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Résumé

Le présent travail sert a évaluer 'effet du 5-phenyl-1,2,4-triazole-3-thiol (5-PTT)
suite a une exposition subchronique et aigue sur des jeunes rats Wistar selon une
approche biochimique et a travers I'étude du statut oxydatif au niveau érythrocytaire,

hépatique et rénal.

L’exposition subchronique a une dose de 10mg/kg au 5-PTT a permis d’observer
une réduction significative du poids corporel et hépatique chez les sujets exposés au 5-
PTT comparés aux sujets témoins, tandis que le poids rénal ne présente aucune

différence significative.

Les résultats de quelques parameétres biochimiques révelent une élévation
significative du taux de glucose sanguin, de cholestérol, des triglycérides, de I'activité
enzymatique de la TGO et la TGP chez les rats traités par rapport aux rats témoins. Le taux
sérique de l'urée et de la créatinine ne présente aucune différence significative entre les

deux groupes de rats.

En outre, I'analyse du statut antioxydant dans le sang, le foie et le rein indique que
I’exposition aigue au 5-PTT a une dose de 200mg/kg perturbe I'activité des différents
antioxydants dont on note une diminution significative de la teneur hépatique et
érythrocytaire de la catalase et le glutathion peroxydase et une augmentation de
glutathion réduit. Le 5-PTT n’a provoqué aucune variation des parameétres oxydatifs pour

les reins.

En bref, I'exposition aigue et subchronique au 5-PTT a entrainé des modifications
de certaines paramétres biochimiques et un déséquilibre du statut oxydatif qui se refléte

sur les fonctions hépatiques et érythrocytaire.

Mots clés: 5-phenyl-1,2,4-triazole-3-thiol, statut oxydatif, hépatique, érythrocytaire,
antioxydant.



Abstract

This study evaluates the effect of 5-phenyl-1,2,4-triazole-3-thiol (5-PTT) on
subchronic and acute exposure to young Wistar rats using a biochemical approach and

Study of oxidative status at the erythrocytic, hepatic and renal level.

Subchronic exposure at a dose of 10mg / kg to 5-PTT resulted in a significant
reduction in body and hepatic weight in subjects exposed to 5-PTT compared to control

subjects, while renal weight showed no difference significant.

The results of some biochemical parameters reveal a significant increase in blood
glucose, cholesterol, triglycerides, enzymatic activity of TGO and TGP in treated rats
compared to control rats. The serum urea and creatinine levels showed no significant

differences between the two groups of rats.

In addition, analysis of antioxidant status in blood, liver and kidney indicates that
acute exposure to 5-PTT at a dose of 200 mg / kg disrupts the activity of the various
antioxidants, of which there is a significant decrease in Hepatic and erythrocytic content
of catalase and glutathione peroxidase and a reduced glutathione increase. The 5-PTT did

not cause any variation in oxidative parameters for the kidneys.

In short, acute and subchronic exposure to 5-PTT resulted in changes in some
biochemical parameters and an imbalance in oxidative status that is reflected in liver and

erythrocyte function.

Key words: 5-phenyl-1,2,4-triazole-3-thiol, oxidative status, liver, erythrocyte,

antioxidants.
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Introduction Générale

La vie dépend totalement des composés hétérocycliques, tels que les bases de purine et
de pyrimidine « unité de construction d'ADN et d'ARN » (Shneine et Alaraji., 2014). Ils
sont particulierement importants (Tumosiene et al., 2009). Les triazoles constituent une
classe cruciale des hétérocycles biologiqguement actifs (Rajkumar et Pancholi., 2011).
Parmi les 2 types des triazoles, les 1, 2, 4-triazole ont attiré une grande attention en
raison de leurs grande variété d'activité, de faible toxicité et de bons profils
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques (Sharma et al., 2011). tel que l'effet

antibactérien, antifongique, hypoglycémiant et agrochimique (Hamoir et al.,2001).

L'oxygéne est I’élément indispensable a notre survie, a notre vie, a notre développement,
a notre capacité d’adaptation ; mais il est également susceptible d’entrainer des effets
dommageables dans |'organisme via la formation d’espéces oxygénées réactives
« EOR » (Koechlin-Ramonatxo., 2006,Haleng et al., 2007). Pour se protéger des effets
toxiques de I'oxygene, 'organisme a développé des systemes de défense antioxydants

(Pincemail et al., 2002).

Ces dernieres années, la recherche toxicologique s’est concentrée sur l'induction du
stress oxydant (SO) apres I'exposition aux pesticides comme mécanisme possible de la
toxicité ; a cet effet plusieurs études ont montrés que les pesticides ont causé la
surproduction d’especes réactives oxygénées (ERO) dans les espaces intra et
extracellulaires, ayant pour résultat la perturbation d’équilibre prooxydant/antioxydant
cellulaires induisant de ce fait un état de stress oxydant.

C'est ainsi que nous sommes intéressés a entreprendre ce travail qui a pour objectif
d’étudier le statut oxydatif des jeunes rats Wistar suite a une exposition aigue et

subchronique au 5-phenyl-1,2,4-triazole-3-thiol (5-PTT).

vl
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Les triazoles

1. Généralités

Le mot triazole fut donné pour la premiére fois par Bladin en 1885 aux systémes cycliques

carbone-azote de formule moléculaireC;H3N3 (Bladin., 1885).

Les triazoles ont été développés dans les années 1970-1980 (Regnault — Roger., 2014). lls

sont utilisés en agriculture depuis une bonne trentaine d’années (Maumené., 2008).

Les fongicides a base de triazole sont la deuxieme catégorie de fongicides la plus
importante selon leur valeur de marché a I'échelle mondiale (WBISS Consulting Co, Ltd,

2016).

Tous les triazoles sont d'origine synthétique, ils n'existent pas dans la nature.
2. Définition des triazoles

Les triazoles comportent un hétérocycle a cing chainons composé de deux atomes de

carbone et trois atomes d’azotes.
2.1. L'isomérie des triazoles

En fonction de la position de I'atome d’azote dans I'anneau (Sharma et al., 2011).lls
existent 2 types des triazoles (Khatak et Vema.,2014) :
Les 1,2,3-triazoles« v-triazole » (Bentiss 2006).

Les 1,2,4-triazoles « S-Triazole ou Pyrrodiazole» (INERIS 2014).

SIS

1,2,3-triazole 1.2 4-tnazole

Figure 1 : Structure chimique de 1,2,3- et 1,2,4-triazoles

<)
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2.2. Le tautomérisme dans les triazoles

Le tautomérisme est possible a la fois dans les 2 isoméres structuraux de triazoles
(Shneine et Alaraji., 2014).Chacun d’eux existe sous deux formes tautomeéres (OUKESSOU.,

2014).

(1) : les deux tautomeres de v-triazoles (2) : les deux tautomeres de s-triazole
Figure 2 : Structures chimiques des triazoles et leurs formes tautomeres.
2.3. Aromatique et stabilité

Les 1,2,3- ou 1,2,4-triazoles possedent une structure pseudo-aromatique, qui se
traduit notamment par une interaction entre les liaisons 1, ce sont des composés tres
stables vis-a-vis d’autres réactifs chimiques, de I'oxydation et de la réduction (Ennaji.,
2011). lls sont stables aussi a I'hydrolyse acide ou basique (OUKESSOU., 2014).
L'aromatique est la principale raison de la stabilité du noyau de triazole (Shneine et

Alaraji., 2014).

3. Mécanisme d’action biochimique des antifongiques triazolés

Les antifongiques a triazole sont utilisés dans le domaine de I'agriculture et également
dans le domaine pharmaceutique. lls ont pour cible la voie de biosynthése de I'ergostérol,

principal composant de la membrane fongique (Vandeputte., 2008).

L'ergostérol est important pour la fluidité et lintégrité membranaire mais aussi
pour les fonctions d’enzyme liées a la membrane, jouant un role dans la croissance
et la division cellulaire (Granier., 2003). Les triazoles exercent leur activité fongicide en

bloguant la synthése des ergostérols de la membrane cytoplasmique de la cellule
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fongique (Scodavolpe et al., 2014). Ils ont la capacité a se lier et a inhiber I'activité de
lanosterol-14a-déméthylase fongique (Ghannoum and Rice., 1999).Encore plus
précisément, ils bloquent le site actif de cet enzyme qui est un cytochrome P450

« CYP51» (Maumené., 2008). Cet enzyme clé est codé par le géne ERG11 « Figure 3 ».

Lanostérol

C14 o démeéthylase (CYP51, géne ERG17)
Cytochrome P450-dépendante

CH3
Ergostérol % | Conséquences :
- Inhibition de la synthése d "ergostérol
- - Altération membrane
on . - Accumulation stérols méthylés toxiques

Figure 3 : mécanisme d’action des triazoles (Denis., 2010).

Linhibition se fait par la liaison de I'atome d'azote libre du cycle triazolé a I'atome

de fer de I'neme de I'enzyme (Carillo-Munoz et al., 2006).

En inhibant la synthése d’ergostérol, les triazoles provoquent la mort du champignon.
Cette faculté de blocage leur permet de neutraliser les agents pathogénes (Maumené.,

2008).

4. Applications et activités biologiques de 1,2,4-triazole

4.1. Applications agricoles

Les triazoles sont une classe de fongicides utilisés en agriculture sur les fruits, les légumes,
les céréales, les graines(Martin et al ; 2007).La capacité antifongique des triazoles fait de
cette classe de composés un outil efficace pour contréler de nombreuses espéeces et

souches de champignons (Ghannoum and Rice, 1999).

Ces dérivés ont été utilisés également dans la technologie de protection des plantes en

tant que pesticides (Jess et al., 2014).
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4.2. Applications pharmacologiques

Le systeme triazole est un élément structurel de nombreux médicaments (Wujec et al.,
2004). Le 1,2,4-triazole a été incorporé dans une large variété des médicaments
intéressants sur le plan thérapeutique (Prasad et al., 2009), telles que les anti -
inflammatoires, les antitumorale, les antifongiques, les antivirales, les anticonvulsants,

les antidépresseurs, Les médicaments antituberculeux ... « Figure 4 ».

Antitubercur
al

Figure 4 : Activités pharmacologiques des dérivés de 1,2,4-triazoles (Shneine et Alaraji.,
2014).

