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Résume

Résumé

Les envenimations des serpents Cerastes cerastes, constituent un grand probléme sur la
santé publique, particuliecrement en régions sahariennes d'Algérie. Le venin des vipéres est
une substance chimique de type protéique avec deux composants essentiels: les toxines et les
enzymes.

Certaines especes des plantes dans notre région possédent des propriétés pharmaceutique
qui conferent un intérét médicinal. Parmi ces plantes: le Matricaria pubescens.

Nous avons réalise ce travail pour connaitre: l'influence du venin des serpents Cerastes
cerastes, sur les lapins d'albinos; et l'effet du Matricaria pubescens sur l'envenimation
ophidienne.

On a fait l'extraction du venin de Cerastes cerastes et les flavonoides de Matricaria
pubescens qu'on injecte aux lapins. Apres I'égorger du lapins, on a fait des analyses
biochimiques et une coupe histologique au niveau des quelques organes: le foie, les poumons,
le cerveau et les reins. Les analyses biochimiques et les coupes histologique indiquent une
variation de glycémie, créatinine, TGP, et TGO et aussi une variation au niveau tissulaire.

Cet ¢étude, montre que les flavonoides de Matricaria pubescens ont un efficacité contre
l'effet du venin sur les paramétres des métabolismes (I'heperglycémie, I'hypocholestérolimie);
mais ces flavonoides n'ont pas un effet sur la coagulation sanguine qui est causé par
'envenimation.

Mots clés: Cerastes cerastes, Matricaria pubescens, venin, flavonoides, extraction.
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Introduction

Introduction

Les vipéres sont des animaux relativement pacifiques qui préferent la fuite qu'a Iattaque.
L’agressivit¢ de la vipére ne se manifeste vis-a-vis de I’homme que lorsqu’elle se sent
menaceée (Mermode, 1970).

Cerastes cerastes est la vipere la plus emblématique des régions sahariennes. C'est un
serpent venimeux potentiellement dangereux pour I'homme (Metnez, 2016).

Les venins de serpents ne sont que I'un des composantes de ce qui se nomme "l'appareil
venimeux". Celui-ci est constitué essentiellement de deux glandes venimeuses produisant le
venin et d'un systéme d'injection composé de dents modifiées en crochets permettant au
serpent de faire pénétrer son venin dans les tissus de sa proie ou de son agresseur (Chippaux
et al., 2006). C’est ce qui explique que les « morsures » Les envenimations dues aux
vipéridés constituent un probléme de santé publique important. Ces envenimations sont
souvent a [Dorigine des complications hématologiques systémiques, coagulation de
sang...(Mion et al., 2010).

Dans la région saharienne, la flore spontanée et les relations entre I’homme et les especes
végétales, méritent une attention particuliere. Certaines de ces plantes possedent des
propriétés pharmacologiques qui leur donnent un intérét médicinal. Les remedes naturels et
surtout les plantes médicinales ont été pendant longtemps le principal, voire I’'unique recours
de la tradition orale pour soigner les pathologies, en méme temps que la matiére premicre
pour la médecine moderne ( Ould El Hadj et al., 2003).

La famille Matricaria est riche en composantes naturelles diverses. On y trouve des
terpénoides, des flavonoides et des alcaloides (Boutaoui, 2012).

Nos ancétres ont utilisé¢ le "Guretoufa" Matricaria pubescens comme traitement a
'envenimations des serpents.

Le but de notre étude est de savoir les effets du venin de Cerastes cerastes sur les
parametres et les perturbations biologiques observées lors des envenimations vipérines, et
aussi pour montrer les propriétés médicinales de la Matricaria pubescens sur cette
envenimation.

La premiére partie est une synthese bibliographique sur l'espéce de Cerastes cerastes et la
composition de leur venin puis les effets qui peuvent apparaitre par l'envenimation sur
l'organisme, aussi sur la plante du Matricaria pubescens et sa compositions phytochimique

ainsi que les effets biologiques des flavonoides.
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La deuxiéme partie c'est la partie pratique ou se fait I'injection du venin de Cerastes
cerastes apres la dilution, et I'injection du l'extrait (les flavonoides) de la plante Matricaria

pubescens aux lapins.









Chapitre 1 Venin du Cerastes cerastes

I.1.1. Vipére a cornes Cerastes cerastes

Parmi les espéces dangereux de serpents en Algérie, la vipeére a cornes Cerasrtes
cerastes. Cette vipere se caractérise par la présence de deux cornes au dessus des yeux d'ou
son appellation «vipere a corne». Elle a une taille maximale de 60 cm. La couleur de fond des
viperes a corne est brune, de grands carrés gris étant dessinés la queue est assez courte , la téte
est triangulaire, le cou est fortement marqué, et les yeux sont en fente (Ringwold, 2001).

La dentition Cérastes cerastes est doté de dents solénoglyphes comme les autres espéces
appartenant a la famille des vipéridés (Brix, 2010), le corps est recouvert de petit écailles
oblongues fortement carénées, qui donnent un aspect trés mat et les muscles transversaux
développés permettant une reptation latérale rapide et un enfouissement particuliérement
efficace (Ulrich, 2009).

I.1.2. Classification

Classe: Reptilia Ordre: Squamata Super famille: Colulroidea  Famille: Viperidae

Genre: Cerastes (Chippaux, 2006).

Figure 1: Vipere a cornes Cerastes cerastes (Photo originale).
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1.1.3. Répartition
Les serpents du Cerastes cerastes localisent dans les régions sablonneuses et surtout les

ergs et s’enfonce laissant uniquement ses yeux a I’extérieur (Chafiq et al., 2011).

Figure 2 : Distribution de la Cerastes cerastes (Chippaux, 2006).
En Algérie, la vipére a cornes est rencontrée dans tout le Sahara (Slavtchev et al., 1969).
I.1.4. Anatomie de la vipere a cornes
1.1.4.1. Appareil Venimeux
L’appareil venimeux est constitu¢ de glandes a venin (uni- ou pluricellulaire) et d’un
appareil vulnérant capable d’injecter son contenu (toxicité parentérale), constitué soit d’un
dispositif a injection (poire a injection, seringue a piston) soit d’un dispositif de pénétration
(aiguille, pointe de harpon, mors, dard, soies) (Chippaux et al., 2006).
1.1.4.2. Appareil inoculateur
L'appareil inoculateur est un dispositif qui ouvre une bréche suffisante dans le tégument
ou le revétement extérieur de la paroi (peau, cuticule, ...etc) pour permettre la passage du
venin, dont l'expulsion est souvent assurée par la contraction d'une couche musculaire
entourant la glande a venin (Chippaux et al., 2006).
1.1.4.3. Glandes venimeuses
Les glandes venimeuses se situent en arricre de la région orbitaire. Il s'agit en fait de
glandes salivaires qui se sont spécifiées. Elles sont compartimentées en lobes et lobules. Au

centre, il se forme un réservoir qui débouche sur un canal excréteur (Goyffon et al., 1994).
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1.1.4.4. Systéme d'injection
On distingue quatre groupes des serpents en fonction de ’anatomie de la denture sont les

aglyphe, les opisthoglyphes, les protéroglyphes, les solénoglyphes (Chippaux et al., 2006).

Aplyphe Opistoglyphe
(sans crochet venimeusx) (crochets venimeux arriéres)
Glande a venin

Crochet venimeux en coupe

Protéroglyphe Solénotoglhyphe
(crochets venimeux antérieurs et fixes) (crochets venimeux antérieurs et mobiles)

Glande a venin

Crochet venimeux en coupe Crochet venimeux en coupe

Figure 3: Denture et appareil venimeux des serpent (Chippaux et al., 2006 ).

Pour les vipéres possédent des crochets a venin sont pointus et creusés d'un canal
tubulaire a I’intérieur, un peu comme 1’aiguille d’une seringue. Ils sont mobiles, se dresser a
la verticale au moment de I'ouverture de la bouche, ce qui autorise leur longueur accrue. Au
repos, ils sont repliés dans leur fourreau et plus ou moins plaqués contre le plafond buccal.
Lors de la morsure, ils sont plongés avec violence dans les chairs de la proie et l'injection de
venin a lieu aussitot. Les crochets sont ensuite retirés libérant la proie dont la mort est déja

programmeée (Christelle, 2006).

Figure 4 : Crochet de Cerastes cerastes (solénoglyphes) (Slavtchev et al., 1969).
I.1.5. Composition et propriétés physico-chimiques des venins de serpents
Le venin de serpent est un liquide jaune ambré ou blanchatre, il est un mélange de
composition complexe, sécrétes pour l'immobilisation et la digestion de la proie. Ils

présentement une viscosité de 1,5 a 2,5 et une densité de 1030 a 1050. Leur PH varie de 5,5 a
5
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7 (Boquet, 1966). L'cau présente 70 a 80 % du poids total du venin. Les molécules organiques
(protéines bio-actives, polypeptide a faible poids moléculaire) constituent 90 a 95 % de son
poids sec (Raaf et al., 1999), et remarquer de certains venins contiennent aussi des ions (Zn,
Ca, Cu ou Co) (Bon, 1991). La complexité¢ du venin de serpent, riche en enzymes et en
toxines (Chippaux, 2006).
I.1.5.1. Enzymes

Les venins des vipéridés sont caractérisés par des grandes concentrations des enzymes
qui sont a l'origine des troubles locorégionaux séveres et des troubles de la coagulation
mettant en jeu le pronostic vital (Chafiq, 1991).

a. Phospholipase A2

Constituent une superfamille des enzymes qui catalysent en présence de calcium
(Hadjamet et al., 2008), hydrolyse la liaison ester en position deux des
glycérophospholipides (Raaf et al., 1999), libérant un acide gras et un lysophospholipide
(Ikram, 2009). Les phospholipases A2 interviennent sur plusieurs systémes physiologiques
en fonction du type de phospholipides hydrolyses, hémostase, transmission neuro-musculaire

et réaction inflammatoire notamment (Chippaux, 2002).

