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EDITORIAL

L’envenimation par les scorpions représente un
réel probleme de santé publique et une urgence
médicale, principalement pour les enfants et les
personnes agées. Elle sévit dans de nombreuses
régions du monde et particuliérement dans les
zones rurales tropicales.

La pathogenese induite lors d’une piqQre de
scorpion est  multifactorielle ; elle est
caractérisée par un syndrome de détresse
respiratoire aigué, une réponse inflammatoire
systémique suivie d’une défaillance multi-
viscérale pouvant étre fatale dans les cas les plus
Séveres.

La connaissance approfondie de cette
pathogenése tant du point de vue fondamental
que clinique est un prérequis pour I’optimisation
de I’immunothérapie en tant que traitement
spécifique et le développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques pour une meilleure
prise en charge des patients envenimés.

Par ailleurs, tout en se préservant de cet accident
souvent fatal, ’'Homme peut tirer profit des
composants des venins dont les vertus
pharmacologiques ne sont plus a démontrer.

Ce numéro spécial dédié a «I’Envenimation
scorpionique » n’a pas la prétention de couvrir la
totalité des aspects relatifs a ce vaste sujet, il
témoigne cependant de I’intérét qu’accordent les
secteurs de la santé et de la recherche
scientifique de notre pays a cette problématique.
Il permet également une meilleure visibilité des
équipes de recherche et des chercheurs qui
ceuvrent autour de cette problématique pour une
prise en charge optimale des personnes dans les
régions a risque.

Les étudiants de graduation et post-graduation,
les enseignants-chercheurs, les hospitalo-
universitaires, trouveront dans ce modeste
numéro, certaines réponses aux nombreuses
questions que tout un chacun pourrait se poser
sur cette problématique complexe.

Pr Laraba-Djebbari Fatima
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Apercu sur les Scorpions de I’Algérie

Overview orfscorpions of Algeria

Sadine Salah Eddine**?, Djilani Salma®, Kerboua Kheir Eddine*
IFaculté des Sciences de la Natureletia Vie et Sciences de la terre, Université de Ghardaia, BP 455 Ghardaia 47000, Algeria.

Laboratoire de Recherche sur la Phiniciculture, Fac-ult® des
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SLaboratorede®R cherche en Pharmcie Gal ®nique et Indutrielle, Univer

4Laboratoire de Médecine Saharienne, Faculté de Médecine, Université Mesathh-Ouargla, 30000, Algeria

RESUME

Introduction : Depuis le travail de Vachon sur les scorpions de I’Afrique du Nord publié¢ en 1952 a I’Institut
Pasteur d’Algérie qui semblait fixer une limite finale aux connaissances de la faune scorpionique algérienne a un
nombre de 24 especes et sous-espéces et jusqu’en 1’an 2000, les recherches sur cette faune demeuraient faibles voire
nulles. L’objectif de ce travail est de recenser toutes les espéces répertoriées a ce jour en Algérie. Matériels et
méthodes : Afin d’actualiser cette liste, une révision morphologique est effectuée sur un ancien matériel de
scorpions déposé au niveau du Muséum National d’Histoire Naturelles- Paris (France) ainsi que sur un autre
matériel capturé récemment durant la période 2012-2019. Résultats : Un certain nombre de sous-especes est élevé
au rang d’espéce, tandis que d’autres sont mises en synonyme. Par conséquent, la liste actuelle de la faune
scorpionique algérienne comporte 46 espéces et sous-especes réparties en 14 genres et trois familles (Buthidae,
Euscorpiidae et Scorpionidae). Cette liste des espéces scorpioniques de 1’Algérie, atteste d’une diversité trés
importante estimée a 1,8% des espéces connues dans le monde, avec 24 espéces récemment découvertes dont une
grande partie est endémique (58%) et que les espéces potentiellement dangereuses pour ’homme sont estimées a
20%. Conclusion : Nos résultats sur la diversité scorpionique algérienne peuvent étre considérés comme une donnée
de base pour les travaux des autres spécialistes tels que les épidémiologistes dans le cadre de 1’envenimation
scorpionique, les biochimistes pour la qualité et la diversité des venins et les immunologistes pour développer des
immunothérapies adéquates.

MoTs CLES: Scorpion, envenimation, espéce, endémique, Algérie
ABSTRACT:

Background: Since the important work of Vachon on the scorpions of North African published in 1952 at the
Pasteur Institute of Algeria, seems fix a limit to the knowledge of the Algerian scorpionic faunato a number of 24
species and subspecies and up to 2000, research on this fauna remained very weak. This study aims to identify all
the species recorded to date in Algeria. Material and Methods: In order to update this list, a morphological revision
is carried out on an old scorpion material deposited in Muséum National d’Histoire Naturelles- Paris (France) and
other material recently capturedduring the period 2012-2019. Results: A certain number of subspecies is raised to
the rank of species, while others are synonymous. Therefore, the current list of Algerian scorpion fauna contains 46
species and subspecies divided into 14 genera and three families (Buthidae, Euscorpiidae et Scorpionidae). This
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scorpion list, attests to a very important diversity estimated 1.8% of the world's known species, with 24 recently

discovered species, a large part

them are endemic (58%).

However,

potentially dangerous species for humans are estimated at 20%. Conclusion : Our results on Algerian scorpion
diversity can be considered as a basic data for the other specialists such as epidemiologists in case of scorpion sting
envenomation, biochemists for the quality and diversity of venoms and immunologists to develop adequate

immunotherapy.

KEYWORDS: Scorpion, envenomation, species, endemic, Algeria

* Auteur Corredpondant. Tel.: +213 660 396 971; fax: /
Adresse E-mail: sse.scorpion@yahoo.fr / sadine@univ-ghardaia.dz

1. Introduction

Les scorpions sont les Arthropodes Chélicérates les
plus anciennement connus. 1ls font leur apparition en
milieu aquatique au Silurien, dont les premiers sont
fossiles aquatiques ou du moins amphibies, datant de
425 a 450 millions d'années [1].

Dans le monde, plus de 2500 espéces de scorpions
ont été décrites par les zoologistes [2]. Ils possedent
de grandes répartitions, car il s’agit d’animaux lents,
a déplacements réduits, tres attachés des biotopes
[3,4].

Le travail de Vachon publié en 1952 a I’Institut
Pasteur d’Algérie sur les scorpions de I’Afrique du
Nord semble fixer wune limite finale aux
connaissances de la faune scorpionique algérienne a
un nombre de 24 espéces et sous-espéces. En 1992,
El-Hennawy [5], dans son catalogue sur les scorpions
des pays arabes basé sur des recherches
bibliographiques a cité 24 espéces pour 1’ Algérie. En
2000, Fet [6], dans son catalogue des scorpions du
monde a ajouté deux especes a cette liste, il s’agit de:
Compsobuthus berlandiachon, 1950 [7] et Scorpio
punicusFet, 2000 [6].

Le présent travail a deux principaux objectifs: le
premier consiste aactualiser la liste systématique des
espéces scorpioniques de I’Algérie y compris le
changement des statuts de certaines espéces et sous-
espéces suite a une révision morphologique de
I’ancien matériel de scorpions déposé au niveau du
Muséum National d’Histoire Naturelles- Paris
(France) par le docteur Lourenco R.W. et une
exploitation rationnelle d’un matériel récemment
capturé durant la période de 2012-2019. Le deuxieéme
objectif consiste a présenter les  espéces
scorpioniques  dangereuses ou  d’importance
médicale, afin de faciliter le travail d’autres
spécialistes tels que les épidémiologistes dans le
cadre de I’envenimation scorpionique, les
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biochimistes pour la qualité et la diversité des venins
et les immunologistes pour développer des
immunothérapies adéquates.

2. Matériels et Méthodes

Ce ftravail est scindé en deux parties : un travail
bibliographique qui consiste a feuilleter les
protologues de toutes les espéces de I’Algérie au
niveau du Muséum National d’Histoire Naturelle de
Paris et un travail de recherche en collaboration
scientifique entre le département des Sciences
Agronomique de 1’Université de Ghardaia (Algérie)
et le département « Systématique et évolution » du
Muséum National d’Histoire Naturelle de Paris
(France). Cette collaboration consiste a exploiter le
matériel animal capturé durant la période 2012-2019.
Le matériel animal est collecté des différentes régions
du territoire national (Figure 1).
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Figure 1 : Répartition des régions échantillonnées.
Régions telliennes en cercles rouges; Régions steppiques en
cercles bleues ; Régions sahariennes en cercles noirs.
https://www.researchgate.net/profile/Salah_Sadine

L’identification de ces scorpions est basée sur des
criteres morphologiques simples en utilisant les clés

So


mailto:sse.scorpion@yahoo.fr
https://www.researchgate.net/profile/Salah_Sadine

SadineSetal.( Scor pi ons de | 6 Al g®ri e)

d’identification de Vachon [3,8] telles que les
trichobothries ou soies, la disposition des carénes, la
forme de la vésicule a venin ainsi que 1’aiguillon, la
forme des pattes machoires, ’extrémité des patteS
ambulatoires, le nombre de dents des peignes et la
disposition oculaire (des yeux). Lorsque ces
caractéres s’aveérent insuffisants a I’identification, les
spécimens sont envoyés au MNHN-Paris (France)
pour identification ou confirmation.

3. Résultats

La révision de I’ancien matériel de scorpions
déposée au niveau du MNHN-Paris (France) et
d’autre matériel récemment capturé, nous a permis de
dresser une liste actualisée de la faune scorpionique
algérienne contenant 46 espéces et sous-especes
réparties en 14 genres et trois familles (Buthidae,
Euscorpiidae et Scorpionidaeles résultats sont
récapitulés sur le Tableau 1.

Tableau 1: Liste des espéces scorpioniques
inventoriées en Algérie

Famille Buthidae C.L. Koch, 1837
Genre AndroctonusEhrenberg, 1828
A. aeneagKoch, 1839)
A. amoreuxi(Audouin, 1826)
A. australis(Linnaeus, 1758)
A. eburneugPallary, 1928 )
A. hoggarensigPallary, 1929)
Genre ButhacusBirula, 1908
B. ahaggar(Lourenco, Kourim & Sadine, 2017)
. algerianugLourengo, 2006)
. arenicola(Simon, 1885)
. armasi(Lourenco, 2013)
. birulai (Lourenco, 2006)
. elmenia(Lourengo & Sadine, 2017)
. foleyi(Vachon, 1948)
. samiagLourengo & Sadine, 2015)
. spinatus(Lourenco, Bissati & Sadine, 2016)
Genre Butheoloidedirst, 1925 (01 espéce)
B. schwendingetiLourenco, 2002)
Genre ButhiscusBirula, 1905 (01 espece)
B. bicalcaratus(Birula, 1905)
Genre ButhusLeach, 1815 (08 especes)
B. apiatus(Lourenco, El Bouhissi & Sadine, 2020)
B. aureg(Lourenco & Sadine 2016)
B. boussaad(Lourenco, Chichi & Sadine, 2018)
B. paris(C.L. Koch, 1839)
B. pusillus(Lourengo, 2013a)
B saharicugSadine, Bissati & Lourenco, 2016)
B. tassili(Lourenco, 2002)
B. tunetanugHerbst, 1800)
Genre CicileusVachon, 1948 (03 espéces)
C. exilis (Pallary, 1928)
C. hoggarensigLourenco & Rossi, 2015)
C. montanugLourengo & Rossi, 2015)
Genre Compsobuthus Vachon, 1949 (02 especes)
C. berlandi(Vachon, 1950)
C. tassili (Lourenco, 2010)

WWWWmmWWm

Suite Tableau 1 :

Genre HottentottaBirula, 1908 (03 especes)

H. franzwerneriBirula, 1914)
H. gentili (Pallary, 1924)
H. hoggarensigLourengo & Leguin, 2014)

Genre Lissothusvachon, 1948 (01 especes)

L. chaambi(Lourengo & Sadine, 2014)

Genre LeiurusEhrenberg, 1828 (02 espéces)
L.hoggarensigLourengo, Kourim & Sadine, 2018)
L.quinquestriatugEhrenberg, 1828)

Genre OrthochirusKarsch, 1891 (02 espéces)
O.innesi(Simon, 1910)

O. tassili (Lourengo & Leguin, 2011)

Genre Pseudolissothukourencgo, 2001 (01 espéce)
P. pusillus (Lourencgo, 2001)

Famille Euscorpiidae Laurie, 1896

Genre EuscorpiusThorell, 1876 (03 espéces)
E.italicus (Herbst, 1800)

E flavicaudisflavicaudigDeGeer, 1778)
E flavicaudis galitagCaporiacco, 1950)

Famille Scorpionidae Latreille, 1802

Genre ScorpioLinnaeus, 1758 (04 espéces)
S.maurus(Linnaeus, 1758)

S. maurudrarasensigBouisset & Larrouy, 1962)
S. punicugFet, 2000)
S. tassili(Lourenco & Rossi, 2016)

Cette liste compte 24 especes récemment découvertes
depuisl’an 2000 a ce jour. L’évolution de ces
découvertes est résumée dans la Figure 2.

| I I
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Figure 2 : Evolution du nombre de nouvelles espéces de
scorpions découvertes entre 2000 et 2020

4. Discussion

La liste actualisée des especes scorpioniques de
I’ Algérie compte 46 espéces et sous-espéces, atteste
d’une diversité trés importante estimée a 1,8 % des
espéces connues dans le monde [2]. Vue la difficulté
etle risque lié a la manipulation des scorpions et la
vastitude du territoire d’étude, ce genre de travaux
demeure limité sur quelques pays de I’Afrique du
Nord a savoir : ’Egypte avec une liste de 35 espéces
[9] et le Maroc avec 61 espéces et sous-especes
réparties en 12 genres et deux familles [10].
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En termes d’endémisme, 1’Algérie compte au
minimum 26 especes endémiques soit 58% de la
richesse nationale. Cependant, au Maroc les
scorpions sont a plus de 70% d’endémisme [10]. Par
ailleurs, en Egypte I’endémisme ne représente que
17% (6 especes) [09].

L’évolution en nombre des espéces nouvelles en
Algérie durant la derniere décennie est trés
importante ; cela est du essentiellement aux efforts
laborieux réalisés sur le terrain ainsi qu’a 1’étroite
collaboration conduite avec le MNHN-Paris France,
qui nous a facilité d’une part ’accés a la collection
ancienne et d’autre part, ’échange et la maitrise des
techniques d’identification des scorpions.

Néanmoins, la liste des 24 espéces découvertes
durant les deux derniéres décennies demeure loin
d’étre la plus exhaustive, vue la possibilité de trouver
d’autres espéces. Nous estimons ainsi, que la
diversité scorpionique algérienne a 1’heure actuelle,
ne représente que 70% du nombre réel a découvrir.

Il est & noter, que les scorpions sont tous

venimeux, mais ils ne sont pas tous mortels pour
I’Homme. Plusieurs auteurs ont déclaré que le
probléme de scorpionisme est di & un nombre limité
d’espéces [11], qui serait de I’ordre de 50 [12].
En Algérie, nous estimons que 20% des especes
scorpioniques sont potentiellement dangereuses pour
I’Homme, essentiellement celles qui appartiennent
aux genres suivants : AndroctonusButhiscus Buthus
et Leiurus La liste de ces espéces est détaillée ci-
dessous.

Liste des espéces scorpionigues considérées
dangereuses et d’importance médicale en Algérie

4.1. Androctonus aeneas Koch, 1839

C’est un scorpion de couleur brun sombre & noir
(Figure 3), pouvant mesurer jusqu’a 8cm de
longueur, avec une extrémité plus claire, des pattes
ambulatoires et des pinces [3,13]. Cette espece est
classée comme la plus grande espéce noire en Algérie
[14].

A. aeneasoccupe la bande horizontale centrale du
pays, de Tébessa et Khenchela a I’Est, jusqu’a
Nadma a 1’Ouest [3,15]. Il a été signalé également
dans la steppe algérienne (M’Sila) [16] et a Sidi Bel
Bel Abbes (Nord-ouest) [17] et méme au Sahara dans
la région d’El-Oued [18] et de Ghardaia [19].

Bien que la toxicité de cette espéce n’est pas
encore testée, il est soupgonné d’étre potentiellement
dangereux pour I’Homme.

Figure 3 : Androctnus aeneas

4.2. Androctonus amoreuxi (Audouin, 1826)

11 s’agit d’un scorpion de grande taille, considéré
comme la plus grande espece en Algérie [19],
pouvant atteindre 12cm de longueur, avec une queue
beaucoup plus fine a partir du 3°™ anneau (Figure 4).

A. amoreuxprésente une répartition trés vaste [3].
11 se trouve tout au long d’une bande horizontale de
I’Est vers 1’Ouest [14]. 11 est trés abondant dans le
Sahara septentrional algérien (EI-Oued, Ouargla et
Ghardara) [14,18,19].

Cette espéce est classée moins dangereuse par rapport
aux autres espéces du genre AndroctonusCependant,
plusieurs cas d’envenimation scorpionique par cette
espéce ont été enregistrés a EI-Oued et a Ghardaia.

Figure 4 : Androctnus amoreuxi [14]

4.3. Androctonus australis (Linnaeus, 1758)

Il s’agit d’une espéce de grande taille, pouvant
mesurer plus de 10 cm, facile a identifier par sa
queue plus épaisse (Figure 5), de teinte jaune paille,
avec des parties du corps (pinces et derniers anneaux
de la queue) plus ou moins assombries [3].

A. australisest I’espéce la plus répandue dans le
Sahara septentrional algérien, ayant une large
répartition surtout a proximité des habitations [14].
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Récemment, plusieurs auteurs ont signalé la présence
de cette espece au Centre, Nord et jusqu’a 1’extréme
Sud de 1’Algérie surtout dans la région de M’Sila
[16] et a Sidi Bel Bel Abbes [17]. Quelques
spécimens d’A. australis ont été capturés dans la
région de Ablessa a Tamanrasset [20].

Figure 5 : Androctnus australis

Cette espéce est non seulement la seule qui fréquente
les milieux urbains [19], mais elle est classée la plus
dangereuse a 1’échelle mondiale [11] et responsable
d’un fort taux de mortalité chez I’étre humain [21].

4.4. Androctonus hoggarensis (Pallary, 1929)

C’est une espece de grande taille, pouvant mesurer
plus de 10 cm de longueur. En général, sa coloration
varie entre vert sombre et brun chocolat (Figure 6),
mais les pattes ambulatoires sont jaunes-rougeatres
[13]. Cette espece est endémique en Algérie ; elle a
été signalée plusieurs fois a Tamanrasset [20]. Elle
est inconnue du point de vue toxicité et répartition
géographique, mais, comme toutes les espéces du
genre Androctonus, elle doit &tre dangereux pour
I’Homme.

Figure 6 : Androctnus hoggarensis

4.5. Buthiscus bicalcaratus Birula, 1905

Ce scorpion a une taille pouvant atteindre 7 cm de
longueur, de couleur jaune claire avec de gros yeux
médians [3,22]. Les pinces sont globuleuses par
rapport aux especes du genre ButhacugFigure 7).

B. bicalcaratus est une espéce désertique. Sa
distribution est limitée au Sud de 1I’Algérie [3]. Elle
est classée comme assez rare [19], car elle préfere des
biotopes mixtes d’Erg et de palmeraies [18,19].

La morbidité de cette espéce demeure méconnue.
Cependant, au Mali, elle est classée parmi les especes
dangereuses avec une piqlre douloureuse [23,24].

Figure 7: Buthiscus bicalcaratus [19]

4.6. Buthus tunetanus (Herbst, 1800)

Scorpion de taille moyenne entre 5 et 7 cm, de
couleur jaune paille avec un abdomen plus sombre
mais sans bandes latérales bien caractérisées (Figure

8) [3].

B. tunetanusappartient au complexe des espéces
Buthus occitanus[25]. Ce complexe compte en
Algérie 8 especes réparties sur tout le territoire
national, dont la plus répandue est B.tunetanugl’El-
Oued et Ouargla au Sud [18,19], M’Sila au centre
[16] et Sidi Bel Abbes au Nord-ouest [17].

B. occitanusa une dangerosité variable [11]. En
Algérie, cette espéce a été anciennement classée en
deuxiéme position aprés Androctonus australien
matiére de morbidité. Notons que 75% des espéces de
ce complexe sont nouvellement découvertes en
Algérie, la morbidité de ces espéces reste a
confirmer.
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Figure 8 : Buthus tunetanus [19]
4.7. Leiurushoggarensis

C’est une espéce de grande taille pouvant mesurer 9,5
cm de longueur. De couleur jaune a jaune orangé
avec un 5°™ anneau de couleur noire, il est doté de
longues pinces trés fines (Figure 9) [26].

Figure 9 : Leiurus hoggarensis

L. hoggarensisest une nouvelle espece découverte
trés récemment dans la région de Tamanrasset, mais
on suppose qu’elle pourrait étre trouvée a Adrar et a
lizi.

Cette espéce appartient au genre Leiurus classé
dangereux pour I'Homme qui inclut la fameuse
espéce L quinquestriatug11].

Vu la complexité taxonomique des scorpions
notamment sur le plan morphologique, les risques
liés a la manipulation de cet animal ainsi que leurs
meeurs discrétes, nous supposons que cette liste
demeure loin d’étre la plus exhaustive. Nous
estimons que la diversité scorpionique algérienne a
I’heure actuelle, ne représente que 70% du nombre
réel & découvrir.

Conclusion

Au terme de ce travail sur la faune scorpionique de
1’ Algérie, nous pouvons conclure, d’une part, que la
diversité scorpionique de 1’ Algérie est trés importante
(46 especes), elle est estimée a 1,8% des especes
décrites a travers le monde. D’autre part, la liste des
especes morbi-mortelles pour I’Homme représente
plus de 14% des espéces potentiellement dangereuses
signalées au monde. A travers ces deux listes
pionniéres, nous pensons avoir fourni des données de
base en matiére de diversité scorpionique algérienne
afin de faciliter le travail d’autres spécialistes tels que
les  épidémiologistes  qui  travaillent  sur
el’'nvenimation scorpionique, les biochimistes qui
s’inétéressent a la diversité des venins) et les
immunologistes oeuvrant & développer des
immunothérapies polyvalentes et monovalentes avec
un pouvoir para-spécifique qui peut couvrir les
venins relevant de cette faune scorpionigue.
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ABSTRACT

Introduction: Scorpion envenomation induces several complex clinical signs affecting various organs and systems
at once, mainly the nervous and cardio-respiratory systems as well as systemic inflammatory response that can lead
to death. Immunotherapy associated with symptomatic treatment remains the only means to combat this serious
public health problem. The objective of this work is to explore the potential role of essential oils of Salvia officinalis
on pathogenesis induced after scorpion envenomation. Materials and Methods: Animals were injected with a
sublethal dose (0,5 mg/kg )of scorpion venom and treated with Salvia essential oils (0,5 %) (v/v). Results: Obtained
results showed that the venom alone induced an inflammatory response in heart, lungs and livertissues characterized
by an inflammatory cell infiltration (eosinophil and neutrophil) associated with hyperleukocytosis (60%). The
scorpion venom induced also significant alterations in the histological architecture of these organs (heart, lungs and
liver), anoxidative stress characterized by free radical overproduction (increase of NO concentration), a massive
release of lipid peroxidation metabolites (MDA) and an inhibition of catalase activity with an increase in glutathione
level. The use of Salvia essential oils allowed to an important reduction of immuno-inflammatory markers marked
by significant decrease (80%) of eosinophil and neutrophil infiltration. Histological analysis confirmed the reduction
of edema-forming and inflammatory cell recruitment in heart, liver and pulmonary parenchyma compared to
envenomed mice. Salvia essential oils seemed to be more effective against oxidative stress (70 %) caused by
scorpion envenomation. Conclusion: the Salvia species may represent natural, safe and effective treatment of
scorpion envenomation. In recent decades, with the increase of pharmacological knowledge about the beneficial
effects of sage especially Salvia officinalis the herbal medicines with anti-oxidant, and anti-inflammatory effects
have found to be effective in the development of novel natural drugs to prevent, control and treat health problems as
well as more serious and complicated diseases.

KEY WORDS: Scorpion envenomation, pathological disorders, Essential Oils of Salvia officinalis oxidative stress,
inflammation
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RESUME

Introduction: 1’envenimation scorpionique induit des signes cliniques complexes affectant simultanément
différents organes et systémes, principalement les systémes nerveux et cardiorespiratoire, ainsi qu'une réponse
inflammatoire systémique pouvant entrainer la mort. L'immunothérapie associée au traitement symptomatique reste
le seul moyen de lutter contre ce grave probléme de santé publique. L’objectif de ce travail est d’explorer le role
potentiel des huiles essentielles de Salviaofficinalis dans la pathogenése induite aprés envenimation scorpionique.
Matériels etMéthodes: Les animaux ont recu une dose sublétale (0,5 mg / kg) de venin de scorpion Androctonus
australis hector (Aahet ont été traités avec des huiles essentielles de Salviaofficinalis (0,5 %) (v/v). Résultats: Les
résultats obtenus ont montré que le venin seul induit une réponse inflammatoire au niveau du cceur, du poumon et du
foie, caractérisée par une infiltration des cellules inflammatoires (eosinophiles et neutrophiles), associée a une
hyperleucocytose (60%). Le venin de scorpion induit également des altérations significatives sur ’architecture
tissulaire de ces trois organes, un stress oxydatif caractérisé par une surproduction de radicaux libres (augmentation
de la concentration du NO), une libération massive de métabolites de la peroxydation lipidique (MDA) et une
inhibition de l'activité de la catalase avec une augmentation du taux de glutathion. L'utilisation des huiles
essentielles de Salviaa permis une réduction importante des marqueurs immuno-inflammatoires (80%) caractérisée
parune diminution significative (80%) de I’infiltration des ecosinophiles et neutrophiles. L’analyse histologique a
confirmé la réduction de 1’0edéme formé et le recrutement des cellules au niveau du ceeur, poumons et foie comparé
avec les souris envenimées. Les huiles essentielles de Salvia semblent étre tres efficaces contre le stress oxydant
(70%) induit par I’envenimation scorpionique. Conclusion: Salviaofficinalis peut représenter un traitement naturel,
str et efficace de l’envenimation scorpionique. Au cours des derni¢res décennies, avec 1’avancement des
connaissances pharmacologiques sur les effets bénéfiques de la sauge, en particulier de Salvia officinalis, les
médicaments a base de plantes avec des effets anti-oxydants et anti-inflammatoires se sont révélés efficaces dans le
développement de nouveaux médicaments naturels destinés a prévenir, controler et traiter les problémes de santé
graves et complexes.

Mots clés: Envenimation scorpionique, Huiles essentielles de SalviaOfficinalis, stress oxydatif, inflammation
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1. Introduction

Scorpion envenomation is a real medical emergency
and life hazardproblem in many countries; it is a
potential cause of morbidity and mortality, especially
among children. Neurotoxins are the most active

components of thescorpion venom responsible for
the toxic effects induced after scorpion
envenomation. They induce amassive release of

neurotransmitters during stimulation of
sympathetic and parasympathetic of autonomic
nervous system which can lead to cardio-respiratory
failure and even to death. The pathophysiological
disturbances caused by scorpion venoms are not
exclusively assigned to the released
neurotransmitters. The activation and the release of
inflammatory mediators may also play a potential
role in the induced pathogenesis. Several studies
showed that the biological disorders following
scorpionic envenomation are due to an inflammatory
response characterized by the release of various
inflammatory  mediators, including cytokines,
reactive oxygen species, and nitric oxide (NO) [1-3].

Received on: 03/07/2019
Revised on: 30/06/2020
Accepted on: 09/07/2020

It has been also reported that scorpion venom can
affect the immune system by mobilizing leukocytes
and other inflammatory cells [4-7].

Previous studies have demonstrated that the
activation of systemic inflammatory response
induced by Androctonusaustralis hector(Aah)
venom leads to a massive production of inflammatory
mediators [5,8]. These inflammatory mediators are
expressed in response to the toxins; they play an
important role in the pathogenesis of envenomation
and appear to have a deleterious effect on patients
and on experimental animal exposed to the scorpion
venom [8, 9].

The oxidant and antioxidant balance is an important
determinant of immune cell function, not only for
maintaining the integrity and functionality of
membrane, cellular proteins, and nucleic acids but
also for the control of signal transduction and gene
expression in immune cells [9]. The inflammatory
cells produce reactive oxygen species that react with
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NO to form NO-derived inflammatory oxidants that
damage tissues.

The anti-scorpion therapy is based on two
approaches: i) a symptomatic treatment, adapted to
the type of clinical symptoms observed and ii) the
immunotherapy as a specific treatment. The use of
the phytotherapy could be also associated.

Treatment of scorpion envenomation by plants
remains right now unexplored. The validation of the
usefulness of various species could form the basis for
their use as alternative treatments.

Salvia officinalis L (sage), is an aromatic plant
belonging to the Lamiacea family. It grows
spontaneously along the entire Mediterranean basin;
it is quite common in Algeria.

S. officinalisis used for the consumption of fresh
foods as a tasty flavoring food either in the form of
dried leaves or essential oil, in herbal medicine and in
the cosmetic industries [10].

Essential Oils of Salvia officinalisis known as the
Functional novel Natural Medicine. Salvia Essential
oils are considered important for drug development,
as they are endowed of pharmacological activity and
used in Asia, Middle East, China and India. Salvia
has been used in traditional medicine against
oxidative stress, free radical damages, angiogenesis,
inflammation, bacterial and virus infection [11].

The present study was undertaken to explore the
benefits of the essential oils of Salvia officinalisas a
preventive and symptomatic treatment against
scorpion envenomation.

2. Materials and methods
A. Materials

1. Biological Samples

1.1. Venom

Androctonusaustralis hector(Aah) venom was
obtained from Laboratory of Cellular and Molecular
Biology, Faculty of Biological Sciences of USTHB.
It was lyophilized and stored at 4°C.

1.2. Essential oils

Essential oils of Salvia officinalisvas obtained by
hydrodistillation for 3h using a Clevenger-type
apparatus, according to the procedure described in
the European Pharmacopoeia.

1.3. Animals

NMRI mice (20 + 2 g body weight) were obtained
from the animal breeding facility of Faculty of
Biological Sciences, USTHB. They were housed in
controlled temperature and humidity rooms, and
received food and water ad libitum with a natural
cycle of light and darkness. Animals were used
according to the European Community rules of the
EthicalCommittee for Animal Welfare. The
experiments were achieved in line with the current
guidelines for the care of laboratory animals.

2. Non biological Materials

The chemicals and reagents used were purchased
from Sigma (St. Louis, USA) or Merck (Darmstadt,
F.R.G) and were of analytical grade.

B. Methods
1. Essential oils of Salvia officinalis toxicity

Any therapeutically active substance is potentially
toxic; everything will depend on thedaily dose and
route of administration.

Ranges of different essential oil concentrations of
sage, ranging from 0.1% to 10% (v/v), were tested to
determine the optimal, safe and effective dose against
the effects of a sublethal dose of Aah venom. The
obtained results showed that the dose of 0.5% (v/v) is
the optimaldose that justifies its use in this study.

2. Experimental Protocol of envenomation

Animals of experiments were divided into three
groups (10 mice per group). The first group served as
control was injected with saline solution (NaCl 0.9%
by s.c. route); Group 2 received a sublethal dose of
Aah venom (0.5 mg/kg body weight by s.c. route);
Group 3 corresponds to the treated animals with
Essential Oils of Salvia officinalis.

Animals were humanely sacrificed at 24 hours after
envenomation. Blood was then collected and sera
were obtained after centrifugation at 3000 g for 10
min and kept at 4°C until use. Organs and tissues
(heart, lungs and liver) were homogenized in
physiological saline solution. Homogenates were
centrifuged at 4000 g for 20 min and supernatants
were used as tissue extract for the various
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experiments. Biomarkers of inflammatory response
and oxidative stress were evaluated at 24 h after
envenomation.

3. Anti-inflammatory effect of Essential Oils of
Salvia officinalis

3.1. Peripheral blood cell counts

Blood samples were collected in EDTA tubes 24 h
after Aah venom injection. A hemocytometer
(ADVIA, Hematology system) was used for cell
count.

3.2. Evaluation of inflammatory cell infiltration

Neutrophil accumulation and activation were
estimated by evaluating myeloperoxidase (MPO)
activity as previously described (Coelo et al., 2007).
Samples were mixed with orthodianisidine (0.167
mg/ml) and H,O, (0.4 mM) in phosphate buffer.
Absorbance was readat 460 nm.

The extent of eosinophil accumulation in the
biological samples was measured by assaying
eosinophil peroxidase activity (EPO) as previously
described [12]. Samples were mixed with Tris—HCI
buffer containing OPD (10 mM) and H,0, (0.4 mM).
Absorbance was readat 490nm using an ELISA
reader after incubation for 1h at room temperature in
the dark.

4. Anti-oxidant effect of Essential Oils of Salvia
officinalis

Pro-oxidant  (malondialdehyde, nitrite) and
antioxidant (catalase, glutathione) markers were
measured in tissue homogenates (Heart, lungs and
liver) and in sera.

4.1. Measurement of malondialdehyde (MDA)

The Measurement of MDA concentration is carried
out using the thiobarbituric acid (TBA) at (100°C) in
acid medium and in presence of SDS. The
absorbances were determined at 532 nm. The results
were expressed in nM/100 mg of tissue.

4.2. Measurement of nitric oxyde (NO)

Nitric oxide concentrations in serum and in brain,
heart, liver, and lungs tissues were determined
byassaying its breakdown products, nitrate and

nitrite, using the Griess method. Aliquots of sample
deproteinized [13]were incubated with equal volumes
of Griessreagent. The absorbance was measuredby
spectrophotometry at 543 nm.

4.3. Measurement of the glutathione

The determination of the reduced glutathione content
(GSH) in homogenatetissues was carried out by using
the 5,5 dithiobis 2 acid nitrobenzoic (DTNB). Its
reduction by the glutathion leads to the compound
formation that absorbs at 405 nm, 2-nitro-5-
thiobenzoic acid (TNB). The concentration ofGSH
was deduced from a molar extinction coefficient
of13.6mM—1 cm—1. Results were expressed in mM
per 100 mg of tissue.

4.4. Measurement of the catalase activity

The measurement of catalase activity is based on its
capacity to transform H,0O, in phosphates buffer pH
7. The reduction in the absorbance was measured
during 3 min at 240 nm. The enzymatic activity was
expressed in U1/100 mg of tissues.

5. Histological analysis

Heart, lungs and liver collected from animals were
immersed in formol fixative solution (10%) for 48 h.
It was embedded in paraffin, sliced (7 pm) and
stained with hematoxylin and eosin for microscopic
examination (Motic Digital Microscope PAL
System).

6. Statistical analysis

All results were expressed as the mean £ SD. The
statistical significance of differences between groups
was analyzed by a Student t-test. Data were
considered statistically significant if p-values were
<0.05.

3. Results

1. Evaluation of anti-inflammatory effect of
Essential Qils of Salvia officinalis

The injection of scorpion venom by subcutaneous
route to animals induces an important inflammation
response characterized by hyperleukocytosis marked
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by a significant increase of leukocytes and
lymphocytes associated with an important decrease
of monocytes, neutrophils and eosinophils in the
peripheral blood of injected mice with Aah venom
compared to the controls(NaCl) (Figure 1).

Evaluation of MPO and EPO activities, markers of
inflammation is used as an index of activation and
infiltration of neutrophils and eosinophils into the
inflammatory sites. The MPO and EPO activities in
tissue homogenates of injected mice with Aah venom
were significantly higher compared to that of controls
(NaCl) (Figure 2).

The treatment of animals with the essential oils of
sagelimits the leukocytosis caused by Aah venom.
Indeed, the use of essential oils after envenomation
normalizes the rate of total leucocytes but also the
levels of studied cell populations (lymphocytes,
monocytes, neutrophils, eosinophils, and basophils).

Previous study showed a significant reduction in total
leukocytes following the use of a Salvia officinalisin
rats with turpentine oil-induced inflammation.
Similarly, reduction of enzymatic activities of
meyloperoxidase and eosinophil peroxidase has been
observed in treated animals with essential oils of
Salvia officinalis

120 + mControl ®venom ®venom+EO
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Figure 1: Leukocyte count in the peripheral blood 24 h
after injection of venom (0.5 mg/kg by s.c. route) in the
presence and absence of treatment with Essential Oils of
Salvia officinalis
Values represent the means + S.D. (n = 3). *p <0.05; **p <0.01

2. Evaluation of anti-oxidant effect of Essential
Oils of Salvia officinalis

The study of the effects of Essential Oils of Salvia
officinalis after scorpion envenomation on oxidative
balance was carried out by the cellular pro- and
antioxidant balanceanalysis (Figures 3 and 4). This
study was realized after envenomation of mice by
subcutaneous injection of sublethal dose of Aah
venom (0.5 mg/kg) and treatment by Essential Oils of
Salvia oficinalis (0.5 %).
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Figure 2: Determination of myeloperoxidase MPO (A)
and eosinophil peroxidase EPO (B) activities, 24 h after
injection of venom (0.5 mg/kg by s.c. route) in the
presence and absence of treatment with Essential Oils of
Salvia officinalis.

Values represent the means + S.D. (n= 3). *p < 0.05; **p <
0.01;***p < 0.001
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2.1. Effect of Essential Oils of Salvia officinalis on
lipidic peroxidation

In order to evaluate the extent of the lipidic
peroxidation caused by Aah venom on various
tissues, a specie reactivate of the thiobarbituric,
malondialdehyde acid (MDA), was measured in
heart, lung and liver tissues of envenomed mice by a
sublethal dose of venom injected by subcutaneous
route.

Obtained results showed an increase in the MDA
levels in heart, lung and liver homogenates of
envenomed mice compared to that of animal controls
(Figure 3 A).

Salvia officinalis appeared to significantly reduces
MDA levels [14]. Obtained results showed that the
use of Essential Qils of Salvia officinalis in the
treatment of envenomed animals by Aah venom is
able to reduce the MDA level in the studied organs.

2.2. Effect of Essential Oils of Salvia officinalis on
nitric oxide release

The nitric oxide (NO) is free radical synthesized after
L-arginine conversion into NO, by NO synthases
(NOS). It plays animportant role in
severalphysiological and physiopathological
processes, as it is one of the oxidative stress markers.

The obtained results showed a significant increase in
NO levels in tissue supernatants of mice after 24
hours following the envenomation compared to the
control (Figure 3B). However, the treatment of mice
with essential oil decreased the NO level in the tissue
compartments compared to those of envenomed
animals. These results could be explained by the
antioxidant effect of one of the phenolic constituents
of the essential oils of Salvia[15].

2.3. Effect of Essential Oils of Salvia officinalis on
catalase activity

The catalase is an antioxidant enzyme present in
various tissues; it is responsible for the hydrogen
peroxide conversion into water and oxygen [16]. The
evaluation of the catalase activity in mice after 24
hours of envenomation showed a reduction in this
activity compared to the control (Figure 4A).
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Figure 3: Evaluation of oxidative stress biomarkers:
MDA (A) and Nitrite (B), 24 h after injection of venom
(0.5 mg/kg by s.c. route) in the presence and absence of

treatment with Essential Oils of Salvia officinalis
Values represent the means + S.D. (n= 3)
*p<0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001
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The decrease of catalase activity could be explained
by an excessive production of hydrogen peroxide
during the oxidative stress induced by Aah venom.
Indeed, in the presence of high levels of H,0, the
catalase activity was inhibited [16]. Other studies
reported an important increase in hydrogen peroxide
release by the macrophages stimulated in vitro with

the Tityusserrulatusr Androctonusaustralis hector

venoms [17-19].