4.2.1. Activités anticancéreuses

La découverte et le développement de nouveaux médicaments anticancéreux efficaces et
sélectifs revétent une grande importance dans les recherches modernes sur le cancer
(Shneine et Alaraji., 2014). Certains des dérivés triazoliques sont connus pour présenter
une activité anticancéreuse (Khatak et Vema., 2014). lIs possedent un effet cytotoxique

sur les cellules cancéreuses.

4.2.2. Activités antifongiques

Les triazoles sont utilisés dans les applications pharmaceutiques pour le traitement des
infections fongiques (IF) locales et systémiques (Martin et al; 2007). Les antifongiques
triazolés, fluconazole, voriconazole, itraconazole et posaconazole « figure 5» sont
indiqués en premiére ligne dans les traitements préventifs et/ou curatifs des infections

fongiques invasives (Scodavolpe., et al; 2014).
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Figure 5 : Agents antifongiques triazole utilisés en thérapie clinique.

4.2.3. Activités antibactériennes

Plusieurs composants qui portent le noyau 1,2,4-triazole présentent des activités
antibactériennes, tels que les nouveaux dérivés de 1,2,4-triazolothiadiazole portant une
fraction 4-méthylthiobenzyle (Prasad et al., 2009 ). Rao et al., 2014 ont été synthétisés et
caractérisés des nouveaux dérivés 1,2,4-triazole, de plus, ils ont été évalués l'activité
biologique de 4 - [(3- (4-substitué-phénoxyméthyl) -5-benzylsulfonyl) -1,2,4-triazol-4-yl)
méthyl] -morpholine et tous les composés du titre ont montré bonne activité

antibactérienne (Shneine et Alaraji., 2014).

4.2.4. Activités anti-inflammatoires

Les dérivés 1,2,4-triazole peuvent présenter une activité anti-inflammatoire élevée et une
faible toxicité aigué (Labanauskas et al., 2004). Les résultats d'études biologiques ont
montré que le dérivé de 1,2,4-triazole d'AINS a un effet anti-inflammatoire et analgésique
avec des activités minimales d'ulcéres et de peroxydase lipidique (Mousa et Al-jadaan.,

2014).

4.2.5. Activités anti-convulsivantes
Les anticonvulsivants sont des médicaments qui évitent ou diminuent la gravité et le taux
de convulsions dans différents types d’épilepsie (Shneine et Alaraji., 2014). Les dérivés

1,2,4-triazole sont considérés comme des bons anticonvulsivants (Obot et Johnson., 2012).
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L'activité anticonvulsivante a été montrée dans des dérivés d'éther d'oxime de 1- (2-

naphtyl) -2- (1,2,4-triazol-1-yl) éthanone (Karakurt et al., 2006).

4.2.6. Activités antioxydantes

Les dérivés de 4-amino-5-phényl-4h-1,2,4-triazole-3-thiol ont montré des activités
antioxydantes prometteuses (Hameed et Hassaan., 2014). Les résultats de Sancak et al.,2012
in vitro montrent que, les 4- (2,3-diaryl-4H-1,2,4-triazole-4-yl) éthyl) benzene-1,2-diols

récemment synthétisés, possedent des Propriétés antioxydantes tres puissantes.
4.3. Applications industrielles

Les fongicides triazoliques sont utilisés dans les produits de préservation du bois, les
textiles, le cuir, les adhésifs, les agents antisalissures et les peintures (Lv et al; 2016).
Certains systémes de triazole ont une utilisation extensive dans la séparation de |'argent
des autres cations métalliques dans les systemes a membrane liquide (lzatt et al., 1988).
Certains d’autres ont la capacité d'inhiber la formation de brouillard dans les émulsions
photographiques (Yoshioka et al., 2014). Le triazole a été utilisé également comme
indicateur acide-base car il montre un changement de couleur réversible et transparent

(Shneine et Alaraji., 2014).

5. La toxicocinétique des 1,2,4-triazoles

La toxicocinétique de triazole représente son absorption, sa distribution, son

métabolisme, et son excrétion.
5.1. Absorption

Le 1,2,4-triazole est rapidement et extensivement absorbé par voie orale (Anses .,
2011). Chez I'animal, I'absorption de I'aminotriazole (ou 3-amino-1,2,4-triazole) par voie
orale est quasi compléte (75-95%)(CCTV., 2012). La biodisponibilité de myclobutanil« un
fongicide systémiquequi fait partie des 1,2,4-triazoles » atteint 100 % en 96 heures

chez le rat (Jargot et al.,2016).

-
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5.2. Distribution

Le 1,2,4-triazole est largement distribué dans I'organisme (Anses., 2011).Le myclobutanil
et I'aminotriazole sont rapidement et largement distribué dans I'organisme,

principalement dans le foie (Jargot et al.,2016; CCTV.,2012).
5.3. Métabolisme

Le myclobutanil est largement métabolisé, de faibles quantités de myclobutanil sous
forme inchangée sont retrouvées dans les urines et les feces aprés administration
par voie orale chez le rat. Le myclobutanil ne se clive pas et la voie de
biotransformation majeure consiste en une oxydation de la chaine latérale butyl

(Jargot et al.,2016).
5.4. Elimination

Le 1,2,4-triazole s'accumule pas et est éliminé rapidement, essentiellement dans les
urines sous forme inchangée (Anses 2011). L’élimination de I'aminotriazole est presque
totale chez I'animal (90%) dans les 24 premieres heures, principalement dans les urines
mais aussi via les féces (CCTV., 2012; inrs.,2016). Chez le rat 96 heures aprés
I'administration d'une faible dose (1 mg/kg) ou d'une forte dose (100 mg/kg), plus
de 80 % de la dose administrée est excrétée : 35-48 % dans les urines et 31-44 %

dans les feces (Jargot et al.,2016).

6. Les effets toxiques des triazole

L'exposition aux fongicides triazole a partir de multiples matrices environnementales a
induit des effets néfastes sur la santé des étres humains et d'autres organismes et a

suscité de plus en plus d'inquiétude du public (Lv et al., 2016).

6.1. Effets sur le systéme nerveux

Les études expérimentales relatives a la toxicité a court terme de 1,2,4- triazole
mettent en évidence une neurotoxicité avec une atteinte du systéme nerveux
central (baisse du poids du cerveau, lésions cérébelleuses, convulsions et

tremblements chez le rat et la souris) et du systeme nerveux périphérique
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(dégénérescence des nerfs périphériques chez le rat)(Anses., 2011). Le triadimefon

augmente l'activité locomotrice et stéréotypée (Reeves et al., 2003).

6.2. Effets géniques

En définissant les changements communs dans |'expression des génes et leurs voies
biologiques associées, conduisant a une perturbation de I'hnoméostasie de la testostérone
et a la toxicité reproductive associée : Les triazoles ont augmenté le catabolisme des
acides gras, ont réduit la biosynthese de |'acide biliaire, la biosynthése du cholestérol et le

métabolisme des stéroides altérés (Goetz et Dix., 2009).

6.3. Effets sur la reproduction et développement

Des effets sur les organes reproducteurs sont observés avec une baisse de poids
des testicules associée a des modifications histopathologiques chez la souris et une
augmentation des corps jaunes chez le rat. Une étude sur deux générations chez le rat
a mis en évidence des effets sur la fertilité(changements morphologiques du
sperme, baisse des sites d’implantation et infertilité) ainsi que des effets de toxicité
générale (baisse du gain de poids) et de neurotoxicité(baisse du poids du cerveau,
Iésions cérébelleuses). Le 1,2,4-triazole induit une toxicité pour le développement du rat

et du lapin (Anses., 2011).

Certaines études chez les rats ont associé I'exposition au flutriafol a la diminution du

poids corporel (Santana et al., 2009).

6.4. Effets hépatiques

Le myclobutanil pourraient perturber les fonctions biologiques régulées par les
récepteurs nucléaires hépatiques ( dont CAR « Constitutive Androstane Receptor »
et PXR « Pregnane X Receptor » ) incluant |'altération de I'expression de genes des
cytochromes P450 et autres enzymes de métabolisation de xénobiotiques, ce
mécanisme pourrait étre responsable de |’hépatotoxicité (Jargot et al., 2016). Certaines
études chez les rats ont montré une hépatotoxicité avec altérations du volume du foie et
de I'hypertrophieapreés I'exposition au flutriafol (Santana et al.,, 2009). L'exposition au
triadimefon peut également provoquer de multiples effets toxiques chez les mammiferes

(Xi et al., 2012).
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6.5. Effets sur le systéme endocrinien

Au cours des dernieres années, de nombreux fongicides triazole ont été signalés comme
des perturbateurs endocriniens potentiels et peuvent interférer avec la biosynthese des
hormones stéroidiennes chez les mammiféres (Lv et al.,, 2016). Le tebuconazole et
fluconazole ont induit une diminution de la sécrétion de testostérone (Roelofset., 2014). Le

flutriafol est aussi considérer comme un perturbateur endocrinien (Santana et al., 2009).

6.6. Effets tératogene
Il existe des preuves montrant que le triadimefon peut interférer avec I'embryogenese (Xi

et al., 2012).

6.7. Effets cancérogeénes
L'exposition au triadimefon peut provoquer des effets cancérogénes. L'aminotriazole

induit des tumeurs de la thyroide chez la souris et le rat (inrs., 2006).
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Le stress oxydatif
1. Le paradoxe de I'oxygéne

L'oxygéne « ou dioxygéne, 02 » est un gaz indispensable a la vie (Gardés-Albert., 2004),
mais il est susceptible d’entrainer des effets dommageables dans I'organisme via la
formation de radicaux libres et d’especes oxygénées réactives « EOR » (Haleng et al.,

2007).

2. Définition
Le stress oxydatif ou stress oxydant correspond a un déséquilibre au sein d’un individu
entre les systémes pro-oxydants « les radicaux libres » et les systémes de défense
antioxydants « Figure 6 ». Ce déséquilibre provient soit d’'une production exagérée

d’agents oxydants, soit d’'une altération des mécanismes de défense (Morena et al., 2002).

Il conduit a des dégats cellulaires irréversibles (kabouche., 2010).

ANTIOXYDANTS
SOD, GPx,
Catalase, GSH,
Vit E/C, *NO
Caroténoides

OXYDANTS
0,*, OH®, 0, H;0,
"NO, ONOO
HOCL

_/-) LOO"®, LOOH

Figure 6 : Définition du stress oxydant (Morena et al., 2002).