PL-u.e Al

PLase A,

\ CH- :}—cnw

Acide gras

saturé

Figure 5 : Site d'action de la phospholipases A2 ( Mansouri et al., 2013).
b. Protéase
Sont des glycoprotéines mono ou bicaténaires de 20 a 100 KDa qui se lient a leur substrat
grace a une serine (Chippaux, 2002), elle représentent jusqu' a 20% de protéine totale du
venin (Hadjam et al., 2008). Les venins des viperes Cerastes sont riches en protéines de type
thrombine (protéases a sérine) Parmi les sérines protéinases thrombine-like, on peut citer la
cérastocytine issue du venin de Cerastes cerastes (Christelle, 2006). La thrombine, protéase a

sérine glycosylée, joue un rdle central dans I'hémostase (Blomback et al., 1967).
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Les protéases hydrolysent différents substrats naturels (caséine, gélatine, et hémoglobine)
(Labib et al., 1981) et possédent une activité arginine hydrolase et amidase (Laraba et al.,
1992).

c. Hyaluronidases

Cette enzyme est trés fréquente dans la plupart des venins (Chippaux, 2002). L'activité
de hyaluronidase a été révélée au niveau d'une fraction protéique (Raaf et al., 1999), du poids
moléculaire 75 KDa (Hadjam et al., 2008). Elle hydrolyse I'acide hyaluronique ou le sulfate
de chondroitine, qui sont des mucopolysaccharides responsables de la cohésion du tissu
conjonctif (Chippaux, 2002). Ce qui facilite la diffusion du venin dans les tissu sous-cutanés

(Lakhdar, 2001).

Hyaluronidase

D-glucuronic acid CHzOH
COOH o_ OH
O,

COOH

OH MN-Acetyl-D-glucosamine

OH

D-glucuronic acid N-Acetyl-Dglucosamine

Hyaluronic Acid

Figure 6: Structure de Hyaluronidase (Lakhdar, 2001).

d. Acides amino-oxydase

Ce sont des oxydo- reductase de nature glycoprotéique (Raaf et al., 1999). Cette enzyme
provoque la désamination puis l'oxydation des acides aminés qui sont transformés en acide
(X-cétonique) (Chippaux, 2002), de poids moléculaire 135 KDa et un PHi de 4.5 (Hadjam
et al., 2008). La traduction clinique et toxicologique est négligeable ; elle représente moins de
1% de la toxicité totale du venin, ce qui s'explique par la faible concentration de cette enzyme.
Cette enzyme donne sa couleur jaune au venin (Raaf et al., 1999).
1.1.5.2. Toxine

Ce sont des protéines de poids moléculaire variable, généralement assez faible
(Chippaux, 2006), inférieurs a 30 KDa, se fixent sur des récepteurs cellulaires spécifiques le
plus souvent membranaire (Kassogue, 2006), dont elles inhibent ou perturbent Ie
fonctionnement (Goyffon et al., 2006). Le tropisme des toxines peut étre neurologique,

cardio-vasculaire, musculaire ou indifférencie selon la distribution anatomique des récepteurs
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reconnus (Kassogue, 2006). L’effet toxicologique obtenu va étre essentiellement dépendant
de la quantité de toxine inoculée et du nombre de récepteurs ciblés ainsi que d’autres facteurs
comme la constante d’affinité de la toxine pour son récepteur (Quinton, 2006), notamment la
vitesse de diffusion de la toxine, elle méme fortement dépendante de sa taille, et I’affinité de
la toxine pour son récepteur, dont la toxicité. On peut classer les toxines en huit familles
principales en fonction de leur structure et/ou de leur mode d’action les Neurotoxines
postsynaptique, les Myotoxines, les Neurotoxines presynaptiques, (Kassogue, 2006).

I.1.6. Symptomes de I'envenimation du vipére a cornes Cerastes cerastes

1.1.6.1. Envenimation

L'envenimation est représentée par l'ensemble des manifestation locales et générales
induites par la pénétration dans l'organisme d'une substance toxique produite par un animal
venimeux ( Mion et al., 2010).

L’injection du venin se fait sous pression et en profondeur par pénétration hypodermique
des crochets de vipére, lesquels sont creusés des canalicules ou s’écoule le venin. L appareil
venimeux des vipéridés est le systeme d’injection du venin le plus efficace. (Marsh et al.,
2000).

Cette morsure n’est pas toujours synonyme d’inoculation de venin. La glande a venin est
entourée de muscles striés, la vipere posséde donc la faculté de mordre sans injecter son
venin, c’est la morsure blanche ou morsure séche ( Mion et al., 2010).

1.1.6.2. Réponse inflammatoire dans le syndrome vipérin

Le syndrome vipérin se traduit par 1’association des signes locaux tels que douleur,
oedéme, nécrose résultant d’une cascade inflammatoire (Mion et al., 2002).

Les enzymes présentes dans le venin de vipéridé sont fortement hydrolytiques, afin
d’aboutir a la destruction des tissus avec lesquels elles sont en contact (Stoebner et al., 2001).

L’activation de la coagulation entraine I’extravasation secondaire a la destruction des
endothéliums aboutissant a un syndrome cedémateux plus au moins associé¢ a des phlyctenes.
De plus la formation de plasmine par ce phénoméne met en jeu le systéme des kinines
aboutissant a la formation de bradykinine, kinine vasodilatatrice et allogéne amplifiant
I’oedéme. L’activation du complément secondaire a la morsure conduit elle aussi a la
formation de bradykinine et d’histamine entralnant un relachement des fibres lisses
artériolaires ainsi qu’une contraction des veinules efférentes provoquant une stase capillaire et
une extravasation. L’activation des cellules immunocompétentes conduit a la libération des

cytokines proinflammatoires (Chippaux, 1999).



Chapitre 1 Venin du Cerastes cerastes

Pénctration d’un antigéne

o

Activation de 1a Activation du Activation des cellules
coagulation complément — immunocompétentes
4 l l /
Plasmine Histamine Cytokines

[ |

Bradykinine ————— Inflammation aigue «————— Prostaglandines

Protéas T
Venin » Acide arachidonique
Phospholipase A,

Figure 7: Réponse inflammatoire dans le syndrome vipérine (Mion et al., 2000).
1.1.6.3. Troubles de I’hémostase dans le syndrome vipérin
Les protéines qui agissent sur ’hémostase peuvent étre classées en quatre groupes
-Celles qui induisent des troubles de la perméabilité capillaire.
-Celles qui perturbent ’hémostase primaire.
-Celles qui interferent avec la coagulation.
-Celles qui activent la fibrinolyse ( Mion et al., 2010).
a. Action vasculaire
Des métalloprotéases zinc-dépendantes, appelées hémorragies, détruisent les membranes
basales de I’endothélium capillaire (Choumet et al., 2003), et sont responsables du
développement de ’cedéme, des phlycténes, de la nécrose, mais aussi d’hémorragies locales
ou systémiques (Mion al., 2002). Les hémorragies sont également responsables d’une
inhibition plaquettaire, de la dégradation de facteurs de la coagulation et d’une production du
TumorNecrosis Factor-o (TNF-a) (Clemetson et al., 2005).
b. Action plaquettaire
De nombreuses protéines isolées de venins sont capables in vitro d’activer ou d’inhiber
les plaquettes, deux activités qui peuvent coexister dans le méme venin. Le résultante de
I’activation, qui provoque une thrombopénie, et de I’inhibition, qui réduit I’activité des
plaquettes, est un risque hémorragique (White, 2005).
Elles inhibent ’agrégation plaquettaire en bloquant les intégrines des classes Bl et 3,

protéines de liaison au sous-endothélium. C’est une séquence peptidique des désintégrines,
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dite RGD, qui bloque I’interaction entre fibrinogéne et séquence RGDS (Arg-Gly-Asp-Ser)
des récepteurs GPIIb/IIla, exprimés en surface des plaquettes activées par ’ADP ou la
thrombine (Zingali et al., 1991).

Enzymes interférant avec les plaquettes, certaines phospholipases A2 sont capables
d’activer les plaquettes sanguines, tandis que d’autres inhibent 1’agrégation plaquettaire. Les
phospholipases A2 inhibitrices provoquent I’altération du cytosquelette plaquettaire et
I’augmentation de la concentration intracellulaire en AMPc (Chippaux, 2002). Certaines
phospholipases A2 activatrices libérent de I’acide arachidonique, d’autres activent les
plaquettes par un mécanisme distinct. Les activités phospholipasiques ne sont dans I’ensemble
neutralisées que par un sérum spécifique du venin incriminé, ce qui confirme 1’hétérogénéité
des phospholipases provenant d’especes différentes (Detrait, 1989). Les protéases se
répartissent entre sérine-protéases et métalloprotéases. La plupart des sérine-protéases sont
capables de provoquer simultanément I’agrégation et la dégranulation plaquettaire
(Chippaux, 2002). Certaines métalloprotéases, comme catrocollastine et la crovidisine, se
lient au collagéne ou a son récepteur par I'intermédiaire de leur domaine riche en cystéine ou
désintégrine-like et provoquent une inhibition de 1’agrégation plaquettaire. De nombreuses

enzymes thrombine-like entrainent une activation plaquettaire soit en clivant les récepteurs

d’activation plaquettaire, soit en se liant a GPIb (Clemetson, 2005).

wh b

/ 3 \“ Lectine de type C
« Fibrignogénase

Protéases

Phospholipase A2

INHIBITION

L-amino-acido-oxyduse ‘ ACTIVATION +

Figure 8 : Action du venin sur I’hémostase primaire (Mion et al., 2010).
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c. Action sur la coagulation