The treatment of animals with the essential oils of
Salvia officinalis causes a significant increase in
catalase activity. The increase of catalase activity was
observed after treatment of animals with Salvia
officinalis tea for 14 days [20].

3. Effect of Essential Oils of Salvia officinalis on
glutathione levels

The non-enzymatic antioxidant balance evaluated by
the measurement of glutathion (GSH) in the tissue
supernatants of envenomed mice with Aah venom
showed a decrease in GSH levels compared to the
control. The treatment of animals with the essential
oils of Salvia officinalisseems to improve the cellular
antioxidant potential by increasing the rate of GSH in
the studied organs compared to the envenomed
animals (Figure 4B).

4. Effects of Aah venom on heart, lung and hepatic
tissues

Histological analysis revealed severe structural
alterations in myocardium, pulmonary and hepatic
tissues of injected animals with sublethal doses of
Aah venom. These alterations were characterized by:
i) a disorganization of hepatic tissue architecture with
dilated portal wvein, irregular  hepatocytes,
hemorrhagic edema, congestion, hemorrhage and cell
infiltration; ii) alteration of myocardic tissue
characterized by hemorrhage, interstitial edema,
necrosis of myocardiocytes and fibber hypertrophy
associated with inflammatory cell infiltration; iii)
pulmonary  tissue damage characterized by
hemorrhage, interstitial edema and thickening of
interalveolar septa. Thickened and altered alveolar
walls  exhibited abnormal accumulation  of
inflammatory cells (Figure 5).

Administration of Salvia officinalisessential oilsafter
Aah venom injection seems to restore the hepatic,
cardiac and pulmonary tissue damage induced by
venom and to reduce the leukocyte infiltration
observed in tissues of envenomed animals.
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Figure 4: Evaluation of oxidative stress biomarkers:
glutathione GSH (a) and catalase CAT (b); 24 h after
injection of venom (0.5 mg/kg by s.c. route) in the
presence and absence of treatment with Essential Oils
of Salvia officinalis. Values represent the means + S.D. (n=
3).*¥p < 0.05; **p <0.01; ***p < 0.001.
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Figure 5: Histology analysis of myocardium, pulmonary and
hepatic tissues of animal controls, envenomed animals with
Aah venom and envenomed animals with Aah venom and

treated with Salvia officinalis essential oil (EO)
H: hemorrhage, Oe : edema, c.i. : cell infiltration.
Coloration Hematoxylin-eosin. X400

4. Discussion

Scorpionic envenomation is a real threat in many
countries of the world, in particular in Northern
Africa, Central and Southern America, the Middle
East and India. Anti-venom therapy is based on two
approaches: symptomatic and specific treatment
(immunotherapy). In this study, a phytotherapeutic
approach using Salvia officinalisas a symptomatic
treatment was evaluated against  scorpion
envenomation based on its beneficial anti-
inflammatory and anti-oxidant properties. The
essential oil of Salvia oficinaliswas used as
pharmacologically active molecules after
experimental scorpionic envenomation. The obtained
results showed that envenomed animals with a
sublethal dose of Aah venom causes a significant
inflammatory response characterized by serum
hyperleukocytosis associated with intense activation
and infiltration of inflammatory cells in tissue.

The migration of leukocytes from the vascular system
to the injured area is a key event in inflammation [8].
Previous studies reported that the scorpion
envenoming induces activation of the inflammatory
cascade and release of immunological mediators
responsible for leukocyte recruitment [5, 9].

Aah venom induces also an installation of oxidative
stress characterized by an overproduction of free
radicals (NO), a massive release of a lipid

peroxidation metabolite (MDA), an inhibition of
catalase activity associated with basal glutathione
levels.

The increase of NO level was also reported after
experimental envenomation by Androctonusaustralis
hector, Tityuszulianuand of T. serrulatusvenoms
[21].The overproduction of free radicals (NO) could
be explained by the activation of NO synthase after
neurotoxin binding on their cellular targets.

The increase of MDA levels indicates the alteration
of cell membrane by the membrane lipid oxidation.
This disorder could be due to the action of reactive
species of oxygen and NO, which are released during
the oxidative process after scorpion envenomation.

These species (ROS) can interact and exert their toxic
effects by causing the lipid peroxidation which is the

cause of the alteration of the integrity of cellular
membranes [22, 23].

A disturbance of antioxidant system is observed. It is
characterized by a production of glutathion (GSH)
and by a decrease of the catalase activity, suggesting
their involvement in the molecular mechanisms of
cellular  detoxification in response to the
venomcomponents.

The use of essential oils of Salvia officinalisafter
scorpionic envenomation showed almost total
protection of animals against the deleterious effects
caused by Aah venom. Indeed, oral administration of
these oils has reduced the inflammatory response and
oxidative stress in all tissue compartments of
envenomed animals. It was reported that Salvia
officinalis essential oils have a significant inhibitory
effect on the migration of inflammatory cells to peri-
vascular tissues by reducing the expression of
adhesion molecules, the synthesis of inflammatory
mediators and the release of cytokines [24].
Similarly, Salvia officinalisessential oils, mainly its
carnosic acid and carnosol components, are able to
inhibit significantly the migration of neutrophils and
eosinophils to inflammatory sites [25, 26].

A reduction of oxidative stress was also observed,
characterized by an improvement of the enzymatic
and non-enzymatic antioxidant capacity by
reactivating the catalase activity and increasing the
cellular GSH levels. Similarly, basal NO and MDA
levels were also observed. Salvia officinalisreduces
the level of malondialdehyde probably due to the
decrease of OH radicals [20]. This plant
characterized by a high level of flavonoids, which
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could have a role in the reduced lipid peroxidation by
decreasing superoxide radicals resulting from stress
in rats [27].

The protective effect of essential oils may be due to
their content of phenolic compounds such as thujone,
cineole and camphor that can be purified and useful
for repairing tissue damage induced by oxidative
stress [28].

The treatment of envenomed animals with Salvia
officinalis essential oil seems to have an interesting
effect in the reduction of inflammatory and oxidative
responses induced by scorpion experimental
envenomation. These results are likely to be
exploited in a phytotherapy-based anti-envenoming
treatment.

Conclusion

Androctonusaustralishectorscorpion venom is able
to increase the sympathetic nervous system activity
and provoke a systemic inflammatory response
characterized mainly by an increase of leukocyte cell
count in the peripheral blood and their recruitment in
site of injury, associated with tissue damage and
oxidative stress. The pathophysiology of these events
is complex; it seems to be mediated by the massive
release of inflammatory mediators and reactive
oxygen species. The use of essential oils of Salvia
officinalis could be beneficial to improve the
treatment in the future mainly in severely envenomed
patients by scorpion venom.
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ABSTRACT

Introduction: Green tea and its polyphenolic catechins have shown beneficial effects in several inflammatory
pathogenesis. It is one of the most frequently consumed beverages in North African countries such as Algeria, which
is characterized by a high incidence of scorpion envenomation. The aim of this study was to investigate the effects
of the green tea against cardiac and hepatic inflammatory response and oxidative stress induced by scorpion venom.
Materials and Methods: Green tea was administered to mice in drinking water for 4 weeks before the injection of a
sublethal dose of venom. The inflammation response and oxidative stress were assessed twenty-four hours after the
envenomation by the evaluation of some inflammatory and oxidative stress markers, histological alterations and
metabolic enzyme levels. Results: The results showed that scorpion venom induced tissue inflammatory response
characterized by inflammatory cell infiltration and by an increase in levels of reactive oxygen/nitrogen species and a
decreased antioxidant defense. Significant alterations of the cardiac and the hepatic tissues such as edema and
hemorrhages associated with increased levels of metabolic enzymes were also observed. The administration of green
tea infusions decreased nitric oxide and thiobarbituric acid-reactive substances levels and reduced the incidence of
heart and liver tissue alteration and metabolic enzyme levels. These results indicate that green tea exhibits potent
protective effects against scorpion venom induced cardiac and hepatic toxicity probably by increasing antioxidant
defense. Conclusion: The antioxidant properties are due to the synergistic properties of green tea extracts such as
catechins, which are increasingly recognized as being potentially important for medicinal benefits.

Key words: Scorpion venom, cardiac and hepatic tissues, inflammation response, oxidative stress, green tea.

RESUME

Introduction: Le thé vert et ses catéchines polyphénoliques ont montré des effets bénéfiques dans le confort ou
traitement de plusieurs pathologies inflammatoires. C'est I'une des boissons les plus consommées dans les pays
d'Afrique du Nord tels que I'Algérie qui est concernée par une forte incidence d'envenimation scorpionique. Le but
de cette étude est d'étudier ’effet du thé vert sur la réponse inflammatoire induite au niveau cardiaque et hépatique
et le stress oxydant par le venin de scorpion. Matériels et Méthodes : Dans cette étude, le thé vert a été administré,
a des souris dans I'eau de boisson pendant 4 semaines avant l'injection d'une dose sublétale de venin. La réponse
inflammatoire et le stress oxydant ont été évalués 24 heures aprés l'envenimation par I'évaluation de certains
marqueurs de la réponse inflammatoire et du stress oxydant, par une analyse histopathologique ainsi que par
I’estimation du taux de quelques paramétres métaboliques. Résultats: Les résultats ont montré que la réponse
inflammatoire induite par le venin de scorpion se caractérise par une infiltration de cellules inflammatoires, une
augmentation des taux des especes réactives oxygénées et azotées, une diminution de la défense anti-oxydante ainsi
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que par des altérations tissulaires importantes (cedémes et hémorragies), associées a une augmentation des taux
d'enzymes métaboliques au niveau sérique. L'administration du thé vert a diminué la réponse inflammatoire, le stress
oxydant, les altérations tissulaires cardiaques et hépatiques ainsi que le taux des enzymes métaboliques.
Conclusion : L’effet immuno-protecteur du thé vert semble étre dii a I’augmentation de la défense anti-oxydante par
I’apport de molécules telles que les catéchines connues par leur intérét thérapeutique et protecteur contre les

désordres immuno-inflammatoires.

Mots clés: Venin de scorpion, tissus cardiaque et hépatique, réaction inflammatoire, stress oxydant, thé vert.

* Auteur correspondantel.: +213 6 151 6276; fax: +0-000-000-0000.
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1. Introduction

There is currently great interest in the use of
phytochemicals from foods and beverages as
preventive or curative compounds [1-3]. Green tea
provided from the Camellia sinensidant is one of
the most popular beverages in several areas of the
world such as North Africa and Middle East. The
beneficial impact of its regular consumption against
various diseases has been reported [4]. Many of these
beneficial effects of green tea are related to its
significant  antioxidant and anti-inflammatory
properties reported in numerous human, animal, and
in vitro studies [5]. These studies reported the
contribution of green tea in the prevention of heart
and liver diseases and its various physiological and
pharmacological properties such as anti-hypertensive
effect, antibacterial and antiviral activities, anti-
fibrotic properties, and neuroprotective powerful [6-
8]. Green tea also prevents some forms of cancer [9],
protects against nephrotoxicity and delays memory
regression [10, 11]. In this study, we evaluate the role
of green tea in protecting against cardiac and hepatic
tissue injuries after scorpion envenomation. The
cardiac and hepatic inflammatory response and
oxidative stress are key processes in scorpion
envenoming syndrome and could be a cause of death
after scorpion envenomation [12,13]. Inflammatory
events were assessed by measuring markers of the
influx of inflammatory cells to the cardiac and the
hepatic tissues and the oxidative stress status.
Furthermore, this study was supported by histological
analysis and assessment of enzyme activities
reflecting tissue injuries.

Received on: 03 juillet 2019
Revised on: 07 juin 2020
Accepted on: 05 juillet 2020

Biomolecules: Mode of Action, Immunotherapy and
Immunodiagnostic team, code: C0610502) of the

Biological Sciences Faculty at the University of
Science and Technology HouariBoumediene

(USTHB).

2. Materials and methods
2.1. Venom
The venom from the Androctonus australis hector

scorpion was provided by the Laboratory of Cellular
and  Molecular  Biology (Biochemistry  of

2.2. Animals

N.M.R.I. mice (20 £ 2 g body weight) were obtained
from the animal breeding division of the Biological
Sciences Faculty of the USTHB.They were group-
housed under controlled temperature and light-dark
cycle conditions. Animal care and experimental
procedures were performed according to the
2010/63/EU Directive of the European Parliament.

2.3. Green tea

The dried leaves of green tea issued from the plant
Camellia sinensigb, 10 or 50 g) were soaked in 500
ml of boiling distilled water for 5 minutes. The
obtained extract was filtered and the leaves
underwent a further extraction step by the addition of
500 ml of boiling distilled water. The obtained
second extractwas filtered and then mixed with the
first one. It was subsequently stored at 4 °C.

2.4. Chemicals and reagents

The chemicals and reagents are of a high analytical
quality. They are provided from Sigma Aldrich
(United States of America) and Merck (Germany).

2.5. In vivo experiments

Mice of group 1 and 2 received green tea (0.5 and
1%, respectively) as the only source of drink for 15
and 30 days, while the third group was given green
tea extract (5%) by gavage twice daily during 30
days. On the fifteenth and the thirtieth day, the mice
received a subcutaneous injection of physiological
saline (NaCl control group) or a sublethal dose (0.5
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mg /kg) of the Androctonusaustralis hectorvenom.
Mice were sacrificed within 24 hours of NaCl or
venom injection. At necropsy, blood, heart and the
liver were collected. The organs were weighed, and
then processed for further analysis in the assays
outlined below.

2.6. Evaluation of inflammatory cell infiltration

The neutrophil myeloperoxidase as well as eosinophil
peroxidase in inflamed mice heart and liver were
measured. The estimation of the activity of the
myeloperoxidase was carried out according to the
protocol of Krawisz et al. (1984) [14], whereas the
dosage of eosinophil peroxidase activity was carried
out according to the method of Van Oosterhout et al.
(1996) [15].

2.7. Evaluation of the heart and the liver redox
status

In order to evaluate the redox status in the cardiac
and the hepatic tissues, a study of the pro- and
antioxidant balance was undertaken. The nitric oxide
(nitrites) assay was performed according to the
method of Sun et al. (2003) [16], whereas, the levels
of the peroxidation marker of membrane lipids
(malondialdehyde) were carried out according to the
method of Ohkawa et al. (1979)[ 17].

The study of the antioxidant defense system was
undertaken by the estimation of catalase antioxidant
activity, according to Aebi (1984) [18]. The reduced
glutathione was estimated by the Ellman modified
method (Zhang, 2000) [19].

2.8. Tissue alterations analysis and metabolic
enzyme measurements

The hearts and livers taken after mice sacrifices were
immediately immersed in 10 % formalin for 48h.
They were then dehydrated in alcohol baths and
impregnated with paraffin. The sections were made
and stained with hematoxylin and eosin. They were
observed under a photonic (Motic) microscope
connected to a camera. Measurements of the serum
enzymatic activities of creatine phosphokinase,
lactate dehydrogenase, alanine aminotransferase and
alkaline phosphatase were performed according to
manufacturer’s instructions (Spinreact) using an
automatic apparatus (HITACHI 902 ISE).

2.9. Statistical analysis of results

The statistical analysis of the results was carried out

by the Student's t-test. The results are shown as mean
and standard error of the mean (mean £ S.E.M).

3. Results

3.1. Effects of green tea on inflammatory cell
infiltration induced by scorpion venom

The results showed significant decrease (dose- and
time-dependent) of neutrophil and eosinophil
infiltration in the cardiac and the hepatic tissues
compared to the envenomed mice (Figure 1: a, b, ¢
and d).

Indeed, myeloperoxidase activity decreased when
green tea at 0.5 and 1 % during 15 and 30 days
compared to the estimated values obtained in the
cardiac and in the hepatic tissues of envenomed mice
(Figure la and 1c).

It was noted that the doses of 1 and 5 % administered
during 30 days are the most effective in preventing
eosinophil cell infiltration in the cardiac tissue (P <
0.01) (Figure 1b).

In the liver tissue, the best preventive effects of
green tea were observed at 0.5 and 1% (P < 0.01)
(Figure 1d).

3.2. Beneficial effects of green tea on the
imbalance between the pro and the antioxidant
system induced by scorpion venom

Nitrite contents produced in the cardiac and the
hepatic tissues of the pretreated envenomed mice
with green tea showed a decrease in this reactive
nitrogen specie level in dose-and time- dependent
manner. The pretreatment of the mice during the 30-
days appears to be more preventive than those carried
out during 15 days (Figure 2c and 2d).

Indeed, lower levels of nitrites were noted in the
cardiac and the hepatic tissues with green tea at 1 %
(P <0.05 and P < 0.01, respectively) (Figure 2a and
2b). Green tea also reduces lipid peroxidation caused
by scorpion venom in the heart and the liver. The
most interesting results are those obtained within the
30 days-pretreatment period (Figure 2c and 2d).

The status of the anti-oxidant defense system in the
cardiac tissue was assessed in the homogenates by
the evaluation of catalase activity and the glutathione
level (Figure 3a and 3b).
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Figure 1: Effects of green tea on myeloperoxidase and
eosinophil peroxidase activities reflecting infiltration of
neutrophils and eosinophils, respectively, into the
cardiac (a, b) and the hepatic (c, d) tissues, induced by a
sublethal dose of Androctonus australis hector venom
(0.5 mg / kg), 24 hours after the injection (Meant S.E.M.,
n=3; Studentt test; ***P<0.001; Groups of envenomednice
comparedto the control (NaCl alone). “P<0.05; # P<0.01; **
P<0.001; Groupspretreatedwith greenteacomparedo the group
of micereceivingthevenomalone).
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Figure 2: Effects of green tea on the variation of the
levels of nitrites (a, b) and malondialdehyde (c, d) in the
cardiac and the hepatic tissues after experimental
envenomation with a sublethal dose of Androctonus
australis hector venom (0.5 mg / kg), 24 hours after its
injection.(Meant S.E.M.,n=3 ; Student test;** P < 0.01; ***

P < 0.001Groups of envenomednice comparedto the control
(NaCl alone). *P<0.05; # P<0.01; ** P < 0.001; Groups
pretreatedwith greenteacomparedo the group of micereceiving
thevenomalone).

Mice receiving green tea displayed important
protective effects against the depletion of the
antioxidant system. The study of the non-enzymatic
antioxidant system state in envenomed mice showed
significant increase in the reduced glutathione levels
in the cardiac (P < 0.001) and the hepatic (P < 0.05)
tissues of pretreated animals with 0.5 and 1% of
green tea during 15 and 30 days prior to experimental
envenomation compared to those of envenomed
mice. However, green tea at 5% was less effective in
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preventingthe non-enzymatic antioxidant system
alteration (Figure 3a and 3b). On the other hand, the
recorded catalase activity was more important in
presence of green tea at 5% than that observed in
envenomed mice (Figure 3c and 3d).
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Figure 3: Effects of green tea on the non enzymatic (a,
b) and the enzymatic (c, d) antioxidant system in the
cardiac and the hepatic tissues after experimental
envenomation with a sublethal dose of venom (0.5 mg /
kg), 24 hours after its injection. (Mean = S.E.M.,n=3;
Student test;** P < 0.01; *** P < 0.001Groupsof envenomed
mice comparedto the control (NaCl alone). “P<0.05; * P<0.01;
## P < 0.001 Groupspretreatedwith greentea comparedto the
groupof micereceivingthevenomalone).

3.3. Evaluation of the green tea effects on
histological damage and organ dysfunction
induced by scorpion venom

The anatomopathological analysis of heart and liver
tissues of the envenomed mice revealed edema,
hemorrhage, congested center-lobe vein and massive
leukocyte infiltration into these tissues 24h after
venom injection  (Figure 4b and 4e).
Histopathological analysis of the myocardium and
the hepatic tissue of mice receiving green tea prior to
experimental ~ envenomation  revealed  fewer
alterations in pretreated animal’s tissues during the
30-day period than those receiving the same
pretreatment during 15 days.

Green tea (1%) 30 days + Venom
Figure 4: Effects of green tea concentration (1%) and
time consumption period (30 days) on changes in
myocardium and liver parenchyma structure induced
by a sublethal dose of Androctonus australis hector
venom (0.5 mg / kg). Ic: Inflammatory cells, H: Hemorrhage:
N: Nucleus, le: Interstitial edema,vC Centerlobe vein, CCv:

Congested centdobe vein (Hematoxylkeosin  staining:
magnification: x 400).
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Indeed, hemorrhagic edema and infiltration of
inflammatory cells were observed in the myocardium
and the liver parenchyma of mice receiving green tea
during the 15-day period (data not shown) whereas
no alterations were observed in the tissues of
pretreated mice during 30-days with green tea at 1%
compared to the envenomed animals (Figure 4c and
4f). The administration of green tea at 1% during 15
or 30 days appears to be more effective in the
reduction of the level of creatine phosphokinase,
lactate dehydrogenase, alanine aminotransferase and
alkaline phosphatase in the sera of envenomed mice
(Figure 5a, b, c and d).
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Figure 5: Effects of green tea concentration on the
variation in seric levels of creatine kinase (a), lactate
dehydrogenase (b), alanine aminotransferase (c) and
alkaline  phosphatase  (d) after  experimental
envenomation with a sublethal dose of scorpion venom
(0.5 mg / kg), 24 hours after its injection.

(Mean = S.E.M., n=3; Student t test; * P < 0.05 *** P < 0,001 ;
Groups of envenomed mice compared to the control (NaCl alone).
# p<0.01; " P < 0.001; Groups pretreated with green tea
compared to the group of mice receiving the venom alone).

4. Discussion

Several studies carried out over the past years have
shown that the polyphenolic fractions isolated from
green tea inhibit oxidative stress and possess anti-
inflammatory activity [5, 20]. The administration of
green tea to mice for one month prior to the
administration of the venom showed that this plant
has a preventive effect against the increased
infiltration of the inflammatory cells in cardiac and
hepatic tissues induced by the scorpion venom. This
effect depends on the dose or the consumption time
of the Camelliasinensignfusions.

The triggering of the immune-inflammatory response
during scorpion envenomation is accompanied by the
antioxidant system dysfunction [21, 22]. Several
studies have demonstrated the beneficial effect of
green tea or its polyphenolic extracts commonly
known as flavanols or catechins in the reduction of
oxidative or nitrosative stress [23]. Dona et al.
reported in 2003 [24] that the green tea polyphenols
are potent inhibitors of neutrophil activity, and
suggest their use as pharmacological agents in
preventive therapy for person at risk for
inflammatory diseases. Di Paola et al. (2005) [25]
also reported that green tea decreased the induced
infiltration of neutrophil levels into lung tissue in
experimental model of pulmonary inflammation by
carrageenan.  The infiltration  decrease in
inflammatory cells can be attributed to the inhibitory
effect of the involved enzymes or cytokines in
immune-inflammatory responses such as COX-2 and
TNF-a by green tea [26,27]. Polyphenols are also
able to modulate the activity, expression and/or
secretion of various mediators involved in the
immune-inflammatory response. For example, they
reduce the expression of adhesion molecules,
allowing a decrease in the adhesion and recruitment
of blood cells to tissues inflammatory foci [25]. The
obtained results in this study showed that, in addition
to its effect on the reduction of inflammatory cell
infiltration, green tea can also prevent the installation
of oxidative and nitrosative stress caused by scorpion
venom in cardiac and hepatic tissues by decreasing
the nitric oxide levels, lipid peroxidation as well as
an improvement in antioxidant systems (catalase and
reduced glutathione).

The previous study conducted by Tedeschi and
collaborators in 2004 [28] showed that green tea and
its extracted polyphenols present an inhibitory effect
on the activity of the inducible NO synthase. Other
studies have shown that the administration of green
tea polyphenols induces a decrease in lipid
peroxidation due to its antioxidant activity [29].
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Green tea catechins can act as free radical scavenger
sensors, reducing the tissue damage [30]. In addition
to these effects, green tea flavonoids can chelate iron
and copper and prevent their participation in the
reactions of Fenton and Haber-Weiss reaction types
[31].

The anti-inflammatory and the antioxidative effects
of green tea resulted in a remarkable prevention of
the immune-inflammatory disorders induced by
Androctonusaustralis hector scorpion venom in the
myocardium and the liver parenchyma. The
prevention of these disorders was dose- and time-
dependent on green tea consumption. This effect was
observed at different concentrations (0.5, 1 and 5 %).
However, the protective effects of green tea were
observed mainly at 1% administered during 30 days
when compared with envenomed mice consuming no
green tea.

Conclusion

The present study suggests that Camelliasinensishas
a beneficial preventive effect against cardiac and
hepatic inflammatory disturbances and oxidative
stress induced after scorpion envenomation.
However, further studies are needed to identify
biological active molecules in order to accurately
describe the molecular mechanism(s) responsible for
this anti-inflammatory and antioxidant effect.
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ABSTRACT

Introduction: The physiopathology of scorpion envenoming is very complex, and can induce several perturbations
reaching different systems, including nervous, cardiovascular, immune and respiratory systems. Envenoming by
Androctonus australis hector (Aahjcorpion is characterized by various symptoms, including pain and
cardiovascular and respiratory disturbances. In the most severe cases of envenomation, pulmonary edema could be
responsible of death. Materials and Methods: This study was carried out as a comparative analysis of the immuno-
inflammatory response of envenomed mice with that of an experimental model of allergy. In a purpose of assessing
the damage caused by Aahvenom or its components on the respiratory system, we update an allergic model in mice
using a pretreatment with ovalbumin (OVA) for a period of 15 days intra-peritoneally and then intra-nasally. On the
other hand, three groups of mice were envenomed by the whole Aahvenom, its toxic fraction (FtoxG-50), or its non
toxic fraction (F1) subcutaneously. Results: The inflammatory response was assessed by evaluating the pulmonary
vascular permeability, measuring the levels of IgE in sera, and histo-pathological study of lung parenchyma. Our
results showed an enhancement in pulmonary vascular permeability, with important changes in the lung
parenchyma, including wall thinking, accompanied with IgE synthesis, observed in mice pretreated with ovalbumin.
The same results were obtained with envenomed groups of mice. Conclusion: The inflammatory pattern of the
experimental model of allergy was comparable to those of envenomed groups. The scorpion venom may play an
important role in mediating inflammatory response allergic type, in activating immune and non-immune cells and
mediators that trigger the allergic disorder. Thus, it should be interesting to investigate the properties of venom
components, to learn about the mechanisms by which they stimulate effector cells and inflammatory mediators,
which could be used in a therapeutic side.

KEYWORDS: Allergy, Experimental model of mice, Ovalbumin, Lung, Scorpion venom.

RESUME

Introduction: La physiopathologie de I'envenimation des scorpions est trés complexe et peut induire plusieurs
perturbations  atteignant  différents  systemes, notamment les systéemes nerveux, cardiovasculaire,
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immunitaire et respiratoire. L'envenimation du scorpion d'Androctonus australis hector (Aalsg caractérise par
divers symptdmes, notamment des douleurs et des troubles cardiovasculaires et respiratoires. Dans les cas
d'envenimation les plus sévéres, 1'cedéme pulmonaire peut étre la cause du décés. Matériels et Méthodes : Cette
étude a été réalisée comme analyse comparative de la réponse immuno-inflammatoire de souris envenimées avec
celle d'un modéle expérimental d'allergie. Dans le but d'évaluer les dommages causés par le venin d'Aah ou ses
composants sur le systéme respiratoire, nous avons optimisé un modele allergique chez la souris en utilisant un
prétraitement a l'ovalbumine (OVA) pendant une période de 15 jours par voie intra-péritonéale puis intra-nasale.
D’autre part, trois groupes de souris ont été envenimés par le venin total d’Aah sa fraction toxique (FtoxG-50) ou sa
fraction non-toxique (F1) par voie sous-cutanée. Résultats : La réponse inflammatoire a été évaluée par la mesure
de la perméabilité vasculaire pulmonaire, la quantification des niveaux sériques d'IgE, et I’étude histo-pathologique
sur parenchyme pulmonaire. Nos résultats montrent une augmentation de la perméabilité vasculaire pulmonaire,
avec des changements importants dans la structure du parenchyme pulmonaire, avec un épaississement des parois
alvéolaires, accompagnés d'une synthése d'IgE, observés chez des souris prétraitées avec de I'ovalbumine. Les
mémes résultats ont été obtenus avec des groupes de souris envenimées. Conclusion : Le profil inflammatoire du
modele expérimental d'allergie était comparable a ceux des groupes envenimés. Le venin de scorpion peut jouer un
role important dans la médiation d’une réponse inflammatoire de type allergique, dans l'activation des cellules
immunitaires et non immunitaires et des médiateurs qui déclenchent le trouble allergique. Ainsi, il serait intéressant
d'étudier les propriétés des composants du venin, afin de mieux comprendre les mécanismes par lesquels il stimule
les cellules effectrices et les médiateurs inflammatoires qui pourraient étre utilisés dans le domaine thérapeutique.

MOTS CLES : Allergie, Modele expérimental de souris, Ovalbumine, Poumon, VVenin de scorpion.
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1. Introduction

In the lungs, edema is one of the most frequent
complications in scorpionic accidents, and the
principal cause of death in the majority of cases. The
pulmonary edema can be induced by two types of
factors: a cardiogenic factor directly related to a
cardiac dysfunction of the left ventricle, and a non-
cardiogenic factor caused by the release of
inflammatory mediators [1].

Cardiogenic origin of edema could be due to an
ischemia state related to catecholamine and
acetylcholine discharge, or biventricular failure
leading to left ventricular dysfunction [1,2]. The non-
cardiogenic or lesional edema could be due to an
increase in membrane permeability resulting from the
alveolar capillary membrane lesion and activation of
inflammatory cascade by mediators, such as
prostaglandins, leukotriens, histamine and cytokines

[3].

The bioactive substances of scorpion venom are
neurotoxic peptides, present in small amounts, but
responsible for almost all the toxicity of Aahvenom,
due to their capacity to act on the voltage-gated
sodium channels of excitable cells; thus, they can
induce  various disturbances, such as the
depolarization of the axonal membranes, and a

consequent release of neuromediators, which have
deleterious effects on different organs [4-6]. In the
lung, the physio-pathological effects of the
envenomation seem to be related to the alteration of
the alveolo-capillary barrier, resulting a pulmonary
vascular permeability increase and remarkable
leukocyte infiltration, accompanied by the activation
of the inflammatory cascade, with significant lesions
of the pulmonary parenchyma [7,8]. These
manifestations occurring in the lung following the
envenomation suggests other disorders affecting this
organ, which could be similar to an allergic type
disorder.

Allergy is a hypersensitivity reaction, initiated by
adaptive immunological mechanisms. It can be
antibody- or cell-mediated. In the majority of cases,
the antibody typically responsible for an allergic
reaction belongs to the IgE isotype, and these
individuals may be referred to as suffering from an
IgE-mediated allergy [9,10]. The present study was
designed to better understand the mechanisms
involved in the immuno-reactivity of the respiratory
tract, a comparison was then established between
envenomed groups of mice with the whole venom of
Aah or one of its components, and an experimental
model of allergy induced with ovalbumin.
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2. Material and Methods

1. Scorpion venom and its fractions

F1 and FtoxG-50 fractions were isolated from Aah
venom by gel filtration through Sephadex G50
column as previously described, and were provided
from the Laboratory of Cellular and Molecular
Biology, Faculty of Biological Sciences of USTHB
[11].

2. Animals

Adult male NMRI mice with an average weight of 20
+ 2 g were purchased from the animal breeding of the
Pasteur Institute of Algeria. They were housed in
temperature and humidity controlled rooms and
received food and water ad libitumbefore being used
for study. The experiments were achieved in line with
the current guidelines for the care of laboratory
animals [12].

3. Experimental protocol

In a purpose of assessing the damages caused by Aah
venom, or its components on the respiratory system,
we developed an allergic murine model using a
pretreatment with ovalbumin (OVA) for a period of
15 days [13-15]. First, mice received intra-
peritoneally (i.p. route) doses of 10 pg each of OVA,
in a solution containing 0.133 mg of Al(OH); on the
first, second and third day of pretreatment. The OVA
was then administered intra-nasally, without
adjuvant, at doses of 2 pg each on the sixth, seventh,
fourteenth and fifteenth day of the pretreatment. In a
second set of experiment, three groups of mice were
envenomed by a sublethal dose of the whole Aah
venom (10 pg/20 mg of body weight), its toxic
fraction (FtoxG-50) (8 pug/20 mg of body weight), or
its non-toxic fraction (F1) (8 pg/20 mg of body
weight) subcutaneously, and are considered as
positive controls of envenomation [16,17]. The
negative control is represented by a group of mice
injected with physiological saline solution (0.9%
NacCl).

4. Determination of pulmonary vascular
permeability

In all groups, the lungs were removed at the end of
each experiment to determine the pulmonary water
content by a method already described and modified
[18]. Briefly, the lungs were excised, weighed and
dried to a constant weight in an oven at a temperature
of 37°C. The difference between wet and dry weight
of the lung provided the water content, and was
expressed as a percentage of wet lung tissue.

5. Evaluation of IgE concentration in the serum

The IgE level in serum sample was determined by an
enzyme-linked immune-sorbent assay method [19]. A
96-well microplate was sensitized with a monoclonal
antibody anti-mouse IgE at a concentration of 5
pg/mL dissolved in a 0.1 M carbonate buffer, pH 9.6
at a rate of 100 pL/well, and then incubated overnight
at 4°C. After washing with PBS, the non-specific
sites are saturated with 3% skimmed milk prepared in
PBS for 3 h at 37°C. The serum samples are
deposited in triplicate at the rate of 100 uL per well,
and the microplate was incubated overnight at 4°C. A
solution containing 2 pg/mL of biotinylated anti-IgE
antibodies was then deposited. After an incubation of
90 min at 25°C, the streptavidin-peroxidase was
added. The peroxidase substrate, composed of a 0.01
M phosphate buffer, pH 7.4 containing 10 pL of
H,0, and 1 mg/mL of O-phenylenediamine (OPD),
was added to each well, and the microplate was
incubated at room temperature for 30 min. After
stopping the reaction by adding 50 pL of 30%
H,S0,.The absorbance was read at 490 nm. The
result is expressed in ng/mL.

6. Characterization of histo-pathological effects

The analysis of tissue integrity was performed on the
lungs of control, envenomed and pretreated animals.
The lungs were carefully removed after the sacrifice
of mice, and immediately immersed in formalin at
4% for 48h, then dehydrated in ethyl alcohol, and
impregnated in paraffin before making blocks.
Sections of 4 pm thick were made using a rotary
microtome, and then spread on glass slides. The
sections were subjected to topographic staining with
Hematoxylin-Eosin, and observed under light
microscopy at X400 magnification.

7. Statistical analyses

The data were reported as mean + standard error of
the mean (S.E.M.). The statistical significance of
differences between groups was analyzed by a
Student t test. Differences were considered
significant if probability values (P) were 0.05 or less.

3. Results

1. Determination of pulmonary vascular
permeability

The extent of pulmonary edema was estimated by
determining the water content of the lungs in mice
envenomed with Aah venom, its toxic fraction
(FtoxG-50), or its non-toxic fraction (F1). These
levels was compared to this obtained with the
experimental modal of allergy. The results are
expressed as a percentage of wet weight (Figure 1).
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The results obtained show an increase in the
pulmonary water content in the mice envenomed with
the whole venom or one of its fractions, by
comparing with those of the negative control. Indeed,
fairly large values were recorded for the lungs of
mice after envenomation with the fraction F1 (85.859
+ 8.54 %), the closer result to those obtained with
OVA-treated mice (90.5 = 4.7 %). The increase in
these reports reflects the formation of exudate in the
lungs and confirms the formation of pulmonary
edema (Figure 1).

2. Evaluation of IgE concentration in the serum

The IgE level was measured in the sera of mice after
subcutaneous injection of a sublethal dose of the
whole venom, its toxic fraction (FtoxG-50) or its
non-toxic fraction (F1), and then compared to the
level obtained with OVA-treated mice (Figure 2).
The inflammatory profile of the allergic model was
marked by a high production of IgE in the serum
compartment, with a concentration of
34.1£3.11ng/mL. When compared to envenomed
groups of mice, the higher concentration of IgE was
registered in mice injected with F1 fraction
(31.2+6.54ng/mL), which is greater than that induced
by Aah venom (28.4+3.78ng/mL) or FtoxG-50
fraction (26.8+1.26 ng/mL) (Figure 2).

3. Characterization of histo-pathological effects

Inflammatory response was also assessed by
evaluating the pulmonary edema and the alterations
of lung parenchyma (Figure 3). Anatomo-
pathological analysis of the lungs of mice having
received a sublethal dose of the venom or one of its
fractions, highlighted a damage affecting the alveolar
and inter-alveolar space, representing by a complete
disorganization of the structure of the pulmonary
parenchyma, with edema, hemorrhagic areas,
infiltration of inflammatory cells as well as
thickening of the intra-alveolar walls comparing with
control (Figure 3a). This tissue damage was most
important for the injected animals with toxic fraction
Figure 3d). Our data showed a similar profile
comparing the allergic model of mice (Figure 3b)
with envenomed groups of animals (Figure 3c, 3d
and 3e).
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Control Ovalbumin Venom FtoxG-50 F1

Figure 1: Estimation of pulmonary edema by calculating
the wet weight of the lungs of mice 4 h after experimental
envenomation with the whole venom of Aah (0.5 mg/kg),
the FtoxG-50 fraction (0.4 mg/kg) or the F1 fraction (0.4
mg/kg), by comparing with an allergic model (mean +
standard deviation, n = 4).
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Figure 2: Evaluation of serum IgE concentrations, 4 h
after experimental envenomation with the whole venom
of Aah (0.5 mg/kg), the FtoxG-50 fraction (0.4 mg/kg) or

the F1 fraction (0.4 mg/kg), by comparing with an
allergic model (mean * standard deviation, n = 4).
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Control Ovalbumine

AL ‘
FtoxG-50

Figure 3: Light photomicrographs of the lungs of mice
treated with ovalbumin (b), or injected with Aah venom
(c), FtoxG-50 fraction (d) or F1 fraction (e) showed an
increase in cellular infiltration and an obstruction of
airways comparing with control (a).

Alveolus (A), hemorrhage (H), edema (O), leukocyte infiltration
(M).Thickening of the inter-alveolar partitions (Eci).Hematoxylin-
eosin stained. X400 magnification.

4. Discussion

The increase in vascular permeability is an early
eventobserved in  venom-induced inflammation
[20,21]. It is accompanied by heartfailure, cardio-
respiratory disorders, inflammatory cells infiltration
with high levels of cellular enzymatic activity and
pro-inflammatory cytokines (IL-1, IL-6 and TNFa)
[17,22,23].

Pulmonary edema is associated with acute left
ventricular dysfunctionand damage, caused by
cardiogenic components. It could also result from an
increase incapillary lung permeability by non-
cardiogenic components [24,25]. The latter appears to
be related to an increase of pulmonary vascular
permeability that accompanies activation of the
inflammatory cascade [25].

