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Résumé 

L’envenimation scorpionique constitue un réel problème de santé publique. Sa pathogénèse 

implique de multiples mécanismes mettant en jeu des acteurs moléculaires et cellulaires, 

notamment les lymphocytes. 

L’effet immunomodulateur de la Ciclosporine, un inhibiteur spécifique des lymphocytes T a 

été investiguée dans ce présent travail par l’étude de l’infiltration leucocytaire dans le sang 

périphérique, l’évaluation  des marqueurs de stress oxydatif et les altérations tissulaires 

provoqués par le venin de scorpion algérien Androctonus australis hector et sa fraction 

toxique majoritaire Ftox G50, ceci en présence ou en absence d’un prétraitement par la 

ciclosporine.  

Les résultats obtenus ont rapporté une modulation de la réponse immunitaire induite par le 

venin d’Androctonus australis hector et sa fraction Ftox G50. Sous l’effet de prétraitement à 

la ciclosporine, nous avons constaté une baisse dans l’infiltration leucocytaire et leur 

migration vers les tissus accompagnée d’une diminution des paramètres inflammatoires et le 

stress oxydatif.    

Cette étude montre d’une part, l’effet immunomodulateur anti-inflammatoire de la 

ciclosporine et d’autre part l’implication des lymphocytes T dans les mécanismes cellulaires 

de la réponse immunitaire vis-à-vis de venin de scorpion et ses toxines. 

Mots clé : envenimation scorpionique, Ciclosporine, inflammation, lymphocytes T. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

Scorpion envenoming is a major public health problem. Its pathogenesis involves co-

operation of several soluble and cellular mediators including T lymphocytes. 

Immunomodulatory properties of cyclosporin, a specific inhibitor of T cells have been 

investigated in the present study by the by evaluation of leukocyte infiltration in the 

peripheral blood, assessment of markers of oxidative stress and tissue damage caused by the 

Algerian scorpion venom Androctonus australis hector and its controlling toxic fraction Ftox 

G50, this in the presence or absence of pretreatment with cyclosporine. 

The results reported modulatory effects of cyclosporin, the immune response elicited by the 

venom of Androctonus australis hector and its fraction Ftox G50 decrease under the 

pretreatment by ciclosporin. The results show a decrease in leukocyte infiltration and 

migration to the tissues accompanied by a reduction of inflammatory parameters and 

oxidative stress. 

This study shows in first, the anti-inflammatory immunomodulatory effect of cyclosporin and 

secondly, the involvement of T lymphocytes in the cellular mechanisms of the immune 

response induced by scorpion venom and theirs toxins. 

Key words: scorpion envenomation, Cyclosporine, inflammation, T lymphocytes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 ملخص
واحدة من بين  العقارب أين تعتبر الجزائر ة العمومية خاصة في مناطق انتشارمشاكل الصحيعد التسمم العقربي مشكل من 

ن المكونات تحصي العديد من الحالات سنويا. تتمثل خطورة السم العقارب في احتوائه العديد م التيالمناطق الوبائية و

يوية اخرى مثل دة بالجهاز العصبي وبأجهزة حلنقائل الايونية الموجوخصوصا السموم العصبية و التي تؤثر مباشرة على ا

فعل استجابة و ت   مع الجهاز المناعي الجهاز التنفسي و الجهاز القلبي الوعائي. من جهة اخري تتفاعل مركبات السم العقربي

 مناعية بمشاركة العديد من الخلايا المناعية و الوسائط الجزيئية.

ثبط نوعي الخاصية المثبتة للمناعة و المضادة للالتهاب التي يقدمها عقار السيكلوسبوغين )م تهدف هذه الدراسة لإظهار

و الذيل العريض او ذ البني للخلايا اللمفاوية التائية (  و ذلك في إطار الاستجابة المناعية الالتهابية المفتعلة بسم العقرب

لأنسجة ة المناعية كانتقال الخلايا المناعية  و نزوحها نحو اخصائص الاستجاب إجراء تقيممن خلال بالجزء السام منه ، 

وذلك في حالة وجود معالجة مسبقة  ، العوامل الالتهابية او الإجهاد التاكسدي الناجم عن هذه  الاسنجابة الملتهبة

 بالسيكلوسوغين او انعدامها. 

نزوح الخلوي الو إنقاص العوامل الالتهابية  تثبيطفعالية العقار في خفض مظاهر الالتهاب من خلال اظهرت نتائج الدراسة 

 ية للسم العقربيالاستجابة المناع خلالالتقليل من انتاج انواع الاكسجين التفاعلي الذي ينتج بالاضافة الى نحو الانسجة 

الاستجابة للسم  لتخلص هذه الدراسة ايضا الى تسليط الضوء على الدور المحتمل التي تلعبه الخلايا اللمفاوية التائية خلا

 العقربي.

الخلايا اللمفاوية التائية. ،لالتهاب، االسيكلوسبوغينالعقربي،  التسمم: المفتاحيةالكلمات   
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L’envenimation scorpionique représente un réel problème de santé publique dans les 

régions tropicales et subtropicales du monde, car elle est responsable d’accidents graves qui 

peuvent parfois être mortels (Chippaux et Goyffon, 2008). En Algérie, l’espèce de scorpion 

Androctonus australis hector est principalement incriminée dans ces accidents, son pouvoir 

létal lui est conféré par les neurotoxines qui composent son venin. Ces neurotoxines en agissant 

directement sur le système nerveux central provoquent la libération de neuromédiateurs 

(acétylcholine et catécholamines) responsables de  l’altération des fonctions cardiovasculaire 

et respiratoire.  Parallèlement, les constituants de venins de scorpion activent le système 

immunitaire ce qui déclenche une réponse immunitaire révélée par l’activation et l’infiltration 

massive des leucocytes, principalement les polynucléaires neutrophiles, vers les organes et 

participent ainsi aux altérations pathologiques observées lors des envenimations scorpioniques 

(Nouira et al., 1996 ; Hammoudi-Triki et Laraba-Djebari, 2003 ; Adi-Bessalem et al., 2008 

; Bahloul et al., 2013). 

 L’action du système nerveux potentialise la réponse immunitaire déclenchée par le 

venin ; la libération des neurotransmetteurs stimule la synthèse des médiateurs inflammatoires, 

les molécules vasodilatatrices et les cytokines par les cellules immunitaires. Cependant, une 

action directe des constituants du venin est aussi démontrée par plusieurs études in vitro et qui 

prouvent qu’en présence de venin de scorpion, les cellules  immunitaires telles que les 

monocytes et les  macrophages réagissent en s’activant et en libérant les molécules immuno-

modulatrices comme les cytokines (Fialho et al., 2011 ; Zoccal et al., 2011; Borges et 

al.,2011). 

Malgré que les interactions du système immunitaire avec les constituants  de venin de 

scorpion ont fait l’objet de plusieurs études dont le but ciblé a été de développer et d’améliorer 

la thérapie antiscorpionique ou de rechercher des molécules d’intérêt thérapeutiques, les 

mécanismes d’interaction exactes restent encore partiellement élucidés. Le rôle de certaines 

cellules ou molécules au sein de cette interaction reste inconnu, comme le cas des lymphocytes.  

Afin de mieux comprendre la réponse immunitaire induite par le venin et le rôle des 

lymphocytes dans la pathogénie scorpionique, le travail entrepris a pour objectif d’élucider 

l’effet immunomodulateur d’un immunosuppresseur spécifique pour les lymphocytes T qui est 

la ciclosporine et ceci  sur la réponse immunitaire et inflammatoire induite par le venin de 

l’Androctonus australis hector et sa fraction toxique majoritaire Ftox G50. 
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Pour arriver à cet objectif, l’étude réalisée a porté sur l’évaluation des paramètres 

inflammatoires : la numération différentielle des leucocytes, l’activité enzymatique des 

granulocytes (la myéloperoxydase neutrophile et l’éosinophile peroxydase), le stress 

oxydatif (les nitrites résiduels et la malondialdéhyde) et les altérations tissulaires induites 

par le venin et sa fraction toxique Ftox G50 en présence ou en absence d’un prétraitement 

par la ciclosporine.        
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I.1. Venin de scorpion et l’envenimation scorpionique  

I.1.1. Scorpions  

Les scorpions sont considérés comme les animaux terrestres les plus anciens ; ce sont 

des arthropodes venimeux qui comptent actuellement plus de 2140 espèces. Vu leur caractère  

thermophile, les scorpions sont distribuées généralement dans les zones tropicales sèches et 

subtropicales d'Afrique du Nord, du moyen Orient, d'Amérique Centrale et d'Amérique du Sud 

(Charnot et al., 1994; Lourenço, 2015). 

 Ce sont des invertébrés venimeux, nocturnes, pourvus d’exosquelette chitineux articulé 

qui les protège et leur confère une résistance aux conditions les plus extrêmes des écosystèmes. 

Le corps du scorpion est divisé nettement en trois parties : le céphalothorax, l’abdomen et la 

queue ; cette dernière comprend cinq segments dont le dernier (le telson) porte l’appareil 

venimeux formé d’une glande à venin, prolongée d’un aiguillon permettant l’inoculation du 

venin  (Vachon, 1952; Beaumont et Cassier, 1996). 

En effet, l’envenimation scorpionique représente un réel problème de santé publique 

dans les régions tropicales et subtropicales du monde du fait de sa morbidité et de sa mortalité 

(Chippaux et al., 2011).    

En Algérie, l’Institut National de Santé Publique enregistre  annuellement 30.000 à 

50.000 cas de piqûres de scorpion entraînant de 100 à 150 décès principalement dans les zones 

sahariennes et sub-sahariennes.  La plupart des accidents mortels résultent de l’envenimation 

par Androctonus australis hector  (Aah).Il s’agit d’un scorpion de couleur jaune pâle et de taille 

de 4 à 10 cm à l’état adulte, très actif pendant les saisons chaudes dans les régions de l’Atlas 

Saharien, le Sud (Adrar, Biskra, El Oued,Ouargla, Ghardaïa) et les Hauts Plateaux (Ain Sefra, 

Mechria, El bayadh, Ksar Chellala) (Benguedda et al., 2002).   
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Figure 1. Le scorpion Androctonus australis hector à l’âge adulte (Goyffon, 2009)  
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I.1.2. Venins de scorpions  

Les venins de scorpions sont des mélanges d’extrême complexité contenant un grand 

nombre de substances bioactives. Ils sont caractérisés par une grande richesse en polypeptides 

de faible poids moléculaire dont la plupart sont neurotoxiques  pour les mammifères, les 

insectes et les crustacés. Malgré qu’elles ne représentent que 5% de sa composition total, ces 

molécules constituent la fraction toxique du venin et lui confère la quasi-totalité de sa toxicité 

(Rodriguez et al. ,2010 ; Narayanan et al., 2016).  

En plus des neurotoxines, les venins de scorpions renferment également d’autres 

molécules non neurotoxiques et qui représentent la fraction non toxique du venin (95% de sa 

composition total). Cette dernière  est composée de mucopolysaccharides, d’inhibiteurs de 

protéase (Rochat et al., 1979 ; Heinen et al., 2011), de bioamines comme la sérotonine 

(Master et al., 1963) et l’histamine (Gwee et al., 2002) et  une très faible quantité d’enzymes 

comme les hyaluronidases, les gélatinases,  les phospholipases et les protéinases (Zlotkin et 

al., 1978; Rodriguez et al., 2010).  

La diversité des espèces de scorpions implique l’existence de  toxines différentes, qui 

peuvent être classées en plusieurs familles selon de nombreux critères : la longueur de la 

séquence d’acides aminés qui  permet de les classés en toxines longues ou courtes; en fonction 

de la cible animale, en toxines anti-mammifères, anti-crustacés et anti-insectes ; et suivant la 

cible biologique, elles se regroupent en toxines actives sur les canaux sodium, potassium, 

calcium et chlore (Martin-Eauclaire et al., 1999 ; Possani et al., 2000 ; Quintero-Hernández 

et al., 2013 ; Aboumaâd et al. 2014). 

 Toxines actives sur les canaux sodium 

Ces  toxines actives sur les cellules d’insectes et de mammifères, sont des polypeptides 

basiques monocaténaires de 7 kDa composées de 60 à 76 résidus d’acides aminés réticulés par 

quatre ponts disulfures (Martin-Eauclaire et al., 1999; Quintero-Hernández et al., 2013). 

