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Summary: Drugs and plants which antagonise venom or potentiate antivenom.

Dendroaspis jamesoni (Elapidae) and Echis ocellatus (Viperidae) are responsible for most of severe
envenomation in Cameroon. Toxicity of venoms of these two species has been measured using mice
according to the method of Srearman & Kérser, The effect on experimental envenomation of various
drugs (atropine, promethazine, neostigmine, hydrocortisone, pentosane sulfuric polyester, heparin,
tranexamic acid and aminocaproic acid) and plant extracts (Schumanniophyton magnificum, Bidens
pilosa, Securidaca longepedunculata and Garcinia lucida) has been observed associated or not with
the antivenom Ipser Afrique® (SAV). The venom of D. jamesoni contains neurotoxins agonising and
antagonising acetylchaoline. The toxicity of the venom did not depend on the route of injection.
Atropine, promethazine, neostigmine and hydrocortisone protected animals against a venom dose up
to 2 LDsy. Moreover; atropine and promethazine potentiated the SAV. Similar results have been obtai-
ned with extracts from S. magnificum and B. pilosa. The venom of E. ocellatus induces haemorrhage
and necrosis. The toxicity increased by 3-fold when the venom was injected through intravenous or
intraperitoneal route, compared to intramuscular route. Pentosane sulfuric polyester and tranexamic
acid protected mice against doses up to 3 LDsy,. Pentosane sulfuric polyester, hydrocortisone, heparin
and aminocaproic acid increased the SAV protective titre by 50 %. However, tried plant extracts
weakly antagonlsed the venom and did not potentiate the SAV.

Résumé :

Dendroaspis jamesoni (Elapidae) et Echis ocellatus (Viperidae) sont responsables des envenimations
mortelles les plus fréquentes au Cameroun. La toxicité du venin de ces detix espéces a été détermi-
née chez la souris selon la méthode de Spearman & KArser. L'effet sur 'envenimation expérimentale
de diverses substances (atropine, prométhazine, néostigmine, hydrocortisone, polyester sulfurique de
pentosane, héparine, acide tranexamique et acide aminocaproique) et extraits végétaux
(Schumanniophyton magnificum, Bidens pilosa, Securidaca longepedunculata et Garcinia lucida) a été
observé en absence et en présence de sérum antivenimeusx Ipser Afrique® (SAV). Le venin de D. jame-
soni est riche en neurotoxines agonistes et antagonistes de I'acétylcholine. Sa toxicité ne dépend pas
de la voie d'inoculation. l'atropine, la prométhazine, la néostigmine et I'hydrocortisone protégent les
animaux contre une dose de venin égale au double de la DLgy. De plus, I'atropine et la prométhazine
potentialisent le SAV. Des résultats similaires ont été obtenus avec les extraits de S. magnificum et B.
pilosa. A I'opposé, Je venin d’E. ocellatus est hémorragipare et nécrosant. Par voie intraveineuse et
intrapéritonéale, la toxicité du venin est augmentée d’un facteur 3 par rapport & la voie intramuscu-
laire. Le polyester sulfurique de pentosane et 'acide tranexamique protégent les souris contre des
doses égales & 3 DLsp. Le polyester sulfurique de pentosane, I'hydrocortisone, I'héparine et I'acide
aminocaproique augmentent de 50 % le titre protecteur du SAV. En revanche, les extraits de plantes
essayés sont peu antagonistes du venin et ne potentialisent pas le SAV.
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Introduction

endroaspis jamesoni (Elapidae) et Echis ocellatus

(Viperidae) sont responsables des envenimations mor-
telles les plus fréquentes au Cameroun. Ici, comme dans beau-
coup d’autres pays d’Afrique, la sérothérapie antivenimeuse
(SAV) reste l’unique thérapeutique, spécifique, préconisée
lors de I'envenimation ophidienne (1). Certes, des progres
réels ont été réalisés ces derniéres années pour améliorer la qua-
lité du SAV et en optimiser Uefficacité (9). Néanmoins, le cofit
relatiyement élevé de cette sérothérapie rend-le recours i ce trai-
tement, aujourd’hui plus encore, inaccessible|d la majeure
partie sinon a la quasi totalité dela populatxon africaine.