The mast cell has been known to be an important cell
type involved in IgE-mediated immediate
hypersensitivity and allergic disorders [26-28]. Mast
cells are activated through their IgE-bound high
affinity IgE receptors (FceRI), and release the
preformed pro-inflammatory mediators [9]. They are
also activated by the tachykinin substance P (SP), to
induce various effects, such as regulation of
neurotransmission, pain, inflammation, cell growth
and differentiation and oncogenesis [29].

It has been demonstrated that mast cells are involved
in the lung edema induced by scorpion venoms of
different species [30,31]. They are also involved in
the inflammatory response caused by other types of
venoms, such as snake, bee, spider or wasp venoms
[21,32-36]. The contribution of neuropeptides, in
particular substance P, and the role of tachykinin
(NK1) receptor in the lung injury induced by Tityus
serrulatus scorpion venom has been also
demonstrated [37].

We have previously evaluated the increase in
microvascular permeability, the edema formation, the
cellular ~ recruitment,  the  structural lung
disorganization and the role of tachykinin molecules
in mast cell activation following the administration of
Aahvenom or its components [38].

The allergic reaction is an immune system's response
to the inoculation of an allergen. This immune
response is initiated during exposure to the allergen,
then its recognition by the immune system, and
completed by the production and interaction of IgE
with effector cells, mainly mast cells, which released
mediators that activate other inflammatory cells,
responsible for various manifestations, including
vasodilation, hemodynamic variations, broncho-
constriction and increased mucus secretion [39-41].

The particularity of hypersensitivity response
compared to normal immune response is the IgE
production. This isotype of antibody binds to the
FceRI receptors on the surface of resident mast cells
and blood basophils, which initiates a complex
intracellular  signaling cascade that leads to
degranulation and the release of pharmacologically
active mediators, such as histamine, lipid metabolites
and cytokines. The principal effects of these products
are vasodilatation, increased vascular permeability,
and smooth muscle contraction, which may act
locally or systemically [9,42,43].

We have previously demonstrated that the
phenomenon of plasma extravasation after the
administration of Aah venom, its toxic fraction or
non-toxic fraction, promotes the installation of
pulmonary edema, following the alteration of the
functions of the lung, and the increase in vascular
permeability to serum proteins. These damages are
accompanied by a massive leukocyte infiltration in
the broncho-pulmonary space, and the alteration of
the lung parenchyma). We have also underlined the
important role of mast cells in mediating the
inflammatory response through their NK1 receptors
[38]. In this study, the pulmonary immune-reactivity
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induced by the constituents of Aah venom was
compared to that of an experimental model of allergy
developed in the laboratory.

The comparative analysis of the immuno-
inflammatory response of envenomed mice with an
experimental model of allergy showed that the edema
induced by Aah venom or its components is almost
similar to that observed with the experimental model
of allergy. Aah venom seems to trigger an
inflammatory reaction allergic type with high levels
of IgE production.

Broncho-pulmonary  hyper-responsiveness is a
complex phenomenon involving multiple cell
populations, including neutrophils, lymphocytes,
macrophages, eosinophils, possibly stromal cells and
bronchial epithelium. The cell interactions allow mast
cells to orchestrate inflammatory innate reactions and
complex adaptive immunity, including the
pathogenesis of allergies.

One of the parenchymal tissues most sensitive to the
action of scorpion venoms is the lung. Its structure is
characterized by a large alveolar surface, a high
blood flow and an ease in the exchanges between the
alveolar air and the vascular compartment, allowing a
rapid absorption and excretion of toxic agents. These
characteristics could therefore explain the severity of
the lung damage observed after scorpion envenoming
[44]. The sequestration of polynuclear cells in the
lungs and the release of free radicals, reported in
several studies, seem to be responsible for lesions of
the pulmonary parenchyma of envenomed animals
[7,45].

Our results highlight the role of Aah venom
components in inducing changes in the structure of
the lung parenchyma, added to the variation in
vascular permeability, and thus the accumulation of
inflammatory cells and their products in the broncho-
pulmonary space. The production of high levels of
IgE suggests that the mast cell signaling could be
involved through their FceRl receptor. This
inflammatory pattern is almost similar to the
manifestations observed with allergic model, which
suggests that Aah venom components could induce
an inflammatory response allergic type.

The comparative analysis of the immuno-
inflammatory response of envenomed mice with an
experimental model of allergy constitutes a
fundamental tool for a better understanding of the
pathophysiology of venomous pathogens. However,
the effects of the immuno-allergic response affecting

the broncho-pulmonary space as well as the
production of IgE, seem to be accentuated under the
action of the non toxic fraction (F1). The presence of
allergenic biomolecules in this fraction is to be
explored.

Conclusion

In summary, the obtained results indicate that Aah
venom may play an important role in mediating
inflammatory response allergic type, in activating cell
types, such us mast cells, and mediators that trigger
the allergic disorder. Thus, it should be interesting to
investigate the properties of venom components, to
elucidate the mechanisms by which they stimulate
effector cells and inflammatory mediators, which
could be used in therapeutic purposes.
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ABSTRACT

Introduction: Epilepsy is a common neurological disorder characterized by recurrent seizures and a
neurodegenerative process. Neuroinflammation, oxidative stress and mitochondrial dysfunction may play an
important role in the pathophysiology of seizures. In this study, a neurodegenerative model of seizure was developed
using Kaliotoxin (KTx), a potassium channel blocker neurotoxin isolated from scorpion venom. The role of the
coenzyme Q10 (CoQ10), which isan essential cofactor of the electron transport chain in mitochondrial against KTx-
disorders was investigated. Subjects and Methods: Naval Medical Research Institute (NMRI) mice were injected
with KTx byintracerebroventricular (i.c.v) route prior or no the use of CoQ10 administered by per ogp.o) route.
Results: Binding of KTx to its biological target the Kv channels, causes seizures, activation of inflammatory
response and oxidative stress characterized by an increase of cyclooxygenase 2 (COX-2) expression, Nitric oxide
(NO) and Malondialdehyde (MDA) levels associated to a decrease of GSH level. The neuroinflammatory response
is accompanied by cerebral alterations. The administration of CoQ10 before KTx injection seems to be able to
reduce the observed alterations, probably by reducing oxidative stress characterized by an increase of anti-oxidant
markers (GSH level and the catalase activity).Conclusions: The developed model using KTx could help to the
understanding of the molecular pathway involved in the neuropathological processes related to K* channel
dysfunctions. The CoQ10 seems to have a neuroprotective effect against the induced disorders by KTx by enhancing
the mitochondrial function. These findings suggested the therapeutic potential of the CoQ10 in neurodegenerative
disorders. The CoQ10 treatment could be a new therapeutic approach in brain alterations due to seizure.

KEY WORDS: Seizure, neurodegeneration, neurotoxin, mitochondria, coenzyme Q10.

RESUME

Introduction: L’épilepsie est un trouble neurologique caractérisé par des crises récurrentes et un processus
neurodégénératif. La neuro-inflammation, le stress oxydatif et le dysfonctionnement mitochondrial semblent jouer
un réle important dans la physiopathologie des crises. Dans cette étude, un modéle neurodégénératif de convulsions
a été développé en utilisant la kaliotoxin (KTx), une neurotoxine purifiée a partir du venin de scorpion. Le réle de la
coenzyme Q10 (CoQ10), un cofacteur essentiel de la chaine respiratoire mitochondriale a été étudié chez ce modele.

This work is licensed under a Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International License.
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Sujets et méthodes : Des souris de I'Institut naval de recherche médicale (Naval MedicalResearch Institute, NMRI)
ont regu une injection de KTx par voie intracérébro-ventriculaire (i.c.v) avec ou sans prétraitement en utilisant la
CoQ10 administrée par voieper os(p.0).Résultats : La liaison de KTx a sa cible biologique, les canaux potassiques
Kv, provoque des convulsions. Cette fixation induit une activation de la cascade neuro-inflammatoire et du stress
oxydatif. En effet, une augmentation de l'expression de la cyclo-oxygénase 2 (COX-2) et des taux de monoxyde
d’azote (NO) et de malondialdéhyde (MDA) associés & une diminution du taux de GSH a étéobservée. Cette
augmentation se traduit par d’importantes 1ésions cérébrales. L'administration du CoQ10 avant l'injection de KTx
semble pouvoir réduire les Iésions cérébrales, en améliorant la balance oxydative.Conclusions : Ce modéle pourrait
servir comme outil afin d’explorer les mécanismes impliqués dans les processus neuropathologiques liés aux
dysfonctionnements du canal Kv. La CoQ10 semble avoir un effet neuroprotecteur en améliorant la fonction

mitochondriale. La CoQ10 pourrait constituer une nouvelle approche thérapeutique dans les troubles

neurodégénératifs liées aux convulsions.

MoTs CLES: Convulsion, neurodégénérescence, neurotoxine, mitochondrie, coenzyme Q10.
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1. Introduction

The epilepsy is considered as one of the most
common neurological disorders worldwide, with a
prevalence of 0.5-1% of the population [1]. The
epilepsy is very complex neurological disorder
characterized by recurrent seizures resulting from
excessive activation of cerebral neurons due to ion
channel dysfunction [2].

Despite the development of conventional and novel
antiepileptic drugs, one-third of adult epileptic
patients do not respond to antiepileptic drugs or
surgical treatment and therefore suffer from
intractable epilepsy [3, 4]. Understanding the
pathophysiogenesis of seizure relies largely on the
use of epileptic models, such as, the use of ion
channel modulators [5-7].

The Kaliotoxin is a potassium channel blocker
neurotoxin, with high affinity to the voltage-gated
potassium channels (Kv1.1 and Kv1.3). This
neurotoxin was isolated from Androctonus australis
hector scorpion venom. It has an excitotoxic effect
when it is injected in mice by intra-cerebro-
ventricular route [8]. Indeed, the voltage-dependent
potassium channels (Kv) are found in all excitable
cells; they contribute to the regulation of the
membrane potential and they are involved in the
repolarization phase [9]. Many studies have shown
that dysfunction of Kv channels can lead to various
forms of epilepsy [10]. However, the pathological
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mechanisms  involved in the process of
epileptogenesis are still poorly understood [11-13].

Various hypotheses have been raised to explain the
pathogenesis of epilepsy, in particular the
involvement of oxidative stress, mitochondrial
dysfunction and neuroinflammation. The oxidative
stress is emerging as a mechanism that plays an
important role in the etiology of seizure-induced
neuronal death [14]. It’s plays a crucial role in
neuroinflammation and mitochondrial dysfunction
induced brain damage during epileptic seizures [15,
16].

In the inner mitochondrial membrane, Coenzyme
Q10 (ubiquinone), is essential for electron transfer
activities during oxidative phosphorylation [17].
Recent studies reported that lipid peroxidation in
epileptic patients is accompanied by a reduction in
CoQ10 that aggravates the brain alterations [18, 19].
The CoQ10 was known for its key role in
mitochondrial bioenergetics [20]. Indeed, the CoQ10
plays a vital role in ATP production [21]. The CoQ10
also has membrane-stabilizing properties and acts as
an antioxidant in both mitochondrial and lipid
membranes [22]. The neuroprotective effects of the
CoQ10 have been reported in multiple models of
neurodegeneration, and were investigated as a
promising neuroprotective in Alzheimer's disease,
Parkinson's disease, and other neurodegenerative
disorders; including Huntington’s disease and

epilepsy [23].
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Therefore, the aim of this study was to investigate the
potential neuroprotective effect of CoQ10 on brain
alteration in an experimental model of seizure
induced by a K*-channel blocker neurotoxin.

2. Subjects and Methods
2.1. Experimental animals

The male NMRI mice (9-10 weeks old) were used
for experiments. The animals were housed in plastic
perspex cages under controlled conditions (ambient
temperature of 21 £ 2°C, natural light-dark cycle) for
acclimation. Standard rodent chow and water ad
libitum were provided. All experiments were done at
the same time of day (between 9:00 and 12:00 AM)
to minimize circadian influence on seizure
susceptibility. Animals were used according to the
European Community rules of the Ethical Committee
for animal Welfare [24]. All efforts were made to
minimize animal suffering and to reduce the number
of animals used.

2.2. Chemicals and drugs

The Kaliotoxin (KTx) was isolated from
Androctonusaustralishectoscorpion venom [8]. The
CoQ10 was obtained from Nutri-santé Laboratory
(France). Both KTx and CoQ10 were dissolved in
sterile saline (0.9% NaCl). All other chemicals were
of pure analytical grad and were purchased from
Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

2.3. Experimental procedure

Mice were randomly divided into four experimental
groups of 7 mice each. The first group (the normal
control group) consisted of mice that received only
vehicle (0.9% NaCl) by intra-cerebro-ventricularly
(i.c.v) route. The second group (KTx group, animal
model of seizure) mice were injected by KTx (25
ng/25 g) by i.c.v. route. The third group (CoQ10
group): Mice received CoQ10 (100 mg /kg) per os
(0.p) route 5 et 1 h before sterile saline (0.9% NaCl)
i.c.v. injection. The fourthgroup (KTx and CoQ10-
treated group): Mice received CoQ10 (100 mg /kg;
0.p) 5 et 1 h before KTx (25 ng/ 25g; i.c.v).

After 24 hours, animals were sacrificed and four
brains tissues for each group were obtained and

immediately frozen at —80 °C for the different
biochemical determinations. The three other brains
were fixed in 4% paraformaldehyde in PBS (pH 7.5)
during 24 h at room temperature for histological and
immunohistochemical studies.

2.4. Estimation of nitrites

The accumulation of nitrites (NO,) in the
supernatant is an indicator of the production of nitric
oxide (NO). The nitrites were determined with a
colorimetric assay with Greiss reagent (0.1% N-(1-
naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride, 1%
sulfanilamide, and 2.5% phosphoric acid). Equal
volumes of the supernatant and the Greiss reagent
were mixed. The mixture was incubated for 20 min at
room temperature and the absorbance was measured
at 540 nm. The concentration of nitrites in the
supernatant was determined from a sodium nitrite
standard curve and was expressed as micromoles of
per milligram of tissue(umol/mg tissue) [25].

2.5. Determination of lipid peroxides

The amount of malondialdehyde (MDA), a measure
of lipid peroxidation in cerebral cortex was
determined by thespectrophotometry as thiobarbituric
acid-reactive substances (TBARS) at 532 nm
according to the method described by byEsterbauer
[26]. Molar extinction coefficient of chromophore
(1.56x 105 M* cm™) was used and concentration
was expressed as millimoles of MDA formed per
milligram of tissue (mmol/mg tissue).

2.6. Determination of glutathione

The level of reduced glutathione (GSH) in cerebral
cortex was measured in brain tissue using Ellman
method [27]. Tissular GSH levels were expressed as
millimoles of per milligram tissue weight (mmol/mg
tissue). Molar extinction coefficient of chromophore
(1.36 x 104 M—1 cm—1) was used.

2.7. Determination of catalase activit

The catalase activity was assayed according to Aebi
[28],Wherein breakdown of hydrogen peroxide
(H,O,) is measured at 240 nm  using
spectrophotometer. The results were expressed as the
enzyme concentration required for the decomposition
of 1 mol of H202 per min per milligram of tissue
(U/mg tissue).
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2.8. Histological Assessment

The haematoxylin and the eosin (H&E)-stained,
deparaffinized sections (3 pm thick) were observed
through a light microscope equipped with a camera
(Leica Microsystems, Germany).

2.9. Immunohistochemical detection brain COX-2
expression

The deparaffinized sections (3% H,O, in PBS for 10
min) were pre-blocked for 30 min with 5% bovine
serum albumin (BSA). Then the sections were
incubated overnight at 4 °C with primary rabbit
antibodies specific to COX-2 (1:100 dilution) (Dako,
Denmark).

The sections were washed with phosphate
buffered saline (PBS), incubated for 10 min with
biotinylated secondary antibody and stained with
3,3'-diaminobenzidine  (DAB) solution (Dako,
Denmark). Finally, the slides were counterstained
with haematoxylin for 5 min and examined using a
video camera installed on a light microscope (Leica
Microsystems, Germany).

2.10. Statistical analysis

Data were analyzed by unpaired Student’s t test. P
values of less than 0.05 were considered to indicate a
statistically significant difference. Microsoft Excel
software was used.

(TR PRSP prreey

INATRAL B g i w e
Ny

Cantrol 114 Col CoQTx Conral Hx oy Cali-KTx

JCIMEE ] 0 M e e
- =] = = = ] ]
Clatalane Usmg tivwt

(o v Gl CQMT il I o G

3. Results

3.1. Effect of CoQ10 on oxidative stress in the KTx
induced seizure

The kaliotoxin (KTx) induced oxidative stress in
brain homogenates as reflected by a significant
increase in MDA (p < 0.01) and NO (p < 0.001)
concentrations associated with significant reductions
in GSH (p < 0.01) level compared with the normal
control group (Figure 1).

These deleterious effects associated with KTx-
induced seizures were restored by CoQ10 treatment
as compared with the untreated KTx animal group.
The CoQ10 appears to contribute to the amélioration
of antioxidant status in treated animals with the KTx.

Figure 1: Effect of CoQ10 on KTx-induced oxidative
stress parameters: (a) MDA (mM/mg tissue), (b) NO
(MM/mg tissue), (c) GSH (mM/mg tissue), and (d)
catalase (U/mg tissue) in brain tissue homogenates.
Values are meanst SD (n=4);Student’s t test; * Compared
with normal control group. #Compared with KTx animal

group

3.2. Effect of CoQl0 on histopathological
alterations induced by KTx

Histological analysis of the cerebral cortex of the
group injected animals with KTx showed several
alterations characterized by cerebral oedema,
inflammatory cell infiltrate and neuronal pyknosis
(Figure 2b). However, sections obtained from the
treated animals with CoQ10 prior to the KTx
injection, revealed an attenuation of pathological
changes, with an almost normal histological structure
comparable to that of the control group (Figure 2d).
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3.3. Effect of CoQ10 on the brain tissue COX-2
expression induced by KTx

The KTx administration enhanced the expression of
COX-2 in the cerebral cortex area compared to that
of control group (Figure 3b). However, CoQ10
markedly decreased the brain tissue COX-2
expression induced by KT, thereby restoring normal
expression (Figure 3d).

EC -

Figure 2:. Effect of CoQ10 treatment on tissular
alterations induced by KTx-seizure.(a) Control group
showing of the cerebral cortex area. (b) KTx group
showing neuronal necrosis (white arrow), oedema
(black arrow) and inflammatory infiltrate (red
arrow).(c) CoQ10 group displaying normal histological
structure as a control group. (d) CoQ10 + KTx treated
animals showing mitigated histopathological alterations
with almost normal cerebral cortex structure.

The bar = 50 uM. N: neuron; EC: endothelial cell; O:
oligodendrocyte (H-E staining).
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Figure 3: Effect of CoQ10 on KTx-induced changes in
immunohistochemical staining of brain COX-2
expression.(a) Control group(b) KTx-treated group(c)
CoQ10 group(d) CoQ10+KTx group.
Immunohistomarking with the anti-COX-2 antibody is
indicated with the black arrow. KTx induces an
increase in the expression of COX-2. Treatment with
CoQ10 decreases COX-2 expression.

5. Discussion

In the present study, convulsive dose of KTx caused
neuroinflammation and oxidative damage [29]. Indeed,
a relationship between free radical and seizure has been
established. Reactive oxygen species (ROS) have been
involved in the development of seizures and seizure-
induced neurodegeneration [30]. This study supports the
hypothesis that oxidative stress occurs in the cerebral
cortex during seizures, which indicates that brain
damage induced by the oxidative process that plays a
crucial role in the physiological consequences of
seizures. We observed in this study, an increase of
MDA level and a depletion of the GSH level an
antioxidant parameter in brain homogenates. This
could be explained by the excitotoxicity associated with
excessive neurotransmitter release and oxidative stress
leading to free radical damage [31, 32].

This oxidative process can induce damage on all
intracellular organelles (e.g., endoplasmic reticulum,
mitochondria) leading to cell death [33]. Due to their
high content of polyunsaturated phospholipids, the
mitochondria are especially sensitive to lipid
peroxidation. Mitochondrial dysfunction and
neuroinflammation have been well reported to play a
critical role in the pathophysiology of epilepsy [34].
Under normal conditions, there is a steady state balance
between the production of ROS and their scavenging by
the cellular antioxidant system. However, when ROS
production is excessive, the intrinsic antioxidant
scavenging capacity is submerged, resulting in oxidative
stress and cellular oxidative damage [35].

Our results showed that treatment with CoQ10 before
KTx-induced seizures reduced lipid peroxidation and
increase antioxidant parameters in the brain of animals
injected with KTx, resulting in an overall decrease in
oxidative stress. CoQ10 is a membrane stabilizer and an
essential cofactor of the electron transport chain in the
mitochondrial respiratory chain [36]. It accumulates in
the mitochondria and restores the loss in mitochondrial
transmembrane potential, which results in the reduction
of mitochondrial ROS generation and thus protect the
mitochondria and cellular components from the
oxidative damage [37].

Moreover, pre-treatment with CoQ10 prior to
neurotoxin injection induced a decrease in COX-2
expression. This treatment appears to inhibit the
expression of the COX-2 [38]. The COX-2 is the
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inducible form of cyclooxygenase enzymes, it is the first
enzyme involved in the biotransformation of
arachidonic acid in response to different stimuli such as
pro-inflammatory cytokines that are released by
astrocytes and microglial cells [39].Overexpression of
COX-2 in the brain has been reported following
convulsions induced in epilepsy models and in patients
with epilepsy [40]. This positive response is due to the
induction of the COX-2 by pro-inflammatory cytokines,
in particular IL-1B which induce the activation of NF«xB
(Nuclear Factor -KappaB) and MAPK (MAPKkinases)
signaling pathways, which will lead to the gene
transcription coding for the most innate immunity
proteins, such as pro-inflammatory cytokines (IL-1p, IL-
6 and TNF-a), chemokines (CCL2, IL-8, etc.),
prostaglandins, cyclooxygenase-2 (COX-2) and the
inducible NO synthase (iNOS), which can explains the
increase in the level of NO and COX-2 expression after
KTx convulsions [41, 42].However, in this study we
did not investigate whether the treatment with
coenzyme Q10 altered the seizures induced by KTx.

Conclusion

In conclusion, these results showed that KTx is able
to induce neurological disorders by blocking the Kv
ion channel. This developed model using KTx could
help to the understanding of the molecular pathway
involved in the neuropathological processes related to
K* channel dysfunctions. The CoQ10 seems to have a
neuroprotective  effect by  enhancing  the
mitochondrial function. The mitochondrial function
may be a new pathway to explore in
neurodegenerative diseases and CoQ10 treatment
could be a new therapeutic approach in brain
alterations due to seizures.
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ABSTRACT

Introduction: Scorpion venom is a rich source of bioactive peptides and toxins with therapeutic effects against
different diseases including cancer. The present study was designed to elucidate the cytotoxic activity of isolated
fraction F3 from Androctonus australs hect@Aah) scorpion venom and investigate the involved mechanism in
colorectal tumor cell line HCT116. Materials and Methods: The MTT assay and clonogenic assay were performed
to assess cytotoxicity and inhibition of cell growth respectively. Cell apoptosis induction was detected by Hoechst
33258 staining and caspase 3 activity. In addition, ROS (Reactive oxygen species) and RNS (reactive nitrogen
species) generation were measured by fluorescent dye (DCFH-DA) and Griess assay. The obtained results revealed
a remarkable and concentration-dependent cytotoxic effect of F3 fraction against HCT116 cells (Inhibitory
concentration 50 = 13.46 pg/mL) which was in accordance with a significant decrease in colony surviving fractions
(SFics0=5.43 £ 2.12 %). Results: The morphologic alterations confirmed the cell growth inhibition.The Aah venom
components displayed nuclear alterations characterized by chromatin condensation, membrane blebbing, cell
shrinkage and compartmentalization of the dead cells into apoptotic bodies in accordance with the decrease of cell
viability indicating the involvement of apoptosis in this cytotoxicity. Otherwise, the F3 fraction induces the
expression of caspase 3, a key protease required for the execution of apoptosis. Enhancement in the intracellular
levels of ROS and RNS were also observedin colorectal tumor cells and could be considered as a key early signal to
F3 fraction-induced apoptosis. Conclusion: Hence F3 fraction could serve as potential therapeutic agents due to
their apoptotic effects on cancer cells.

Keywords: Scorpion venom, colorectal tumor cell line, ROS, Cytotoxicity, Apoptosis.

RESUME

Introduction: Le venin de scorpion constitue une riche source de peptides et de toxines bioactives ayant des effets
thérapeutiques contre différentes maladies, dont le cancer. La présente étude a été congue pour étudier 1’effet
cytotoxique de la fraction F3 isolée du venin de scorpion d'Androctonus australs hect@Aah) et son mécanisme
d’action au niveau des cellules de ’adénocarcinome colorectale HCT116. Matériels et Méthodes: Le test MTT et
le test de clonogénécité ont été effectués pour évaluer respectivement la cytotoxicité et I'inhibition de la croissance

This work is licensed under a Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International License.
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cellulaire. L'induction de 1'apoptose cellulaire a été détectée par coloration Hoechst 33258 et I’activation de la
caspase 3. De plus, la génération de ROS (espéces réactives de 1’oxygéne) et de RNS (espéces réactives du
nitrogene) a été mesurée par des tests fluorescents et colorimétriques. Résultats: Les résultats obtenus ont révélé un
effet cytotoxique de la fraction F3 sur les cellules HCT116 avec une concentration inhibitrice 50 =13.46 ug/mL
associé a l'inhibition de la prolifération cellulaire (fraction de survie \c5o = 5.43 + 2.12 %). Des altérations nucléaires
sont observées dans les cellules traitées, caractérisées par une condensation de la chromatine, un rétrécissement
cellulaire et une compartimentation des cellules mortes en corps apoptotiques indiquant I'implication de I'apoptose
dans cette cytotoxicité. Par ailleurs, la fraction F3 induit I'expression de la caspase 3, une protéase clé requise pour
l'exécution de I'apoptose. Cette fraction est responsable d’une production excessive de ROS et de RNS au niveau des
cellules tumorales colorectales et serait responsable du déclenchement de I'apoptose. Conclusion: Par conséquent, la
fraction F3 semble étre une ressource naturelle pour 1’identification d’agents thérapeutiques nouveaux doués

d’activités anticancéreuses.

Mots-clés: Venin de scorpion, Cancer colorectal, ROS, Cytotoxicité, Apoptose.
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1. Introduction

Cancer is the second disease leading to death in the
world, and is responsible for an estimated 9.6 million
deaths in 2018 [1]. In Algeria, nearly 42000 new
cases are registered each year and the highest cause
of cancer mortality is breast and colorectal cancers in
women and lung and colorectal cancers in men
(National plan cancer 2015-2019). Chemotherapy and
radiation therapy are two main strategies currently
used to treat the disease. However, the effectiveness
of chemotherapy is frequently diminished due to the
multidrug-resistance phenotype and the induction of
severe adverse effects in the patients [2, 3].
Therefore, there is a growing interest in finding new
more potent, selective, and better tolerated anticancer
remedies [4, 5].

Arthropods venoms are a rich source of
pharmacologically active molecules capable of
interfering in  human cellular physiology; the
highlights are wvenomous arthropods, such as
scorpions, bees, wasps, spiders, ants and frogs. The
substances found in the venom of these animals
present great potential as anti-tumor agents [4, 6].
Despite their dangerous stings that lead in severe
cases to patient death, scorpions have become a
valuable source of biologically active molecules.
Scorpion venoms are highly complex mixtures of
peptides, enzymes, mucoproteins, free amino acids,
nucleotides, lipids, amines, heterocyclic components,
inorganic salts and probably other unknown
substances [7-10]. The venom compounds may
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interact with each other to modulate the function of
ion channels, which is usually responsible for the
known symptoms of envenoming. In addition to its
use as a biological research tool, venom peptides
have been identified as a potential agent for
identification and cancer treatment [7, 8, 11,12].

Indeed, numerous studies demonstrated the capacity
of scorpion venoms and their proteins/small peptides
to induce cytotoxicity and cell tumor proliferationand
metastasis inhibition in various type of cancer setting
through different mechanisms [7, 8, 11, 13]. The
venom of Heterometrus bengalens@nd its protein
bengaline induces apoptosis or the autophagy of
leukemic cell lines [14-16]. The neopladin 1 and
neopladin 2, purified peptides of the scorpion venom
Tityus discrepansause the activation of extrinsic
pathway of apopototic cell death in SKBR3 breast
cancer cells [17]. Chlorotoxin and chlorotoxin-like
isolated from the venom of Leiurus quinquestriatus
and of Androctonus australisespectively inhibit the
invasion of glioblastoma cells after blockage of the
chlorine channel by interaction with metalloprotease-
2 [18, 19]. In addition, Mauriporine peptide and the
neurotoxin Acra 3, isolated from Androctonus
mauritanecusand crassicaudavenoms species leads
to necrosis of prostate and murine neuronal tumor
cells [20, 21]. Furthermore, other peptides with
antitumor activity associated with analgesic (BmK
AGAP-SYPU2) or antimicrobial activity have also
been isolated (AamAP-1 and AamAP-2, TsAP-1 and
TsAP-2) [22-24].
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Our study focused on the search of anticarcinogenic
therapies from natural sources. Along the same lines
as our previous published work where we have
demonstrated the effectiveness of F3 fraction isolated
from Aah venom on the human adenocarcinoma
tumor cell line NCI-H358 [25]. The cytotoxic and
cell inhibition proliferation effect of F3 fraction were
investigated on one of the most killing cancers in
Algeria. Additionally, we explored the mechanism
involved in cell death when the colorectal tumor cells
were challenged with venom components.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT),
dimethylsulfoxide (DMSO0), N-acetylcysteine
(NAC),2, 7- dichlorodihydrofluorescein diacetate
(DCFDA-H2) and Griess reagent were purchased
from Sigma Aldrich. Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) and fetal bovine serum (FBS) were
purchased from Thermo Fisher Scientific Inc.
Dulbecco’s phosphate-buffered saline (PBS 10x) and
penicillin/streptomycin (10 000 U/mL) were
purchased from Life Technologies. Laemmli sample
buffer and nitrocellulose membrane (0.2 pm) were
purchased from Biorad Laboratories. Cisplatin and
oxaliplatine were provided by Mylan (France).
Saturosporine was purchased from Santa Cruz
Biotechnologies.

2.2. Scorpion venom and its toxic fractions

F3 fraction isolated from Aah venom by gel filtration
through Sephadex G50 column as previously
described was provided from Laboratory of Cellular
and Molecular Biology, Faculty of Biological
Sciences of USTHB [26].

2.3. Cell culture

The human colorectal carcinoma cells (HCT116)
wasacquired from American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA). HCT116 cells were cultured
in DMEM medium completed with 10% FBS and 1%
penicillin/streptomycin. These cells were grown at
37°C in a humidified atmosphere of 95% air and 5%
CO2. Experiments were performed on cells within 20
passages.

2.4. Inhibition of Cell Viability Assay

The cytotoxicity of F3 fraction on exponentially
growing tumor and normal cells were determined
using MTT assay as described previously. HCT 116
cells were seeded at 10 000 cells per well in Cellstar
96-well plates and incubated for 24 h. Thereafter,
cells were exposed to F3 fraction at different
concentration (5-40 pg/mL) in media for 24 h. The
medium was removed and replaced with MTT
solution (0.5 mg/mL) in media and incubated for an
additional one hour. Subsequently, the medium was
aspirated, and the purple formazan crystals were
dissolved in DMSO. The absorbance due to the
dissolved purple formazan was then obtained at 550
nm [27]. Cell viability was expressed as a percent of
the control culture value and the 1Cs, was calculated
from nonlinear regression using the program
GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad Software,
USA).

2.5. Morphological assessment

Cells were seeded into 6-well plates at the density of
500 000 cells/well and allowed to adhere overnight.
After 24 h of treatment with the F3 fraction (IC75,
IC50 and 1C25), morphological characteristics were
observed and the images were captured under an
inverted phase contrast microscope (HundWetzlar,
Germany) at x20 [25].

2.6. Clonogenic assay

Tumor cells were seeded in 12-well plates (500
cells/well) before treatment with the different
concentrations of the F3 fraction. The plates were
incubated under standard condition for 8-10 days and
stained with crystal violet (0.5% wi/v). The Plating
Efficiency (PE) represents (Number of formed
colony/Number of plated cells) x100. The Surviving
Fractions (SF) were calculated as following: (PE of
treated cells/PE of control cells) x100 [28].

2.7. Apoptosis assessment

2.7.1. Fluorescence microscopic analysis of cell
death

The detection of apoptotic cells including nuclear
chromatin condensation and apoptotic bodies was
performed with Hoechst 33258 staining [29]. Cells
were incubated for 24h with the following
concentrations of F3 fraction (1C75= 7.35 pg/mL,
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IC50= 13.46 pg/mL and 1C25= 25.20 pg/mL) and
were pretreated or not with N acetylcystein (NAC).
Thereafter, cells were washed with PBS, fixed and
stained with Hoechst 33258 (10 pg/mL) for 20 min in
obscurity. Nuclear changes were observed under
fluorescence microscopy x40 (Zeiss Axioplan,
Germany) [25].

2.7.2. Western blot analysis

Western blot analysis was performed as previously
described [30]. HCT116 cells were lysed in hot
Laemmli buffer and denatured. Protein extracts were
loaded on a 15% (50 pg of protein) SDS PAGE gel.
Western blotting was performed using primary
antibodies raised against caspase 3 (sc-7272) and -
Actin (ab75186). Immunoblotting were analyzed
using the appropriate peroxidase-coupled secondary
antibodies (GE Healthcare Life Sciences). All blots
were revealed by chemiluminescence (ECL, Bio-
Rad) and the proteins bands were visualized via
enhanced  chemiluminescence  imaging  (PXi,
Syngene).

2.8. Intracellular reactive oxygen species (ROS)
measurement

HCT116 tumor cells were seeded in black 96-well
plates and incubated for 24 h. Cells pretreated or not
with the NAC were exposed to different
concentrations of F3 fraction for 4h and 24h,
Thereafter, media were discarded, and 10 pM DCFH-
DA was added [31]. The DCF fluorescence was
measured with Victor X2 Multilabel Plate Reader
(Perkin Elmer, USA).

2.9. Reactive nitrogen species (RNS) assay

Nitrite  production was investigated in the
supernatants of cultured cells using NO assay [32].
Media of treated cells with F3 fraction for 24h were
collected and centrifuged at 500x g for 5 min at 4°.
Nitrites were evaluated in supernatants with Griess
reagent. The absorbance was read at 540 nm and the
nitrite levels were determined after extrapolation to
standard NaNO, and expressed in pM.

2.10. Statistical analysis

All the data presented are mean £ SD. Data analysis
were carried out with one-way ANOVA with post
hoc analysis by Tukey post hoc using GraphPad
Prism version 5.01 for Windows (GraphPad
Softwarelnc, San Diego, CA, USA). Differences

were considered statistically significant versus
respective controls when p< 0.05.

3. Results

3.1. F3 fraction induced cytotoxicity and
morphological changes

The impact of F3 fraction on colorectal tumor cell
viability and proliferation was assessed by the MTT
reduction assay. The MTT assay is considered as an
indicator of mitochondrial activity and has been
usually applied for determination of cell cytotoxicity.
F3 fraction was found to reduce cell viability of
tumor cells in a potent and dose-dependent manner
(Figure 1a). The survival rate of HCT116 after
exposure to 5, 10, 20, 30 and 40 pg/mL of F3 fraction
was 83.40, 60.89, 36.07, 23.43 and 14.37 percent
respectively. Indeed, F3 fraction displayed potent
activity with the half inhibitory concentration (1C50)
value of 13.46 pg/mL against colorectal cancer cells
(HCT116).

The morphological changes in HCT116 cells after
treatment for 24h with increasing concentrations of
F3 fraction (IC75= 7.35 pg/mL, IC50= 13.46 pg/mL
and 1C25= 25.20 pg/mL) are represented in Figure
1b. Untreated cells showed an elongated shape while
treated cells showed cellular shrinkage, round or
irregular shape and condensed cytoplasm. Indeed, the
highest concentrations F3 fraction 1C25 led to
detached and round-shaped dead cells in the
transformed cell line.

3.2. Effect of F3 fraction on tumor cells
proliferation

The effectiveness of cytotoxic fraction F3 (IC75,
IC50 and 1C25) was tested over a longer treatment
period with the clonogenic assay in the two
transformed cell lines. A significant reduction in
colony formation was observed in treated cells with
IC75 and IC50 doses and a complete inhibition of cell
proliferation with 1C25 concentration for HCT116 in
comparison to untreated cells (Figure 2a). In
addition, a significant decrease in surviving fraction
percentages was noted in treated tumor cells (p <
0.001) (Figure 2b).

3.3. Effect of F3 fraction on morphological
apoptotic changes of tumor cells

To determine whether the cytotoxicity and growth
inhibitory activity of Aah fraction 3 was related to the
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induction of apoptosis, morphological assay of cell
nucleus was conducted (Figure 3).

In untreated HCT116 control cells was observed a
uniformly blue fluorescence stain of nucleus. After
incubation with different concentrations of F3
fraction, both tumor cells showed nuclear changes
associated with apoptosis such as chromatin
condensation, nuclear fragmentation, and apoptotic
bodies.

3.4. Effect of F3 fraction on proapoptotic caspase 3
activation

Caspases (cysteine-aspartic proteases) are central
components of the intrinsic apoptotic pathway that
lead to apoptotic cell death. Western blot analysis of
HCT116 cells extracts revealed caspase 3 cleavage
products, detected after 24h of F3 fraction treatment
(Figure 4a). This product is strongly increased with
IC25 as observed in immunoblotting and
densitometry analysis compared to proapoptotic
molecule staurosporine used as positive control
(Figure 4a and 4b). This result indicates the
activation of caspase 3 in HCT116.

3.5. Evaluation of oxidative stress in tumor cells
treated with F3 fraction

The determination of DCF fluorescence as a measure
of intracellular ROS generation in colorectal cells
was conducted by using H2DCFDA probe. As shown
in Figure 5, a remarkable increase in ROS formation

was observed on F3 fraction treatment for 4 and 24h
in colorectal cancer cell line. It is evident from the
histograms that highly significant ROS production
was registered with the concentration IC25 at all-
timetreatments (p < 0.001). F3 fraction enhanced the
ROS levels approximately 1 and 2.5 folds for
HCT116 cells at both 4 h and 24 h post-treatmentwith
respect to control cells.

Interestingly, addition of NAC, a ROS scavenger, one
hour prior treatment with venom fraction F3,
significantly reduced the above-mentioned venom
fraction-induced effects in HCT116 tumor cells,
suggesting that F3 fraction probably modulated its
cytotoxic action by enhancing cellular ROS.