Suivant leur fixation spécifique sur le canal sodique (Na+), les toxines longues ont été 

subdivisées en toxines α et β provoquant deux réponses pharmacologiques différentes : 

Toxines α : Ce sont des polypeptides de 58-76 acides aminés liés par 4 ponts disulfures, 

leur effet majeur est l’inactivation du potentiel de fermeture de canal sodique induisant ainsi la 
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prolongation du potentiel d'action qui s’exprime par une forte dépolarisation membranaire 

suivie d’une perte de l’excitabilité (Isbister et  Bawaskar, 2014;Wang et al., 2011). 

Toxines β : Elles agissent sur le potentiel d’activation  du canal sodique en déplaçant le 

seuil d’activation du canal à des valeurs négatives du potentiel membranaire. Ces toxines sont 

caractéristiques des venins de certaines familles de scorpions comme les Centrurinae et les 

Tityinae (Vandendriessche et al., 2010 ;Quintero-Hernández et al., 2013).  

 

 

  Toxines actives sur les canaux potassium 

 Ce sont de courtes toxines de 23 à 43 résidus d’acides aminés réticulés par 3 ou 4 ponts 

disulfures qui bloquent avec une forte affinité les canaux potassium (K+) potentiel-dépendant 

et calcium dépendant.  

 Bien qu’elles sont présentes dans le venin en très faible quantité ( 1 de poids sec), ce 

groupe de neurotoxines est d’une grande diversité structurelle car plus de 140 séquences de 

toxines à canaux K+ ont été rapportées et identifiées à partir des venins de scorpions. Elles ont 

été subdivisées suivant leur structure (présence hélice α et feuillets β) en toxines α, β,γ et 

κ (Possani et al., 1982 ; Mahdjoubi et al.,2003 ; Gao et al., 2011 ; Yu et al., 2016). 

I.1.3. Physiopathologie de l’envenimation scorpionique  

Le venin d’Aah induit des effets systémiques suivis d’une perturbation du système 

cardiovasculaire et respiratoire (défaillances cardiaque et œdèmes pulmonaire). La pathogénèse 

de ces perturbations multifactorielles est liée en grande partie aux neurotoxines actives sur les 

canaux sodiques et potassiques (Martin-Eauclaire et al., 2010 ; Ladjel-Mendil et al., 2012). 

 Effet du venin sur le système nerveux  

Elle résulte principalement d’une stimulation du système nerveux autonome, 

sympathique et parasympathique par les neurotoxines qui agissent sur les terminaisons 

nerveuses cholinergiques et adrénergiques par la dépolarisation membranaire (Gueron et al., 

1980). Cette stimulation provoque une décharge rapide et massive de neuromédiateurs 

cholinergiques et adrénergiques tels que l’acétylcholine et des catécholamines (adrénaline, 

noradrénaline, dopamine) (Elatrous et al., 2008 ; Ladjel-Mendil et al., 2012 ; Adi-Bessalem 
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et al., 2015). Le venin  d’Aah est également responsable de la libération rapide de neuropeptide 

Y,  de la substance P et du facteur natriurétique (Nouira et al., 2005 ; Soualmia et al., 2009). 

 Effet du venin sur le système cardiovasculaire et respiratoire 

Le venin d’Aah  a un effet direct sur le myocarde, conduisant à une myocardite en 

affectant la membrane des cellules myocardiques, modifiant ainsi sa perméabilité et ses 

propriétés électriques. L’ischémie du myocarde rencontrée lors de l’envenimation provoque 

aussi une hypoxie cellulaire et un œdème interstitiel marqué avec des hémorragies aigües dans 

le ventricule (Fayet et al., 1974 ; Elgar et al., 2006 ; Geoffrey et al.,2014).  

Ce dysfonctionnement cardiaque est accompagnée d'une accumulation des cellules 

inflammatoires y compris les granulocytes et à moindre degré les macrophages et les 

lymphocytes, ainsi qu’une diminution significative des activités enzymatiques de la LDH 

(lactate déshydrogénase) et de la CPK (créatine phosphokinase) (Gyoffon et El-ayeb, 2002 ; 

Abdel-Rahman et al., 2015; Adi-Bessalem et al., 2015 ). 

En plus de l’action directe des neurotoxines, les catécholamines libérés activent les 

récepteurs β-adrénergique localisés au niveau cardiaque et aggrave l’état ischémique en  créant  

une instabilité électrique responsable d’une contraction ventriculaire et une libération massive 

des radicaux libres dont leur effet toxique sur le muscle cardiaque est à l’origine de la  

tachycardie, l’arythmie ventriculaire et l’insuffisance cardiaque observées lors de 

l’envenimation scorpionique (Geoffrey et al.,2014 ; Abdel-Rahman et al.,2015 ). 

En plus des altérations cardiovasculaires, le venin de scorpion induit une augmentation 

de la perméabilité vasculaire des poumons due à l’augmentation des médiateurs vasodilatateurs  

tels que  les leucotriènes, les prostaglandines, l’histamine,  le monoxyde d’azote (NO), et le  

facteur d'activation plaquettaire (PAF) (Nouira et al., 1996 ;Adi-Bessalem et al., 2008 ; 

Bahloul et al., 2013). 

La physiopathogénie de la détresse respiratoire est complexe du fait de l’interaction de 

nombreux facteurs cardiogéniques (défaillance aigue du ventricule gauche) et non 

cardiogéniques (augmentation de la perméabilité vasculaire des poumons provoquée par la 

libération des substances vasodilatatrices telles que les leucotriènes, le PAF, et les 

prostaglandines) (Nouira et al., 1996 ; Dutta et Deshpande, 2011 ; Bahloul et al., 2013).   

file:///C:/Users/khedidja/Desktop/résultats%20hayete%20et%20rahma/generalités%20partie%201.docx%23_ENREF_2
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I.2. Réponse immunitaire induite par le venin  

L’inflammation est considérée comme un évènement crucial durant la pathogénèse de 

l’envenimation, et son intensité est corrélée avec la sévérité de cette dernière. Différents 

médiateurs solubles et cellulaires sont impliqués et leurs effets réunis provoquent les dommages 

tissulaires et les dysfonctionnements des organes (Petricevich, 2010 ; Laraba-Djebari et al., 

2015).  

I.2.1. Médiateurs cellulaires 

Au cours de la réponse inflammatoire induite par le venin de scorpion, différentes 

cellules sont activées et attirées vers le site inflammatoire à travers un réseau de signalisation 

impliquant des facteurs de croissance, des cytokines et des chimiokines.  

Les neutrophiles sont les premières cellules à migrer vers le site inflammatoire et jouent 

un rôle primordiale dans la réponse immunitaire. Au cours de l’envenimation, une importante 

neutrophilie est observée avec l’infiltration de ces cellules et leur séquestration au niveau de la 

cavité péritonéale ainsi que dans différents tissus (Borges et al., 2000 ; Adi-Bessalem et al., 

2015).  

Cette accumulation est due d’une part, à une libération massive de neurotransmetteurs, 

principalement les catécholamines, et d’autre part, aux signaux chimio-attractants des 

chimiokines de la familles CXC (Cysteine X Cysteine), les LTB4 (Leucotriène B 4)  et l’IL8  

qui proviendrait des cellules épithéliales et des macrophages résidents (Borges et al., 2000 ; 

Coelho et al., 2007).  

Un prétraitement  avec un antagoniste du récepteur PAFR (Platlet Activating Factor 

Receptor) lors d’une envenimation expérimentale par le venin de Tityus serrulatus, a 

significativement réduit la migration des neutrophiles suggérant que leur activation et 

recrutement étaient dépendant également du PAF (Borges et al., 2000).   

Une fois activés par le venin et recrutés au site de l’inflammation, les neutrophiles 

produisent rapidement des espèces réactives de l’oxygène (ROS) et libèrent des enzymes tels 

que la Myéloperoxydase (MPO) et des métalloprotéinases, aggravant ainsi les altérations au 

niveau des cellules endothéliales et des tissus (Coelho et al., 2007 ; Adi-Bessalem et al., 2013). 
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Les macrophages sont aussi incriminés dans la pathogénèse de l’envenimation. En 

réponse au venin, ils produisent du monoxyde d’azote (NO) ainsi que d’autres cytokines 

inflammatoires comme l’INFγ, le TNFα, l’IL1β, IL6 et l’IL10 (Petricevich et al., 2007 ; Zoccal 

et al., 2011 ; Adi-Bessalem et al., 2013). 

Les mastocytes quant à eux, sont inculpés dans le processus induisant l’œdème 

pulmonaire. Des rats dépourvus de mastocytes ont survécu  plus longtemps suite à 

l’administration du venin de scorpion Tityus Serrulatus et ont développé  un œdème pulmonaire 

moins important. Ces cellules situées aux alentours des terminaisons  nerveuses périphériques, 

peuvent être directement stimulées par le venin, ou par des facteurs neuroendocriniens, tels que 

la substance P libérée par les terminaisons nerveuses activées par le venin.  Leur activation 

induit la sécrétion des contenus granulaires et la libération de multiples médiateurs tels que 

l’histamine dont l’implication dans la formation d’œdème pulmonaire lors de l’envenimation a 

déjà été décrite dans plusieurs cas d’envenimations scorpioniques expérimentales (Matos et 

al., 1999 ; De-Matos et al., 2001 ; Liu et al., 2007 ; Adi-Bessalem et al., 2013 ; Chair-Yousfi 

et al., 2014 ).  

Les éosinophiles, à leur tour, sont associés aux réactions d’hypersensibilités immédiates 

observées au cours de l’envenimation. Une éosinophilie et une infiltration de ces cellules au 

niveau des poumons ont aussi été rapportées (Shah et al., 1989 ; Adi-Bessalem et al., 2012). 

 Au cours d’envenimations expérimentales par le venin de l’Aah, les éosinophiles 

stimulés par l’IL5 et les produits d’activation du complément C3a et C5a, libèrent des 

médiateurs inflammatoires tel que le PAF et les leucotriennes, mais aussi, l’eosinophile 

peroxydase (EPO) qui catalyse la formation des espèces réactives de l’oxygène (ROS), 

induisant ainsi des altérations du tissus pulmonaire (Adi-Bessalem et al., 2012) .  

I.2.2. Médiateurs solubles   

La réponse inflammatoire consécutive à l’envenimation est caractérisée par une 

augmentation des taux sériques de cytokines, de chimiokines, de substances vasoactives, de 

métabolites lipidiques et par l’activation du système du complément ainsi que le système 

kinines-kallécreines, responsable d’une réponse inflammatoire systémique (Adi-Bessalem et 

al., 2015) (Figure 1).  
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Les taux sériques des cytokines pro-inflammatoires comme l’IL6, l’IL8, l’INFγ et le 

TNFα sont augmentées, et ont des effets divers tels que le recrutement, l’activation et la 

différenciation des cellules immunocompétentes, l’induction de la production des protéines de 

la phase aigue de l’inflammation et l’expression des molécules d’adhésion (Petricevich, 2010). 

Les taux de l’IL1, IL1α et l’IL1β, chez les personnes envenimées ou lors d’envenimation 

expérimentale par le venin du scorpion Tityus Serrulatus ou sa toxine majoritaire, sont aussi 

élevés. La capacité du venin à induire la production d’IL12 a été montrée après stimulation des 

monocytes par le venin d’Androctonus crassicauda (Saadi et al., 2015). La sécrétion de 

cytokines anti inflammatoires comme l’IL1ra, l’IL4, l’IL10 et le TGFβ a également été 

rapportée. Ces cytokines ont pour effet de moduler la réponse immunitaire en réduisant le 

processus inflammatoire (Figure 1) 

C’est le déséquilibre entre les différentes cytokines pro et anti-inflammatoires qui 

détermine l’amplitude de l’inflammation et sa gravité, et qui mène à une défaillance multi-

viscérale pouvant être fatale (Petricevich, 2006 ; Adi-Bessalem et al., 2015). 

