Action des venins sur la coagulation sanguine:
diagnostic des syndromes hémorragiques.
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Summary: Action of venoms on blood coagulation and diagnosis of bleeding.

Venoms from Viperidae, Crotalidae, some Australian Elapidae and few Colubridae are a mixture of
enzymes which impact on blood coagulation in several ways. These proteins can be classified as hae

morragins which induce disorders of the capillary permeability, disintegrins and related proteins
which disturb the clotting time while acting on plate adhesion, and proteases which cleave peptides.
Venoms contain molecules directed against several targets of the coagulation system. The same
molecule may present different activities. Components of snake venoms are used in diagnostic coa

gulation tests, fundamental research and as drugs against infectious agents, cancer or haematolo

gical disorders. The structural differences between proteins from snake venoms and natural coagu

lation factors and the target diversity of the venom components explain why it remains illusory to
treat bleedings when acting just at symptom level. Conversely, antivenom, whose components are
directed against the venom proteins, is the only aetiological therapy effective against snake enve -
nomations.

Résumé :

Les venins des Vipéridés, Crotalidés, certaines espéces d’Elapidés australiens et quelques Colubridés
sont une mixture d’enzymes qui ont sur la coagulation une action multifactorielle. Ces protéines
peuvent étre classées en hémorragines qui induisent des troubles de la perméabilité capillaire, désin -
tégrines et protéines apparentées qui perturbent I’'hémostase primaire en agissant sur I'adhésion
plaguettaire et protéases qui clivent les liaisons peptidiques. Les venins sont dirigés contre plusieurs
cibles du systéme hémostatique. La méme molécule peut porter des activités différentes. Les consti -
tuants des venins de serpents sont utilisés dans des tests d’hémostase, dans la recherche fonda -
mentale et ont également des utilisations potentielles en tant qu’agents anti-infectieux, anticancé

reux ou antithrombotiques. Les différences structurales entre protéines ophidiennes et facteurs
naturels de I’'hémostase et la multiplicité des cibles des constituants d’'un méme venin expliquent
qu’il reste illusoire d’espérer contrecarrer un syndrome hémorragique en agissant sur une seule
étape de I’'hémostase. C’est en ce sens que I’antivenin, dont les composants sont dirigés contre I'en -
semble des protéines ophidiennes du venin concerné, reste la seule thérapeutique logique et sur -
tout efficace des envenimations ophidiennes.
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disseminated intravascular coagulation
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Introduction Venins responsables de troubles de
Les venins de serpents sont constitués d’un extraordinaire I’hémostase
cocktail d’enzymes, de glycoprotéines, de polypeptides de Vipéridés

bas poids moléculaire et d’ions métalliques qui affectent I'or-
ganisme de leurs proies de fagon tres variée. Les conséquences
létales des morsures de serpents — plus de 125000 déces annuels
(4) - reléevent ainsi de propriétés neurotoxiques ou dépres-
sives de la fonction circulatoire des venins mais avant tout
d’une atteinte de I’équilibre hémostatique. Les espéeces res-
ponsables de troubles de I’'hémostase sont essentiellement des
Vipéridés, des Crotalidés, certaines espéces d’Elapidés aus-
traliens mais aussi quelques Colubridés.

Envenimations

En Europe, les vipéres provoquent rarement un syndrome
hémorragique. En Afrique, au contraire, des hémorragies graves
sont provoquées par Cerastes, vipére a cornes de la partie sud
du bassin méditerranéen, Bitis, la plus grosse des vipeéres, et
Echis. Les Africains disent des malades mordus par Bitis au
venin extrémement nécrosant (B. arietans, B. gabonica et
B. nasicornis) qu’ils "transpirent leur sang". Echis carinatus
(carpet viper ou saw-scaled viper des Anglo-saxons) et les
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espéces apparentées (E. ocellatus, E. leucogaster et E.pyrami -
dum), qui provoquent une défibrination prolongée, seraient
responsables d’environ 25000 déces chaque année en Afrique.
En Asie, on rencontre E. carinatus, E. multisquamatus, E. sochu -
reki aux Indes et au Moyen-Orient, Pseudocerastes persicugn
Iran et Eristicophis macmahonidans les steppes asiatiques. Les
especes du genre Vipera (V. lebetina, V. xanthina et V. palesti -
nae au Proche-Orient) sont beaucoup plus venimeuses que
leurs cousines d’Europe occidentale. La vipére de Russell,
Daboia russelii, est la seule espéce du Sud-Est asiatique.

