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Résumé

Les envenimations ophidiennes constituent un sérieux probleme de santé publique
dans de nombreux pays dans le monde. En Algérie, les deux espéces répandues sont Cerastes
cerastes et Vipera lebetina. Les morsures de Cerastes cerastes se traduisent par de graves
perturbations tissulaires et métaboliques qui sont a I’origine de I’cedéme, de I’hémorragie et

de la nécrose tissulaire caractéristiques d’une envenimation vipérine.

Dans cette étude, les activités oedématique et myotoxique du venin de Cerastes
cerastes ont été rapportées. L’évaluation de I’activité enzymatique de la créatine kinase a
permis de révéler [I’activité myotoxique du venin de Cerastes cerastes. L’administration
d’une dose sublétale du venin a provoqué une lyse des cellules musculaires (squelettiques et
cardiaques) et donc une libération considérable de la créatine kinase dans le sang apres

3 heures d’envenimation.

L’étude de I’activité oedématique du venin de Cerastes cerastes a montré que
I’cedéme plantaire est un phénoméne réversible temps- dépendant. Son maximum est atteint
au bout de 3 heures d’envenimation. Une libération intense des cytokines pro-inflammatoires
au niveau de la patte est observée au bout de 2 heures et qui a persisté jusqu’a 6 heures. Un
pic de I'IL10 a été observé a 3 heures. Ces résultats sont en accord avec le phénoméne
d’apparition de I’cedeme plantaire.

Afin de comprendre le mécanisme d’action du venin de Cerastes cerastes et de mettre
en évidence les voies impliquées dans le phénoméne d’apparition de I’cedéme plantaire, des
prétraitements avec des inhibiteurs spécifiques ont été utilisés. La voie des PLA, semblerait
étre moins impliquée dans le phénomene d’apparition de I’cedéme plantaire induit par le venin
de Cerastes cerastes ainsi que la voie de I’histamine et de la sérotonine. Le venin de Cerastes

cerastes semble avoir une action sur le systéme rénine-angiotensine-aldostérone.

Mots clés : cedéme, activité myotoxique et Cerastes cerastes
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Introduction

Les envenimations ophidiennes constituent un sérieux probleme de santé publique
dans de nombreux pays du monde. Plus de 5 millions de cas d’ envenimations surviennent
chaque année provoquant plus de 100 000 décés. En Afrique, plus de 20 000 déces sont
enregistrés et 400 000 de victimes d’ envenimation gardent des séquelles fonctionnelles graves
et permanentes (Chippaux et al., 1999). En Algérie, deux vipéres venimeuses sévissent dans
les hauts-plateaux et dans les zones désertiques: Cerastes cerastes et Vipera lebetina.

Les venins de Viperidae congtituent une source riche de biomolécules
pharmacologiquement actives, agissant avec une grande spécificité sur de nombreuses cibles
cellulaires et moléculaires. Ils sont essentiellement composés de peptides, protéines dont
certaines sont douées d'activités enzymatiques. Ces molécules provoquent de graves
dommages tissulaires, qui débutent au niveau du site de la morsure puis deviennent
systémiques. La cause principale des décés par les morsures de serpents est due soit a une
coagulation intra vasculaire, soit a un omddéme pulmonaire ou a des troubles cardiagues
(Laraba- Djebari, 1996).

La connaissance de la composition du venin de ces deux espéeces, ainsi que celle des
effets provoqués par ses congtituants, serait utiles pour une meilleure prise en charge des

victimes de morsures.

Dans ce présent travail, nous nous sommes intéressées a I'éude de I'activité

oedématique et myotoxique induite par le venin de la vipére a cornes Cerastes cerastes.

Dans un premiers temps, nous avons procédé a I’ étude de la cinétique de I’ cedéme
plantaire induit par une dose sublétale de venin de Cerastes cerastes, suivie par une
caractérisation pharmacologique pour déterminer les voies impliquées dans le phénoméne
d’ apparition de I’ oadéme. Cette &ude a éé complétée par un dosage des cytokines impliguées
dans la réponse inflammatoire.

Dans un second temps, nous avons étudié |’ activité myotoxique induite par le venin de
Cerastes cerastes. Cette activité a été évaluée par le dosage de I’ activité enzymatique de la
créatine kinase dans le sang et dans les muscles (squelettique et cardiaque), et complétée par
une étude histopathologique.
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Ce travail a porté également sur un fractionnement du venin par une chromatographie
d exclusion moléculaire, dans un but de purifier une molécule oedématique et (ou)
myotoxique. La fraction qui nous a intéressés, a éé soumise & une chromatographie
échangeuse d’ anions.
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I. RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE
I.1. Les serpents venimeux

Les serpents sont des reptiles amniotiques poikilothermes. Leur taille varie de 12 cm a
10 m. |l existe environ 2500 espéces de serpents dont 540 espéces sont venimeuses.

La denture des serpents permet de les classer en 4 groupes : les Aglyphes, les
Opistoglyphes, les Protéroglyphes et les Solénoglyphes. Les especes venimeuses
appartiennent aux familles du groupe des Protéroglyphes (Elapidae, Hydrophidae) & des
Solénoglyphes (Crotalidae, Viperidae).

I.2. Lavipere a cornes Cerastes cerastes

La vipére a cornes et Vipera lebetina sont celles qui posent le plus de probleme
d’ envenimation dans la région qui s étend depuis la cote atlantique de I’ Afrique du Nord
jusgu’al’ Asie occidentale en passant par le Moyen Orient. En Algérie, Cerastes cerastes est
largement répandue dans les régions désertiques et dans les hauts plateaux, (Laraba-Djebari,
1996).

Cerastes cerastes appartient a la famille des Viperidae, groupe des solénoglyphes,
avec un appareil venimeux performant constitué de crochet sans sillon externe. Au moment
de la morsure, le venin s écoule par le canal du crochet et pénétre dans la plaie (Boué et
Chonton, 1974). La taille moyenne de cette vipére varie de 60 cm a 80 cm pour certaines
especes. Sa couleur jaune ambrée, s harmonisant avec la couleur du sable lui permet d' étre
invisible durant la journée (Figure 1).

Chez I'homme, la morsure de cette vipére est mortelle, si elle n'est pas soignée
immédiatement. Le tableau clinique présente des symptdmes généraux graves et avec un
cedeme envahissant (Laraba-Djebari, 1996).

I.3. Les venins de serpents

Les venins de serpents sont des sécrétions glandulaires exocrines de type salivaire,
injectées par un appareil spécialisé formé de un ou plusieurs crochets ayant un nombre, des
formes, des positions trés variées selon les especes. Le venin est un mélange complexe de
substances bioactives (enzymes et toxines), qui différent par leur structure chimique, poids
moléculaire, immunogénicité et activité biologique.
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Figure1: laviperea cornes Cerastes cerastes (OM S, 2001)
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I.4. Composition des venins des serpents

Les substances pharmacologiquement actives des venins sont des polypeptides, des
enzymes, des glycoprotéines et des substances de faible masse moléculaire (acides aminés,
petits peptides, lipides, nucléosides, carbohydrates et bioamines). Toutes ces substances
contribuent aux actions pharmacologiques des venins de serpents (Riviere et Bon, 2000).

L.4.1. Les enzymes des Viperidae

Les venins de Viperidae, représentent une des sources les plus riches en enzymes
dont la majorité sont des hydrolases a I’ exception de la L-amino-acide oxydase (Laraba-
Djebari, 1996).

1.4.1.1. Hyaluronidase

La hyaluronidase est une enzyme qui catalyse |’ hydrolyse des liaisons glycosidiques
de certains mucopolysaccarides des tissus conjonctifs tels que I'acide hyaluronique ou le
sulfate de chondroitine (Iwanaga et Suzuki, 1979).

Les hyaluronidases ne sont pas toxiques, leur présence contribue a I’ envenimation
systémique par accélération de la diffusion du venin dans les tissus de la victime
(Pukrittayakammee et al., 1988).

1.4.1.2. L-amino-acide oxydase

Les L—amino-acide oxydases (LAAO) sont des flavoenzymes qui catalysent la
désamination oxydative stéréospécifique de son substrat le L-amino acide (Massey et Curti,
1967 ; Curti et al., 1992 ; Zhang et al., 2003). Les LAAO des venins de serpents sont des
enzymes homodimériques qui utilisent le FAD (Flavine Adenine Dinucléotide) ou le FMN
(Flavine Mononucleotide) comme cofacteurs, avec une masse moléculaire qui varie de 120 a
150 kDa, mesurée dans des conditions non- dénaturantes et de 55 a 66 kDA pour la forme
monomérique, leurs pH isoélectrique varie de 4,4 a 8,12 (Samel et al., 2006 ; Souza et al.,
1999 ; Toyamaet al., 2006). Les LAAO sont impliquées dans plusieurs processus biologiques
et pharmacologiques tels que I’ induction de I’ apoptose (Torii et al., 1997 ; Ande et al., 2008),
la cytotoxicité (Ahn et al., 1997), |'agrégation plaquettaire (Li et al, 1994), |’hémorragie
(Souza ¢t al., 1999), I'hémolyse (Abe et al., 1998) et I'cadéme (Ticli, 2006) (Figure2).
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~ Apoptose

- cytotoxicité ~ hémolyse
‘L L-aminoacide oxydase \

- oedeme - hémorragie

/

Agrégation
- plaquettaire

Figure 2: Schéma représentant les différentes activités des L-amino acide oxydase de
serpents (Li et al, 1994 ; Ahn et al., 1997 ; Torii et al., 1997 ; Souza et al., 1999 ; Ticli, 2006 ;
Ande et al., 2008).
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1.4.1.3. Les acétylcholinestérases

Les acétylcholinestérases sont des enzymes qui catalysent I'hydrolyse de
I’ acétylcholine en choline plus acétate, elles sont monomériques, non amphiphiles et inhibent
la dépolarisation des plagues motrices (Audebert, 1993).

1.4.1.4. Les phospholipases A>

Les phospholipases A, des venins de serpents présentent une masse moléculaire qui
varie de 13 & 18 kDa. Elles hydrolysent les phospholipides spécifiquement en position sn2 les
diacyl-sn-3phosphoglycérides et libérent des lysophospholipides ainsi que des acides gras tel
gue I’ acide arachidonique et lysophospholipides (Denis, 1994). L acide arachidonique libéré
peut jouer le rdle d"un second messager (Moreno, 1993) ou un précurseur des eicosanoides
qui sont des médiateurs important dans I"inflammation et la transduction du signal. Alors que
les lysophospholipides jouent un réle important dans la signalisation cellulaire, le remodelage
des phospholipides et |a perturbation des membranes (Jensen et al., 2005).

Les venins de serpents, d abeilles et le pancréas des mammiféres constituent la source
la plus importante de PLA, (Nishida et al., 1985). En fonction de leur source, leur masse
moléculaire, leur homologie de séquence, le nombre de ponts disulfures et leurs effets
pathologiques, Les PLA, des venins sont réparties en trois groupes :

- LesPLA du groupe I : ont &éisolées a partir des venins des Elapidae et des Hydrophidae)
- Les PLA2 du groupe 11 : ont é&é isolées a partir des venins des Crotalidae.

- Les PLA; du groupe III : ont éé isolées a partir des venins des abeilles.

Les PLA; du groupe Il sont subdivisées en deux sous groupes majeurs :

- les PLA, Asp 49 possédant un résidu Aspartate en position 49 et ayant une forte activité
catalytique.