Les venins ophidiens agissent sur ’ensemble des étapes de la coagulation. Chaque
protéase procoagulante posséde des propriétés analogues a 1’'un des facteurs de la coagulation
dont elle prend la place: c’est le principe de substitution. Lorsque le processus de coagulation
est activé, il persiste jusqu’a épuisement d’un ou plusieurs facteurs de la coagulation
(consommation) et conduit & un syndrome hémorragique di le plus souvent, a une
afibrinogénémie (Mion et al., 2002). La thrombocytine, possede des propriétés plus étendues,
outre le facteur V, elle hydrolyse les facteurs XIII et VIII, la prothrombine, le fibrinogéne et
elle active les plaquettes. Décrites chez la plupart des familles de serpents venimeux, elles
hydrolysent les phospholipides qui jouent réle de support indispensable a différents niveaux
de la coagulation, en particulier la transformation de la prothrombine en
thrombine(Chippaux, 2002). Certaines phospholipases peuvent également entrer en
compétition avec les facteurs de la coagulation (Clemetson et al., 2005). Enzymes thrombine-
like ou thrombiniques, ces sérine-protéases, hydrolysent directement le fibrinogeéne en fibrine
(Mion et al., 2002).

d. Action fibrinolytique

Associées aux hémorragies, les protéines ophidiennes qui activent la fibrinolyse peuvent
étre a l’origine de saignements dramatiques (Braud et al., 2003). Elles stimulent les
activateurs du plasminogéne d’origine tissulaire principalement, notamment l’urokinase,
sérine-protéase qui favorise la libération de plasmine naturelle, dont I’activation permet
I’hydrolyse de la fibrine et du fibrinogeéne. Des enzymes fibrinolytiques isolées dans les
venins de vipéridés sont capables, comme la plasmine, d’hydrolyser directement le
fibrinogeéne et la fibrine (Clemetson, 2005). Certaines d’entre elles ont une action

antiagrégante.
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Figure 9: Action du venin sur la coagulation et la fibrinolyse ( Mion et al., 2010).

I.1.6.4. Signes neurologiques

Les envenimations par le venin des vipéridés donnent rarement des signes neurologiques.
Des symptomes pouvant étre liés a un effet neurotoxique peuvent survenir. Ces signes sont
dus a des phospholipases A2 neurotoxiques présentes dans le venin de certaines viperes (Jose
et al., 2002).

La physiopathologie est liée a des neurotoxines qui se fixent de fagon rapide et
irréversible au niveau de la plaque motrice, les a-neurotoxine, post- synaptiques, coiffent le
récepteur nicotique, bloquant ainsi ’acceés a [’acétylcholine, et entrainant une paralysie
similaire a celle induite par le curare. L’a-bungarotoxine est bien connue des médecins

anesthésistes car il s’agit de I’antagoniste expérimental de référence pour les récepteur

nicotinique de type 2.
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Figure 10: Mécanisme d’action des neurotoxines (Ouahbi, 2013).
Les neurotoxines agissent sur la jonction neuromusculaire et ont donc une action

périphérique. Il s’agit surtout de neurotoxines présynaptiques ou de neurotoxines J3
appartenant a la famille des phospholipases A2. Elles inhibent le recyclage de I’acétylcholine

dans les vésicules synaptiques pouvant aboutir a une paralysie respiratoire (Mion et al.,
2010).
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1.2.1. Histoire du Matricaria (camomille)

Le nom de la plante est issu du grec. Il fait référence au fait que la camomille pousse pres
du sol.

Diverses especes de camomille ont fait I'objet de nombreux usages médicinaux depuis
I'Antiquité. On rapporte que le pharaon Ramses II fut embaumé avec de l'huile essentielle de
camomille romaine. A la suite des Egyptiens, les Grecs et les Romains auraient adopté cette
espéce de camomille dont l'usage s’est répandu en Europe lors de l'expansion de 'Empire
romain. Chez les Anglo-Saxons, la camomille (vraisemblablement la romaine) était
considérée comme 'une des sept plantes sacrées.

La camomille a été utilisée en Egypte ancienne pour traiter la figvre et I’insolation. Au

VI siecle, elle employait, pour soulager I’insomnie, les maux de dos, les rhumatismes et
I’indigestion.

La camomille fait actuellement partie intégrante de la pharmacopée de 26 pays. Elle entre
dans la composition d’'une multitude de préparations pharmaceutiques populaires, surtout en
Europe. Dans le monde plus d’un million de tasses de camomille se boit chaque jour (Abana
et al., 2014).

1.2.2. Systématique de Matricaria pubescens
Reégne : Plantae
Sous-reégne : Tracheobionta (Plantes vasculaires)
Embranchement : Phanerogamae (Phanérogames)
Sous-embranchement : Magnoliophytina (Angiospermes)
Classe : Magnoliopsida (Dicotyledones)
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Asterales
Famille : Asteraceae (Compositae)
Genre : Matricaria
Espece : Matricaria pubescens

»> Noms usuels

Frangais : Camomille

Vernaculaire (Arabe) : Guretoufa , Ouazouaza (Mahdjar, 2013; Zarrour, 2012).
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1.2.3. Répartition géographique

La plupart des matricaires sont trés fréquents dans les régions tempérées d'Europe, d'Asie,
et en Amérique, ainsi que dans le nord et le sud de I'Afrique, et certaines sont naturalisées en
Australie. Matricaria pubescens est largement distribué dans tout le Sahara, il s’agit d’une
espece endémique nord-africaine; Algérie, Maroc, Tunisie, qu'elle pousse en abondance dans
les régions sahariennes. On rencontre particulierement dans tout le Sahara septentrional et
central (Abana et al., 2014).
1.2.4. Description botanique de la plante

Matricaria pubescens est une plante spontanée, c’est une plante a 10-20 cm de haut,

atteignant rarement 40 cm (Makhloufi, 2010).

Figure 11: La plante du Matricaria pubescens (Zarrour, 2012).

Les tiges a nombreuses couchées puis redressées et sous forme de touffes, a couleur vert
foncé minces sont seulement trés légérement. Les feuilles découpées et velues sont d’un vert
sombre, chaque lobe se finissant en un bout blanc, sont légérement charnues et sont entre 10
et 20 mm de long. Involucres a bractées et ayant une marge membraneuse large, les fleurs
sont toutes en tubes, groupées dans hémisphére de coloration jaune, sont groupées en
capitules dont le diameétre est de 5 @ 8 mm. Les fruits sont des akénes avec une petite aigrette
membraneuse pour aider la dispersion. La floraison a lieu au printemps a tout monument
aprés la pluie au Sahara algérien central. 11 est entierement rassemblée fraiche au printemps

(Metrouh et al., 2015).
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I.2.5. Utilisation traditionnel du Matricaria pubescens

Dans une large mesure, I'utilisation de cette plante dans la médecine traditionnelle est trés
variée. Selon le nombre des personnes provenant de différentes parties du désert, elle est
préparé comme une poudre et utilisé intérieurement, et utilisé pour traiter la dysménorrhée les
douleurs des maladies infectieuses et de I'abdomen, et la sécheresse, la dentition, les allergies,
et la morsure des scorpions, et calculs biliaires (Zarrour, 2012). Matricaria pubescens a versé
dans l'oreille recommande pour l'otite et utilise dans le massage avec l'oleum pour le
rhumatisme, la névralgie et sciatique (Benhouhou, 2010). Les tiges écrasées avec les feuilles
sont utilisées comme un filtre pour le beurre de la chévre, donnant un arome agréable au
beurre et aidant pour la conserver. Elle est aussi ajouté a la soupe traditionnelle et donne une
odeur trés agréable a la nourriture, elle peut étre ajoutée au thé (Makhloufi et al., 2012).
1.2.6. Etude phytochimique de Matricaria pubescens

1.2.6.1. Principaux métabolites secondaires

A T’exception des alcaloides, les recherches phytochimiques ont permis de mettre en
¢vidence, dans le genre Matricaria, tous les composés. Ces derniéres, lors des études chimio
systématiques, ont montré une grande variété de métabolites secondaires et des procédés
biosynthétiques différents. Des travaux réalisés sur l'espéce Matricaria pubesens ont permis
d'isoler des métabolites secondaires divers tels que polyphénols, les flavonoides, les
coumarines, ...etc (Mahdjar, 2013).

a. Polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires largement répandues dans le régne
végétal, ces composés sont présents dans toutes les parties des plantes mais avec une
répartition quantitative qui varient entre les différents tissus. Les polyphénols comportant au
moins 8000 composés connus différentes (Collin et al., 2011), la structure des composés
phénoliques naturels varie depuis les molécules simples (acides phénoliques simples) vers les
molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés). Ces composés ont tous en
commun la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques (noyau benzénique) (Figure 13)
auquel portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles, libre ou engagé dans une autre fonction:

éther, ester, hétéroside (Boubekri, 2014; Zeghad, 2009).
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Figure 12: Structures chimiques des principaux polyphénols (Scalbert et al., 2000).

% Classification des polyphénols

Les polyphénols sont classés en différents groupes en fonction du nombre de noyaux

aromatiques qui les composent et des éléments qui les relient. On distingue les phénols

simples (parmi eux les acides phénoliques), les flavonoides, les lignanes et les stilbénes. Aussi

les phénols sont présents naturellement sous forme conjuguée : avec des sucres, des acides

organiques, entre eux. Les polyphénols sont répartit en plusieurs classes (Figure 14)

(Manallah, 2012).
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Dihy droquercetin

Figure 13: Classification des polyphénols avec exemples pour chaque classe. (Boros

et al., 2010).

» Les phénols simples (C6): un seul noyau phénol comme pour les acides phénoliques

(C6-C1).
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» Les flavonoides (C6-C3-C6): 2 noyaux aromatiques reliés par un hétérocycle
oxygéné.

Les stilbénes (C6—C2—-C6).

Les lignanes, les lignines et les coumestanes: 2 unités de phénylpropane.

Autres phytoestrogeénes

Les saponines (triterpenoides)

Les phytostérols et les phytostanols (Collin et al., 2011).