Ce/pendant la flore africaine cst riche en plantes médicinales
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réputées pour leur efficacité contre les morsures de serpents
(5, 7). Bien que les propriétés antivenimeuses réelles de ces
plantes n’aient pas encore été établies avec certitude, leur effi-
cacité supposée ne devrait pas étre négligée. En effet, si leur
utilisation en association avec le SAV pouvait renforcer I’ac-
tion de ce dernier, il pourrait en résulter une réduction sub-
stantielle du cofit de la sérothérapie.

Cest dans ce souct que nous avons cherché a évaluer Pefficacité
du SAV lorsque celui-ci est associé 3 des médicaments comme

" Patropine, la néostigmine, la prométhazine, ’hydrocortisone,

I’héparine, I’héparinate de calcium, I’acide aminocaproique,
Iacide tranexamique ct le polyester sulfurique de pentosane
et Phéparinate de calcium (3, 6, 10), ou 2 des plantes médici-

nales utilisées empiriquement contre les morsures de serpent
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comme Schumanniophyton magnificum (Rubiacés), Bidens
pilosa (Astéracés), Garcinia Incida (Vesques) et Securidaca
longepedunculata (Polygalacés) (5, 7). Le pouvoir protecteur
de ces substances a été évalué sur des souris envenimées par
le venin de Dendroaspis jamesoni (Elapidae) et Echis ocellatns

(Viperidae).

Matériel et méthodes

L e venin de Dendroaspis jamesoni a été fourni gracieusement
par le laboratoire de toxines animales (Latoxan). Pour le
venin d’Echis ocellatus, deux lots de venin ont été utilisés: un
lot que nous avons prélevé sur des ophidiens locaux et un
second lot fourni par Latoxan. Nous avons utilisé le sérum
antivenimeux polyvalent Ipser Africa® (SAV) commercialisé
par Pasteur Mérieux Connaught, France,

La dose létale 50 % (DLsq) de chaque venin a été déterminée
selon la méthode de SPEARMAN & KARBER (8). Les animaux
d’expérience sont des progénitures de 6 semaines de souris
Swiss albinos (Mus musculus) élevées au Centre Pasteur de
Yaoundé. Pesant 20 & 23 grammes, ces souris sont réparties par
lots de 4 et nourries & volonté, En pratique, des doses crois-
santes de venin ont été inoculées par voie intraveineuse cau-
dale 3 5 lots de 4 souris, sous un volume constant de 0,2 ml.
D’observation s’est prolongée 48 heures aprés I'inoculation.
L'étude de influence des voies d’inoculation est menée en
comparant les valeurs des DLsg obtenues sous chacune des
voies d’administration suivantes : intraveineuse (IV), intra-
péritonéale (IP), intramusculaire (IM) et sous-cutanée (SC).
L’étude de l'influence du volume d’inoculation est effectuée
en évaluant les DLsy d’une dose fixe de venin administrée
sous un volume de 0,2 ml, 0,5 ml et 1 ml. Deux voies d’ino-
culation seulement ont été retenues pour cette étude : intra-
veineuse et sous-cutanée.

La dose efficace 50 % (DEg ) du SAV a été déterminée selon
deux méthodes :

- la méthode avec incubation (8) qui consiste & incuber pen-
dant 30 minutes & 37° C un mélange contenant une dose de
venin équivalente 3 3 DLs, et respectivement 10 pl, 20 pl,
40/}11, 80 pl et 160 pl de SAV. Ensuite, 0,2 ml de chaque mélange
est respectivement inoculé i 5 lots de 4 souris par voie IV
caudale ;

- la méthode sans incubation (4) qui consiste 4 inoculer d’em-
blée 2.5 lots de 4 souris une dose de venin équivalente 2
3 DLy, par voie SC pour le venin de Dendroaspis jamesoni
et par voie IP pour le venin d’Echis ocellatus. Immédiatement
aprés ’envenimation ou aprés un délai variable (30 minutes
pour le venin de D. jamesoni et 120 minutes pour celui d’Echis
ocellatus), les souris de chaque lot sont traitées respectivement
avec 10 pl, 20 pl, 40 pl, 80 pl et 160 pl de SAV complété 20,2 ml
de solution saline 9 %o et administré par voie IV caudale.