- les PLA, Lys 49 avec un résidu lysine en position 49 et ayant une faible ou sans activité
catalytique (Ownbhy et al., 1999,Camara et al., 2003).
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oedématique

Anti coagulante hémolytique

\ /

neurotoxique ¢_| Phospholipases des serpents l _» | cardiotoxique

| hémorragique

myotoxique

|-cy10toxique |

Figure 3: Schéma représentant les différentes activités des phospholipases A, de serpents
(Kini et Evans, 1989; Harris et Franson, 1991; Ouyang et Kaminski, 1999; Hawgood, 2002;
Dong et al., 2003 ; Teixieraet al., 2003).
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En plus de I’ activité enzymatique, les PLA, possedent d’autres activités biologiques
telles que I’ activité anticoagulante, hémolytique, neurotoxique, myotoxique et oedématque,
hemorrhagique, cytolytique, cardiotoxique, antiplaguettaire, des effets presynaptiques et
musculotropique (Kini et Evans, 1989; Harris et Franson, 1991; Ouyang et Kaminski, 1999;
Hawgood, 2002; Dong et al., 2003 ; Teixieraet al., 2003) (figure3).

1.4.1.5. Les protéinases

Les protéinases des venins de serpents représentent un groupe hétérogene de protéines
enzymatiques de masse moléculaire variable de 15 a 380 kDa (Wisner et Bon, 2002).
Certaines protéases exercent des effets activateurs ou inhibiteurs sur les mécanismes
hémostatiques (Alexandre et al., 1988). D’autres agissent de maniére non spécifique en
hydrolysant les protéines de la matrice extracellulaire (fibronéctine, le collagéne et la
laminine), (Labib et al., 1981). Ces enzymes exercent également des activites arginine
hydrolase et amidase (Laraba et al., 1992). Parmi les protéinases, nous distinguons les
métalloprotéinases et les serines proténases.

1.4.1.5.1. Les mé&alloprotéinases

De nombreuses enzymes protéolytiques des venins sont des metalloproténases qui
n'exercent leur action catalytique qu’ en présence d un ion métalligue, le plus souvent le Zinc
(Bjarnason et Tu, 1978). Les metalloprotéinases a Zinc ont pour principale cible, la
membrane basale de I’ endothélium cellulaire (Marsh, 1994), qui est a I’ origine du syndrome
hémorragique. Ce dernier se manifeste localement et Sétend de maniere systémique
contribuant au choc cardiovasculaire caractéristique des envenimations séveres (Franceschi et
al., 2000). Les metalloproténases sont également capables de dégrader plusieurs constituants
de la matrice extracellulaire (collagene, protéoglycannes, fibronéctine et laminine...), elles
sont donc impliquées dans la pathogénése de la nécrose tissulaire (Wang et Huang, 2002)
(Figure 4).

Les métalloprotéinases des venins peuvent induire un effet oedématique et libérer des
cytokines inflammatoires telles que le TNFa, lorsqu’elles sorfednglans le tissu
musculaire ou incubées avec des macrophages in vitro (Gutierrez et Rucavado, 2000). Selon
leur organisation structurale et leurs masses moléculaires, les métalloprotéinases des venins

peuvent étre devisés en quatre classes (Figure 5) :
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[ Hémorragie ]
|
[Dermonécrose ] [ Myonécrose ]
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Figure 4. Réle des métalloproténases de venins de serpents dans la pathogenese de
I’ altération tissulaire aprés envenimation (Gutiérrez et Rucavado, 2000).
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Figure 5 : Organisation structurale des différentes classes de métalloprotéinases de serpents
(SVMP) (Kini et Evans, 1992).
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-SVM P (snake venom metalloproteinases) de classe| :

Le poids moléculaire des métalloprotéinases de cette classe varie de 20 a 30 kDa
Elles sont congtituées d'un domaine simple de métalloprotéinase constitué de 200 résidus
d’ acides amines et qui contient un site de liaison pour un ion métallique et un site catalytique
pour I activité métalloprotéinase (Kini et Evans, 1992).

-SVMP declassell :

Cette classe comprend les métalloprotéinases de poids moléculaire compris entre 30 et
60 kDa, elles possedent, en plus du domaine métalloprotéinase, un domaine désintégrine du
coté carboxyl-terminal. Le domaine désintégrine possede la séquence Arg-Glu-Ser (RGD),
cette séguence détermine | interaction de ce domaine avec les intégrines et augmente sa
capacité ainhiber |’ agrégation plaquettaire (Kini et Evans, 1992).

-SVMP de classe 111

SVMP de classe III sont les hémorragines les plus puissantes avec une masse
moléculaire variant entre 60 et 90 kDa. Elles possedent un domaine métalloprotéinase, un
domaine désintégrine et une extrémité C-terminale riche en Cystéine (Jia et al,. 1996). Ce
domaine jouerait un réle dans la fixation des métalloprotéinases sur les cellules endothéliales
et sur les plaquettes sanguines induisant une inhibition de I’ agrégation plaguettaire.

-SVMP de classe IV

Cette classe des métalloprotéinasess differe structuralement de la précédente classe
par I'existence d'un domaine de type lectine lié aux deux chaines polypeptidiques des
métalloprotéinases par des ponts dissulfures. La masse moléculaire de cette classe est
supérieure a 90 kDa (Zhang et al., 1994).

1.4.1.5.2. Les sérines protéinases

Les sérines protéinases interviennent a différentes étapes de I’ hémostase (Figure 6) :
Dans la coagulation et I’ agrégation des plaguettes (Ouyang et al., 1992), la fibrinolyse de la
fibrine (Samel et al, 2002), I'activation du facteur X et V, de la protéine C et du
plasminogene (Laraba-Djebari et al., 1995).

Les serines protéinases des venins sont des enzymes qui ne sont pas toxiques par elles

mémes, mais lorsgu”elles sont associées a d’ autres protéines du venin, elles peuvent rompre
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Figure 6: Implication des sérine protéinases de venins de serpents dans les perturbations
hémostatiques (Kornalik 1985 ; Laraba-Djebari et al., 1992, 1995 ; Ouyang et al., 1992 ;
Matsui et al., 2000 ; Siigur et al., 2001).
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I’ équilibre hémostatique de la proie (Braud et al., 2000). Ce groupe d’ enzymes est caractérisé
par la conservation de latriade catalytique « Serigs, Hiss7, ASP102 ».

1.4.2. Les toxines des venins des serpents

Les toxines des venins de serpents sont des polypeptides ou des protéines constituées
de 30 a 130 résidus d'acides aminés, disposés en une seule chaine dont les coudes sont
maintenus par 4 a5 ponts disulfures (Ménez, 1993, Harris, 1997).

Elles sont regroupées en plusieurs catégories selon leur constitution chimique ou leur
action pharmacologique.

1.4.2.1. Les a neurotoxines

Les o neurotoxines sont caraistiques des venins d° Elapidae et d Hydrophidae
(Ménez, 1993 ; Laraba-Djebari, 1996).

Elles se fixent sélectivement sur les récepteurs post-synaptiques de |’ acétylcholine et
provoguent un arrét de la transmission neuromusculaire qui est suivi d'une paralysie des
muscles et en particulier du diaphragme. Cette action paralysante est due a I'action de ces
toxines sur les membranes des terminaisons axonales qui perdent leur capacité a libérer
I’ acétylcholine dans les fente synaptique (Ménez, 1995 ; Harris, 1997 ; Dixon et Harris,
1999).

1.4.2.2. Les B neurotoxines

Les B neurotoxines sont des PLA, basiques de toxicité trop éleveée. Elles sont
présentes dans les venins des serpents d’ Elapidae et d' Hydrophidae (Ménez, 1993).

Ces toxines sont constituées de 120 a 130 résidus d’acides aminés, reliés par 6 a 7
ponts disulfures (Harris, 1997). Elles ont une action prés-synaptique en empéchant
I’ acétylcholine de se fixer sur son récepteur nicotinique.

1.4.2.3. Les cardiotoxines

Les cardiotoxines ou cytotoxines présentent des homologies avec les o neurotoxines,
sans étre neurotoxiques (Harris, 1997). Elles sont présentes dans les venins d’Elapidae et
Crotalidae.
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Elles peuvent dépolariser les muscles cardiague, squelettique et lisse. Ces muscles
restent contractés et peuvent dépolariser les cellules nerveuses ce qui conduit a une perte de
I’excitabilité (Kini et Evans, 1989). Elles affectent I'intégrité et la perméabilité des
membranes cellulaires (Laraba-Djebari, 1996).

1.4.2.4. Les myotoxines

Les myotoxines sont des polypeptides basiques isolés a partir des venins de Viperidae
et Crotalidae, dépourvus d'activité enzymatique. IlIs ne présentent qu'une activité
myotoxique, certaines possedent une activité enzymatique phospholipasique. L’activité
myotoxigque semble étre liée ala présence de deux séquences peptidiques qui se suivent a
I’ extrémité C-terminale de ces molécules (Ownby et Colberg, 1988 ; Lomonte et al., 1990).
La premiere sequence est riche en acides aminés cationiques. La deuxiéme ségquence est riche
en acides aminés hydrophobes. Les deux sequences sont reliées par quatre ponts disulfures
(Kini et lwanaga, 1986 ; Angulo et al., 2001).

Les PLA, myotoxiques possedent des résidus tres conservés au niveau du site actif
(His 48, ASP 49, Tyrsy €t ASpgg). Le résidu Asp 49 se lie au Calcium. Ce dernier est un
cofacteur essentiel a I’ activité phospholipasique mais il 0’ est pas indispensable pour I’ activité
myotoxique des PLA, myotoxiques. La substitution de I’ Aspartate en position 49 en lysine
empéche la fixation du Calcium dou la perte de I'activité phospholipasique tout en
conservant I’ activité myotoxique (Lomonte et al. ; 2003).

Les myotoxines provoquent des nécroses au niveau des régions mordues et des
ocdémes. La lyse de nombreux types cellulaires (musculaires, neuronales, macrophages et
fibroblastes) (Bruses et al., 1973) et une augmentation de la perméabilité de la membrane du
sarcolemme sont également observées (Chang et Tseng, 1978).

I.5. Venin de Cerastes cerastes

Le venin de C. cerastes se présente, sous forme d’ un liquide de consistance visgueuse
et d’'une coloration le plus souvent jaune ombrée. Cette couleur est due a la présence d’une
flavoprotéine la L-amino-acide-oxydase. Sa viscosité varie de 1,5 a 2,5, son pH varie entre
5,5 et 7 (Chippaux et al., 1999).
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Le venin de Cerastes cerastes est doué d’ activités biologiques diverses (hémolytique,
hémorragique, coagulante, anti-coagulante, oadématique, myotoxique et dermonécrotique)
(Laraba-Djebari, 1984).

A partir du venin de Cerastes cerastes, plusieurs molécules ont éé isolées et
caractérisées parmi lesquelles :

- Une hyaluronidase présentant une masse moléculaire de 75 kDa (Labib et al., 1979)

- Une PLA; de masse moléculaire de 14,5 kDa qui hydrolyse la lécithine (Laraba-Djebari et
al., 1992).

- RP34: qui est une sérine-protéinase de type thrombine, constituée de deux sous unités de
48,5 kDa chacune. Elle possede les activités caséinolytique, arginine estérase et amidase
(Laraba-Djebari et al., 1992).

- Afaécytine: qui est une sérine-protéinase de type thrombine, congtituée de deux sous unités
a et B, de masse metulaire 40 kDa et présente les propriétés deol’fibrinase et de I’a, B
fibrinogenase. Elle active le facteur X et libére la sérotonine en agissant sur |’ agrégation
plaguettaire (Laraba-Djebari et al., 1995).

- Cerastes F-4: une protéase légerement hémorragique, constituée de 193 acides aminés ayant
un poids moléculaire de 22,5 kDa (Theakston et Kamiguti, 2002). Elle a une activité anti-
coagulante et hydrolyse les chainesa et  du fibrinogene (El -Asmar et al., 1986).