Le venin de scorpions induit également l’activation du système du complément et de 

manière plus prononcée au niveau du foie, où l’utilisation d’un inhibiteur non spécifique du 

complément a significativement réduit les altérations du tissu hépatique (Bekkari et al., 2015). 

Les produits de l’activation du système du complément C3a et C5a contribuent à 

l’induction des mastocytes à la décharge d’Histamine. Cette substance vasodilatatrice aussi 

retrouvée dans certains venins, serait impliquée dans la formation de l’œdème pulmonaire lors 

des envenimations (De-Matos et al., 2001 ; Liu et al., 2007 ; Adi-Bessalem et al., 2013)        

(Figure 1). 

Les dérivés métaboliques de l’acide arachidonique sont eux aussi impliqués dans le 

processus inflammatoire de l’envenimation. Les prostaglandines (PGE2) augmentent la 

perception de la douleur à travers les bradykinines et l’histamine, et les leucotriennes (LTB4) 

contribuant ainsi au recrutement des cellules immunitaires et à la dégranulation des 

polynucléaires. Les taux de ces deux médiateurs lipidiques sont considérablement augmentés 

au cours des envenimations accidentelles et expérimentale par le venin de Tityus serrulatus et 

ses toxines (Teixeira et al., 1997 ; Pessini et al., 2006 ; Zoccal et al., 2013). 

Le PAF est également un médiateur lipidique soluble, dérivé de phospholipides 

membranaires, qui induit l’agrégation des plaquettes sanguines, la vasodilatation et l’attraction 
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des neutrophiles lors de l’envenimation (Matos et al., 1999 ; Borges et al., 2000 ; Adi-

Bessalem et al., 2013). 

 

I.3. Les lymphocytes T dans la réponse immunitaire  

Les lymphocytes T sont des cellules clé au sein du système immunitaire ; ils participent 

essentiellement à la réponse immunitaire adaptative. Néanmoins, son rôle dans la réponse 

immunitaire innée a aussi été rapporté par sa capacité à diriger indirectement les cellules de la 

réponse innée par la synthèse de différents médiateurs tels que les cytokines (Larbi et al., 

2013).     

I.3.1. Ontogénèse des Lymphocytes T  

Les lymphocytes T proviennent d’un progéniteur lymphoïde commun au niveau de la 

moelle osseuse et qui sous l’influence des signaux chimioattractant et des cytokines, donne 

naissance aux cellules lymphocytaires B,  T et les cellules Natural Killer (NK). En effet, ce 

progéniteur  se différencie en cellules NK sous l’influence  d’IL2 et de facteur de croissance 

des cellules souches (SCF), tandis qu’en présence de l’IL7, il donne naissance soit aux 

lymphocytes B ou T ; si le CLP exprime les facteurs de transcription EBF, E2A et Pax-5, il est 

dit " pro-B" et se différenciera en lymphocytes B alors que s’il exprime le Notch-1 et GATA-

3, ce CLP est " pro-T" se différenciera en LT (Porrittet al., 2003; Allman et al.,2003 ; Kiel et 

al., 2005 ; Bell et al., 2008).  

Le pro-T migre de la moelle osseuse vers le thymus où il entame  un processus de 

maturation ou de sélection  lui permettant d’acquérir les propriétés du lymphocyte T 

immunocompétent. Cette maturation résulte dans l’expression de récepteur TCR et les 

marqueurs caractéristiques de la lignée lymphocytaire T (les clusters de différentiation CD3, 

CD4, CD8, CD25) (Burtrumet al., 1996 ; Porritt et al.,2003 ; Bell et al., 2008) 

I.3.2. Diversité des populations de lymphocytes T 

La différenciation des lymphocytes T est déterminée par l’interaction du TCR avec une 

cellule présentatrice de l’antigène (CPA) lui présentant l’antigène couplé à une molécule de 

CMH et par un second signal transmit pat les molécules de co-stimulation (Abdoli et al., 2014). 
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Cette différenciation implique de multiples cascades de signalisation aboutissant à la 

polarisation du lymphocyte vers une population définie, nécessite l’intervention de second 

messager essentiel à la transduction du signal. Ces derniers passent à travers la membrane 

cellulaire par le biais des canaux ioniques dont l’implication dans la différenciation des cellules 

immunitaires et leur fonctionnement a récemment été mise en évidence (Feske et al., 2015) 

(Figure 2). 

 Lymphocytes T cytotoxique CD8+  

Un lymphocyte CD8+ naïf s’active suite à son interaction avec une CPA qui lui présente 

l’antigène spécifique dans un contexte CMH-1. Ces cellules cytotoxiques sont capables 

d’éliminer les cellules du soi modifiées ou les cellules infectées. Elles disposent de deux 

principales voies inductrices de la mort ; la voie perforine/granzyme et la voie Fas/Fas-L. Il 

existe également une troisième voie basée sur la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, 

comme le TNF-α ou l’IFN-γ, (Chávez et al., 2009). 

 Lymphocytes T auxiliaires CD4+  

Les Lymphocytes T auxiliaires ou helper (Th) orchestrent la réponse immunitaire 

adaptative. Ils se différencient suite à leur activation par une CPA et sous l’effet de diverses 

cytokines  en différentes sous-populations, chacune produisant un éventail de cytokines 

spécifiques et ayant une fonctionnalité distincte  (Sharpe et al., 2009 ; Zhou et al., 2009 ; 

Dardalhon et al., 2008 ; Veldhoen et al., 2008 ; Femke et al., 2011) (Figure 2).  

- Lymphocytes Th1 : les cellules Th1, essentielles à l’immunité à médiation cellulaires, 

stimulent les macrophages et les cellules CD+ cytotoxiques en réponse aux pathogènes 

intracellulaires. Elles sont caractérisées par l’expression du facteur de transcription T-bet et 

la production des cytokines IL-2, IFN-γ, TNF et LT-α. Les Th1 sont aussi associées à divers 

pathologies inflammatoires chroniques tel que la sclérose, le diabète et l’arthrite rhumatoïde 

(Zhou et al.,2009 ; O’Shea et al., 2010). 
 

- Lymphocytes Th2 : les cellules Th2 stimulent quant à eux les réponses à médiation 

humorale en réponse aux infections et aux parasites extracellulaires et induisent la 

prolifération des lymphocytes B, la production d’anticorps ainsi que l’activation des 

polynucléaires éosinophiles. Elles interviennent aussi dans les pathologies inflammatoires, 

l’asthme et les réactions allergiques. Les Th2 sont caractérisées par la production des 
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cytokines tels que IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 et l’IL-13 (Tao et al., 1997 ; So et al., 2006 ; 

O’Shea et al., 2010). 
 

- Lymphocytes Th9 : une lignée cellulaire récemment caractérisée, impliquées dans la 

protection contre les parasites particulièrement les nématodes. Ce cellules peuvent 

également produire l’IL-10, l’IL-9 et participent aux réactions allergiques (Dardalhon et 

al., 2008 ; Soroosh et Doherty, 2009). 

- Lymphocytes Th17: cette lignée de lymphocytes T caractérisée par la sécrétion de 

différents cytokines IL-17A, IL-17F, IL-21 et d’IL-22 est impliquée dans la défense 

antimicrobienne au niveau des barrières épithéliales et des muqueuses et incriminées 

également dans de multiples pathologies auto-immunes (Ivanov et al.,2006 ; Mangan et 

al., 2006 ; McGeachy et al., 2009). 
 

- Lymphocytes Th22: les cellules Th22 sont une lignée de lymphocytes pro-

inflammatoires qui semblerait être impliquée dans les mécanismes de défense au niveau de 

la peau et la prolifération des kératinocytes. Elles sont impliquées dans les maladies auto-

immunes telles que l’arthrite rhumatoïde, le psoriasis et la maladie de Crhone (Ikeuchi et 

al.,2005 ; Duhen et al., 2009). 

- Lymphocytes Tfh: les lymphocytes Tfh (folecular helper) ont pour rôle d’assister la 

maturation des lymphocytes B au niveau des centres germinatifs, une aide qui se distingue 

de celle apportée par les Th2, par le biais de l’IL-21 qui stimule la différenciation des LB en 

cellules productrices d’anticorps. (Ansel et al., 1999 ; Dienz et al.,2009 ; Linterman et al., 

2010). 
 

- Lymphocytes T régulatrices : sont dites régulatrices car elles induisent une tolérance et 

suppriment les réponses des autres cellules, initialement pour limiter les réactions 

excessives et prévenir l’auto-immunité (Mucida et al., 2007). 
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I.3.2. Implication des lymphocytes T dans le processus inflammatoire induit par le 

venin 

Très peu d’études ont montré l’implication des lymphocytes T au cours d’une réponse 

immunitaire anti-venins de scorpions. L’effet du venin de scorpion Tityus serrulatus sur les 

lymphocytes du sang périphérique a permis  de démontrer  qu’une concentration de 25 à 

100 μg/mL du venin ne provoque aucune cytotoxicité ou un changement de prolifération 

lymphocytaire, et aucune polarisation vers la ligné CD4+ ou CD8+. Cependant, le venin a induit 

la production de cytokine pro-inflammatoire l’IL-6 ( Casella-Martins et al., 2015).  

En effet,  le venin d’Aah induit une augmentation des concentrations plasmatiques  des 

cytokines pro-inflammatoires, y compris l’IL-6 qui joue un rôle crucial dans le processus 

inflammatoire en réponse à l’envenimation.  La réduction de l’état inflammatoire en utilisant 

des anticorps anti-IL-6 a diminué significativement les paramètres inflammatoires et les 

altérations tissulaires rencontré suite à l’injection du venin d’Aah chez un modèle murin 

d’envenimation (Adi-Bessalem et al., 2008 Ladjel-Mendil et al., 2012 ;Djenah et Laraba, 

2015). 

  Les lymphocytes T semble qu’ils orchestrent la réponse immunitaire induite par le 

venin par la production de TNFα et IL-6, cytokines clé qui amplifient la production d’autres 

cytokines pro-inflammatoires, néanmoins il sera important d’investiguer l’interaction de ces 

cellules immunitaires avec les constituants du venin de scorpion (Casella-Martins et al., 2015 ; 

Adi-Bessalem et al., 2015).  

 

I.4. Effet immunosuppresseur de la ciclosporine    

La ciclosporine (Cyc A) est un polypeptide cyclique de 11 acides aminés lipophile isolé 

à partir de champignon Beauveria nivea. Elle possède des propriétés immunosuppressives 

exploitées essentiellement au cours du traitement des transplantations et des allogreffes, mais 

aussi, dans le traitement de multiples pathologies inflammatoires et auto-immunes (Patil et al., 

2012). 

La ciclosporine exerce son action immunosuppressive en bloquant la transcription des 

gènes qui codent pour les cytokines chez les lymphocytes T activés, en l’occurrence ceux  de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Casella-Martins%20A%5Bauth%5D
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l’IL2, cette action a aussi été démontrée avec une faible fréquence chez les cellules 

présentatrices d’antigènes (CPA) tels que les lymphocytes B (Leung et al., 1999), les 

macrophages (Wasowska  et al., 2001) et les cellules dendritiques (DC) (Tajima et al., 

2003). 

A. Effet de la Ciclosporine sur les Lymphocytes T 

En effet, l’identification de deux voies de signalisations sensibles à la Ciclosporine chez 

les Lymphocytes T activés (voie Calcineurine-NFAT et P38 et JNK), explique sa haute 

spécificité (Koyasu et Matsuda, 2000) (Figure 3). 

 Action de la Ciclosporine sur la voie Calcineurine-NFAT 

La ciclosporine se lie avec une haute affinité à la ciclophiline A, une protéine de 17 kDa 

appartenant à une famille de protéines cytosoliques ubiquitaires, dont elle est la plus abondante 

chez les lymphocytes T (Handschumacher et al., 1984). Le complexe formé est alors capable 

de se lier avec une autre protéine cytosolique, la calcineurine qui possède une activité 

sérine/thréonine phosphatase, hautement régulée par le complexe Calmoduline-Ca2+ 

(Shenolikar, 1994). 