Crotalidés

Aux Etats-Unis en 1995, sur 1331 envenimations, on ne comp-
tait qu’un seul décés par morsure de crotalidé. Les serpents a
sonnette comme Crotalus atrox (Western diamond back) ou
Sistrurus catenatus (Massasauga rattlesnake) sont plus nom-
breux en Amérique du Nord et au Mexique que les Agkis -
trodon (Copperheads). Les bothrops ou fers de lance
d’Amérique du Sud sont beaucoup plus venimeux: le jara-
raca (Grage petits carreaux) est le plus courant en Guyane,
Lachesis muta (Maitre de la brousse ou Grage grands car-
reaux), immense, le plus craint. Le venin du redoutable ser-
pent a sonnette guyanais, Crotalus durissus terificus, qui
provoquait le décés dans trois envenimations sur quatre avant
I'utilisation du sérum, est surtout neurotoxique. Bothrops lan -
ceolatusou fer de lance antillais, responsable d’une vingtaine
de morsures par an a la Martinique, provoquait le déces dans
13 % des cas avant I'utilisation de I'immunothérapie en 1992.
En Asie du Sud-Est, les plantations d’hévéas sont habitées
par agkistrodon ou Calloselasma rhodostoma (Malayan Pit-
Viper). Trimeresurus albolabris (White-Lipped Pit-Viper) pro-
voque 450 envenimations annuelles a Bangkok, mais sans
déces semble-t-il. On trouve des Trimeresurusen Indonésie,
a Taiwan et en Chine du Sud. En Corée, les crotales sont sur-
tout du type Agkistrodon halys.

gereux connus dans le monde: O. microlepiddus posséde le
venin le plus toxique connu et, avant la disponibilité de I'an-
tivenin, on ne connaissait que deux cas de survie a une mor-
sure de taipan. O. scutellatus (common Taipan) existe dans
tout le nord et le nord-est de I’Australie, avec une sous-espece
en Nouvelle-Guinée.

Colubridés

Le boomslang d’Afrique du Sud (Dispholidus typus)pro-
voque un syndrome hémorragique, tout comme certaines
espéces des genres Rhabdophisen Asie et Philodryasen Amé-
rique du Sud.

Action des venins sur ’hémostase
Le systeme hémostatique normal (figure 1)

Plaquettes

Lors d’une lésion vasculaire, les plaquettes adhérent au sous-
endothélium dénudg, s’y agrégent et sécrétent le contenu de
leurs granules. Leur membrane activée par le collagéne et la
thrombine est le support indispensable aux réactions pro-
coagulantes (phospholipides anioniques, ex-facteur 3 pla-
quettaire). Les plaquettes adhérent & I’endothélium par
I'intermédiaire du facteur von Willebrandt (vVWF). Cette pro-
téine adhésive forme un pont entre le collagéne de la paroi
vasculaire et les plaquettes auxquelles elle peut se lier par deux
récepteurs spécifiques, les glycoprotéines GPIIblllaet GPIb.
GPlIb, impliquée dans I’adhésion et principal récepteur pla-
quettaire du VWF, est une Leucine Rich GlycoProtéine qui ne

Figure 1.

Impact des venins sur I’hnémostase.
Les protéases ophidiennes figurées en italique agissent a tous les niveaux.

Impact of venoms on hemostasis.
Ophidian proteases (in italic) intervene at all levels.
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Seuls les Elapidés australiens — que I'on peut considérer comme g e LY arkivé
Ie§ serpents les plus venimeux du monde — sont suscgptibles Ihobbariats kN K3 -
d’induire, a c6té d’'un syndrome cobraique (paralysie de la oy ] FAﬂ o
jonction neuro-musculaire), des troubles séveres de I’hémo- “":'_m“
stase. A part le taipan de Nouvelle-Guinée, le venin de ces FLAGUETIRSE Pt sphodipides
serpents ne semble pas contenir d’hémorragines, mais des
activateurs de la prothrombine qui peuvent provoquer une
défibrination compléte en I’espace d’une demi-heure. Les o Acivanon
Pseudonaja (brown snakes) du continent australien (P. texti - du facgeur ¥
lis, eastern brown snake, P. nuchalis, western brown snake et
P. affinis dans le sud-ouest du continent) provoquent la mort
dans 8 % des cas en I'absence d’immunothérapie (20). Les
serpents tigres du genre Notechis(N. scutatus, N.ater, black
tiger snake) sont encore plus dangereux: avant I’apparition
de 'immunothérapie, 45 % des morsures étaient fatales. Un o= Ecarie o
Elapidé apparenté, Tropidechiscarinatus, est moins toxique. Farkmac i
Les espéces du genre Pseudechis (P. australis, king brown
snake et P. butleri, Butler’s mulga snake au nord, P. porphy -
riacus, red-bellied black snake, au sud-est) sont moins dan- Lénmer
gereux (1 % de déces pour ce dernier). En revanche, roilake
P. papuanus (papuan black snake), confiné a la Nouvelle-Gui- l
née, est responsable de nombreux cas mortels. Les morsures LA R