3.6. Determination of nitrite oxide concentration in
culture media

The concentration of nitrite oxide released from
treated and control tumor cells were measured by
analyzing nitrite level in their culture media. F3
fraction induce enhancement in nitric oxide level in
HCT116 cells in a dose-response effect (Figure 6).
In HCT116 cells, nitrite level in control was 2.14 pM
whereas in treated cells with the highest
concentrations of F3 fraction was 4.75 uM for IC50
and 8.31 pM for IC25. In this cell line, increment
ofNO at dose of IC75 pg/ml of venom fraction was
insignificant as compared to control.

a
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Figure 1: Cell survival rate decrease of HCT116 cells after 24 h of treatment with different concentrations of F3
fraction (5-40 pg/ml), according to MTT reduction assay (a). The data are expressed as the mean + SD of three independent
experiments in triplicate. Significances are shown in comparison to control cells (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001). Different
concentration of F3 fraction (IC75, IC50 and 1C25) induced morphological changes in human colorectal carcinoma cells (b). Cells were

photographed under phase-contrast inverted microscopy (x20)
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Figure 2: Decrease of colony number (a) and inhibition of surviving fraction (b) after colorectal tumor cells exposure to

IC75, I1C50 and IC25 concentrations of F3 fraction. The data are expressed as the mean + SD of three independent experiments in
triplicate. Significances are shown in comparison to control cells (***p < 0.001)

Control IC73 IC30 IC25

Figure 3: Cells were stained with Hoechst 33258 and visualized by fluorescence microscopy (x40). Control cells appeared to be
intact with normal bleu nuclei. While, cells treated with increasing concentrations of F3 fraction exhibited typical features of apoptosis such as
chromatin condensation and formation of apoptotic bodies in HCT116 colorectal cell line
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Figure 4: Protein expression of cleaved caspase 3 in HCT116 cells were analyzed by Western blot (a). Evidence that
increasing concentration of F3 fraction and apoptotic molecule staurosporine triggered caspase 3 expression unlike
chemotherapeutic agent oxaliplatin. The densitometry analysis of protein bands (actin as loading control) on
immunoblotting profile reveals a dose dependent expression of caspase 3 in HCT116 (b)
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Figure 5: Quantitative analyses of the reactive oxygen species (ROS) generation after scorpion venoms treatment on
HCT116 cancer cell lines. A significant increase in ROS formation was observed in colorectal cancer cell line (*p < 0.05; ***p < 0.001; vs.
Control) and statistical differences in NAC pretrated cells compared to F3 fraction groups (##p < 0.01; ***p < 0.001)
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Figure 6: Nitric oxide production was determined by nitrite measurement in the cells supernatant. Increased level of NO

in a concentration-dependent manner was noted in HCT116 cells media. The results were expressed as the mean + SD of three
independent experiments carried out in triplicate. The indicated significances are shown in comparison to control (**p < 0.01; ***p < 0.001)

4. Discussion

Scorpion venom contains numerous compounds,
which may be adapted for cancer therapy. The major
components of venom are neurotoxins peptides and
non disulphide bridged peptides (NDBPs) which act
on ionic channel blocking, disruption of the cell
membrane integrity and damage to internal cell
organelles. These properties make good prospects for
studies on drugs and adjuvants in cancer treatment
[12, 33]. This study is an attempt to elucidate the
mechanism of cytotoxicity induced by peptidic
fraction isolated from North African scorpion Aah on
human colorectal carcinoma cells.

The induction of cytotoxic effect is a key mechanism
capable of inhibiting the uncontrolled cell growth that
is a hallmark of cancer development [34]. In order to
establish an appropriate dose of F3 fraction, the
cytotoxicity was measured and IC50 values were
determined colorectal cancer cell lines. The current
study demonstrated that F3 fraction significantly
reduced HCT116 cells viability in dose dependent
manner with an 1C50 = 13.46 pg/mL. F3 Aah fraction
seems more potent on colorectal carcinoma cell line
than non-small cancer cell lung (1C50= 27.05 pg/mL)

without significantly affecting human normal lung
fibroblast (MRC5) [25]. The variation in response to
F3 Aah fraction on growth of the two cancer types
after 24 h exposure might be a result of the complex
composition of the wvenom and/or the targets
expressed on cancer cells [25].

The cytotoxicity was confirmed via the
morphological changes observed under inverted
microscope. Several studies revealed the selectivity
of different species of scorpion venom and their
peptides in tumor cells as Cuban Rhopalurus junceus
towards Hela and A549 cells and Mauriporine from
Androctonus mauritanicusagainst prostate tumor
cells (PC3) [20, 35]. Also, Androctonus australis
venom possess the ability to reduce the volume of
Ehrlich ascites carcinoma

bearing mice and to inhibit proliferation of early
stage hepatocarcinoma induced in vivo by Fumonisin
B1 mycotoxin through its non-toxic fraction 1 (F1)
[13, 36].

The obtained results revealed the proliferation cell
inhibition of HCT116 after treatment with Aah F3
fraction in dose dependent manner as demonstrated
with reduction of cell surviving fractions with
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prominant effect against colorectal tumor cells. A
similar pattern of inhibition in cell motility and
colony formation was observed with Egyptian
scorpion venom Androctonus australisconfirming
that the action of venom was not restricted to one
type of cell line, but may display a wide range of
anticancer properties, as evidenced by the phenotypic
changes observed in the cell lines analyzed in the
present study [36, 37]. Therefore, based on these
findings and published works, it appeared that F3
fraction possesses selective cytotoxic property
towards colorectal and lung cancer cell lines without
affecting non tumorigenic cells [25].

Isaad et al. (2018) previously reported major
modifications related to actin dynamics and their
involvement in Aah venom-mediated cytotoxicity in
human epithelial lung tumor cells (A549) [38]. On
another hand, the actin cytoskeleton rearrangement
needed several proteins of the cytoskeleton such as
actin and Kkeratins to mediate the morphological
modifications of the apoptotic cells and the regulation
of apoptotic signaling [39].

Apoptosis is a well-regulated and porgrammed death
process involved in physiological and pathological
conditions. Defective apoptosis has been recognized
as a fundamental factor in the development and
progression of cancer. Restore of appropriately
induce apoptosis may establish antitumor therapy
based on triggering selective death of cancer cells
[40].

The results of scorpion F3 fraction-induced apoptosis
in colorectal tumor cells were morphologically
observed through fluorescent staining Hoechst 33258.
Nuclear damage and margination were clearly seen in
treated HCT116 cells in comparison with the control
cells. Severe apoptotic bodies could be clearly
visualized from the photographs with high fraction
concentration (1C25). This mode of cell death was
reported to be induced by different scorpion venoms
and their components in several cancer types [7].
Using the comet assay and FACS, Das Gupta et al.
(2010) have shown that the venom of Heterometrus
bengalensis Kocland its protein, Bengaline can lead
to apoptosis by DNA fragmentation in U937 and
K562 cell lines [14, 16]. Similarly, venoms of three
species  of Androctonus  crassicauda Leiurus
quinquestriatusnd Odontobuthus bidentatusare
able to induce DNA breakage and apoptosis in the

ileocecal adenocarcinoma (HCT-8), breast mammary
glands (MDA-MB-231) and hepatic carcinoma
(HepG2) cell lines respectively [34, 41].

In fact, this feature was stated previously for the
isolated proteins from Tityus discrepandNeopladine
1 and 2 which induce extrinsic apoptosis as FasL and
BcL-2 are expressed and the effect was found
proportional to time when tested on SKBR3 cells [17,
42]. In the same way, Bengalin protein selectively
induces apoptosis on U937 leukemic cells through
mitochondrial pathway and inhibition of heat shock
proteins (HSP 70 and 90) [14].

Caspases are a family of protease enzymes playing
essential roles in programmed cell death including
apoptosis [43]. Our results showed that caspase 3 was
dose-dependent  overexpressed, suggesting the
activation of this catalytic enzyme and DNA
fragmentation. Dezianian et al. (2020) showed in
recent study that the Hottentotta schachscorpion
venom extracts could inhibit the growth of MCF-7
cells by inducing the apoptosis through caspase 3
activation  [44]. Furthermore, other  studies
demonstrated that the activity of this protease enzyme
expression were upregulated after Odontobuthus
doriae or Androctonuscrassicaudascorpion venom
breast tumor cells treatment. They also conclude that
scorpion venoms activate the expression of caspase 3
enzyme and the inhibition of DNA synthesis to cause
selective cell apoptosis in MCF7 cells [44, 45].
Caspase 3 and P21 activities were also increased in
Human Kyse-510 cell line [46].

Generation of RONS (Reactive oxygen nitrogen
species) within living cells is due to the
mitochondrial electron transport system, NADH
oxidase, cytochrome P450, xanthine oxidoreductase
(XOR) and nitric oxide synthase (NOS) which all
play a role in various crucial developmental
processes, such as cell differentiation and cell
signaling pathways. Recently, RONS have gained
enormous attention due to their widespread
application in the diverse fields of biology and
medicine including cancer treatment [47, 48].

Treatment of cancer cells with venom creates a
stressful environment. Once treated with scorpion
venoms, cells undergo further elevation of
cytotoxicity. These stressful events in the tumor cells
results in triggering of the generation of free radicals
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and hence reactive oxygen species formation begins

[34, 41]. In the present study, a significant extent of

ROS and nitrite production under the influence of F3 4.
fraction were detected in HCT116 tumor cells when
stained with the specific dye for ROS and Griess
assay for RNS (nitrite). Our results are in agreement
with the in vivo studies establishing that Aah venom
as ROS (in term of H,0,) and NO inducer in lung
tissues of the envenomed mice [49, 50]. In addition,
ROS is also known to promote DNA mutations, lipid
peroxidation, and protein oxidation [40]. Alikhani et
al. (2020) reported the involvment of RONS in DNA
damage induction in HepG2 hepatic tumor cells after
incubation with Odontobuthus bidentatulsading to
apoptotic cell death [41].

Conclusion 6.

In summary, this study demonstratedthat F3 fraction
Aah venom has cytotoxic effects, inducing apoptosis
and inhibiting the colorectal tumor cells growth by 7.
inducing RONS generation and oxidative stress.
Thus, further studies are needed to elucidate its
mechanism of action and develop new apoptosis-
inducing compounds from natural origin. 8.

Conflicts of interest

The authors declare that they have no conflicts of

interest 9.
References
1. Ferlay, J.,Colombet, M.,Soerjomataram,

I.,Mathers, C.,Parkin, D.,Pifieros, M.,Znaor, A., 10.

and Bray, F. (2019). Estimating the global cancer
incidence and mortality in 2018. Int. J Cancer.,
144, 8: p 1941-1953

2. Chow, M.J.Licona, C.Pastorin, G.,Mellitzer,
G.,Ang, W.H., and Gaiddon, C. (2016).
Structural tuning of organoruthenium

compounds allows oxidative switch to control 11.

ER stress pathways and bypass multidrug
resistance. Chem. sci, /7: p 4117-4124

3. Li, X.,Lewis, M.T.Huang, J.,Gutierrez, 12.

C.,Osborne, C.K.,Wu, M.-F.,Hilsenbeck,
S.G.,Pavlick, A.,Zhang, X., and Chamness, G.C.
(2008). Intrinsicresistance of tumorigenic breast

cancer cells to chemotherapy. J. Natl. Cancer.
Inst., 1009: p 672-679

Gomes, A.,Bhattacharjee, P.,Mishra, R.,Biswas,

AK.,Dasgupta, S.C.,Giri, B.,Debnath, A.,Gupta,

S.D.,Das, T., and Gomes, A. (2010). Anticancer

potential of animal venoms and toxins.Indian J.
Exp. Biol.,482: p 93-103

Vidimar, V.Meng, X.,Klajner, M, Licona,
C.,Fetzer, L.,Harlepp, S.,Hébraud, P.,Sidhoum,
M., Sirlin, C., and Loeffler, J.P. (2012).
Induction of caspase 8 and reactive oxygen
species by ruthenium-derived  anticancer
compounds with improved water solubility and
cytotoxicity. BiochemPharmaml., 84 11: p
1428-1436

Heinen, T.E. and da Veiga, A.B.G. (2011).
Arthropod venoms and cancer.Toxicon, 57 4: p
497-511

Ortiz, E.,Gurrola, G.B.,Schwartz, E.F., and
Possani, L.D. (2015). Scorpion venom
components as potential candidates for drug
development.Toxicon, 93p 125-135

Ding, J.,Chua, P.-J.,Bay, B.-H., and
Gopalakrishnakone, P. (2014). Scorpion venoms
as a potential source of novel cancer therapeutic
compounds.Exp.Boil.Med, 239 4: p 387-393

Ahmadi, S.,Knerr, J.M.,Argemi, L.,Bordon,
K.C.,Pucca, M.B.,Cerni, F.A. Arantes,
E.C.,Caliskan, F., and Laustsen, A.H. (2020).
Scorpion venom: detriments and benefits.
Biomedicines, &: p 118

Laraba-Djebari, F., Adi-Bessalem, S., and
Hammoudi-Triki, D.  Scorpion  venoms:
pathogenesis and  biotherapies.  Scorpion
Venoms;Gopalakrishnakone, P., Possani, L.D.,
F. Schwartz, E., Rodriguez de la Vega, R.C:
Springer Netherlands, Netherland, 2015, 4, p 63-
85

Sarfo-Poku, C.,Eshun, O., and Lee, K.H. (2016).
Medical application of scorpion venom to breast
cancer: A mini-review. Toxicon, 122p 109-112

Ghosh, A..Roy, R.,Nandi, M., and
Mukhopadhyay, A. (2019). Scorpion venom-—
toxins that aid in drug development: a review.
Int. J. Pept Res Ther, 25,1: p 27-37

Se60



Béchohra L et al. (Cytototoxic Activity of F3 Venom Fraction)

13.

14,

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Bekkari, N. and Laraba-Djebari, F. (2015).
Beneficial effects of Androctonus australis
hector venom and its non-toxic fraction in the
restoration of early hepatocyte-carcinogenesis
induced by FB1 mycotoxin: involvement of
oxidative biomarkers. Exp. Mol. Pathol, 99 2: p
198-206

Gupta, S.D., Gomes, A.,Debnath, A.,Saha, A,
and Gomes, A. (2010). Apoptosis induction in
human leukemic cells by a novel protein
Bengalin, isolated from Indian black scorpion
venom: through mitochondrial pathway and
inhibition of heat shock proteins. Chem
biol.Interact, 183 2: p 293-303

Gupta, S.D., Halder, B.,Gomes, A., and Gomes,
A. (2013). Bengalin initiates autophagic cell
death through ERK-MAPK pathway following
suppression of apoptosis in human leukemic
U937 cells. Life sciences, 9F: p 271-276

Gupta, S.D., Debnath, A.Saha, A.Giri,
B.,Tripathi, G.,Vedasiromoni, J.R.,Gomes, A,
and Gomes, A. (2007). Indian black scorpion
(Heterometrus  bengalensis  Koch)  venom
induced antiproliferative and apoptogenic
activity against human leukemic cell lines U937
and K562. LeukRes, 31, 6: p 817-825

D’Suze, G., Rosales, A., Salazar, V., and Sevcik,
C. (2010). Apoptogenic peptides from Tityus
discrepans scorpion venom acting against the
SKBR3 breast cancer cell line. Toxicon, 568: p
1497-1505

Deshane, J., Garner, C.C., and Sontheimer, H.
(2003). Chlorotoxin inhibits glioma cell invasion
via matrix metalloproteinase-2. J. Biol. Chem,
278 6: p 4135-4144

Rjeibi, 1., Mabrouk, K.,Mosrati, H.,Berenguer,
C.,Mejdoub, H.\Villard, C.,Laffitte, D.,Bertin,
D.,Ouafik, L.H.,, and Luis, J. (2011).
Purification, synthesis and characterization of
AaCtx, the first chlorotoxin-like peptide from
Androctonus australis scorpion venom.Peptides,
32, 4: p 656-663

Almaaytah, A., Tarazi, S.,Mhaidat, N.,Al-Balas,
Q., and Mukattash, T.L. (2013). Mauriporin, a
novel cationic a-helical peptide with selective
cytotoxic activityagainst prostate cancer cell
lines from the wvenom of the scorpion

21.

22.

23.

24,

25.

217.

Androctonus mauritanicus. Int. J. Pept Res
Ther, 19 4: p 281-293

Caliskan, F., Ergene, E.Sogut, I.,Hatipoglu,
I.,.Basalp, A.,Sivas, H., and Kanbak, G. (2013).
Biological assays on the effects of Acra3 peptide
from Turkish scorpion Androctonus crassicauda
venom on a mouse brain tumor cell line
(BC3H1) and production of specific monoclonal
antibodies. Toxicon, 76p 350-361

Almaaytah, A., Zhou, M., Wang, L.,Chen,
T.Walker, B., and Shaw, C. (2012).
Antimicrobial/cytolytic peptides from the venom
of the North African scorpion, Androctonus
amoreuxi: biochemical and  functional
characterization of natural peptides and a single
site-substituted analog. Peptides, 352: p 291-
299

Guo, X., Ma, C., Du, Q. Wei, R.Wang,
L.,Zhou, M.,Chen, T., and Shaw, C. (2013). Two
peptides, TsAP-1 and TsAP-2, from the venom
of the Brazilian yellow scorpion, Tityus
serrulatus: evaluation of their antimicrobial and
anticancer activities. Biochimie, 959: p 1784-
1794

Shao, J.-H., Cui, Y., Zhao, M.-Y.Wu, C.-F., Liu,
Y.F., and Zhang, J.H. (2014). Purification,
characterization, and bioactivity of a new
analgesic-antitumor  peptide from Chinese
scorpion Buthus martensii Karsch.Peptides, 53p
89-96

Bechohra, L., Laraba-Djebari, F., and
Hammoudi-Triki, D. (2016). Cytotoxic activity
of Androctonus australis hector venom and its
toxic fractions on human lung cancer cell line. J.
VenomAnim Toxins Inc.| Trop. Dis., 22 p 29

. Laraba-Djebari, F. and Hammoudi, D. (1998).

[Use of toxic fraction isolated from Algerian
Androctonus australis hector scorpion venom for
the assessment of anti-venom serum]. Arch. Inst
Pasteur Alger, 62p 254-66

Carmichael, J., DeGraff, W.G., Gazdar,
A.F.,Minna, J.D., and Mitchell, J.B. (1987).
Evaluation of a tetrazolium-based
semiautomated colorimetric assay: assessment of
chemosensitivity testing. Cancer Rs, 47, 4: p
936-942

Se1



Béchohra L et al. (Cytototoxic Activity of F3 Venom Fraction)

28.

29.

30.

3L

32.

33.

34.

35.

36.

Franken, N.A., Rodermond, H.M.,Stap,
J.,Haveman, J., and Van Bree, C. (2006).
Clonogenic assay of cells in vitro.Nat Protoc, 1,
5:p 2315-2319

Henry, C.M., Hollville, E., and Martin, S.J.
(2013). Measuring apoptosis by microscopy and
flow cytometry. Methods, 612: p 90-97

Sohm, F., Gaiddon, C., Antoine, M.,Boutillier,
AL., and Loeffler, JP. (1999). The
retinoblastoma susceptibility gene product/Spl
signalling pathway is modulated by Ca
2+/calmodulin kinases Il and IV activity.
Oncogene, 1817: p 2762-2769

Wang, H. and Joseph, J.A. (1999). Quantifying
cellular oxidative stress by dichlorofluorescein
assay using microplate reader. Free Radic Biol.
Med, 27, 5: p 612-616

Ding, A.H., Nathan, C.F., and Stuehr, D.J.
(1988). Release of reactive  nitrogen
intermediates and reactive oxygen intermediates
from mouse peritoneal macrophages.Comparison
of activating cytokines and evidence for
independent production.J. Immunol, 141 7: p
2407-2412

Gomez Rave, L.J., Munoz Bravo, A.X., Sierra
Castrillo, J.,Roman Marin, L.M., and Corredor
Pereira, C. (2019). Scorpion venom: New
promise in the treatment of cancer. Acta Biolé.
Colomh, 24, 2: p 213-223

Al-Asmari, A.K., Riyasdeen, A., and Islam, M.
(2018). Scorpion venom causes apoptosis by
increasing reactive oxygen species and cell cycle
arrest in MDA-MB-231 and HCT-8 cancer cell
lines. J. Evid-Based Integr. Med., 3: p
2156587217751796

Diaz-Garcia, A.,Morier-Diaz, L.,Frion-Herrera,
Y.,Rodriguez-Sanchez,  H.,Caballero-Lorenzo,
Y.,Mendoza-Llanes, D.,Riquenes-Garlobo, Y.,
and Fraga-Castro, J.A. (2013). In vitro anticancer
effect of wvenom from Cuban scorpion
Rhopalurus junceus against a panel of human
cancer cell lines.J.of Venom Bs, 4 p 5

Nafie, M.S., Daim, M.M.A., Ali, |.A.,Nabil,
Z.1.,Tantawy, M.A., and Abdel-Rahman, M.A.
(2020). Antitumor efficacy of the Egyptian
Scorpion Venom Androctonus Australis: in vitro

37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.

44,

45,

and in vivo study. J. Basic Appl. Zool, 81,1: p
1-10

Al-Asmari, A.K., Riyasdeen, A., Abbasmanthiri,
R., Arshaduddin, M., and Al-Harthi, F.A. (2016).
Scorpion (Androctonus bicolor) venom exhibits
cytotoxicity and induces cell cycle arrest and
apoptosis in breast and colorectal cancer cell
lines. Indian J Pharmacol, 48 5: p 537

Issaad, N., Ait-Lounis, A., and Laraba-Djebari,
F. (2018). Cytotoxicity and actin cytoskeleton
damage induced in human alveolar epithelial
cells by Androctonusaustralis hector venom.
Toxin Reviews, 31: p 67-74

Ndozangue-Touriguine, O., Hamelin, J., and
Bréard, J. (2008).  Cytoskeleton  and
apoptosis.BiochemPharmacol, 76, 1: p 11-18

Kulbacka, J., Saczko, J., Chwilkowska, A.,
Choromanska, A., and Skotucka, N. Apoptosis,
free radicals and antioxidant defense in
antitumor therapy. Antioxidant enzyme ;EI-
Missiry, M.A:Egypt, 2012, p 265-302

Alikhani, H.K., Bidmeshkipour, A., and Zargan,
J. (2020). Cytotoxic and apoptotic induction
effects of the wvenom of Iranian scorpion
(Odontobuthus bidentatus) in the Hepatocellular
carcinoma cell line (HepG2). Int. J. Pept Res
Ther,26, 3: p 1-10

Ahluwalia, S. and Shah, N. (2014). Animal
venom for treating breast cancer.Int. J. Pharm
Sci, 6, 9: p 24-30

Shalini, S., Dorstyn, L., Dawar, S., and Kumar,
S. (2015). Old, new and emerging functions of
caspases.Cell Death Differ, 22 4: p 526-539

Dezianian, S., Zargan, J., Goudarzi, H.R., Haji
Noormohamadi, A., Mousavi, M., Keshavarz
Alikhani, H., and Johari, B. (2020). In-vitro
Study of Hottentotta Schach Crude Venom
Anticancer Effects on MCF-7 and Vero Cell
Lines. Iran J. Pharm Sci, 19 1: p 192-202

Zargan, J., Umar, S., Sajad, M., Naime, M., Ali,
S., and Khan, H.A. (2011). Scorpion venom
(Odontobuthus doriae) induces apoptosis by
depolarization of mitochondria and reduces S-
phase population in human breast cancer cells

Se62



Béchohra L et al. (Cytototoxic Activity of F3 Venom Fraction)

46.

47,

48.

(MCF-7). Toxicology in vitro, 258: p 1748-
1756

46. Xiao, K., Zhou, J., Wang, Z., Fu, W.H., and
Lu, X.Y. (2012). Effect of the venom of the
scorpion Heterometrus liangi on the expression
of P21 and caspase-3 gene in human KYSE-510
cell.Adv. Mat. Res, 345 p 399-404

Battelli, M.G., Polito, L., Bortolotti, M., and
Bolognesi, A. (2016). Xanthine oxidoreductase-
derived reactive species: physiological and
pathological effects. Oxid. Med. Cell. Longev.,
2016:3527579

Ahn, HJ., Kim, K.I., Hoan, N.N., Kim, C.H.,
Moon, E.,Choi, K.S.)Yang, S.S., and Lee, J.S.
(2014). Targeting cancer cells with reactive

49.

50.

oxygen and nitrogen species generated by
atmospheric-pressure air plasma. PloS one, 91

Lamraoui, A., Adi-Bessalem, S., and Laraba-
Djebari, F. (2014). Modulation of tissue
inflammatory response by histamine receptors in
scorpion envenomation pathogenesis:
involvement of H4 receptor. Inflammation,37, 5:
p 1689-704

Khemili, D., Laraba-Djebari, F., and Hammoudi-

Triki, D. (2020). Involvement of Toll-like
Receptor 4 in Neutrophil-Mediated
Inflammation, Oxidative Stress and Tissue
Damage Induced by Scorpion

Venom.Inflammation, 431: p 155-167

Se63



ALGERIAN JOURNAL OF HEALTH SCIENCES.VOL. 2 SUPPLEMENT 1 (2020) S64-S70

=
Available online A]HS

https://www.atrss.dz/ajhs

Original Article

Green Synthesis of Silver Nanoparticles and their Application as
Antigen Delivery System
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ABSTRACT

Introduction: Scorpion envenomation is a major health problem in tropical and subtropical regions, especially in
North Africa where Androctonus austra is one of the most deadly species, with a mean of 115000 stung patients
each year. New therapies are now studied to prevent the pathophysiology of scorpion envenomation to improve
immunotherapy, so far the only specific treatment to treat envenomed patients. For this purpose, the aim of the study
is to develop a silver nanovector adsorbing Androctonus australis hector (Aahjenom to be used as a
nanoformulation stimulating the host immune system. Materials and Methods: Silver nanoparticles (AgNps) were
synthesized by green synthesis, using a leave extract of Eucalyptus globuluss reducing agent. AgNps were
characterized by Scanning Electron Microscopy for the size, X-Ray Diffractometry and FTIR for structural
characterization. AgNps were then used as a vaccine formulation adsorbing Aah venom and tested in mice in a
single injection protocol. Specific 1gG titers, myeloperoxidase (MPQO) and eosinophil peroxidase (EPO) activities
have been evaluated during the immunization protocol. Results: Physic-chemical characterization of AgNps
revealed a relatively spherical shape of Nps, not exceeding 200 nm.Evaluation of MPO and EPO activities showed a
low pro-inflammatory profile of AgNps while the nanovaccine adsorbing Aah venom shown an increase in MPO
activity, marker of neutrophil polynuclear infiltration. Evaluation of specific antivenom IgG titers revealed the
activation of the humoral response resulting in an antibody titer of 1/16000, 15 days after AgNps-Aah
injection.Conclusion: AgNps adsorbing Aah venom is an easy and promising nanovector for the antigen delivery
and activation of immune cells after a single immunization.

KEYWORDS: Silver nanoparticles, Green synthesis, Androctonus australis hectpscorpion venom, immunogenicity.
RESUME

Introduction: L’envenimation scorpionique est un probléme de santé publique dans les régions tropicales et
subtropicales, surtout en Afrique du Nord ou I’espéce la plus dangereuse, Androctonus australisest responsable de
presque 115'000 cas de piqures annuelles. A ce jour, de nouvelles thérapies sont étudiées pour améliorer la prise en
charge et le traitement des patients envenimées. L'objectif de cette étude est de développer un nanovecteur d'argent t
le venin d'Androctonusaustralis hectofAah) a utiliser comme nanoformulation capable de stimuler le systéme
immunitaire de I'néte. Matériels et Méthodes: Les nanoparticules dargent (AgNps) ont été

This work is licensed under a Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International License.
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synthétisées par synthése verte, en utilisant un extrait aqueux de feuilles d'Eucalyptus globulusomme agent
réducteur. Les nanoparticules AgNps ont été caractérisées par microscopie électronique a balayage (MEB) pour
évaluer leur taille et forme et par diffractométrie aux rayons-X et FTIR afin de procéder a une caractérisation
structurale. Les nanoparticules AgNps ont ensuite été utiliséesdans une formulation vaccinale adsorbant le venin
d’Aahet testées chez la souris dans un protocole vaccinal a injection unique. Les titres d'lgG spécifiques antivenin,
les activités myelopéroxidase (MPO) et éosinophile peroxydase (EPO) ont été évalués durant le protocole vaccinale.
Résultats : La caractérisation physico-chimique des nanoparticules synthétisées par chimie verte a permis de
confirmer la formation de nanoparticules de taille inféricure a 200 nm et de nature d’argent. L’évaluation des
activités MPO et EPO a permis de montrer un profil pro-inflammatoire faible concernant les animaux ayant recu les
nanoparticules AgNps alors que le nanovaccin adsorbant le venin d’Aah a montré une relative augmentation de ces
activités sériques, marqueur d’infiltration polynucléaire neutrophile et éosinophile. L’évaluation des titres d’IgG
spécifique antivenin d’Aah a révélé une activation de la réponse immunitaire humorale aboutissant a un titre
d’anticorps de 1/16000, 15 jours apres I’injection d’AgNps-Aah Conclusion : Les nhanoparticules AgNps-
Aalconstituent un systéme de délivrance antigénique de synthése facile capable d’activer le systéme immunitaire

apres une seule immunisation.

MOTS CLES : Nanoparticules d’argent, synthése verte, Androctonus australis hectovenin, immunogénicité

* Corresponding authorTel.: +21321336076; fax: +21321336077.

E-mailAddress: : flaraba@hotmail.com/flaraba@usthb.dz

1. Introduction

Scorpion envenomation is a major public health
problem observed in five continents [1]. Each year
millions of scorpion stings occur with minor
problems resulting inlocalized pain and minimal
systemic involvement, however some patients can
present severe envenomation leading to death [2].
Scorpions are spread especially in rural and peri-
urban areas of tropical and subtropical regions of
Maghreb, Middle East and Central/South America.
Among the most deadly species of scorpions,
Androctonus australishector (Aah), Androctonus

amoreuxi (Aam) and Buthusoccitanustunetanus)(Bot

arefound in Algeria. These species are responsible for
the majority of envenomations and lethal accidents in
humans [3, 4]. Immunotherapy is the only specific
treatment for envenomation [5]. Antivenoms are
obtained by hyperimmunization of horses and sheeps
with repeated venom injections. They can be
monovalent, when animals are immunized against a
single venom, or polyvalent against a mixture of
venom of different species [5-7]. Several
improvements of the actual immunotherapy have
been done so far. Fab/F(ab’)2 fragment mixture,
experimental monoclonal antibodies, nanobodies and
IgY antibodies have been developed and tested in
animals, but not yet in humans for lack of safety
studies [8-13]. For this purpose, preventive therapies
using adjuvants and nanoparticles as antigen delivery
systems for scorpion venom are undertaken in order
to boost the immune system against scorpion
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envenomation. Formulations using MF-59 and Alum
adjuvants with irradiated Aah venom have been
tested in a vaccine protocol in rabbits, reach a
protection of all injected animals up to 4 LD 50 of
Androctonus australis hectovenom, three months
after the last injection [14]. A formulation of
encapsulated irradiated Aah venom in calcium-
alginate nanoparticles performed in rabbit and mice is
able to induce an effective immunogenicity, a safety
and immunoprotection of all injected animals of up-
to 6 LD50 of Androctonus australis hectorenom
[15]. Recently, the neurotoxin Aah Ilhave been
encapsulated in chitosan-TPP nanoparticles, reducing
its toxicity and eliciting a specific anti-toxin
immunity in vaccinated mice [16]. In the present
study, we aimed to develop a new nanocarrier based
on silver nanoparticles adsorbing Androctonus
australishector venom.  These  nanoparticles
synthesized by an easy green synthesis are used in a
one-shot immunization protocol, to study the
preliminary activation of the host immune system.

2. Materials and methods

1. Venom and chemical products

Lyophilized Androctonus australis hectmenom and
chemical products were provided by the Laboratory
of Cellular and Molecular Biology, Faculty of
Biological Sciences, USTHB, Algiers, Algeria.
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2. Animals

NMRI animals (20 +/- 2 g) were provided by the
Faculty of Biological Sciences animal facility and
housed in a controlled room temperature, with food
and water ad-libitum. Experiments were carried out
according to the Federation for Laboratory Animal
Science Associations (FELASA) rules of the ethics
for animal welfare.

3. Green synthesis of silver nanoparticles

Leaves of Eucalyptus globuluspreviously dried at
room temperature, were powdered using a mortar.
The powder (50 g) was dissolved in 500 ml boiled
deionized water for 2 hours, then filtered. Leave
extract (6 ml) was then added to 100 ml of 0.01 mM
aqueous AgNO; solution (EMD Millipore, Billerica,
MA, USA), gently stirred and incubated at room
temperature. The obtained solution was then
centrifuged at 13°000g for 20 minutes and the AgNp
pellets were washed three times with distilled water.
AgNps were resuspended in ethanol 70% (EMD
Millipore), dried at 75°C for 120 minutes and stocked
for physic-chemical analysis.

4, Adsorption of AgNps with Aah venom

Adsorption of Aahvenom on AgNps have been done
in accordance to Asgary et al., 2016 [17]. Briefly,
AgNps (0.3 mg) were added to 10 ul of Aahvenom
for each injection.

5. Scanning Electron Microscopy

The morphology of AgNps was studied by scanning
electron microscopy (SEM) at Sonatrach Research
and Development Center, Boumerdes,
Algeria.lImages were captured at 100000 x
magnification.

6. X-Ray Diffractometry

X-ray diffractometry (XRD) measurement of AgNps
was carried out using an X-ray diffractometer
(Rigaku D/max 2500V) atSonatrach Research and
Development Center,Boumerdes, Algeria.

7. Fourier-Transform Infrared Spectroscopy

Chemical interactions of silver nanoparticles were
analyzed by an infrared spectrometer with Fourier
transmission IR700. All spectra were recorded in the
range 600-4000 cm™.

8. Experimental procedure

In this study, four groups of mice were used. The
control group of animals was injected with saline
solution (NaCl0.9%) by subcutaneous (s.c.) route.

The second group of mice was injected with AgNps
alone by s.c. route. The third group received an
injection of AgNps-Aah and the fourth group was
injected with a sublethal dose of Aahvenom antigen
alone. All mice received the injection at day 1 and
were humanely sacrificed at day 7 and 15 after
injection, for plasma recovery.

9. Evaluation of myeloperoxidase activity (MPO)

Myeloperoxidase activity was evaluated as a
biomarker of inflammation. It was
measuredaccording to the intensity of the oxidation
color of theortho-diasidine product. The reaction used
chromogenicsubstrate  H,O, with O-dianisidine
diluted in aphosphate buffer (pH 5.8). The enzymatic
activitywas evaluated at 460 nm.

10. Evaluation of eosinophil peroxidase activity
(EPO)

The eosinophil peroxidase was released by
activatedeosinophils after interaction with different
mediators of the inflammatorycascade. It
wasmeasuredusingamethodbasedontheoxidation  of
the substrate, the hydrogen peroxide by the
extracellular EPOin media with a chromogen, O-
Phenylenediamine (OPD)(Sigma Germany). The
enzymatic activity was evaluated at 490 nm.

11. Evaluation of specific anti-Aah venom IgG
titers by ELISA

ELISA was used to evaluate the specific 1gG
antibodies titer against Aah venom. A preparation of
5 pg/ml Aahvenom in 0.1 M carbonate buffer pH 9.5
(100 wl) wasincubated in 96-well plates overnight at
4°C. Non-specific siteswere blocked with 100 pl of
0.1 M PBS, pH 7.4 containing 5% skimmilk for 1 h
at 37°C and washed five times with PBS-Tween
20.Sera were diluted in PBS 0.1 M and added to the
plates and thenincubated for 1 h at 37°C. After a
washing step, anti-mouse 1gG conjugated with
peroxidase (Sigma) (diluted at 1/500) was added
tothe plate and incubated for another hour at 37°C.
After a last washing,wells were filled with 100 pl of
ortho-Phenylenediamine  dihydrochloride solution
(10mg/ml in phosphate buffer, pH 7.4, H,0,0.03%).
After blocking the reaction by adding 50 ul of H,SO,
(2 N),absorbance values was read at 490 nm.

12. Statistical analysis
All the data were analyzed withone-way ANOVA

statistical test and P-value<0.05 wasconsidered a
significant difference between groups.
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3. Results

3.1 Morphological analysis of AgNps by SEM

The morphological analysis of silver nanoparticles by
scanning electron microscopy shows a spherical
shape and a size between 50 and 110 nm (Figure 1).

mag det WD spot HFW 500 nm
12.50 kV 100 001 xETD6.5 mm 2.0 10:4 2.98 ym DLAB-SONATRACH

Figure 1: Scanning Electron microscopy of AgNps
3.2 XRD analysis of AgNps

X-ray diffraction patterns of AgNps synthesized from
an extract of E. globulusleaves was observed (Figure
2). The obtained diffraction peaks are characteristic
of silver nanoparticles and were found at 28values
corresponding to 20, 32.2, 46.1, 54.9, 57.5 and
67.5respectively attributed to the crystallographic
planes 4000, 3100, 4500, 2900, 1500 and 1000. Other
peaks have been observed corresponding to
impurities, probably due to the residues of
Eucalyptusextracts after green synthesis (Figure 2).
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Figure 2: XRD analysis of AgNps
3.3 FTIR analysis of AgNps

FTIR spectroscopy was used to identify functional
groups existing in silver nanoparticles, after green
synthesis. Two characteristic peaks were observed.

The first peak at 1640 cm™ absorbance is the silver
nanoparticles-OH bond bending, which gives them a
spherical form. The second characteristic peak is
found at 3462 cm™ absorbance, attributed to the
stretching of hydroxyl groups (Figure 3).
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Figure 3: FTIR analysis of AgNps
3.4 Evaluation of myeloperoxidase activity

After injections (d1) a significant difference
(P=0.0075) on the myeloperoxidase activity was
found in sera of mice receiving AgNps-Aahand Aah
alone compared to those of animals receiving free
Nps (AgNps) and saline (0.1231 vs 0.069 vs 0.033
mM H,O,/min/ml). A decrease of MPO activity is
observed at day 7 and day 15 in control groups, less
important in sera of mice receiving the nanovaccine
injection (AgNps-Aah) (0.033 and 0.039 vs 0.0886
mM H,0,/min/ml) (Figure 4).

Myeloperoxidase activity
0.204
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0.154 ** -# AgNps
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o
>
1

T
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Figure 4: Evaluation of MPO activities in the sera of

mice, 1, 7 and 15 days after the nanovector injection.
Activities are expressed as mM of used H,O,/min/ml of sera
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3.5 Evaluation of eosinophil peroxidase activity

During the immunization protocol, there are no
differences of levels of EPO activities in sera of
groups receiving saline solution and AgNps injection
(0.0180 vs 0.0181 mM H,0,/min/ml) (P=0.0069).
Group receiving the nanoformulation adsorbing Aah
venom shows a EPO activity at dayl (0.0379 mM
H,O,/min/ml) lesser than the venom control group
(0.061 mM H,0,/min/ml), decreasing almost at
control values at day7 and dayl5 (0.0250 mM
H,O,/min/ml) (Figure 5).