Le stress oxydant représente lincapacité pour l'organisme a se défendre contre
I'agression des EOR (Koechlin-Ramonatxo., 2006). || se produira dans un tissu et un type
cellulaire bien précis, et non pas dans tout I'organisme (Favier., 2003). Les conséquences
du stress oxydant se traduisent par des réponses inflammatoires et de la toxicité

(Guerby et al., 2015).
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3. Origine du stress oxydant

La rupture de ’'homéostasie redox peut avoir plusieurs origines (Migdal et al., 2011) :
Stress d’origine exogene « agents environnementaux pro-oxydants ».

Intoxication aux métaux lourds.

Irradiations.

Défaillance nutritionnelle ou carence en un ou plusieurs des antioxydants apportés par la

nutrition comme les vitamines ou les oligo-éléments (Favier., 2003).

4. Les radicaux libres

Un radical libre « RL » est une espéce chimique possédant un ou plusieurs électrons non
apparié« célibataire » sur leur couche périphérique. Cet état leur confére une instabilité
énergétique et cinétique (Asmus et al., 2000). Du fait de leur instabilité, les RL ont
tendance a revenir immédiatement a un état stable en donnant un électron ou en
prenant une a une autre molécule : ils peuvent donc étre réducteurs ou oxydants

(Koechlin-Ramonatxo., 2006).

Les radicaux libres provenant principalement du métabolisme de I'oxygéne et de I'azote
(Barouki., 2006). La production contrélée de radicaux apparait comme un mécanisme
essentiel de la signalisation cellulaire qui participe au maintien de '"homéostasie de la
cellule (Migdal et al., 2011). Ces oxydants peuvent endommager la membrane cellulaire ou
les molécules intracellulaires (en particulier I'ADN) s'ils ne sont pas efficacement éliminés

par les mécanismes de défense antioxydants de la cellule (CHU et al., 2010).
4.1. Les cibles des RL

Toutes les molécules biologiques possédant des doubles liaisons sont
particulierement affectées par les radicaux libres, entrainant la trés grande réactivité
de ces espéces chimiques vis-a-vis des lipides, des protéines (GOUDABLE et al., 1997).
L’ADN, gu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est également une cible majeure (Koechlin-
Ramonatxo., 2006). Dans |’'organisme une partie de I'oxygéne moléculaire peut capter de
maniére univalente et séquentielle un électron conduisant alors la formation du chef de

file des especes oxygénées réactives : I'anion superoxyde (Koechlin-Ramonatxo., 2006).
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Figure 7 : L'O2, a I'origine des radicaux libres (Koechlin-Ramonatxo., 2006).

L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé especes

réactives de I'oxygéne (Favier., 2003).
4.2. Espéces oxygénés réactives « EOR, ROS »

Les ROS sont des molécules simples issues du métabolisme de I'oxygéne, produites
physiologiguement dans tous les organismes aérobies (Guerby et al.,2015). lls sont
considérés comme potentiellement toxiques car ils ont la capacité d’endommager
différents composants cellulaires vitaux, et de conduire a la mort des cellules par stress

oxydatif (Ré et al., 2005).

Les EOR regroupent non seulement des radicaux libres telles que I'anion superoxyde
«02°-» ou le radical hydroxyle « °OH » mais également des dérivés non radicalaires telles
qgue le peroxyde d’hydrogéne « H,0; » (Haliwell., 1989).Ces derniers sont aussi réactifs et
peuvent étre des précurseurs de radicaux (Favier., 2003). C'est pourquoi le terme
d'espéces réactives de |'oxygene est préféré a celui de radicaux libres (J. GOUDABLE et
al., 1997). Notre mode de vie, mais aussi nos mauvaises habitudes alimentaires,
augmentent de fagcon anormale la production des EOR dans notre organisme (Haleng et

al., 2007).

&
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4.2.1. Réles physiologiques des EOR
Le role des EOR est tres complexe car elles peuvent avoir un réle physiologique ou un

effet toxique en fonction de leur concentration« Figure 8 » (Haleng et al., 2007).

Leurs effets physiologiques ne s’observent que lorsqu’il existe un équilibre entre ces

substances et les antioxydants (Koechlin-Ramonatxo., 2006).

Croissance Physiologie

Signal Développement Développement
Inflammation

Adaptation

Stress oxydant

ADN/ARN )

Toxique lerulfé:'nes EP"J‘:F"“E e
I_rp:des ielllissement
Sucres

Figure 8 : La double vie des ERO (Barouki., 2006).

Les EOR participent a de nombreuses fonctions : phagocytose, bactéricidie, signalisation
cellulaire (Ji., 2001 ; Barouki et al., 2001). Elles participent au fonctionnement de certaines
enzymes, au cycle cellulaire, a la différentiation cellulaire, a la régulation de la dilatation
capillaire, au fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la mémoire, a
la fécondation de I'ovule (Favier., 2003). Elles régulent également de nombreux facteurs de
transcriptionqui activentdes génes dits « protecteurs » pour la cellule (Powers et al., 2001 ,
Macnee et al., 1999). Les EOR sont donc des acteurs majeurs de la régulation métabolique

et cellulaire de I'organisme (Migdal., 2011).
4.2.2. Origines et destinée des EOR

La mitochondrie, la membrane plasmique et le réticulum endoplasmique sont les sieges
principaux de libération d’ERO (Barouki, Morel., 2001). Les ERO peuvent provenir aussi des

peroxysomes et le cytoplasme (Barouki.,2006).

&
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Figure9 : Origines et actions des ERO (Barouki., 2006).
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A I'exception de certains organismes anaérobies et aérotolérants le dioxygéne est
indispensable a la production d’énergie (Migdal et al., 2011). Cette production d’énergie
« sous forme d’ATP » appelée phosphorylation oxydative se fait notamment par
I'intermédiaire de chaines de transport d’électrons présentes dans la membrane interne

des mitochondries (Mazat et al., 2010).

L'oxygéne, en tant que récepteur final d’électrons dans I'organisme, se transforme en
molécules d’eau au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale. Cette réaction est
importante puisqu’elle est associée avec la production de 38 molécules d’ATP a haut
potentiel énergétique (contre 2 seulement dans un processus anaérobie) (Pincemail et al.,
2002). La molécule d'oxygene est réduite par quatre électrons sans libérer d'espéeces

radicalaires (Favier., 2003) selon la réaction suivante :

O+ 4 e+4 H"->2H,0

Le processus de réduction de 'oxygene en eau n’est toutefois pas parfait car 2 a 3 % de
I'oxygéne sont transformés en especes réactives de I'oxygéne (ERO) particulierement
réactionnelles (Koppenol., 2001). Au contact entre I'oxygene et certaines protéines du
systeme de la respiration, une production d'anions superoxydes se produit lors du

fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale (Favier., 2003).
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Figure 10: Voie métabolique de I'oxygene et des ERO (Barouki., 2006).
4.2.3. Le radical superoxyde « 02 °-»

En présence de rayonnements, de métaux ou d’enzymes (Barouki., 2006). Environ 2 % de
I'oxygéne subit une réduction monoélectronique (Gardés-Albert et al., 2003). Il capte un

électron, il est donc converti en radical superoxyde 02, selon la réaction suivante :
O+ 1e—>02"

Le radical superoxyde est peu réactif, il ne traverse pas les membranes cellulaires (Ré et
al., 2005).Cependant, I'O2*est capable de produire d’autres radicaux beaucoup plus
réactifs, il s’agit de toxicité indirecte (Migdal., 2011). |l représente unprécurseur de toutes
les autres EOR a I'exception de l'oxygene singulet (Laguerre., 2008). Il est produit
principalement par les cellules phagocytaires « neutrophiles, monocytes,
macrophages, éosinophile », et il participe a l'inactivation des virus et bactéries

(Nohl., 1994).
4.2.4. Le peroxyde d'hydrogéne « I’eau oxygéné, H.0, »

Le peroxyde d’hydrogene peut résulter de [I'action dismutasique des superoxydes
dismutases « SOD » sur deux radicaux O* (Laguerre., 2008). Selon la réaction suivante

catalysée par la SOD :

=
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202°+2H*>H202+02

C'est un produit plus stable que les radicaux superoxydes, c'est pourquoi il diffuse
tres facilement l'intérieur et l'extérieur de la cellule. C'est un oxydant tres puissant
capable d'accepter deux électrons supplémentaires (Goudable et al., 1997). L'eau
oxygénée peut subir des réactions de détoxication catalysées par la catalase, la glutathion

peroxydase ou les peroxyrédoxines (Barouki., 2006).

4.2.5. Le radical hydroxyle « OH * »

Le radical hydroxyle est le plus délétére des especes radicalaires du stress oxydant
(Migdal., 2011). Il peut étre produit a partir de l'eau par les radiations ionisantes
dans tous les organismes vivants mais il est surtout formé par la réaction de
Fenton (Cord., 1993). Ceci est en présence de métaux, en particulier de fer Fe** (Barouki.,

2006).
Fe 2* + H,0,> OH* + OH + Fe3*

La génération de radicaux HO® est un évenement crucial puisque ces radicaux sont les plus
réactifs actuellement connus et qu’ils ne semblent pas pouvoir étre détoxifiés par
voie enzymatique (Laguerre., 2008). Le radical hydroxyle, ne peut étre mis en évidence
dans les milieux biologiques que par ses produits d'oxydation, car son temps de

demi-vie est excessivement court, de l'ordre de la nanoseconde (Pasquier., 1995).

Une autre espéce radicalaire, le monoxyde d'azote, est produite par les systéemes
enzymatiques NO synthases «NOS », a des fins de médiation par les neurones, les cellules
endothéliales ou les macrophages (Favier., 2003). Le NO interagit avec I'anion superoxyde
pour donner le peroxynitrite, composé extrémement réactif et toxique, le NO et
peroxynitrite interagissent avec des protéines et peuvent altérer leurs propriétés

(Barouki., 2006).