du genre Acanthophis a I’apparence de vipere, étaient mor-
telles dans la moitié des cas avant I'utilisation de I'immuno-
thérapie, ce qu’illustre leur surnom de “death adders”! Enfin,
les taipans du genre Oxyuranussont les serpents les plus dan-
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nécessite pas d’activation. GPIIbIIIA, qui doit étre activée
par la thrombine, I’'adénosine diphosphate (ADP) ou le col-
lagéne, est aussi le récepteur plaquettaire du fibrinogene, de
la fibronectine sous-endothéliale et de la vitronectine. Elle
représente le point clé de I’agrégation plaquettaire et appar-
tient & la superfamille des intégrines, molécules impliquées
dans I’'adhésion cellulaire. Leur structure est hétérodimérique,
c’est-a-dire composée de deux monomeres différents, a et b
(ex: a2bl, abbl, etc.). Le site de reconnaissance de leurs
ligands comporte le motif tripeptidiqgue RGD (Arg-Gly-Asp)
avec une dépendance vis-a-vis de cations divalents.

Voie du facteur tissulaire

Le facteur VII plasmatique, mis au contact du facteur tissu-
laire (FT, ex thromboplastine tissulaire), son récepteur endo-
thélial, forme le complexe majeur d’activation de la coagulation
qui initie in vivo I'activation du facteur X (voie extrinséque).
Ce facteur participe a la constitution du complexe tenase qui
active le facteur X et aboutit a I’activation de la thrombine. La
voie intrinseque (facteur XII), shuntée par I’activation directe
du facteur IX, intervient de fagon plus contingente dans les
processus de coagulation intravasculaire disséminée (CI1VD).

Thrombine

Le facteur lla est une glycoprotéine de la famille des sérine-
protéases. Cette enzyme protéolytique bicaténaire est I'élément
central du systéme, du fait de son potentiel d’autoamplifica-
tion et de son intervention multifonctionnelle. Activée par le
complexe prothrombinase, elle rétroactive le facteur XI et les
cofacteurs VIII et V (éléments limitants de la formation des
complexes tenase et prothrombinase). Le facteur Xla ampli-
fie I'activation du facteur X et participe ainsi a la génération
extrémement rapide de facteur Xa qui active davantage de
thrombine.

Dés que la thrombine est disponible en quantité suffisante, elle
transforme le fibrinogéne en gel de fibrine dont la stabilisation
est assurée par le facteur X111, lui méme activé par la thrombine.
Le clivage du fibrinogéne libere les fibrinopeptides A et B. A
cOté du site catalytique, la molécule de thrombine présente au
moins deux autres sites de liaison: I’exosite | pour le fibrino-
géne et I'exosite 11 pour I’héparine. La thrombine est, enfin, le
plus puissant agoniste plaquettaire de I’organisme, par I'inter-
meédiaire de récepteurs spécifiques.

Régulation

La cascade est compartimentée en étapes telles que le passage
de I'une a I'autre n’est possible que lorsqu’une concentration
seuil en enzyme activée est atteinte. Le précurseur inactif est
activé par une enzyme en présence d’un cofacteur (figure 1).
La focalisation du processus a I'interface phospholipidique
membranaire limite I’'hémostase a la zone lésée et protege les
complexes actifs d’une neutralisation par les anticoagulants
naturels. La thrombine induit la synthese de I'activateur tis-
sulaire du plasminogéne (t-PA) et active le systeme de la pro-
téine C (qui inactive les cofacteurs Vllla et VVa) en se liant a
la thrombomoduline endothéliale. Les deux autres systéemes
régulateurs sont I'inhibiteur du facteur tissulaire (TFPI) et
les antithrombines. L’antithrombine 111, membre de la famille
des inhibiteurs des sérine-protéases (serpines), neutralise les
facteurs Xlla, Xla, 1Xa et surtout le Xa et la thrombine. La
neutralisation, lente, est potentialisée par les glycosamino-
glycanes (GAG) de la surface endothéliale comme le sulfate
d’héparine. L’héparine exogéne neutralise ainsi la thrombine
en tant que cofacteur de I'antithrombine 111. L’endothélium
est donc le site privilégié de la thromborésistance grace a la

Envenimations

séparation entre plasma et sous-endothélium, a la synthese
des GAG et a I'expression de la thrombomoduline.

Enfin, la thrombolyse physiologique est responsable de la
destruction du thrombus. La plasmine formée sous Iaction du
t-PA est une enzyme protéolytique qui agit sans distinction
sur le fibrinogéne et la fibrine, produisant les produits de
dégradation du fibrinogéne-fibrine (PDF). Les produits de
dégradation du fibrinogéne s’accolent & des monomeres de
fibrine pour constituer les complexes solubles. La biodégra-
dation de la fibrine stabilisée engendre des molécules dis-
tinctes: les D-dimeres qui traduisent donc la formation d’un
thrombus actif secondairement lysé in vivo.