Lors de l’activation du lymphocyte T, la concentration intracellulaire du calcium  

augmente, de manière subséquente, la Calmoduline activée, interagit avec domaine d’auto-

inhibition de la sous-unité catalytique de la calcineurine.. Une fois activée, la Calcineurine 

active alors les facteurs de transcriptions de la famille NFAT (NFAT1, NFAT2 et NFAT4) par 

une déphosphorylation qui permet leur translocation vers le noyau et l’activation de la 

transcription des gènes codant pour l’IL2, l’IL6 et le CD40L (Rao et al., 1997). 

Le complexe ciclosporine-ciclophiline se lit à la sous-unité catalytique de la calcineurine 

et inhibe son activité phosphatase. En inhibant la déphosphorylation activatrice des facteurs de 

transcription NFAT, la ciclosporine inhibe leur translocation vers le noyau, et ainsi, 

l’expression des gènes codant pour l’IL2, l’IL4 et le CD40L dans les lymphocytes T activés 

(Shigeo et Satoshi, 1999). 
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Figure 4.  Effet de la Ciclosporine sur les Lymphocytes T 

(Shigeo et Satoshi, 2000) 
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 Action de la ciclosporine sur les voies P38 et JNK  

Les protéines de la famille MAPKinases P38 et JNK sont impliquées dans les processus 

de prolifération et de différenciation, notamment chez les  lymphocytes T. Elles activent par 

phosphorylation les membres du complexe AP-1, facteur de transcription impliqué dans la 

production de l’IL2 chez les Lymphocytes T activés, et aussi, le facteur de transcription NFκB 

(Dong et al., 2000). La Ciclosporine est également capable d’interférer avec l’activation de P38 

et JNK en agissant sur la cascade de MAP Kinases. la ciclosporine bloque l’activation de l’AP-

1et de façon subséquente la production d’IL2 (Matsuda et Koyasu, 2000).  

B. Effet de la Ciclosporine sur d’autres cellules du système immunitaire 

 Les cellules dendritiques (DC)  

L’étude de effet de la Ciclosporine sur les cellules dendritiques (DC) du sang 

périphérique avec ses deux sous-ensembles CD11c+ myéloïdes et CD11c- lymphoïdes, a 

démontré sa capacité à inhiber l’expression des molécules de costimulation CD40L, à diminuer 

le pouvoir d’endocytose et la production d’IL12 par ces cellules. En revanche, la ciclosporine 

augmenter  la sécrétion d’IL10, interleukine anti-inflammatoire par ces même cellules (Tajima 

et al., 2003).  

 Les Lymphocytes B et les Macrophages  

L’effet immunosuppresseur de la ciclosporine sur les lymphocytes B ainsi que les 

Macrophage est  similaire à son action chez les Lymphocytes T. En bloquant la transcription 

des gènes impliqués dans la progression du cycle cellulaire vers la phase G1, la ciclosporine 

inhibe la  prolifération de ces cellules, limitant ainsi la réponse immunitaire (Wicker et al., 

1985 ; Hannam-Harris et al., 1985 ; Mouy et al., 1996). 
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II. Matériel et méthodes  

La présente étude a été réalisé au sein du laboratoire de Biologie Cellulaire et Moléculaire à 

l’USTHB dans le but d’investiguer l’effet de la Ciclosporine sur la réponse immunitaire induite 

par le venin de l’Androctonus australis hector et sa fraction toxique Ftox G50, ainsi que 

d’explorer l’effet du traitement sur les altérations tissulaires engendrées par l’envenimation, où 

différents paramètres inflammatoires ont été explorés ainsi qu’une étude histologique.  

 

II.1. Matériel  

II.1.1. Matériel biologique  

a. Souris  

L’étude a  été faite sur des souris adultes mâles de souche NMRI (Naval Medical 

Research Institute) de 15 à 20 g, fournies par l’animalerie du service de Pharmaco-Toxicologie 

de la filiale SAIDAL-Antibiotical de Médéa. 

Les souris utilisées ont été gardées à l’animalerie de la faculté des Sciences Biologiques, 

à l’Université des Sciences et de la Technologie, Houari Boumedienne (U.S.T.H.B) dans des 

conditions expérimentales optimales (température et humidité) et nourries avec un régime normal 

constitué de l’aliment de base et l’eau de robinet. 

b. Venin  

Le venin d’Aah fourni par le laboratoire de Biologie Cellulaire et Moléculaire de la 

Faculté des Sciences Biologique (FSB),  est obtenu après stimulation électrique, il est par la suite 

lyophilisé et stocké à 4°C. 

Le venin est reconstitué dans de l’eau physiologique stérile (NaCl à 0.9 %) puis centrifugé 

à 14000 g pendant 10 minutes à 4°C. Il a été aliquoté et conservé à -20°C jusqu’à son utilisation.     

c. Fraction toxique Ftox G50  

La fraction toxique majoritaire Ftox G50 est obtenue après le fractionnement du venin 

brut d’Aah par chromatographie d’exclusion moléculaire sur un gel séphadex G-50. Cette 

fraction est toxique à une dose létale de 13 g/ 20g de souris par voie intrapéritonéale (i.p). Elle 

est principalement constituée de neurotoxines longues agissantes sur les canaux sodiques. 
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d. Ciclosporine   

La Ciclosporine utilisée dans cette étude est la Sandimmun Neoral de la firme NOVARTIS. 

Cet immunosuppresseur fréquemment utilisé pour les rejets de greffes a été administré à raison 

de 10mg/Kg en deux injections par jour avec un espacement de 6h entre chacune.   

II.1.2. Matériel non biologique  

Les produits chimiques de bonne qualité analytique, les réactifs et l’appareillage utilisé pour la 

réalisation des différentes expérimentations sont représenté dans la partie annexe (Annexe I). 

II.2. Méthodes  

II.2.1. Démarche expérimentale   

Deux groupes de 30 souris chacun ont été utilisés dans cette étude ; le premier groupe à 

reçu par voie orale deux prises journalières à un intervalle de 6 heures de la ciclosporine (3 g/g 

de souris dissout dans 50 l d’eau). Le prétraitement avec la ciclosporine a duré 21 jours afin 

d’inhiber spécifiquement l’activité des lymphocytes T.  

Le deuxième groupe a reçu de l’eau dans les mêmes conditions que le premier groupe prétraité 

avec la ciclosporine; c’est le groupe témoin non traité.  

Le groupe prétraité est ensuite réparti en 3 lots à raison de 10 souris par lot et dont le 1er 

a servi de témoin et a reçu une injection d’eau physiologique stérile (NaCl à 0.9 %) par voie i.p ; 

le second lot de souris a reçu une dose sublétale du venin d’Aah par i.p. (10 g/20g) et le 3ème lot 

est  soumis à une injection par voie i.p. d’une dose sublétale de la Ftox G50 (8 g/ml). De la 

même manière, le groupe non traité a été subdivisé en 3 lots ayant reçu les mêmes injections que 

les 3 premiers lots cités précédemment (Figure 4). 

Les souris de tous les lots ont été sacrifiées 3 heures après l’injection du venin, de la Ftox 

G50 ou de l’eau physiologique. Le sang récupéré après sacrifice des souris, a été soumis à une 

centrifugation de 3000 g pendant 10 minutes pour séparer les sérums qui ont été conservés au 

frais à -20°C pour le dosage des différents paramètres biochimiques (Figure 4). 

 Le foie, la rate, le cœur et les poumons ont été prélevés, lavés au tampon PBS (0,1M pH 

7,4) et broyés dans un volume, égal à 9 fois le poids initial de l’organe, de tampon Tris-HCL à 

0,1  Triton x 100 (0,05M pH 7,4) et à une température de 4°C. Le broyat des organes a subi  
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des séries de congélation et de décongélation pour accentuer la lyse cellulaire et la dégranulation 

des polynucléaires granulocytes avant qu’il soit centrifugé (10000 g/20 minutes à 4°C) pour la 

récupération du surnageant (Annexe II).    

II.2.2. Exploration de la réponse immunitaire et inflammatoire  

II.2.2.1. Comptage différentiel des leucocytes sur frottis sanguin 

L’analyse du frottis sanguin permet de déterminer quantitativement et qualitativement des 

éléments figurés présents dans le sang. 

Dans cette étude, le frottis sanguin a été effectué pour étudier le recrutement des 

leucocytes au niveau sanguin ou leur migration vers les tissus après chaque traitement.  

 Après sacrifice des souris, une goutte de sang de chaque souris a été étalée en couche 

mince sur des lames porte-objet. Après séchage à l’air libre, les lames ont été fixées avec le May-

Grünwald pendant 3 minutes puis avec le colorant Giemsa (dilué à 1/10) pendant 20 minutes. 

Après coloration, les lames ont été rincées à l’eau courante, séchées et observées au microscope 

photonique Gx100. 

 L’examen microscopique a permis de déterminer le pourcentage relatif de chaque type de 

leucocyte (polynucléaires neutrophiles, lymphocytes et monocytes) par un comptage différentiel 

portant sur 100 cellules. 

II.2.2.2. Dosage des marqueurs inflammatoires  

 Détermination de l’activité de la Myéloperoxydase neutrophile (MPO)  

La myéloperoxydase  est une enzyme hémique contenue dans les granules azurophiles 

des cellules polynucléaires neutrophiles. Elle exerce une action bactéricide et antimicrobienne 

en produisant des espèces oxydantes telles que l’acide hypocloreux (HClO). Ce dernier est 

capables de détruire les capsules polysaccharidiques bactériennes résistantes aux enzymes 

protéolytiques (Tobler et Koeffler, 1991 ; Klebanoff, 1999).  
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Des concentrations élevées en MPO dans le plasma, dans les liquides biologiques et dans 

les tissus, sont marqueurs d’une activation et une infiltration des neutrophiles (Serteyn et al., 

2003). 

L’activité de la MPO a été estimée par la méthode colorimétrique de Bradely, 1983. Un 

volume de 20 l d’échantillons (sérum ou surnageant d’organes) est homogénéisé avec 960 µl 

de milieu réactionnel contenant 0,167 mM d’O-dianisidine préparé dans du tris-HCl 50 mM;pH 

6,6 et H2O2 8,8 mM) (Annexe II). 

 L'activité enzymatique a été déterminée en mesurant les variations de l'absorbance (DO) 

de chaque échantillon toutes les 60 secondes sur une période de 5 minutes à 460 nm et l’activité 

est exprimée en ∆DO/min/mg de protéines. 

 Dosage de la Peroxydase Eosinophile (EPO)  

La peroxydase éosinophile est une enzyme sécrétée par les cellules polynucléaires 

éosinophiles activées dans des conditions variant d’une inflammation ou une réaction allergique, 

à une défense antiparasitaire (Gleich, 2000). 

Cette enzyme peut avoir comme substrat, le peroxyde d'hydrogène (H2O2) en présence 

soit du bromide (Br−), du nitrite (NO2
−), ou du thiocyanate (SCN−) pour produire respectivement 

de l’acide hypobromeux (HOBr), le dioxyde d'azote (NO2) et l’acide hypothiocyanite (HOSCN). 

Ces produits sont des oxydants capables d’engendrer un stress oxydatif au sein d’une cellule ainsi 

que la lyse de sa membrane plasmique (McCormick et al., 1994 ; Wang et Slungaard, 2006).  

 Le dosage de la peroxydase éosinophile révèle l’infiltration des éosinophiles et leur 

activation. Il a été effectué par la micro-méthode colorimétrique de Schneider et al. (1997).  Dans 

une microplaque, 50 µl d’échantillon (sérum ou surnageant) ont été déposés en présence de 100 

l de solution tampon Tris 0,05 M pH 8 contenant l’O- Phényl-enédiamine-Dihydrochloride 

(OPD) (20 mg) et l’H202 (Annexe II).  

 La plaque a été mise en incubation à l’abri de la lumière pendant une heure à 37°C. 

L'évaluation de l'activité enzymatique est réalisée après la lecture de l'absorbance à l'aide d'un 

lecteur de plaques à 490 nm. Les résultats ont été exprimés en ∆DO/min/g de protéines. 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Dioxyde_d%27azote
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McCormick%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7961724
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 Dosage des protéines   

 La concentration des protéines dans chaque échantillon (sérum ou surnageant d’organes) 

a été estimée suivant la méthode de Bradford (1976).  