 V V V VYV V

Flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont des
pigments quasiment universels des végétaux ,et qui sont la partie responsables de la coloration
des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Lenoir, 2011). Les flavonoides (Figure 15) sont
formés d'un squelette a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), correspondant a la structure du
diphénylpropane, les trois carbones servant de jonction entre les deux noyaux benzéniques

notés A et B forment généralement un hétérocycle oxygéné C (Collin et al., 2011).

Figure 14: Structure générale des flavonoides (Zeghouane, 2014).

On distingue différentes structures des flavonoides parmi lesquels se trouvent : les
flavones, les flavonols, les flavanones, les flavanonols, les flavanes, les flavan-3-oles, les
flavylium, les chalcones, les aurones, les isoflavones, les isoflavonols, les isoflavanes, les
ptérocarpanes, les coumaronochromones, les 3-arylcoumarines, les coumestanes, les

roténoides (Muanda, 2010).
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Figure 15: Structure chimique des quelques flavonoides (Scalbert et al., 2000).

e Propriétés biologiques des flavonoides

Les flavonoides ont suscité l'intérét scientifique depuis plusieurs décennies. D'abord a
cause de leur importance dans la physiologie des plantes et de leurs roles dans la
pigmentation, mais aussi parce qu'ils sont impliqués dans la croissance et la reproduction des
plantes. Ils ont également pour fonction de protéger ces derni¢res contre les pathogenes
d'origine virale ou bactérienne, les prédateurs comme les insectes. Les flavonoides, en
particulier, sont impliqués chez les plantes dans le transport d'électrons lors de la
photosyntheése, et ils jouent un réle de protection contre les effets néfastes des rayons
ultraviolets en agissant comme antioxydant. Les flavonoides empéchant de créer des
dommages cellulaires. En effet, ils sont capables d'inactiver et de stabiliser les radicaux libres
grace a leur groupement hydroxyle fortement réactif. Ils inhibent aussi 'oxydation des LDL et
peuvent prévenir l'athérosclérose et diminuer les risques de maladies cardiovasculaires
(Zarrour, 2012).

Les flavonoides seraient impliqués dans la prévention des cancers, ajoutés au régime de
divers animaux de laboratoire, ils limitent le développement de tumeurs induites
expérimentalement par exposition a des agents carcinogenes. Ils sont actifs contre de
nombreux cancers (colon, estomac, foie, sein, prostate, poumon, peau, vessie, etc.) a tous les
stades de la cancérogencse (Petti et al., 2009), aussi les flavonoides sont des inhibiteurs

enzymatiques a 1I’égard de 1’aldose réductase, de la phospholipase A2 (Bentabet, 2008).

Parmi les propriétés biologique essentielle des flavonoides sont:
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% Effets antioxydant

Un antioxydant peut étre défini comme étant un principe oxydable qui introduit dans le
cycle de I'auto-oxydation, en détourne le cours et en neutralise les effets tant qu'il existe. Les
antioxydants biologiques étant considérer comme les composés qui protégent le systéme
biologique contre les dommages ou les réactions li€s a une oxydation excessive (Zga, 2010).

Les flavonoides en agissant comme antioxydant, ils expriment les propriétés anti-
oxydantes par; le piégeage direct des especes réactives de I’oxygene (ERO), la suppression de
la formation des ERO par I'inhibition de quelques enzymes ou par chélation des ions
métalliques, impliqués dans leur production, et la protection des systemes de défense
antioxydants de I’organisme ((Manallah, 2012; Metrouh-Amir et al., 2015).

La propriété antioxydante des flavonoides et leur capacité a piéger les radicaux libres :
radicaux hydroxyles (OH*), anions superoxydes (02.—) et radicaux peroxylipidiques, selon la

réaction suivante (Bentabet, 2008).

Flavonoide (OH) + R. » flavonoide (O.) + RH

% Effets anti inflammatoires

Une inflammation est une réaction de défense immunitaire non spécifique, qui se
manifeste par une rougeur, un gonflement, une sensation de chaleur, une douleur (Henrotin
et al., 2001).

De nombreuses ¢études semblent indiquer que les flavonoides posseédent des propriétés
anti inflammatoires et qu'ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéme
immunitaire par inhibition de l'activité des enzymes (la cyclooxygénase et la lipo-oxygénase)
qui peuvent étre responsables des inflammations, ils peuvent aussi moduler 1'adhésion des
monocytes durant l'inflammation, en inhibant l'expression des médiateurs inflammatoires
(Gonzalez-Gallego et al., 2007) d'autres flavonoides sont capables d'inhiber I'histamine (Kim

et al., 2004).
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Partie 11 Materiel et methodes

I1. Matériels et méthodes

Dans ce volet, nous allons voir le matériel biologique, et les méthodes utilisées dans
laboratoire concernant la plante et le vipére, suivi par les coupes histologiques et en fin
l'exploitation des résultats par les différentes analyses.
I1.1. Matériels biologiques

I1.1.1. Plante

La plante étudiée (Matricaria pubescens) a été récolté au début du mois de mars au mois
de mai 2015, dans la zone de Taleb El Arbi, cette zone situe au Nord -Est de la wilaya d'El-
Oued.

Les différents organes du matériel végétal ont été séchés a 'ombre et & I’abri de

I’humidité a une température ambiante pendants quelques jours.

Figure 16: Photo représente la plante étudié¢e (Matricaria pubescens).
I1.1.2. Venin

Dans notre étude, nous avons extrait le venin des trois individus des serpents de Cerastes
cerastes, les serpents étudies ont été colletés, matinées, a la fin du mois de septembre et au

début du mois d'octobre, dans la région du souf exactement dans la commune de Regueba.
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I1.1.3. Lapins
L'étude a été réalisée sur 10 lapins Albinos de sexe mal, fournis par l'institut de Pasteur a

Alger, leur poids varie entre 1,5 Kg a2 Kg.

Figure 17: Photo présente les lapins albinos.
On divise nos lapins en trois lot, le premier lot est le témoin (deux lapins), le deuxieéme
lot a été injecté par le venin (quatre lapins) et le troisieme a été injecté par le venin et apres
par l'extrait de la plante (quatre lapins).

I1.2. Réactifs
Dans notre étude, les kit des réactif que nous avons utilis€ pour faire l'analyse

biochimique sont synthétisés par BIOMAGHREB.
I1.3. Méthodes d’extraction
I1.3.1. Méthode d’extraction des flavonoides

L’extraction des flavonoides a été réalisée par la méthode décrite par Bekkara et al.,
1998. Le solvant que nous avons employé pour le partage liquide-liquide est 1’acétate
d’éthyle.

On prend 200 g de la plante Matricaria pubescens qu'on met dans deux erlenemeyer qui
contiennent 1000 ml de méthanol, pendant 24 h pour faire la macération et (on refait cet
¢tape trois fois), aprés filtration par papier de filtre, les solutions méthanoliques sont
évaporées sous pression réduite dans un évaporateur rotatif type Rotavapor R.210/215 sous

pression réduite a 60°C.
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Y

Figure 18: Photo représente I'étape de la macération et la filtration.
Les résidus secs obtenus de la plante étudiée, sont mélangées avec 100 ml d’acétate

d’éthyle et le méme volume d’eau distillée dans une ampoule a décanter.

Figure 19: Photo représentant la séparation de phase liquide-liquide.

Apres agitation et décantation des deux phases, la phase d’acétate d’éthyle est récupérée
et la phase aqueuse est a nouveau mélangée avec 100 ml d’acétate d’éthyle. phase d’acétate
d’éthyle est récupérée, additionnée a la précédente et séchée par un évaporateur rotatif
(Rotavapor R.210/215) sous pression réduite a 60°C. Le résidu sec est pesé pour calculer le

rendement des flavonoide de cette plante étudiée.
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Figure 20: Photo représente le phase de séchage par I’évaporateur rotatif (Rotavapor
R.210/215).

On prend quelques millilitres d'eau physiologique qu'on ajoute aux résidus secs et qu'on

le conserve a une température de 4°C.
I1.3.2. Méthodes d’extraction du venin

L'extraction du venin se fait manuellement a la main, on presse sur la téte et sur la queue
de serpent pour stimuler l'extraction du venin; cette opération est faite par Monsieur
Makkaoui Maamer, au laboratoire de la faculté des sciences de la nature et de la vie a

I'université d'Echahid Hamma Lakdhar, au mois de novembre 2015.

Figure 21: Photo représente la méthode de I'extraction du venin.
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On a obtenu 38ul de venin. Apres on fait la dilution du venin a 1/100 pl et on le conserve

a4°C.

Figure 22: Photo représente la quantité du venin extraite.
I1.4. Injection du venin et des flavonoides
Les doses de l'injection sont préparées selon le protocole de Laraba et al., 2009, on
injecte 25 pg du venin pour 20 g du poids du lapin, et pour l'extrait de la plante on injecte
100ul pour 200 g du poids du lapin. L'injection est sous cutané. Pour le premier groupe qui est
le témoin, on n'injecte rien, pour le deuxiéme groupe, nous avons injecté le venin selon l'ordre

des lapins et on a attendu 24 heurs pour faire les égorger.

v

Figure 23: Photo représente 1'injection du venin et flavonoides.
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Nous avons injecté aussi au dernier groupe des lapins le venin, aprés 30 min on a injecté
l'extrait de la plante (flavonoide) et on attendu 24 heures, pour égorger des lapins , pour faire

les analyses biochimique et les coupes histologique.

Figure 24: Photo représente I'¢gorgement des lapins.