Composition des venins ophidiens et impact sur
I’lhémostase

Les venins de serpents sont une mixture d’enzymes nécro-
santes, procoagulantes, anticoagulantes et fibrinolytiques qui
ont sur la coagulation une action complexe, multifactorielle
et variable d’une espéece a I'autre. Ces protéines ophidiennes
responsables de troubles de I’hnémostase peuvent étre classées
en plusieurs catégories:

- les hémorragines qui induisent des troubles de la perméabilité
capillaire;

- les désintégrines et protéines apparentées qui perturbent
I’'hémostase primaire;

- les protéases qui interférent avec la coagulation.

Hémorragines

L’endothélium vasculaire, dont nous avons vu le réle fonda-
mental dans I’homéostasie de la coagulation, est la cible de
zinc-métalloprotéases regroupées sous le terme d’hémorra-
gines. Présentes dans le venin des viperes, des crotales et du
cobraroyal, elles détruisent les membranes basales des capil-
laires et sont responsables du développement de I’cedeme, de
la nécrose, mais aussi d’hémorragies aussi bien locales que
systémiques. C’est le cas de la bothropasine, une métallo-
endopeptidase du venin de Bothrops jararaca, qui dégrade le
collagéne et la gélatine, la fibronectine, le fibrinogéne et la
fibrine (1).

Protéines agissant sur I’adhésion cellulaire et les plaquettes
Le venin des vipéridés et crotalidés contient plusieurs familles
de protéines qui interférent avec I’adhésion cellulaire. Les
désintégrines (parmi lesquelles des métalloprotéases), les pro-
téines riches en cystéine (MDC) et les protéines lectine-like
(C-lectines) inhibent I’agrégation plaquettaire. D’autres molé-
cules activent au contraire les plaguettes.

Les désintégrines monomériques sont des peptides de 45 a
84 aminoacides, qui contiennent plusieurs ponts disulfure
formés au niveau de résidus cystéine et inhibent I’agrégation
plaquettaire en bloquant des intégrines des classes bl et b3
exprimées par les plaquettes et I’endothélium. Elles contien-
nent les séquences tripeptidiques Arg-Gly-Asp (RGD) ou
Lys-Gly-Asp (KGD). La séquence RGD est le site de liaison
aux intégrines, dont le complexe a,;,b3 (GPIIbllla plaquet-
taire). Les désintégrines sont donc de puissants inhibiteurs
de la liaison entre site RGD du fibrinogéne et son récepteur
plaquettaire. Elles sont largement représentées dans les venins
de serpents: échistatine, bitistatine, albolabrine, applagine,
batroxostatine, élégantine, flavoridine, halysine, Kistrine, tri-
flavine et trigramine... L’échistatine de la vipére Echiscarinatus
est le plus petit de ces inhibiteurs de la glycoprotéine GPI1-
bllla (figure 2).
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Figure 2.

Structure moléculaire de I'échistatine.
Molecular structure of echistatin.

Echistatine

ponts disulfure

Asp 26

La formation du clou plaquettaire est aussi inhibée par des pro-
téines MDC comme la jararhagine de Bothrops jararaca ou des
C-lectines type EMS16 d’Echismultisquamatusqui bloquent
les intégrines responsables des interactions plaquettes-fibri-
nogeéne. L’échicétine d’E. carinatus est une lectine qui bloque
la liaison VWF-GP1b. La lébécétine de Macrovipera lebetina,
protéine basique hétérodimérique proche des protéines ophi-
diennes de type C-lectine, inhibe également I’agrégation pla-
quettaire (15).

L’action sur les plaquettes est loin d’étre univoque: on ren-
contre dans le méme venin I’échistatine qui inhibe I’agrégation
plaquettaire et I’écarine, au contraire agoniste plaquettaire. La
convulxine de Crotalus durissus terificus active les plaquettes
en se liant avec une haute affinité au récepteur GP VI de la
membrane plaquettaire (2). La cérastotine de Cerastes cerastes
est une sérine-protéase qui stimule également I’agrégation pla-
quettaire. La piscivostatine du venin d’Agkistrodon piscivous
piscivorus est une désintégrine hétérodimérique qui contient
les motifs RGD et KGD. Les chaines, de 65 et 67 acides ami-
nés, ont des homologies entre elles et avec les autres désintégrines
ophidiennes. Elle induit deux activités contradictoires en blo-
quant la liaison fibrinogéne - GPIIbllla et, quand cette liaison
existe déja, en la rendant irréversible (13).