C’est une méthode colorimétrique quantitative basée sur l’utilisation de colorant, le bleu de 

Coomassie qui forme un  complexe avec les acides aminés basiques (arginine, histidine, lysine) 

et les résidus hydrophobes des acides aminés présents dans les protéines. La formation de ce 

complexe est proportionnelle à la concentration des protéines et est suivie par l’absorbance à 595 

ηm (Bradford, 1976). 

 Un volume de 100 µl d’échantillon est mélangé avec 1ml du réactif de Bradford ; 

l’absorbance est mesurée à 595 nm avec un spectrophotomètre après 2 minutes d’incubation à 

l’obscurité. La quantité en microgramme des protéines est déterminée par extrapolation des 

valeurs de l’absorbance des échantillons sur une courbe étalon standard (DO=f ([BSA µg]) 

obtenue après dilution du sérum albumine bovine (BSA), utilisé comme protéine de référence 

(Annexe II et III).   

II.2.2.3. Evaluation du stress oxydatif   

Le stress oxydant est caractérisé par un déséquilibre entre la production des espèces 

réactives de l’oxygène et les capacités antioxydantes de l’organisme. Cet état est observé dans 

de nombreuses pathologies où des altérations des composants cellulaires, dues aux réactions 

chimiques des espèces oxygénées réactives avec les lipides, les protéines et les acides nucléiques 

cellulaires, sont retrouvées (Michel et al., 2008). 

De multiples structures moléculaires peuvent servir de cible aux espèces oxygénées 

réactives conduisant alors à différents produits de dégradation dont le dosage permet l'évaluation 

indirecte du stress oxydatif (Lefèvre et al., 1998).  

 Afin d’évaluer le stress oxydatif induit par le venin d’Aah et sa fraction toxique Ftox G50 

en absence ou en présence du prétraitement à la Ciclosporine, deux médiateurs pro-oxydants ont 

été dosés, les nitrites résiduels et le malondialdéhyde qui est un marqueur de la peroxydation 

lipidique. 
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 Dosage du Malondialdéhyde (MDA)   

Le malondialdéhyde est l’un des produits terminaux formés lors de la décomposition des 

acides gras polyinsaturés, une décomposition médiée par les radicaux libres qui sont générés lors 

du stress oxydatif  (Favier, 1997). 

 Ce phénomène  est évalué grâce à un test colorimétrique quantitatif en utilisant l’acide 

thiobarbiturique (TBA). La technique est fondée sur la détermination de la concentration en 

malondialdéhyde (MDA), le produit final de la peroxydation lipidique. Le MDA forme en 

présence du TBA, dans un milieu acide et à haute température, un complexe de pigmentation 

rose dont l’optimum de son absorbance est lu à 532 nm (Kummar et al., 2003).  

 Les concentrations en malondialdéhyde ont été mesurées dans le sérum. Après avoir 

déprotéinisés les échantillons par l’acétonirile, 100 µl de chaque échantillon est mélangé avec 

375 µl de l’acide acétique (pH 3,5) à 20%, 50 µl de sodium dodécylsulfate (SDS) à 8,1% préparé 

dans l’acide acétique, 375 µl de TBA à 0,8% et 100 µl d’eau distillée. Le mélange est chauffé à 

une température de 95-100°C pendant une heure puis directement refroidie dans un bain glaciale. 

La  DO est par la suite mesurée à 532 nm et les résultats sont exprimés par UDO/mg de protéines 

(Annexe II). 

 

 Dosage du Monoxyde d’Azote (NO)  

L’oxyde nitrique (NO)  joue un rôle clé dans les mécanismes physiologiques, et dans un 

état pathologique, tel qu’une inflammation, sa production est augmentée. C’est une molécule 

instable qui se transforme dans l’organisme en nitrites (NO2) et nitrates (NO3) en présence 

d’oxygène. Ces deux métabolites, beaucoup plus stables, constituent un moyen indirect pour 

doser la production du NO dans les milieux biologiques (Navarro-Gonzalvez et al., 1998). 

 La  production de NO dans le sérum et les surnageants des organes, a été évaluée par la 

détermination de la concentration de son métabolite physiologiquement stable, les nitrites (NO2
-

). Les teneurs en nitrites ont été évaluées selon la méthode de Griess (Green et al.,1981 ; Sun, 

2003).  
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 Les échantillons ont été déprotéinisés par l’acétonirile (v/v) ensuite déposés dans une 

microplaque de 96  puits à raison de 50 µl/puits, le réactif de Griess (2% de sulfanilamide et 0.1 

% naphthyl-enediamine hydrochloride dans l’acide orthophosphorique) est rajouté  dans chaque 

puits. Après une incubation de 20 minutes à l’obscurité, l’absorbance est mesurée à 540 nm en 

utilisant un lecteur de microplaques. La détermination de la concentration des nitrites a été faite 

par extrapolation de la valeur des DO obtenues sur la courbe étalon de la DO en fonction de la 

concentration de NaNO2 (Annexe II et III).   

II.2.3. Etude histologique  

 Une étude anatomopathologique des poumons a été entreprise dans le but de mettre en 

évidence les altérations tissulaires engendrées par le venin d’Aah et la fraction Ftox G50 en 

présence et en absence de prétraitement par la ciclosporine. 

Les organes ont été prélevés et lavés soigneusement dans le tampon PBS puis 

immédiatement fixés dans un fixateur tamponné (formaldéhyde 4% préparé dans du PBS de 

0,1M à pH 7,4) pendant 24 à 48 heures. Après fixation, ils ont été déshydratés dans des bains 

d’alcool de concentrations croissantes (70°, 90° et 100°) puis éclaircies par deux bains de xylène 

de 15 minutes chacun. Après cette étape, les organes ont été imprégnés directement dans de la 

paraffine fondue à 60°C durant 24 heures.  

Après l’étape de l’enrobage dans la paraffine, les organes ont été confectionnés en blocs 

et ajustés aux cassettes pour être coupés à l’aide de microtome en coupes régulières de 3 m. Les 

coupes ont été étalées sur des lames de verre, déparaffinées, réhydratés avant d’être colorées à 

hématoxyline-éosine qui colorent le noyau en violet et le cytoplasme et en rose.  Le montage des 

coupes a été réalisé à l’aide d’Eukit, afin d’éviter leur desséchement. L’étape de confection des 

coupes ainsi que la coloration ont été réalisées au niveau du laboratoire d’Anatomie Pathologique 

du service de Cytologie au niveau de Centre Hospitalier Universitaire Nafissa Hamoud. 

L’observation microscopique et la prise des photos ont été réalisées à l’aide d’un appareil 

photo couplé au microscope optique (Motic digital microscope B1) au niveau du laboratoire de 

Biochimie, Immunologie et biothérapie innovante de l’USTHB et cela au grossissement x 40.  

 

II.2.4. Expression statistique des résultats  
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Tous les résultats ont été exprimés en moyenne ± écart type, et la comparaison entre les 

différentes moyennes a été effectuée  par  le test de Student à l’aide du logiciel SPSS.   

 La comparaison des moyennes a été effectuée d’une part, entre le lot témoin injecté par 

l’eau physiologique et celui injecté par le venin d’Aah et la fraction Ftox G50 pour le groupe non 

traité par la ciclosporine et dont la signification statistique est représentée par un astérisque () 

et d’autre part, entre les lots injectés par le venin et la fraction des groupes traités et non traité 

par la ciclosporine, la signification statistique pour ces derniers est exprimée par un carré ().  

Le degré de la signification statistique est en fonction de la valeur de la probabilité P, il est :  

 

Significatif ( ou ) si p  0,05 

Très significatif ( ou  ) si p  0,01 

Hautement significatif ( ou ) si p  0,001 
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III.1. Effet de la ciclosporine sur la migration des leucocytes vers le sang périphérique 

induite par le venin et sa fraction toxique  

Dans le but d’évaluer l’effet du prétraitement à la ciclosporine sur le flux des leucocytes 

dans le sang des souris envenimés par une dose sublétale du venin de l’Aah (10 µg/20g) ou de 

sa fraction toxique Ftox G50 (8 µg/ml), le pourcentage relatif des différentes leucocytes 

sanguins (polynucléaires, lymphocytes et monocytes) a été établit à partir de frottis sanguins. 

 

Chez les souris injectées avec une dose sublétale du venin d’Aah, une diminution très 

significative (P=0.001) du pourcentage des lymphocytes (45,248± 9,634) a été observée en 

comparaison au lot témoin (67± 5,788) ; alors que le pourcentage des granulocytes (54,653± 

0.0015) quant à lui a augmenté de façon moyennement significative (P= 9,706) par rapport au 

témoin (28± 6,2024). Un profil comparable à celui du venin a été observé avec la fraction Ftox 

G50 ; une diminution hautement significative (P= 0.0004) du pourcentage de lymphocytes 

Figure 6. Effet de la ciclosporine sur la migration des leucocytes vers le sang 

périphérique induite par le venin et sa fraction toxique 
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(45,333± 2,666), accompagné d’une augmentation moyennement significative (P= 3,833) de 

celui des granulocytes (52,333± 3,833) (Figure 6). 

Ces résultats obtenus avec le venin et la fraction corroborent avec ceux obtenus par des 

études antérieures indiquant que le venin d’Aah provoque une hyperleucocytose à 

prédominance granulocytaire (neutrophilique) au niveau du sang périphérique avec un pic 

obtenu entre 2 et 4 heures post-injection selon le mode d’injection ( Hammoudi-Triki et al., 

2007 ; Adi-Bessalem et al., 2008 ; Sami-Merah et al.,2008 ).  

Une infiltration similaire des cellules immunitaires a été observée dans différents 

modèles expérimentaux envenimés par d’autres venins de scorpion ou des toxines purifiées 

(Rodríguez et al., 2015 ; Medjadba et al.,2015 ).  

En effet, la diminution des lymphocytes vs les granulocytes suite à l’injection du venin 

pourra être expliquée aussi par la migration des lymphocytes du compartiment sanguin vers les 

tissus et organes lymphoïdes secondaires sièges de réponse immunitaire inflammatoire.  

Par ailleurs, chez le lot prétraité à la ciclosporine et injecté par la Ftox G50, le 

pourcentage des lymphocytes (26,888±5,185) a diminué de manière hautement significative 

(P=0.0001) tandis que le pourcentage des granulocytes (71,888±5,481) a connu une 

augmentation hautement significative (P=0.0001) comparativement au lot non traité (Figure 6).  

Le lot prétraité à la ciclosporine et injecté par le venin d’Aah a révélé un profil similaire 

à celui rencontré pour la fraction, une diminution du pourcentage des lymphocytes avec une 

augmentation des granulocytes qui reste statistiquement non significatif. La migration des 

monocytes vers le sang périphérique n’a pas connus de variations significatifs à travers les 

différents lots (Figure 6).  

Les résultats trouvés dans cette étude sont en accord avec ceux notés par Kabrine et 

Laraba en 2014 qui ont démontré qu’un prétraitement de 21 jours avec la tacrolimus 

(inhibiteurs spécifique des lymphocytes T) administrée à une dose de 1mg/kg  a diminué 

significativement la migration des leucocytes vers les tissus, 30 minutes et 3 heures après 

l’injection du venin et ce qui augmente leur concentration au niveau du sang périphérique  

(Kabrine et Laraba, 2014 ). 

La ciclosporine inhibe la différentiation et l’activation des lymphocytes en bloquant les 

voies de signalisation indispensables à ces phénomènes. Elle exerce son action 
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immunosuppressive en bloquant la voie MAP Kinases P38 et JNK, impliquées dans la 

transcription des gènes qui codent pour les cytokines pro-inflammatoires chez les lymphocytes, 

en l’occurrence ceux  de l’IL-1, l’IL-2, IL-6 et le TNFα (Dong et al., 2000 ;  Matsuda et 

Koyasu, 2000 ; Kumar et al., 2003).  Cela pourra expliquer d’une part la diminution de 

pourcentage de  lymphocytes sous l’effet du prétraitement mais d’autre part révèle une probable 

implication de ces leucocytes au cours de la réponse immunitaire induite par le venin d’Aah.  

L’IL-1 demeure une cytokine clé dans le phénomène de migration leucocytaire, elle 

augmente l’expression des facteurs d’adhésion sur les cellules endothéliales ce qui facilite 

l’infiltration des leucocytes par diapédèse (Dinarello  et al., 2011 ; Schett et al ., 2013). 