Daction des médicaments suivants a été érudiée : le sulfate
d’atropine (générique, IDA), la néostigmine (Prostigmine®,
Roche), la prométhazine (Phénergan®, Spécia), hydrocorti-
sone (générique, Biologici Italia), 'héparine (Héparine®,
Choay), ’héparinate de calcium (Calciparine®, Choay), Pacide
aminocaproique (Hémocaprol®, Delagrange), ’acide tra-
nexamique (Exacyl®, Choay) et le polyester sulfurique de
pentosane (Hémoclar®, Clin Midy). Lefficacité des plantes
médicinales suivantes a été testée : Schumanniophyton magni-
ficum (Rubiacés), Bidens pilosa (Astéracés), Garcinia lucida
(Vesques) et Securidaca longepedunculata (Polygalacés).
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Deffet d’une substance sur ’envenimation est évalué en admi-
nistrant 0,2 ml d’une dose thérapeutique de la substance per
os (PO) ou IV, 2 un lot de 8 souris envenimées par 2 ou 3
DLSO-

Léwude des effets de potentialisation du SAV par les substances
médicamenteuses ou végétales a été menée en administrant ces
substances immédiatement aprés I'inoculation SC ou IP des
souris par une dose létale équivalente 2 3 DLs, de venin. Au bout
de 30 minutes pour D. jamesoni et 120 minutes pour E. ocel-
latus, le traitement est renouvelé en associant au mélange conte-
nant les substances, 10 pl, 20 pl, 40 pl, 80 pl et 160 ul de SAV.
Le rapport entre Ja DEsqg du SAV seul, et la DE; déterminée
avec le mélange substance + SAV, permet d’évaluer les effets
potentialisateurs des substances sur le titre protecteur du SAV.

Résultats

Influence des voies d'inoculation
et du volume de ["inoculum

Pour D. jamesoni, nous n’avons pas observé de différence
significative entre les DLsq obtenues selon les diverses voies
d’inoculation ; elles sont identiques en IV et SC (8,41 pg par
souris), de m&me qu’en IM et IP (11,88 pg par souris).
Toutefois, la mort survient rapidement, ce qui nous a conduit
3 limiter 2 30 minutes le délai d’attente avant de procéder i la
mise en route du traitement par les médicaments ou les plantes
médicinales. En revanche, avec le venin d’E. ocellatus, il y aune
différence significative (e=2,20 ; P<0,05) entre la DLsq obser-
vée en IV et IP (11,88 pg par souris pour chacune des deux
voies) et la DLsg en IM et SC (33,49 pg par souris pour les deux
voles). La mort est nettement retardée par rapport  ’enve-
nimation par D. jamesoni et nous avons choisi d’attendre 120
minutes avant le traitement pour nous rapprocher davantage
des conditions naturelles.

Il n’existe aucune différence significative entre les différentes
DLs, mesurées en fonction du volume de 'inoculum pour
une dose identique de venin. Nous avons obtenu le mé&me
résultat avec les deux venins aussi bien en IV qu’en SC.
Toutefois, nous avons noté qu’avec le venin &’E. ocellatus, la
DL, par voie SC montrait une discréte tendance i s’élever
lorsque le volume de I'inoculum augmentait.

Effet des diverses substances sur I'envenimation

Latropine (4 mg-kg-1, IV), la néostigmine (0,125 mg-kg-! IV),
la prométhazine (4 mg'kg1, IV) et Phydrocortisone (50 mgkg1,
1V) sont capables de protéger la totalité des souris enveni-
mées par 2 DLsg de venin de D. jamesoni. En revanche, cette
protection n’est plus observée lorsque la dose de venin ino-
culée atteint 3 DLsgo. Comparativement, les extraits de plantes
semblent peu efficaces pour protéger les animaux aprés une
envenimation par D. jamesoni (tableau I).