- Cerastocytine: une serine-protéase de type thrombine ayant une activité amidolytique avec
une masse moléculaire de 38 kDa. Cette protéine permet |’ agrégation des plaquettes ainsi que
I’ activation du facteur X111 (Marrakchi et al, 1997).

- Cerastotine: une sérine-protéinase de type thrombine, ayant une activité protéolytique et un
poids moléculaire de 40 kDa. (El-Ayeb et Karoui, 1997)

- Fraction coagulante de Cerastes cerastes: La masse moléculaire de cette fraction est de 86
kDa (Theakston et Kamiguti, 2002).

- Deux PLA2 glycosylés non toxiques CC-PLA2-1 et CC-PLA2-2 de masse moléculaire
respectivement de 13 737,52 et 13 705,63 Da ont été isolées a partir du venin de C. cerastes
de Tunisie. Ces deux molécules ont la capacité d'inhiber I'adhésion et la migration des
cellules cancéreuses (Zouari- Kessentini et al., 2009)
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I.6. Les effets physiopathologiques

Les symptémes de |’ envenimation varient chez I’'Homme selon la quantité de venin
injecté, le site de morsure, I'age et le poids de la victime ainsi que la réaction particuliére de
chague individu (Laraba-Djebari, 1996).

Les venins de Viperidae et Crotalidae induisent des effets physiopathologiques
caractérisées par I’hémorragie, la nécrose, I'cadéme, des effets systémiques telles que la
coagulopathie, La néphrotoxicité et les altérations hémodynamiques (Warrel, 1995, 1996).

|.6.1. Effet oedématique

Le terme d'odéeme désigne toute accumulation anormale de ligquide dans un
compartiment de I’ organisme entrainant un gonflement (Colombe et Massot, 2000). Il peut
S observer dans des organes internes ou dans les tissus superficiels, traduisant la défaillance
des mécanismes de maintien de I’ homéostasie (Ross et Wilson, 2003).

Un ogdéme est une accumulation de liquide dans I'espace extracellulaire, qui est
composé de deux compartiments: le volume plasmatique et le volume interstitiel (Colombe et
Massot, 2000). Le milieu extracellulaire est constitué dune solution dont la pression
osmotique est liée ala concentration du sodium qui est majoritaire (95%).

Le volume interstitiel est régulé par des phénoménes passifs constitués par des
échanges d’'eau et de solutés avec le volume plasmatique a travers la paroi capillaire et le
drainage lymphatique. Ces échanges trans-capillaires obéissent aux régles de la diffusion des
solutés en fonction des gradients de concentration et de la filtration convective des fluides,
gradients de pression oncotique et hydrostatique modélisés par la loi de Starling (Figure 7) :

Q=P.S[(Pc.-Pi) -0 (7 —m)]

Q : Leflux du liquide.

P : Laperméabilité delamembrane.

S : Lasurface d’ échange.

P.: Lapression capillaire.

Pi : Lapression intergtitielle.

o : Le coefficient de réflexion (dépend de la membrane et de lamolécule).
7. - Lapression oncotique capillaire.

7i - Lapression oncotique interstitielle.
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Figure 7 : Mécanisme de formation de I'oedéme (Cabanne et Bonenfant, 1980).

En haut : la situation normale. La pression artériolaire (PH : pression hydrostatique) qui
tend a faire sortir les liquides du vaisseau vers le tissu est supérieure a la pression oncotique
(PO), développée par les protéines sanguines, qui tend a faire entrer les liquides dans la
lumiére du vaisseau (a gauche). Cette situation est inversée dans le segment veineux (a
droite). L'équilibre est obtenu, les échanges sont effectués sans excés de liquide dans le tissu.

En bas, les conditions pathologiques susceptibles d'entrainer un oedeme : augmentation de la
pression hydrostatique artériolaire ou veineuse, diminution de la PO (hypoprotéinémie),
obstacle au retour lymphatique. Ces diverses conditions conduisent a un déséquilibre en
faveur de la sortie des liquides de la lumiére du vaisseau vers le tissu : cedéme tissulaire.
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A I'équilibre, les flux dus a chacune des différences de pression s'annulent et la
résultante est nulle. Une modification de chaque variable change la répartition des liquides
entre le compartiment vasculaire et interstitiel. Une augmentation de la perméabilité capillaire
(ex: inflammation), une diminution de la pression oncotique (ex: hypoalbuminémie) ou une
augmentation de la pression hydrostatique (ex: insuffisance veineuse), favorisera
I’accumulation de liquide dans I’ espace intergtitiel et la formation d’ cadéme (Cabanne et
Bonenfant, 1980).

Le systéme lymphatique récupere I’eau qui transsude des capillaires pour la renvoyer
dans la circulation systémique (jusgu’a 8 litres par jour) et il faut que ce systéme soit saturé
pour que les oadémes deviennent apparents. Un dysfonctionnement du systéme lymphatique
peut également entrainer la formation d’ oadéme, mais ceux-ci auront un aspect différent en
raison d’ une plus forte teneur en protéines et de I’ absence de drainage (Sophie de Seigneux et
al., 2003).

Les venins de serpents provoquent une augmentation de la perméabilité capillaire qui
pourrait étre liée & une action combinée de la PLA2, de myotoxines, de protéases et de
facteurs hémorragiques contenus dans les venins des serpents. Dans les formes sévéres,
I’ oedeme devient extensif et s accompagne d’ hémorragies intenses (De Araujo et al., 2000).

L’ effet cedémateux est principalement attribué aux PLA2 capables de dégrader les
phospholipides membranaires. Cette hydrolyse conduit a la libération de précurseurs de la
biosynthese des prostaglandines et des leucotrienes. Ces molécules induisent I’augmentation
de la perméabilité capillaire (Chaves et al., 1995 ; Gutiérrez et Lomonte, 1995).

Les médiateurs libérés par les mastocytes telles que I histamine, la sérotonine, lors de
I’envenimation par les venins de Viperidae, sont impliqués dans I’ induction de I’ cedéme local
(Bontaet al., 1979 ; Ohsaka, 1979).

La cause principale des déces par les morsures de serpents est due soit a une
coagulation intravasculaire, soit a un oadéme pulmonaire ou des troubles cardiagues (L araba-
Djebari, 1996).

Le systéme rénine-angiotensine-aldostérone est responsable de la régulation de la
rétention de sel et I’eau, et donc larégulation de la pression artérielle. Une hyper activation de
ce systéme provogue une rétention anormale d'eau dans les tissus (cedeme) et une

hypertension artérielle qui est un risque majeur pour entrainer un cedéeme pulmonaire aigue
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(OPA). 1l semble que ce systéme soit impliqué dans la formation de I’ oadéme plantaire induit
par le venin de Bothrops lancealus (De Fariaet al., 2001).

|.6.2. Effet nécrotique

Les venins des serpents provoguent des troubles cardiovasculaires, digestifs,
respiratoires, rénaux et hépatiques (Boquet, 1970 ; Mebs et Panohozer, 1982 ; Rahmy et al.,
1995), qui sont caractérisés par des hémorragies, des oadémes et des nécroses tissulaires.

Les venins de serpents renferment de nombreuses enzymes aux spécificités tres
variées, les protéinases, les arginines-ester-hydrolases et des phospholipases (Oshima et al.,
1969). Ces enzymes agissent sur les plaguettes et I’ endothélium des vaisseaux et provoquent
une nécrose tissulaire. Les enzymes protéolytiques peuvent étre responsables de la nécrose
des fibres musculaires (myonécrose), pouvant entrainer I’infirmité permanente d’ un membre
ou mener al’amputation (Ownhy et Colberg, 1988 ; Guitiérrez et Lomonte, 1995).

La myonécrose provoquée lors d’'une morsure de serpent est un phénomene tres
complexe qui peut résulter, soit de I'action directe des myotoxines sur la membrane
plasmatique des cellules musculaires, soit des conditions ischémiques induites par les
métalloprotéinases hémorragiques (Andrio- Escarso et al., 2000).

Différents types de myonécroses ont été identifiées sur la base morphologique des
cellules endommageées.

- Une nécrose myolytique

C'est un type de nécrose dans lequel les cellules sont lysées et apparaissent trés
acidophiles et la taille du noyau est trés réduite, ce type de nécrose n'est pas
accompagné par une hémorragie (Ownhy et Colberg, 1988).

- Une nécrose coagulative

Dans ce cas, les cellules endommagées ont une apparence hyaline amorphe
accompagnée d’ une hémorragie (Ownhy et Colberg, 1988).

- Une nécrose mixte
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Dans ce cas, la nécrose associe une lyse cellulaire et une hémorragie. De nombreux
venins de serpents d Afrique induisent a la fois un syndrbme hémorragique et
nécrosant (Kouyoumandjian et al., 1986).

|.6.3. Effet hémorragique

L’ hémorragie résulte de la rupture des vaisseaux sanguins. |1 existe deux maniéres par
lesquelles une hémorragie peut se traduire, soit une hémorragie par diapédese ou les jonctions
intercellulaires des cellules endothéliales des capillaires s’ écartent permettant ainsi au sang de
S échapper vers I’ espace du tissu conjonctif, soit une hémorragie ou les cellules endothéliales
des capillaires subissent une lyse, conduisant a I’ apparition de larges vides intracellulaires a
travers lesquels le sang s échappe. Cette voie est considérée comme étant le processus réel
qui s établit in vivo.

L’ hémorragie est induite par les métalloprotéinases qui dégradent les protéines de la
membrane basale des vaisseaux sanguins. Elle peut ére également provoquée par les PLA2
myotoxiques qui hydrolysent les phospholipides membranaires, induisant une lyse des
cellules endothéliales (Ownby et al., 1990 ; Bjarmason et Fox, 1994).

|.6.4. Effet sur I’hémostase

Les venins de serpents contiennent de nombreux composants qui affectent I' hémostase
en causant des changements dans la coagulation du sang et dans le fonctionnement des
plaguettes. La majorité de ces composants ont des propriétés coagulantes (telles que la
conversion du fibrinogéne en fibrine, I’ activation de la prothrombine ou du facteur X), ils
induisent la diminution des facteurs de coagulation et rendent le sang incoagulable (Kamiguiti
et al., 1996). La non-coagulation du sang est causée par la défibrination résultant de la
diminution des composants du systéme hémostatique (Warrel, 1989).
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Figure 8 : Effets physiopathologiques provoqués par les métalloproténases et les serine-
proténases des venins de serpents.
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Figure 9: Principaux mécanismes d’action intervenant dans la myotoxicité induite par les
PLA- (Kini et Evans, 1989)
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II- Matériel et méthodes

IL.1- Matériel

IL.1.1- M atériel biologique
I1.1.1.1-L e venin de Cerastes cerastes

Le venin de la vipére a corne Cerastes cerastes se présente sous forme lyophilisée de
couleur jaune, nous a été fourni par le Laboratoire de Recherche et de Développement sur les
Venins de I’ ngtitut Pasteur d’ Algérie.

I1.1.1.2-Les souris

Les souris NMRI (20 + 2 g), utilisées, proviennent d’'un élevage de I'annexe de
I’ Institut Pasteur d’ Algérie (Kouba).
I1.1.2- M atériel non biologique

Les produits chimiques utilisés proviennent du Laboratoire de Biologie Cellulaire et
Moléculaire de la Faculté des Sciences Biologiques (‘Université de le Science et de la
Technologie Houari Boumediene) et du Laboratoire de Recherche et de Développement sur
lesVenins de I Ingtitut Pasteur d’ Algérie. Ces produits proviennent de différentes firmes :

Merck : Acéate d’ammonium, di-hydrogene-phosphate mono-potassique, hydrogene-
phosphate di-potassique, Tris (hydroxy-méthyl-amino-méthane).