02+ NO*->ONOO"
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5. Les défenses antioxydantes

5.1. Définition des antioxydants

Pour se protéger des effets déléteres des EOA, I'organisme dispose d’un ensemble
complexe de défenses antioxydantes (Haleng et al., 2007). Un antioxydant est une
substance qui, présente en faible concentration par rapport a un substrat oxydable,
retarde ou prévient significativement |'oxydation de ce substrat (Halliwell et al., 1989).
Les antioxydants agissent comme des agents protecteurs physiologiques pour

prévenir des lésions oxydatives engendrées par un exces de ROS (Guerby et al., 2015).

le- ﬁ ()2 (oxygene fondamental)

Cl, MPO

> umm) = HOCL

500, VitC
x peroxyde d'h'grd rogéne
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Figurell : Les différentes espéces oxygénées activées (EOA) et des antioxydants
régulateurs de leur production (Haleng et al., 2007).
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Le systeme de défense est constitué d’un endogene et d’un autre exogene. Le systeme
endogene est constitué d’enzymes ou d’agents réducteurs dont I'action est de neutraliser
les EOR par leur transformation en molécules stables et non réactives, I'organisme
posséde une seconde ligne de défense « les piégeurs de RL » qui sont des composés pour
la plupart apportés par I'alimentation et dont le role essentiel est de neutraliser les effets
toxiques des EOR, limitant ainsi toute atteinte de [lintégrité cellulaire (Koechlin-

Ramonatxo., 2006).
5.2. Le systeme antioxydant enzymatique

L’organisme possede des enzymes qui peuvent métaboliser les EOR. Les plus connues
sont la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GSH-Px) et la catalase
(Morena., 2002). Certains oligo-éléments comme le cuivre, le zinc, le sélénium sont
indispensables pour I'activité des enzymes antioxydantes « Cu, Zn-SOD, Mn-SOD, Se-

GPx » (Pincemail et al., 2002).
5.2.1. Les super oxydes dismutase (SOD)

Les SOD sont des métalloenzymes qui contiennent soit du manganese (Mn-SOD), soit du
cuivre et du zinc (Cu, Zn-SOD), et qui sont restreintes a des compartiments cellulaires
différents (Ré et al., 2005). La SOD dont le site actif contient du cuivre et du zinc (Cu, Zn-
SOD) est essentiellement localisée dans le cytosol, tandis que l'autre contient du
manganése (Mn-SOD) est présente dans les mitochondries (Gardés-Albert et al., 2004). Les
SOD éliminent les radicaux superoxydes par dismutation du radical en H;0; et en

OH* et OH7(Cord et al., 1988). Selon la réaction suivante :
O+ O 2+2H*>0,+H;,0,
5.2.2. La catalase

Elles réduisent le peroxyde d'hydrogene H202 en libérant de I'oxygene et de l'eau.
Elles sont quantitativement moins efficaces que le systeme suivant : les glutathion

peroxydases (Goudable et al., 1997).

2 H, 0,->2H,0+0;

-
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5.2.3. Les glutathions peroxydases (GPX)

Les GSHPX réduisent le peroxyde d'hydrogene H202 et les hydroperoxydes
lipidiques. Pour leur fonctionnement, elles utilisent le glutathion réduit (GSH) comme
cofacteur sur lequel elles transférent I'oxygeéne, le transformant en glutathion oxydé

(GSSG) (Goudable, 1997).
5.3. Le systeme antioxydant non enzymatique

Le glutathion (GSH) est un tripeptide (acide glutamique-cystéine-glycine) qui représente
le groupement thiol majoritaire au niveau intracellulaire .Il possede un fort pouvoir
réducteur et peut également chélater les ions Cu?*et ainsi limiter leur participation a la

génération d’ERO par les réactions de type Fenton (Migdal., 2011).

Antioxydants exogenes

Certains composés antioxydants comme les vitamines E (tocophérol), C (ascorbate), Q
(ubiquinone), ou les caroténoides apportés par les aliments, agissent en piégeant les
radicaux et en captant |'électron célibataire, les transformant en molécules ou ions
stables (Kinsky., 1989). Ce type d'antioxydant est appelé piégeur ou éboueur (Favier.,

2003).

6. Conséquences biochimiques du stress oxydant

Lors d’'un stress oxydant, les EOR non « détoxiquées » par le systéme antioxydant
attaguent et endommagent par oxydation les macromolécules directement a leur

contact, contenues dans les cellules (Koechlin-Ramonatxo., 2006).
6. 1. La peroxydation lipidique

Le radical hydroxyle peut réagir avec les acides gras polyinsaturés des phospholipides
membranaires et des lipoprotéines, initiant ainsi des chaines de peroxydation lipidique
(Gardeés-Albert et al., 2004). Ce radical capable d'arracher un hydrogene sur les carbones
situés entre deux doubles liaisons, pour former un radical diéneconjugué, oxydé en

radical peroxyle (Favier., 2003).

-
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Figure 12 : Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et

nature des produits terminaux formés (Favier., 2003).

6.2. L’oxydation des protéines

Les EOR sont capables de réagir avec différents acides aminés des chaines de protéines,

altérant également leur fonction.

6.3. L'oxydation des glucides

Le radical OH-est capable de couper les molécules de sucres et de susciter ainsi des

liaisons entre sucres et protéines provoquant des épaississements membranaires. La

cataracte diabétique serait une conséquence de cette liaison (Pasquier., 1995).

6.4. L’oxydation de ’ADN

L’ADN, qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est également une cible majeure des EOR

(Koechlin-Ramonatxo., 2006). Ces altérations structurales lorsqu’elles ne sont pas
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«réparées» entrainent a long terme des altérations géniques : cassures chromosomiques,
mutations, délétions, amplifications, a I'origine d’un dysfonctionnement au niveau du
métabolisme protéique (Hartmann et al., 2000). La guanine, par exemple, peut réagir avec
OHe pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG) qui, au lieu de s’apparier
avec la cytosine, s’associera avec l'adénine, entrainant des mutations au sein de ’ADN
et conduisant a des altérations du message génétique impliquées dans le déclenchement

du cancer et le vieillissement (Haleng et al., 2007).
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Matériel et méthodes

I. L'objectif

Le but de cette étude est d’évaluer I'effet du 5-phenyl-1,2,4-triazole-3-thiol (5-PTT) suite a
une exposition aigue et subchronique sur des jeunes rats Wistar selon une approche
biochimique et a travers I'étude du statut oxydatif au niveau érythrocytaire, hépatique et

rénal.

Il. Protocole expérimental

1. Le matériel biologique et conditions d’élevage

Dans ce travail, nous avons utilisé 30 jeunes rats blancs « Rattus norvegicus » variété
Wistar, agés d’un mois, ayant un poids de 60+ 65 g. Ce sont des mammiféres de I'ordre
des rongeurs. Les ratons sont maintenus dans des conditions favorables d’élevage (au
niveau de I'animalerie du département de biologie, faculté des Sciences, Université Dr.
Tahar Moulay Saida, Algérie). lls sont élevés dans des cages en plastique qui sont
tapissées d’une litiere constituée de copeaux de bois, une température (20 a 25°C), une

photopériode de 12 heures le jour et 12 heures la nuit.

Figure 13 : les rats d’expérimentation

E
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2. Syntheése de 5-phenyl-1,2,4-triazole-3-thiol (5-PTT)

Les hétérocycles 1,2,4-triazoles 3-thiones ont été synthétisés au laboratoire PFE, par
I'intermédiaire hydrazide de I'acide benzoique (Almasirad et al.,2004; Karthikeyan, 2009 ;
Rostom et al.,2003) L’acide benzoique est subit une estérification par le méthanol absolu
en présence d’'une quantité catalytique de I'acide H,SOs4 concentré. Le benzoate de
méthyle (1) obtenu est ensuite traité avec de I'"hydrazine hydraté a dans I’éthanol absolu

comme solvant ce qui a abouti a la formation de benzohydrazide correspondant (2).

COA coM
©/ MeOH, H,S0, 2 HNNH, (30%) A
ref, 3n EtOH ref 5h H

1

[

KSCN HCI (2N)

ref 3h
ToH
N=N
P NaOH (3%) = N”N\H/NHE
|X“ N TH Tetan Ho | Ho g
4. H 2

Figure 14 : Schéma représentant les étapes de synthése de la molécule.

L’acylthiosemicarbazide (3) est préparé par addition nucléophile de benzohydrazide (2)
sur le thiocyanate de potassium en milieu acide chlorhydrique pour donner
I"acylthiosemicarbazides avec un bon rendement. La Cyclisation intramoléculaire de cette
intermédiaires acylthiosemicarbazides (3) dans une solution d’hydroxyde de sodium
NaOH (4%) sous reflux conduit a la formation de 5-phenyl 1, 2,4-triazoles 3-thiones (4)

(Agrawal et al., 2011).

e
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3. Préparation de la solution injectable

Le 5-phenyl-1,2,4-triazole-3-thiol se présente dans un état physique solide « des

particules blancs », donc il a été dissous dans le diméthylsulfoxyde (DMSO).
4. Le traitement des rats

Dans notre expérimentation nous avons procédé au traitement des jeunes rats suivant

deux protocoles :

1/ Une exposition subchronique au 5-PTT a une dose de 10mg/kg durant une période de

30 jours (Palaska et Al., 2002).
2/ Une exposition aigue de 2 jours d’'une dose de 200mg/kg (Gannaire et Micillino ., 2005).

5. PARTIE | : exposition subchronique

5.1. Répartition des groupes

Aprés sevrage, les rats sont divisés en deux lots :
» Lot témoin « T »: ratons injectés par voie intra-péritonéale (IP) avec l'eau
physiologique pendant 30 jours (n=6 rats).
> Lot expérimental « 5-PTT »: ratons traités par 5-PTT avec une dose de (10mg/kg)
et cela par une injection intra-péritonéale(IP) pendant 30 jours (n=6 rats).

5.2.  Sacrifices et prélevements sanguins

Aprés 30 jours de traitement et de 12 heures de jeune les ratons sont sacrifiés (par
décapitation), le sang est immédiatement recueilli dans des tubes héparines pour

effectuer les analyses biochimiques.
5.3.  Evolution du poids corporel et poids des organes

L’évolution du poids corporel est suivie périodiguement chaque jour tout au long de
I’expérimentation (30 jour) ensuite, nous avons procédé au sacrifice de ces rats et le poids

du foie et le rein des deux lots a été enregistré.

.
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6. Partie Il : exposition aigue

6.1. Répartition des groupes
Apres sevrages les jeunes rats sont répartis en trois lots :

» Lot témoin « T » : composé de 6 ratons, soumis a deux injections intra-péritonéale
(1 injection /jour) de I'eau physiologique a une dose de200 mg/kg de poids corporel.

