxines Aah II. 

Au cours de cette étude, nous nous sommes intéressés à évaluer l’activité antioxydante à 

travers le dosage de glutathione réduit (GSH) dans les macrophages stimulés in vivo ou in 

vitro par le venin d’Aah ou la toxine Aah II. 

En effet, dans les conditions expérimentales in vivo et in vitro, le venin d’Aah ainsi que la 

toxine Aah II ont présenté une capacité à diminuer le taux intracellulaire du GSH montrant 

ainsi une diminution de l’activité antioxydante, avec des quantités et cinétiques différentes. 

Cette baisse des quantités de GSH est un indice de surconsommation de cette molécule 

pendant le stress oxydatif. Elle peut être expliquée par la peroxidation lipidiques des lipides 

membranaires des macrophages induite par la production importante des ROS. 

Le rôle du GSH est connu dans l’homoestasie cellulaire par le piégeage des radicaux libres, 

conduisant ainsi à un maintien de la balance entre la production et la suppression des ROS 

endogènes et autres pro-oxydants (Di Giulio et al, 1995; Livingstone, 2001; Correia et al, 

2003).  
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En tenant compte des résultats précédents concernant la cinétique du production des ROS tel 

que le H2O2 , le NO, la cytotoxicité et la génération de la peroxidation lipidiques au niveau 

des macrophages qui interagissent in vivo ou in vitro avec le venin d’Aah, ou la toxine Aah II 

et leur corrélation avec les résultats de la cinétique du GSH, nous pouvons suggérer que le 

stress oxydatif observé à un temps donné est probablement lié à un déficit en GSH. 

Plusieurs xénobiotiques ont démontré leur effet dans l’épuisement de GSH intracellulaire qui 

cause la génération des radicaux libres, tels que l’alloxane qui induit le diabète, et dans le cas 

de la toxicité par l’aluminium (Abd El-Fattah et al, 1998). 

L’immunothérapie, testée in vivo et in vitro dans notre étude a démontré une certaine 

efficacité dans l’envenimation scorpionique par son aptitude à maintenir le taux 

intracellulaire de GSH dans une situation physiologique proche à la normale. 

Par ailleurs Fatani et ses collaborateurs (2006) ont montré l’effet antioxydant des extraits de 

Gingko biloba et un inhibiteur de protéases dans l’amélioration des dommages cellulaires 

causés par le venin de scorpion Leiurus quinquestriatus. 

L’étude de la réponse cytokinique a été également abordée dans notre étude vu l’importance 

de ces médiateurs en tant qu’éléments clés à la compréhension de la physiopathologie de 

l’envenimation scorpionique.  

La production des cytokines pro- et anti-inflammatoires est strictement contrôlée par un 

mécanisme feed back (Van Dissel et al, 1998 ; Taniguachi et al, 1999). Cependant, tout 

dérèglement dans la production de ces protéines peut avoir des conséquences graves 

engendrant le dysfonctionnement de plusieurs organes, et la mort (Stein et al, 1996). 

Le suivi de la cinétique de production des cytokines dans les surnageants de cultures des 

macrophages stimulés in vivo par le venin d’Aah, à montré que IL-12 présente un maximum 

de production après 24 h d’envenimation tandis que les cytokines qui présentent un pic à 2 h 

après l’injection de la toxine Aah II sont le TNF-α et l’IL-10. Les cytokines IL-1β, IL-6, et 

TNF-α exercent un effet pro-inflammatoire (Akira et al, 1990; Beutler et al, 1995; Dinarello 

et al, 1991). Le TNF-α possède un large spectre d’activités biologiques et qui contribue 

probablement à une réponse inflammatoire systémiques chez les souris envenimées 

(Petricevich et al, 2004). 
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Le TNF-α est rapidement produit par les macrophages en réponse à un stimulus 

inflammatoire généré après une lésion tissulaire. En outre il favorise l’accumulation des 

phagocytes vers les sites lésés. Le TNF-α stimule ces cellules à produire des oxydants 

cytotoxiques tels que le NO, les anions supéroxydes et le peroxyde d’hydrogène (Larrik et 

Wright, 1990). 

En revanche l’IL-10 est une cytokine pleiotropique, connue par ses activités inhibitrices de 

plusieurs fonctions immunitaires, en effet elle exerce des actions anti-inflammatoires sur les 

macrophages et les cellules dendritiques par la suppression de la production des cytokines 

inflammatoires comme le TNF-α, IL-1 et IL-6 (Cruz et al, 2005). 