I1.5. Réalisation des coupes histologiques

Apres avoir égorger des lapins, les organes vitaux (foie, reins, cerveau, poumons, muscle)
ont été, lavées dans I’eau physiologique, et conserves dans le formol 36% .
I1.5.1. Etapes de coupe histologie

a. Fixation

Pour la conservation des structures et le durcissement des pieces. Elle doit se faire par
immersion du matériel dans un grand volume de liquide fixateur. Les liquides fixateurs les
plus utilisés sont le formol. La durée de la fixation varie selon le volume des prélévements .

b. Inclusion

Pour permettre la réalisation des coupes fines et réguliéres. Le milieu d'inclusion le plus
utilisé est la paraffine, le prélevement doit d'abord subir une déshydratation (par immersion
dans des bains d'alcool de degré croissant puis dans des bains de toluéne) avant d'étre coulé
dans un moule contenant de la paraffine fondue par chauffage et devenue liquide, qui infiltre
alors toute la piece. Apreés refroidissement, on se trouve d'un bloc de paraffine, dur, a
l'intérieur du quel la piéce prélevée est incluse.

c. Coupes

Le coupage du bloc de paraffine sont faites avec un microtome permettant de réaliser des
tranches de section (coupes) de 2 a 5 um d'épaisseur. Les coupes sont recueillies sur des lames

de verre.

26



Partie 11 Materiel et methodes

Figure 25: Photo représente I'appareil de microtome.

d. Colorations

Les coupes doivent d'abord subir une réhydratation. Celle-ci est effectuée apres
déparaffinage des coupes (par la chaleur et des bains de toluéne) en immergeant les lames
dans des bains d'alcool de degré décroissant puis dans l'eau distillée. Les colorations les plus
utilisées: 'Hématoxyline-Eosine (H.E.)

e. Montage

Apres avoir subi une déshydratation (par bains d'alcool de degré croissant puis bains de
toluéne), les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle avec une résine synthétique
dont l'indice de réfraction est voisin de celui du verre. On dispose alors d'une « préparation
microscopique » préte a étre observée au MO.
I1.6. Prélévement sanguines

Apres le prélévement, on observe que le sang a été coagulée mais on a essay¢ de faire les
bilans biologiques possibles:
Glycémie, Créatinine, Transaminases(TGO/TGP), Urée, Cholestérol, Triglycérides,
Fibrinogene, Temps de Cephaline—Kaolin ou Céphaline active (TCK), Taux de
prothromfgtbine (TP).
I1.6.1. Méthode de dosage de la Glycémie

v Principe

La glycémie est dosée selon la méthode de (Trinder et al., 1969), La détermination
enzymatique du glucose est selon les réactions suivantes:

Glucose + O,+ H,O  Glucose oxydase . Acide gluconique + H,O
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2H,0,+ Phénol+ 4- Amino-antipyrine Peroxvdase: Quinoneimine rose +4H,0
v' Réactifs

Réactif 1 Tampon Tris pH=7 100 mmol/1
Solution tampon phénol 0,3 mmol/1
Réactif 2 Glucose oxydase 10 000 U/ L
Enzymes Peroxydase 1000 U/L
Amino-4-antipyrine 2,6 mmol/l
Réactif 3 Glucose 100 mg/dl
Standard 1g/l
5,56 mmol/l

v" Mode opératoire

Longueurdonde :....................... 505 nm (490-550)
Température :..........coceveeeiniininn. 37°C (20-25°C)
CUuVe foiii i 1 cm d’épaisseur
Blanc Standard Echantillon
Réactif de travail Iml Iml Iml
Standard -- 10ul --
Echantillon -- -- 10ul

Ajuster le zéro du spectrophotométre sur le blanc réactif.
On mélanger selon le tableau ci-dessus. En suite, on peut lire les DO apres une incubation de

10 minutes a 37°C ou 30 mn a 20-25 °C la coloration est stable durant 30 minutes.

D.O Echantillon
v' Calcul: Glucose = Xn
D.O Standard

n=1g/l
11.6.2. Méthode de dosage des Triglycérides
v Principe

Les triglycérides sont déterminés selon la méthode de (Fossati, 1982) , qui est basée sur

les réactions suivantes :
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Triglycérides  Lipoprotéine lipase  Glycérol + Acides gras

Glycérol + ATP GlycéroKinase, glycérol-3-P + ADP

Glycérol-3-Phosphate + O, Glycérol-3-Phosphate oxydas H,O, + Dihydroxyacétone-P

H,0; +amino-4-antipyrine +chloro -4-phénol ~ Péroxydase Quinone rose +H,O
>

v' Réactifs

Réactif 1 Tampon Pipes pH7.2 50 mmol/l
Solution tampon Chloro-4-Phenol 2 mmol/l
Réactif 2 Lipoprotéine lipase 150000U/1
Glycérokinase 800U/1
Glycérol 3-P-Oxydase 4000U/1
Amino-4-antipyrine 0.7 mmol/1
ATP 0.3 mmol/l
Réactif 3 Standard glycérol 200 mg/dl
standard ( en trioléine) 2 ¢/l

2.28 mmol/l

v Echantillons
Sérum , plasma recueilli sur héparine.

v" Mode opératoire

Longueurdonde ..............ooeiiiiiiiiiinnn.. 505nm (490-510)
Température..........cooovviiiiiiiiiiiiiiene., 37°C
CUVE i Icm d'épaisseur

Ajuster le zéro du spectrophotomeétre sur le blanc réactif.
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Blanc Standard Echantillon
Standard -- 10pl -
Echantillon
-- -- 10 pl
Réactif de travail
1 ml 1m 1ml

Me¢langer et lire les densités optiques apres une incubation de 5 min . a 37 °C ou de 10

min a 20-25°C . La coloration est stable aprés 30 minutes .

. ;- D.O Echantillon
v Calcul Triglycérides = Xn
D.O Standard

n =200 Mg/dl
n= 2 g/l
n= 2.28 Mmol/l

11.6.3. Méthode de dosage du Cholestérol
v Principe
Le cholestérol est mesuré aprés hydrolyse enzymatique puis oxydation selon la méthode

de (Fasce, 1982), L'indicateur quinone- imine est formé a partir du peroxydase d'hydrogéne et
du amino 4 antipyrine en présence de phénol et de peroxydase.
Détermination enzymatique selon les réactions suivantes :

Cholestérol estérific + H20 _Cholestérol estérasg ~ Cholestérol + Acides gras

Cholesterol + O2  Cholesterol oxydase: Cholestene-4-one-3 + H202

H202 + Acide hydroxybenzoique + 4-aminoantipyrine Peroxydase Quinone imine rose.

La quantité de quinoneimine formée est proprotionnelle a la concentration de cholestérol
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v" Réactifs

Réactif 1 Pipes pH6.9 90 mmol/1
Solution tampon Phénol 26 mmol/l
Réactif 2 Cholestérol oxydase 300U/1
Peroxydase 1250U/1
Cholestérol esterase 300U/1
Amino-4-antipyrine 0.4 mmol/1
Réactif 3 200 mg/dl
standard 2g/1
5.17 mmol/l
v' Préparation et stabilité
Dissoudre le contenu d'un flacon de R2 avec un flacon de tampon R1.
Le réactif de travail est stable : 1 mois a 20-25°C et 4 mois a 2-8°C.
v Echantillons Sérum plasma recueilli sur héparine.
v" Mode opératoire
Longueurd'onde ...........coooiiiiiiiiiiiiii, 505nm (490-510)
Temperature. .........oooeiiiiiiiiii i 37°C
CUVE i lem d'épaisseur

Ajuster le zéro du spectrophotomeétre sur le blanc réactif.

Blanc Standard Echantillon
Standard -- 10ul --
Echantillon -- -- 10 pl
Réactif de travail I ml I m Iml

M¢élanger et lire les densités optiques apres une incubation de 5 min . a 37 °C.

La coloration est stable 30 minutes .

D.O Echantillon
D.O Standard

v' Calcul Cholestérol =

n= 200 Mg/dl
n=2 g/l
n=5.17 Mmol/l
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I1.5.4. Méthode de dosage de I'Urée
v Principe
L'urée est dosée en cinétique selon la méthode de (Berthelot, 1859), par la réaction

suivante:

Urée +H,O Uréase  2NH3+ CO,

Les ions ammonium, en présence de salicylate et d'hypochlorite de sodium réagissent en
formant un composé de couleur verte (Dicarboxylindophenol) dont l'intensité est
proportionnelle a la concentration en urée.

v' Réactifs

Réactif Tampon
Réactif 2 EDTA 2 mmol/l
Salicylate de sodium 60 mmol/l
Nitroprussiate de sodium 32 mmol/l
Uréase 30000U/1
Phosphate pH 6.7 60 mmol/l
Réactif 3 Etalon urée 0.50 g/1
8.325 mmol/l
Réactif 4 Hypochlorite de sodium 40 mmol/1
10 x [ ] Hydroxyde de sodium 150 mmol/1
v Echantillons
Sérum , plasma recueilli sur héparine.
Urine diluée au 1/50 avec de I'eau distillée.
v" Mode opératoire
Longueur d'onde ..........c.cooeiiiiiiiiiiiiiin 590nm (578 Hg)
Temperature.........c.ovvviviiiiiii i 25-30-37°C
CUVE e lem d'épaisseur

Ajuster le zéro du spectrophotometre sur le blanc réactif.
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Blanc Standard Echantillon
Standard -- 10ul --
Echantillon -- -- 10 pl
Réactif de travail A I ml I m Iml

Mélanger , incuber 5 min . a 37 °C ou 10 min a 20-25°C.
Ajouter ensuite.

Réactif 4 1 ml 1 ml 1 ml

Mélanger , incuber 5 min . a 37 °C ou 10 min a 20-25°C .
Lire contre le blanc .