» Lot DMSO : constitué de jeunes rats dont on injecte le DMSO comme témoin positif
par voie intra- péritonéale pendant deux jours a une dose de200 mg/kg de poids
corporel (n=6 rats).

» Lot expérimental « 5 PTT »: jeunes rats traites deux jours par injections intra-
péritonéale de 5-phenyl-1,2,4-triazole-3-thiol a une dose de 200 mg/kg de poids
corporel (n=6 rats).

6.2.  Sacrifices et prélevements du sang et organes

Apreés les deux jours de traitement les trois groupes sont sacrifiés (par décapitation),
le sang est immédiatement recueilli dans des tubes secs étiquetés, puis centrifugés a
3000 tours/min pendant 15 minutes pour récupérer le culot contenant les

érythrocytes.

Apreés la dissection, le foie, le rein, sont prélevés, débarrassés de leurs tissus adipeux,

rincés dans une solution de chlorure de sodium (Na Cl) a 0.9 %.

&
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7. Techniques de dosage biochimiques

7.1. Dosage de glucose

La détermination de la glycémie a été réalisée par la méthode enzymatique au glucose

oxydase (selon la fiche technique Spinreact).

- Principe

Le glucose est transformé par le glucose oxydase (GOD) en acide gluconique et peroxyde
d’hydrogéne (H,0,). Ce dernier, en présence de peroxydase (POD), oxyde le chromogéne
incolore (4-aminophénazone) en un composé coloré en rouge-violet (quinoneimine)

(Kaplan, 1984), selon les réactions suivantes :

GOD
B — D glucose + 0z + H;0 ——— Acide gluconique + H,0;

POD
H;0; + Phénol + 4 — aminophenazone ——— Quinone + H;0

Le lecteur de I’'absorbances des échantillons et de I’étalon contre le blanc réactif a 505

nm. La coloration finale est stable au moins 30 minutes.

7.2. Dosage de cholestérol

Le dosage du cholestérol a été réalisé par la méthode enzymatique colorimétrique selon

la fiche technique (Spinreact).

Le cholestérol présent dans I'échantillon forme un complexe coloré selon la réaction

suivante :

5 Cholestérol Estérase . .
Cholestérol ester + H;0 ———————— Cholestérol + Acides gras

. Cholest érol Oxydase 5
Cholestérol + 03 ——————— 4 — Cholesténone + H,0,

Peroxydase
2H,0; + Phénol + 4 — Aminophenasone ————— 4H,0 + Quinoneimine
L'intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du cholestérol

dans I'échantillon (Naito, 1984).
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7.3. Dosage des triglycérides plasmatiques

Le dosage des triglycérides a été réalisé par la méthode enzymatique colorimétrique

selon la fiche technique (Spinreact).

Les triglycérides sont enzymatiquement hydrolysés en glycérol et en acides gras
libres par la lipoprotéine-lipase (LPL). Le glycérol sous l'effet du glycérol kinase
forme le glycérol -3- phosphate (GTP) qui est oxydé en H202. Ce dernier forme avec
le 4-aminophenozone et le p-chlorophenol en présence de peroxydase un complexe

rouge, selon les quatre réactions suivantes:
LPL
Triglycérides + H,0 ——— Glycérol + acide gras libre
GK
Glycérol + ATP ——— Glycérol — 3 — phosphate + ADP
GPO
Glycérol — 3P + 0, ———— Dihydroxy acétone — P + H,0,

POD
H;0, + 4 — aminophenasone + P — Chlorophenol ——— Quinone + H,0

L'intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration des triglycérides dans les

échantillons (Kaplan et al., 1984).

7.4. Dosage de I'activité d'aspartate aminotransférase ASAT (TGO)

Le dosage de l'activité d'aspartate aminotransférase a été réalisé par la méthode

cinétique selon la fiche technique (Spinreact).

L'aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi L'oxaloacétate de glutamate (GOT)
catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de l'aspartate au aa-
cétoglutarate formant le glutamate et I'oxaloacétate. L'oxaloacétate est réduit au malate

par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH, H+ (Murray, 1984).

ASAT
Aspartate + a — Cétoglutarate —— Glutamate + Oxaloacétate

MDH
Oxaloacétate + NADH + HY ——— Malate + NAD*
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7.5. Dosage de I'activité d'alanine aminotransférase ALAT (TGP)

Le dosage de l'activité d'alanine aminotransférase a été réalisé par la méthode cinétique selon la

fiche technique (Spinreact).

La diminution de la concentration en NADH est directement proportionnelle a [Iactivité

enzymatique d’alanine aminotransférase dans I'échantillon (Murray, 1984).

Le principe est présenté selon la réaction suivante :

ALAT
L — Alanine + «a — cétoglutarate —— Glutamate + Pyruvate

LDH
Pyruvate + NADH + H* —— L — Lactate + NAD*

7.6. Dosage d’urée

Le dosage de l'urée a été réalisé par la méthode enzymatique colorimétrique a l'uréase
selon la fiche technique (Spinréact). L'urée est hydrolysée enzymatiquement a
I'ammoniaque (NH4") et le dioxyde de carbone (CO;). Les ions ammoniaques ainsi formés
réagissent avec du salicylate et I'hypochlorite (NaClO), en présence d'un catalyseur

nitroprusside, pour former un indophénol vert, selon les réactions ci-dessous :

Uréase

Nitroprusside
NHF + Salicylate + NaClQ —————— indophénol

L'intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration d’urée dans I'échantillon

(Kaplan, 1984).
7.7. Dosage de créatinine

Le dosage de créatinine a été réalisé par la méthode cinétique colorimétrique selon la

fiche technique (Spinréact).

L’'essai est basé sur la réaction de créatinine avec I'acide picrique : c’est la réaction de
JAFFE. La créatinine réagit avec le picrate alcalin pour donner un complexe coloré, mesuré
dans un intervalle de temps défini et proportionnel a la concentration en créatinine de

I’échantillon (Murray, 1984).
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8. Dosage des parameétres du stress oxydant

8.1. Protocole de 'homogénéisation des érythrocytes et organes

D’abord, pour la lyse des érythrocytes, on doit utiliser une solution de lyse (également

appelée de lavage) et voila sa composition :

-KH2POA4. -1.36g.
Solution de lavage -Na CL. -9g.
(pH=7.4) -Eau distillée -1Litre.

Apreés collection du sang dans des tubes secs, on fait la premiére centrifugation pour avoir
le sérum .Ensuite, au culot contenant les érythrocytes, on ajoute 2ml de la solution de
lyse et on fait une centrifugation a 3000trs/min pendant 15 min. On jette le surnageant et
on ajoute 2ml de solution de lyse au culot, et on fait la deuxiéme centrifugation a
4000trs/min pendant 30 min et puis on récupére le surnageant cette foie, qui contient le

lysat des érythrocytes a utiliser dans les dosages.

Maintenant pour les organes, on ajoute 2ml de TBS et on fait ’homogénéisation a I'aide
d’un broyeur. Apreés le broyage, on fait une centrifugation a 9000trs/min pendant 15 min

et on récupére le surnageant qui contient I’homogénat des organes.

N.B : Si vous n’avez pas au labo une ultracentrifugeuse (pour 9000trs/min), vous pouvez

faire4500trs/min pendant 30min.
8.2. Préparation de ’lhomogénat

Un gramme de foie des rats des différents groupes étudiés a été utilisé. Aprés broyage et
homogénéisation des tissus dans le TBS (Tris 50 mM, NaCl 150m M, pH 7.4), on a procédé
a une centrifugation de la suspension cellulaire (9000 trous/min, 4°C, 15 min), le
surnageant obtenu est aliquoté dans des tubes eppendorfs puis conservés a (- 20°C) en

attendant d’effectuer le dosage des parametres du stress oxydatif.

*
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8.3. Dosage des protéines

Le dosage des protéines est déterminé selon la méthode de Bradford (1976) qui utilise le

bleu de Coomassie comme réactif.

Ce dernier réagit avec les groupements amines (—NHz2) des protéines pour former
un complexe de couleur bleu (L'apparition de la couleur bleu reflete le degré d’ionisation

du milieu acide et I'intensité correspond a la concentration des protéines).
N.B : le Tris : 2 amino-2hydroxymethyl 1,3propanediol synonyme :Trizma (TM),Trisamine.
-Formule brute : C4H11No3

Pour cela, nous avons procédés aux étapes suivantes :
= Prélever 0.1 ml de 'homogénat.
= Ajouter 5 ml de réactif de Bradford.
= Agiter et laisser reposer 5 minutes.
= Lire a 595 nm les densités optiques contre le blanc.
La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme étalon

d’albumine sérique bovine (1mg/ml) préalablement réalisée dans les mémes conditions.

0.8 - y = 0,665x + 0,016
R? = 0,998

0,7 -
0,6
0,5 -
0,4 -
0,3

595nm

DO

0,1 -

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
[BSA] mg/ml

Figure 16 : La courbe d’étalonnage utilisée (BSA 1mg/ml) pour le dosage des protéines.
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8.4. Dosage du glutathion réduit (GSH)
Le dosage du glutathion est réalisé selon la méthode d’Ellman (1959) modifié par Jollow
et al. (1974). Le principe de ce dosage repose sur la mesure de I'absorbance optique de
I'acide 2-nitro-5-mercapturique qui résulte de la réduction de I'acide 5,5 dithio-bis-2-
nitrobenzoique (DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Pour cela on réalise une

déprotéinisation afin de garder uniquement les groupements (-SH) spécifique du

WO, s
@ COOH :: : COOH
-  »
—

Wi,

glutathion.

Acide thionitro-benzoique

0 — v — ta

HooC
TNB

Figure 17 : réaction d’Ellman.

La procédure expérimentale de dosage du glutathion réduit est la suivante
v Prélever 0.8 ml de I'hnomogénat ;

Ajouter 0.2 ml de solution d’acide salicylique (0.25%) ;

Agiter et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace ;

Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min ;

Prélever 0.5 ml du surnageant ;

Ajouter 1 ml de tampon Tris, pH 9.6 ;

A N N NN

Mélanger et ajouter 0.025 ml d’acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a
0.01M.
Laisser pendant 5 min a une température ambiante et lire les densités optiques a 412 nm

contre le blanc réactif.