Lors de Penvenimation par E. ocellatus, les substances médi-
camenteuses et les extraits de plantes sont capables d’assurer
{a protection totale des animaux éprouvés lorsque la dose est
égale 2 2 DLs,. D’héparine (8Ul/souris, IV), ’héparinate de
calcium (250 Ul/souris, SC), Pacide aminocaproique (100
mgkg, IV), acide tranexamique (1,5 mgkg-1, IV) et I'hy-
drocortisone (1 mg/souris, IV) présentént encore un certain
pouvoir protecteur lorsque les souris sont inoculées avec 3
DLsg. Le polyester sulfurique de pentosane (2 mgkg!, IM)
semble montrer un pouvoir protecteur sensiblement plus
important  cette dose. Les extraits de plantes sont peu efficaces
lorsque la dose létale inoculée est égale 3 3 DLsg (tableau I1).

283



Tableau 1.

Effets des substances médicamenteuses et végétales sur I'envenimation
par D, jamesoni (2 ou 3 DLg, en SC) et potentialisation du titre protecteur du SAV.

substances dose (mg~kg'1) venin  létalite’ DE50* potential
témoin - 2Dlsg 100 % - -
témoin , -, 3Dlgg 100 % 70 -
atropine 2mg {IV) 2Dlgg 100 % - -
atropine 4 mg (V) 2Dlgg 0% - -
atropine 4 mg {IV) 3Dlgg 100% 34 50 %
atropine 8mg (V) 3Dlgg 100 % - -
néostigmine 0,125 mg (IV) 2 DLgg 0% - -
néostigmine 0,250 mg (IV) 3DLsg 100 % 48 - 30%
prométhazine 2mg (IV) 2Dlgg 100 % - -
prométhazine 4mg (IV) 2DLgg 0% - -
prométhazine 4 mg (iV) 3Dlgg 100 % 28 60 %
prométhazine 8mg (IV) 3Dlsg 100 % - -
hydrocortisone 40 mg (IV) 2Dlgg 100 % - -
hydrocortisone 50 mg (V) 2DLgg 0% - -
hydracortisone 50 mg (1v) 3Dlsg 100 % 60 15%
S, magnificum 300 mg (PO} 2Dy 50% - -
S, magnificum 100 mg (iV) 2Dlgg 100 % - -
S. magnificum 200 mg (V) 2Dlsg  50% 24 65 %
B. pilosa 300 mg (PO) 2Dlgy 100 % - -
8. pilosa 100 mg {IV) 2Dlsy  50% 28 60%
8. pilosa 200 mg (IV) 2Dlgg  100% = -
G, lucida 400 mg (PO) 2Dlgy 100 % - -
G. lucida 100 mg {IV) 2Dlgy  100% - -
G. lucida 200 mg (V) 2Dlgp 75 % 60 15 %
S. longepedunculata 300 mg (PQ) 2Dlgg 100 % - -
S. longepedunculata 400 mg (PO) 2Dlgy  100% - -
S. longepedunculata 100 mg (iV) 2Dlgg 100 % - -

S. longepedunculata 200 mg {IV) 2Dlsp 100 % - -

* exprimée en microlitres
Tableau II.

Effets des substances médicamenteuses et végétales sur I'envenimation
par E. ocellatus (3 DLsj en IP) et potentialisation du titre protecteur du SAV.

substances dose (mgkg™l)  letalite DE50* potential
témoin - 100 % 20 -
héparine 8 Ul/souris (IV) 60 % 10 50 %
héparinate de calcium 250 Ul/souris (SC) 75 % 8 60 %
acide aminocaproique 100 mg (IV) 75 % 10 50 %
acide tranexamique 1,5 mg (IV) 50 % 12 40 %
poly. sulf. de pentosane 2 mg (IV) 25% 7 65 %
hydrocortisone 1 mg/souris 75 % 8 60 %
S. magnificum 100 mg (IV) 100 % - -
S. magnificum 200 mg (1v) 50 % 14 30%
B. pilosa 100 mg (IV) 50 % 17 15 %
B. pilosa 200 mg (V) 100 % - -
G. lucida 50 mg (Iv) 100 % - -
G. lucida 100 mg (IV) 100 % - -
G. Jucida 250 mg {IV) 75 % 11 45 %
S. longepedunculata 50 mg (V) 100 % - -
$. longepedunculata 100 mg (IV) 100 % - -
S. longepedunculata 200 mg {Iv) 100 % - -
S. longepedunculata 400 mg (IV) 100 % - -

* exprimée en microlitres

Potentialisation des propriétés du SAV (DEs).