Stabilité de la coloration 2 heures a 1'abri de la lumiére

, D.O Echantillon
v Caleul: Urée = Xn
D.O Standard

0.50 g/1
8.325Mmol/l
I1.6.5. Méthode de dosage de la Créatinine

n

n

v Principe
La créatinine forme en milieu alcalin un complexe coloré¢ avec l'acide picrique. La vitesse
de formation de ce complexe est proportionnelle a la concentration de créatinine selon la
méthode de ( Larsen et al., 1972).
v' Réactifs

Réactif 1 Hydroxyde de sodium 1.6 mol/l
Réactif 2 Acide picrique 17.5 mmol/l
Réactif 3 Créatnine 2 mg/dl
Standard 20mg/1
176.8 umol/l

v Echantillons
Sérum, plasma recueilli sur héparine.

Urine diluée au 1/20 dans I'eau distillée ( tenir compte de la dilution pour le calcul).
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v" Mode opératoire

Longueurd'onde ...........ccooiiiiiiiiiiiiii, 492nm (490-510)
Tempeérature........c.ovvviviiiiiii i 25-30-37°C
CUVE i lem d'épaisseur

Ajuster le zéro du spectrophotometre sur 1'air ou I'eau distillée.

Standard Echantillon
Standard 100 pl --
Echantillon -- 100 pl
Réactif de travail Iml Iml
Me¢langer et lire les densités optiques DO1lapres 30 sec .
Lire ensuite DO2 exactement 1 minute apres.

v Calcul
Calculer A DO =DO2 — DO1 pour le standard et les échantillons.
A D.O Echantillon

Créatinine = Xn
A D.O Standard

n=20 Mg/l
11.6.6. Mesure de I’activité de I’Alanine aminotransférase
v Principe
La mesure de I’activité de TGP est selon La méthode de (Bergmeyer et al., 1976), la
détermination cinétique de l'activité Alanine amino transférase selon les réaction suivants :

2-oxoglutarate + L-Alanine TGP  Glutamate + Pyruvate

+ +
+
Pyruvate + NADH+H™ LDH_ = Lactate + NAD
Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a
l'activité alanine transferase dans I'échntillon.
TGP: transaminase Glutamate pyruvate.

LDH: lactate Déshydrogénase.
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Mateériel et méthodes
v Réactifs
Réactifl Tampon Tris PH 7.5 430 C 100mmol/1
Solution Tampon Alanine 500mmol/1
Réactif2 NAD 0.18mmol/l
substrat LDH 1200U/1
Oxoglutarate 15mmol/1
v Echantillon
Sérum ou plasma héparine sans hémolyse.
v" Mode opératoire
Longueur d'onde ..........coeviiiiiiiiiiiii, 340nm
Temperature.........c.ovvviviiiiii e 25-30-37°C

......................................................... lem d'épaisseur
Ajuster le zéro du spectrophotometre sur 1'air ou I'eau distillée.

lution de travail Iml 3ml
Pré incuber a la température choisie (25,30 ou 37°C)
Echantillon 100 pl 300 ul

Mélanger et incuber 1 minute . Mesurer la diminution de la densité optique par

minute pendant 1 a 3 minutes.

v Calcul
A 340 nm ADO/min x 1750 = UI/L
11.6.7. Mesure de I’activité de I’ Aspartate aminotransférase

v Principe

La mesure de I’activit¢ de TGO est selon La méthode de (Bergmeyer et al., 1976) , la
Détermination cinétique de 'activité Aspartat amino transférase selon les réaction suivants :
2-oxoglutarate + L-Aspartat TGO, Glutamate + Oxaloacetate
Oxalocetate + NADH+ H™ MDH Malate + NAD"
e

v" Calcul
A 340 nm ADO/min x 1750 = UI/L
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11.6.8. Méthode de dosage du Fibrinogéne
v Principe
En présence d’un excés de thrombine, le temps de coagulation d’un plasma préalablement
dilué est inversement proportionnel a la quantité de fibrinogéne plasmatique.

v' Réactifs

Réactif 1 Thrombine bovine
Thrombine

Réactif 2 Tampon veronal pH = 7,35
Diluents

v Echantillon : Sérum ou plasma héparine sans hémolyse.
v" Mode d'opératoire
Diluer le plasma au 1/10 dans le tampon R2. Cette dilution permet d’obtenir
habituellement un temps de coagulation compris entre 8 et 25 secondes. (fibrinémie comprise
entre 1,5 et 4 g/l).
Si le temps de coagulation est inférieur a 8 secondes répéter test sur une dilution au 1/20
ou éventuellement au 1/30. le Dans ces derniers cas le résultat obtenu sera multiplié par 2 ou 3
respectivement.
Si le temps est supérieur a 25 secondes refaire le test sur une dilution au 1/5 ou
éventuellement au 1/2. Dans ces derniers cas les résultats obtenus sont divisés par 2 ou 5

respectivement.

Dans la cuve de I’appareil distribuer

Plasma dilué 100ul
Incuberl min a 37°C
R1 non incubé 50ul

Noter le temps de coagulation

Faire une double détermination par dosage

v Calcul
Le taux de fibrinogene est obtenu en multipliant le résultat trouvé sur le tableau

10—(9htex) , .
par: ———— * Hte = Hématocrite
9—(9hte)
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11.6.9. Mesure de Temps de Céphaline active (Cephaline — Kaolin)
v Principe
La Céphaline, extrait de lipides cérébraux, utilisée comme substitut des facteurs
plaquettaires, permet de mesurer globalement les déficits en facteurs plasmatiques de la
thromboplastino-formation endogene. Le Kaolin est employé comme activateur des facteurs
de la phase contact.
v Réactifs
Céphaline Kaolin: Reprendre le flacon par 3 ml d’eau distillée. Laisser 15 minutes a la
température ambiante (20-25°C). Agiter fréquemment avant toute utilisation. Chlorure de

Calcium 0,025 M, prét a ’emploi.

v Echantillon: Sérum ou plasma héparine sans hémolyse.
v" Mode opératoire
Toute détermination doit étre faite en double Dans un tube placé au bain marie a 37°C

mettre successivement.

Plasma du malade ou plasma témoin 0,1 ml
Céphaline-Kaolin 0,1 ml
Apres incubation de 3 mn, ajouter en

déclanchant simultanément le chronométre.

Ca CI2 0.025 M pré-incubé a 37°C 0,1 ml

Noter le temps de coagulation.

11.6.10. Méthode de mesure le taux de prothrombine (TP)
v Principe
Le taux de prothrombine est la transformation d'un temps de coagulation (temps de

Quick) en pourcentage. Le temps de Quick est réalisé en mettant en présence un plasma
citraté (donc anticoagulé par chélation des ions calcium) avec un réactif : la thromboplastine
calcique, qui joue le role d'activateur tissulaire de la coagulation. Le plasma coagule et le
temps obtenu s'appelle le temps de Quick. On réalise les temps de Quick pour des plasmas
témoins que l'on dit avoir un taux de prothrombine (TP) a 100 % et les temps de Quick pour
des plasmas dilués (TP a 50 % et 25 %). On obtient ainsi une droite qui permet ensuite de
transformer chaque TQ en TP.

v" Calcul

Il est calculé comme suit INR = (M) ISI
TQTémion
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Avec :

o TQ patient : le temps de Quick mesuré pour le plasma du patient a tester .

e TQ moin : le temps de Quick témoins (TP =100 %) .

e ISI: l'indice de sensibilité international spécifique du réactif thromboplastine utilisé.

e INR : rapport international normalisé.
I1.7. Analyses statistiques

L’analyse statistique est effectuée en utilisant le logiciel statistique informatis¢é EXEL
2007 et MiniTab13Fr. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart type. Apres
analyse de la variance, la comparaison des moyennes entre les témoins, les lapins dont on a
injecté le venin et les lapins dont on injecté le venin et les flavonoides, est réalisée par le
test « t » de Student; les différences sont significative a * P < 0.05; trés significative a **
P<0.01; hautement significative a*** P < 0.001 et non significative a P> 0.05, pour donner les

résultats pour les différents parametres.
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I11.1. Résultats
I11.1.1. Extraction de flavonoides
La plante Matricaria pubescens ont été soumise a une macération dans un mélange hydro-

alcoolique chaud; aprés évaporation de I’alcool, une extraction liquide- liquide est faite pour la
phase aqueuse avec ’acétate d’éthyle, aprés I’évaporation a sec, les extraits obtenus ont été
conservés au réfrigérateur.

Tableau 1: Représente la couleurs et le rendements des flavonoides.

L' extraits Couleur de I'extrait Rendement (%)

Acétate d’éthyle jaune 11

I11.1.2. Effet du venin et des flavonoides sur les métabolismes des lapins
I11.1.2.1. Glycémie

(g/D

-

Glvcémie

0 - T T T

ETémoin ®Venin et flavonoides m Venin

Figure 26 : Effet du venin et des flavonoides sur la glycémie.
A partir la figure 28 on remarque qu’il y a augmentation hautement significative (P < 0.001)

de glycémie, chez les lapins qui sont injectés par le venin par rapport aux témoins; et une
augmentation significative (P <0.05) chez les lapins qui sont injectés par le venin et flavonoides
par apport aux témoin.

Aussi il y a une diminution hautement significative (P <0.001) de glycémie, chez les lapins
qui sont injectés par le venin et l'extrait de la plante (flavonoides) par rapport aux lapins qui sont

injectés par le venin.
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111.1.2.2. Cholestérol total
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Figure 27 : Effet du venin et des flavonoides sur le cholestérol.

On observe qu'il y a une diminution hautement significative (P < 0.001) de cholestérol total,
chez les lapins qui sont injectés par le venin par rapport aux témoins; méme observation chez les
lapins qui sont injecté par le venin et flavonoides, par apport aux témoins (fig. 29).

Pour les lapins qui sont injectés par le venin et l'extrait de la plante (flavonoides), il y a une
augmentation hautement significative (P < 0.001) de cholestérol total, par rapport aux lapins qui
sont injectés par le venin.
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Figure 28: Effet du venin et des flavonoide sur la triglycéride.
L'analyse de triglycéride (figure 30) montre qu'il y a une diminution hautement significative

(P<0.001), chez les lapins qui sont injectés par le venin par rapport aux témoins; et aussi une
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diminution hautement significative (P <0.001) chez les lapins qui sont injectés, par le venin et les
flavonoides par apport aux témoins.