La concentration du glutathion réduit est obtenue par la formule suivante :

DO x1 x1.525
13100 x0.8 x0.5 Xmg protéine

GSH (nmol GSH/mg de protéine) =

-
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= DO : Densité optique.

= 1:Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8 ml homogénat
+ 0.2 ml de 'acide salicylique).

= 1.525: Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau de
surnageant (0.5 ml surnageant + 1 ml Tris + 0.025 m| DTNB).

= 13100 : Coefficient d’absorbance du groupement (-SH) a 412 nm.

= 0.8:Volume de ’lhomogénat.

= 0.5:Volume de surnageant.
8.5. Dosage de I'activité du glutathion peroxydase (GSH-Px)

L'activité enzymatique du glutathion peroxydase (GSH-Px) a été mesurée par la
méthode de Flohe and Gunzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de
peroxyde d’hydrogene (H202) en présence du glutathion réduit (GSH), ce dernier est

transformé en (GSSG) sous I'influence de GSH-Px selon la réaction suivante :

GSH—Px
H,0y, +2GSH ———— 5 GSSG + 2 H,0

Pour cela, nous avons procédé aux étapes suivantes :

-Prélever 0.2 ml de I'homogénat (surnageant).

-Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM) ;

-Ajouter 0.2 ml de solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4).
-Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min.

-Ajouter 0.2 ml de H202 (1.3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10
minutes.

-Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction.

-Mettre le mélange dans un bain de glace pendant 30 minutes.

-Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes.

-Prélever 0.48 ml de surnageant.

-Ajouter 2.2 ml de solution tampon TBS.

-Ajouter 0.32 ml de DTNB (1.0 mM).

-Mélanger et aprés 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm.

&




Matériel et méthodes

La détermination de I'activité enzymatique de la GSH-Px se fait a I'aide de la formule

suivante :

(Doéchantﬂlon X Doétalon }X0'04

DO étalon

GSH-Px (umol GSH/mg protéine) =

DO échantillon: Densité optique de I’échantillon.
DO étalon: Densité optique de I'étalon.

0.04: Concentration de substrat (GSH).
8.6. Dosage de I'activité enzymatique de la catalase(CAT)

La CAT est dosée selon la méthode d’Aebi (1984). La mesure de l'activité catalytique a
240nm est basée sur la variation de la densité optique consécutive a la dismutation

d’H202 selon la réaction suivant :

2H,0, CAT > 2H,0; +0;

Les absorbances sont lus apres 15 secondes de délai et durant 60 secondes de mesure.

Réactifs Zéro (ul) Blanc (ul) Essai (ul)
-Tampon
phosphate 1000 800 780

(100mM) PH 7.4

-H202 (500mM) - 200 200

-Surnageant - - 20

-L’activité catalytique est calculée selon I'équation suivante :

ADO

Activité CAT (umoles d'H,0, /min/mg de protéine)= ——————-. .

Avec :

- ADO : Variation de la densité optique par minutes.

.
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- £ : Coefficient d’extension d’H202 (0.043mM-1cm-1).

- | : Largeur de la cuve.

-X : Quantité de protéines en mg/ml.

-Fd : Facteur de dilution pour le H202 dans la solution tampon (0.02).
9. Expression et analyse statistique des résultats

Les résultats sont exprimés par la moyenne (M) des valeurs individuelles, affectées de
I’erreur standard a la moyenne (S.E.M). La comparaison de deux moyennes est effectuée
par un test t de Student. La comparaison de plusieurs moyennes est effectuée par une

analyse de variance (ANOVA) avec le facteur traitement (Triazole, Solvant).

Une probabilité p < 0,05 est considérée significative. Les analyses statistiques ont été

réalisées avec le logiciel Sigma statistique 3,5.

=
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I. Résultats de I’exposition subchronique

1. La croissance pondérale

Nos résultats montrent une diminution significative de poids corporel et une baisse du
gain de poids chez le lot traité par le 5 PTT par rapport au groupe témoin, (voir figure 18)

120 - croissance ponderale

100 -

80 N sk sk sk

ok %
sk sk

60 -
e TEMOIN

poidseng

40 - o5 PTT

O L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L

1 6 11 16 21 26

jours

Figure 18 : L’évolution du poids corporel des rats pendant 30 jours d’expérimentation.
Les valeurs sont exprimées en moyennet SEM. (*: p<0.05;**:p<0.01 ;*** : p<0,001).(5-

PPT vs témoins)

2. Action sur le poids de certains organes (foie et rein)
L'analyse des donnés révelent une élévation significative (p<0,001) du poids hépatique

chez les rats exposés au 5-PTT par rapport a celui des rats témoins. (figure 19)

Tandis que, le poids rénal ne présentent aucune différence significative (P >0.05) entre

les sujets exposés au 5 PTT et les sujets témoins. (figure 20)
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>
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Figure 19: Comparaison du poids de foie entre les rats traités par 5 PTT et les rats témoins.

Les valeurs sont exprimées a la moyenne+ SEM.(**: p<0.01).(5 PPT vs témoins)

Poids du rein

B Témoin

poids G

H5PTT

LOTS

Figure 20 : Comparaison du poids du rein des sujets témoins et des sujets exposés au 5-

PTT. Les valeurs sont exprimées au moyenne + SEM. (p> 0.05). (5 PPT vs témoins)
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3. Dosage des paramétres biochimiques
3.1. Action surla glycémie

Les résultats montrent une élévation tres significative (p<0,01) du taux de glucose

sanguin chez les sujets exposés au 5 PTT par rapport a celle des sujets témoins (figure 21)

2.5 -

W 5PTT

B Témoin

GLYCEMIE G/L

0.5 4

Glycemie

Figure 21: Comparaison entre la glycémie chez les différents rats traités par 5 PTT et les
rats témoins (** : p<0,01). Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM.

(5 PPT vstémoins)

3.2. Action sur certains biomarqueurs plasmatiques de la fonction hépatique
3.2.1. Profile lipidique (cholestérol, triglycérides)

L'interprétation des résultats démontre une augmentation trés significative (p < 0.01) de
la concentration sérique de cholestérol et une augmentation significative (p < 0.05) de la
concentration sérique des triglycérides des rats traites par le 5 PTT par rapport au rats

témoins (voir figures : 22 et 23)
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0.2 A
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Figure 22: Comparaison du taux de cholestérol entre les rats traités par 5 PTT et les rats

témoins. Les valeurs sont exprimées au moyenne +SEM (**: p<0.01).(5 PPT vs témoins)
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1.2 -

1 -
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0.4 -
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Figure 23 : Comparaison du taux de triglycérides entre les rats traités par 5PTTet les rats

témoins Les valeurs sont exprimées a la moyennet SEM(*: p<0.05)(5 PPT vs témoins)

3.2.2. Activité des transaminases
Le traitement des rats par le 5 PTT induit une augmentation trés significative de I'activité

enzymatique de I'alanine amino transférase (TGP).
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Toutefois, le test ANOVA montre une augmentation hautement significative (p <0,001)

de la teneur sérique en ASAT chez les rats ayant subiet une exposition subchronique 5

PTT comparés aux animaux témoins (figure 24, figure 25)

600
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400
350
300
250
200
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TGO Ul/I

m5PTT

B Témoin

Figure 24 : Comparaison du taux du TGO entre les rats témoins et les rats traites par le 5

PTT, Les valeurs sont exprimées au moyenne+ SEM (**: p<0.01).(5 PPT vs témaoins)
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Figure 25: Comparaison du taux du TGP les rats traités par 5 PTT et les rats témoins. Les

valeurs sont exprimées au moyenne+ SEM (***: p<0.001).(5 PPT vs témoins).
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3.3. Action sur la variation de la concentration plasmatique en urée et

créatinine

Les résultats des différents parameétres biochimiques (urée, créatinine) sont présentés
dans les figures (26,27) respectivement.
L'analyse statistique du taux sérique de l'urée et de la créatinine ne présente aucune

différence significative (P >0.05) entre les sujets exposés au 5 PTT et les sujets témoins

1.2 -

W 5PTT

B Témoin

Urée

Figure26 : L’effet du 5 PTT sur le taux sérique de l'urée. Les valeurs sont exprimées en

moyenne * SEM. (p> 0.05).( 5-PTT vs Témoin)

18 +
16 -
14 -
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H5PTT

B Témoin

creatinine mg/DI

Créatininne

Figure 27: Comparaison du taux de la créatinine entre les rats témoins et les rats exposés

au 5 PTT. Les valeurs sont exprimées au moyenne + SEM. (p> 0.05). (5-PTT vs Témoin)

E



Résultats et Interprétations

Il. Résultats de I’exposition aigue

1. Activité des bio-marqueurs du statut oxydant au niveau hépatique,

rénal et érythrocytaire

1.1. Glutathion réduit

Le traitement des rats par le 5 PTT entraine une augmentation significative de la

Teneur tissulaire en glutathion réduit (GSH) au niveau érythrocytaire et hépatique
(p<0,01; p<0,001) (voir les figures 29,30).

En revanche, L’analyse statistique de I'activité de Glutathion réduit dans le rein montre
gu’il n’existe pas de Différences significatives chez les trois groupes expérimentaux.

(Figure 28).

0.45 -

glutathion reduit
0.4 - '|'

0.35 A

0.3 -

0.25 A WEP

0.2 - m DMSO

0.15 - 5PTT

0.1 -

i mole de GSH/mg de proteines

0.05 -

Rein

Figure 28 : L’effet du 5 PTT sur I'activité enzymatique de la Catalase au niveau rénal des
rats traités par S5PTT avec les témoins EP, et le DMSO, Les valeurs sont exprimées en

moyenne +SEM. (p> 0.05). (5 PTT vs EP).et (DMSO vs EP).
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Figure29: L’effet du 5 PTT sur I'activité enzymatique de la Catalase au niveau des
érythrocytes des rats traités par 5SPTT avec les témoins EP, et le DMSO, Les valeurs sont

exprimées en moyenne +SEM. (** : p<0.01). (5 PTT vs EP).et (DMSO vs EP).
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Figure 30: L’effet du 5 PTT sur |'activité enzymatique de la Catalase au niveau du foie des
rats traités par 5PTT avec les témoins EP, et le DMSO, Les valeurs sont exprimées en

moyenne +SEM. (** : p<0.01). (5 PTT vs EP).et (DMSO vs EP).
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1.2. Effet sur I’activité de quelques enzymes antioxydantes tissulaires
1.2.1. Activité de la glutathion peroxydase (GPx)

La variation de I'activité enzymatiques du glutathion peroxydase (GPx) au niveau du foie,
reins et dans les érythrocytes des rats traites par le 5 PTT et ceux traites par |'eau

physiologique et le DMSO sont présentés dans les figures 31, 32, 34.