L’IL-6 est un inducteur de la synthèse des protéines de la phase aigue, elle joue un rôle dans 

l’augmentation du potentiel cytotoxique des neutrophiles (Johansson et al, 1979), cependant 

il peut être considéré comme une cytokine anti-inflammatoire (Marie et Cavaillon, 1997).  

Les macrophages péritonéaux traités in vivo par la toxine Aah II pendant 48 h sont capables 

d'induire la sécrétion d'IFN-γ . En effet l’IFN-γ , active le macrophage à produire les 

molécules intermédiaires d’azote, et cette production est inhibée par l’IL-4 et l’IL-10 (Seyler 

et al, 1997; Otsuka et al, 2005). Ceci peut expliquer l’inhibition ou la faible production de 

NO, qui a caractérisée le traitement in vivo des macrophages par le venin d’Aah ou la toxine 

Aah II pendant 2 h et 24 h. En activant les macrophages, l’IFN-γ  est responsable de la 

régulation positive des métabolites d’oxygène toxiques (Murray et al, 1985). 

D’autres travaux ont montré l’implication des kinines dans le processus inflammatoire de 

l’envenimation, par l’induction des cytokines pro-inflammatoires (Fukuhara et al, 2001). 

L’exposition in vitro des macrophages au venin d’Aah pendant 72 h d’incubation a permet 

l’induction d’IFN-γ accompagnée de la production élevée  de TNF-α et de NO. Ces mêmes 

médiateurs (sauf le TNF-α) ont été induits fortement à 72 h chez les macrophages par le venin 

de Tityus serrulatus (Petricevich et Lebrun ,2004). Le TNF-α semble permettre l’activation 

autocrine des macrophages. En effet le TNF-α et l’IFN-γ sont des activateurs puissants 

d’iNOS (Flesch et al, 1993; Gazzinelli et al, 1992). 

La diminution de taux de TNF-α après 24 h d’exposition in vitro des macrophages au venin 

d’Aah est due probablement à son inhibition par les cytokines anti-inflammatoires.  
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La libération accrue d’IL-6 était signalée tardivement dans les surnageants de culture des 

macrophages traités in vitro par le venin d’Aah .La production tardive d’IL-6 reflète une 

production précoce de TNF-α, puisque en agissant en synergie avec l’IL-1 β induit la 

synthèse d’IL-6 et de son récepteur (Sancéau et al, 1991). In vivo, l’IL-6 active la 

différenciation des lymphocytes B et T (Sancéau et al, 1991). 

La synthèse d’IL-12 par les macrophages exposés in vivo à la toxine Aah II d’une part et à la 

stimulation in vitro par le venin d’Aah ou de la toxine Aah II d’autre part est probablement 

liée à la réponse tardive à l’activation de TLR, qui joue un rôle crucial dans l’immunité 

adaptative et ce en activant les lymphocytes Th naïves en Th1 (Del Vecchio et al, 2007). 

Les corticoïdes peuvent jouer un rôle important dans la répression des cytokines pro- 

inflammatoires mais sans affecter ou augmenter la production des cytokines anti-

inflammatoires (Katzung et Lagier, 1998). 

En fonction du temps qui s’écoule entre l’injection du venin d’Aah ou la toxine Aah II et 

l’évaluation des paramètres (médiateurs cellulaires), le taux de ces activateurs cellulaires ou 

inhibiteurs peut varier considérablement, cette même remarque a été constatée dans une autre 

étude lors de la détermination de quelques paramètres après l’injection de la toxine Ts1 du 

venin Tityus serrulatus (Petricevich, 2007). C’est pour cette raison qu’il est important de 

mesurer et différencier en parallèle les molécules (si possibles les gènes) qui sont impliquées 

en réseau dans les événements moléculaires suite à l’envenimation scorpionique afin d’avoir 

une meilleur vision sur les événements secondaires qui surviennent après la reconnaissance 

des canaux ioniques par les toxines. 

L’ensemble de nos résultats montre clairement une induction d’un mécanisme pro-

inflammatoire par les macrophages péritonéaux en réponse au venin d’Aah et à la toxine Aah 

II. Cependant l’amplitude de cette réponse semble parfois différente entre les deux 

stimulateurs. 
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CHAPITRE 4 : 

CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
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Chapitre IV : Conclusion et perspectives 

 
Dans cette étude, il a été montré qu’une stimulation réalisée in vivo ou in vitro à l’aide d’une 

faible dose de venin d’Aah ou de la toxine Aah II, a provoqué une réponse inflammatoire par 

les macrophages. Cette réponse est marquée par une augmentation cinétique de la production 

des cytokines pro inflammatoires tels que IL-1β, IL-6, TNF-α, IFN-γ et IL-12. Sous l’effet du 

venin d’Aah ou de sa toxine Aah II in vitro, la balance de ces cytokines inflammatoire est 

régulée positivement à 24 h mais tardivement, par IL-10 par son action anti-inflammatoire. 