Aussi montre qu'il n a une diminution trés signification (P< 0.01) de triglycéride chez les
lapins qui sont injecté par le venin et l'extrait de la plante (flavonoides), par rapport aux lapins
qui sont injecté par le venin.

I11.1.2.4. Activité de TGP
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Figure 29: Effet du venin et des flavonoides sur l'activité de TGP.

On observe qu'il y a un augmentation de hautement significative (P < 0.001) de l'activité de
TGP, chez les lapins qui sont injectés par le venin par rapport aux témoins; et il n y a pas de
signification (P> 0.05) chez les lapins qui sont injectés par le venin et flavonoides, par apport
aux témoins.

Mais on observe une diminution hautement significative a ( P< 0.001) de TGP pour les
lapins qui sont injectés par le venin et I'extrait de la plante (flavonoides), par rapport les lapins

qui sont injectés par le venin.
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II1.1.2.5. Activité de TGO
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Figure 30: Effet du venin et des flavonoides sur l'activité¢ de TGO.

On observe qu'il y a une augmentation hautement significative (P < 0.001) de l'activité de
TGO, chez les lapins qui sont injectés par le venin par rapport les témoins; et il n y a pas de
signification (P> 0.05) de TGO chez les lapins qui sont injectés par le venin et flavonoides, par
apport aux témoins (fig. 32).

Mais il y a une diminution hautement significative (P < 0.001) de l'activit¢ de TGO, pour
les lapins qui sont injectés par le venin et l'extrait de la plante (flavonoides), par rapport les
lapins qui sont injectés par le venin.

II1.1.2.6. Urée
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Figure 31: Effet du venin et des flavonoides sur l'urée.
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Il y a un augmentation significative (P < 0.05) d'urée, chez les lapins qui sont injectés par le
venin par rapport aux témoins; et pas de signification (P>0.05) d'urée chez les lapins qui sont
injectés par le venin et flavonoides, par apport aux témoins.

Aussi il y a une diminution trés significative (P < 0.01) pour les lapins qui sont injectés par
le venin et l'extrait de la plante (flavonoides), par rapport les lapins qui sont injectés par le venin
(fig. 33).

I11.1.2.7. Créatinine
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Figure 32: Effet du venin et des flavonoides sur la créatinine.

D'aprés le résultat il y a une diminution significative (P < 0.05) de créatinine, chez les lapins
qui sont injectés par le venin par rapport aux témoins; et une augmentation significative (P<0.05)
chez les lapins qui sont injectés par le venin et flavonoides, par apport aux témoins.

Le résultat montre aussi une augmentation significative (P<0.05) de créatinine pour les
lapins qui sont injectés par le venin et I'extrait de la plante (flavonoides), par rapport les lapins

qui sont injectés par le venin (fig. 34).
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I11.1.2.8. Fibrinogeéne
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Figure 33: Effet du venin et des flavonoide sur la fibrinogene.

Le résultat montre une augmentation significative (P < 0.05) de la fibrinogene, chez les

lapins qui sont injectés par le venin par rapport aux témoins; et montre qu'il n y a pas de

signification chez les lapins qui sont injectés par le venin et flavonoides, par apport aux témoins.

Mais une diminution significative (P<0.05) d'urée pour les lapins qui sont injectés par le

venin et I'extrait de la plante (flavonoides) par rapport les lapins qui sont injectés par le venin.

I11.1.2.9. Temps de Céphaline -Kaolin (TCK)
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Figure 34: Effet du venin et des flavonoide sur le temps de Céphaline — Kaolin.

Il n'y a pas de signification (P > 0.05) dans le Temps de Céphaline — Kaolin, chez les lapins

qui sont injectés par le venin par rapport aux témoins; et aussi pas de signification de TCK chez

les lapins qui sont injectés par le venin et flavonoides, par apport aux témoins.
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Mais pour les lapins qui sont injectés par le venin et l'extrait de la plante (flavonoides), il y a
une diminution significative (P < 0.05) dans le Temps de Céphaline — Kaolin, par rapport les
lapins qui sont injectés par le venin (fig. 36).

I11.1.2.10. Taux de prothrombine (TP)
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Figure 35: Effet du venin et des flavonoide sur le taux de prothrombine (TP).

Le résultat dans la figure 37 montre qu'il n'y a pas de signification (P > 0.05) pour le taux
de prothrombine, chez les lapins qui sont injectés par le venin par rapport aux témoins; et
pour les lapins qui sont injectés par le venin et flavonoides, par apport aux témoins.

Méme aussi pour les lapins qui sont injectés par le venin et l'extrait de la plante

(flavonoides), pas de signification de TP par rapport aux lapins qui sont injectés par le venin.
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I11.1.3. Résultat des coupes histologiques
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Figure 36: Coupe histologique dans le foie (T: Témoin V: Injecter par le venin V/F: Injecter par
le venin et flavonoides).

A partir l'observation des coupes histologique du foie de lapin témoin T permis de constater
une structure normal, mais chez le foie du lapin qui injecte par le venin nous observons une
modification dégénérative, des Iésion tissulaire, et des dilatations sinusoide . pour le coupe
histologique du lapin qui est traité par l'extrait de la Matricaria pubscens on observe une Iésion

cellulaire.

Figure 37: Coupe histologique dans les riens (T: Témoin V: Injecter par le venin V/F: Injecter

par le venin et flavonoides).
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L'observation de coupe histologique du rien du lapin témoin montre une structure normal,
par contre le coupe histologique du rien de lapin qui est injecté par le venin, montre une nécrose

et une dilatations glomérulaire; pour le coupe histologique du rien de lapin qui est traité par

l'extrait de la plante, nous observons un cytolyse des cellulaire.
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Figure 38: Coupe histologique dans les poumons (T: Témoin V: Injecter par le venin V/F:
Injecter par le venin et flavonoides).
Le coupe histologique du poumon de lapin témoin montre une structure normal, mais
l'observation du coupe histologique du poumon de lapin qui est injecté par le venin présente un
grandissement des alvéoles du poumon, par contre les alvéoles du poumon de lapin qui est traité

par les flavonoides sont contractés.
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Figure 39: Coupe histologique dans les muscles (T: Témoin V: Injecter par le venin V/F:

Injecter par le venin et flavonoides).

A partir l'observation de coupe histologique de muscle du lapin témoin, montre un
architecteur normale c'est-a-dire la présence des noyaux et des fibres musculaire. Pour le muscle
du lapin qui est injecté par le venin, nous avons observés la présence des fibres dissociées; aussi
pour le muscle du lapin qui est traité par les flavonoides on observe une destruction au niveau les

fibres du muscle.
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Figure 40: Coupe histologique dans le cerveau (T: Témoin V: Injecter par le venin V/F: Injecter
par le venin et flavonoides).

L'observation de coupe histologique du cerveau du lapin témoin, montre une structure
normal par la conservation de l'architecteur cellulaire, et des vaisseaux normaux ; mais la coupe
histologique du cerveau du lapin qui est injecté par le venin présente des halo- clair prévasculaire
autour les vaisseaux. Pour le cerveau du lapin qui est traité par les flavonoides, nous avons

observons l'absence des halo- clair.
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I11.2. Discussion

Le but de notre étude est de montrer les effets du venin sur les perturbations biologiques
observées lors des envenimations viperines, les signes cliniques et biologiques de la gravité des
morsures, et aussi pour montrer les propriétés médicinal de la Matricaria pubescens sur
I'envenimation. Pour cela nous avons fait l'extraction des flavonoides de la plante (Matricaria
pubescens) a partir le méthanol, nous avons trouvé que le rendement des flavonoides est 11%,
cette résultat présente une quantit¢ moyenne des flavonoides dans Matricaria pubescens
(Djellouli et al., 2013).

Pour montrer l'effet du venin de Cerastes cerastes sur l'organisme, on a injecté le venin dans
les lapins et nous avons fait des analyses sur quelques paramétres biochimiques.

Apres I’égorgement des lapins, on observe que le sang était coagulé parce que le venin agit
sur les facteurs de coagulation et sur les plaquettes. Les venins des viperes Cerastes cerastes sont
riches en protéines de type thrombine (protéases a sérine). Ces protéines agissent sur la cascade
de la coagulation sanguine et sur le fonctionnement plaquettaire (Marrakchi et al., 1998).

Le réseau de fibrine s’organise sous I’action d’une enzyme, la thrombine, son activation qui
déclenche la cascade de réactions enzymatiques permettant la coagulation du sang (Marrakchi
et al., 1998).

L’adhésion des plaquettes, ou thrombocytes, entre elles et a ’endothélium vasculaire est
provoquée par une 1ésion de ce dernier. Une fois agrégées, les plaquettes libérent leurs granules
qui contiennent des facteurs vasoconstricteurs et des agents renforcant I’adhésion cellulaire donc
I’agrégation plaquettaire (Kassogue, 2006).

Dans notre étude, il y a une hyperglycémie chez tous les lapins injecter par le venin par
apport aux lapins témoin, le venin de Cerastes cerastes détériorer les métabolismes de pancréas
et du foie, ce changement est accompagné par des variations de concentration de 1’insuline et du
glucagon plasmatiques. Selon Al Jammaz (2002), le venin du serpent provoque hyperglycémie
chez les animaux expérimental. Cette augmentation peut étre du au :

L'effet de venin sur les hormones glycémiantes, soit par modification structurelle des
hormones (inactive) (Jaen, 2001); soit par l'influence sur les cellules pancréatique responsable
de la sécrétion des hormones, le venin attaque les cellules B et a du pancréas. Donc le venin
provoque des problémes métabolique. Aussi le venin attaque les récepteurs de l'insuline Gut2 et
Gut4 qui permette de I'entre de glycose dans les tissus musculaire et hépatiques, par la fixation

sur les récepteurs, ou par la dégradation .
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Dans notre travail, nous constatons que la concentration des lipides (cholestérol et
triglycéride) est diminuer chez les lapins injecter par le venin par apport aux lapins témoin. Donc
le venin influe sur des métabolismes des lipides. Ces résultats peuvent étre dus au:

En cas d'insuffisance pancréatique cause a l'effet du venin, l'absorption intestinale est trés
diminuée, les cellules intestinale empéchent 1'assemblage des chylomicrons ou leur excrétion,
dans ce cas, l'intestin gréle est chargé de lipides qu'il ne peut excréter dans 1'organisme.