Le traitement des rats par le 5 PTT provoque une diminution trés hautement significative
du glutathion peroxydase (GPx) dans le foie, et dans les érythrocytes (p < 0.01; p <

0.001) respectivement par rapport aux rats témoins et ceux traites par le DMSO

En revanche aucunes différences significatives dans le rein des trois groupes

expérimentaux.

s | Glutathion Peroxydase

T
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2.5 A
m DMSO

5PTT
1.5 4

u mole de GSH/mg de proteines
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Figure 31 : comparaison de l'activité enzymatique de Glutathion peroxydase au
niveau rénal des rats traites par 5PTT avec les témoins EP, et le DMSO

Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM. (p> 0.05). (5 PTT vs EP) et (DMSO vs
EP).
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Figure 32 : comparaison de l'activité enzymatique de Glutathion peroxydase au
niveau hépatique des rats traites par 5PTT avec les témoins EP, et le DMSO

Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM. (**: p<0.01). (5 PTT vs EP).et (DMSO vs
EP).
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Figure 33: comparaison de I’activité enzymatique de Glutathion peroxydase au niveau
érythrocytaire des rats traites par 5PTT avec les témoins EP, et le DMSO
Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM. (** * : p<0.001). (5 PTT vs EP).et

(DMSO vs EP).
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1.2.2. Activité de la catalase (CAT)

Les résultats obtenus montrent que le traitement des rats par le 5 PTT provoque une diminution
tres significative de I'activité enzymatique de la catalase (CAT) dans le foie et les érythrocytes par
rapport aux deux groupes témoins cependant aucunes différences significatives dans le rein

des trois groupes expérimentaux (voir figure 34, 35, 36).
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Figure 34 : comparaison de I'activité enzymatique de la catalase au niveau rénal des
rats traites par 5PTT avec les témoins EP, et le DMSO

Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM. (p> 0.05). (5 PTT vs EP).et (DMSO vs
EP).

E



Résultats et Interprétations

Catalase

2 50 -
o
3
g 40 -
=
‘€ mEP
S 30 -
8 m DMSO
g
320 - m5PTT
Q
E
= 10

0 a

Foie

Figure 35: comparaison de I'activité enzymatique de la catalase au niveau hépatique
des rats traites par 5PTT avec les témoins EP, et le DMSO

Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM. (**: p<0.01). (5 PTT vs EP).et (DMSO vs
EP).
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Figure 36: comparaison de l'activité enzymatique de la catalase au niveau
érythrocytaire des rats traites par 5PTT avec les témoins EP, et le DMSO

Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM. (** : p<0.01). (5 PTT vs EP).et (DMSO vs
EP).
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Les triazoles représentent une classe des composants hétérocycliques qui sont au cours

d’étude depuis plusieurs ans (Gurkirpal et al., 2011).

Le 1,2,4-triazoles est bien connu pour son large éventail d'activités biologiques (Kumudha
et al,, 2014), il posséde un puissant effet antifongique (Lingappa et al.,2008). Le mécanisme
pharmacologique de ce composant est lié a l'inhibition des enzymes du Cytochrome P450
impliquées dans la formation des membranes fongiques (Menegola et al., 2006), il existe
d'autres effets biologiques tels que: un antibactérien (Lingappa et al.,2008 ; Gautam et
Chourasia ., 2010), un antiviral (Kumar et Rao., 2008), un anticonvulsivant (Asif., 2015),
antitumoral (Kumar et Rao., 2008), insecticide (Gautam et Chourasia ., 2010) et en tant qu’un

anticorrosif (Lebrinie et al., 2007; Ouici et al., 2013).

Ces produits sont estimés comme des substances chimiques peuvent causer des
difficultés pour la santé humaine par une large gamme de propriétés toxicologiques (Zarn
et al., 2003 ; EPA, 2009 ; AFSA, 2007). lls modifient le fonctionnement des cellules en

troublant de nombreuses voies métaboliques (Nesnow et al., 2011).

L’objectif visé dans ce travail de recherche est d’explorer dans une premiére partie
I'effet d’'une exposition subchronique d’un dérivé triazolique le 1,2,4 triazole-5 - phenyl -
3 thiol (5 PTT) a une dose de 10mg/kg sur le fonctionnement hépatique et rénal a travers

exploration de quelques paramétres biochimiques

Et en deuxiemes partie est d’évaluer la modification du statut oxydant au niveau
tissulaire (foie, rein) et érythrocytaire suite a une exposition aigue au 5-PTT a une dose

de 200mg/kg
Partie 1 : exposition subchronique

1 La croissance pondérale et le poids des organes (foie et rein) :

Les résultats enregistrés concernant le poids corporel montrent clairement que le poids
des rats exposés au 5 PTT est significativement inférieur a celui des rats témoins, ce qui
indique une diminution de la prise alimentaire. Cela confirme que le 5 PTT a un effet
anorexigene d{ a son action sur certains centres nerveux responsables de la régulation de

la satiété et de la faim. Ceci est en accord avec les travaux de (Moser et AL., 2001 ; PRD.,
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2007 ; Anses., 2011), qui rapportent que la diminution du poids corporel est liée a la
réduction de la prise alimentaire suite a une exposition subchronique au prothioconazole

dont le dose est de 1 000 mg/kg /j.

De méme, ce résultat obtenu est similaire a celui de (Martin et al., 2007) qui présente que
certain dérivé triazolique tel que le triadimifon avec une dose de 175mg/kg entraine une
baisse de poids corporel qui due une diminution de la prise alimentaire suite a une
hépatotoxicité. La réduction de poids corporel est utilisée comme indicateur de la

détérioration de I'état de santé générale du rat.

En outre, (Bonnard et al., 2010) ont montré que le foie et le rein ont été identifiés comme

un organe cible chez les rats aprés I'exposition a des azoles dérivés du pétrole.

Le foie, principal organe de détoxification, est capable de neutraliser toutes les
substances toxiques. Vu son roOle dans la transformation des xénobiotiques
environnementaux a savoir le 5-PTT, le foie présente un grand risque de dommages
(Karami-Mohajeri et Abdollahi, 2011)

Concernant le poids hépatique, nous avons remarqué une augmentation significative du
poids chez les rats exposés au 5 PTT par rapport aux rats témoins. Nos données sont en
accord avec ceux de (Martin et al., 2007 ; Allen et al ., 2006 ;Gotez et al., 2007) qui montrent
gue I'exposition a certains dérivés triazoliques tel que le myclobutanil avec une dose de
125mg/kg dans une exposition chronique et le propiconazole avec une dose de 500
mg/kg pendant 30 jours induisent une élévation de la prolifération hépatocytaire qui est a

I'origine de I’hypertrophie hépatique.

D’autre part, Les données obtenus concernant le poids rénal ne présentent aucune
différence significative entre Les rats traités et les rats témoins, et cela se contrarie avec
d’autres travaux tels (Gotez et al., 2007; PRD, 2007 ;Bonnard et al., 2010) qui ont prouvé
que l'exposition au prothiconazole aux doses de (20, 100 et 500 mg/kg/j) durant 8

semaines, induit une élévation significative du poids du rein, en raison d’une hypertrophie
2/Bilan biochimique

L'analyse des résultats obtenus a montré une augmentation significative du taux de

glucose sanguin chez le lot exposé au 5 PTT par rapport au lot témoin, Certains travaux
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ont montré que I'exposition au triazole provoque un dysfonctionnement du métabolisme
énergétique par l'altération de la glycogénolyse du foie, ce qui conduit a une

hyperglycémie (Gillies et al., 2010).

En effet les travaux réalisés par (Rodriguez et Acosta, 1996 ; Nesnow et al., 2011),révelent
qgue l'exposition au propiconazole engendre un effet stressant qui se traduit par une

hyperglycémie sous I'action des hormones.

Plus encore, de nombreuses perturbations biochimiques induites par le triazole affectent
le métabolisme lipidique qui se traduit par le changement de taux de cholestérol et de

triglycérides (Wada et al., 2009).

En effet, dans notre étude, le 5 PTT a augmenté significativement les niveaux du
cholestérol, et des triglycérides plasmatique des rats. Cette augmentation en
cholestérol sérique peut étre attribuée a I'effet des pesticides sur la perméabilité de la
membrane cellulaire du foie et/ou le dysfonctionnement hépatique prouvé par les
perturbations de I'activité des transaminases (Yousef et al., et encore du |'hyperglycémie
provoque un désordre métabolique traduit par des changements de la voie normale du
glucose ; ou une partie du glucose est transformée en acides gras et glycérol puis la
synthése des triglycérides et du cholestérol (Patricia et al., 1995 ; Valdiguié, 2000)

En plus, I'élévation observée de concentration en cholestérol dans le sérum, qui est
associée a l'augmentation en triglycérides, peut indiquer une possible péroxydation
lipidiques membranaires (Saoudi et al., 2011)

Les transaminases (ASAT et ALAT), dans le plasma refletent I'activité fonctionnelle du foie.
Ces enzymes sont principalement utilisées dans |’évaluation des dommages et du
dysfonctionnement hépatiques.

Par ailleurs, Les données obtenus en terme d’activité enzymatique des ASAT et ALAT ont
démontré que I'administration subchronique du 5 PTT est accompagné par une élévation
trés significative du taux de ces enzymes cela confirme certaines recherches qui
indiquent que des études antérieures, réalisées sur des rats adultes, ont montré que le
myclobutanil peut induire 'endommagement du foie par I'élévation des taux sanguins en

transaminases (ASAT et ALAT) (EFSA., 2009).
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Ainsi que le traitement au triadimifon a des concentrations de 25mg/kg porte une action
hépatotoxique qui mene a l'altération de la perméabilité de la membrane plasmatique et
par conséquence la fuite des enzymes du tissu vers le plasma entrainant ainsi une nécrose
et affection hépatique (Résidus de pesticides dans les aliments, 1985 ; Navarro et al., 1993 ; El-

Demerdash et al., 2012).