Prolabo : Acide acétique, acide chlorhydrique, soude.

Sigma : Acide éthyléne diamine téra-ac&ique (EDTA), chlorure de sodium (NaCl),

Panréac : Formaldéhyde, Ethanol, Paraffine, alun de fer.

Rhéne-Poulenc : Baume de Canada, Hématoxyline, Eosine.

Riedel de Haen : Xyléne.

Pharmacia-fine-chemicals : Sephadex G75, Sephadex A50.

Novartis, Pharmal et Cofarme. cyproheptadine, prométhazine (Phenergan), captopril,
celecoxib, et dexaméthasone.

Randox: Kit de dosage de la Créatine Kinase.

Amersham biosciences, Mousse Biotrak EL I SA system : Kit de dosage des cytokines.
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I1.2. Mé&hodes
I1.2.1. Mise en évidence del’ activité oadématique dans le venin de Cerastes cerastes

Afin de mettre en évidence I’ activité oedématique dans le venin de Cerastes cerastes,
des lots de 4 souris ont éé injectées par voie intraplantaire au niveau de la patte droite (patte
envenimée) avec une dose de 2(ig /100 pl /souris du venin de  Cerastes cerastes. La patte
gauche (patte témoin) est injectée avec un méme volume de NaCl 0,9%. Aprés différents
temps d’ envenimation (30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 6 h, 24 h), les souris ont été sacrifiées et
leurs pattes sont pesées pour la détermination du pourcentage d’ oadéme a I’ aide de la formule

suivante:

% d’cedéme = [(patte envenimeée — patte témoin)/patte témoin].100%

I1.2.2. Caractérisation pharmacologique et biochimique de I’cadéme induit par le venin
de C. cerastes et sa fraction GF3

Dans le but de dé&erminer les différentes voies impliguées dans le mécanisme
d’ apparition de |’cedéme induit par le venin de Cerastes cerastes et purifier les molécules
responsables de I'induction de chaque voie, nous avons utilisé comme inhibiteurs spécifiques
la Dexamthasone (0,2 mg/Kg, 1.m.), le Celecoxib (10 mg/Kg, I.p.), la Cyproheptadine (6
mg/Kg, 1.p.), la Promethazine : le Phenergan (10 mg/Kg, I.m.), le Captopril (15 mg/Kg, I.m.),
et EDTA (5 pg/ug de venin).

Des lots de 4 souris ont été injectés préalablement avec les inhibiteurs puis avec le
venin ou sa fraction GF3 au niveau de la patte droite. La patte gauche est injectée avec 100ul
de NaCl 0,9%. Apres 3 heures d’ envenimation, les animaux ont éé sacrifiés et les pattes ont
€été coupées au niveau des jonctions pour la détermination du pourcentage d’ oadéme.

11.2.3. Dosage des cytokines et des| CAM-1

Pour mieux comprendre le mécanisme d'induction de |'cedéme plantaire apres
envenimation expérimentale avec le venin de Cerastes cerastes et sa fraction GF3, le dosage
des cytokines au niveau du foyer cedémateux sera nécessaire.

Les souris ont été injectées au niveau de la patte droite avec une dose de 20ug/20 g de
souris de venin ou de sa fraction GF3. Les animaux sont sacrifiés a différents temps
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d envenimation (30 min, 2 h, 3 h, 6 h, 24 h). Les pattes sont pesées puis homogénéisées.
Aprés une centrifugation modérée (3000trs/min pendant 20 min), les surnageant sont utilisés
pour le dosage des ICAM-1 et des cytokines (IL1-B, L4, ILS, IL6, IL10, IL12, TNFa, IFNy)
a l'aide de Kit ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) spécifiques a chagque
cytokine.

Dans chague puits des microplaques de KIT spécifiques a chague cytokine, il est
ajouté 50 pul du réactif spécifique de la plaque et 50 pl de I’ échantillon des surnageants/puits.
L’ incubation du mélange a température ambiante pendant 3 heures est suivie par trois lavages

successifs avec le tampon de lavage (sauf pour 'TFNy atil ne se fait a ucun lavage).

Apres addition de 100 ul/puits de I’ anticorps anti-cytokine conjugué a la biotine, la
plague est incubée a température ambiante pendant une heure.

Apres lavage, 100 ul de la solution du conjugué de streptavidine-HRP sont ajoutés
puis incubés a température ambiante pendant 30 minutes et une nouvelle série de lavages est
effectuée.

La réaction immuno-enzymatique est développée a l'obscurité et a température
ambiante pendant 30 minutes apres addition de 100 pl/ puits du substrat de TMB.

La réaction est ensuite arrétée par addition d’une solution d’'arrét (acide sulfurique
0,18 M) araison de 100 pl par puits suivie d’une lecture de I’ absorbance a 450 nm.

I1.2.4. Mise en évidence de I’ activité myotoxique par évaluation de la créatine kinase

Parallélement a I’ é&ude histologique, un test de I activité enzymatique de la créatine
kinase est réalisé sur des échantillons sériques et musculaires (coaur et muscle squelettique).

Des lots de 4 souris ont été injectés avec une dose deu20de venin ou une dose
équivalente de ses fractions par souris par voie intramusculaire au niveau de la patte droite.
Les animaux ont é&é sacrifiés apres différents temps d’ envenimation (30 min, 3 h, 6 h et 24 h).
Le sang a été prélevé et centrifugé pendant 5 min a 10 000 trs/min. Des fragments du muscle
sguelettique de la patte droite et le coaur sont homogénéisés et les surnageants sont utilisés
pour le dosage de la créatine kinase.

Un volume de 1 ml de réactif est mélangé avec 40 ul de 1’échantillon puis incubé trois
minutes a la température ambiante. La lecture de la densité optique est effectuée a 340 nm
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aprés [a 3™ 4°™ 5% et |3 6°™ minute de la réaction. La variation moyenne de la DO/min
est déterminée. L’ activité en UI/L est calculée en multipliant [ADO/min par un facteur de
correction égal a4127.

I1.2.5. Fractionnement du venin de Cerastes cerastes par chromatographie d’exclusion
moléculaire sur Sephadex G75

La filtration moléculaire est une méhode de séparation des molécules en fonction de
leur taille selon qu’elles pénétrent ou non dans les mailles d’un gel. Les molécules dont la
taille est supérieure a celle des plus gros pores ne peuvent y pénétrer, et elles seront éluées en
premier. Les molécules plus petites pénétrent dans les mailles du gel ou elles sont incluses
plus ou moins longtemps selon leur taille. Elles le quittent dans I’ordre inverse de leurs

masses moléculaires.

Le gel utilisé est le Sephadex G75, les masses moléculaires limites entre lesgquelles la
Séparation est réalisable sont de 3000 a 70 000. Ce gel (100 g) est préalablement gonflé avec
le tampon Acétate d Ammonium 0,1 M pH 8,5, coulé dans une colonne de chromatographie
puis équilibré avec le méme tampon.

L’ échantillon qui correspond & 500 mg du venin de Cerastes cerastes est déposé a la
surface du gel. L’élution a été faite a I’ aide du tampon Acétate d Ammonium 0,1 M pH 8,5,
avec un débit de 18 ml/h. la lecture de la densité optique se fait a 280 nm. Une cinétique de
I'oademe plantaire est déterminée pour les fractions qui ont révélé une activité oedématique.

I1.2.6. Purification de la GF3 par une chromatographie échangeuse d’anions sur
Sephadex DEAE-A-50

La fraction GF3 issue de la filtration moléculaire est soumise a une seconde étape de
purification en utilisant un échangeur anionique le Sephadex DEAE-A-50.

Le gel est gonflé, dégazé et équilibré avec le tampon Acétate d Ammonium 0,1 M ;
pH 8,5, puis coulé dans une colonne de (1,5 x 40 cm).

Une premiere élution est faite a I’aide d’un tampon Acétate d Ammonium (0,1 M, pH
8,5) suivie d'une élution par un gradient de force ionique allant de 0,1 M a 0,5 M (pH 8,5)
puis avec lestampons 1 M et 2 M.
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La lecture des DO des éluats est effectuée a 280 nm et les fractions obtenues sont
soumises aux tests des activités oedématique et myotoxique.

I1.2.7. Effets du venin de C. cerastes et ses fractions moléculaires sur les muscles
squelettique et cardiaque

Les altérations musculaires causées par le venin natif de C. Cerastes et la
comparaison de ces effets avec ceux causés par les fractions obtenues aprés fractionnement du

venin ont éé évaluées par une étude histologique du muscle sguelettique et cardiaque.

Une dose de 20 pg/souris du venin ou de ses fractions a &€ injectée aux souris par voie
intramusculaire dans la patte droite. Le sacrifice a été réalisé aprés 3 h d’envenimation. Le
muscle squelettique et le coaur ont éé prélevés puis fixés dans du formol tamponné pendant
24 heures. Aprés I’ étape de fixation, les prélévements ont é&é déshydratés avec trois bains
d’alcool de degré croissant (70°, 90°, 100°) suivis de deux bains de xyléne.

Les piéces déshydratées doivent passer par deux bains de paraffine avant la confection
des blocs afin de leurs donner la consistance ferme nécessaire a la coupe.

Le bloc de paraffine contenant le fragment tissulaire est coupé en couches minces
d’'une épaisseur de 7 um. Ces derniéres sont éaées sur des lames en verre a I'aide d’une
solution de gélatine 0,4%.

Apres déparaffinage par deux bains de xylene, les coupes sont hydratées en passant
dans trois bais d'alcool décroissant (100°, 90°, 70°) puis colorées avec |'hématoxyline
pendant 1 min 30 sec et 10 sec avec |’ éosine. La coloration est suivie par une deuxieme étape
de déshydratation. Les lames sont observées au microscope photonigque apres montage avec le
baume de Canada.
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I11- Résultats et discussion

[11.1. Cinétique de I’ cadéme plantaire induit par une dose sublétale du venin de Cerastes
cerastes

L’ activité oedématique est mesurée selon la méthode de Yamakawa et al (1976). Les
souris ont été injectées par voie sous-cutanée dans la plante du pied avec une dose sublétale
du venin. Apres sacrifice, les pattes sont coupées et pesées. Le pourcentage d cedéme est
représenté par I’ augmentation du poids des pattes envenimées par rapport aux pattes témoins
(injectées avec un méme volume de NaCl 0,9%). L’ activité oedématique devient significative
si le pourcentage d’ augmentation du poids dépasse 30% (Lomonte, 1985).

L’ activité oedématique du venin de Cerastes cerastes a é&é mise en évidence par
Boukhalfa-Abib- et Laraba-Djebari (2003). L’ cedéme plantaire induit par le venin de Cerastes
cerastes est un phénomene dose-dépendant avec une dose minimale oedématique (DMO)
estiméeal,4 ug/ 20 £+ 2 g de souris.

La DMO de Cerastes cerastes (1,4 pg) est faible comparée aux DMO des autres
venins tels que celui de Vipera russelli (5 pg), Lachesis muta stenophys (5 pg), Crotalus
durissus durissus (11 pg) (Lomonte, 1985), Trimersurus mucrosquamatus (2 pg) (Chen et al.,
1984 ; Selistre et al., 1990) et plus importante que d’ autres tels que Vipera lebetina (0,8 ug)
et Bothrops jararaca (0.75 pg) et Lachesis muta rhomberata (10 ng/g) (De Moura et al.,
1998).

La cinétique de I’ cadéme plantaire induit par le venin de Cerastes cerastes montre une
apparition rapide de |'cedeme plantaire aprés quelques minutes d’ envenimation (30 min;
63,37%) et un pic aprés 3 heures (98,03%) suivie par une diminution progressive jusgu’ au
retour lanormale aprés 48 heures (20,5%) (Figure 10).