Eosinophil peroxidase activity
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0.00 T T T
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Figure 5: Evaluation of EPO activities in the sera of
mice, 1, 7 and 15 days after the nanovector injection.
Activities are expressed as mM of used H,O,/min/ml of sera

3.6 Evaluation of specific antivenom IgG titers

Specific 1gG titers obtained against Aah scorpion
venom were evaluated at d7 and d15 after the
injection of AgNps-Aah on mice. Results showed a
specific anti-Aah 1gG titer of 1/16000 reached after
15 days post-injection, resulting on the activation of
humoral immune cells secreting specific 1gG after
antigen presentation by APCs (Figure 6).
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Figure 6: Specific 1gG titers obtained after 7 and 15
days of AgNps-Aah injection

4. Discussion

In this study, we evaluated the preliminary safety and
immunogenicity of a nanoparticulate vector for Aah
venom  delivery using silver  nanoparticles
synthesized by green chemistry. The use of
nanoparticles as a vector in animmunization protocol
can lead to a better antigen presentation,extended
injection intervals and reduced doses of antigens
[18]. The method of AgNps synthesis used in this
study was chosen based on a previous study on green
synthesis of silver nanoparticles as adjuvant in the
veterinary rabies vaccine [17].

The physic-chemical characterization of silver
nanoparticles synthesized revealed their spherical
shape and a sizes between 60 and 150nm, with an
obtained structural characterization by XRDshowing
20values corresponding to 20, 32.2, 46.1, 54.9, 57.5
and 67.5similar to Sandjenbam et al., 2013, where
theyfound crystalline peaks at 206 values of
38.158,44.358, 64.528 and 77.498 on silver
nanoparticles synthesized with five leave extracts
(Pinus desifloa, Diopyros kaki, Ginko biloba,
Magnolia Kobus and Platanus orientglis[19].
Resultswith Capsicum annuum. lextract showed that
amine groups of proteins played astabilization and
reducing role during the synthesis of silver
nanoparticles [20]. These properties positively
influence their interaction with immune cellsbecause
of the spherical shape and size of nanoparticles that
can be easily endocytosed by antigen presenting
cells, starting a specific immune response [21,22].
For this purpose, AgNps adsorbing Androctonus
australis hectovenom were used in an experimental
protocol of a single injection in mice as an antigen
delivery system. The evaluation of the systemic
inflammation showed that a few hours after the first
injection, an increase of MPO and EPO activitiesin
sera of mice receiving AgNps-Aah was recorded
resulting from a degranulation of azurophilic
endosomes of  polynuclear  neutrophils and
eosinophils in the extracellular medium. This could
be explained by the spherical shape of AgNps as well
as their small size which favors their phagocytosis by
antigen presenting cells (APCs) but also because of
nanoparticles adsorbed Aah venom, with possible
residual toxicity [23]. Once internalized, AgNps
induced not only the antigen presentation by APCs
but also the synthesis of pro-inflammatory cytokines
such as IL-1B and IFN-y [24,25]. More interestingly,
mice receiving AgNps alone did not display any
important MPO or EPO activity, demonstrating a
safety profile of these nanoparticles, largely used for
their known antibacterial activity [26]. The single
injection of AgNps-Aah induce specific 1gG titer of
1/16000 at 15 days after the injection. This can be
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explained by of the activation of humoral B-cells
secreting specific antibodies, that probably need an
injection boost to reach more important 1gG titers and
a long term protection against Androctonus australis
hectorenvenomation [15].

Conclusion

Taken together,our preliminaryresults revealed that
green synthesis using E. globulusleaves extract as
reducing agent lead to the development of a safe
antigen delivery system based on silver nanoparticles,
promising for the design of an immunization protocol
that can be further wused against scorpion
envenomation.
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RESUME

Suite au décés de I’enseignante-chercheur Aicha Aouissepar envenimation scorpionique (ES/CIM-10 T63.2) a
Ouargla et les perturbations sociétales que cet événement a pu engendrées dans cette zone énergétique et stratégique,
la Direction Générale de la Recherche Scientifique et du Développement Technologique (DGRSDT) a ordonné une
investigation scientifique sur le phénomeéne de scorpionisme en Algérie. Nous avons mené une étude opérationnelle
par sejour au Sahara dans le chef-lieu d’Ouargla durant la période Avril 2019-Octobre 2020. L’ Analyse Corrective
Comparée a été utilisee pour déceler les points critiques de notre stratégie de lutte antiscorpionique comparée aux
pays ayant réduit drastiquement la mortalité par ES. Nous avons réalisé des analyses techniques de la documentation
adoptée ainsi que des analyses biologiques des échantillons sanguins des piqués scorpioniques (PS) et de
I’Immunothérapie antiscorpionique utilisée (Ipascorp®). L’étude clinico-biologique des 600 PS recrutés au niveau de
I’EPH-Ouargla a montré que la fréquence du syndrome d’envenimation systémique n’était présent que chez 3,5%
des PS. La principale étiologie associée a la sévérité de I’ES était I’atteinte cardiaque a 80% suivie de 1I’cedéme aigue
pulmonaire Iésionnel 4 20%. Aucune réaction allergique immédiate & I’Ipascorp® n’a été signalée et seulement 0,5%
d’hypersensibilité retardée a été noté. Ce travail a pu concevoir des outils de type « Matrice d’Aide a la Décision »
nécessaire au montage des stratégies de prévention primaire et secondaire et « la Table de Scorpions » indispensable
au calcul de la posologie de I'Ipascorp®. L’introduction de «la dose de neutralisation effective » de
I’Tmmunothérapie dans la conduite a suivre ainsi que 1’intervention thérapeutique guidée par les deux biomarqueurs
« glycémie et taux de lymphocytes » a pu redresser le taux de survie de 66,66% a 80% dans I’ES-stade 3. Ces
données non seulement sont essentielles aux décideurs et aux thérapeutes mais aussi a la recherche pharmacologique
et expérimentale.

MoTs CLES: Envenimation scorpionique, Immunothérapie passive, Ipascorp®, DLs, , Algérie

Extrait du Rapport de la Mission Scientifigue-DGRSDT/Ouargla

S71



Kerboua K et al. (Immunothérapie Antiscorpionique en Algérie)

ABSTRACT:

Following the death of the researcher Aicha Aouisset by scorpion envenomation (SE/CIM-10 T63.2) in Ouargla and
the societal disturbances that this event caused in this strategic area, the Directorate General of Scientific
Researchand Technological Development (DGRSDT) ordered a scientific investigation into the phenomenon of
scorpionism in Algeria. We conducted an operational study in Ouargla during the period April 2019-October 2020.
The Comparative Corrective Analysis was used to detect the critical points in our national strategy of antiscorpionic
control compared to the countries having reduced drastically mortality from SE. We performed technical analyzes of
the official documentation as well as biological analyzes of the blood samples from stung patients (SP) and the
antiscorpionic immunotherapy Ipascorp®. The study of the 600 SPadmitted at the EPH-Ouargla showed that the
frequency of the systemic envenomation syndrome was only present in 3.5% of SP. The main etiology associated
with the severity of the SE was cardiac injury (80%)followed by acute pulmonary edema (20%). No immediate
allergic reaction to Ipascorp® has been reported and only 0.5% delayed hypersensitivity has been noted. This work
was able to design some tools such as "Decision Support Matrix" which is important to conceive the primary and
secondary prevention strategies and "the Scorpion Table" that is essential for calculating the dosage of Ipascorp®.
The introduction of the "effective neutralization dose" of Immunotherapy in the SE management as well as the
therapeutic intervention guided by the two biomarkers "blood glycemia and lymphocyte levels" have helped to
improve the survival rate from 66.66% to 80% withinSE-stage 3 patients.These data are not only essential for

decision-makers and Saharan doctors but also for pharmacological and experimental research.

KEYWORDS: Scorpion envenomation, Passive Immunotherapy, Ipascorp®, LDsg, Algeria,
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1. Introduction

L’obtention du premier Prix Nobel de médecine pour
la France par Alphonse Laveran en Algérie a poussé
le gouvernorat colonial d’Algérie de s’investir dans la
recherche en médecine au plus prés du malade avec
la création dans la méme année du premier
laboratoire de recherche en médecine & Beni-Ounif
de Féguig, au Sahara, dirigé par Dr. Henry Foley
depuis 1907 [1]. Le deuxiéme Laboratoire de
recherche en médecine saharienne fut créé a Biskra
en 1922 et inauguré en avril 1928 par le membre de
I’ Académie des Sciences, le Professeur F. Mesnil [1].
Cet investissement scientifique fédérant les efforts
des services de Santé Militaire et les compétences de
UInstitut Pasteur d’Algérie (IPA) a été couronné par
plus de 30 innovations en médecine humaine et
animale. Pour ne citer que celles de grandes ampleurs
internationales, 1’identification du pou dans la
transmission du typhus par le médecin Henry Foley
et linnovation de I'Immunothérapie  (IT)
antiscorpionique par Etienne Sergent au début des
années 1930s, inspiré par les travaux mexicains de
Vergara Lope, De La Pena et Venzor entre 1905 et
1938 [2]. Les avancées dues a I’équipe pasteurienne

Date de soumission : 16/07/2020
Date de révision : 22/07/2020
Date d’acceptation : 31/08/2020

des freres Sergents (Etienne et Edmon) ont été
décisives pour le développement des antivenins
scorpioniques. Elles remontent & la période précédant
la seconde guerre mondiale, avant que ne soit connue
la structure des immunoglobulines (1959), bien
antérieure aux premieres études cliniques sur les
antivenins (années 60), a I’isolement des toxines
létales de scorpion et a la description de leur mode
d’action (années 70 et 80), a I’identification des
mécanismes de 1’intolérance (années 60 a 80), a la
pharmacocinétique des toxines de scorpion (années
90) et a celle des antivenins (années 90 et 2000).

Par la suite, I’IPA a introduit des modifications dans
les années 50s sur cette IT antiscorpionique grace au
Dr Lucien Balozet, suivi par le renforcement des
procédés d’immunisation et I’introduction de Ia
technique de dialyse par Irunberry et Pilo-Moron
dans les années 60s et 70s, I’introduction de la
technique de pepsinisation et de purification par Dr.
Koubi dans les années 80s. La période de 1995 a
connu un changement de procédure de fabrication qui
a abouti au développement de ’actuelle génération
d’antivenins. Entre autres, 1’hyperimmunisation des
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chevaux avec du venin pur (sans détoxification et
avec un minimum d’adjuvants), la digestion
enzymatique des 1gG pour obtenir des F(ab’), et la
purification poussée des fragments anticorps. En
2010 I’'immunologiste Abbadi M.C. a mis au point un
nouveau procédé de production de cette IT en
introduisant 1’appareil de cytaphérése. Actuellement,
chaque lot d’IT antiscorpionique préparée a I’IPA est
validé pour un pouvoir de neutralisation minimal de
15 DLsy du venin de I’Androctonus australigpar
millilitre [3,4].

Depuis 2002, la mortalité par scorpionisme en
Algérie est passée de 100 a 50 décés sur 50 000
piqures annuellement et reste maintenue a ce taux
malgré le grand investissement déployé par 1’Etat
pour combattre ce fléau. L’indicateur de Iétalité
utilise en Algérie « Le Taux de Iétalité (TL) » ne
traduit pas fidélement les résultats des stratégies
nationales de la prise en charge des envenimés graves
car il utilise comme dénominateur tous les piqués
scorpioniques malgré que plus de 95% d’entre eux ne
représentent que des stades 1 et non pas des situations
cliniques d’une vraie envenimation scorpionique
(ES). Globalement,ce TL est de 0,1 en Algérie, mais
recalculé sur I’ensemble des envenimés graves
seulement, pour mesurer |’efficacité du protocole
thérapeutique appliqué, il s’éléve aux alentours de
30% malgré I’utilisation de I’IT antiscorpionique
passive dont I’efficacité dépassait les 90% durant les
12 années de D’expérience algérienne d’Etienne
Sergent [1, 2].

De ce fait, une solution scientifique fiable s’imposait
en urgence contre le scorpionisme en Algérie sur
deux fronts: (i) Réduire le taux de mortalité des
patients ayant la possibilité d’étre évacués vers les
hopitaux de deuxieme ligne dotés de services de
soins intensifs et de réanimation toute en réduisant
I’incidence de [Iinsuffisance cardiaque chez les
survivants (ii)Réduire le taux de mortalités des
patients dans le grand désert qui ne peuvent pas
bénéficier d’une évacuation a temps vers les hopitaux
de deuxiéme ligne et dont la survie dépendra du
développement d’une alternative thérapeutique fiable
qui peut étre administrée aux victimes dans le grand
désert sans la limitation de la chaine de froid.

Ce travail s’intéressait uniquement au premier front
et s’applique aux patients de grades 2 et 3 et surtout
ceux traités dans les hdpitaux de 2™ ligne. Il visait &
identifier les manquements qui contribueraient & cette
persistance de mortalité chez les envenimés graves

hospitalisés et de proposer et évaluer des actions
correctives soutenues scientifiquement.

2. Matériels and Méthodes

1. Patients et Matériels

La population étudiée dans les 4 mois de I’année
2019 était représentée par tous les piqués
scorpioniques admis au niveau des urgences médico-
chirurgicales (UMC) de I’Etablissement Public
Hospitalier (EPH) Mohammed Boudiaf-Ouargla du
16 juin au 23 octobre. Par contre, la population
étudiée durant les 3 mois de I’année 2020 était
surtout composée des envenimés scorpioniques
séveres de stade 2 et 3 recrutés du 14 Mai au 14
Juillet.

L’IT étudiée est celle fabriquée a I'IPA (Ipascorp®)
qui est le seul antivenin disponible en Algérie. Elleest
fournie par I'IPA sous forme monovalente (issue
d’une immunisation des chevaux avec du venin
d’Androctonus australisseulement) a un titre de
neutralisation de 15 DEsg par ml, sous une
présentation liquide avec un volume de 05 ml, soit un
pouvoir neutralisant affiché de 75 DEsy contre le
venin d’A. australis.

Les scorpions étaient collectés des différentes régions
d’Ouargla et acheminés au Laboratoire de Médecine
Saharienne (LMS) de la Faculté de Médecine a
I’Université Kasdi Merbah Ouargla pour élevage et
extraction du venin et hémolymphe.

Les préléevements sanguins de tous les piqués
scorpioniques étudiés ont été conservés dans la
biobanque a -40°C du laboratoire LMS pour des
études ultérieures de la veninémie, biodisponibilité
médicamenteuse et analyse des indicateurs du
syndrome de la réponse inflammatoire systémique
(SIRS).

Les réactifs chimiques et biologiques nécessaires a la
réalisation de cette étude étaient obtenus auprés du
laboratoire LMS.

2. Méthodes

Notre travail a été élaboré selon une approche
opérationnelle par séjour au Sahara dans le chef-lieu
de Ouargla programmée pour la période Avril 2019
jusqu’au Octobre 2020. Ce travail de terrain a été
réalisé en Trois phases :

Phase 1 : nous avons procédé a I’ Analyse Corrective
Comparée (ACC), axée sur les points suivants :
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a. Analyse opérationnelle, médicale et technique de la
prise en charge des 600 victimes de PS recrutés
durant la période allant du 17-06-2019 au 23-10-2019
au niveau des UMC et services de soins intensifs de
I’EPH Mohammed Boudiaf de Ouargla, en vue de
comprendre le phénoméne de scorpionisme en
Algérie et détecter les facteurs impliqués dans la
persistance de la mortalité par scorpionisme dans le
but d’étre exploités pour améliorer la performance de
la stratégie nationale de lutte anti-scorpionique.

b. Revue scientifique des expériences des pays qui
ont réduit considérablement le taux de mortalité par
scorpionisme et tirer les solutions les plus adaptées
au contexte algérien.

c. Proposition d’actions correctives justifiées par les
pratiques médicales et soutenues par les recherches
scientifiques et les expériences pratiques des autres
pays touchés par ce fléau.

Phase 2 : Etudier les caractéristiques des envenimeés
scorpioniques chez les piqués scorpioniques pris en
charge au niveau de I’EPH-Ouargla durant les 4 mois
de l’année 2019. Etant donné que le syndrome
d’envenimation scorpionique (ES) est défini par la
manifestation des symptbmes provoqués par
I’activation du  systtme nerveux autonome
parasympathique et/ou sympathique, les patients
exprimant uniquement des signes locaux de douleurs,
paresthésie, engourdissement ou brulures ne sont pas
considérés comme des envenimés dans cette étude
car leurs scorpions piqueurs ne leurs injectaient que
le pré-venin riche en sérotonine et sels potassiques.

Cette phase était axée sur les points suivants :
a. Calcul de la fréquence de la vraie ES chez les PS.
b. Dresser le tableau clinique des envenimés graves.

c. Calcul du taux de mortalité réel dans la catégorie
des envenimés graves, un paramétre qui constitue une
nécessité absolue pour les chercheurs et les
décideurs.

d. Déterminer la cause principale responsable de la
mortalit¢ élevée afin d’orienter les protocoles
thérapeutique et guider la recherche fondamentale
dans le développement des modéles animaux et de
développement pharmacologique.

e. Mettre au point des biomarqueurs prédictifs de
I’ESsévére ou méme de mortalité.

f. Recenserles réactions allergiques immédiates et
tardives a I’IT antiscorpionique chez les 600 patients

ayant recu au moins une dose par Vvoie
intramusculaire (i.m.) grdce a un systéme de veille
mis en place au niveau des UMC avec 1’aide des
étudiants en médecine de la Faculté de Médecine de
Ouargla et les médecins urgentistes affectés a la salle
de triage.

g. Extraction du venin des différentes espéces
mortelles et étude de la réaction croisée (pouvoir de
paraspécificité) de I’'IT de I'IPA (Ipascorp®).

Phase 3: Conception et évaluation des solutions
scientifiques & intégrer dans le protocole
thérapeutique chez les ES recrutés durant la période
du 14-04-2020 au 14-07-2020.

Le logiciel SPSS (IBM version 17) a été utilisé dans
les analyses statistiques. La comparaison de moyenne
a été réalisée pour les valeurs continues, le Khi-Deux
pour les valeurs discontinues et les courbes ROC
pour la détermination des seuils des biomaqueurs. La
valeur p<0,05 a été retenue comme valeur seuil pour
juger la significativitt de nos conclusions
scientifiques.

3. Résultats et Discussion

Etape 1 : Analyse opérationnelle

Cette premiere étape visait a étudier les points
problématiques majeurs dans la stratégie nationale de
lutte antiscorpionique. Le fléau du scorpionisme sévit
en Algérie depuis toujours, dans les rapports des
missions Flatters au Sahara Algérien, on peut lire que
les chefs des tribus d’El-Hjirats a Ouargla
demandaient aux officiers de cette mission des
médicaments pour sauver leurs populations des PS
[3]. L’Algérie connait annuellement entre 45 000 et
50 000 cas de PS avec une mortalité au alentour de
50 cas [4].

Ce probléme de santé publique qui concerne surtout
le sud des Hauts Plateaux et le Sahara constitue une
priorité nationale pour le gouvernement algérien.
Malgré que la premiére cause de scorpionisme dans
les zones les plus touchées soit la construction
urbaine sur les gites de scorpions et les plans
d’extension urbaine mal étudiés qui ne laissent pas
les scorpions s’installer en extra muros d’autres
facteurs favoriseraient ce fléau comme le
déséquilibre écologique de la biodiversité animale
contre la famille des Scorpionida dont les prédateurs
sont les espéces utiles a  D’agriculture.
Malheureusement, cette faune diurne et nocturne a
été détruite dans les zones les plus concernées. En
somme, le scorpionisme résulte de la superposition
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spatio-temporelle de multiples facteurs relevant non
seulement de I’animal lui-méme (le scorpion) mais
aussi de I’homme. Ceci crée le risque de
scorpionisme qui ne peut pas se traduire en accident
que lorsque d’autres €éléments se surajoutent a cette
équation scorpionique si complexe. De méme,
I’accident scorpionique ne se transforme en maladie
scorpionique qu’apres la réunion d’autres anomalies
et manquements relatifs a différents domaines allant
de la psycho-sociologie des populations jusqu’aux
approches de la prise en charge des PS, passant par
les plans de prévention primaire et secondaire. La
figure 1 explique I’inter-connectivité des différents
éléments et leurs sciences et théories explicatives

A Dissue de notre mission d’analyse au niveau de
I’hopital principalde Ouargla, nous nous sommes
rendu compte que le phénomene de la persistance de
mortalité est multifactoriel impliquant de nombreux
organismes étatiques faisant intervenir différents
acteurs a de multiple échelles. Ceci nous a permis de
dresser la liste des principaux acteurs impliqués dans
les actions hiérarchisées contre le scorpionisme en
Algérie. La figure 2 montre ces différents
intervenants qui pourraient étre affectés de
manquements ou de dysfonctionnements sur les trois
niveaux : tactique, opérationnel et stratégique. Nous
avons constaté que I’I'T antiscorpionique pourrait étre
affectée sur ces trois niveaux.

pour puiser des solutions soutenues scientifiquement.

= Loi 16-02-1985
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Figure 1 : Matrice d’aide a la décision dans I’élaboration de stratégies nationales de lutte antiscorpionique montrant les
différents éléments intrigués dans la recrudescence du scorpionisme en Algérie.

Cette figure explique comment le risque scorpionique est crée suite a la superposition des facteurs liés a I’homme et au scorpion et quand est ce
risque se transforme en accident tout en montrant les facteurs associés a la transformation de ’accident en maladie rare (CIM 10 T63.2). La
diversité des facteurs expliquant I’ampleur du scorpionisme en Algérie et concernant autant le scorpion que I’humain avec leurs interactions
complexes. L’habitat et I’urbanisme défaillant autant que la disparition des prédateurs de scorpions sont des aspects importants, mais la
colonisation des sites par les scorpions — sujet trés bien étudié au Brésil — a une part de responsabilité considérable : les scorpions se nourrissent
de cafards et 1’on congoit I’impact que cela peut avoir dans les zones périurbaines et les cités mal gérées. Egalement, les mesures de la prévention
primaire et secondaire et les taches des différents acteurs nationaux dans la stratégie nationale de lutte antiscorpionique ainsi que les conseils et
les gestes a bannir sont résumés dans la figure. De méme, les différentes théories expliquant pourquoi la maladie d’envenimation systémique se
manifeste uniquement chez un petit pourcentage des blessés scorpioniques et les indicateurs principaux a prendre en considération dans la prise
en charge.

Théorie
« inflammatoire»

1930 2010 2017
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Figure 2 : Différents acteurs de la lutte antiscorpionique en Algérie.

Cette figure montre les différents acteurs impliqués dans la réussite de la stratégie nationale de lutte antiscorpionique ou tout manquement
aboutira a une défaillance fatale depuis le niveau tactique en contact avec les blessés scorpioniques et leurs thérapeutes, passant par le niveau
opérationnel qui doit garantir la disponibilité de traitement étiologique répondant a toutes les exigences de la voie d’administration et du pouvoir
neutralisant et paraspécifique ainsi que la répartition des taches médicales entre les établissements de santé de premiére ligne et de deuxieme
ligne, jusqu’au niveau stratégique qui est assuré par les institutions hospitalo-universitaires.

En outre, notre analyse sur I’efficience de 1’utilisation supérieur a 30 DEs, par ml et atteint souvent 50 DEx,
de I'IT en Algérie s’est déroulée en deux analyses par ml [5].
documentaires, une analyse de laboratoire et une

o , . Pour les antivenins monovalents, la qualité de ce type
analyse organisationnelle de santé publique :

d’IT passive se mesure par son pouvoir neutralisant
. ffectif et son, pquvoir scifique. IIT d

1. Anal yse de I a qual|t(r§ Jle Ip%tlm%ﬁaseglthe rouér?lee
.. I]i’A6 Iappkjpar des etudes ™ réalisees dans des

antt scorpionique pr ®par ®e : -
. . , laboratoires * militaires américains et francais et

La régle en vigueur dans I’ES est de recommander . L .
quelques laboratoires universitaires francais ont

dutiliser u?. amlv.e i pdyvalem' Cependant, le démontré sa qualité par quatre différentes méthodes
protocole d’immunisation des animaux producteurs N .
A . . . (Tableau 1) [6-10]. Briévement, ces études
doit étre rigoureux car le venin de scorpion est ) , o
. - . démontrent que 1 ml de I’I'T monovalente préparée a
faiblement  immunogéne.  Actuellement, les , .. .
3 . . X I’'IPA par I’'immunisation des cheveux de race arabe
protocoles recommandés utilisent du venin pur a . , . A
. P , . par le venin brute de I’Androctonus austaliposséde
faible dose, injecté simultanément en une dizaine de - . .
. Lo . ., un pouvoir neutralisant >9DLs, du  venin
points de I’animal immunisé. Les rappels sont , . .
, . . d’Androctonus australi7], 9DLs, du venin du
fréquents (une fois par mois en moyenne) pendant . . . A
L \ . , . Leiurus quinquestriatu$10] et seulement 6 a 8 DLs
une longue période (15 a 18 mois) afin d’obtenir un . : .
titre de neutralisation suffisant. Ce dernier est du venin du Buthus occitanug]. En utilisant une
) autre méthode, 1 ml de I’'IT monovalente de I’'TPA
possede un pouvoir neutralisant de 1-1,2 mg du venin
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d’A.australis mais seulement 0,4mg de celui du
Buthacus arenicoleat du Buthusoccitanus[8]. Par
ailleurs, 200uL de I’IT neutralise 100ug de celui de
I’A. australiset 50pg du B.occitanug9]. Le médecin
francais M. Goyffon a montré en 1984, que 01ml de
I’IT algérienne neutralise 0,09 (0,07-0,11) mg de
venin de Leiurus quinquestriatus 0,17 (0,14-0,19)
mg de venin d'A. australiset. 0,11 (0,09-0,13) mg de

venin de B. occitanu§10].

Ces données nous ont permis de recalculer approxi-

mativement les doses de I’IT a injecter selon 1’espéce
de scorpion et de concevoir la table de calcul des
doses nécessaires dans les établissements de santé des
zones a risque (Figure 3). A titre d’exemple ; sachant
que 1 ml de I’I'T monovalente préparée a I’IPA par le
venin de I’Androctonus australisneutralise >9
DLsydu venin de I’Androctonus australisalors qu’il
ne neutralise que 6 DLsy de celui du Buthus
occitanus.l ml de ce médicament est moins efficace
de 35% contre cette deuxieéme espéce.

Tableau 1 : Etudes de la potence de ’immunothérapie de ’'TPA

Auteur (s) Sérum Efficacité selon Efficacité prouvée
antiscorpionique la notice IPA
algérien
PRECIPITINES Antivenin: Nombre de systéme de précipitines: Antivenin algérien

William G. Glenn & W.
Whittemore et Lieut.-Col.
H. L Kreegan 1962 [6]

W. Whittemore et Lieut.-
Col. H. L Kreegan 1961
[71  (Pestimation  de
pouvoir neutralisant)

Lucien Balozet 1971[8]
(La méthode de IPSEN)

P&H Rochet et J. Van
Rietschoten 1980 [9]

(meilleure méthode dans
I’estimation de pouvoir

commercialisé par IPA
Venin: A. australis

Antivenin: Ampoule 10
mL

Venin: A. australis
&Buthus occitanus

8 mois d’immunisation
avec 400-500 telsons de

16 A. austral
Antivenin: Batch
N°4220 (moins

concentré en protéines
que le tunisien et le

1mL neutralise
1mg du venin
de I’A australis

1mL neutralise
au moins
25DLsy (contre
10DLsy pour le

neutralisant) maroccain) SAS Tunisien et
Venin:  A. australis 40-50 pour le
(Chellala ou Mechria), SAS marocain)
Buthus occitanus
(Mecheria)
M. Goyffon 1984 [10] Ampoule  10mL, lot 1mL neutralise
Méthode de Litchfield &  N°4369 25DLs
Wilcoxon (1949) VENIN/ Koubi, in litt.)
DLso contre
L. quinquestriatus  tunisien
=0,48mg/kg neutralise
A. australis=0,55mg/kg,  10DLs

B. occitanus 0,9mg/kg

précipite 4 lignes de A.a contre un avec le sudafricain et le
brésilien

1) PD50 (médian protective dose): 1 ml neutralise

>9 DLs (A.a), 6<8 DLsy(B.0) (si on multiplie xDL50 de
I’A.aA 1mL neutralise 0,4mg)

2)I’antivenin turque (A. crassicaudg>17DLsy)(>> antivenin
algérien vis-a-vis A.a) malgré que AndroctonusCrassicauda
est moins venimeux que 1’Aandroctonusuralis

La méthode de IPSEN: pouvoir neutralisant contre le venin
d’A.australis=1-1,2mg/ml, mais contre le Buthacus arenicola
et Buthus occitanus seulement 0,4mg/ml et aucune protection
contre le Tityus.

La Courbe De Neutralisation de venin de I’A..a et B.o est la
plus faible pour le sérum algérien suivi par le Tunisien. Le
maroccain est le meilleur malgré produit par la partie
toxinique  de D’espéce marrocaine (a (mg venin/ml
antivenin) Algérie=0,54, tunisie=1,04, marroc=1,74

200uL SAS neutralise 100ug deA;a et 50pug de B.o (si on
multiplie X5A 1mL neutralise 0,5mg)

Le SAS turque est plus efficace contre A. a d’Algérie car
produit par des telson d’une autre espéce d’Androctonus
(cassicauda) (protection paraspécifique est supérieure que
’antivenin homologue)

Le SAS tunisien est meilleur contre le venin du L
quinquistratus car produit par le mélange de A. a. et B.o. le
SAS algérien e turque sont comparables contre le venin de le
B.o

SAS algérien plus de 0,3 mL pour neutraliser 3DLs, de L.
quinquestriatus alors que le tunisien plus potent (moins de
0,3mL) (si on multiplie x3,3A 1mL neutralise 10DLs)

IPA : Institut Pasteur d’Algérie. A.a: Androctonus.australis B.a : Buthacus arenicolaB.o: Buthusoccitanus,DLs, : Dose Létale Médiane,
PDs : Dose Protectrice Médiane, SAS : ancienne dénomination de I’Tmmunothérapie antiscorpionque et veut dire sérum antiscorpionique.

Donc, pour atteindre la dose effective (DE) on doit
rajouter au moins 0,35 ml & ce patient. Mais la
réaction Anticorps-toxine n’est pas linéaire ce qui
impose de doubler les doses. Nous tenons a préciser
que D’utilisation de cette table d’identification des
especes permet de s’abstenir thérapeutiquement
devant les sujets piqués par 1’Orthochirus innesiet
d’économiser du temps et d’argent pour améliorer la
prise en charge des vrais ES.

Cette table d’identification et de posologie supporte
les compétences en identification des espéces
toxiques pour I’homme par les personnels médicaux
et paramédicaux, chose déja maitrisée par nos voisins
tunisiens depuis les années 80s [10].

De nombreuses études ont montré les avantages et
limites des antivenins monovalents et polyvalents. Si
le premier présente généralement une capacité
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neutralisante plus élevée contre le venin qui a servi a
le fabriquer, la paraspécificité est réduite, ce qui
explique une faible neutralisation des venins des
autres especes de scorpion. L’identification correcte

du scorpion est une étape cruciale et la victime ou ses
parents doivent apporter de [’aide de sa
reconnaissance dans la table de scorpion ou bien en
apportant 1’individu scorpionique aux UMC.

TABLE DE SCPRPIONS & DE CALCULE DE LA POSOLOGIE ‘é’ -g_
BE
Genre Androctonus Buthus Buthacus S I &
g -
o
. 1 q
AR Alnnea A.amas [V Oodin
: 13 Wl et Somes ‘ < >Q\9i¢
Espéce australis ameurexi aneas tunetanus arenicola innesi  punicus
Localisation® endemiqueen Sahara etHauts Sahara Sud-est Littoral Hauts plateaux sahara-zones non urbaines endémique Oasis  Littorale et
Algérie plateaux Sahara Hauts
P Sanars
DL, (mg/kg) 0,32 0,5 1,21 0,9 3,25 9,37

Dose affichée 4 a6 ampoulesde 75 DL **

(1M, 15 DL;,/mL)

6 a 8 ampoulesde 75 DL **

LUAMEERN IO i par voie IM/SC: Viser une dose neutralisante de plus de 300 DL., **  RNAISEEIHENERE

Si par voie IV: Viser une dose neutralisantede 150 DL, **

Traitement

*

Veuillez SVP nous transmettre Iidentification du scorpion, sz zone géographique et le phénotype clinique du patient dans |z fiche de renseignement pour accélérer les recherchesscientifiques

Figure 3 : Table de scorpion pour identification des scorpions et réajustement des doses de I’Ipascorp® a injecter.

Les doses mentionnées dans la figure (**) sont des les doses affichées. Dans les calculs des ampoules Ipascorp® a injecter, deux phénoménes
pharmacologique sont pris en considération (i) Le phénoméne de la perte de la moitié de la substance active de I’IT par la voie intramusculaire et
de deux tiers par la voie sous-cutanée qui était bien étudié par Vasquez et al. 2010 [11], (ii) La méthode calcul du pouvoir neutralisant Ipascorp®
par une incubation préalable de I’antivenin avec du venin avant son injection au souris ce qui surestime le pouvoir neutralisant par 100% comme
I’a déja montré Krifi et al. 1995 [12]. Prenant ces deux points en considération, le pouvoir réel de neutralisation de 1’ Ipascorp® est la moitié du
pouvoir affiché. Le pouvoir neutralisant effectif est la moitié du pouvoir réel la biodisponibilité par la voie intraveineuse est la moitié de la dose
injectée. Donc, pour atteindre un pouvoir neutralisant effectif minimal nous serons obligés de multiplier la dose indiquée sur la notice par 4.
Exemple, sin on vise une cible thérapeutique de neutralisation effective de 75 DLs par Ipascorp® en utilisant la voie i.m. nous serons obligé
d’injecter 4 ampoules d’Ipascorp®. NB : la méthode « Ipsen » est ancienne mais garde son intérét dans les laboratoires sahariens. Aussi le terme
« précipitine » est peu utilisé et représente le complexe anticorps antigéne précipité dans un milieu semi-solide. Notons que I’étape de
I’identification de scorpion piqueur a un intérét pharmaco-économique colossal car certains scorpions ne sont pas toxiques pour I’homme et leurs
victimes ne nécessitent pas une prise en charge spécialisée. Le colt de la prise en charge d’un piqué scorpionique en stade 0/1 est aux alentours

de 60 milles dinars algériens.

Nous avons étudié la paraspécificité de IIT
monovalente de I’'IPA préparée uniquement par le
venin de I’Androctonus australisontre les venins
des autres especes mortelles en Algérie.

Nos résultats par la technique d’Ouchterlony
confirment que I’Ipascorp® possede les trois qualités
de I'immunothérapie passive: (i) Excellente
Potencegrace aux arcs de précipitation montrant un
bon pouvoir neutralisant, (ii) pouvoir paraspécifique
par la précipitation des protéines des venins des
autres especes, (iii) Bonne valence immunologique
car nous avons pu mettre en évidence les quatre
systemes anticorps-antigénes (Figure 4).

Les 4 arcs antigéniques que nous avons trouvés avec
le scorpion algérien Androctonus australismontrent
la présence de 4 types d’anticorps (Ac) dans le I’IT
Ipascorp® (Figure 4). L’étude de la valence de
I’antivenin par ElI Ayeb et Delori a décrit la présence
de 4 épitopes d’une méme toxine de ce scorpion
nécessitant 4 types d’Acs pour une bonne
neutralisation immunopharmacologique [13].

Malheureusement notre technique révéle aussi une
mauvaise pepsinisation de I’IT car une thérapie bien
pepsinisée ne donne aucun arc par la technique
d’Ouchterlony. Ceci pourrait étre a 1’origine des
réactions allergiques de type 3 et perturber la
pharmacocinétique de 1’Ipascorp® par la diminution
de la vitesse de diffusion et la capacité de distribution
tissulaire [14]. Toute de méme, 1’évaluation de la
paraspécifité par les tests de précipitation
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(Ouchterlony, immunoélectrophorése) ou méme
ELISA) doit étre complétee par des tests de
neutralisation pour pouvoir prédire [’efficacité de
I’antivenin, et fournir une réponse qualitative en
identifiant les antigénes du venin reconnus par les
anticorps contenus dans 1’antivenin. En effet, le venin
contient aussi des protéines non létales —voire non
toxiques— et I’animal immunisé développe des
anticorps indistinctement contre toutes les protéines
toxiques ou non.

2. Analyse organisationnelle de santé publique
concer nant s tlroaatdimmunothéapie
antiscorpionique

Cette étape visait 1’évaluation de I’efficacité de
I’approche organisationnelle dans la prise en charge
des PS.

Figure 4:

Les quatre
antigénes de ’immunothérapie Ipascorp®© avec le
vein de ’Androctonus australis.

Les fleches rouges indiquent les systémes anticorp-antigene.
VAA : venin de I’Androctonus australisSASp : Ipascorp®.

systémes Anticorps-

Durant notre mission a I’Hopital principal de
Ouargla, nous avons constaté le manque d’approche
organisationnelle permettant aux établissements de
santé de premiére ligne (dépourvus de services de
soins intensifs) de maximiser les chances de
guérisons de leurs patients évacués aux Hépitaux de
deuxiéme ligne dotés de services de soins intensifs et
de réanimation.Les PS évacués des structures
sanitaires distantes de plus d’une heure de route
impose le screening des vrais cas d’envenimation par
de simple test de la glycémie qui permet d’identifier
plus de 50% des cas et si possible le taux de
lymphocytes par la numération formule sanguine
(voir la section « Etape 3 »). Ensuite, 1’acharnement
thérapeutique par de multiples injections de I'IT
antiscorpionique au niveau des établissements de
premicére ligne et/ou durant [’évacuation. Un

0

conditionnement fiable du PS se résume a I’injection
de I’hémisuccinate d'hydrocortisone (HHC) pour un
double objectif thérapeutique : I’immunosuppression
de I’éventuel syndrome de la réponse inflammatoire
systémique (SIRS) et l’immunosuppression des
réponses immuno-allergiques contre les protéines de
cheval, ceci est suivi de I’injection i.m. et/ou sous-
cutanée de [I'IT antiscorpionique a pouvoir
neutralisant affiché d’au moins 200 DLs, dans ce cas
de la non disponibilité de la formulation i.v. [15].

3. Analysed o c ume nt ai mmunothérapie
antiscorpionique

a. Utilisation de I’IT antiscorpionique.

Le pouvoir neutralisant d’une immunothérapie
donnée peut varier selon les lots de fabrication et le
producteur ainsi que les especes de scorpions
utilisées dans sa fabrication. L’Institut Pasteur
d’Algérie (IPA) fabrique IIT antiscorpionique
Ipascorp® sous un conditionnement de 5 ml par
ampoule & injecter en i.m., contenant des fragments
d’immunoglobulines  F(ab)’, avec un pouvoir
neutralisant  affiché de 15DLs, du  venin
d’Androctonus ausalis dans chaque millilitre. Le
pouvoir neutralisant nécessaire dans la prise en
charge d’un envenime sévére est de 150 DLsy par
voie i.v. [16, 17].