EC3 et EC6 d’E. carinatus, EMF10 d’Eristocophis macma
honiet CC8 de Cerastes cerastessont des désintégrines hété-
romériques. Elles comprennent deux sous-unités reliées par
des ponts disulfure et le motif RGD peut étre remplacé par
VGD, MGD, WGD ou MLD. Ces molécules inhibent des
adbl, a4b7 et a9bl intégrines exprimées par les leucocytes
(12). De méme, la désintégrine qui inhibe I'agrégation pla-
quettaire dans le venin de B. jararaca, la jarastatine, inhibe
également la migration des polynucléaires. L'alternagine de
Bothrops altematus est une désintégrine-métalloprotéase qui
inhibe I’'adhésion cellulaire médiée par I'intégrine a2bl, un
des principaux récepteurs du collagéne (5).

Protéases

Les protéases des venins de vipéres, de Crotalidés et de cer-
tains Elapidés catalysent des réactions qui clivent les liaisons
peptidiques des protéines. La majorité des enzymes procoa-
gulantes interagissent avec la partie terminale de la cascade
hémostatique et agissent sur le fibrinogéne ou la fibrine, la
prothrombine, les facteurs V ou X. Certains venins contien-
nent des protéines qui activent la protéine C ou exercent une
forte activité thrombolytique (14).

Activateurs de la prothrombine - WEiss et al. (19) ont mon-
tré en 1973 que le venin d’Echis carinatus possede des glyco-
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protéines capables d’activer la prothrombine. La nécessité ou non
d’ions calcium, de phospholipides ou de facteur Va pour acti-
ver la prothrombine permet de classer ces protéases en molécules
écarine-like (activateurs directs ou groupe 1 de la classification
de RosING & TANs) ou facteur Xa-like (groupe 2).

Des activateurs écarine-like de la prothrombine sont présents
dans les venins d’Echiset de Bothrops Ces métalloprotéases
monocaténaires transforment la prothrombine en meizo-
thrombine par clivage d’une seule liaison peptide sans néces-
sité d’adjuvant. En revanche, la carinactivase 1 (CA-1 ou
multactivase ou multisquamase) du venin d’Echis est une
métalloprotéase bicaténaire qui requiert I’addition d’ions cal-
cium pour activer la thrombine (14).

Le venin de certains Elapidés australiens contient des facteurs
Xa-like: on trouve un activateur de la prothrombine dans le
venin de Pseudonaja textilis (Eastern Brown Snake): la tex-
tarine. La trocarine, I’hopsarine ou la notécarine partagent
70 % de la structure et des domaines similaires au facteur Xa.
La pseutarine ressemble au complexe prothrombinase lui-
méme et contient des domaines a la fois Xa et Va-like (6).

Activateurs du facteur X - On trouve chez Echis, Vipera,
Daboia, Cerastes, Bothropset Calloselasma des activateurs
du facteur X calcium-dépendants (23). Le venin de Cerastes
cerastes contient, par exemple, I’afaacytine, une alpha, béta-
fibrinogénase qui active le facteur X et induit une libération
de sérotonine chez I’étre humain.

Enzymes thrombine-like - Chez certaines especes, comme
Agkistrodon rhodostoma(Malayan pit viper), il existe des
enzymes dites thrombiniques ou thrombine-like, capables
d’hydrolyser directement le fibrinogéne. C’est le cas de la
Iébétase de Vipera lebetina (une zinc-métalloprotéinase), la
gabonase de Bitisgabonica, I’élégaxobine de Trimeresurus ele -
gans, la brévinase et la calobine des serpents coréens Agkis -
trodon blomhoffii brevicauduset A. caliginosus la pallabine
d’A. halys pallasou encore la crotalase qui a une forte homo-
logie avec la kallikréine.

Facteurs anticoagulants - Certains venins contiennent des

inhibiteurs du facteur X: la protéine 1X/X-bp (factor I X/fac-

tor X-binding protein) du Habu snake ou la X-bp de Dei -
nagkistrodon acutus tres proche, sont des hétérodiméres

lectine-like de type C qui se lient au domaine GD du facteur

X (11).

Enzymes fibrinolytiques - Certains venins peuvent, enfin,
provoquer une fibrinolyse primitive par I'intermédiaire d’une
enzyme distincte de la plasmine: TVS-PA, I'activateur du
plasminogene extrait du venin de Trimeresurus stejnegeri, est
une sérine-protéase qui partage environ 70 % d’homologie avec
les autres sérines-protéases ophidiennes. Il posséde d’impor-
tantes similarités structurales avec t-PA et transforme le plas-
minogeéne en plasmine de la méme fagon que celui-ci: par
clivage de la liaison Arg®*-Val®? (22).