Dans le foie, le venin provoque l'insuffisance hépatocellulaire entraine donc une baisse
importante du cholestérol. L'hypocholestérolémie est aggravée par la synthése des hormones
dérivées, peu diminuées malgré la malabsorption, et par l'utilisation de l'acétyl CoA a la synthése
d'autres substrats. La baisse du cholestérol est-elle cause un risque direct pourrait étre li¢ a une
baisse des défenses immunitaires. L'hypotriglycéridémie se manifeste par des troubles
neurologiques, et une malabsorption digestive des lipides.

Les résultants de notre étude montre que le hypocréatinine et 'augmentation de l'urée dans le
sang chez les lapins injecter par le venin par rapport les témoins; le venin du Cerastes cerastes
attaque la fonction des reins. L’atteinte rénale la plus fréquente est I’insuffisance rénale
fonctionnelle, se manifestant par une oligo-anurie transitoire avec augmentation de 1’urée et de la
créatinine sanguine (Harris et al., 1976). Le venin peut avoir une toxicité directe sur la
membrane basale glomérulaire (Sipritya et al., 1980).

Les résultats obtenu dans notre travail montre, qu'il n'y a pas de signification aux niveau des
parametres de coagulation (TCK, TP) sur les lapins injecté par le venin par rapport aux témoins;
mais il y a un augmentation significative a fibrinogene, chez les lapins injecté par le venin par
rapport aux témoins. La cérastocytine du Cerastes cerastes se lie en présence de fibrinogeéne, sur
un site distinct de celui reconnu par la thrombinet. Les L-amino-acido-oxydases provoquent la
désamination, puis I’oxydation des acides aminés en acides o-cétoniques avec production
d’ammonium et de peroxyde d’hydrogéne (H»O,) qui inhibe la liaison entre le récepteur
GPIIb/IIa et le fibrinogéne (Zingali et al., 1991). Cette opération augmente le fibrinogéne dans
le sang.

Pour le TGO et TGP, on observe qu'il y a une augmentation hautement significative de
l'activité de TGO et TGP, chez les lapins injecter par le venin par rapport les témoins, on peut
expliquer ces résultats, que le venin peut agir sur les cellules hépatique et les cellules rénales par
des éclatements (dégradation) la membrane cellulaire ce qui provoque la sécrétion de la
quantité des enzymes TGO et TGP augmente dans le sang.

Pour les coupes histologiques des poumon, cceur et cerveau, le venins du serpent Cerastes

cerastes contiennent cytotoxines. La principale propriété des cytotoxines est de provoquer la lyse
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des membranes cellulaires. L’hypothése actuelle est la formation du complexe entre les
cytotoxines et certains phospholipides. La présence du complexe dans la couche superficielle de
la membrane cellulaire induit une fragilisation de la membrane par le mécanisme encore
inconnu. Toutefois, ’augmentation de volume de la cellule qui se gorge d’eau semble liée a une
perturbation des échanges ioniques de part et d’autre de la membrane, ce qui permet de supposer
que les cytotoxines agissent au niveau des canaux ioniques, sodium notamment. Les cytotoxines
dépolarisent la membrane cytoplasmique (Kassogue, 2006).

Dans notre étude les troubles de la fonction rénale a type d’oligo-anurie, nous pensons que
cette insuffisance rénale était due a ’action directe du venin. les 1ésions rénal sont probablement
dues a I’activité enzymatique des protéases et des phospholipases A2 du venin qui agissent au
niveau des cellules épithéliales du tubule proximal. conduisant a leur destruction compléte
(Christelle, 2006).

Le coupe histologique de muscle, montre des fibres dissociées puisque le venin de serpent
Cerastes cerastes est responsable d’une nécrose musculaire due a la fonction phospholipasique
des neurotoxines-b et les protéases provoque une destruction des fibres musculaires striées
(Naciri, 2012).

Apres l'injection du venin et l'extrait de la plante de Matricaria pubescens chez les lapins,
pour voire les propriétés médicinal des flavonoides nous avons fait un bilans biologique des
quelques parameétres.

L'analyse du glycémie montre qu'il y a une diminution dans le taux du glucose dans le sang
des lapins injecter par le venin et flavonoides, par rapport les lapins injecter par le venin; puisque
I’activit¢ des flavonoides qui agissent en effet améliorant la sensibilité des cellules de
I’organisme a I’insuline (Ndomou et al., 2014), donc a un effet positif sur I’insulinosécrétion des
cellules B (Kebieche et al., 2011); mais cette propriété pas trés efficace a la présence du venin
par ce que la glycémie reste augmente par apport la glycémie des témoins. Aussi dans cette
résultat qu'on a obtenus, présente une diminution au niveau du triglycérides et de cholestérol
total lapins injecter par le venin et flavonoides, par rapport les lapins injecter par le venin et aux
témoins. Cette diminution référer a l'activité antioxydant des flavonoides, puisqu'ils inhibent
l'oxydation de LDL et limite les lipides sanguine en général (Boubekri, 2014), méme
I’amélioration de I’insulinosécrétion a partir les flavonoides restaurer le stock en triglycérides
(Zidi, 2010).

Nous avons trouvé un abaissement au niveau des enzymes TGP et TGO pour les lapins qui
sont traités par l'extrait de la plante, par rapport les lapins injecter par le venin et aux témoins;

dans se cas on peut dire qu'il y a une lésion des cellules hépatique et nous avons confirmé a
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travers I’¢tude histologique, I’observation des coupes (figure 38) met en évidence des lésions
hépatiques, donc on peut dire que l'extrait de la plante (les flavonoides), pas un efficacité contre
les toxines qui sont des composés du venin de Cerastes cerastes qu'ils induit la lyse.

On observe une diminution hautement significative dans l'urée des lapins injecter par le
venin et l'extrait de la plante, par apport les lapins injecter par le venin. En revanche, on
remarque une augmentation significative dans la créatinine des lapins injecter par le venin et les
flavonoides, par apport les lapins injecter par le venin. Ces deux parameétres sont des marqueurs
significatifs de la fonction rénale, et I’¢1évation de la concentration de ces deux parameétres est a
relier au dysfonctionnement rénal (Zidi, 2010), résulte a 1ésion des cellules rénal et le coupe
histologique présente une détériorations au niveau les cellules rénale (figure 39), qui sont fait a
partir les composés enzymatiques et toxiques du venin.

Pour les facteurs du coagulation, notre résultat montre qu'il y a une augmentation au niveau
du TP, et de fibrinogéne chez les lapins injecter par le venin et flavonoides par apport les lapins
injecter par le venin. Cette résultat n'indique pas l'effet des flavonoides sur les facteurs du
coagulation, a partir Munad (2010), qui dit les flavonoides favorisent la relaxation vasculaire et
empéchent 'agglutinement des plaquettes sanguines. Par conséquent, ils réduisent la coagulation
du sang et le rendent plus fluide. Mais on trouve une diminution significative au niveau du TCK
chez les lapins injecter par le venin et l'extrait de la plante par apport les lapins injecter par le
venin, donc cet extraits n’exercent pas une activité anticoagulante importante pour les deux voies

de coagulation (Tlili, 2015).
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Conclusion

L’envenimation ophidienne est un sérieux probleme de santé dans le monde entier. Les
especes qu'on trouve le plus en Algérie sont: Cerastes vipera et Cerastes cerastes.

Les morsures de ces derni€res sont trés graves voire méme mortelles, elles entrainent des
hémorragies, des oedémes et des myonécrose. La toxicité du venin des vipéridés est difficile a
corréler avec les diverses activités enzymatiques de leurs composés.

L’envenimation est ’ensemble des manifestations locales et générales, induites par
I’absorption d’une substance venimeuse dans 1’organisme. Nos ancétres ont utilisé des
plantes spontanées comme des traitements contre les envenimations, parmi ces plantes
utilisées dans la pharmacopée traditionnelle saharienne, la Matricaria pubescens, qui est une
plante spontanée qui pousse dans la région d' El-oued.

L'extraction du venin de Cerastes cerastes et les flavonoides de Matricaria pubescens,
qu'on injecte aux les lapins. Aprés avoir égorger les lapins, nous passons aux analyses
biochimiques et nous avons fait des coupes histologiques des quelques organes. Nous avons
obtenu les résultats suivant:

Hyperglycémie, augmentation de TGP, TGO, I'hypocholestérolémie,
I'hypotriglycéridémie, et hypocréatinine, hyprefibrinogénémie, mais il y a pas de variation au
niveau de TP, et TCK. et une distribution au niveau tissulaire , le foie, les poumons, le
cerveau, les reins et les muscles.

D'aprés notre étude, on peut dire que les flavonoides de Matricaria pubescens ont un effet
positif contre l'effet du venin sur les paramétres des métabolismes biologiques
(I'heperglycémie, I'hypocholestérolimie). Mais ces flavonoides n'ont pas un effet sur la
coagulation sanguine, qui se fait a cause de I'envenimation.

L'extraction du venin des serpents a posé un grand probléme pour les membres du groupe.

Dans le futur, faire une autre étude pour préciser l'origine de ces effets au niveau
cellulaire et moléculaire, aussi pour déterminer le type de flavonoide le plus efficace contre

I'effet du venin.
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