Cette cinétique de I’ cadéme plantaire est similaire a celle des autres venins, €lle en
differe par le temps d’apparition du pic. Le maximum d’activité oadématique du venin de
Vipera lebetina est obtenu aprés 2 heures d’ envenimation (Amrane, 2002), celui de Bothrops
asper aprés 1 heure, Bothrops jararaca aprés 30 min (Olivo et al., 2007), Bothrops
lanceolatus aprés 15 min (De Faria L. et al., 2001), Loxosceles gaucho aprées 2 h (Domingos
et al., 2003), Thalassophryne nattereri apres 2 h (Limaet al., 2003).
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Figure 10: Cinétique de I'cedéme plantaire induit par une dose sublétale du venin de

Cerastes cerastes.
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Cette différence dans la cinétique d apparition d’oadéme pourrait étre due aux différents
mécanismes et molécules responsables de la pathogenese de cet effet.

L’ odeme plantaire induit par une dose sublétale du venin de Cerastes cerastes
disparait aprés 48 h d’envenimation. Pour une dose de 0,75 pg/patte du venin de Bothrops
jararaca et 2,5 pg/patte du venin de Bothrops asper (Olivo et al., 2007) et 0,15 pg/patte du
venin de Loxosceles gaucho (Domingos et al., 2003), I’oedeme disparait apres 24 h
d’ envenimation. Alors que pour une dose de 3 pg/patte du venin de Thalassophryne nattereri
I’ oedeme disparait apres 48 h d’ envenimation (Limaet al., 2003).

L’ cedéme se produit pour réduire et diluer le venin puis se limite de lui-méme. Plus la
concentration du venin est élevée plus I’ cadléme sera intense et plus sa résorption est lente
(Lomonte, 1985).

[11.2. Caractérisation pharmacologique et biochimique de I'cedéme induit par le venin
de Cerastes cerastes

Afin de comprendre le mécanisme d’ action du venin de Cerastes cerastes et de mettre
en évidence les voies impliquées dans le phénomene d apparition de cet cedeme, des
prétraitements avec des inhibiteurs spécifiques ont été utilisés tels que la dexamethasone ;
inhibiteur de la voie des PLA2, le celecoxib; inhibiteur spécifique de la COX2, la
cyproheptadine ; antagoniste des récepteurs H1d histamine et 5HT2 de la sérotonine, la
prométhazine (phenergan) ; antagoniste des récepteurs H1d' histamine, le captopril ; inhibiteur
de I'’enzyme de conversion d’angiotensine | en Il, EDTA ; chélateur des métalloproteinases
(Figure 11) .

L’ administration du cyproheptadine (6 mg/Kg de souris, 15 min avant I’ envenimation)
et de la prométhazine (10 mg/Kg de souris, 30 min avant I'’envenimation), inhibe
partiellement I’ cadéme plantaire provogqué par le venin de Cerastes cerastes (31% et 34%

respectivement).

Des études ont monté que les PLA2 des venins de serpents sont capables d’ activer les
mastocytes in vivo (Cirino et al., 1989 ; Wang et Teng, 1990 ; Moreno e al., 1992) et in vitro
(Lau et Roche, 1997 ; Landucci et al., 1998,2000; Castro et al., 2000) .

Il semblerait que la sérotonine et I'histamine soient libérées lors de I’ envenimation par
le venin de Cerastes cerastes apres dégranulation des mastocytes.
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Figure 11 : Caractérisation pharmacologique et biochimique de I’cedeme induit par le venin

de Cerastes cerastes
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Ces médiateurs vasoactifs, I"histamine et la sérotonine, agissent sur leurs récepteurs
(H1, H2 & 5-HT2) au niveau des capillaires, en provoquant une augmentation de la
perméabilité vasculaire.

Il est bien connu que les agents dérivant des mastocytes (I’ histamine et la sérotonine)
sont potentiellement capables de stimuler le nerf sensoriel pour libérer la substance P (Saria et
al., 1984, Camaraet al., 2003) et par conséquence |’amplification de la réponse inflammatoire
(Steinhoff et al., 2000).

L’EDTA aprovogué une inhibition de 30% de I’ action du venin de Cerastes cerastes
dans I'induction de I’ cadéme plantaire. Cela indique que les métalloprotéinases du venin de
Cerastes cerastes sont impliquées dans I'induction de I’ocadéme plantaire. L’inhibition de
I’ activité catalytique de BaP1, une métalloprotéine isolée a partir du venin de Bothrops asper,
avec I'EDTA aprovoqué une inhibition la libération des cytokines pro inflammatoires (I’ [ L-1
et le TNFa) et la migration leucocytaire vers le site d’injection de BaP1, et par cégsience
I’inhibition de I’ inflammation (Maria Fernandes et al., 2007).

I semble que le venin de Cerastes cerastes présente une action directe et/ou indirecte
sur le systéme rénine-angiotensine-aldostérone et que la voie des angiotensines est aussi
impliquée dans le phénomene d'induction de I’ cadéme plantaire par le venin de Cerastes
cerastes, qui est inhibé a 25% apres administration du captopril.

Le systéme rénine-angiotensine-aldostérone est responsable de la régulation de la
rétention de sel et I’eau, et donc larégulation de la pression artérielle. Une hyper activation de
ce systéme provogue une rétention anormale d'eau dans les tissus (cedéeme) et une
hypertension artérielle qui est un risque majeur pour entrainer un cedéeme pulmonaire aigue
(OPA).

L’inhibition de I’enzyme de conversion des angiotensines par le captopril implique
I"inhibition du systéme rénine-angiotensine-aldostérone et donc une élimination d’eau par le
rein et une diminution de I’ cedéme.

L’ oadéme plantaire induit par le venin de Bothrops lancealus a été également inhibé
par le captopril (42%) (De Fariaet al., 2001).

Un prétraitement avec la dexamethasone (0,2 mg/Kg de souris) deux heures avant
I’ envenimation provoque une faible inhibition (13%) de I’ oadéme plantaire induit par une dose
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sublétale du venin de Cerastes cerastes. || semble que la voie des PLA2 soit moins impliquée
dans le phénoméne d apparition de I’cedéme induit par le venin de Cerastes cerastes. Ce
résultat a éé confirmé par I'utilisation de celecoxib (10 mg/Kg de souris, 1 h avant
I’ envenimation) qui a inhibé |’ cedeme a un pourcentage de 15%.

Par ailleurs, la dexamethasone a fortement inhibé la dermonécrose induite par le méme
venin (Oussedik-Oumehdi, 2007). Elle a également inhibé |’cedéme plantaire induit par
d’ autres venins de serpents tels que Bothrops insularis (Barboda et al., 2003) et Bothrops
lanceolatus (De Faria et al., 2001).

[11.3. Etude de I’ effet du venin Cerastes cerastes sur la synthése des cytokines au niveau
de la patte aprés envenimation expérimentale avec une dose sublétale du venin

L’envenimation expé&imentale des souris par voie intraplantaire avec une dose
sublétale (20 ug/20 + 2 g) du venin de Cerastes cerastes induit un oadéme plantaire réversible
temps-dépendant, corrélé avec la synthése des cytokines pro- et anti-inflammatoires.

Le venin de Cerastes cerastes a provoqué une augmentation rapide et précoce (aprées 2
h d’envenimation) des cytokines pro-inflammatoires (I'lL1-B, I'IL6 et le TNFa) au niveau de
la patte. Le taux de ces cytokines reste élevé jusgu’'a 6 h, puis il diminue progressivement
avec une diminution considérable aprés 24 h atteignant un taux semblable a celui obtenu dans
les pattes témoins (Figure 12).

Les travaux réalisés par notre équipe sur le dosage sérique des cytokines
proinflammatoire aprés injection des souris par voie sous cutanée avec une dose sublétale du
venin Vipera lebetina, montre que la production des cytokines pro-inflammatoires suit une
cinétique biphasique par I’ apparition de deux pics, le premier aprés 3 h d’ envenimation et le
deuxiéme aprés 24 h ( Chaou, 2006 ).

Des résultats similaires ont éé obtenus par Vera et collaborateurs (2000), aprés
injection par voie intra-péritonéale d’'une DL50 du venin de Bothrops asper qui a induit
I’ apparition de deux picsa4 h et 18 h.

L’'IL1-B, I'IL6 et le TNFa sont impligs dans la migration leukocytaire (Zuliani et
al., 2005). Ces trois cytokines sont considérées comme étant des marqueurs de gravité de

I’ envenimation.
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Figure 12 : Cinétique des cytokines pro-inflammatoires dans I’homogénat des pattes
des souris apres injection d’ une dose sublétale du venin de Cerastes cerastes.
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Figure 13: Cinétique des cytokines de la voie Thl dans I’homogénat des pattes des

souris aprés injection d’ une dose sublétale du venin de Cerastes cerastes.
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Figure 14: Cinétique des cytokines de la voie Th2 dans I’homogénat des pattes des

souris aprés injection d’ une dose sublétale du venin de Cerastes cerastes.
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Figure 15: Cinétique de la cytokine immuno-régulatrice I'I1L10 dans I’ homogénat des

pattes des souris apres injection d’ une dose sublétale du venin de Cerastes cerastes.
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L’élévation de leurs taux sériques est souvent corrélée avec la sévérité de I'envenimation
(Sofer et a., 1996 ; Fukuhara et al., 2003).

Le dosage d'IL1-B et du TNFa dans la cavié péritonéa le des souris envenimeées avec
0,1 mg/Kg d’ une métalloproténase BaP1 isolée a partir du venin de Bothrops asper, montre
I’ apparition d’un pic aprés 1 h 30 min d’envenimation pour I'lL1-B et apreés 6 h pour le TNFa.
(Maria Fernandes et al., 2006).

Les cytokines semblent donc jouer un réle important dans les réactions inflammatoires
locales observées lors des envenimations vipérines (Chaves et al., 2005).

Parallélement a la production des cytokines pro-inflammatoires, le venin de Cerastes
cerastes induit également la synthése des cytokines de la voie Thl (I'lL12 et iy)FNes
résultats obtenus ont montré |’ apparition d’ un pic apres 3 h d’ envenimation aussi bien pour
I’IL12 que pour I'TFNy (Figure 13). Ceci explique leur intervention précoce dans le processus
inflammatoire par activation de la différenciation des cellules ThO en Thl.

Le dosage des cytokines de la voie Th2 au niveau de la patte des souris envenimées
par une dose sublétale du venin de Cerastes cerastes montre une légere augmentation du taux
d'IL5 apres 6 h et de I'lL4 aprés 3 h d’envenimation. |1 semble que ces deux cytokines de la
voie Th2 ne soient pas impliquées dans le phénomeéne d’ apparition de I’ cedéme avant 24 h
d’ envenimation (Figure 14).

Par contre, une augmentation de la cytokine de la voie Treg (I'IL10) est cependant
observée au niveau de la patte entre 2 h et 6 h avec un pic a 3 h aprés une envenimation avec
le venin de Cerastes cerastes (Figure 15).

Le venin considéré comme un antigéne protéique, est capté par des cellules
spécialisées (CPA), ingéré puis dégradé en peptides dans les lysosomes. Ces derniers
S associent aux molécules du complexe d’ histocompatibilité de la classe I1. Le complexe ainsi
formé est exposé sur la membrane des CPA, puis il est reconnu par le récepteur du
lymphocyte TCD4+ de type Thl. Ainsi activées, les cellules T produisent I'lL12 et IMFN
qui vont stimuler a leur tour la production des cytokines pro-inflammatoires telles que I'[L1-
B, 'IL6 et le TNFa. La libération des cytokines anti inflammatoires telle I'lL10, inhibe la
production des cytokines pro-inflammatoires et celles de la voie Thl. Ce qui explique
probablement laréversibilité de I activité oedématique.
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I11.4. Dosage de la molécule d’adhésion intercellulaire-1 (I'l CAM-1) au niveau des pattes

de souris envenimées avec une dose sublétale du venin de Cerastes cerastes

L'ICAM-1 (molécule d’'adhésion intercellulaire-1) appartient a la superfamille des
immunoglobulines (1g) car possedant cing domaineédg -like” et dont I’expression cellulaire
est ubiquitaire, elle est trés fortement inductible sur les cellules endothéliales dans un site
d inflammation. Elle intervient dans la circulation spécifique des cellules dans ces sites.