En définitive, la composition des venins est le plus souvent
dirigée contre plusieurs cibles au sein du systéme hémosta-
tique. Par exemple, le venin de Bothrops jararaca contient deux
sérine-protéases qui se partagent les deux activités complé-
mentaires de la thrombine: la bothrombine qui coagule le fibri-
nogéne sans action plaquettaire et PA-BJ, qui provoque
I’agrégation plaquettaire sans action sur le fibrinogene. La
modélisation moléculaire a montré que chaque molécule par-
tage des homologies avec I'un des deux exosites de la thrombine
(8). En revanche, des activités différentes peuvent étre portées
par la méme molécule: c’est le cas complexe de I'activateur de
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la prothrombine de Pseudonaja textilis (Australian common
brown snake). Cet agent procoagulant est la seule protéine
connue a partager plus de 50 % d’homologie a la fois avec les
facteurs Xa et V humains et classée a ce titre dans le groupe 3
de la classification de RosING & TANs (21).

Utilisation diagnostique ou thérapeutique

En raison de leurs potentialités variées et de leurs actions
extrémement spécifiques, les constituants des venins de ser-
pents sont largement utilisés dans la recherche fondamentale
en physiologie, biochimie ou immunologie. Ces molécules
ont fortement contribué & notre connaissance des mécanismes
de I’hémostase et beaucoup d’entre elles sont utilisées dans des
tests d’hémostase. En retardant ou accélérant les processus
biochimiques ou cellulaires, les composants des venins per-
mettent aux chercheurs d’analyser les différentes étapes de
processus complexes et de développer de nouveaux médica-
ments. Les venins ophidiens sont actuellement explorés pour
des utilisations potentielles en tant qu’agents antithrombo-
tiques, antiviraux, antibactériens (tétanos, hépatites, trachome,
paludisme, botulisme...) ou anticancéreux.

Tests d’hémostase

Certains composants des venins ophidiens ont permis de déve-
lopper des outils diagnostiques largement utilisés en hémostase,
comme le temps de reptilase, normal sous héparine mais
allongé en cas d’anomalie congénitale du fibrinogene, de pré-
sence de PDF ou d’agents fibrinolytiques. Le dosage de I’ac-
tivité fonctionnelle de la protéine C est mesuré par un test de
coagulation dans lequel la protéine C est activée par un venin
de serpent. L’écarine qui transforme la prothrombine en mei-
zothrombine est a I'origine du temps de coagulation d’écarine
(ECT) préconisé pour la surveillance des traitements par r-hiru-
dine (Refludant®) chez les patients allergiques a I’héparine.
La carinactivase 1 (CA-1) qui nécessite un domaine Gla intact
de la prothrombine a été proposée pour la surveillance des
traitements anticoagulants oraux (14).

Perspectives thérapeutiques

D’autres molécules ophidiennes servent de modeles ou d’ou-
tils moléculaires dans le développement d’agents antithrom-
botiques ou thrombolytiques. La bothrojaracine découverte
par BoN et al. (2) dans le venin de Bothrops jararaca est un
puissant inhibiteur de la thrombine. Elle interagit de fagon
originale avec les exosites I et 11 de la thrombine nécessaires
a I'interaction de celle-ci avec ses substrats macromoléculaires
(fibrinogene, récepteurs plaquettaires, thrombomoduline...)
et ses inhibiteurs physiologiques (héparine, antithrombine
111), mais sans effet sur ses capacités catalytiques. Cette molé-
cule transformée par génie génétique pourrait étre utilisée
comme nouvel agent antithrombotique.

La production de TSV-PA recombinant a permis de montrer
que la structure tridimensionnelle de I’activateur du plasmi-
nogéne du venin de Trimeresurus stejnegeri ressemble au
domaine catalytique du t-PA. Toutefois, I'acide aminé en posi-
tion 193 est un résidu Phe, alors que le résidu habituel est
Gly pour les protéases trypsine-like. La création du variant
F193G de TSV-PA, par remplacement du résidu Phe par Gly
altére ses propriétés de facon intéressante: alors que TSV-PA
est insensible aux inhibiteurs naturels du t-PA (comme PAI-
1) et a d’autres serpines (a2-antiplasmine et al-antitrypsine),
le variant est inhibé par ces facteurs. Ceci illustre le role majeur
du résidu 193 et laisse imaginer que le remplacement du résidu
Gly par Phe sur lamolécule de t-PA pourrait donner un nou-
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vel agent thrombolytique insensible aux serpines et donc de
demie-vie plus longue (22).