La balance pro/anti-inflammatoire est altérée en faveur d’un statut inflammatoire. 

Les résultats obtenus ont permis de montrer in vivo et in vitro que le venin d’Aah ou sa toxine 

Aah II activent les macrophages, en provoquant la libération des radicaux libres tels que 

l’H2O2 et le NO.  

Il semblerait que le venin d’Aah ou sa toxine sont à l’origine d’un stress oxydatif dans 

l’environnement des macrophages marqué par des teneurs élevés en MDA (marqueur de la 

peroxidation lipidique) et d’une consommation du GSH (indicateur de l’état du système anti-

oxydant). Ces résultats suggèrent que seule la toxine Aah II ou bien une synergie entre 

différents constituant du venin d’Aah présente une activité modulatrice des fonctions du 

macrophage. Les médiateurs libérés par ces cellules interagissent probablement avec d’autres 

médiateurs d’une manière complexe et pourraient favoriser les désordres physiopathologiques 

et les dommages tissulaires induits par le venin. 

L’immunothérapie administrée in vivo et in vitro semble moduler cette réponse. In vitro, la 

dexaméthasone a entraîné une réduction de l’inflammation montrée par une diminution de la 

production de H2O2 par les macrophages et de la cytotoxicité du venin d’Aah et de sa toxine 

Aah II sur ces cellules. 

En perspective de ce travail, il sera intéressant de tester l’effet des différents antioxydants sur 

les dommages cellulaires provoqués par l’envenimation scorpionique, ce qui pourrait apporter 

dans le futur de nouveaux protocoles de traitement de l’envenimation scorpionique. La 

modulation de la réponse inflammatoire aux différents stades de l’envenimation scorpionique 

reste une voie de recherche thérapeutique. Les cytokines sont des cibles potentielles 

d’immunomodulation. 
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La détermination des mécanismes impliqués au niveau cellulaire sera utile pour comprendre 

les effets physiopathologiques induits lors du syndrome de l’envenimation scorpionique, et ce 

à fin d’établir une meilleure stratégie thérapeutique pour la prise en charge des personnes 

envenimés. 
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Annexe 1: Courbe étalon de peroxyde d’hydrogène. 
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Annexe 2: Courbe étalon des nitrites 
 

R2 = 0.9876

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

0 10 20 30 40 50 60

concentration des nitrites µM

D
en

si
té

 o
pt

iq
ue

 à
 5

50
 n

m
 

 
 

 


	IV.3.D – Dosage du glutathion (GSH):
	Chapitre IV : Conclusion et perspectives
	Chipaux, J.P., Goyffon, M. (1998). Venoms, antivenoms and immunotherapy. Toxicon. 36 (6): 823-846.
	Cillard, J. and Cillard, P. (1980). Prooxidant effect of alpha-tocopherol on essential fatty acids in aqueous media. Ann. Nutr. Aliment. 34: 579-591
	Ding, A.H., Nathan, C.F., Stuehr, D. (1988). Release of reactive nitrogen intermediates and reactive oxygen intermediates from mouse peritoneal macrophages. Comparison of activating cytokines and evidence for independent production. J Immunol. 141: 24...
	Mantovani, A, Sica, A., Locati, M. (2007). New vistas on macrophage differentiation and activation. Eur J Immunol. 37(1): 14-16. Review.
	Pincemail, J., Meurisse, M., Limet, R., Defraigne, J.O. (1999). L'évaluation du stress oxydatif d'un individu : une réalité pour le médecin. Vaisseaux, Cœur, Poumon. 4: 148-154.
	Stein, M., S. Gordon. (1991). Regulation of tumor necrosis factor (TNF) release by murine peritoneal macrophages: role of cell stimulation and specific phagocytic plasma membrane receptors. Eur. J. Immunol. 21:431.
	Stein, P.C., Pham, H., Ito, T and Parsons, C.L. (1996). Bladder injury model induced in rats by exposure to protamine sulfate followed by bacterial endotoxin. J Urol. 155: 1133-1137.
	Wood. Z.A., Schroder, E., Robin, H.J., AND Pool, L.B. (2003). Structure, mechanism and regulation of peroxiredoxines. TRENDS BIOCHEM.Sci. 28: 32-40.