Dans cette étude, le dosage de I'l CAM-1 a été effectué dans les mémes échantillons
utilisés pour le dosage des cytokines. Les résultats obtenus ont montré que le taux d'|CAM-1
au niveau de la patte augmente progressivement apres I’ envenimation des souris avec le venin
de Cerastes cerastes (Figure 16).

Au cours d'une réaction inflammatoire, I’ altération des parois vasculaires entraine
I’ apparition de nouveaux récepteurs des cellules endothéliales comme ELAM-1(endothelial
leukocyte adhesion molecule-1), VCAM (vascular cell adhesion molecule-1) et ICAM-1, ce
gui accentue le phénoméne d’extravasion et de migration des cellules et des protéines
plasmatiques dans les sites d’ inflammation.

L’induction de I'lCAM-1 au niveau du site d’injection avec le venin de Cerastes
cerastes, est le résultat de la destruction des parois vasculaires par les molécules du venin de
Cerastes cerastes. || semble donc que I'lCAM-1 joue un réle important dans le recrutement
des leucocytes vers le foyer oadémateux.

I11.5. Etude de I'activité myotoxique du venin de Cerastes cerastes par |’ évaluation de la

créatine kinase

L’ effet du venin de Cerastes cerastes sur le métabolisme musculaire a été évalué par
le dosage de I activité enzymatique de la créatine kinase (CK) dans le sang et dans les tissus
musculaires (cardiague et sguelettique). Ceci reflete I'état cellulaire dans les cas
pathologiques telle que la myonécrose.

L’ activité enzymatique de la CK a été dosée dans le sérum et les surnageants des muscles
cardiaque et squelettique apres différents temps d’envenimation (30 min, 3 h, 6 h et 24 h)
(Figure 17).

38



Résultats et Discussion

250 -
E
3
£ 200
1]
j= 8
[0}
=
g 150 -
o
o
i
S~
o
2 100 -
c
S
-
S
= 50
@
(=]
c
o
o
0 T T T T 1
0 30 min 2h 3h 6h 24h

Figure 16: Cin&tique d'ICAM-1 dans |I'homogénat des pattes des souris apres
injection d' une dose sublétale du venin de Cerastes cerastes.
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La cinétique de la variation du taux de I’ activité enzymatique de la CK dans le muscle
squel ettique montre une diminution progressive du taux de la CK dans le muscle squelettique
jusgu’a 3 h d’envenimation ou on observe un maximum de variation estimé a 41%. Ce taux
re-augmente apres 24 h avec une variation de 8%.

La variation de la CK dans le myocarde suit la méme cinétique que celle du muscle
sguelettique mais avec un maximum de diminution de I'activité observé aprés 6 h

d’ envenimation (62%).

Le dosage sérique de la CK montre une augmentation considérable du taux sérique de
la CK avec un pic a 3 h (226%) puis une diminution progressive jusqu’ a 24 h (126%).

La libération de la CK dans le sang pourrait ére due aux Iésions membranaires
provoquées par |'action des molécules de type PLA2 existants dans le venin (Boulanger.,
1989 ; D’Bismut., 1990; Matsuki et al., 1991)

Les |ésions des cellules du myocarde pourraient étre la conséquence d’ une congestion
veineuse sévére suivie par un dysfonctionnement valvaire (Kitagawaet al., 1991).

La diminution de I'activité enzymatique de la CK dans le muscle sguelettique et
cardiaque apres une envenimation par une dose sublétale du venin de Cerastes cerastes est en
accord avec les résultats obtenus avec le venin de Vipera lebetina (Amrane, 2002), Bothrops
asper (Guitiérrez et al.,1980 ; Lomonte et al., 1985 ; Melo et Kurtz.,1988) et le venin de
Bothrops jararacussu ( Melo et Kurtz.,1988).

[11.6. Purification de(s) molécule(s) oedématique(s) a partir du venin de Cerastes cerastes

Le venin de la vipére a cornes Cerastes cerastes est un mélange complexe de
substances biologiquement actives, responsables des effets néfastes du venin.

Le venin de Cerastes cerastes a été soumis a une série d’ étapes chromatographiques,
afin de purifier une molécule oedématique. Apres chague étape chromatographique, les
fractions obtenues ont é&é soumises aux tests de I’ activité oedematique et myotoxique.
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Figure 17 : Cinétique de la variation de I’ activité enzymatique de la CK aprés envenimation
des souris avec une dose sublétale du venin de Cerastes cerastes.
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[11.6.1. Fractionnement du venin de Cerastes cerastes par chromatographie d’exclusion
moléculaire sur Sephadex G75

Le venin de Cerastes cerastes a été fractionné par une chromatographie d’exclusion
moléculaire sur Sephadex G75. Le tampon utilisé est I’ acétate d’ ammonium 0,1 M ; pH 8,5.
Le débit d élution était de 18 ml/h. La lecture de la densité optique de chague tube a permis
de tracer le profil chromatographique.

Le profil chromatographique du fractionnement du venin de Cerastes cerastes révele
I” apparition de trois fractions GF1, GF2 et GF3 (Figurel8).

La fraction GF1 est douée d’ une forte activité oedematique faiblement myotoxique et
associée a une activité hémorragique. La fraction GF2 est dépourvue des deux activités
oedematique et mytoxique. La fraction GF3 présente, quant a €lle, une forte activité
oedématique et myotoxique et ne présente aucune activité hémorragique (Figures 19 et 20).

[11.6.2. Cinétique de I’cedéme plantaire induit par les fractions oedématiques du venin
de Cerastes cerastes (GF1 et GF3)

La cinétique de I’ cadéme plantaire induit par les fractions oedématiques GF1 et GF3
issues de la filtration moléculaire du venin de Cerastes cerastes montre que la fraction GF3
suit la méme cinétique que le venin avec un pic a 3 h et I'oadéme disparait aprés 24 h
d’ envenimation (Figure 21).

La fraction GF1 induit cependant un osdéme plantaire qui persiste apres 24 h
d’envenimation qui est accompagné par une importante activité hémorragique.

111.6.3. Caractérisation pharmacologique de I’ocademe plantaire induit par la fraction
oedématique du venin de Cerastes cerastes (GF3)

La fraction GF3 du venin de Cerastes cerastes semble étre celle d’intérét, du fait que
sa cinétigue ressemble a celle du venin natif et qu'elle n'est pas douée d'une activité
hémorragique.

L’ oadéme induit par la fraction GF3 du venin de Cerastes cerastes a é&é soumis a une
caractérisation pharmacologique par des pré-traitements avec les mémes inhibiteurs utilisés
pour le venin natif (Figure 22).
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Figure 18: Profil chromatographique obtenu apres filtration moléculaire du venin de

Cerastes cerastes sur Sephadex G75, tampon d’ acetate d ammonium 0.1 M, pH 8,5, avec un

deébit de 18 ml/h.
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Figure 19 : Détermination de I’ activité oedematique dans les fractions issues de la filtration
moléculaire du venin de Cerastes cerastes
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Figure 20 : Déermination de I’ activité myotoxique par I’ évaluation de I’ activité enzymatique
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de laCK dans les fractions issues de la filtration moléculaire du venin de Cerastes cerastes
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Figure 21 : Cinétique de I'cadéme plantaire induit par les fractions oedématiques (GF1 et

GF3), issues de la filtration moléculaire du venin de Cerastes cerastes
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Figure 22 : Caractérisation pharmacologique et biochimique de I’ cedeme plantaire induit par

la fraction oedématique (GF3) du venin de Cerastes cerastes
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Un pré-traitement avec cyproheptadine et prométhazine inhibe fortement |’ cedeme
plantaire induit par la fraction GF3 a 72% et 54% respectivement, 53% avec I'EDTA, 25%
avec le captopril et 17% avec celecoxib alors que dexamethasone n'avait aucun effet
inhibiteur (4%).

Il semble que la fraction GF3 induit un cedeme sérotonine- et histamine-dépendant.
Elle agit sur le systéme angiotensindl - aldostérone. Les molécules responsables de I’ oadéme
induit par lafraction GF3 semblent ére des métalloproténases.

I11.6.4. Dosage des cytokines et de 'l CAM -1 dans la patte aprés injection de la fraction
GF3

Le dosage des cytokines au niveau de la patte aprés injection de la fraction GF3 issue
de la chromatographie d’ exclusion moléculaire du venin de C. cerastes, a montré |’ apparition
d'un pic aprés 3 h d’envenimation pour les cytokines pro-inflammatoires I'IL6 et le TNFa
avec un taux de TNFa beaucoup plus important que celui obtenu avec le venin natif. La

production d’TL1p était importante entre 2 h et 6 h d’ envenimation (Figure 23).

Le taux maximum des cytokines de la voie Thl (I’'IL12 et I’'IFNy) est obseévapres 3
h d’envenimation (Figure 24) celui de I’ 1L4 est atteint aprés 2 h alors qu’ avec le venin nous
avons obtenu un pic a 3 h. Par ailleurs, la cinétique d’'IL5 apreés injection de fraction GF3
semble étre similaire a celle du venin natif avec un léger pic a6 h d’ envenimation (Figure 25).

La synthése d’'IL10 dans la patte apres induction de I’ cadéme avec une dose de 0,02
UDO de la fraction GF3 suit une cinétique bi-phasique, le premier pic est observé a3 h et le
deuxiéme a 24 h (Figure 26).

L’'ICAM-1 est induite apres injection de la GF3 au niveau de la patte et présente un
pic a 6 h d envenimation avec une diminution apres 24 h (Figure 27) alors que pour le venin
I’augmentation persite au-dela de 24 h d’envenimation. Ces résultats sont corrélés avec la
cinétigue d'apparition de l'oadléme plantaire ou il apparait que |'oadéme disparait avec la
diminution du taux des ICAM-1 au niveau du site d'injection du venin de C. cerastes ( apres
48 h) ou de safraction oedématique, GF3 (apres 24 h d’ envenimation).
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Figure 23 : Cinétique des cytokines pro-inflammatoires dans I’homogénat des pattes
des souris aprés injection d’une dose sublétale de la fraction GF3 du venin de Cerastes

cerastes.
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Figure 24: Cinétique des cytokines de la voie Thl dans I’homogénat des pattes des
souris aprés injection d’ une dose sublétale de la fraction GF3 du venin de Cerastes cerastes.
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Figure 25: Cinétique des cytokines de la voie Th2 dans I’homogénat des pattes des

souris aprés injection d’ une dose sublétale de la fraction GF3 du venin de Cerastes cerastes.
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Figure 26 : Cinétique de la cytokine immuno-régulatrice dans I’homogénat des pattes

des souris aprés injection d’une dose sublétale de la fraction GF3 du venin de Cerastes

cerastes.

49



Résultats et Discussion

300 -+

250

200

150

patte/ml)

100

concentration(pg/100mg de

50

0 30min 2h 3h 6h 24h

Figure 27: Cinétiqgue d'ICAM-1 dans I'homogénat des pattes des souris apres
injection d'une dose sublétale de la fraction GF3 du venin de Cerastes cerastes.
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I11.6.5. Essai de purification des molécules oedématiques a partir de la fraction GF3 par
chromatographie échangeuse d’anion sur DEAE-Sephadex G50

La fraction oedématique et myotoxique la GF3 a été soumise a une deuxieéme étape
chromatographique échangeuse d'anions. Le profil chromatographique de la fraction GF3 sur
DEAE-Sephadex G50 révéle 3 pics (D1, D2 et D3) (Figure 28).