Les 4 regles de base de toute IT passive
(anciennement appelée sérothérapie) publiées dans la
premiére thése de Doctorat en médecine sur
I’évaluation de I'IT réalisée a Touggourt en 1940

sont: (i) Rapidit¢ d’injection du  sérum
antiscorpionique, (ii) Fortes doses sans limite
supérieure  (iii)) Répétition  d’injection  selon

I’évolution clinique et non pas selon un intervalle
déterminé théoriquement [18]. De ce fait, la précocité
de I’administration de ’antivenin est une nécessité
évidente, en raison de la pharmacocinétique du venin
de scorpion et de sa rapide distribution dans
lorganisme. Il n’est cependant pas nécessaire
d’administrer des doses élevées d’antivenin puisque
la quantité de venin injecté par le scorpion est faible.
Le role de I’antivenin est de précipiter le venin
présent dans le compartiment vasculaire, puis le
venin qui y retourne a partir des autres
compartiments de 1’organisme au fur et & mesure
qu’il est éliminé du compartiment vasculaire grace a
I’action de I’antivenin. Ce phénoméne de « vase
communiquant », répondant également a une loi
d’action de masse, fonde aujourd’hui le principe de
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I’IT. La cinétique des antiscorpioniques a été établie
par les travaux de Pépin-Covatta et al. (1996), Sevcik
et al. (2007, 2015), Krifi et al. (2005) et Vazquez et
al. (2005, 2010) [11, 19-23].

En Algérie, Dr. Lucien Balozet conscient que la
concentration plasmatique maximale n’est atteinte
qu’au bout de deux jours quand on utilise la voie i.m
contre une heure seulement par voie i.v [15,24,25],
préconisait 1‘injection de grandes quantités, de 1’ordre
de 60 a 80 mL en i.m [26]. Malgré que I’efficacité de
la voie i.m. dans la prise en charge des ES est souvent
mise en question, la non disponibilit¢ d’IT
antiscorpionique injectable par voie i.v en Algérie ne
doit pas étre considérée une impasse incontournable.

La regle générale serait: «(i) L’obligation
d’identifier ’espéce ou au moins le genre du
scorpion, (ii) Identifier les cas d’envenimation
séveres par l’association des deux biomarqueurs
I’hyperglycémie et I’hyperlymphocytose,  (iii)
L’injection intraveineuse de 200 mg d’HHC (iv) Aux
stades graves, apres I’injection des deux premiéres
ampoules qui permettent de vérifier 1’absence de
réactions allergiques immédiates (20min), I'IT
antiscorpionique doit étre administrée a fortes doses
sans limitation d’intervalles de temps» (Figures 3
&5).

b. Pouvoir neutralisant de ’IT antiscorpionique

La seule IT antiscorpionique passive disponible dans
les établissements de santé en Algérie durant notre
travail était 1’Ipascorp®. Le grand étendu des
populations sahariennes affecte leur prise en charge
médicale. La communication écrite de I'information
technique et médicale est d’importance capitale
surtout dans certaines zones éloignées ou la prise en

charge des PS peut se faire uniquement par le corps
paramédical. L’unité préférée dans I’expression et la
communication du pouvoir neutralisant est unité
conventionnelle de «Dose Efficace Meédiane
DEs »telle que définie par Litchfield et Wilcoxon
basée sur la détermination du volume de sérum
antiscorpionique qui permet d'obtenir 50% de survie
chez les souris blanches de 20g [27], sinon, en
nombre de DLsy neutralisées par un 1ml comme le
faisait Dr. Koubi dans Ia notice de I’'I'T de I’IPA dans
des années 80s. Notons que la pré-incubation de
I’immunothérapie avec le venin de scorpion pour
calculer son pouvoir neutralisant génére une
surestimation de la DEs, par 100%. A titre
d’exemple, une DEs, affichée de 75DLs, possede un

pouvoir neutralisant effectif de 37,5 DLs, [12]. Par
ailleurs, la limitation d’utiliser la voie i.m. devant
tous les scénarios cliniques, méme chez les patients
présentant des arréts cardiaques ou des troubles de
rythme graves, reste problématique. Les études
expérimentales et cliniques des différentes voies
d’administration de I’'IT ont révélé deux limitations
de la voie im. et la voie sous-cutanée (s.c.)
comparativement a la voie iv.: (i) la perte de
substance active a 75 en s.c. et 50% en i.m. et d’autre
part (ii) le retard de sa biodisponibilité [11]. En
somme, la méthode de calcul de la DEsg ainsi que la
biodispoibilit¢ médicamenteuse de la voie i.m.
doivent étre expliquées aux thérapeutes pour qu’ils
puissent calculer la dose effective qui serait de
I’ordre de 25% de du pouvoir neutralisant affiché.

En plus, la notice mentionne que cette IT est active
contre d’autre venins mais ne spécifie pas sa potence
et sa paraspécificité contre les venins des autres
espéces mortelles en Algérie comme le Buthus
tunetanus Leirus quinquistriatus et Buthacus
arenicola (Figure 3). Les doses mortelles de venins
des trois espéces d’intérét médical en Algérie sont
connues depuis 1935 [28].

Nos résultats durant ce travail nous permettent de
proposer la conduite suivant le modele d’Etienne
Sergent de I’année 1947 [29,30].(Voir les détails dans
la section « Phase 3 ») :

1. Si le patient présent des signes d’envenimation
systémique provoqués par le systeme
parasympathique (hypersudation et/ou vomissements
et/ou Hyper-salivation et/ou priapisme) on procede
ainsi :

- Injecter de I’ HCC en i.v. suivi de I’injection
intramusculaire de deux ampoules de
I’Immunotéhrapie Ipascorp®, de préférence en une
seule injection afin d’assurer une couverture
thérapeutique d’un pouvoir neutralisant effective de
37,5 DLy (voir le calcule de la dose neutralisante
dans la figure 3 et sa Iégende).

Lancer le bilan biologique de la glycémie et le taux
de lymphocytes par Numération Formule Sanguine
(NFS) et assurer la prise de tension chaque 10
minutes par scope ou tensiométre manuel avec
I’auscultation pulmonaire a la recherche de début
d’un OAP (rales crépitants).
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2. Si le bilan montre une hyperglycémie et/ou une
augmentation de lymphocytes > 4x10%L (ou
4x10%uL), injecterimmédiatement deux autres
ampoules Ipascorp® (de préférence dans la méme
seringue). Ainsi, I’intervention thérapeutique assurera
une couverture thérapeutique d’un  pouvoir
neutralisant effectif de 75DLs, (voir le calcul de la
dose neutralisante dans la figure 3 et sa Iégende).

3. Si le patient commence a développer une
hypotension, préparer la seringue électrique avec la
Dobutamine, appelerle médecin réanimateur et
injecterdeux autres ampoules d’Ipascorp® (de
préférence dans la méme seringue) pour atteindre
I’objectif thérapeutique d’un pouvoir neutralisant
effectif de 112,5 DLsy (voir le calcul de la dose
neutralisante dans la figure 3 et sa Iégende).

4. Si le patient commence a développer un OAPavec
pression artérielle conservée ou élevée, préparerles
diurétiques par i.v.,appeler le médecin réanimateur et
injecter deux autres ampoules de I’Ipascorp® (de
préférence dans la méme seringue) pour atteindre
I’objectif thérapeutique d’un pouvoir neutralisant
effectif de 112,5 DLs, (voir le calcul de la dose
neutralisante dans la figure 6 et sa légende).

5. Devant les scénarios cliniques catastrophiques
chez I’enfantde type arrét cardiaque ou troubles du
rythme grave , ou défaillance hémodynamique grave
apres 6 heures de ’administration de la Dobutamine
a des doses au-dela de 10 gamma/Kg/minles
médecins traitants doivent envisager la voie
expérimentale parentérale de I'IT antiscorpionique
sur un consentement éclairé signé par les
parents/tuteurs de I’enfant envenimé toute en
considérant que le pouvoir neutralisant effective de
chaque ampoule de I’Ipascorp® par cette voie serait
37,5 DLs.

Pour le stade 2, aprés avoir stabilisé le patient au
niveau des UMC, assurer un monitorage biologique
par glycémie et taux de lymphocytes chaque 8
heures. Il ne peut pas étre libéré qu’aprés la
normalisation de ces deux biomarqueurs.

Pour le stade 3, aprés son transfert au niveau du
service de réanimation, en plus de 1’évaluation
réguliére par écho-cceur, assurer un monitorage
biologique par glycémie et taux de lymphocytes
chaque 8 heures afin d’anticiper le phénoméne de
«vase communiquant » qui nécessite le recours a

deux injections supplémentaires de Ipascorp®, de
préférence en une seule injection.

Les PS présentant des tableaux typiques de stade 2 ou
au niveau des hopitaux de premiére ligne doivent
recevoir un minimum de 4 ampoules d’Ipascorp® en
i.m. avant leurs évacuations vers les hopitaux de
deuxiéme ligne».

Pour des raisons historiques nous citons ci-apres la
Conduite a suivre (2éme partie) de I’Instruction pour
I’emploi du sérum antiscorpionique, Jointe a chaque
ampoule de sérum en 1947 [30]:

1. Si les symptomes sont graves d’emblée, injecter, le
plus tot possible apres la piqure, au minimum 20
centimétres cubes (2 ampoules) de sérum, qu’il
s'agisse d’un enfant ou d’un adulte.

Surveiller le malade pendant plusieurs heures. Si les
symptomes ne s’amendent pas en moins d’une heure,
répéter I’injection aux mémes doses, et au besoin a
plusieurs reprises. Méme si 1’état du sujet est
redevenu normal aprés la premiére injection de
sérum, surveiller le malade pendant plusieurs heures
et se tenir prét a faire une nouvelle injection de sérum
en cas de réapparition des symptdmes graves,
survenant parfois plusieurs heures apres une
amélioration trompeuse.

2. Si les symptomes ne sont pas graves d’emblée,
tenir en surveillance attentive pendant plusieurs
heures la personne piquée, et si les symptdmes
d’envenimement s’accentuent, agir comme ci-dessus.

3. Méme aprés un long délai aprés la piqure de
scorpion (de 9 a 24 heures), le sérum peut agir dans
certains cas.

Etape 2 : Revue des expériences des pays ayant
réduit fortement la mortalité par scorpionisme

1. Loexp®nrleemAlgéde col on

Elle constitue la premiere expérience mondiale
réussie contre le scorpionisme et qui était le socle des
stratégies des pays ayant réduit fortement la mortalité
par scorpionisme, a leur téte I’Arabie Saoudite et le
Mexique. L’expérience algérienne coloniale menée
par les médecins des Services de Santé Militaire et
coordonnée par I’IPA sur les 12 années, du 1936 au
1948 (’année de la mort du Dr. Etienne SergehtSur
3089 observations de PS traitées par I'I'T, dont 655
cas mettant la vie en danger et 148 de gravité
extrémes : 592 ont guéris, soit 90,3% de réussite et le
taux de réactions allergiques de type 3 (maladie
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sérique) était a 2,7%. Le tableau 2 ci-dessous montre
les deux premiers essais cliniques du Dr. Dr. Etienne
Sergent de cette thérapie en Algérie. La
recommandation annoncée par le Dr. Dr. Etienne
Sergente cette expérience princeps était « les cas de
morts étaient dus au neme s pect de
déempl oi de
ampoule, a savoir injection tardive et/ou doses
insuffisantes » [29,31-42].

2.L6 ex p®r i e n c ede 5¥%axarodiécas enn e

1994

Cette expérience a été menée par le pharmacien M.
Smail qui avait décidé de créer au début des années
90s un comité national de 11 spécialistes et dont la
principale conclusion tirée était « si nous continuons
a suivre les recommandations de la notice du
fabricant nous n’obtiendrons rien dans le terrain »
[43]. L’efficacité de I’IT rapportée par les saoudiens
est due aux fortes doses d’antivenin utilisées en plus
du changement de la voie d’administration (Tableau
3) [43]. Il est important de mentionner que M. Smail,
aprés l’examen des notices des sérums
antiscorpioniques (SAS), déclara en 1993 qu’a
I’exception de [IInstitut Lister (qui a arrété la
production de cette IT antiscorpionique), les
informations disponibles dans les notices n’apportent
que peu pour le thérapeute car la majorité des cas ne
mentionnent pas les DLsy des venins de scorpions
toxiques sensés étres neutralisés, sa signification dans
le scorpionisme humain et la quantité d’antivenin
nécessaire a injecter [24].

3.L6ex p®r i e me:ae 300& %o déets par
an

Lourival D. Possani et ses collaborateurs ont décidé
de donner avant I’année 1994 I'IT passive par voie
i.v. & 20 293 sur 38 068 patients et aucun patient
n’est décédé. Une ampoule de F(ab)’, neutraliserait
150 DLs, des venins scorpioniques mexicains. Cet
antivenin est préparé avec du venin de trois espéces
différentes de scorpion pour se protéger contre tous
les scorpions dangereux du Mexique. Ce miracle
mexicain a été réalisé en jouant simultanément sur 4
paramétres de I’IT antiscorpionique : la voie i.v., IT &
base de fragments F (ab)2, augmenter la potence de
I’ampoule afin de neutraliser 150 DLsy et sa
polyvalence contre trois especes différentes (Tableau
3) [17].

s ®r {pimte aaclmdué s c 0

Toute de méme, nous tenons a signaler que ces deux
derniers pays ont commencé a enregistrer des déces
dans ces deux derniéres décennies mais qui restent
nettement faibles comparés a la situation algérienne
[5 44]

hne é Conce tlon P él évaluation des solutions
suéphﬂques agpﬁquees a Ouargla

Sur 600 piqués scorpioniques recrutés durant les
quatre mois de 1’été 2019 (17-06-2020 au 23-10-
2019) au niveau de I’EPH Ouargla, seulement 21
ontdéveloppé des signes d’ES (une fréquence de
3,5%) dont 9 patients avec complications sévéres du
systeme parasympathique (stade 3), soit un
pourcentage de 1,5 % qui nécessitait des soins
intensifs avec hospitalisation au niveau du service
réanimation. Malheureusement 3 de ces 9 patients
sont décédés donnant un taux de mortalité de
33,33%. Ce taux reste anormalement élevé
comparativement aux résultats obtenus par Etienne
Sergententre 1936 et 1948 en Algérie [29,31-42].Ceci
nous a poussé a réfléchir comment améliorer notre
protocole d’intervention chez les ES (Figure 5).

Le taux de survie des patients admis en stade 2 était
de 100% ce qui est réconfortant pourles
thérapeutescar la prise en charge est essentiellement
assurée par les médecins sahariens des services
UMC.

L’atteinte cardiaque était la principale atteinte chez
les envenimés de stade 3 & 77,77 % et cause le décés
chez 2/3 des cas critiques (Tableau 4). La moyenne
de la fraction d’¢jection du ventricule gauche
(FEVG) chez les patients avec atteinte cardiaque était
de 38,2+2,16. L’écho-cceur de ces patients révélait
des hypo-kinésies régionales de 3 segments ou plus
indiquant ainsi que la myocardite ne serait pas
I’unique explication de 1’atteinte cardiaque dans I’ES
mais d’autres étiologies comme 1’ischémie d’origine
inflammatoire et I’effet des catécholamines sont a
envisager dans la recherche pharmacologique et
fondamentale. La majorité de nos patients ont gardé
des séquelles de FE altérée car ilsn’ont pas normalisé
leurs FE & J4 et J5 et ont nécessité un suivi et une
thérapeutique de I’insuffisance cardiaque. La
cardiologie de I’ES chez nos patients fera 1’objet
d’une publication séparée.
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Figure 5 : Principales étapes des interventions thérapeutiques guidées par les biomarqueurs mises au point par notre
équipe dans la médecine personnalisée des cas sévéres d’envenimation scorpionique.

La figure montre les couvertures thérapeutiques des différentes molécules durant les premieres 18 heures critiques dans la prise en charge des
envenimés scorpioniques graves en précisant les phénomenes physiopathologiques a I’origine des cibles pharmacologiques. L’absence de la
forme galénique en injection intraveineuse de I’immunothérapie passive (IT) provoque un retard de biodisponibilité médicamenteuse de quelques
heures augmentant ainsi le délai d’action de I’'IT, nous visons dans notre protocole a combler cette absence de couverture thérapeutique par
I’injection intraveineuse de la corticothérapie et, selon les cas par certaines drogues & action inotrope positive ou des diurétiques. De méme,
’injection intramusculaire de I’IT avec un objectif thérapeutique d’une neutralisation effective de 50 a 150 DLs, pour les patients présentant la
symptomatologie du syndrome d’envenimation scorpionique systémique et dont la glycémie et le taux des lymphocytes sont élevés. Le
phénomeéne de « vase communiquant» est considéré dans notre protocole en appliquant la loi d’action de masse par ’injection de doses
supplémentaires de I’IT une fois le détachement des toxines des tissus et leur recirculation sanguine sont détectés par une élévation de la glycémie
et des taux de lymphocytes. Cependant ce méme phénomeéne pourrait étre a I’origine du SIRS en cas d’absence de quantité optimale d’anticorps
neutralisants dans la circulation du patient. A ce stade, la thérapie expérimentale & base d’anti-IL1/anti-TNFo/anti-IL6 ou thérapie ciblant le
systéeme du complément est fortement souhaitable pour sauver le patient devant I’impasse thérapeutique. L’atteinte neurologique n’est rapportée
dans cette figure car elle est tres rare chez nos patients. H : heure, OAP : cedéme pulmonaire aigue, SIRS : Syndrome de la réponse inflammatoire
systémique, IM : intramusculaire, SC : sous-cutanée, IT : Immunothérapie, FE : Fraction d’éjection ventriculaire gauche, HHC : I’hémisuccinate
d'hydrocortisone. * : voir la figure 3.

Tableau 2 : La situation algérienne avant et aprés la mise au point de ’IT scorpionique 2 Bou Saada et a
Biskra [31]

Année (s) Région Cas Morts Observation
sérieux

1929-1935 El-Kantara 12 L’immunothérapie antiscorpionique non encore

disponible
1936-1937 El-Kantara 51 0 Sauvés grace a I’'immunothérapie antiscorpionique
1932; 1933, Bou Saada 22 L’immunothérapie antiscorpionique non encore
1934

disponible
1936, 1937 Bou Saada 32 01 Sauvés grace a I’immunothérapie antiscorpionique
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L’atteinte pulmonaire non cardiogénique de type
OAP Iésionnel n’était qu’a 22,2% et ne représentait
que 1/3 des causes de décés. L’atteinte neurologie de
type convulsion a été signalé chez 33,33% qui est
souvent associée a I’hyperthermie alors que le
nystagmus n’a été retrouvé que chez 1/9.

introduit deux étapes (i) 1’identification de scorpion
grace a la «Table de Kerboua » qui permet non
seulement d’écarter les cas piqués par des scorpions
non mortels mais aussi de déterminer la posologie de
I’IT Ipascorp® guidée par l’espéce de scorpion
(Figure 3); (ii) la mise au point de biomarqueurs

facilitant le diagnostic de I’ES.En effet, 1’application
de la courbe ROC a permis d’identifier I’hyper-
lymphocytose comme indicateur de I’ES systémique.
La valeur de 5,5 10°%/L permet d’identifier les patients
nécessitant une prise en charge intensive avec une
spécificitt de 94,6% et une sensibilit¢ de 75%
(p=0,006) (Figure 6).

Face a la gestion de flux massif des PS (plus d’une
dizaine par jour) qui pourrait affaiblir les capacités
d’intervention de 1’équipe médicale et paramédicale
des UMC surtout qu’ils s’occupent des toutes les
UMC et non pas des PS seulement, le screening des
patients a l’arrivée aux UMC avec le diagnostic
fiable de I’ES systémique sont déterminantes pour
réussir la prise en charge.A cet effet, nous avons

Tableau 3 : Résultats des expériences des pays ayant réduit la mortalité par scorpionisme a zéro

Pays Auteur (s) Pouvoir neutralisant du patients Déces (n) Conclusions
sérum antiscorpionique ayant recu
(SAS) le SAS (n)
Mexique Manuel Dehesa- Une  ampoule lyophilisée 20293 Aucun (00) Cette réussite est attribuée a
Davila et Lourival ~ Alacramyn® produit par macérat ... . la haute potence du SAS
D Possani 1994 de glande des 4 espéces de (alors qu'il était  (gigres  glevés) et sa
[17] Centruroides F(ab)2 neutralisant 400-1000/an) polyvalence
150 DL50
Arabie Ismail M 1994  Aumoins 5x1mL des ampoules 18000 sur 9  Aucun (00) Résultats impressionnant: de
Saoudite [43] commercialisées diluées dans mois dans 18 5% de déces a 00%sauf une
20-50mL de sérum salé injecté régions fillette de 12 mois chez
doucement en LV. et répété si  sanitaires laquelle on n’a pas suivi le

protocole. Cette réussite est
expliquée « N’a pas suivi la
notice du fabriquant »

nécessaire jusqu’aux 20x1mL

Tableau 4 : Profile clinico-épidémiologique des patients atteints d’envenimation systémique :

Caractéristiques clinico-épidémiologique Année 2019 (17-06 au 23-10) Année 2020 (14-04 au 14-07)

Stade 2** Sexe ratio (M:F) 10:3 5:2
Enfant (%) 15,38 (2/13) 42,85 (3/7)
Hypersudation (%) 100 (11/11) 80 (4/5)
Vomissements (%) 54,5 (6/11) 60 (3/5)
Hyperthermie(%) 36,4 (4/11) 20 (1/5)
Hypersalivation(%) 9,1 (1/11) 20 (1/5)
Survie (%) 100 100

Stade 3 Sexe ratio (M:F) 5:4 4:1
Enfant (%) 66,66 (6/9) 40 (2/5)
Atteinte cardiaque (%) 77,77 (7/9) 80 (4/5)
OAP lésionnel (%) 22,2 (2/9) 20 (1/5)
Atteinte neurologique associée (%) 33,3 (3/9) 0
Survie (%) 66, 66 (6/9) 80 (4/5)

* ’année de I’introduction de I’IT guidée par les biomarqueurs.** : Données manquantes par absence de dossiers: 2 patients en 2019 et 2 patients
en 2020.0AP : cedéme aigue pulmonaire ;
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Figure 6 : Valeur clinique des taux de lymphocytes dans
le syndrome d’envenimation systémique.

La courbe ROC a été appliquée sur 13 envenimés systémiques et
18 piqués scorpioniques en stade 1. (a) Le taux des lymphocytes >
5,55 10%L sur un prélévement initial pris le moment de I’arrivé du
patient permet de distinguer le stade 3 avec une Sensibilité de 75%
et une Spécificité de 94,6% avec un p=0,006. (b) Les non
survivants de I’envenimation scorpionique ont des taux élevés de
lymphocytes a I’admission comparés aux survivants. ASC : Aire
Sous la Courbe.

Nous continuons a améliorer la précision de ce
résultats avec le recrutement continu des envenimes
durant 1’été 2020 a cause des facteurs de confusion
comme ’age du patient, la durée entre la piqure et le
prélévement sanguin ainsi que les antécédents
pathologiques de la victime.

Par ailleurs afin de maximiser la fiabilit¢ et la
précision du diagnostic biologique de I’ES sévére,
nous avons associé I’hyperglycémie, 1’indicateur
biologique de [Dactivation du systéme nerveux
autonome, avec |’hyperlymphocytose. Notons que
I’hyperglycémie a été retenue comme marqueur de
I’ES scorpiongiue par le Dr Etienne Sergent depuis
1940 [45]. Nous n’avons pas pu 1’objectiver chez PS
de stade 0/1 alors qu’elle était détectée chez 60% des
ES en stade 2 et 73% des patients en stade 3,
insinuant que nous pouvons identifier plus de 50%
des cas d’ES systémique rien que par un simple test
de la glycémie.

Sur la base de ces données une nouvelle conduite a
été adoptée pour les cas d’ES systémique au niveau
des UMC et du service de réanimation (Figure 5)
(voir section Pouvio r neutraldi
antiscorpioniqug

L’introduction de I’intervention thérapeutique guidée
par ces biomarqueurs a permis d’augmenter le taux
de survie chez les ES critiques (stade 3) a 80%
(Tableau 4). Le seul cas de décés durant la période
d’étude de 2020 n’est survenu qu’apres 4 jours d’une
stabilisation parfaite du patient et le déces était
provoqué probablement par une défaillance cardiaque
provoquée par le phénoméne de «vase
communiquant » apreés la neutralisation toxinique du
compartiment vasculaire et la clearance sanguine des
fragments F(ab)’, (Figure 5). De méme la conduite
proposée a l’issue de ce travail a pu réconforter
I’équipe médicale, paramédicale ainsi que les patients
et la population civile de maniére spectaculaire
surtout avec I’introduction des deux outils de
screening, a savoir la I’identification des scorpions et
les deux biomarqueurs qui ont nettement ameliorer la
prise en charge des PS et la communication avec les
patients et leurs parents sur la présence ou 1’absence
de passage de venin dans le compartiment
circulatoire et I’absence de gravité pour certains
scorpions comme 1’Orthochirus innesi ete Scorpio
punicus

Par ailleurs, aucun cas d’allergie immédiate a 1I’IT
anticorpionique (Ipascorp®) n’a été signalé chez les
600 piqués traités et seulement 0,5% (3/600) sont
revenus au bout de 24 a 48 heures aux UMC pour des
réactions de type rash cutané au niveau de 1’avant-
bras et un cas au niveau du pied (hypersensibilité
retardée a I’antivenin) et qui n’ont nécessité aucun
traitement par corticothérapie. Nous signalons un cas
d’allergie au venin scorpionique de type rush cutané
au niveau de I’avant-bras rapidement réversible sous
HCC chez une patiente adulte piquée par le scorpion
non mortel Orthochirus innesiqui est endémique
dans les oasis et les zones agricoles.

Conclusion & Perspectives

L’immunothérapie est le seul traitement étiologique
de I’envenimation scorpionique mais son efficacité
dépend de la précocité d’injection, la dose et la voie
d’administration et la posologie basée sur la
répétition d’injection sans limitation de doses ou de
temps entre deux injections avec un objectif
thérapeutique de neutralisation effective de 75DLs,
(équivalent de 150 & 200 DLs affichée). Chaque
pays a risque est dans 1’obligation d’établir les DLs
des venins de ses scorpions mortels et le pouvoir
paraspécifique ainsi que les doses effectives
médiaf (DEs) & 'tolite immunothérapie utilisée
dans le protocole thérapeutique contre les différents
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venins de sa faune scorpionique. La persistance de
mortalité enregistrée par la stratégie algérienne de
lutte contre le  scorpionisme  serait  due
essentiellement a [’adoption des approches
thérapeutiques non soutenues par des études cliniques
contrdlées et de théories scientifiques actualisées.

L’introduction de I’approche organisationnelle de la
hiérarchisation des soins médicauxau profit des PS
depuis les établissements de santé de premiére a
ceux de deuxieme ligne est devenue une
nécessitéavec un screening des vrais envenimés par le
dosage de la glycémie et le taux des lymphocytes afin
de réajuster les doses de I’'immunothérapie a injecter.
De méme, l’introduction de la prise en charge
orientée par 1’espéce de scorpionavec formation du
personnel paramédical  des servicess UMC sur
I’identification des espéces facilitant ainsi une prise
en charge rationnelle et pharmaco-économique. Des
travaux scientifiques controlés, expérimentaux et
cliniques, sont requis pour confirmer la valeur de
I’immunothérapie antiscorpionique et réajuster nos
protocoles thérapeutiques sur la base des données
clinico-biologiques réelles de nos patients en Algérie
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Immunotherapies and Nano-vectorization: New Trends on Scorpion
Envenomation Treatments

Immunothérapies et NanovectorisatioNouvellesPerspectives pour le
TraitementAntiscorpionique

Nait mohamed Faez Amokrane, Laraba-Djebari Fatima*
lUSTHB, Faculty of Biological Sciences, Laboratory of Cellular and MolecBiatogy, BP 32 EAlia, BabEzzouarAlgiers,
Algeria.

ABSTRACT

Scorpion envenomation is a real medical emergency and life hazard in many countries of the world, especially in
rural tropical areas of Africa, Asia and America. Children and elderly are the most affected persons. In this non
exhaustive report, we present recent contributions in the scorpion envenomation treatments. From recent advances
of antivenom immunotherapy, an immunopreventive treatment combined with immunotherapy could be for interest,
since envenomation remains an important health problem. Venom neurotoxins (3-7 kDa) can easily diffuse in tissues
and blood circulation and their rapid action on ions channels of excitable cells lead to the dangerous
pathophysiology of scorpion envenomation.According to the small molecular weight, their vectorization with
biocompatible nanoparticles to antigen presenting cells could induce a protective immunity against scorpion
envenomation. The present review will report the latest development of clinical and experimental scorpion
immunotherapies as well as approaches using nanoparticles as vectors, to improve the classical immunotherapy and
vaccine protocols against venoms or toxins.

KEYWORDS: scorpion envenomation, treatments, nanoparticles, vector, biocompatibility.

RESUME

L'envenimation scorpionique est une urgence medicale dans de nombreuses régions tropicales and subtropicales,
notamment en Afrique, Asie et Amérique latine. Les enfants ainsi que les personnes agees sont les personnes les
plus vulnérables. Dans cet article de synthése, nous relaterons un certain nombre de contribution en rapport avec
I’optimisation des traitements de 1’envenimation scorpionique. Compte tenu des résultats prometteursportant sur
I’amélioration de I’efficacitéde I'immunothérapie antivenimeuse, I’immunoprevention serait d’un grand apport aussi
bien dans la prévention des personnes des régions a haut risque, ce traitement pourrait étre aussi associé a
I’immunothérapie. L’apport de la nanovectorisation utilisant des vecteurs biocompatibles spécifiques aux cellules
immunitaires pourrait induire une immunoprotection efficace contre la physiopathologie induite par les venins de
scorpions. La présente revue discutera des derniéres avancées en matiére d'immunothérapies antiscorpionique ainsi
que des études récentes utilisant des nanoparticules comme vecteurs spécifiques, visant a améliorer
I'immunothérapie classique mais aussi des protocoles vaccinaux contre les venins ou les toxines.

MOTS CLES : envenimation scorpionique, traitements, nanoparticules, vecteur, biocompatibilité
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1. Introduction

Nanotechnology is an expanding field, which
includes the development of human-made materials
in the 10-200 nanometer size range. This reduced
scale results in significant changes of typical physical
and chemical properties of materials, makes them
very attractive for novel and innovative applications
in various fields. Nanotechnology has been employed
in medicine for therapeutic drug delivery and
development of several treatments for various
diseases and  biological  disorders.  Indeed,
nanomaterials have been used successfully in
magnetic and fluorescent bioimaging, as carriers for
drugs, and even as medicines themselves (e.g.,
antimicrobial agents).

Received on:03/07/2019
Revised on : 12/06/2020
Accepted on : 17/06/2020

Scorpion envenomation is a severe syndrome which
lead to a complex pathogenesis causing important
morbidity and mortality in Maghreb regions [1,2].
The toxicity of scorpion venoms is mainly due to
their neurotoxins that can bind to the sodium voltage-
gated channels thus causing multi-organs failure and
death [3-5]. Specific immunotherapy associated with
symptomatic treatments according to the degree of
severity remains the currently used approach to treat
stung patients. The efficiency of this immunotherapy
against scorpion envenomation presents some limits
due mainly to the delay taking between the sting and
the antivenom administration to patients of at-risk
regions. For this reason, many experimental
immunotherapies using next generation of antibodies
are in development to improve the existing therapy.

\/
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Figure 1: Antibody engineering (according to Laustsen et al., 2018)
IgY: chicken IgY antibody. IgG: whole IgG antibody. F(ab’)2: pepsin-digested IgG antigen-specific region. Fab: papain-digested antigen-
specific region. Diabody: non-covalent dimers of scFv fragments. scFv: single-chain variable fragments. VHH: single-domain antigen-

2. Specific antivenom immunotherapies
1.1. Classical immunotherapy

Passive immunotherapy (or classical immunotherapy)
is right now the only specific treatment against
scorpion stings. It is based on the acquisition of
specific immunity induced in equine animal
producers after repeated administration of the venom.
The first produced scorpion antiserum was produced
by Todd in 1909 in Cairo [6]. In Algeria, Dr Etienne

Sergent made many efforts about classical immune
therapy by removing animal proteins such as albumin

in order to obtain a less immunogenic products and to
increase human compatibility or tolerance [7]. The
improvement of the classical immunotherapy efficacy
could be based on the optimization of immunization
protocols, considering the type of antigen (venom vs.
toxins), adjuvant type, immunization dose and its
frequency and animal choice (horse vs. camelid,
sheeps or chicken) [8,9]. In 1998, Laraba-Djebari and
74Hammoudi used the toxic fraction FtoxG50
isolated from the whole venom of Androctonus
australis hectoras antigen and the neutralizing
properties of antibodies appeared to be higher after
animal immunization with multiple injections of
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toxic fraction than those obtained with the whole
venom [10]. High toxicity of the venom and its toxic
fraction could also limit the efficiency of immune
serum preparation. Animal producers may have
chronic injuries due to the toxic administration during
the immunization schedule having an impact on the
quality and efficiency of the antivenoms [2].

For this purpose, attenuation of antigens to lower its
toxicity and enhance its immunogenicity was tested.
Immunization with attenuated Aahvenom by gamma
irradiation assayed in mice yielded immunoprotection
against 10 lethal doses 50,6 months after the last
immunization [11]. The choice of the used adjuvants
in immunization protocols is also an important factor
to be considered. The use of saponin as an alternative
to Freund’s complete adjuvant, lead to important
specific neutralizing antibody titers in rabbits, with
fewer local reactogenicity [8].

The choice of neutralizing molecule in scorpion
envenomation treatment is also important to improve
the classical immunotherapy. To better neutralize the
small components of venoms such as neurotoxins
(60-70 kDa) and to reduce reactogenicity, produced
equine 1gG (150 kDa) were hydrolyzed by pepsin to
obtain F(ab’)2 (110 kDa) or by papain to obtain Fab
(50 kDa) (Figure 1). The effectiveness of antibodies
is linked to their neutralizing capacity but also to
their tolerance and their pharmacokinetic. Several
factors such as the antibody form, the route of
injection and the time delay before their
administration can limit the clinical efficacy of this
specific treatment [4]. The effects of different
antibody forms Fab, F(ab’)2 fragments or their
synergistic action were also tested in order to
enhance the efficacy of immunotherapy against Aah
scorpion venom [12,13].

The efficiency of these preparations were tested

against the venom of Androctonus australis hector

(Aah), its whole toxic faction FToxG50 or its main
toxin Aah I, Pathohistological analyses demonstrated
that treatment with a mixture of Fab and F(ab)2 was
the more effective treatment, in terms of inhibiting
myocardial and pulmonary damage (hemorrhage,
interstitial and intra-alveolar edema, leukocyte
infiltration). This study reports that immunotherapy
was significantly improved when the mixture of the
two antibody fragments was tested [13]. The
development of next generation
immunotherapies,more effectives than the classical
one, is needed to improve patient care [14].

2.2. Recombinant antibodies, nanobodies and
immunotherapy advances

Different experimental approaches undertaken in
mice have been considered to improve the existing
immunotherapy. The expression of isolated toxins
from scorpion venom has been performed in different
systems to improve and design a possible
recombinant antibody (Ab). Several recombinant
antibodies were generated in order to neutralize toxin
Aah Il of Androctonus australis hectof15].
Synthetic peptides mimicking Aah Il toxin or TsV I
toxin of scorpion venoms used to immunize animals,
lead to neutralizing antibodies, but with very low
titers [16,17].

Despite the neutralizing potential of the recombinant
antibodies, their therapeutic importance was
diminished by their murine origin. New forms of
molecules (rFab, scFv) have also been developed for
therapeutic use. The structures of small fragments
scFv (monomeric, dimeric, trimeric, and tetrameric)
are formed by two variable domains (VL and VH) of
immunoglobulin, these molecules showed
pharmacological and biological activities similar to
the initial antibody both in-vitro and in-vivo [18]. The
use of natural toxoid (AmmVIIIl from Andratonus
mauretanicussmauretanicusvenom) to induce
neutralizing antibodies against most scorpion venom
toxins, particularly Aah 1l toxin lead to an
immunoprotective effect in mice up to 42 LD 50
against this toxin [19].

KAah1, a natural peptide isolated from Aahvenom is
able to induce the production of specific antibodies
having cross-reactivity with Aah Il toxin and can
neutralize up to 5 LD 50 of Aahvenom toxic fraction
FtoxG50 [20].

Experimental nanobodies (Nbs) produced in hyper
immunized camels, have been also introduced to
neutralize Androdonus australis hectovenom. The
bispecific Nb (NbF12-10) seemed to be more
efficient against scorpion envenoming in preclinical
studies than classic based therapy [21]. NbF12-10
was designed against Aah I/Aah Il toxins. A
subsequent intravenous injection of 85 pg of NbF12—
10 protected all mice subcutaneously injected with a
lethal dose of Aah venom (32.4 pg of crude
venom/20 g of mice) . However, in-vivo monitoring
of radiolabeled nanobodies and F(ab’)2 fragments
revealed that the nanobody-based molecules were

cleared from blood faster than the F(ab')2 antivenom
due to the lower molecular mass of nanobodies.
Moreover, a major difference was observed in the
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organ accumulation of antibodies. Monovalent
nanobodies and the bispecific constructaccumulated
mainly in the kidneys, whereas F(ab")2 fragments
were predominantly retained in the liver [22,23].

2.3. Chicken immunoglobulin (IgY)

Three immunoglobulin classes, analogues to the
mammalian immunoglobulin classes have been
shown to exist in chicken, IgA, IgM and IgY (IgG).
[24,25]. IgY is the major low molecular weight
serum immunoglobulin in oviparous (egg laying)
animals [26]. The overall structure of IgY is similar

to the mammalian IgG, with two light (L) and two
heavy (H) chains. The use of IgY as an alternative
antivenom has been proposed since 1990 [27]. More
recently, an efficient and purified IgY antivenom
against Aah scorpion venom was produced in laying
hens characterized by an inability to react with
mammalian complement make them an attractive
alternative to equine antivenoms [9]. The
optimization and the improvement of a preventive
treatment such as  vaccine against the
pathophysiology induced by scorpion envenomation
remains a real challenge. Research and assessment of
new adjuvants that can boost the immunogenicity of
scorpion venom antigens is nowadays envisaged
[8,28-30]

Table 1: Recent studies highlighting some nanovectors delivery against various antigens

Nanovector Antigen agent Antigen formulation | Experimental model Reference
. . . . . Nait Mohamed and
Calcium alginate Aah venom Encapsulation Mice, Rabbits Laraba-Dicbari, 2016
. . . Ayari-Riyabi et al.,
Poly (D, L-lactide) Aah, Bot venom Encapsulation Mice 016
Bacterial Ghosts Tumor antigens Encapsulation Dendritic Cells T_)obrm-{:;;klngné stal,
Bacterial Ghosts baf;’:;f;f:;':‘; . Encapsulation Mice Pulido et al., 2018
Silver Nps Eammp:j ;-Lf:immwu Adsorption Prokaryotic cells Oliveira et al., 2019
. - . . Human Myelogenous ,
PEGvlated GNP NKCTI toxin Adsorption Leukemic Cells Bhowmik et al., 2013
PLGA-Dopamin BSA Conjugation RAW 264.7 cells Lee et al., 2017
Fe-amine- e .
functionalized PEG CTX Conjugation Human Tumors cells Weisehet al., 2009

3. Preclinical vaccine approach

One of the first experiments based on the use of
scorpion  Centruroidesnoxius venom detoxified
bychemical modification (glutaraldehyde
polymerization) was performed [31].