D’autres molécules ophidiennes sont des candidats potentiels
pour diminuer in vivo les concentrations de fibrinogene. La
crotalase, la batroxobine et I’ancrod sont en cours d’investiga-
tion, ce qui a inspiré & MAYBERG & FURLAN (9) le titre d’un
article du JAMA: "Ancrod, is snake venom an antidote for
stroke?". En effet I'ancrod, une enzyme thrombine-like extra-
ite du venin d’Agkistrodon rhodostoma(Malayan Pit Viper) et
commercialisée sous le nom de Viprinex® (anciennement Arvin®)
a fait I’objet d’études cliniques dans les accidents vasculaires
cérébraux (AVC), la thrombose veineuse ou artérielle, I'utili-
sation au cours de la circulation extra-corporelle (CEC) ou
encore I'anticoagulation des patients porteurs de thrombopé-
nie a I’héparine. La réduction de la fibrinogénémie est rapide
(quelgues heures) car ce type d’enzyme clive le fibrinopeptide
A du fibrinogene mais pas le B, pour produire une fibrine non
stabilisée par le facteur X111 et rapidement lysée par le systéme
fibrinolytique et les cellules réticulo-endothéliales.

Des études in vivo ont montré un role potentiel des désinté-
grines pour la prévention de I’agrégation plaquettaire aprés
angioplastie ou thrombolyse. Le tirofiban (Agrastat®) modé-
lisé & partir de I’échistatine est un nouvel antiagrégant pla-
quettaire antagoniste de GPI11bllla, en cours d’investigation
dans I’angor instable.

Certaines molécules qui interferent avec I’adhésion cellulaire
pourraient également permettre de développer des agents anti-
cancéreux: la Iébécétine du venin de Macrovipera lebetina,
par exemple, inhibe I'agrégation plaquettaire mais aussi I’ad-
hérence de cellules mélanomateuses au fibrinogéne (15).

Diagnostic des syndromes hémorragiques

CIVD et syndromes de defibrination

Les coagulations intravasculaires disséminées (C1VD), consti-
tuées par la production anormale et continue de monomeres
solubles de fibrine dans le torrent circulatoire, s’observent
dans des pathologies diverses: affections gravido-puerpérales,
infections graves, hémolyses, certains contextes chirurgicaux
ou néoplasiques. L'effondrement du fibrinogéne en est la pre-
miére manifestation. Des microthrombi se déposent dans la
plupart des circulations régionales ou ils obstruent la lumiére
des artérioles, des capillaires et des veinules avant d’étre lysés
par la plasmine. Cette fibrinolyse réactionnelle ou secondaire
permet la reperméabilisation physiologique des microvais-
seaux. Des plaquettes sont piégées dans les microthrombi, ce
qui explique en partie la thrombopénie. Les hématies lysées
dans des capillaires rétrécis par la fibrine (formation de schi-
socytes et anémie hémolytique) libérent des agonistes pla-
quettaires et des phospholipides procoagulants; les PDF issus
de la fibrinolyse pérennisent a leur tour les troubles de I’'hé-
mostase. Au cours des morsures de serpents, la CIVD typique
est rare, comme en témoignent des taux souvent normaux
d’antithrombine 111, de facteur X111 ou de D-diméres. Nous
I’'avons vu, la fibrine générée sous I'action des glycoprotéines
thrombine-like est instable et rapidement lysée. La morbi-
dité et la mortalité sont donc principalement liées aux syn-
dromes hémorragiques secondaires a la défibrination, associée
ou non aux troubles induits par les hémorragines et les pro-
téines a tropisme plaquettaire. Le fer de lance antillais Bothrops
lanceolatus, dont le venin provoque dans 30 % des cas de
Véritables thromboses artériolaires, notamment myocardiques
et encéphaliques, fait figure d’exception.
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Le syndrome hémorragique

Sur plus de 1000 morsures observées a I’hdpital Vital Brazil,
12 % de saignements cliniques et 58 % de troubles biolo-
giques de la coagulation ont été rapportés. Dans notre expé-
rience de plusieurs dizaines de morsures d’Echisen République
de Djibouti (10), la coagulopathie est d’emblée évidente avec
effondrement du taux de prothrombine déterminé a partir du
temps de Quick (TP) et parfois des plaquettes, fibrinogéné-
mie indosable et temps de céphaline activée (TCA) qualifié
d™incoagulable™. La persistance de la défibrination est impres-
sionnante: en général 8 a 10 jours. Comme au cours des fibri-
nolyses thérapeutiques, les hémorragies graves n’ont de raison
de survenir que sur des terrains prédisposés, comme la gros-
sesse, les ulcérations digestives, les antécédents d’AVC ou
encore la tuberculose pulmonaire si fréquente en Afrigque.
Toutefois, I’afibrinogénémie, I’action ubiquitaire des hémor-
ragines ou la thrombopathie expliquent des saignements inta-
rissables au niveau de la morsure et des points de ponction et
I’observation fréquente d’hémorragies muqueuses: gingivor-
ragie, épistaxis, voire hématurie. Purpura, hémorragie diges-
tive, hémoptysie peuvent se compliquer d’un tableau de choc
hémorragique incontrélable. Chez les vieillards, une hémor-
ragie cérébro-méningée peut étre fatale. Des tableaux rares
de nécrose hypophysaire ont été également décrits. MANENT
etal. (7) au Cameroun ont mis en évidence sur une série de
48 morsures d’E. carinatus des signes de mauvais pronostic qui
sont la base de I'indication de I'immunothérapie: état de choc
précoce, cedeme étendu, sévérité de la déglobulisation, jeune
age. L’absence de signes locaux et systémiques permet en
revanche d’exclure une envenimation aprés 6 heures d’ob-
servation.