Le premier pic mgjoritaire (D1) a été élué a 0,1 M alors que le deuxieme pic (D2) est
éluéal M et letroisiéme pic (D3) a2 M d' acétate d’ ammonium.

Les fractions D1 et D3 sont douées des deux activités biologiques d'intérét, I’ activité
oedématique et myotoxigue. Cependant, la fraction D2 ne semble étre douée que de I’ activité
myotoxique (Figures 29 et 30). Lafraction D3 semble étre trés toxique, elle provoque la mort
des souris & une dose de 0,02 UDO g0 nm)/20+2g de souris (dose sublétale du venin). Les
résultats cités précédemment ont éé obtenus pour une dose de 0,01UDO (2g0nm) /20 g de
souris.

[11.7. Effet du venin Cerastes cerastes et de ses fractions oedématiques sur le muscle
cardiaque

L'analyse des coupes histologiques du myocarde de souris témoins ayant recu une
injection de NaCl 0,9 %, révéle un tissu myocardique constitué de fibres myocardiques
paralléles, serrées, a striations longitudinales renfermant des noyaux périphériques, allongés
et detailles variables (Figure 31 A).

Le coar est la pompe a sang dans |'organisme, donc le venin diffuserait
obligatoirement et facilement, en passant a travers cet organe, en induisant ainsi, des lésions

au niveau du myocarde.

Aprés 3 heures d'envenimation avec une dose sublétale du venin de Cerastes cerastes,
les coupes histologiques du myocarde montrent des modifications morphologiques
importantes. L'apparition d'oadéme interstitiel tres étendu séparant les fibres myocardiques
(Figure 31 B). Une disparition de certains noyaux est également observée. Les fibres
myocardiques apparaissent nécrotiques dans certaines régions. Des altérations similaires mais
nettement plus intenses sont observées avec les fractions oedématiques GF3 et la D3 (Figures
31C, D).
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Figure 28 : Profil chromatographique de la fraction GF3 sur un échangeur d anions DEAE-
Sephadex A50, utilisant un tampon d’ acétate d ammonium 0,21 M, 1 M, 2 M , pH8,5, avec un
débit de 18 mi/h.
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Figure 31: Effets du venin de C. cerastes (B) et de ses fractions moléculaires GF3 (C) et D3
(D) sur le tissu musculaire cardiaque des souris, aprés 3 heures d’ envenimation, (A) coaur
témoin. (Coloration topographique : Hématoxyline —Eosine, grossissement : 40 x 10).

N : noyau ; Fm: fibre musculaire ; Oe : cedeme ; Cr : caryolyse.
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Ces résultats semblent étre en parfait accord avec ceux obtenus avec le venin de
Vipera lebetina (Amrane, 2002), Crotalus atrox (Huang et Perez., 1982), Trimeresurus
flavoviridis (Queiroz et al., 1984), le taux des myotoxines dans le venin et leur action, si elle
est directe ou indirecte, sont al’origine du taux de sévérité des altérations tissulaires et leur
temps d’ apparition (Queiroz et al., 1984; Melo et Kurtz., 1988).

Le ventricule gauche est le tissu le plus |ésé. Ce phénomeéne serait d( a |’ épaisseur
relativement mince de la paroi de ventricule droit (Ruckebush, 1981), qui est suffisamment
nourris par le sang. Il serait également di aux exigences métaboliques de ventricule droit qui
sont moindres que celles de ventricule gauche (Nakamura, 1986).

I11.8. Effet du venin Cerastes cerastes et de ses fractions oedématiques sur le muscle
squelettique

L'analyse des coupes histologiques du muscle sgquelettique des souris témoins ayant
recu une injection de NaCl 0,9%, montre que le tissu squelettique témoin est formé par
plusieurs fibres musculaires regroupées en faisceaux, de forme et de taille homogéne (Figure
32A).

L’ effet d’une dose sublétale du venin de C. cerastes sur le muscle sguelettique des
souris, est caractérisé par une forte hémorragie associée a un cedeme intercellulaire. Certaines
fibres se présentent sous formes atrophiées et certaines présentent des péleurs partielles au
niveau du cytoplasme. Une dose de 20 pg du venin natif de C. cerastes induit une
hétérogénéité du volume cellulaire avec parfois une perte du contour cellulaire (Figure 32 B).

L’ administration de la fraction GF3 induit une hémorragie et un cedéme plus intenses
gue le venin natif, associés a une infiltration des cellules inflammatoires dans les espaces
interstitiels (Figure 32 C). Alors que les effets provoqués par la fraction D3 sur le muscle
sguelettique de souris, sont moins importants ; caractérisés par un cadéme interstitiel, n'est pas
associé al’hémorragie (Figure 32 D).

Les effets du venin natif de C. cerastes et ses fractions (GF3 et D3) sur le muscle
squelettique, sont similaires a ceux obtenus avec le venin de Vipera lebetine (Amrane, 2002),
Bungarus caeruleus (Alok et al., 1996), Bothrops jararacussu (Melo et Kurtz.,, 1988),
Crotalus atrox (Huang et Perez., 1982), Bothrops asper, Micrurus nigrocinus nigrcinus,
Micrurus nigrocinus monsquitensis, Micrurus frontalis, Micrurus carcinicaucla et Micrurus
surinamensis (Gutiérrez et al., 1980; Lomonte et al., 1985; Rucovado et Lomonte 1996).

55



Résultats et Discussion

Figure 32 : Effets du venin de C. cerastes (B) et de ses fractions GF3 (C) et D3 (D) sur le
tissu musculaire squelettique des souris, aprés 3 heures d’envenimation, (A) muscle
sguelettique témoin. (Coloration topographique : Hématoxyline Eosine, grossissement : 40 X
10 et 100 x 10).

N : noyau; Fm: fibre musculaire; Oe: oadéme; Cr: caryolyse; H: hémorragie; Pn:
polynucleaire neutrophile.
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DISCUSSION GENERALE

Les venins de Viperidae congtituent une source riche en biomolécules
pharmacologiquement actives, agissant avec une grande spécificité sur de nombreuses cibles

cellulaires et moléculaires.

L’ éude de I'activité oedématique du venin de C. cerastes a révélé gu’ elle suit une
cinétigue signoiale temps dépendante. Son apparition est rapide et son maximum est atteint
apres 3 h d’envenimation. Sa D.M.O. est estimée a 1.4 ug (Boukhalfa-Abib et Laraba-
Djebari, 2003). Ces résultats sont en accords avec ceux obtenus avec les autres venins de

serpents.

L’administration des différents inhibiteurs a permis de montrer que le phénoméne
d’ apparition de I’ cedéme plantaire induit par le venin de C. cerastes implique I’ intervention de
plusieurs médiateurs tels que les métabolites d’ acide arachidonique qui résultent de la voie
des PLA2, la sérotonine et I'histamine. Le venin de Cerastes cerastes semble présenter une
action directe et/ou indirecte sur le systéme rénine-angiotensine-aldostérone et que la
sérotonine et I'histamine sont libérées lors de I’envenimation par le venin de Cerastes
cerastes apres dégranulation des mastocytes.

La formation d cedéme est une conségquence de la réponse inflammatoire cutanée
(Bhargara et al., 1972) et dle est dépendante de la synergie existante entre les médiateurs qui
augmentent la perméabilité vasculaire et ceux qui augmentent le flux sanguin (De Faria et
al.,2001).

Un niveau élevé de la PLA2s est détecté dans de nombreuses maladies inflammatoires
chez I"humain tels que |"asthme (Bowton et al., 1997), la rhinite alergique (Stadel et al.,
1994), le choc septique (Vadas, 1984), et les maladies autoimmunes (Vadas et Pruzanski,
1986). L augmentation de I'expression des PL A2s démontre le caractere inflammatoire de ces
maladies, qui est partiellement indépendante de leur capacité a mobiliser I'acide
arachidonique. L'injection des PLA2, apres inactivation de leur activité enzymatique, induit
une infiltration inflammatoire qui n'est pas corréée avec la génération des prostaglandines
(Bomalaski et al., 1991; Teixeiraet al., 2003).
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L'induction de I'extravasion plasmatique par la substance P est le résultat de I'action de
ce peptide sur I'endothélium des capillaires (récepteur NK1 des tachykinines) et sur le release
de I'nistamine et de la sé&rotonine apres dégranulation des mastocytes. L'activation des
mastocytes est une éape intermédiaire dans les réponses neurogéniques médiées par le nerf
sensoriel (Foreman et al., 1983; Camara et al., 2003).

La substance P et les agonistes du récepteur NK1 provoquent via les récepteurs des
tachykinines, une réponse vasoactive sur les capillaires. La substance P est un médiateur
puissant qui augmente la perméabilité vasculaire et par conséquence la formation de I'oadéme
(Brain, 1996; Camaraet al., 2003).

Il semble que, dans le syndrome de I’envenimation avec le venin de C. cerastes, la
dégranulation des mastocytes, serait médiée par la substance P. Ces résultats sont confortés
par I'inhibition de I’ cedeme aprés administration de la cyproheptadine. De plus, les agents
dérivant des mastocytes (I'histamine, la sérotonine et la tryptase) sont capables de stimuler le
nerf sensoriel et provoquer lalibération de la substance P (Saria et al.1984), ce qui amplifie la
réponse inflammatoire (Steinhoff et al., 2000).

L’ étude du processus inflammatoire, apres envenimation expérimentale par le venin de
C. cerastes et sa fraction oedématique la GF3, a permis de constater une augmentation
importante des cytokines pro- et anti-inflammatoires au niveau de la patte des souris. Les taux
du TNFa, de 'IL1B et de I’'TL6 augmentent avec un maximum obsé&a 3 h. Ces cytokines
semblent jouer un réle important dans les réactions inflammatoires locales observeées lors des
envenimations vipérines (Chaves et al., 2005).

Parallelement a la production des cytokines pro-inflammatoires, le venin de C.
cerastes a induit également la libération de diverses cytokines dont : I’'IL12,IFNy, IL4 et
I’IL10, qui inhibent la production des cytokines pro-inflammatoires et des médiateurs de
I"inflammation tels que les prostaglandines, |’oxyde nitrique et les leukotriénes (Bogdan et
al., 1991), réduisant ainsi I'intensité des manifestations pathologiques observées lors des

envenimations.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Barraviera et ses collaborateurs (1995), qui
ont rapporté que le taux maximum de I'lL6 est observé entre 3 h et 6 h de I’ envenimation
avec le venin de Bothrops.
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Les mastocytes se trouvent dans presque tous les tissus vascularisés ou ils résident
habituellement a proximité de vaisseaux sanguins, les nerfs, les cellules musculaires lisses,
cellules épithéliales, les glandes productrices de mucus et les follicules pileux. |1s peuvent étre
particulierement nombreux dans les sites anatomiques qui sont directement exposés a la
I'environnement, y compris la peau, les voies respiratoires et le tractus gastro-intestinal
(Metcdfe et al., 1997 ; Galli et al., 2005).

Lors de l'activation, les mastocytes peuvent libérer un large éventail de produits
biologiquement actifs (médiateurs), tels que, I'histamine et la sérotonine, protéoglycanes,
chymase, tryptase, carboxypeptidase A, les métabolites de I'acide arachidonique via la
cyclooxygénase (par exemple, PGD2) ou de la lipoxygénase (par exemple, LTC4) et un grand
nombre de cytokines, de chimiokines et de facteurs de croissance. Beaucoup de ces produits
sont considérés comme des pro- inflammatoires et certains d"autres tels que IL10 et le TGF
sont connus pour leurs propriétés anti-inflammatoires ou immunosuppresseurs (Metcalfe et
al., 1997 ; Gurish et Austen., 2001 ; Boyce, 2003 ;Galli et al., 2005).