Avecle venin de D, jamesoni, 0,10 ml de SAV neutralise 3 DLgg,
selon la méthode avec incubation ; 0,06 ml de SAV suffit pour’

le méme résultat selon la méthode sans incubation. La DE5j qui
servira de référence aprés 30 minutes d’envenimation a été
fixée arbitrairement & 0,07 ml. Les propriétés protectrices du
SAV sont remarquablement potentialisées par les extraits de
plantes comme Schumanniophyton magnificum 3 200 mg-kg!
ou Bidens pilosa 3 100 mg-kg-1. Ces plantes sont capables
d’abaisser la DE5y du SAV de plus de 50 %. Leur efficacité est
tout A fait comparable i celle de la prométhazine 3 4 mg-kg-
ou de I'atropine 3 4 mg-kg-! (tableau I).

Apres une envenimation par Echis ocellatus, la DE5q du SAV
a été déterminée 3 0,028 ml, selon la méthode avec incubation,
et 2 0,017 ml, selon la méthode sans incubation. La DEsy qui
servira de référence aprés 120 minutes d’envenimation est de
0,020 ml. Les substances médicamenteuses sont également effi-
caces pour potentialiser les propriétés du SAV. Tous les médi-
caments utilisés abaissent la DEsq du SAV de 50 % (tableau II).
Les extraits de plantes présentent un effet potentialisateur du
SAV plus faible que les substances médicamenteuses.
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Discussion

e venin de D. jamesons, I'une des trois espéces célebres sous

le nom de “mamba vert”, est composé de neurotoxines
agissant sur la transmission de U'influx nerveux & quatre
niveaux. Certaines toxines présentent une affinité remarquable
pour les récepteurs cholinergiques post-synaptiques. La neu-
rotoxine- est un compétiteur de I’acétylcholine et provoque
un blocage de la transmission de influx nerveux ; elle se lie
sélectivement au récepteur nicotinique. Les toxines muscari-
niques, trés proches, se fixent sur les récepteurs muscari-
niques. D’autres toxines, appelées dendrotoxines, ont une
activité facilitatrice pré-synaptique et favorisent la libération
de Tacétylcholine dans la fente synaptique. Enfin, les fasci-
culines sont des inhibiteurs de la cholinestérase, ce qui conduit
4 une augmentation de la concentration en acétylcholine dans
la fente synaptique. Les deux derniers types de toxines sont
antagonistes de la neurotoxine-o, ce qui explique en partie
les troubles cliniques complexes observés lors d’une enveni-
mation par Dendroaspis (2). Toutefois, la neurotoxine-o. pré-
sente une toxicité spécifique nettement supérieure  tous les
autres composants du venin de D. jamesoni.
Ni la voie d’inoculation ni le volume de I'inoculum, pour une
dose fixe de venin, ne semblent avoir de conséquence sur la
toxicité du venin de D. jamesoni. Ceci peut s’expliquer, d’une
part, par la remarquable diffusion 4 travers les tissus des neu-
rotoxines, notamment la neurotoxine-o. et, d’autre part, par
la spécificité de cette dernitre pour le récepteur nicotinique de
la membrane post-synaptique.
A doses thérapeutiques, tous les médicaments testés exercent
une protection indiscutable contre le venin de D. jamesoni.
D’inhibition des cholinestérases par la néostigmine permet
d’expliquer I’antagonisme observé, d’ailleurs confirmé clini-
quement (10). L'action des autres médicaments et celle des
plantes médicinales ne peuvent étre expliquées en I’état de nos
études. L’action anticholinergique de Patropine, par exemple,
s’exerce sur des toxines muscariniques du venin de Dendroaspis
dont la toxicité pour le mammifére est faible (6). Quoi qu’il en
soit, la protection observée est limitée puisqu’elle ne s’exerce
plus & partir de 3 DLsq. Associées au SAV, la plupart de ces sub-
stances permettent d’en augmenter notablement I’efficacité,
sans que I’on puisse davantage en expliquer la raison.