Diagnostic biologique

Dans certaines régions, un syndrome de défibrination est
synonyme de morsure d’Echis... La numération érythrocy-
taire et plaquettaire, le taux de prothrombine (TP) ou le TP
normalisé (INR), le temps de céphaline activée (TCA), le
dosage du fibrinogéne et bien sdr le groupage sanguin avec,
si possible, la recherche d’agglutinines irrégulieres (RAI) doi-
vent étre réalisés dés I’accueil du patient. Un temps de throm-
bine allongé de plus de 5 secondes évoque une
hypofibrinogénémie. La recherche de produits de dégradation
du fibrinogéne-fibrine (PDF) et de complexes solubles, inté-
ressante en soi, est sans grande portée thérapeutique.

En I’absence de laboratoire, un simple temps de coagulation
sur tube sec est irremplacable car il permet d’effectuer le dia-
gnostic et la surveillance du traitement au lit du malade: 5 ml
de sang sont prélevés sur un tube sec et si possible neuf pour
éviter les traces de détergent. Le tube est laissé en place 30
minutes sur une paillasse ou une table stable. Un caillot nor-
mal doit se former en moins de 15 minutes et rester stable
(lors de I'agitation douce du tube) pendant plus de 48 heures.
Au contraire, si le temps de coagulation dépasse 30 minutes,
la poursuite de I'immunothérapie est licite (3).

Conclusion

a connaissance des mécanismes sous-jacents aux troubles
de I’hémostase induits par les venins de serpents explique
pourquoi il n’existe aucune thérapeutique efficace en dehors
de I'immunothérapie: les traitements substitutifs (fibrino-
géne, plasma, voire plaquettes) sont trés décevants car rapi-
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dement inactivés par les enzymes ophidiennes circulantes. Le
PPSB (Kaskadil®), qui apporte des facteurs concentrés et,
contrairement au plasma, ne contient pas d’inhibiteurs natu-
rels, comporte des risques d’exacerbation de la CIVD.
L’héparinothérapie, proposée dans certaines Cl1VVD médicales
et théoriquement susceptible de prévenir la coagulopathie,
doit résolument étre proscrite. Sur la base d’un travail in vitro
et de I’observation d’un patient unique, WEiss et al. avaient
préné en 1973 I'utilisation de I’héparine dans les morsures
d’Echis carinatus (19). En fait, I’'amélioration constatée tar-
divement n’impliquait que I’histoire naturelle de I’envenima-
tion (correction spontanée des troubles en une semaine en
moyenne). La meizothrombine produite sous I'action du
venin eta fortioriles enzymes thrombine-like ont une struc-
ture moléculaire différente de celle de la thrombine "physio-
logique”. Ce point fondamental explique pourquoi ni
I’héparine ni I’hirudine ne peuvent les neutraliser; dés 1976,
I’étude randomisée de WARREL et al. (18) avait montré I’ab-
sence d’intérét du traitement héparinique dans les morsures
d’Echis. Dans notre expérience, I’héparine, méme a faibles
doses, aggrave le syndrome hémorragique. De méme, THo-
MAs et al. (16, 17) ont montré dans plusieurs travaux prospectifs
que ni les héparines de bas poids moléculaire, ni I’'urokinase
ne pouvaient infléchir le cours de I'évolution des thromboses
observées avec Bothrops lanceolatus. La encore, seule I'im-
munothérapie spécifique est capable de diminuer la létalité. Les
mémes arguments tirés de la constatation des différences struc-
turales entre protéines ophidiennes et facteurs naturels de
I’'hémostase s’appliquent a I'utilisation de I’antithrombine 111
ou des antifibrinolytiques. Enfin, la multiplicité des cibles des
constituants d’un méme venin (endothélium, plaquettes, pro-
thrombine, fibrinogéne, etc.) explique qu’il reste illusoire
d’espérer contrecarrer un syndrome hémorragique en agis-
sant sur une seule étape de I’hnémostase. C’est en ce sens que
I’antivenin, dont les composants sont dirigés contre I’ensemble
des protéines ophidiennes du venin concerné, reste la seule
thérapeutique logique et surtout efficace des envenimations
ophidiennes.
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