L’inhibition des voies de signalisation aboutissant à la transcription de l’IL-1 par la ciclosporine 

influence directement la migration des leucocytes et explique probablement les résultats 

obtenus pour le prétraitement.   

En effet, l’inhibition des lymphocytes T par la ciclosporine diminue le processus inflammatoire 

général d’où son utilisation, en dehors des greffes d’organes,  dans le traitement de plusieurs 

pathologies inflammatoires notamment les connectivites telles que la polyarthrite rhumatoïdes, 

le syndrome néphrotique,   uvéite (maladie de Behçet) et le psoriasis, il a été démontré que le 

traitement par la ciclosporine réduit significativement les signes inflammatoire et l’infiltration 

leucocytaire dans les tissus foyers inflammatoires, observée au cours de ces maladies  (Patil et 

al., 2012 ; Soriano et al., 2015 ; Kumar, et al., 2016). Ces constatations peuvent expliquer en 

partie l’augmentation des granulocytes dans le compartiment sanguin lors de l’injection du 

venin ou de la  Ftox G50 aux lots prétraités, les granulocytes se concentrent dans le sang 

périphérique qui reflète la diminution de leur migration  vers les tissus.  

 

III.2. Effet de la ciclosporine sur la dégranulation des polynucléaires neutrophiles induite 

par le venin et sa fraction toxique  

La migration des leucocytes du compartiment vasculaire, vers le site de lésion est un 

événement clé dans l'inflammation. Les polynucléaires neutrophiles sont les premières cellules 

leucocytaires qui arrivent aux sites de l’infection. Ces cellules, impliquées à la fois dans 

l'immunité innée et adaptative, participent crucialement à la physiopathologie de 

l’envenimation par son pouvoir phagocytaire, la libération des médiateurs chimioattractant ainsi 

que ses capacités cytotoxique assurées par son arsenal enzymatique.      

http://www.nature.com/nm/journal/v19/n7/abs/nm.3260.html#auth-1
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/2024-globules-blancs-polynucleaires-et-lymphocytes
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La MPO est la protéine majeure des granules cytosoliques des neutrophiles. Cet enzyme 

est l'un des acteurs clé dans les fonctions de ces granulocytes (Odobasic et al., 2016). Elle est 

rapidement libérée par les neutrophiles suite à leur activation et dégranulation (Bentwood and 

Henson, 1980 ; Van der Veen et al., 2009 ; Odobasic et al., 2013). 

 Plusieurs études ont montré que le venin d’Aah et ses fractions toxiques et non toxiques 

activent les polynucléaires neutrophiles et stimulent la dégranulation rapide et massive de ces 

cellules dés les premières heures de l’envenimation ce qui augmente l’activité de l’MPO (Adi-

Bessalem et al., 2008 ; Sami-Merah et al.,2008 ; Raouraoua-Boukari et al., 2012).  

Les résultats obtenus dans notre étude viennent confirmer ces aboutissements. 

L’injection du venin d’Aah et la  Ftox G50 augmente d’une manière hautement significative  

l’activité de la MPO sérique, 3 heures après injection, par rapport au témoin  qui enregistrant 

une activité de 0,039± 0,010  contre 0,160± 0,034 (P= 1,08.10-6) et 0,213±0,068 (P=1,21.10-5) 

pour le venin et la fraction respectivement (Figure 7). 

 

Figure 7. Effet de la ciclosporine sur la dégranulation des polynucléaires 

neutrophiles induite par le venin et sa fraction toxique au niveau sérique 
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Figure 8. Effet de la ciclosporine sur la dégranulation des polynucléaires neutrophiles 

induite par le venin et sa fraction toxique au niveau des surnageants d’organes 

Cependant, le prétraitement à la ciclosporine a réduit significativement (P= 0,015) cette 

activité lors de l’injection du venin d’Aah (0,081± 0,007) et non significativement pour 

l’injection de  la fraction toxique (0,17± 0,03) (Figure 7). Cela rejoigne les résultats enregistrés 

avec la tacrolimus où une diminution significative de l’activité MPO sérique a été enregistrée 

30 minutes et 3 heures après l’injection du venin d’Aah (Kabrine et Laraba, 2014).    

Les résultats obtenus démontrent d’une part, l’effet modulateur indirect de la 

ciclosporine sur l’activation des polynucléaires neutrophiles  par une probable action de 

lymphocyte T et d’une autre part l’implication de ces derniers dans la réponse inflammatoire 

induite par le venin d’Aah.  
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En outre,  l’activité de la MPO a aussi été mesurée aux niveaux des surnageant des 

homogénats de rates, en tant qu’organe lymphoïde lieu de la réponse immunitaire, mais 

également dans les poumons, cœurs et foies en tant qu’organes sièges important de 

l’inflammation et l’infiltration leucocytaire au cours de l’envenimation scorpionique. Dans des 

modèles expérimentaux d’envenimation par le venin total d’Aah, sa fraction toxique ou par ses 

toxines purifiées (Aah I et II), une inflammation leucocytaire à prédominance lymphocytaire et 

neutrophilique à été décrite, avec un pic de l’activité MPO situé entre 30 minutes  à 6 heures 

post injection. Suivant le mode d’injection utilisé, l’infiltration est plus rapide pour une 

injection i.p que celle d’une injection sous cutané (Adi-Bessalem et al., 2008 ; Sami-Merah 

et al.,2008 ; Medjadba et al.,2015 ).  

 Les résultats obtenus corroborent avec ceux cités précédemment, l’injection de souris 

avec la dose sublétale du venin a provoqué une augmentation significative de l’activité de la 

MPO au niveau des organes étudié et de façon très significative dans la rate (22,659±9,592 ; 

P=0,005) et le foie (8,906±4,327 ; P=0,006). Le prétraitement à la ciclosporine a 

considérablement réduit cette activité au niveau de ces organes (Figure 8). 

 Chez les souris envenimées par la fraction toxique, les résultats ont déployés une allure 

semblable au venin avec une augmentation moyennement significative (P=0,006) de l’activité 

de la MPO neutrophile au niveau du foie (3,127±0,765) comparativement au lot témoin 

(0,930±0,691). Cette augmentation est diminuée chez le lot prétraité à la ciclosporine de façon 

hautement significative (P=3,69.10-5) au niveau des poumons (5,721±1,262)  (Figure 8). 

L’axe lymphocytes T- neutrophiles au cours d’un processus inflammatoire reste 

méconnu. Néanmoins,  certaines études ont signalés l’importance des cytokines pro-

inflammatoires libérées par les lymphocytes T dans l’activation des neutrophiles en réponse à 

certaines infections bactériennes ou au cours de certaines pathologies telles que l’asthme et 

l’allergie (Walker et al., 2013 ; Artis et  Spits, 2015 ; Tait Wojno, 2016 ). 

A titre d’exemple, les cytokines de la voie Th2 (IL-5, IL-6, IL-10 et l’IL-13) sont 

indispensables et induisent l’activation des polynucléaires éosinophiles (Tao et al., 1997 ; So  

et al., 2006 ; O’Shea et al., 2010). La transcription de ces cytokines est médiée par des facteurs 

de transcription, JNK et NFAT, et des voies de signalisation sensibles à l’action de la 

ciclosporine (Rao et al., 1997 ; Shigeo et Satoshi, 1999).  
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L’inhibition des lymphocytes T ainsi leurs cytokines par la ciclosporine pourrait 

expliquer la baisse enregistrée dans l’activation et la dégranulation des neutrophiles en réponse 

au venin et à sa fraction toxique, enregistrée pour les lots prétraités. Elle révèle également 

l’implication et la collaboration existant entre les lymphocytes T et les neutrophiles dans la 

genèse de l’inflammation suite à l’envenimation scorpionique. Elle laisse à proposer qu’une 

partie de l’activation et l’infiltration des neutrophiles en réponse au venin d’Aah est 

probablement assurée par une implication indirecte des lymphocytes T par le biais des cytokines 

qui offre aux polynucléaires neutrophile un environnement cytokinien favorable à leur 

activation.  

III.3. Effet de la ciclosporine sur la dégranulation des polynucléaires éosinophiles 

induite par le venin  

Les polynucléaires éosinophiles sont des cellules classées comme appartenant à la 

réponse immunitaire innée, elles jouent un rôle primordial dans certains mécanismes de défense 

essentiellement lors de la réponse antiparasitaire, inflammatoire et allergique.   

 

Figure 9. Effet de la ciclosporine sur la dégranulation des polynucléaires 

éosinophiles induite par le venin au niveau sérique 
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L'EPO est une enzyme typique des polynucléaires éosinophiles, elle est qualifiée comme 

un marqueur de l'inflammation et de la de séquestration des éosinophiles au niveau tissulaire 

(Hogan et al., 2014 ; Kawa et Janson, 2016). 

Chez les souris injectées  par le venin de l’Aah, l’activité de l’EPO sérique (1,27± 0,29) 

est augmentée de manière hautement significative (P= 0,0007) comparativement au lot témoin 

(0,507± 0,126) (Figure 9).  

En plus, l’activité EPO a été déterminé au niveau des surnageants de la rate, le foie, les 

poumons et le cœur. Les résultats obtenus ont appuyé la dégranulation des polynucléaires 

neutrophiles suite à leur réponse vis-à-vis de constituants du venin d’Aah. Cette activité est 

augmentée après injection i.p du venin par rapport aux témoins qui ont reçu une injection de 

l’eau  physiologique par la même voie (Figure 10).  

Figure  10. Effet de la ciclosporine sur la dégranulation des polynucléaires 

éosinophiles induite par le venin au niveau des surnageants d’organe 
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L’augmentation est moyennement significative pour la rate et le cœur ; elle augmente 

dans la rate de  9,79± 3,55 pour le témoin à 33,93± 11,17 pour l’envenimé avec une P=0,001. 

Elle enregistre dans le cœur une élévation moyennement significative (P=0,005) de (55,53± 

15,83) contre un témoin de (36,76± 17,04). L’activité EPO augmente significativement dans 

les poumons, elle est de (25,21± 2,72)  pour le venin par rapport au témoin  (12,48± 5,84)  

(Figure 10).    

 En effet ces obtentions corrèlent avec ceux déjà démontrés, le venin d’Aah a comme 

effet d’induire une migration des polynucléaires éosinophiles vers les sites inflammatoires et  

la dégranulation de ces cellules. Ce phénomène se traduit par une augmentation de l’activité 

EPO au niveau sérique mais également dans le surnageant des organes principalement les 

poumons, le cœur, le foie et les reins (Adi-Bessalem et al., 2008 ; Adi-Bessalem et al., 2011 ; 

Lamraoui et al., 2015 ; Medjadba et al.,2015 ).  

 L’injection d’une dose sublétale du venin d’Aah, sa fraction toxique et non toxique Ftox 

G50 et F1 respectivement ont engendré une hausse significative de l’activité EPO dans le cœur, 

le liquide intrapéritonéale et broncho-pulmonaire (Adi-Bessalem et al., 2011 ; Sami-Merah et 

al., 2008 ; Yousfi-Chair et al., 2015).   

Par ailleurs, le prétraitement à la Ciclosporine a réduit cette activité de façon 

moyennement significative (0,559± 0,190) (P=0,002) au niveau sérique (Figure 8). Ce résultat 

s’accorde avec celui obtenu avec la tacrolimus, le prétraitement avec cet immunosuppresseur a 

diminué d’une manière hautement significative l’activité EPO dans le sérum des souris suite à 

l’injection du venin d’Aah, cet effet a été remarqué 30 minutes après l’injection et s’étale 

jusqu’à 24 heures post injection (Kabrine et Laraba, 2014).    

En plus, la ciclosporine a baissé d’une attitude  hautement significative au niveau de la 

rate (5,89± 1,27) et le cœur (18,44± 5,80) avec une (P= 0,0004) et (P= 0,0006) respectivement 

par rapport au lot injecté seulement par le venin sans le prétraitement (Figure 10).  