A Popposé, le venin &’E. ocellatus, espece voisine &'E. carinatus,
la vipere des pyramides, est inflammatoire, hémorragipare et
nécrosant. Plusieurs enzymes et toxines présentes dans le
venin sont responsables de I’activation de ’hémostase, de celle
du systtme du complément et de la libération de substances
cellulaires entrafnant la réponse inflammatoire, notamment
la douleur et ’cedeme, puis de la nécrose. Chez les espéces du
genre Echis, il semble qu'une enzyme thrombinique spéci-
fique conduise a la formation d’un caillot. La consommation
du fibrinogéne d’une part et, d’autre part, la destruction du
caillot pour diverses raisons (instabilité, hydrolyse enzyma-
tique) se traduisent par un syndrome hémorragique.

Le volume de I'inoculum ne semble pas avoir de conséqlience
significative sur la toxicité du venin de E. ocellatus. Toutefois,
sous un volume de 1 m}, la DLsj est sensiblement plus élevée,
ce qui peut s’interpréter comme une diminution de la toxicité
du venin lorsque sa dilution augmente. Contrairement i ce qui
est observé avec le venin de D. jamesoni, la voie d’inoculation
affecte significativement la DLsg. Il est possible que la diffu-
sion des protéines du venin soit plus lente lorsque celui-ci est
inoculé en SC que lorsqu’il est injecté en IV, 1l est aussi vrai-
semblable que certaines enzymes présentent une affinité peu
sélective et qu’elles se fixent sur les tissus au voisinage de la
morsure; cela pourrait réduire la disponibilité des substances
toxiques du venin ou en retarder I’action. Ainsi, il est pos-
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sible d’assimiler la DLsq par voie intraveineuse et intrapéri-
tonéale, d’une part et, d’autre part, la DLgq en intramusculaire
ou en sous-cutanée.

Les différents médicaments que nous avons essayés ont montré,
3 des degrés divers, une certaine aptitude & protéger les souris
contre Penvenimation par E. ocellatus. Lefficacité du polyester
sulfurique de pentosane s’est révélée nettement supérieure &
celle des autres substances médicamenteuses, devant celle de
'acide tranexamique. On sait que I"héparine, sauf exception,
n’est pas un inhibiteur de ’enzyme thrombinique des venins
de Viperidae. Ceci peut expliquer la faible protection confé-
rée par ’héparine ou son dérivé, ’héparinate de calcium, 2
Pencontre du venin d’E. ocellatus. La potentialisation du pou-
voir protecteur du SAV par les médicaments expérimentés
concorde avec ces résultats. Quant aux plantes médicinales, leur
effet protecteur est réduit et leur effet potentialisateur sur le
SAV relativement décevante.

Conclusion

Les protections les plus efficaces seraient donc surtout assu-
rées par les substances médicamenteuses, en particulier la
prométhazine contre 'envenimation par D. jamesoni, et le
polyester sulfurique de pentosane contre I'envenimation par
E. ocellatus. Toutefois, lors des envenimations par D. jamesoni,
les extraits de S. magnificum et de B. pilosa sont capables de
potentialiser de plus de moitié I'activité du SAV, ordre de gran-
deur tout A fait similaire 3 certains des médicaments testés. Les
plantes médicinales semblent avoir un pouvoir protecteur plus
faible A encontre du venin d’E. ocellatus. Si leur effet poten-
tialisateur sur le SAV apparait faible, G. lucida présente néan-
moins un pouvoir potentialisateur incontestable. Le mode
d’action de ces substances reste pour |’essentiel & expliciter.

Pour autant que ces résultats observés chez la souris soient
transposables 4 ’homme, une exploitation judicieuse de ces

Substances médicamenteuses ou végétales antagonistes du venin
ou potentielisant le sérum antivenimeux.

propriétés trés intéressantes permettrait de réduire sensiblement
le cofit du traitement de I’envenimation par la classique séro-
thérapie, surtout dans le cas d’une envenimation par Elapidae.
Cette sérothérapie peut, en effet, réclamer plusieurs dizaines

de ml de SAV.
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