The use of detoxified venom of C. noxiuslead to the
protection of rabbits against 50 LD 50 of the toxic
fraction of the crude venom of C. noxius (1 LD 50 :
0.26 mg/kg); however the time and the effectiveness
of the protection were limited. Other studies report
the attenuation of the venom toxicity by entrapping it
in liposomes [32]. The detoxification of A. australis
venom using y-radiation mixed with Alum adjuvant
was also performed and lead to a substantial
reduction in the venom toxicity (LD 50 25 times
higher than the LD 50 value obtained with untreated
venom)  with an  important  middle-term

mmunoprotection against 4 LD 50 in mice [28]. The
immunization with irradiated Aah venom associated
with Alum induces a low inflammatory response
without any major adverse effects.

This safe formulation presents also the same
immunoprotective effect against scorpion
envenomation [30]. An effective immune response
activation is also observed when the oil-in-water
adjuvant MF59, was associated with Aah venom,
leading to a best specific immune response compared
to Alum adjuvant [8,29]. To better targets specific
immune cells like dendritic cells, nanovectors were
recently used as specific antigen delivery systems.
Designing a nanovector for antigen delivery presents
both  theoretical and  practical  challenges.
Nanoparticles ~ (Nps) must  be  nontoxic,
biocompatible, vectorize a large amount of antigen
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with a high affinity for the targeted tissues. They
have to cross biological barriers and protect the
antigens until their site of action [33]. Biodegradable
particles have great potential for application as
vectors of  biologically active  molecules.
Encapsulated antigens have been shown to have good
potential for system release and adjuvating (Table 1).
These particles allow to the controlled release of the

antigen that can reduce the number of immunization
doses or develop single-dose vaccines [34]. Natural
polymeric nanoparticles such as calcium alginate or
chitosan, are able to: i) stabilize the antigens by
protecting them from the biological environment; ii)
increase their bioavailability; iii) improve the
targeting of antigen presenting cells (APCs), mainly
the dendritic cells [35,36]. Encapsulated scorpion
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Figure 2: Induced immune response after nanovector phagocytosis for immunoprotection (Smith et al.,
2013, Heath et al., 2013, Nait Mohamed and Laraba-Djebari. 2016)

Tityusserrulatussenom in sphingomyelin-cholesterol
liposomes and their use in murine immunization yield
to specific antibodies with high protection [37].
Immunization of mice with encapsulated T.
serrulatusscorpion venom lead to a protective effect
against toxic fraction TstG50 up to 3 LD50 [38]. The
Animal immunization with encapsulated
Androctonus australis hectovenom in calcium-
alginate or poly (D, L-lactide) polymer nanoparticles
used vectors induced a strong and efficient antigen
delivery [39-41]. Once injected subcutaneously, the
synthesized nanoformulations encapsulating
irradiated Aah venom were phagocytized by the
dendritic cells and then activated and migrated into
the lymph nodes. The activation of venom-specific
LT CD4+ induces the formation of high-affinity
memory and long-lived circulating plasma cells and
specific synthesis of IgG1. This innovative vaccine
protocol allowed to a strong effective

immunoprotection up to 6 LD 50 of Aahvenom,
preventing pathophysiological effects caused in the
heart, liver and lungs by the envenomation [41-43],
Figure 2). T. serrulatusvenom-loaded in chitosan
nanoparticles seems to successfully mimicking the
slow protein release identified for the BSA-loaded
hitosan nanoparticles. The released T. serrulatus
venom depended on the venom loading, displaying
the flexibility and feasibility of these particles to
modulate the antigen delivery. The nanoconjugation
of scorpion toxins such as chlorotoxin (CTX) isolated
from Leiurus quinquestriatusscorpion venom with
an amine-functionalized polysilane and super
magnetic iron oxide nanoparticles preferentially
binds to glioma cells, as compared with non-
neoplastic cells or normal brain cells [44]. Moreover,
the CTX-conjugates deactivated membrane-bound
MMP2 and caused an increase in the internalization
of lipid rafts.
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Conclusion

Immunotherapy as a specific treatment is
recommended after scorpion stings in most at-risk
regions. However, to be more efficient, this therapy
needs to be improved, optimized, and standardized
considering its limitations (delay, antibody format,
soluble or freeze-dried, dose, route of injection).
Therefore, nanovectorization could be a promising
alternative not only to enhance classical
immunotherapy but also as an active immunotherapy
for developing a long lasting protection against
scorpion envenomation in at risk regions.
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RESUME

Durant ces deux derniéres décennies, les théories immunologiques axées essentiellement sur la réaction allergique
au venin scorpionique et le syndrome de la réponse inflammatoire systémique (SIRS) tentaientde combler les
lacunes de la théorie nerveuse autonome dans la physiopathologie de ’envenimation scorpionique (ES). Une revue
des évidences cliniques et expérimentales s’impose pour éclairer les médecins urgentistes des zones endémiques en
leur apportant des éléments nécessaires a la compréhension de ces théories immunobiologiques dans le
butd’améliorer la prise en charge. La preuve de concept du déclenchement du SIRS dans les stades sévéres de I’ES
chez I’homme a été vérifiée par plusieurs équipes a travers le monde et le concept thérapeutique axé sur le ciblage
pharmacologique des éléments de I’immunité innée a fait ses épreuves dans les modéles expérimentaux. Ainsi, la
médecine transrationnelle du SIRS est-elle de vigueur pour réduire le taux de mortalité par ES.
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ABSTRACT:

During the last two decades, immunological theories focusing on the allergic reaction to scorpion venom and the
systemic inflammatory response syndrome (SIRS) were more and more utilized to complete the autonomous
nervous theory within the pathophysiology of scorpion envenomation (SE). A review of clinical and experimental
evidence is needed to enlighten Saharan doctors by providing them with the basic elements regarding these
immunobiological theories in order to enhance SE management. The proof of concept of triggering SIRS in severe
stages of SE in humans has been implemented by several teams around the world and the therapeutic concept
focused on the pharmacological targeting of innate immunity has succeeded in experimental models. It remains
therefore, to invest in transational medicine to reduce the mortality rate due to SE.
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1. Introduction

L’envenimation scorpionique (ES) est un accident
relativement fréquent qui constitue un sérieux
probléme de santé publique dans les zones tropicales
et subtropicales des cing continents ; 1’Amérique du
Sud et Centrale, Afrique du Nord, Moyen Orient et
en Inde. Le nombre estimé de piqres par scorpions
est de 1,2 million/an avec 0,27% de létalité [1,2]. Les
différentes  théories expliquant 1’envenimation
scorpionique ne sont pas exclusives et se complétent.
L’envenimation est le résultat d’une réponse
complexe de I’organisme a la pénétration du venin, a
la fois du systeme nerveux autonome dans deux de
ses composantes (sympathique ou parasympathique)
et de la réponse inflammatoire qui peut étre violente
due aux réponses immunitaires tant inné
qu’adaptative [3,4]. Il faut donc interpréter ces
différentes réponses en fonction des mécanismes de
défense développés par le patient ainsi que de la
composition du venin ou a la nature des toxines ou
enzymes qu’il contient.

Beaucoup de questions d’ordre immunologique sont
souvent posées par les médecins urgentistes et les
médecins réanimateurs concernant 1’envenimation
scorpionique [5,6]. Pour ne citer que les plus
fréquentes: Le systéme immunitaire est-il plus
dangereux pour le patient que le venin lui-méme au
cours d’une ES? La sévérit¢é de la piqure
scorpionique  est-elle  engendrée  plutbt par
I’envenimation systémique grave ou par 1’activation
incontrdlée du systéme immunitaire innée,via le
syndrome de la réponse inflammatoire systémique
(SIRS) ? Malgré que le venin circulant disparaisse
une heure aprés une bonne immunothérapie, les
patients ayant des cedémes pulmonaires ne récupérent
que 48 heures plus tard; La persistance des
symptomes d’envenimation aprés 1’élimination du
venin s’explique-elle par le maintien des mécanismes
de défense qui perdurent plusieurs jours apres
I’élimination du venin? Quelle est la réalité de
I’anaphylaxie dans I’ES? Ce papier visait a répondre
a ces questions en expliquant les différentes théories
immuno-pharmacologiques validée dans I’ES.

2. Composition du venin

En effet, différentes composantes biochimiques du
venin comme les amines biogénes, oligopeptides, les
peptides neurotoxiques déterminent la
physiopathologie de I’ES [7,8]. Du point de vue

physiopathologique la partie la plus importante est la
partie toxinique qui représente 3-4% du venin total,
mais d’autres composants du venin sont nécessaires
au passage sanguin des toxines et leur diffusion dans
les tissus comme les métaloprotéinases. La
physiopathologie de I’ES s’articule autour de trois
théories [9]: (i) La théorie de toxicité directe,
constatée par des altérations histo-pathologiques dans
le cceur, rein et pancréas qui sont accompagnées par
des perturbations biologiques décelables par de
simples tests sanguins comme les LDHs et la
troponine, (ii) La théorie adrénergique axée sur
I’action indirecte du venin sur le cceur suite a la
décharge adrénergique qui cause la myocardite
adrénergique (iii) La théorie inflammatoire, la théorie
la plus récente, est basée sur la perturbation de la
balance cytokinique; essentiellement 1’¢lévation des
cytokines proinflammatoires comme le TNFa, IL1-3
et IL6 et la diminution des cytokines anti-
inflammatoires telles que I’'IL10 et le TGF [2,5].

3. L immuno-pharmacologie de la théorie
autonome

Les especes scorpioniques de I’ancien monde (1’ Asie
et ’Afrique) synthétisent des a-toxines (aNaScTXxs),
qui se lient au site 3 du récepteur sodique sur la
surface extracellulaire du canal et inhibent le
processus d'inactivation rapide [10,11]. Par contre,
celles du nouveau monde possédent des B-toxines (B-
NaScTxs), qui se lient au site 4 du récepteur et
renforcent son activation en décalent le seuil
d'activation du canal vers des potentiels
membranaires plus négatifs [12]. Le syndrome de
I’ES responsable de la mortalité se résume dans
I’cedéme aigu pulmonaire réfractaire (OAP), le choc
cardiogénique et la défaillance multi-viscérale et qui
est le plus souvent expliquée par «la tempéte
autonome » [13]. Les o-toxines bloquent les canaux
sodiques voltage-dépendants générant ainsi des effets
parasympathiques  suivis de  manifestations
sympathiques [14]. La stimulation du systeme
nerveux autonome parasympathique a des effets
moins séveres que les réponses sympathiques. lls
apparaissent et disparaissent rapidement apres la
pigire et provoquent des bronchospasmes,
bronchorrhées,  salivation,  myosis,  diarrhée,
bradycardie et diaphorése. Par contre, les effets
sympathiques sont plus séveres en raison des effets
supplémentaires des catécholamines en circulation,
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surtout I'épinéphrine et la noradrénaline. Cette phase
peut persister plus de0 18 heures en raison de la
libération de catécholamines qui provoqueraient des
lésions  myocardiques, I’OAP et le choc
cardiogénique [15].

La théorie neurologique autonome suggére les deux
approches thérapeutiques utilisées actuellement : (i)
Entraver les toxines scorpioniques d’atteindre les
canaux sodiques du systeme nerveux autonome en
utilisant des biomolécules immunologiques a pouvoir
neutralisant ou (ii) par l'utilisation de médicaments
sympatholytiques comme les al-bloquants qui
agissent comme agonistes inverses au niveau des
récepteurs alpha-1 adrénergiques [2]. La premiére
approche, malgré qu’elle ait fait ses preuves au
Mexique et en Arabie Saoudite, son utilisation reste
encore controversée par certains essais cliniques et
méta-analyses [16]. La deuxiéme approche qui utilise
les al bloguant comme la prazosine a permis de
diminuer le taux de mortalité en Inde de 26% en 1961
a 6% en 1980 et a <1% actuellement [17]. Il a été
prouvé que la guérison d'une pigQre de scorpion
s’accélére par l'administration simultanée de
I’'immunothérapie (IT) anti-Scorpionique et de la
prazosine en comparaison & la prazosine seule [17].

Mais aussi, on a demontré que les patients traités
avec la combinaison de I'IT et la prazosine
présentaient des  profiles  clinico-biologiques
similaires a ceux traités avec la prazosine seule.

4. La théorie immuno-inflammatoire

Cette théorie s’est conceptualisée dans la réponse a la
question «pourquoi seulement moins de 5% des
piqués scorpioniques développent-t-ils le syndrome
scorpionique ? ». En effet, malgré que la gravité de
I’envenimation scorpionique est proportionnelle a la
quantité de venin circulant (veninémie) [9,13], un
bon nombre d’envenimés séveéres qui ont des taux
élevés de veninémie survivent I’ES, si ce n’est la
présence de systéme de régulation chez les survivant
qui leur permet de compenser les effets
physiopathologiques provoqués par 1’envenimation
[1,18,19].

Elle s’est faconnée par analogie & la théorie
infectieuse constatée au 19 siécle, ou I’agent
infectieux peut contaminer tous les enfants d’une
méme famille mais ne pourrait étre fatale que chez
les plus faibles.

L’envenimation se traduit par des symptomes
cliniques et biologiques inflammatoires. Sous cette
optique, la théorie inflammatoire stipule que les
toxines scorpioniques exercent une sélection négative
sur les sujets ayant des défauts intrinséques de
régulation et/ou d’activation immunitaire de méme
maniére que les toxines bactériennes et les protéines
anaphylactoides des insectes et de pollens [20,21].
Abdoonet al. a démontré qu’il existe un rapport direct
entre ’augmentation des taux des cytokines
plasmatiques et la gravit¢ de I’ES, aussi bien a
I’admission en réanimation que 6 heures plus tard
[22, 23].

Le niveau d’implication de ces médiateurs
cytokiniques varie selon 1’espéce scorpionique. La
perte de la balance cytokinique aboutit au syndrome
de la réponse inflammatoire systémique (SIRS) et a
la défaillance multi-viscérale (DMV) [3]. Cette
conceptualisation représente la théorie la plus
récente, expliquant le mieux I’OAP Iésionnel non
cardiogénique et 1’hyperglycémie rencontrés dans
I’ES. De méme, elle trouve tout son intérét dans les
stades graves ol la DMV serait provoquée par le
SIRS qui est une réponse immune innée non
contr6lée suivant le modéle de la théorie du Chaos ou
de petites perturbations physiologiques aboutissent a
des tempétes pathologiques [3, 23].

Cette théorie a largement été construite par des
équipes méditerranéennes, notamment par Sofer et al.
[24]. En 2016, les travaux de I’immunologiste Lucia
Helena Faccioli de 1’Université de Sao Paulo-Brésil
ont démontré comment la mortalité par scorpionisme
dépend d’une organelle cellulaire impliquée dans
I’initiation de I’inflammation, appelée
inflammasome, et comment une simple manipulation
pharmacologique des leucotrienes LTB4 et de la
prostaglandine PGE2 par des anti-inflammatoires
non-stéroidiens permet de reverser I’OAP chez la
souris envenimée [25-27] (Figure 1).

Dans le contexte algérien, cette approche trouve tout
son intérét chez de patients qui developpent ’'OPA
Iésionnel non cardiogénique qui impliquerait les
PGE2 pour la permébilisation capillaire et dont
I’arsenal thérapeutique reste limité en dehors des
diurétiques par voie intraveineuse (i.v.).
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Figure 1. Théorie inflammatoire de I’envenimation
scorpionique et ses points d’impacts pharmacologiques
qui pourraient favoriser la survie de ’envenimé

Les toxines et certains composants majeurs du venin stimulent des
récepteurs de I’immunité innée de type PRR a la surface des
cellules immunitaires comme le CD14, TLR2 et le TLR4. Cette
stimulation aboutit a des cascades de signalisation intracellulaires
médiées par les eicosanoides (PGE2) qui stimulent
I'inflammasome pour augmenter la libération de la cytokine
proinflammatoire IL1B. L’IL1p initie la cascade inflammatoire
responsable de I’augmentation de la perméabilisation de
I’endothélium alvéolaire et, in fini, I’ccdéme pulmonaire.
Lcutilisation des anti-inflammatoires non stéroidiens permet de
controler la voie des PGE2 et de favoriser celle des LTB4 qui
initient a leur tour un mécanisme de régulation médié par le facteur
de transcription NFkB a la place de la voie inflammatoire de
I’inflammasome. (PRR: Pattern Recognition Receptor; TLR:
Toll-like Receptor ; PGE : Prostaglandine ; IL : Interleukine)

5. Réactions d’hypersensibilité au venin
scorpionique

Elles représentent 1’une des problématiques majeures
dans la science de 1’envenimation scorpionique [28].
La théorie de I’hypersensibilité au venin de scorpions
(ou d’autres arthropodes venimeux) émane de la
réaction individuelle et sans proportionnalité avec la
quantité d’allergénes (donc de la veninémie). Dans
notre expérience, nous avons constaté quelques
réactions allergiques de type rush cutané chez les
piqués scorpioniques par 1’Orthochirus innesi une
especenon toxique pour I’homme.

Une étude allergologique par tests cutanés et dosages
des IgE spécifiques réalisées au profit des envenimés
algériens par I’Androctonus australis conclut que
le nombre des réponses inflammatoires médiées par
les IgE serait sous-estimé. Le tableau clinique de
I’cecdéme, nausées, réactions cardiovasculaires,
hypotension et état de choc pourrait étre di aux
mécanismes immunologiques et toxiques. Les auteurs
de cette étude proposaient que 1’anaphylaxie explique

quelques cas de mortalité, mais la caractérisation des
composantes  allergéniques reste toujours en
investigation scientifique [29]. Le diagnostic clinique
de l’anaphylaxie n’est pas une mince tache dans
I’envenimation scorpionique car les symptdmes
d'envenimation et d'anaphylaxie se chevauchent
[29,30].

Ceci peut entrainer une prise en charge tardive et
inappropriée avec un résultat médiocre du traitement,
y compris la mort. En effet, un envenimé
scorpionique présentant une insuffisance respiratoire
aigué, cedéme de la muqueuse et obstruction des
voies respiratoires supérieures mais en absence de
symptomes de type cedéme rapide au site de piqfire,
nausée, diarrhée, sensation de téte légere et spasmes
musculaires [31]. Ceci ne permet pas de distinguer la
réaction toxinique de la réaction anaphylactique.

L’anaphylaxie au venin, comme toute allergie de type
1 médiée par les IgE, nécessite un premier contact
avec l’allergéne pour induire la production des IgE
spécifiques qui précédent la phase d’état ou clinique
qui se déclenche suite a un second contact avec le
méme allergéne. Malgré que Leynadier et al. ont
démontré la sensibilisation antérieure au venin
scorpionige chez les patients algériens, la question de
diagnostic de I’allergie au venin scorpionique chez
certains patients lors du premier contact avec le venin
en absence de tout antécédent de piqure scorpionique
reste posée [29].

Ce type d’anaphylaxie est possible grice aux
réactions croisées des IgE produites lors des pigdres
antérieures d’insectes ou d’autres arachnides.

La phylogénétique au sein des Arthropodes montre le
lien entre les Insectaqui sont souvent les
hyménoptéres avec les arachnides représentés par les
araignées et les Scorpionida [32].

Beaucoup d’études cliniques ont montré que les
venins d’abeilles et de fourmis peuvent générer des
réponses a IgE responsables de réactions allergiques
au venin scorpionique via des réponses immunes
croisées [32-34] (Figure 2). Cette figure trouve son
importance chez les patients qui ne présentent pas
d’antécédent de contact antérieur avec les protéines
des wvenins scorpioniques et qui, malgré cela,
manifestent des signes d’anaphylaxie lors de ce
premier contact avec le venin scorpionique.
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Figure 2. Sources potentielles de protéines allergéniques
responsables de I’éventuelle réaction croisée des IgE
spécifiques chez les envenimés scorpioniques.

Conclusion

L’immunologie explique une grande partie de la
physiopathologie de 1’envenimation scorpionique
sévere et permettrait le développement d’outils
diagnostiques et d’armes thérapeutiques contre le
scorpionisme. Le SIRS impliqué dans la défaillance
multi-viscérale chez 1’envenimé scorpionique ainsi
que les réactions d’hypersensibilité restent les points
les plus discutés par les experts de I’ES. L’avenir de
I’ES semble dépendre de la valorisation clinique de la
recherche translationnelle de la théorie immuno-
inflammatoire qui représente actuellement la
révolution conceptuelle dans la science de I’ES.
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Prise en charge de I’Envenimation Scorpionique : Expérience de 30 ans
a I’Hopital de Ouargla

Scorpion Envenomation &hagement: Experience of 30 years at the
Hospital of Ouargla
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RESUME

L’envenimation scorpionique en Algérie pose un probléme de santé publique, responsable d’environ une
cinquantaine de décés chaque année, des enfants dans la plupart des cas, dont beaucoup peuvent étre évités si la
prise en charge est donnée sans retard, et de maniére efficace. La formation des médecins généralistes, prenant en
charge ce fléau, dans la gestion des complications des envenimations scorpioniques est le garant de la victoire
contre le scorpionisme. La compréhension de la physiopathologie de 1’cedéme aigu du poumon, et la bonne
manipulation de la Dobutamine, administrée par la seringue électrique, avec 1’utilisation de 1’Immunothérapie
antiscorpionique, de bonne qualité, sont les clés de la réussite. Notre expérience de trois décennies, dans
I’établissement Public Hospitalier d’Ouargla, ville du sud Algérien, connue par la gravité de ses piqures de
scorpions, nous autorise a présenter notre expérience, dans le domaine de la réanimation, a nos jeunes médecins.

MoTs CLES: Envenimation scorpionique, cedéme aigu du poumon, sérumantiscorpionique, Dobutamine, Ouargla

ABSTRACT:

Scorpionic envenomation in Algeria poses a public health problem, responsible for almost fifty deaths each year,
children in most cases, many of which can be avoided if care is given without delay in an efficient manner. The
training of general practitioners, taking charge of this scourge, in the management of complications of scorpionic
envenomation, is the guarantee of the victory against scorpionism. Understanding the pathophysiology of acute lung
edema, and the proper handling of Dobutamine, administered by the electric syringe, with the use of a high quality
scorpion antivenom, are the keys to success. Our three decades of experience in the Public Hospital of Ouargla, a
city in southern Algeria known for the severity of its scorpion bites, allows us to present our experience in the field
of resuscitation to our young doctors.
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1. Historique

Durant les trois derniéres décennies, nous avons été
confrontés au probléme de I’envenimation
scorpionique a Ouargla, une ville du sud-Est
algérien, réputée pour la dangerosité de ses scorpions,
et appartenant au triangle de la mort, avec les villes
de Boussaéda et Biskra.

Au début des années quatre-vingt-dix, les missions
médicales russe, vietnamienne et indienne, ont assuré
la couverture médicale des villes du sud. Elles
utilisaient alors des cocktails thérapeutiques a base
de  Morphinique (Péthédine), Prométhazine et
Chlorpromazine. Le Diazépam était réservé aux cas
d’agitation. La morphine faisait partie de 1’arsenal
thérapeutique de I’cedéme aigu du poumon (OAP)
pour son action vasodilatatrice, malgré son effet
dépresseur sur la respiration. On enregistrait
beaucoup de décés en raison de complications
iatrogenes (dépressions respiratoires et hypotension
entrainés par les médicaments), de manque de
moyens de réanimation et aussi de compétences
humaines. L’héptaminolchloridrateet la Coramine -
Glucose, étaient utilisés pour leur action dite
analeptique  cardiaque, faute de drogues
cardiotoniques, car la dopamine et la dobutamine
n’étaient pas encore disponibles dans les
pharmacies. La ventilation artificielle était presque
inexistante, on faisait appel alors, au peu d’appareils
d’anesthésie disponible. La seringue électrique, le
monitoring cardiaqueet 1’oxymétrie de pouls, étaient
inconnusdans les régions touchées par I’envenimation
scorpionique.

A I’échelle nationale, on déplorait chaque année plus
50 000 piqués déclarés, et plus de 50 déces (Figure
1). Durant ces années, les décés n’étaient pas
systématiquement déclarés et [’enterrement ne
nécessitait pas d’autorisation. La population faisait
appel plus a la médecine traditionnelle comme la
pierre noire, la scarification, ou la Roquia

Le service de réanimation de I’EPH d’Ouargla, a été
créé en 1988; il a une capacit¢ de 13 lits
d’hospitalisation, et prend en charge les cas du stade
3 compliqués d’OAP. Les stades 1 et 2 sont pris en
charge au niveau du service des urgences. Les
statistiques de ce service de réanimation durant les
trois décennies, selon les données de la DSP
d’Ouargla sont présentées dans la figure 2.
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Figure 1 : Données nationales sur le nombre des piqués
et décés par scorpion de 1991-2017

La ville d’Ouargla enregistrait environ deux mille
piqués par an dont 15 a 20 déces, notamment les
sujets des ages extrémes. Dans les années quatre-
vingt-dix, selon les statistiques du Ministeére de la
Santé de la Population et de la Réforme Hospitaliére
(MSPRH), le scorpion piquait en dehors des
habitations plus qu’a Dintérieur (i.e. champs,
chantiers) (Communication personnelle). Ensuite,
dans les années deux mille, il piquait plus a
I’intérieur des maisons car il trouvait sa nourriture de
fait de la dégradation de 1’hygiéne du milieu, et aussi
parce qu’on construit les maisons sur ses gites
naturels.

L’immunothérapie antiscorpionique (IT) n’avait pas
une bonne réputation auprés du personnel medical et
aussi auprés de la population, car accuseée d’étre
responsable de chocs anaphylactiques mortels,
probablement en rapport avec le processus de
purification lors de I’industrialisation. Un protocole
thérapeutique a base d’acide acétyl-salicylique a été
proposé a I’hdpital d’Ouargla, sur la base des
résultats d’une étude, ayant démontré une
augmentation de la résistance a ’action du venin des
souris sous aspirine [1]. Ce protocole a été tres
vitestoppé par le ministere de la santé, en raison du
risque hémorragique qu’il pouvait entrainer [2].

Pendant les annéesquatre-vingt-dix, I'IT
antiscorpionique a été abandonnée par les médecins
de la ville d’Ouargla, par crainte d’effets secondaires,
souvent non objectivés par des examens
immunologiques. Depuis 1’année deux milles,
jusqu’a ce jour, I’administration de I’IT est devenue
obligatoire pour tout piqué par scorpion.
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Nombre de décés par envenimations scorpionique ville d’ Ouargla

Figure 2 : Mortalité par envenimation scorpionique dans la ville d’Ouargla

Une piqure de scorpion, sans complication peut avoir
comme explication, une piqure blanche, (sans
inoculation de wvenin), le type de scorpion non
dangereux, ou une quantité de venin inoculée faible.
Certaines questions demeurent posées, sur 1’absence
de mortalité dans la ville de Hassi Messaoud, (& 80
km d’Ouargla), dans la ville de Béchar et d’autres,
malgré I’implication de la méme espéce de scorpion,
| 6 Andr austtalsn u s

L’amélioration de la situation épidémiologique est
expliquée par plusieurs facteurs dont 1’affectation des
médecins algériens, spécialistes et généralistes dans
les régions de sud, la création des services de
réanimation, et 1’équipement de ces derniers en
matériel de soins intensifs, tel que les seringues
électriqueset les respirateurs de haute performance.
C’est aussi grace a D’introduction de nouveaux
médicaments, dans la prescription médicale et leur
utilisation dans le traitement du choc cardiogénique,
comme la dopamine et la Dobutamine. La
compréhension de la  physiopathologie des
complications  cardiaques de  I’envenimation
scorpionique a certainement aidé a mieux juguler ces
détresses. En effet, lors d’une étude que nous avons
menée  pour  analyser les  modifications

échocardiographiques au cours des envenimations
scorpioniques graves, nous avons démontré la nature
cardiogénique de I’OAP et sa bonne réponse a la
Dobutamine [3].

2. Signes cliniques

Le diagnostic de piqure de scorpion ne pose pas de
probléme, car la douleur est constante plus, ou moins
intense, parfois irradiante, et persiste de quelques
heures a plus d’une journée. Chez le petit enfant qui
nes’exprime pas, elle constitue un élément clé pour le
diagnostic, surtout si elle est associée & un priapisme,
qu’il faut rechercher systématiquement. En effet, le
priapismeestunsigne trésévocateurde 1’envenimation
scorpionique (ES), dans cette tranche d’age.

La physiopathologie de la douleur, est en rapport
avec une action locale des biomolécules non
toxiniques  (phospholipases, hyaluronidase, et
sérotonine) contenues dans levenin du scorpion.
Ceciexplique la présence constante de la douleur au
point de piqure qu’il y ait ou pas inoculation de venin
(Piqués/envenimés). La persistance de la douleur au-
dela de quatre heures (temps de mise en observation)
en absence de signes généraux d’envenimation, ne
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constitue pas un signe de gravité, et ne justifie pas
I’hospitalisation.A la différence des morsures des
viperes et des serpents, les signes locaux sont
absents, et on ne retrouve ni cedéme local ni
nécrose. Aucune complication thromboembolique ou
hémorragique n’a été rapportée dans les ESs des pays
Nord-Africain [4].

Sachant que I’inoculation du venin chez le scorpion
est aléatoire selon l’individu scorpionique et les
circonstances de 1’accident, on distingue deux formes
clinigues de piqures de scorpion: les piqures
blanches (sans inoculation de venin), et les piqures
avec envenimation(Envenimés). Cette derniére forme
clinigue s’accompagne de signes généraux voir de
détresse cardiorespiratoire. Au début, on ne peut pas
distinguer un piqué (piqure blanche)d’un envenimé,
de ce fait, il est de mise de considérer toute piqure de
scorpion comme étant une envenimation et de lui
administrer la sérothérapie.

A la différence de la piqure blanche ou la douleur est
isolée, les envenimés présentent un tableau clinique
polymorphe trés bruyant, réalisant un orage
cathécholaminergique, par stimulation du systeme
nerveux autonome sympathique adrénergiqueet
parasympathique cholinergique.

C’est le systéme parasympathique qui s’exprime en
premier, par des signes cholinergiques avec des
troubles digestifs tels que les vomissements, sueurs
profuses, priapisme, syndrome d’hypersécrétion
bronchique et salivaire, et parfois un tableau de choc
vagal avec bradycardie et hypotension artérielle. Le
traitement de cette bradycardie est 1’Atropine
(parasympatholytique) donnée par voie intra
veineuse.

Cette phase cholinergique ne dure pas longtemps, et
cede souvent la place a une phase adrénergique avec
tachycardie, pic hypertensif et troubles du rythme
cardiaque. Nous avons constaté chez nos patients que
ces pics hypertensifs sont transitoires et disparaissent
rapidement, et c’est plutét 1’hypotension artérielle
qui va dominer la scene et sera plus difficile a gérer,
vu I’atteinte cardio vasculaire possible.

En 2014 et en raison de I’atteinte cardiaque qu’elle
entraine, ’envenimation scorpionique a été intégrée
au registre des urgences cardiovasculaires. L’atteinte
myocardique constitue le principal signe de gravité,
elle est détectée par la présence de signes de bas débit
cardiaque, pouls filant, oligurie, tachycardie, et aussi
par les signes de surcharge pulmonaire, avec

apparition de dyspnée voir d’orthopnée. A
l’auscultation pulmonaire, on notela présence
deralescrépitant généralisés réalisant la fameuse
marée montante des réles crépitant, voire hémoptysie.
L’hypotension artérielle est un signe tardifdans le
diagnostic d’état de choc et les signes de bas débit
doivent étre recherchés systématiquement. Les réles
crépitant doivent étre recherchésdés I’admission de
la victime. Cette recherche doit étre répétée a
distance si nécessaire. Leur présence signe la gravité,
et impose I’hospitalisation en réanimation,
I’administration de Dobutamine, et si I’état du
patient le permet, la réalisationd une
échocardiographie, qui confirmera alors le diagnostic
et permettra une meilleure surveillance cardiaque.

Le diagnostic de cette complication est a la portée de
tout médecin, car basé sur une auscultation
systématique de tout piqué, et la prise de sa pression
artérielle. L’échocardiographie n’est ni nécessaire ni
prioritaire. C’est une urgence diagnostic et
thérapeutique.

Pour certains auteurs, les formes compliquées d’ES
sont liées & un syndrome de réponse inflammatoire
systémique (SIRS) en rapport avec une augmentation
des taux sériques d’interleukine 1 (IL-1B),
d’interleukine 6 (IL-6) et de monoxyde d’Azote [5].

3. Stades cliniques

Il est important de classer la victime selon le tableau
clinique qu’elle présente, en trois stades [6] (pour
certains auteurs, classes a la place de stades):

Stade 1 : douleur locale, au point de piqure, isolée
sans signes généraux, parfois intense, et irradiant vers
tout un membre, paresthésies, lourdeur de membre,
se prolongeant plus d’une journée. Elle répond au
paracétamol par voie intraveineuse (i.v.). Il représente
environ 98% des cas, la guérison est sans séquelles
apres traitement.

Stade 2 : En plus de la douleur locale décrite au stade
1, la victime présente des signes généraux tels que
des sueurs profuses avec frissons, des vomissements,
et parfois priapisme. Ce dernier ne nécessitant pas
de conduite spécifique, et il peut constituer un
élément clé pour le diagnostic de la piqure
scorpionique (PS) chez l’enfant ne pouvant pas
s’exprimer.

Stade 3: C’est le stade des complications cardio
respiratoires, caractérisé par I’instabilité
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hémodynamique, la dyspnée, la désaturation et
I’installation de I’OAP [6].

Le passage d’un stade vers un autre est imprévisible,
et certaines victimes rentrent d’emblée dans un stade
3 avec OAP, malgré un temps post piqure court.
Ceci peut étre expliqué par le type de scorpion en
question, la quantité de venin injecté, la sensibilité
individuelle au venin, et peut étre, le lieu du point de
piqure par exemple intravasculaire tel le cou. C’est
pourquoi il faut mettre toutes les victimes en
observation de quelques heures, afin de détecter ce
passage entre stades, et d’instaurer le traitement
adéquat de ces complications [7].

L’agitation, fréquemment rencontrée est souvent en
rapport avec une hypoxie cérébrale, par un
encombrement bronchique, OAP ou par baisse du
débit sanguin cérébral par hypotension artérielle.
Pour traiter cette agitation, il faut traiter sa cause, en
corrigeant 1’éventuelle hypotension artérielle ou
I’obstruction des voies aériennes par I’hypersécrétion
ou ’OAP. Il faut surtout éviter I’administration des
médicaments sédatifs déprimant la respiration tel que
le diazépam. Le stade 3 représente environ 2% des
cas, et constitue le stade des complications cardio
respiratoires avec OAP et état de choc cardiogénique

[3].

4. Prise en charge

Tout piqué par scorpion doit &tre hospitalisé et mis en
observation, quel que soit la symptomatologie qu’il
présente, et bénéficier d’un traitement médical
standard, visant a calmer la douleur par du
paracétamol le plus souvent, associé une IT de bonne
qualité, c’est-a-dire bien purifiée, non allergisante,
puissante d’action, avec un pouvoir neutralisant de
DLs suffisamment élevé, diffusant rapidement (i.e.
de faible poids moléculaire),et s’administrant  de
préférence par i.v. La corticothérapie a toujours été
administrée par les praticiens de garde sans preuves
fournies par des essais cliniques randomisés. Pour
certains, elle peut atténuer les éventuels effets
anaphylactiques de I’'IT; pour d’autres, c’est pour
son effet anti inflammatoire et antalgique. Le tableau
clinique d’allergie & I'IT peut étre confondue a tort,
avec celui de I’atteinte myocardique, et amener a son
arrét. Dans cette situation, ce sont les circonstances
d’apparition de 1’état de choc qui permettront de
trancher. En effet, si cet état de choc s’installe juste
aprés ’administration de I’IT, il doit faire évoquer
allergie aux protéines de cheval, et amener a arréter

sa perfusion et justifie D’injection d’Adrénaline
diluée. De ce fait, toutes les unités prenant en charge
les piqures de scorpion, doivent avoir a leur
disposition = 1’Adrénaline, I’Atropine et la
Dobutamine. Le traitement du choc anaphylactique
fait appel a I’ Adrénaline.

Il faut savoir que les victimes de I’ES ne développent
pas d’immunisation contre le venin, et présenteront
une symptomatologie a chaque fois qu’elles sont
piquées. Le vaccin protégeant contre I’envenimation
de scorpions n’est pas encore envisagé.pour répondre
a certaines questions sur I’IT, cette derniére est
donnée chez la femme enceinte et ne nécessite pas la
réduction dose chez I’enfant, avec possibilité de
répétition de son administration en cas de forme
sévere, parfois jusqu’a 6 ampoules.

La prise en charge du stade 2, en plus de I’IT et du
traitement antalgique, fait appel au traitement
symptomatique, tel que les antiémétiques, anti-
spasmodiques et du Chlorpromazine.Une
compensation des pertes hydro-électrolytiques
peutétre indiquée si les pertes sont importantes,
surtout chez I’enfant ou le sujet agé.

Le traitement des  complications cardiaques,
confirmées par 1’échocardiographie, ou cliniquement
par la présence de réles crépitant, et/ou des signes de
basdébit cardiaque (i.e. oligurie, pouls filant, temps
de recoloration retardé), fait appel a la Dobutamine
[8]. Tout médecin prenant en charge les ESs est
appelé a connaitre cette molécule et & maitriser son
utilisation par la seringue  électrique(SAP). La
Dobutamine est a administrer a forte dose, entre 15 a
20 mcg/Kg/mn, elle ne doit surtoutpas étre arrétée
hativement devant une amélioration clinique initiale,
parfois trompeuse. Dans notre service, on a été
amené a garder les patients sous Dobutamine jusqu’a
8 joursaprés preuve échocardiographique de retour a
la normale de la fraction d’éjection systolique et de
I’hypokinésiedu ventricule gauche. Ces deux
paramétres échographiques sont les principales
anomalies rencontrées dans les formes sévéres, et
qu’il faut rechercher dans les comptes rendu de celui
qui a réalis¢ [D’examen échocardiographique
(cardiologue ou autre).

Le traitement de cette atteinte myocardique est celui
du choc cardiogénique, mais on a été confronté a des
syndromes de détresse respiratoire aiglie de 1’adulte
(SDRA), faisant évoquer la possible nature
lésionnelle de I’OAP post piqure de scorpion. En
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effet, certaines victimes envenimées ont présenté un
OAP avec atteinte myocardique confirmée par
I’échocardiographie mais malgré un traitement
efficace de I’atteinte myocardique (i.e. normalisation
des paramétres échocardiographiques), la détresse
respiratoire persistait et le patient continuait a
déssaturer (SPO, basse). Cette situation fait évoquer
la nature lésionnelle de I’OAP, probablement par
action directe du venin, sur la membrane alvéolo
capillaire. Le traitement fait appel a la ventilation
artificielle en pression positive (PEEP) et a la
corticothérapie. La  nature  mixte  d’OAP
cardiogénique et lésionnelle reste une possibilité a
confirmer par d’autres études. Cependant, il faut dire
que la nature cardiogénique de cet OAP reste la plus
fréquente et la plus évoquee, et aussi plus facile a
gérer.