A la base de ces résultats, on peut suggérer que la ciclosporine influence le déroulement 

de la réponse immunitaire au niveau de la rate, elle exerce probablement un effet inhibiteur sur 

l’activité des polynucléaires neutrophiles en réduisant leur dégranulation ainsi leur infiltration 

vers dans les tissus pulmonaires, cardiaque et hépatique expliquant de ce fait la baisse de 

l’activité EPO dans ces organes.    
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 La ciclosporine cible principalement les lymphocytes T, elle inhibe la différentiation de 

ces cellules  en bloquant deux voies indispensables à l’activation et à la transcription des 

cytokines pro-inflammatoire, c’est les voies calcineurine-NFAT et P38 et JNK. Ces cytokines 

ont une action importante sur les autres cellules durant la réponse immunitaire, en particulier 

au cours de l’inflammation (Koyasu et Matsuda, 2000).  

 Des études portant sur la compréhension des mécanismes moléculaires dirigeant 

l’activation des polynucléaires éosinophiles dans  certaines pathologies inflammatoires, telle 

que l’asthme, ont décrit que les cytokines de la voie Th2 spécifiquement l’IL-5, IL-13 et IL-4 

sont des promoteurs indispensables à la l’activation et la dégranulation des éosinophiles et sont 

responsables à l’éosinophilie observée au cours de ces pathologies (Perkins et al., 2006 ; Kawa 

et Janson, 2016). La diminution de ces cytokines sous l’effet de la ciclosporine influence les 

éosinophiles et limite leur activation en réponse à l’injection du venin d’Aah.  

 En effet, L’inhibition des lymphocytes T, une source extrêmement importante de 

cytokines peuvent donner une explication pronostique de la baisse rencontrée dans l’activité de 

l’EPO  après prétraitement par la ciclosporine. Cette suggestion est confortée par des études 

antérieures qui mettent en évidence l’implication des cytokines de la voie Th2 dans la réponse 

immunitaire induite par le venin d’Aah ou d’autres espèces de scorpions (Petricevich et Peña, 

2002 ; Adi-Bessalem et al., 2008 ; Ladjel-Mendil et al., 2012 ; Adi-Bessalem et al., 2015).   

 

III.4. Effet de la ciclosporine sur le stress oxydatif induit par le venin et sa fraction toxique 

 La réponse inflammatoire observée lors de l’envenimation scorpionique est l’action 

synergique des cellules inflammatoires, d’enzyme et de divers métabolites, responsables de la 

perturbation de l’homéostasie et des troubles rencontrés lors des envenimations. En effet, les 

venins de scorpions peuvent stimuler la génération des espèces réactives oxygénées qui 

engendrent un déséquilibre avec une superproduction de radicaux libres et/ou une défaillance 

des systèmes antioxydants qui mène à des altérations structurelles et fonctionnelles  (Nouira et 

al., 2005 ; De Matos et al., 2001 ; Petricevich , 2010 ; Adi-Bessalem et al., 2015 ).    

 Afin d’évaluer l’effet de la ciclosporine sur le stress oxydatif induit par le venin ou sa 

fraction Ftox G50, nous avons dosé dans le sérum deux médiateur du système pro-oxydant : le 

NO en évaluant le taux de son dérivé oxygéné les nitrites, ainsi que le MDA qui indique une 

peroxydation lipidique.   
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III. 4.1. Evaluation de taux des nitrites résiduels 

Le dosage des nitrites résiduels est une évaluation indirecte du taux de NO, cette espèce 

réactive d’oxygène est impliqué dans de nombreux processus physiologiques tels que la 

vasodilatation, la régulation de la tension artérielle, la neurotransmission et les réactions 

inflammatoires et immunitaires (Petricevich, 2004). Cependant, il joue également un rôle 

important au cours des processus pathologiques tel que l’envenimation scorpionique (Moncada 

et al., 1991, Davies et al., 1995, Pessini et al., 2006, Petricevich, 2010). 

Le NO est formé par des enzymes NO Synthase, Trois isoformes de NO Synthase ont 

été décrites ; NOs n (NOs neuronales ou type 1), NOs e (NOs endothéliales ou type 3) et NOs 

i (NOs inductible ou type 2). Les types 1 et 3 sont des isoformes constitutives, calcium 

dépendantes et produisant de faibles quantités de NO à l'état basal (de l'ordre de la µmole) 

(Davies et al., 1995). 

Tandis que le type 2 est une isoforme inductible, calcium indépendante et pouvant 

produire d'importantes quantités de NO, retrouvée essentiellement dans les cellules 

immunitaire, notamment le macrophage et constitue une arme indispensable à la fonction de 

défense (Davies et al., 1995 ; Sennequier et Vadon Le Goff, 1998). 
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Figure 11.  Effet de la ciclosporine sur la production du NO au cours de la réponse 

immunitaire induite par le venin et sa fraction toxique 
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Le venin d’Aah et la fraction toxique ont provoqué, après 3heures d’injection, une 

augmentation significative de (26,79±8,27) et (30,5±7,87) respectivement (P= 0,04 et 0,01) du 

taux de nitrites face au lot témoin (12,12±1,5) (Figure 11). L’augmentation des nitrites sérique 

et par conséquence le NO a été mentionné dans plusieurs études portant sur l’injection du venin 

total, fraction toxique ou les toxines purifiées du venin d’Aah (Djenah et Laraba, 2015 ; 

Lamraoui et al., 2015, Adi-Bessalem et al., 2015). 

Ces résultats sont en accord avec d’autres études qui ont rapporté que l’injection du 

venin d’Aah, de sa fraction toxique G-50 et sa toxine majoritaire Aah II induisent une 

augmentation des concentrations plasmatiques des nitrites reflétant la production du monoxyde 

d’azote (Raouraoua-Boukari et al., 2012).  

D’autres travaux ont également montré l’augmentation  du NO dans des cas cliniques, 

chez des personnes piquées par le scorpion de Tityus serrulatus et chez des modèles 

expérimentaux  (Petricevich et Alves, 2000; Petricevich et Peña, 2002). 

Le prétraitement à la Ciclosporine a réduit cette hausse avec une haute significativité 

(P= 0,0004), le taux de nitrites résiduels enregistré a été de (10,025±2,22) par rapport celui 

observés chez le lot non prétraité (30,5±7,875), ces résultats révèle encore une fois l’effet 

immunomodulateur et anti-inflammatoire de la ciclosporine au cours d’un processus 

inflammatoire comme l’envenimation (Figure 11).   

 La cyclosporine inhibe les lymphocytes T en bloquant les voies Calcineurine-

NFAT, P38 et JNK, elle attenue l’activation et l’expression des cytokines pro-inflammatoires 

comme l’IL-1 et l’IL-2 qui joue un rôle primordiale dans la production de NO par les cellules 

inflammatoires (Matsuda et Koyasu, 2000). Cela pourra justifier la réduction du taux de NO 

au cours de l’envenimation par le venin d’Aah ou la fraction toxique. Cet effet 

immunomodulateur  dévoile le rôle probable des lymphocytes dans l'orchestration de la réponse 

immunitaire.  

III. 4.2. Evaluation de taux sérique de la malondialdéhyde  

 Dans les mêmes objectifs que le dosage du NO, une évaluation du taux sérique  de MDA 

a été entreprise.   

 En effet, le venin d’Aah semble avoir un pouvoir pro-oxydant caractérisé par la 

libération des espèces réactives de l’oxygène notamment le peroxyde d’hydrogène (H2O2), ce 
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dernier étant moins réactif serait transformé en radical hydroxyle OH.  qui pourrait oxyder les 

lipides membranaires conduisant à la modification et la perturbation de la perméabilité 

membranaire, il donne également  lieu a un produit final le MDA (Petricevich, 2004 ; 

Petricevich, 2010 ; Adi-Bessalem et al., 2015).  

 

 Les résultats rapportent  que le taux de MDA sérique des souris injectées par le venin 

d’Aah, a augmenté (0,26±0,048) de façon moyennement significative (P=0,006) 

comparativement au lot témoin (0,18±0,010). (Figure 12).  

 Il a été rapporté que le venin d’Aah est comme autres venins de scorpion, responsable 

de l’élévation des concentrations sérique ou tissulaire chez  des modèles expérimentaux 

d’envenimation par le venin ou les différentes toxines (Djenah et al., 2014 ; Bekkari et Laraba, 

2015 ; Lamraoui et al., 2015 ).   

Figure 12. Effet de la ciclosporine sur la production du MDA au cours de la 

réponse immunitaire induite par le venin et sa fraction toxique 
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 Chez le lot prétraité à la Ciclosporine puis injecté par le venin, une diminution 

moyennement significative (P=0,003) du taux de MDA a été notée (0,148±0,013) par rapport 

au lot témoin et au lot non prétraité. 

 Une même évolution a été enregistrée pour la fraction  Ftox G50. Dans le sérum des 

souris prétraitées puis envenimées par la fraction Ftox G50, le taux de MDA a diminué 

(0,124±0,007) de façon moyennement significative (P=0,001) en comparaison avec le lot non 

prétraité et le lot témoin (Figure 12).  

 L’évaluation de taux de MDA renforce encore une fois l’effet immunomodulateur de la 

ciclosporine sur la réponse immunitaire induite par le venin d’Aah et qu’elle inhibe la libération 

des espèces réactives de l’oxygène, telles que le NO et le H2O2 en réponse au venin et ses 

toxines.  

 Les aboutissements conclus à partir de l’évaluation de l’effet de la ciclosporine sur  le 

stress oxydatif induit par le venin et la fraction toxique pourront révélés une probable 

implication des lymphocytes T et des voies de signalisation Calcineurine-NFAT dans les 

mécanismes pro-oxydants du venin.        

III.5. Effet de la ciclosporine sur le taux des protéines sériques   

Figure 13. Effet de la ciclosporine sur le taux des protéines sériques suite à 

l’injection de venin et la fraction Ftox G50 
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Lors d’une réponse inflammatoire le système immunitaire élimine l’antigène par 

l’intervention des cellules immunitaire mais également des molécules solubles dont la plus part 

sont de nature protéique telle que les cytokines, les protéines de complément, enzyme et 

protéines de la phase aigüe de l’inflammation comme la protéine réactive C (CRP) (Wolpe et 

Cerami,1989).  

Le taux de protéines sériques a été haussé (13,86±0,37) de manière hautement 

significative dans le sérum des souris injectées par le venin et la fraction toxique. Les 

concentrations sont de même  chez le lot injecté par le venin (13,86±0,38) et de (1 3,62±0,13) 

pour celui injecté par la fraction toxique contre un taux de (12,78±0,17) observé chez le lot 

témoin.  

  Dans le même sens, des travaux ont montré que le venin de scorpion Aah provoque 

une augmentation de l’activité lytique de complémentes, la production des cytokines pro 

inflammatoires tel que IL-1β et TNF-α et l’élévation de taux des enzymes CPK et LDH au 

niveaux de sérum des animaux envenimés traduisant une augmentation de la concentration des 

protéines au niveau sérique (Adi-Bessalema et al., 2008 ; Adi-Bessalema et al., 2015 ; 

Bekkari et al., 2015 ). 

 Le prétraitement à la ciclosporine a diminué, mais d’une manière non significative, la 

concentration des protéines sériques au niveau de lot prétraité et injecté par la fraction toxique  

(Figure 13).  

Ces résultats pourrait montrer que le processus inflammatoire engendré par les 

neurotoxines seulement est légèrement plus influencé par la ciclosporine, que celui du venin 

totale du scorpion Aah qui fait intervenir plusieurs molécules solubles dont l’origine est les 

différentes cellules immunitaires. L’inhibition d’une seule ligné cellulaire pourrait influencer 

la libération des médiateurs inflammatoires par les autres cellules.    

Cependant, il est important à noter que la technique de dosage utilisée (dosage par la 

méthode de Bradford) reste moins sensible, il serait préférable de confirmer ce résultat par 

d’autre techniques de dosage plus sensibles ou de d’effectuer le dosage de certaines protéines 

spécifiques pour l’inflammation comme la CRP. 