Les travaux réalisés par Galli et Tsai (2008) ont monté que les mastocytes et I'L10
libérée par ces derniers peuvent limiter sensiblement I'ampleur des réponses de I'héte contre
les agents pathogenes, ainsi que dans de nombreuses maladies inflammatoires.

Les souris déficientes en mastocytes ont é&é 10 fois plus sensibles que les souris de
type sauvage pour les effets Ié&ales du venin de la vipere Atractaspis engaddensis (Metz et
al., 2006).

Dans cette étude, nous avons observé une libération de I'lL10 aprés envenimation des
souris avec une dose sublétales du venin de C. cerastes. Ainsi que I"'implication de I"histamine
et de la sérotonine dans I"induction de I"oedéme plantaire. 11 semblerait que les mastocytes
sont impliqués dans I'induction de |'oedéme par la libération des médiateurs vasoactifs
(I"'histamine et la sérotonine) et ils participent a la résorption de cet cadéme si ils sont a
I"origine de la libération de I'[I L 10.

Un taux trés éleve de I''CAM-1 a été observé au niveau des pattes aprés envenimation
des souris avec le venin de C. cerastes et sa fraction GF3. L’augmentation du taux des
molécules d’'adhésion est associée a I'initiation de la phase de recrutement des leucocytes
(Ley, 1996). Les P-séléctines sont impliquées dans I'initiation et le ralentissement du
roulement leucocytaire (Robinison et al., 1999).
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Cependant, les E-sélectines sont tres importantes dans I'arrét du roulement des leucocytes
(Smith et al., 2004). Les intégrines 1 et 2 (VCAM-1 et ICAM-1) sont impliquées dans
I’ adhésion des leucocytes activés (Ley, 1996).

Les neutrophiles sont rapidement recrutés vers les sites inflammatoires et dominent
initialement I"influx leucocytaire (Issekutz et Movat, 1980). Ces cellules liberent & leur tour
des facteurs solubles, qui permettent ensuite le recrutement de la lignée
monocyte/macrophage (Ryan et Majno, 1977; Doherty et al; 1988).

Ladiminution de la CK musculaire pourrait étre la conséquence de I’ action des PLA2,
qui atérent la membrane cellulaire, par leur pénétration gréace a leurs acides aminés
hydrophobes et basiques. Les PLA2 myotoxiques agissent sur I’intégrité structurale et
fonctionnelle des membranes plasmiques, ce qui entraine une augmentation de la perméabilité
membranaire aux ions et aux macromolécules. L’augmentation du taux de calcium
intracellulaire conduit a une hyper-concentration des myofibrilles, a une atteinte des
mitochondries ainsi qu'a I'activation de protéinases dépendantes de I'ions calcium et de
phospholipase (Harris et Mac Donnell, 1981; Mebs et Samejima, 1986).

De nombreux venins provoquent des altérations tissulaires lorsgu’ils sont injectés au
niveau du tissu musculaire. Ces altérations peuvent évoluer a des degrés différents, de
I’hémorragie a des évenements dégénératifs pouvant atteindre des nécroses séveres (Mebs et
al., 1983). Il semblerait que I'effet myotoxique se produise selon deux mécanismes. Le
premier serait un mécanisme direct, pouvant impliquer une action cytotoxique directe sur les
cellules musculaires (Ownby et al.,, 1990; Gutiérrez et Rucavado, 2000). Le second
mécanisme, serait indirect, et correspond a I'ischémie du tissu musculaire, qui est une
conséquence de I’hémorragie suite a la destruction des capillaires (Franceschi et al., 2000 ;
Gutierrez et Rucavado , 2000).

Généralement suite a la myonécrose, les cellules musculaires ont la capacité de se
régénérer. La régénération musculaire est un phénomene qui débute au bout de 4 jours
(Ownby et Colberg, 1988 ; Harris et al., 2000).

La quantification du venin de C. cerastes a montré gue la quantité du venin décroit du
site d’injection en augmentant parallélement dans le sérum et les différents compartiments
tissulaires (Cherifi, 2005). Des études toxico-cinétiques ont révélé que le venin injecté par
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voie sous cutanée est largement distribué dans I’ organisme, indiquant que les composants du
venin diffusent hors du compartiment vasculaire (Riviere et al., 1997).

Le coar est la pompe a sang dans |'organisme, donc le venin diffuserait
obligatoirement et facilement, en passant a travers cet organe, en induisant ainsi, des lésions

au niveau du myocarde.

Les résultats histologiques du coaur aprés envenimation expérimentale avec une dose
sublétale du venin de C. cerastes par voie intra-musculaire, montrent |'action indirecte du
venin, provoquant une désorganisation des fibres myocardiques et une caryolyse. L’ cedéme
survenu au niveau du myocarde peut étre la conséquence de I’ altération de la perméabilité
vasculaire. Cependant, la nécrose myocardique est le résultat d' une ischémie locale. Les

mémes effets sont observés avec les fractions moléculaires du venin.

La comparaison des niveaux de diminution de la CK dans le coaur apres une injection
du venin de Vipera lebetina par voie intra-péritonéale et par voie sous cutanée, montre que
I’ effet myonécrotique du venin de Vipera lebetina au niveau du coeur est Iégérement plus
élevé en utilisant la voie intra-péritonéale que la voie sous cutanée (Amrane, 2002).

Le ventricule gauche est le tissu le plus 1ésé. Ces Iésions seraient dis a |’ épaisseur
relativement mince de la paroi de ventricule droit qui est suffisamment irrigués par le sang ou
aux exigences métaboliques de ventricule droit qui sont moindres que celles de ventricule
gauche. 1l y a moins d’interférences avec la congtriction des vaisseaux intra-myocardiques

durant la systole dans le ventricule droit que dans le ventricule gauche (Nakamura, 1986).

La myonécrose induite par le venin de C. cerastes au hiveau de muscle squelettique
semble étre caractérisée par une hémorragie et un cadéme tres intenses. La taille des fibres
musculaire est également affectée par ce venin. Ces résultats sont en accord avec ceux
obtenus avec le venin de Vipera lebetina (Amrane, 2002), Bungarus caeruleus (Alok et al.,
1996) et Bothrops jararacussu (Melo et Kurtz., 1988).

Les venins dElapidae tels que celui de Pseudechis australis (Ponja et
Gopalakrischnakone., 1996; Gopalakrischnakone., 1996), de la crotoxine isolée a partir du
venin de Crotalus durissus terrificus (Salvini et al., 2001) et du venin de Vipera russelli
(Ariaratnam et al., 1999), ont des actions systémiques affectant plusieurs muscles
sguelettiques.
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L'essai de purification d'une molécule oedématique a partir du venin de Cerastes
cerastes a monté que I’ cedeme plantaire est du a I’ action de plusieurs molécules qui agissent
en synergie. L’ activité oedématique a été retrouvée dans les fractions GF1 et GF3 issues de la
filtration moléculaire et dans les fractions D1 et D3 issues de I'échangeuse d’anions de la

fraction oedématique la GF3. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus avec le venin de
Vipera lebetina (Amrane, 2002).
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Le travail que nous avons réalisé a eu pour objectif d’ étudier les activités oedématique
et myotoxique induites par le venin de Cerastes cerastes.

La cinétique de I’ cadéme plantaire induit par le venin de Cerastes cerastes montre une
apparition rapide de I’ cadéme plantaire aprés quelques minutes d’ envenimation (30 min) et un
pic apres 3 heures suivi par une diminution progressive jusqu’ au retour a la normale aprés 48
heures. Ces résultats sont corréés avec la libération des cytokines au niveau de la patte. 11
apparait une production intense des cytokines pro-inflammatoires entre 2 h a 6 h
d envenimation et unpicdel’lL10a3 h.

La voie des PLA, semblerait étre impliguée dans le phénomeéne d apparition de
I’oedeme induit par le venin de Cerastes cerastes. Le venin de Cerastes cerastes semble
présenter une action directe et/ou indirecte sur le systéme rénine-angiotensine-aldostérone et
que la sérotonine et I histamine sont libérées lors de I’ envenimation par le venin de Cerastes

cerastes apres dégranulation des mastocytes.

Le venin de Cerastes cerastes est un mélange complexe de molécules qui ont une
action directe et/ou indirecte sur le tissu musculaire (squelettique et cardiague). La créatine
kinase contenue dans les cellules musculaires est libérée dans le sang aprés lyse cellulaire.
Aprés 24 h d’envenimation, il y a une régénération des cellules et le taux de la CK dans le
sang et dans le muscle revient a la normale. L’étude histopathologique des muscles
squelettique et cardiagque aprés envenimation des souris avec le venin de C. cerastes et ses
fractions moléculaires, montre une atteinte musculaire et confirme les résultats obtenus apres

le dosage de la créatine kinase.

L'essai de purification d’une molécule oedématique a partir du venin de Cerastes
cerastes a monté que I’ cadéme plantaire est di a I’ action de plusieurs molécules qui ont un
effet additif. 1| s agit des molécules hémorragiques qui détruisent la lame basale des cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins, des molécules qui ont un effet sur le systéme rénine-
angiotensine-aldostérone en accentuant la rétention d'eau dans les tissus ou encore des
molécules qui activent le systeme immunitaire en libérant les cytokines pro-inflammatoires et
des médiateurs vasoactifs qui agissent sur leurs récepteurs au niveau des capillaires, en
provoquant une augmentation de la perméabilité vasculaire.
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En perspective et en continuité avec le travail réalisg, il serait intéressant de:
- Purifier lafraction D3 et de la caractériser.

- Chercher d autres molécules oedématiques ou myotoxique dans les fractions GF1 et
GF2.

- Utiliser d’autres inhibiteurs pour la caractérisation de I’ cedeme plantaire.
- Approfondir I’ étude de I’ activité myotoxigue en utilisant I'immuno-histologie.

- Utiliser I'immunothérapie pour neutraliser I effet du venin.
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Abstract

The Snake envenomation constitutes a serious public health problem in many
countries around the world. In Algeria, the two species widespread are cerastes cerastes and
Vipera lebetina. Bites cerastes cerastes result in severe tissue and metabolic disturbances that
cause the edema, the bleeding and tissue necrosis characteristics of viperid envenomation.

In this study, the edematic and myotoxic activities of Cerastes cerastes venom have
been reported. The evaluation of the enzymatic activity of Creatine Kinase was revealed the
myotoxic activity of Cerastes cerastes venom. Administration of a sublethal dose of venom
caused a lysis of muscle cells (skeletal and cardiac) and therefore a considerable release of
Creatine Kinase in blood after 3 hours of envenomation.

The study of the edematic activity of Cerastes cerastes venom showed that plantar
edema is areversible phenomenon and time-dependant. Its maximum is reached after 3 hours
of envenomation. Intense release of pro-inflammatory cytokines in the leg was observed after
2 hours and persisted up to 6 hours. A peak of I1L10 was observed at 3 hours. These results are
consistent with the phenomenon of appearance of plantar edema.

To understand the mechanism of action of Cerastes cerastes venom and to highlight
the ways involved in the phenomenon of appearance of plantar edema, pre-treatments with
specific inhibitors were used. The way of PLAZ2 appears to be involved in the phenomenon of
appearance of plantar edema induced by the venom of Cerastes cerastes and the way of
histamine and serotonin. The venom of Cerastes cerastes appears to have an effect on the
renin-angiotensin-aldosterone system.

Keyswords : Edema, Myotoxicity, Cerastes cerastes.
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