L’insuffisance circulatoire, peut nécessiter parfois le
recours a la noradrénalineou [I’adrénaline, par
seringue  électrique, afin de maintenir une
hémodynamique correcte. De méme, un remplissage
prudent guidé par 1’échocardiographie, peut corriger
cette situation. En général, les diurétiques, ne sont
pas utilisés, voir contre indiqués si la pression
artérielle systolique est inférieure a 100mmHg,
surtout en présence de troubles électrolytiques.

Nous avons constaté chez nos patients, que les pics
hypertensifs sont transitoires ; ils sont rencontrés
surtout au début de 1’accident, et donc il faut étre
prudent dans 1’utilisation des antihypertenseurs. La
Nicardipine en injection IV est la molécule de choix
dans cette indication car son action est de courte
durée, et donc mieux maniable. L’hypotension est
plus fréquente, dure plus longtemps, et reléeve de
plusieurs mécanismes, hypovolémique,
cardiogénique, ou vasoplégique. Il faut rapidement
trouver sa cause, et la traiter, avant qu’une acidose
lactique, de plus mauvais pronostic ne s’installe.

Enfin, la prévention reste le meilleur moyen de lutte
contre les ESs, notamment par le ramassage a grande
échelle, allant parfois jusqu’a 60000 scorpions,
visant le scorpion Androctonusaustralis, responsable
de déces. Le ramassage permet de diminuer la densité
scorpionique et de fournir a [Dinstitut Pasteur
d’Algérie la matiére premiere pour la fabrication du
sérum antiscorpionique. Par ailleurs, ’envenimation
scorpionique est un probléme de santé publique lié au
sous-développement, car rencontré surtout dans les
quartiers pauvres de la ville, sans goudronnage des

rues niéclairage publique, un état précaire des
maisons, une hygiéne du milieu dégradée, ce qui

constitue un milieu favorable pour le scorpion.

La responsabilité concerne donc plusieurs secteurs,
impliqués dans cette pauvreté, [’habitat, les
communes, 1’éducation, et en dernier le secteur de la
santé, d’ou la notion de  responsabilité
multisectorielle.

Nous sommes dans [’attente d’un sérum anti
scorpionique de qualité, bien purifié, de faible poids
moléculaire  (Fragments d’anticorps/Nano-body),
s’administrant par voie veineuse, et en quantité
suffisante, évitant a notre paysdes importations
couteuses. Par ailleurs, les progrées dans le traitement
du choc cardiogénique apporterons certainement un
plus pour la prise en charge des envenimations
scorpioniques.
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RESUME

L’incidence mondiale du scorpionisme est estimée a plus de 1 million de cas d’envenimation par an, et prés de 3000
déces associés. En Algérie, les statistiques de 1’année 2019 font état de 46797 cas de piqures, dont 39 décés. La
problématique de la sérothérapie antiscorpionique est que les antivenins sont généralement des produits tres anciens,
et justifient trés rarement d’une efficacité clinique prouvée par des essais contrdlés, elle a d’ailleurs été controversée
pendant plusieurs années. Le sérum antiscorpionique algérien, un des rares produits dont I’efficacité clinique est
établie, a fait I’objet d’observations cliniques a 1’échelle nationale dés sa mise au point de 1936 & 1946 ; sur 3089
patients dont 655 cas graves, et 148 cas de gravité extréme, le taux de réussite était de 90,4% en absence de
traitement symptomatique a 1’époque.

Devant I’insuffisance notable des essais cliniques contr6lés sur ces produits, beaucoup de scientifiques se basent sur
la capacité de neutralisation des antivenins sur les souris a ’effet de définir les doses appropriées nécessaires. Or,
plusieurs facteurs limitent I’extrapolation directe de ce parameétre a une dose appropriée pour I’Homme. Une
incubation préalable du venin et de ’antivenin avant leur administration a la souris écarte les conditions du test
d’une envenimation accidentelle ; les fractions d’immunoglobuline f (ab’), ont une mauvaise diffusion du fait de leur
poids moléculaire élevé (D100 KDa contre 3 & 7 KDa pour les toxines scorpioniques) et la dose Iétale médiane
(DLsp) reste une donnée tres variable.

Actuellement, les nouvelles approches de I’ingénierie des anticorps ont permis de développer des nouveaux
fragments « Nanobodies » dénués de chaine légere a partir des anticorps de camélidés. lls sont peu immunogeénes, et
possédent une meilleure affinité ainsi qu’un poids moléculaire beaucoup plus faible (11 & 15 KDa) leur conférant
ainsi une trés bonne diffusion tissulaire. Une perspective intéressante semble alors s’offrir a la sérothérapie
antiscorpionique.

MoOTS CLES : Sérothérapie, antivenin, envenimation, scorpionisme, nanobody.
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Global incidence of scorpionism is estimated at more than 1 million cases of envenomation per year, with nearly
3.000 associated deaths. In Algeria, statistics of 2019 show 46797 cases of stings, including 39 deaths. The problem
with antiscorpionic serotherapy is that antivenoms are generally very old products, so they rarely justify a clinical
efficacy proven by controlled trials. Moreover, it has been controversial for several years.Algerian Antiscorpionic
Serum, one of the few products with established clinical efficacy, has previously gone through clinical observations
from all regions of the country, since its development from 1936 to 1946; Among 3089 patients, including 655
serious cases, and 148 cases of extreme severity, the success rate was 90.4% (No symptomatic treatment at that
time).

Facing the notable insufficiency of controlled clinical trials, many scientists rely on the neutralizing capacity of
antivenom in mice to define the appropriate doses needed. However, several parameters limit the direct
extrapolation of this parameter to an appropriate dose for humans. A prior incubation of the venom and antivenom
before administration to mice rules out the test conditions of accidental envenomation; f(ab"), immunoglobulin
fractions have a poor diffusion due to their high molecular weight (D 100 KDa versus 3 to 7 KDa for scorpionic
toxins) and the lethal median dose (LDsp) remains a highly variable indicator.

Currently, new approaches to antibody engineering have allowed development of new "Nanobodies™ fragments
without light chains, from camelid antibodies. They are not very immunogenic, and have a better affinity and a
much lower molecular weight (11 to 15 KDa) giving them a very good tissue diffusion. An interesting perspective
seems to be offered to antiscorpionic serotherapy.

KEYWORDS: Serotherapy, antivenom, envenomation, scorpionism, nanobody.
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L’utilisation des sérums antivenins dans le traitement
des envenimations par piqures de scorpion a
longuement été controversée [3], mais 1’expérience
de nombreux pays (Algérie, Tunisie, Zimbabwe,
Afrique du Sud, Moyen-Orient, Amérique du Sud,
Mexique, et Inde) confirme ’efficacité de ces sérums
antiscorpioniques [3-5]. L'avénement de cette
thérapie dans la prise en charge des envenimés a
entrainé une baisse spectaculaire de la mortalité
pédiatrique dans ces régions [5].

1. Introduction

Chaque année, I’incidence mondiale du scorpionisme
est estimée a plus de 1 million de cas d’envenimation
et prés de 3000 déces associés [1]. L’envenimation
scorpionique représente un véritable probléme de
santé publique dans les pays tropicaux et
subtropicaux, en particulier en Afrique du Nord, au
Moyen-Orient, en Amérique latine et en Inde [2]. En
Algérie, la lutte contre I’envenimation scorpionique
fait intervenir plusieurs acteurs a travers un
programme intersectoriel mis en ceuvre au double
plan de la prévention et de la prise en charge
thérapeutique. Un des points forts de la stratégie du
Ministére de la Santé, de la population et de la

2. Efficacité clinique

La prise en charge de 1’envenimation scorpionique
est rarement basée sur des essais cliniques contrdlés

Réforme Hospitaliere (MSPRH) est la surveillance
épidémiologique rigoureuse. Les statistiques de
I’année 2019 font état de 46797 cas de piqures
répartis sur 46 wilayas, dont 39 décés survenus dans
16 wilayas (source; F. Aliane 2020, MSPRH). La
stratégie repose également sur la standardisation de la
prise en charge sur la base d’un consensus
thérapeutiqueaxé essentiellement sur le traitement
symptomatique et la sérothérapie antiscorpionique.

[5]. Une métanalyse des essais réalisés jusque-la sur
les modalités de prise en charge (symptomatique et
sérothérapie) fait ressortir seulement deux étudesqui
satisfont aux critéres généraux des essais cliniques
controlés.Ces essais confirment [’efficacité du
produit Anascorp® ainsi que I’association de la
prazosine a la sérothérapie antiscorpionique dans le
cadre de la prise en charge de I’envenimation. Notons
que cette molécule s’aveére donner d’excellents
résultats dans plusieurs autres études [6].
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Cette problématique des antivenins est liée d’une part
a ’ancienneté de ces produits (nés avant la mise en
place des exigences réglementaires du
développement clinique, et ne disposant pas d’AMM
pour la plupart) et d’autre part, la comparaison d’un
protocole a base d’un sérum antiscorpionique avec
I’évolution naturelle de I’envenimation en 1’absence
de ce seul traitement spécifique est généralement
inadmissible pour des raisons éthiques ou juridiques
[7]. Seuls quelques produits justifient donc
d’arguments  cliniques, mais les protocoles
d’utilisations restent différents, pourtant, les toxines
produisent des effets similaires et les manifestations
cliniques qui en découlent restent identiques malgré
la spécificité des especes en cause.

Le produit Anascorp®, commercialisé depuis 1965, a
été le premier sérum antiscorpionique approuvé par
United States Food and Drug Administration (US-
FDA) en 2011 [8]. Il s’agit de fragments
F(ab"),d’origine équine spécifiques aux scorpions
Centruroides. L'efficacité de ce produit a été évaluée
dans le cadre d'une étude prospective randomisée en
double aveugle et contrblée par placebo, de quatre
études ouvertes, et d’une étude rétrospective au
niveau des FEtats-Unis et au Mexique, ol
I'envenimation scorpionique est courante [9].

Au total, 1.534 patients agés de moins d'un mois a 90
ans ont été traités. Le protocole de prise en charge
préconisait une dose initiale de 3 flacons soit 450
DLsy en perfusion intraveineuse a renouveler par
flacon dose de 150 DLs, dans les 30 a 60 min, en
fonction de I’évolution de I’état du patient, autant de
fois que nécessaire jusqu’a la disparition des
symptdmes. (DLsgy: dose létale médiane ou
quantitéde venin causant la mort de 50 % d'une
population de souris envenimée). Le taux de réussite
(disparition des symptomes) dans I’essai randomisé
était de 100% pour le groupe traité et de 14,3 % pour
le groupe placebo.Dans I'ensemble, 95 a 100 % des
patients ont été soulagés des signes associés a
I'envenimation en moins de quatre heures apres le
début du protocole de traitement. Dans la base de
données de contrble historique, seulement 3,1% des
patients avaient connu un soulagement des
symptdmes dans les 4 heures [8].

Cependant, une étude récente sur ce méme produit
comparant des cas d’envenimations de gravités
différentes selon les groupes, a confirmé 1’efficacité
de ce protocole pour les stades les plus graves et a
mis en exergue 1’intérét d’évaluer, a travers un essai
contr6lé, un monitoring de la dose selon la gravité
des signes cliniques des envenimés (évitant ainsi des

doses initiales aussi élevées pour les cas qui ne le
nécessitent pas) [10].

Le produit Scorpifav®, est un antivenin qui fut
fabriqué en France et utilisé¢ jusqu’en 2017 pour les
militaires francais dans les régions a risque, comme
le Mali [1]. Il ne disposait pas d’autorisation de mise
sur le marché (AMM) et était prescrit sous
autorisations  temporaires  d’utilisation (ATU)
nominatives délivrées sur demande par 1’Agence
Nationale de Sécurité des Médicaments en France
(ANSM), permettant une surveillance accrue de son
utilisation. 1l est composé de fragments F(ab"),
d’origine  équine  spécifiques aux  scorpions
Androctonus
quinquestriatus, et Buthus occitanus mardochei
posologie préconisée pour ce produit était de 10 ml
(neutralisant au moins 50 DLs, par ml pour chaque
valence d’espéce) en perfusion intraveineuse soit une
dose initiale de 500 DLsy, a renouveler selon
I’évolution de 1’état du malade toutes les 4 heures
[11].

L’Ipascorp® (sérum antiscorpionique algérien) a été
mis au point par Dr Etienne Sergent en 1936 au
niveau de I’Institut Pasteur d’Algérie, ce produit est
toujours utilise dans la prise en charge de
I’envenimation scorpionique en Algérie. Il se
présente aujourd’hui sous forme de fragments F(ab'),
spécifiques aux toxines du scorpion Androctonus
australis hector

L’efficacité clinique de ce produit a été évaluée par
Dr Sergent a travers les observations cliniques qui lui
parvenaient de tout le territoire algérien, des
observations qu’il rapportait a son tour en continuité
dans la revue ‘Archives de [IlInstitut Pasteur
d’Algérie’. En effet, durant la période 1936 a
1946,3.089 patients ont été traités par ce sérum, dont
655 cas graves mettant la vie en danger (148 cas de
gravité extrémeparmi les 655 patients). 592 ont été
guéris, soit 90,4% de réussite chez les patients
gravement atteints. Le protocole se basait
essentiellement sur un monitoring selon la gravité des
cas. La quantité administrée pouvait atteindre 120 ml
quelques fois. Plusieurs voies d’administrations ont
été utilisées (sous-cutanée et intraveineuse) [12].
Sergent a pu aussi constater, déja en 1943 a travers
ses observations cliniques, que cette thérapie
commencait & perdre son effet si elle est entreprise
au-dela de la quatriéme heure suivant la piqure [13].

Enfin, D’experience de 1’Arabie Saoudite reste
édifiante ; un essai clinique conduit sur ’antivenin
commercialisé dans le pays avec un nouveau
protocole thérapeutique préconisant une dose de 5 a
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20 ml de sérum, en fonction de 1’état des patients, au
lieu de I’ancienne dose qui était de 0,5 a 1 ml, a
permis de réduire le nombre de déces a 1 seul sur les
2424 patients envenimés scorpioniques présentant
des signes systémiques, qui avaient participé a
I’étude [14]. Alors que ce taux était de 4 a 6,5 % avec
I’ancien protocole thérapeutique selon une étude
financée par le Ministére de la Santé Saoudien [14].

3. Aspects précliniques

L’efficacit¢ de la sérothérapie antivenimeuse
dépend fortement de la dose utilisée, de la voie
d’administration et du temps de latence entre la
piqure et I’administration de ’antivenin [4]. Ainsi,
devant les insuffisances de la recherche clinique sur
la sérothérapie antiscorpionique, beaucoup de
scientifigues se basent sur la capacité de
neutralisation des antivenins sur les souris a I’effet de
définir les doses appropriées nécessaires a la
standardisation des protocoles de prise en charge. Or,
cette capacité de neutralisation renseigne sur
I’évaluation préclinique de I’activité dans le cadre du
controle de la qualité de ces produits [15,16].
Plusieurs facteurs limitent son extrapolation directe a
une dose appropriée pour la prise en charge des
envenimes :

1- D’abord I’essai en lui-méme est un essai in-vivo,
mais ’étape de neutralisation a lieu in vitro, puisqu’a
des doses variables, venins et antivenins sont
mélangés et incubés pendant plusieurs minutes
(jusqu’a 30 min) avant que le mélange ne soit injecté
a la souris a I’effet d’évaluer la toxicité de ce qui n’a
pas été neutralisé et par conséquent pouvoir
quantifier cette capacité totale de neutralisation. Une
démarche tout a fait pertinente pour évaluer I’activité

du produit [16].

Cette phase d’incubation préalable qui place la
neutralisation dans les conditions optimales avant
I’administration est loin de pouvoir étre observée
dans le cas d’une envenimation réelle. Krifi et al.
avaient démontré en 1995 que la simple suppression
de cette étape d’incubation réduisait la capacité de
neutralisation de 78 DLs, a 38 DLs pour le sérum
antiscorpionique spécifique des toxines du venin
d’Androctons australis garzoni{Aug) et de 41 DL,
a 17 DLsy du méme sérum bivalent pour les toxines
du venin de Buthusoccitanus tunetanus (BotEn
d’autres termes plus appropriés, 1’étude a démontré

qu’en cas d’injections séparées et simultanées, la
dose protectrice (PDsp) de I’antivenin (Dose qui
protége 50% des souris envenimées) est deux fois
plus élevée que celle nécessaire lorsque le venin et

I'antivenin sont préincubés et injectés, la totalité des
souris a été protégée par 1,5 PDg [17].

Ce facteur prend toute son importance a partir du
moment ou les propriétés pharmacocinétiques des
toxines de venin de scorpion et des fragments
d’immunoglobulines  utilisés  actuellement sont
totalement différentes. Les toxines du venin de
scorpion, qui ont un faible poids moléculaire (D3 & 7
KDa) diffusent rapidement dans les tissus, alors que
les fragments F(ab'"), des antivenins ont une diffusion
plus lente (poids moléculaire D100 KDa) [4].

2- Le délai d’administration : L’étude précédente
montreaussi que lorsqu'il y a un délai entre
I'administration du venin et de I'antivenin, des doses
plus élevées sont nécessaires pour la neutralisation; 2
et 3,5 PDg dantivenin étaient respectivement
nécessaires pour protéger les souris lorsque le sérum
antiscorpionique était administré a 4 et a 8 min apres
le venin. Pour un délai plus long (12 min), seules
60% des souris envenimées ont pu étre sauvées
malgré I'utilisation d’une dose jusqu'a 5 fois la PDs
de cet antivenin [17].

Une étude similaire, réalisée par Balozet en 1964 sur
le sérum antiscorpionique algérien rapporte les
mémes conclusions ; la dose Iétale médiane (DLsg) du
venin d’Androctonus australis hectordéterminée
avec la méthode utilisée a 1’époque (telsons macérés)
chez la souris était de 57 pg. Elle passe a 109 ug avec
une administration simultanée mais séparée de 0,5 ml
de sérum (0 min), puis a 70 pg aprés I’administration
de I’antivenin a 5 min, a 60 pug a 10 minutes, pour
finir & 57 pg & 15min, soit une activité nulle de cet
antivenin a 15 min [13]. Malheureusement ces deux
études n’ont pas testé des doses d’antivenins encore
plus élevées jusqu’a I’observation d’un plateau
(limitées & 5 DPs, pour la premiére et a une dose fixe
pour la deuxieme).

3- La notion de la DLs, (dose létale médiane) est un
indicateur qui peut varier, et méme fortement parfois,
selon les conditions expérimentales, la méthode
d’extraction du venin, et la région géographique,
I’age et I’alimentation des scorpions [18]. Par
exemple, il est rapporté dans la littérature, que la
DLsy du venin du scorpion Leirus quinquestriatus
varie de 0,23 mg/kg a 6,5 mg/kg [4]. Ceci se traduit
par une variabilité élevée dans la prise en charge.

5. Perspectives futures : des nanobodies
antiscorpioniques

Les principaux inconvénients des antivenins
conventionnels (fragments Fab ou F(ab’)2 ou encore
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IgG totale) sont liés d’une part a une mauvaise
cinétique de diffusion et de distribution de ces
fragments ainsi que leur affinité relativement faible
vers les toxines scorpioniques et d’autres part, a leur
process de production lourd, faisant intervenir
I’animal (cheval, mouton...) en vue de 1’obtention
des anticorps méme a une échelle industrielle [19].

Les nouvelles approches de I’ingénierie des anticorps
ont permis de développer de nouveaux fragments
recombinants, dénués de chaine légére, constitués
d’un seul domaine “single domain antibodies” [19].
Leur site de liaison de I’antigéne est constitué
uniguement du domaine variable de la chaine lourde
de I’anticorps (variable domain of
heavychainantibody, (VHH)) [20]. Naturellement
présents chez les Camélidés, ces VHH appelés
Nanobodies (Nb), ont une taille nanométrique
(D2.5%x3x4 nm) et présentent des caractéristiques
physico-chimiques meilleures au plan de la stabilité,
de la solubilité et une meilleure pénétration des
tissus, par rapport aux fragments d’anticorps
conventionnels. Leur poids moléculaire faible (11 a
15 KDa) leur confere une trés bonne diffusion
tissulaire. De plus, leur structure permet une
production facile par voie recombinante sur des
modéles procaryotes (E. Coli) [20,21]. Le premier
médicament Nb a été approuvé par la FDA en février
2019 (le Caplacizumab indiqué dans le traitement du
purpura thrombotique thrombocytopénique) [22].
Plusieurs Nb anti-toxines de scorpion ont été
développés dans le domaine de 1’envenimation
scorpionique (encore au stade de la recherche), les
essais préliminaires réalisés pour I’heure, semblent
montrer une capacité de neutralisation bien
supérieure a celle des fragments conventionnels [19],
offrant ainsi de meilleures perspectives a la
sérothérapie antiscorpionique future.

Conclusion

Bien que I’intérét de la sérothérapie dans la prise en
charge de I’envenimation scorpionique soit bien
établi, I’efficacité au plan clinique reste soumise a
plusieurs variables dont principalement les doses
administrées.

Cette analyse met le point sur la nécessité de
coordonner un essai clinique multicentrique a ’effet
de standardiser un protocole de prise en charge tenant
compte de la diversité des données disponibles. Dans
tous les cas, le monitoring de ces doses en fonction
de I’état du patient semble inévitable.
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RESUME

La gravité¢ de ’envenimation scorpionique est liée au tropisme cardiaque du venin scorpionique qui va engendrer
une myocardite toxique fulminante sur cceur sain. La prise en charge actuelle repose sur un traitement
symptomatique en plus de I’immunothérapie antiscorpionique. Dans des situations avec atteinte séveére et réfractaire
de la pompe cardiaque une assistance circulatoire extracorporelle avec membrane d’oxygénation (ECMO) peut avoir
une place comme un moyen thérapeutique efficace et performant dans la prise en charge des envenimations
scorpioniques graves dans le cadre d’une stratégie d’assistance cardio-pulmonaire dite : « bridge to recovery » qui
signifie un pont vers la récupération.

MOTS CLES : Envenimation scorpionique, Myocardite fulminante, Myocardite adrénergique, SIRS, ECMO.

ABSTRACT:

The severity of the scorpionic poisoning is linked to the cardiac tropism of the scorpionic venom which will cause
toxic fulminant myocarditis on a healthy heart. Current management is based on symptomatic treatment in addition
to antiscorpionic immunotherapy. In situations with severe and refractory damage to the heart pump, extracorporeal
circulatory assistance with an oxygenation membrane (ECMO) can have a place as an effective and efficient
therapeutic in the management of severe scorpionic envenomations within the Cardiopulmonary supply strategy
known as: "bridge to recovery".

KEYWORDS: Scorpionic poisoning, Fulminant myocarditis, Adrenergic myocarditis, SIRS, ECMO.
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1. Epidémiologie — Clinique

L’Algérie comme d’autres pays d’Afrique du nord est
fortement touchée par I’envenimation scorpionique,
elle représente un probléme de santé publique. On
enregistre plus de 50000 piqures/Année déclarées et
une mortalité autour de 50 décés/ année. Les enfants
de 5-14 ans occupent la premiére place en terme de
mortalité [1].

Le venin scorpionique entraine dans les formes
graves de multiples défaillances d’organes (cceur,
poumon et cerveau) [2-4] mais la principale cause de
mortalité reste le choc cardiogénique réfractaire suite
a une myocardite toxique fulminante. Cette
derniéreest  définie comme  une  réaction
inflammatoire cardiaque diffuse brutale et sévere qui
peut mener au décés par un choc cardiogénique, une
arythmie ventriculaire, ou une défaillance multi-
viscérale [5]. D’autres manifestations peuvent se
voir, notamment des effets sur le systeme nerveux
autonome [4] parasympathique cholinergique (hyper
salivation, sueurs profuses, larmoiement, myosis,
diarrhées, vomissements, bradycardie, hypotension,
hypersécrétion bronchique, priapisme) ou
sympathique adrénergique (tachycardie,
hypertension, agitation).

Les effets cardiovasculairesles plus fréquents
englobent les troubles du rythme cardiaque a type de
tachycardie atriale, extrasystoles ventriculaires,
troubles de la repolarisation, rarement des blocs de
branches [4]. L’insuffisance cardiaque aigue
représente moins de 1% de 1’ensemble des piqires de
scorpion et est la principale cause de mortalité. Cette
proportion est probablement sous-estimée car le
critére de sélection est une décompensation clinique
telle qu’un cedéme aigu du poumon (OAP), ou un
choc cardiogénique avec bas débit. 1l serait
intéressant de faire de maniére systématique une
échographie cardiaque pour déterminer la véritable
proportion des dysfonctions cardiaques.

Des complications neurologiques peuvent également
survenir en rapport avec unestimulation du systéme
nerveux périphérique : activité neuromusculaire
incoordonnée (mouvements anormaux des membres
et des muscles oculomoteurs réalisant un nystagmus,
ainsi que des troubles respiratoires d’origine
centrale).

2. Physiopathologie des envenimations
scorpioniques graves

Le large éventail des manifestations cliniques est
attribué principalement a [l'activation du systeme
nerveux autonome par les toxines scorpioniques
(TS)via des troubles sympathiques et
parasympathiques. En  effet les  a-toxines
(auNaScTxs), qui caractérisent les venins des
scorpions de la faune algérienne et nord-africaine se
lient au site 3 du récepteur sodique sur la surface
extracellulaire du canal et retardent 1’inactivation des
canaux sodiques et déclenchent une tempéte
autonome médiée par les catécholamines. Cette
derniere se  traduit par des phénomenes de
transpiration, salivation, arythmies et troubles
hémodynamiques [6].

L’équipe brésilienne de Lucia Helena Facciola pu
démontrer gréce a des études expérimentales et
cliniques que les cellules de I’immunité innée
exposées au venin scorpionique activent des voies
pro-inflammatoires qui contribuent a I’expression de
symptdmes séveres, comme I’OAP lésionnel et la
défaillance multi-viscérale [7]. Cette nouvelle facette
pathologique de lI'envenimation scorpionique pourrait
expliquer la détérioration clinique de nos patients qui
ne répondent pas a I’immunothérapie
antiscorpionique conventionnelle (neutralisation des
toxines scorpioniques). Elle pourrait également
amorcer de nouvelles pistes thérapeutiques qui
ciblent cette voie pro-inflammatoire.

3. Traitement actuel des envenimations
scorpioniques graves

La prise en charge actuelle des envenimations
scorpioniques graves repose sur I’immunothérapie,
considérée jusqu’a présent comme le seul traitement
spécifique. Tous les patients avec myocardite
fulminante vont avoir besoin d’un support inotrope
(dobutamine, adrénaline) pour maintenir une
perfusion d’organe satisfaisante. Le levosimendan
qui est un sensibilisateur calcique des myofilaments
cardiaques augmente la contractilité (effet inotrope)
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sans augmenter la consommation en oxygene et sans
augmenter le calcium intracellulaire (effet lusitrope)
et par son action sur I’ouverture des canaux K+ il a
un effet vasodilatateurs des muscles lisses
(vasodilatation systémique, coronaire et des artéres
pulmonaires) ce qui va baisser la pré et post charge
cardiaque et augmenter le débit coronaire [2]. Une
seule dose est administrée sur 24 heures, la
concentration efficace est atteinte au bout de 4 heures
et ses métabolites sont actifs et gardent des pics
sériques jusqu'a sept jours [3]. Le levosimendan
pourrait donc avoir un intérét comme support
inotrope pour les envenimations scorpioniques mais
il n’a pas encore été testé. L’utilisation de
Nitroglycérine peut étre nécessaire pour baisser la
précharge et post charge et réduire I’cedéme
pulmonaire [4]. Par ailleurs, les benzodiazépines sont
administrées en cas de convulsions, et I’atropine dans
les bradycardies séveres. Enfin, la prazosin est
utilisée en casd’hypertension artérielle, car elle réduit
les résistances périphériques sans modifier le débit ou
la fréquence cardiaque [4].

4. ECMO (extracorporeal membrane
oxygenation) et envenimation
scorpionique

Le traitement symptomatique (pharmacologique,
support ventilatoire, et optimisation hémodynamique)
est un pilier de la prise en charge des envenimations
scorpioniques auquel on propose d’inclure une
suppléance cceur poumon type ECMO.

L’ECMO veino-artérielle est la technique de
référence de I’assistance cardiaque mécanique. Les
bénéfices attendus sont multiples [8]:

e Rétablissement du transport d’oxygéne normal
chez un patient incapable de 1’assurer par
insuffisance cardiaque aigue.

e  Oxygénation optimale du sang et
décarboxylation efficace dans les situations
d’insuffisance respiratoire aigué.

e  Prévention des complications liées aux
traitements : volo /barotraumatismes
pulmonaires, excés de demande énergétique

cardiaque par surdosage en inotropes, ou
aggravation des défaillances viscérales par
surdosage en vasopresseurs.

e Rétablissement de la normothermie et
optimisation de I’épuration de substances.

L’ECMO utilise un appareillage mobile, constitué
principalement d’une pompe centrifuge avec un
débitmétre, d’un mélangeur de gaz, d’un oxygénateur
a membrane qui assure 1’oxygénation et la
décarboxylation ; et d’une console d’affichage.

L’ECMO a plusieurs impératifs a savoir une
anticoagulation efficace et une prévention des
hémorragies graves avec comme objectifs un TCA 2-
2,5 fois la normale, un TP supérieur a 50%, un taux
de plaquettes supérieur a 150.000g/l, un taux de
Fibrinogeéne supérieur a 2g/dl et d’hémoglobine
supérieur a 12 g/dl. Ces mesures sont prises afin
d’éviter la thrombose du circuit.

Il est actuellement admis que I’ECMO pourrait
occuper une place considérable dans la prise en
charge des envenimations scorpioniques. En effet, le
taux de survie aprés mise en place d’'une ECMO
veino-arterielles dans les états de chocs

cardiogéniques avec une stratégie de suppléance

cardio-pulmonaire dite « bridge to recovery [9]
dans des centres référents est supérieure a 41% toutes
pathologies confondues [10] ; alors que la survie a
court terme pour le sous-groupemyocardites
fulminantes est de 70 % a 80% [11]. Par ailleurs,
quelques expériences positives ont été rapportées
dans la littérature concernant I’atteinte cardiaque
suite a une envenimation scorpionique avec un taux
de survie de 100% [12], ce qui réconforte notre
argumentaire pour 1’utilisation de 'ECMO dans la
prise en charge des envenimations scorpioniques en
Algérie.

Notre expérience locale avec les envenimations
scorpioniques montre que la majorité des déces
surviennent dans les premiers jours  post
envenimation et que la fonction cardiaque s’altére
brutalement dans les premiéres minutes et commence
a se rétablir dans les premieres 72 heures. La non
réponse au traitement symptomatique associé a
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I’'immunothérapie est un critére péjoratif pour nos
patients.

L’ECMO semble trés prometteuse dans ce type de
myocardites fulminantes réfractaires car elle
intervient le plus souvent sur un cceur sain et chez des
patients sans comorbidités. Elle sera probablement
utilisée pour une courte période (moins de trois jours)
ce qui facilitera sa gestion médicale et paramédicale
et réduira aussi le risque de complications liées a
cette technique qui sont principalement des troubles
de la coagulation de type hémorragique ou
thrombotique. Ces complications sont faibles dans les
premiers jours et le risque de décés est de 1 a 3 % par
jour d’ECMO [13].

Conclusion

L’ECMO pourrait révolutionner la prise en charge de
I’envenimation scorpioniquegrave en Algérie comme
outil thérapeutique de sauvetage et dont les
indications précises restent a définir ainsi qu’une
réflexion collective pour son colt, sa disponibilité et
I’organisation des soins avec une telle technologie.
Conflits d’intéreét
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Cher Editeur,

Beaucoup de thérapeutes sahariens se doutent de
I’innocuité de  I’Immunothérapie (IT) anti-
scorpionique et son potentiel allergisant. Souvent,
dans notre pratique quotidienne de prise en charge
des piqures scorpioniqgues on commence par
I’injection intraveineuse d’au moins 200 mg
d’hémisuccinate d’hydrocortisone avant
I’administration de I’IT afin de combattre
I’inflammation ainsi que de prévenir les réactions
allergiques aux protéines de cheval ou des impuretés
chimiques contenues dans les ampoules de IIT.
Malgré les sensibilisations répétées lors des cycles de
formation continue des médecins et infirmiers
sahariensmettant [’accent que durant la tempéte
autonome qui caractérise les stades séveres de
I’envenimation scorpionique, la décharge
adrénergique semble jouer le role de I’antidote de
I’anaphylaxie, d’ou la nécessité de recommandations
écrites dont le but de cette lettre.

1. Allergie immédiate a  PIT

antiscorpionique

Beaucoup d’études cliniques rapportent que dans les
deux heures qui suivent I’injection de I'IT

Date de soumission : 20/06/2020
Date de révision : 03/07/2020
Date d’acceptation : 23/07/2020

antiscorpionique, le  patient présentera  des
démangeaisons, une urticaire, une toux séche, de la
fievre, des nausées, des vomissements, une diarrhée,
une tachycardie et une coliqgue abdominale.
Uneminorité de ces patients peut présenter des
symptomes plus graves, tels que 1’hypotension, un
bronchospasme et un cdéme de Quincke.
Théoriquement, les réactions d’anaphylaxie a 1’anti-
venin sont peu probables dans I1’envenimation
scorpionique (ES) pour les trois raisons suivantes : (i)
Son incidence et sa gravité ont considérablement
diminué depuis que les immunoglobulines G (IgG)
sont fragmentées et purifiées. Néanmoins, une
médiocre purification ou fabrication de I’antivenin
(présence de protéines autres que les anticorps,
conservateurs, agrégats dus a une mauvaise
conservation de I’antivenin, contaminants divers)
peuvent les déclencher; (ii) Les protéines
antivenimeuses de cheval, représentées par les
fragments F(ab)’,, peuvent provoquer une réaction
anaphylactoide mais qui n’est pas aussi immédiate
que I’anaphylaxie de 1’allergie de type 1, car cette
réaction & l'antivenin est principalement de tpe IgE-
indépendante [1]. Elle résulte de I’activation du
systeme du complément par des agrégats d'lgG ou
des fragments de Fc, résiduels durant le processus de
fabrication de 1’antivenin, ou par stimulation directe
des mastocytes ou des basophiles par ces fragments
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d’anticorps [1]. Sur le plan clinique, les tests cutanés
ne sont pas assez fideles pour prédire les réactions
d'hypersensibilitt de type 1 [1]; (iii) L’action
pharmacodynamique de la “Tempéte Autonome”
chez 1’envenimé scorpionique sévere ou la libération
massive des catécholamines endogénes agit comme
une prophylaxie naturelle contre l'anaphylaxie. Ceci
suggere que les signes classiques d’anaphylaxie
constatés suite a 1’injection de I’IT seraient dus aux
mécanismes immunopharmacologiques des toxines-a
plutét qu’a 1’allergie a I’antivenin. Par ailleurs et a
titre préventif, bien que rare, 1’anaphylaxie a
I'antivenin devrait étre différenciée lors de la prise en
charge des cas de piqures scorpioniques en dépit de la
présence de la tempéte autonome.

Dans la prise en charge des piqués scorpioniques, les
thérapeutes évitent souvent la voie intraveineuse
(i.v.) dans I’injection de I'IT par peur de provoquer
des réactions anaphylactiques, de type histaminique
ou complément-dépendant, provoquées par les
protéines de cheval. Ismail M (1994) rapporte dans la
cohorte nationale Saoudienne qu’un petit pourcentage
de patients développait des réactions allergiques non
séveres a I’IT antiscorpionique de type rashs cutanés,
urticaires ou des hypersecrétions bronchiques sans
aucun cas d’anaphylaxierapporté [2]. Amaral et al.
(1994) et Freire-Maia et al. (1994) trouvent une faible
incidence de réactions allergiques immédiates a
I’antivenin dans leurs séries aux Brésil et les
expliquent, en plus de [I’effet protecteur des
catécholamines contre ’anaphylaxie, par le fait que
I’IT antiscorpionique utilisée contient des fragments
F(ab)’, et non pas des fragments Fc [3]. Les
fragments Fc constituent de puissants activateurs du
systtme du complément qui libere les
anaphylatoxines C2b et C3a et induit des réactions
pseudo-allergiques [3].

2. Maladie
antiscorpionique

sérique a PIT

Certain patients développent des réactions retardées
suite a I'administration de I’IT antiscorpionique avec
des signes cliniques ou symptémes typiques de la
maladie sérique; a savoir 1’éruption cutanée, la fiévre,
le malaise, et les polyarthralgies ou la polyarthrite
[4]. La maladie sérique est une réaction
d'hypersensibilité de type 3 médiée par des dépbts de
complexes immuns circulants dans de petits

(All ergies

vaisseaux, ce qui conduit a des lésions dues a un
mécanisme immunopathologique impliquant
Pactivation du systtme du complément, des
polynucléaires  neutrophiles et la  thrombo-
inflammation. L'antivenin représente l'une des
protéines les plus fréquentes et connues pour
provoquer la maladie sérique. Cette derniére peut
aussi résulter de I’action des hapteénes excipients
contenus dans ce médicament.

Aux Etats Unis d’ Amérique, sur 1534 patients traités
avec I'IT antiscorpionique Anascorp©, 34 patients
ont présenté un total de 39 réactions indésirables
graves telles que la détresse respiratoire, hypoxie,
ataxie, pneumonie et gonflement des yeux [5]. Il n’est
pas clair si ces effets indésirables étaient liés a
Anascorp©, a I’envenimation ou a la combinaison
des deux. Seulement huit patients ont été considérés
comme présentant une hypersensibilité de type 3 et
aucun patient n'est décédé ou a interrompu la
participation & I'étude en raison de ces types d'effets
indésirables et le reste étaient des réactions
immédiates dont I’imputabilité n’a pas été établie. Par
ailleurs, LoVecchio F et al. (1999) rapportent que la
maladie sérique par un antivenin artisanal composé
d’immunoglobulines entiéres de caprins spécifique
aux scorpions Centruroidess'est développée chez
61% des 99 patients restants (n=60), avec une durée
moyenne des symptomes de 2,8 jours réversibles sous
corticostéroides et/ou antihistaminiques oraux. Cela
illustre parfaitement le danger que présente le sérum
antivenimeux de mauvaise qualité [4].

Conclusion

Bien que I’allergie immédiate a I’IT soit peu probable
a cause de I’épinéphrine libérée pendant 18 heures
par le systtme nerveux autonome dans les stades
sévéres de I'ES, les efforts en développement
biotechnologique dans le scorpionisme convergent
vers la réduction de I’immunogénicité etde la taille
des biomolécules neutralisant les toxines en utilisant
des techniques de fragmentation, de I’ingénierie
moléculaire et la production des nanobodies.

Conflits d’intérét

Les auteurs ne déclarent aucun conflit d'intérét
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