 

http://www.fasebj.org/search?author1=S+D+Wolpe&sortspec=date&submit=Submit
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III.6. Effet de la ciclosporine sur les altérations tissulaires du parenchyme pulmonaire 

induites par le venin et sa fraction toxique  

Le poumon est un organe invaginé permettant d'échanger des gaz vitaux, constitué d’un 

tissu parenchymateux vascularisé, présentant des alvéoles délimitées par des cloisons inter 

alvéolaire d’aspect mince qui hébergent des nombreux pneumocytes et des macrophages 

alvéolaires. Les coupes histologiques du parenchyme pulmonaire des souris témoins ayant reçu 

une injection de  l’eau physiologique par voie intrapéritonéale présentent  une organisation 

multi-alvéolaire avec  des cloisons inter-alvéolaires fines (Figure 14). 

Après 3 heures de l’injection du venin d’Aah et de sa fraction toxique par la voie 

intrapéritonéale, la structure de parenchyme pulmonaire montre des altérations structurelles, 

une infiltration inflammatoire et un épaississement des septums inter-alvéolaires et des parois 

alvéolaires. Ces altérations sont liées directement à une accumulation anormale de cellules 

inflammatoires par rapport aux témoins (Figure 14). 

L’infiltration de ces cellules au niveau des poumons lésés serait la conséquence d’une 

augmentation de perméabilité vasculaire induite par des médiateurs phospholipidique tels que 

prostaglandines, leucotriènes et PAF, impliqués dans la migration, l’activation et la 

séquestration de ces leucocytes au niveau de site inflammatoire. Des altérations comparables 

ont été rapportés suite à l’envenimation des animaux avec une dose sublétale des venins  de 

Tityus serrulatus ,d’Aah et de Leiurus quinquestriatus. Les parois alvéolaires sont élargies et 

envahies par des polynucléaires (Mohamed et al., 1978 ; Correa et al., 1997 ; Adi-Bessalem 

et al., 2003).  

Le prétraitement à la ciclosporine a réduit partiellement les altérations dues au venin ou 

à la fraction toxique. En effet,  une  diminution de l'épaississement des septums inter-alvéolaire 

et des parois alvéolaires est observée (Figure 14). Ces résultats corrèlent avec ceux déjà 

retrouvés précédemment et qui sont en faveur d’une diminution de l’infiltration cellulaire vers 

les tissus et avec la réduction des paramètres inflammatoires au niveau de cet organe. Ce résultat 

conforte l’effet immunomodulateur de la ciclosporine au cours de l’envenimation et orientent 

vers une probable implication des lymphocytes T dans la genèse des altérations tissulaires et 

l’inflammation en présence du venin d’Aah et de sa fraction toxique.  
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Figure 14. Coupes histologiques de parenchyme  pulmonaire de A. Témoin ; B. Témoin 

cyclosporine C. 3 heures après injection i.p du venin d’Aah à une dose sublétale (10µg /20g du 

poids corporel) D. 3heures après injection i.p du venin d’Aah à une dose sublétale (10µg /20g 

du poids corporel à des souris prétraitées par la ciclosporine  E. 3heures après injection i.p de 

la fraction FtoxG50 F. 3heures après injection i.p de la fraction FtoxG50 à des souris prétraitées 

par la ciclosporine  (10µg /20g du poids corporel). Tissu coloré à l’Hématoxyline éosine, 

grossissement: x40. a: alvéole ; ci: cloison inter-alvéolaire ; Eci: épaississement des cloisons 

inter-alvéolaires. 
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Le travail réalisé au sein du laboratoire de Biologie Cellulaire et Moléculaire à 

l’Université des Sciences et Technologies Houari Boumediene est une contribution à l’étude 

de l’effet immunomodulateur de la ciclosporine sur la réponse immunitaire induite par le 

venin d’Aah et sa fraction toxique. 

Pour accomplir cet objectif, des dosages de paramètres inflammatoires (MPO, EPO, 

MDA, NO) qui renseignent sur l’implication des cellules immunitaires et le stress oxydatif 

engendré par l’envenimation, ont été réalisés. En plus, une analyse anatomopathologique du 

parenchyme pulmonaire, siège principale de la réponse inflammatoire lors de l’envenimation 

scorpionique,  a été réalisée afin de complété cette étude. 

Les résultats obtenus ont permis de montrer que le prétraitement à la ciclosporine à 

influencer la migration des leucocytes du sang vers les tissus, elle à été réduite suggérant une 

probable  implication des lymphocytes T dans le recrutement leucocytaire  au niveau des 

tissus en réponse au venin d’Aah et la fraction toxique. 

Une baisse significative de l’activation des neutrophiles et éosinophiles a été 

également engendrée par la ciclosporine en réponse au venin et à la fraction toxique 

majoritaire. Les stress oxydatif induit lors de l’injection du venin d’Aah ou la fraction toxique 

a  été diminué par le prétraitement à la ciclosporine. Les résultats obtenus ont été confortés 

par l’étude anatomopathologiques des poumons ; les coupes histologiques du parenchyme 

pulmonaire révèlent une diminution partielle de l’infiltration leucocytaire  et montre une 

réduction des altérations structurelles observées (épaississement des septums inter-alvéolaires 

et des parois alvéolaires). 

 Ces aboutissements laissent à penser que les lymphocytes exercent un effet 

modulateur au cours de la réponse inflammatoire en activant les polynucléaires neutrophiles 

et éosinophiles et que l’inhibition de ces lymphocytes par la ciclosporine diminue le processus 

inflammatoire généré par le venin d’Aah ou sa fraction toxique.  

En outre, bien que la réponse immunitaire induite par l’envenimation soit à dominance 

pro-inflammatoire mettant en jeu les différentes cellules de l’immunité innée, l’implication 

des cellules de l’immunité adaptative ne serait pas à exclure, le rôle des lymphocytes T ne 

serait pas à négliger, étant les chefs d’orchestre de la réponse immunitaire. 

Comme perspectives, il serait intéressant d’explorer d’autres paramètres inflammatoires 

qui renseignent sur la balance redox comme l’activité de la peroxydase d’hydrogène ou les 
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molécules à effet anti-oxydant comme le glutathion, et de doser les cytokines pro- et anti-

inflammatoires produites, à fin de mieux évaluer l’action du traitement et de caractériser les 

acteurs cellulaires et moléculaires impliqués dans le processus inflammatoire de 

l’envenimation. Dans le même axe, il serait utile d’investiguer d’autres voies d’inhibition des 

lymphocytes T par des antagonistes de leurs récepteurs ou de leurs produits sécrétés.  

D’autres parts, une étude in vitro sur des lymphocytes T en culture viendrait éclairer 

l’hypothèse de leur implication dans la pathogenèse de l’envenimation. Il serait également 

intéressant d’étudier le comportement de ces cellules vis-à-vis de venin par le dosage de 

différentes cytokines produites ainsi la détermination de différentes populations 

lymphocytaires activées par la technique de cytométrie en flux. 
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Annexe I: Appareillage 
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Réactifs :  

Les réactifs de bonne qualité analytique ont été procurés des différentes firmes :  

Rituxan (Roche), Paraffine (Leica), Formol, xylène ,éthanol, May-Grünwald, Giemsa (Sigma-

Aldrich), O-Dianisidine, Eukit (Fluka), H2O2, PBS, Tris-HCl, Triton ×100 (Sigma),Sulfanilamide, 

Acide Orthophosphorique (Merck), Acide Acétique(PANREC), O-phényléne diamine (Sigma), 

sulfanilamide (Sigma),naphthylene-diaminehydro-chloride (Merck), sérum albumine bovine BSA 

(Sigma).  

 

Annexe II : Tampons et réactifs 

II.1. Tampons 

II.1.i. Tris-HCl 0,05 ; pH=8,6:  

Solution A (Tris 0.2 M) : dissoudre 21.03 g deTris (hydroxymethyl) dans 1000 mLd’eau distillée. 

Solution B (HCl0.1 M) : ajouter 10 ml de HCl (1M) à de l’eau distillée, ajusterjusqu’à 100 mL.  

Pour une solution tampon à un pH=8.6 :  

50mL de solution A sont ajoutés à 26 mL de solution B puis on complète avec l’eau distillée jusqu’à 

l’obtention d’un volume de 200 mL.  

II.2. Réactifs 

i. Réactif du dosage de la MPO 

Pour la préparation de 20 mL de réactif : 

OrthodianisidineDihydrochloride (OD) (0.167 mg/ml) ……………………...…………….. 0.0032 g. 

H2O2(0.5 mM) ……………………………………………...……………...………………….. 20 µL. 

Brimode de potassium (KBr) …………………………………...…………...……………… 0.0071 g. 

Tris-HCL (0.05 mM , pH 6.6) ……………..………………………………...………………… 10 µL. 

ii. Réactif du dosage de l’EPO 

Pour la préparation de 20 mL de réactif : 

Ortho-Phenylenediamine-Dihydrochloride (OPD) ……………………………………...…….. 20 mg.  

H2O2(0.5 mM) ………………………………………………………………..………………. 10 µL. 

Tris-HCL (0.05 mM , pH 8.6) …………..……………………...……………………………… 10 µL. 

iii. Réactif du dosage Malondialdéhyde (MDA)   

Pour la préparation de 20mL de réactif : 

Acétonitrile………………..………………………………………………………...…………100 µL. 
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Aacide acétique (20%) …………………………………………………………………………375 µL. 

Sodium dodécylsulfate (SDS) (8,1% dans l’acide acétique) …………………..………………. 50 µL. 

Thio-Barbiturique Acide (0,8%)(TBA) (0,8%) ………………………………………………375 µL. 

Eau distillée ……………………………………………………………………………………100 µL. 

iv. Réactif du dosage du NO 

Acide sulfanilique(SA, Griess B) (0.2%) : 2g de SA dans 100 mL d’acide orthophosphorique (85%). 

N-ethylenediaminehydrochloride (NED,Griess A) (0.1%) : 1g de NED dans 100mL d’eau distillée.  

 

v. Réactif du dosage des protéines  

Réactif de Bradford ou bleu de Coomassie : Réaction avec l'Arg et, dans une moinde mesure, avec l'His, la 

Lys et les acides aminés aromatiques.  

Bleu de Coomassie G 250……………………………………………………….……………..0,060 g. 

Acide perchlorique …………………………………………………………………………………3 g. 

Chlorure de sodium…………………………………………………………………......……….2,92 g. 

Eau distillée …………………………………………………………………………..……….. 100 ml. 

 

Annexe III : Courbes étalon 

i. Dosage du NO 
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    ii. Dosage des protéines 

 

 

Annexe IV : Etude histologique  

1. Coloration à l’Hématoxyline et l’Eosine  

1.1. Principe et objectif : 

1.1.a. Hématoxyline de Groat : 

Le principe colorant, l’hématine, produit de l’oxydation de l’hématoxyline par un cation métallique, 

souvent le Fe ou de l’Al, qui forme un complexe avec l’hématine. C’est cet ion qui va par la suite 

réagir avec les acides nucléiques et colorer en bleu-violet les noyaux des cellules et les parties du 

cytoplasme riches en ARN. 

1.1.b. Eosine : 

C’est un colorant rose-rouge, qui réagit essentiellement par force électrostatique avec les acides 

aminés basiques tels que l’histidine, l’arginine ou encore la lysine. Ainsi, le cytoplasme, la matrice 

extracellulaire, les fibres musculaires et les globules rouges prennent une couleur rouge.  

1.2.Mode opératoire : 

Etape 01 : Déparaffinage  et hydratation: 

Les coupes à la paraffine collées sur lames doivent être débarrassées de la masse d’inclusion, avant 

de subir l’action des colorants et cela dans des bains d’alcool et de Xylène :  

Xylène………………………………………..2 bains de 15 min. 

Alcool 100°......................................................1 bain de 3 min. 

Alcool 90° …………………………………...1 bain de 3 min. 

Alcool 70°…………………………………....1 bain de 3 min. 

Eau distillée…………………………………..1 bain de 1 min. 
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Etape02 : coloration et montage : 

Les lames déparaffinées sont prêtes à être colorées dans les bains de colorants comme suit :  

Bain d’Hématoxyline de Groat………………. 2 min. 

Lavage à l’eau courante………………………5 min. 

Eosine ………………………………………..30 seconde. 

Lavage l’eau distillée. 

Par la suite, une étape de séchage à l’étuve précède le montage avec l’Eukitt. 

1.3.Résultat : 

Les noyaux sont colorés en bleu violacé, le cytoplasme en rose vif. 

 