Le rein est un organe cible pour les composés xénobiotiques notamment les polluants
environnementaux suite au volume sanguin supplémenté élevé et leur réle en
concentrant les solutés. Cette susceptibilité du rein a la toxicité produise une variété
d’effets toxiques rénaux impliquant les cellules tubulaires et glomérulaire (Mohamed et
al., 2003).

L'urée et la créatinine sanguines des animaux d’expérience sont parmi les parametres
essentiels pour évaluer la fonction rénale et la filtration glomérulaire (Fingo, 1997).

En effet, les analyses sériques ont révélé que I'exposition a une dose de 10mg/kg de 5
PTT durant 30 jours n’a pas influences sur le taux sériques de l'urée et créatinine. Ces
résultats s’accordent avec d’autres études de (Somchit et al., 2012)qui ont montré que
I'exposition a différentes doses (0, 10, 50 et 100 mg/kg/j ) et pendant 14 jours au

voriconazole n’entraine aucun effet sur le taux sérique de I'urée et créatinine.

Certains travaux ont montré que |'exposition au triazole provoque un dysfonctionnement
du métabolisme énergétique par l'altération de la glycogénolyse du foie, ce qui conduit a
une hyperglycémie (Gillies et al., 2008). En outre, d'autres études ont confirmé que
I'exposition au propiconazole a 1250 ppm (157,6 mg / kg) crée un effet stressant dans

I'hyperglycémie sous I'action des hormones (Nesnow et al., 2011).

Plus encore, de nombreuses perturbations biochimiques induites par le triazole affectent
le métabolisme lipidique qui se traduit par le changement de taux de cholestérol et de
triglycérides (Wada et al., 2009). De plus, I'hypocholestérolémie peut étre due a une
réduction de la synthése du cholestérol ou a une augmentation de son élimination chez

les rats exposés sous |'effet triazole (Nesnow et al ., 2009).

En outre, Bonnard et al., 2010 ont montré que le foie et le rein ont été identifiés comme un

organe cible chez les rats aprés |'exposition a des azoles dérivés du pétrole. Les effets
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observés sont; Augmentation du poids corporel accompagnée de changements

histologiques, avec inflammation (Bonnard et al., 2010).
Partie 2 : exposition aigue

Activité des enzymes du statut oxydant au niveau hépatique, rénal et érythrocytaire

Pendant ces deux décennies, la recherche toxicologique s’est concentrée sur I'induction
du stress oxydant (SO) aprés exposition aux pesticides comme mécanisme possible de la
toxicité. En fait, le SO est le résultat des processus de multi-étapes causant par un
déséquilibre dans la balance entre les oxydants/ prooxydants et les antioxydants
(enzymatique et non enzymatique) et menant aux dommages tissulaires conduisant en
premier lieu a de nombreuses maladies et finalement a 'apoptose (Agrawal et Sharma,

2010).

Plusieurs recherches chez des animaux d’expérience ont rapporté que le SO joue un réle
important dans la toxicité de divers pesticides, y compris des organophosphates (OP)

(Possamai et al., 2007), des N-méthyle carbamates (NMC) (Mansour et al., 2009).

En plus, les études épidémiologiques chez I’homme apres exposition de long terme a un
mélange des pesticides (OPs, PYRs synthétiques et NMC) ont montré la stimulation des
enzymes antioxydantes et l'induction de la peroxydation lipidique dans les érythrocytes

(Ogut et al., 2011).
Le glutathion peroxydase (GPx) :

La GPx est une enzyme clé qui regle le niveau des ROS (la GPx est capable de non
seulement de réduire le peroxyde d’hydrogene en eau, mais aussi les hydroperoxydes
résultants de I'oxydation des acides gras insaturés) et donc protége les cellules contre les

dégats générés par I'arsenic (Wang et al., 1997 ; Jing et al., 1999).

Les résultats obtenus dans notre étude ont montré une diminution trés significative de
la concentration du glutathion peroxydase au niveau hépatique et érythrocytaire chez les

rats traites par le 5 PTT par rapport a ceux traites par EP et DMSO

La diminution des taux de GPx chez les rats traite par le 5 PTT a clairement suggéré son

utilisation accrue par les cellules hépatiques et érythrocytaire qui pourrait étre le résultat
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de la réduction de la synthese ou de le renforcement de la dégradation de GSx par
I’'augmentation de stress oxydant D’apres (Jia et al., 2009).

En plus, I’élévation de I'activité enzymatique est afin de contrecarrer le stress oxydant
induit par le 5 PTT une maniére d’adaptation par I'organisme (Garg et al., 2009).

Le taux élevé de superoxyde et des radicaux libres, convertissent le GSH soit en glutathion
oxydé ou en H2S, ce qui provoque la diminution de taux hépatique du glutathion.

Les érythrocytes humaines déficientes en GPx sont fortement susceptibles aux
métabolites peroxidative des drogues ou des xénobiotiques et sont également enclins a
I’'hémolyse induite par les peroxydes (Garg et al., 2009). Ces observations suggerent que la
GPx soit essentiel pour I'intégrité de la membrane érythrocytaires (Garg et al., 2008 ; 2009).

La catalase :

La catalase est un antioxydant enzymatique, qui décompose le radical hydroxyle, il est
largement distribué dans tous les tissus avec une activité importante dans les globules
rouges et le foie (Maritim et al., 2003). La réduction de I'activité enzymatique de CAT est la
conséquence de divers effets déléteres dus a I'accumulation des radicaux superoxydes et

hydroxyles (Ramachandran and Saravanan, 2013).

Dans notre travail, nous avons enregistré une diminution de I'activité enzymatique de la
catalase suite a I'exposition des rats au 5 PTT par rapport au deux autres groupes

expérimentaux.

La diminution observée de I'activité de la CAT et de la GPx pourrait probablement étre
due a l'utilisation de ces enzymes dans la conversion du H202 en H20 (Garg et al., 2008 ;
2009). Ces observations sont en accord avec ceux de plusieurs études qui ont prouvé
I’effet inhibiteur du méthomyl (un insecticide) sur I'activité enzymatique de la CAT dans
différents organes et tissus chez les animaux d’expérience (El-Khawaga, 2005 ; Garg et al.,

2008 ; 2009a ; Manawadi et Kaliwal, 2010 ; EI-Demerdash et al., 2012).

Ainsi, I'augmentation du stress oxydant et des dommages cellulaires, provoqués par le
traitement avec le 5 PTT étaient évidents par les perturbations dans les activités

enzymatiques de GPx et CAT dans le foie, reins et érythrocytes des rats.




Discussion

Activités non enzymatique de systéme antioxydant :
Le glutathion réduit :

GSH est un puissant antioxydant, important pour la protection cellulaire, la
désintoxication des ROS, la conjugaison et I'excrétion des molécules toxiques (Brown et

al., 2004).

Etant donné que le groupement thiol représente le groupement majoritaire au niveau
intracellulaire du glutathion réduit (Fang et al., 2002).

Nous avons remarqué aprés le traitement des rats par le 5-PTT une augmentation
significative de taux de glutathion hépatique et érythrocytaire.

En effet cette augmentation peut étre expliqué par la disponibilité du groupement thiol
exogéne présent dans la molécule de 5PTT qui a compenser les pertes du glutathion
utilisé pour neutraliser les radicaux libres intra ou extracellulaires par leur propriété
comme donneur d’électrons (Bendich., 1990).

Par ailleurs, aucune augmentation significative n’est observé au niveau du taux du
glutathion réduit pour les rats traites par le 5-PTT par rapport au rats témoin traites par
EP et ceux traites par le DMSO.

Ces résultats ne s’accordent pas avec d’autres travaux qui ont démontré que le
méthomyl (un insecticide carbamate) provoque une diminution significative des niveaux
du GSH dans les organes, foie, reins et dans les érythrocytes des rats. EL-Khawaga,( Garg et

al., 2008 ; 2009 ; Manawadi et Kaliwal, 2010 ; 2012 ; EL-Khawaga, 2012 ; EL-Demerdash et al.,
2013).
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L'intérét de cette étude est d’évaluer I'intoxication subchronique et aigue du 5-
PTT suite a une approche biochimique et une étude du statut oxydatif au niveau

érythrocytaire, hépatique et rénal.

En premier lieu les résultats obtenus aprés une exposition subchronique au 5-PTT
par voie intra-péritonéale durant 30 jours a une dose de 10 mg/kg ont indiqué une
diminution significative de la croissance pondérale et une augmentation significative du
poids hépatique chez les rats traités par le 5-PTT par rapport aux rats témoins, par contre

au niveau rénal aucune modification n’a été observée.

Les analyses biochimiques des parameétres relatifs au fonctionnement hépatique
ont révélé une augmentation significative du taux de la glycémie, des triglycérides, de
cholestérol et d’activité des transaminases « TGO-TGP », chez les rats exposés au 5-PTT

par rapport aux rats témoins.

Tandis qu’aucune augmentation significative n’a été enregistrée pour la fonction

rénale (urée et créatinine) chez les sujets traités au 5-PTT par rapport aux témoins.

En second lieu nous avons noté que I'exposition aigue au 5-PTT a une dose de
200mg/kg deux fois pendant 48H est a I'origine de:
- L'apparition d’un état de stress oxydant démontré par une diminution significative de
I'activité du glutathion peroxydase (GSH-Px) et de l'activité du catalase au niveau

hépatique et érythrocytaire chez les rats traites par le 5- PTT par rapport au rat témoin.

- Une augmentation significative du taux de glutathion réduit due a la disponibilité du
groupement thiol dans la molécule de 5-PTT.
- Aucune variation significative des paramétres étudiés de stress n’est observée au niveau

rénal.

En conclusion, Le 5-PTT a été définit comme substance toxique, qui peut causer des
troubles pour la santé humaine par une large gamme de propriété toxicologique. Surtout
au niveau hépatique, sa toxicité au niveau rénal est peu évidente chez le rat ne présente

aucune altération tissulaire.




Conclusion

En termes de perspectives, il serait envisageable d’entreprendre un ensemble de

protocole expérimentaux plus approfondi portant sur différents volets :

Effectuer une étude immuno-histochimique des cellules hépatiques et rénales.
Doser d’autres bio-marqueurs « comme superoxyde dismutase, le glutathion
réductase... ».

Etudier le mode d’action de 5-PTT.

Chercher une thérapie naturelle contre I'effet toxique de 5-PTT.

Doser des protéines sérique et urinaire par électrophorese.
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