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Résumé :
L’objectif de cette étude est d’évaluer les modifications d’ordres comportementales

chez les jeunes rats exposés au(Khacinothionyl) a une dose de 200mg/kg (aigue).

L’exposition aigue au (Khacinothionyl)a permis d’observer au cours du test d’open
Field une diminution significative dans le nombre des carreaux traversés (p<0,001) et le
nombre de redressement (p<0,001) qui atteste une hypoactivité locomotrice. De plus, les
résultats relatifs a I’état émotionnel ont révélé une diminution significative (p<<0,01) dans le
nombre des visites au centre ainsi qu’une réduction dans le nombre de toilettage et de
défécations (p<0,05 ; p<0,001).

Cependant, le test de la nage forcé a monté une augmentation significative dans le
temps d’immobilité (p<0,001) chez les rats exposés comparés aux rats témoins ce qui montre

I’installation d’un état dépressif.

Toutefois, les analyses sériques des sujets exposés ont présentés des valeurs

significativement supérieurs en terme de glycémie (p<0,001) comparé au sujets témoins.

Par ailleurs, 1I’exposition des rats a une dose 200mg/kg au (Khacinothionyl) a indiqué a
travers le test de labyrinthe en Y une baisse significative du pourcentage d’alternance
spontanée (p<0.05) concernant la mémoire de travail.

L'utilisation des différentes techniques comportementales plus précisément celle de
I’anxiété (labyrinthe en croix surélevé) et de la dépression (la nage forcée) dévoilent que
I’exposition aigue au (Khacinothionyl)provoque un état anxieux et un état de résignation ainsi
des troubles de mémoire a court terme (mémoire de travail) chez les jeunes exposés comparé
aux témoins.

Les études histologique ont montrent aucun déférence entre le cerveau des rats

exposés par rapport aux rats témoins.

En conclusion, 1’exposition aigue au(Khacinothionyl)a entrainer des modifications

d’ordre comportementale qui refléte 1’action délétére de ce composé sur systéme nerveux.
Mots clés :

S5(phenyl)-1, 2,4 triazole-3 thiol,activité locomotrice,anxiété,systéme nerveux,dépression.
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Abstract :

The objective of this study is to evaluate the behavioral changes of (Khacinothionyl)
exposed young rats with a dose of 200mg/kg (acute).

According to the open field test, the acute exposition to (Khacinothionyl) has
permitted to observe a significant decrease on the number of the crossed squares (p<0,001)
and the number of recovery (p<0,001) which attest a locomotive hypoactivity. Thus, the
relative results of the emotional state have revealed a significant decrease (p<0, 01) on the
number of center visits and a reduction on the number of grooming and defecation (p<0, 05 ;
p<0,001).

However, the forced swimming test has showed a significant increase of the
immobility time (p<0,001) of exposed rats compared with witnesses due to the installation of

a depressive state.

Furthermore, the serum analysis of the exposed rats presented significant higher values

in term of blood sugar (p<0,001) compared with witnesses.

Whereas, using the Y labyrinth, the (Khacinothionyl) exposition with a dose of
200mg/kg has indicated a significant decrease in the percentage of spontaneous alternation

(p<0.05) concerning the memory of the work.

The use of different behavioral techniques precisely the one of anxiety (elevated plus
maze) the one of depression (the forced swimming) reveal that the (Khacinothionyl) acute
exposition provokes a state of anxiety and a state of resignation in addition to some memory

troubles for a short period (memory of work) in young exposed rats compared with witnesses.

In conclusion, the (Khacinothionyl) acute exposition had caused behavioral

modifications that reflect the neural deleterious action of this compound.

The histological studies show no deference between the brains of rats compared to

control rats.

Key words: 5(phenyl)-1, 2, 4 triazole-3 thiol, locomotive activity, anxiety, Nerves

system, depression.
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Introduction :

Le triazoleet leurs dérivés hétérocycliques ont regu une attention considérable en
raison de leurimportancebiologiquesynthétiqueet efficace. (EPA, 2009).Le nom triazole est
donné au systeme cyclique d’azote de carbone par bladin qui a décrit ces dérivés en
1885(Laib, 2009). En raison de diverses applications, estle premier composé decette classe a
étédécouvertpar le groupe deJanssena la fin1960 (Mishra et al, 2011). Certains auteurs ont
montrés I’importancede 1’activité biologiquenotamment pesticide, herbicide, fongicide, et
encore inhibiteurs de corrosion d’une efficacité qui atteint une valeur de ’ordre de 99,9 %
(Fiala, 2007).

Le noyau triazole appartient a 1'une des classes la plus largement utilisée, en fonction
de leurcaractéristique = communeil est souvent lié a  diverses  activités
pharmacologiquesnotamment anti inflammatoires, stimulants de systéme nerveux, a la fois

central et périphérique. (Zarn et al., 2003 ; Matthew et al., 2007).

En outre, les hétérocycles constituant le plus grand groupe de composé organique sont
de plus en plus importants dans tous les aspects biologiques et de la chimie. Parmi ces
hétérocycles, le mercaptan et thione substitué¢ 1, 2,4-triazole ont été bien étudiés dans une
variété d’activités biologiques, comme antibactérien et antifongique (Zam et al,

2003;Shaker, 2006).

Le but de ce travail est d’évaluer le statut neurocomportemental suite a une exposition

aigue au 5-phenyl 1, 2,4-triazoles 3-thiols.
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I. Généralité :
Dans les systemes cycliques a cing chaines la présence de trois atomes d’azotedéfinit
uneclasse intéressante des composés, les triazoles sont des composés organiques cycliques de
formule brute C,H3N3zsont d’origine synthétique il’ n’existe pas a 1’état naturel il ya deux

types de triazoles :
> Le 1, 2,3 triazoles ou v-triazoles .
> Le 1, 2,4 triazoles ou s-triazoles .

Les triazolessont toujourssuscité un intérét scientifique et pratiqueen raison de leurs
propriétés chimiques treés variables, la synthése de ces composés hétérocycliques arecu une
attention considérable utilis¢é comme matiére premiere dans des nombreuses synthéses

chimiques (médicaments et substances phytopharmaceutiques) (ANSES, 2011).

H

.1

N
5( ;Nz 5 \/ ;!N2
4[\| 5 4 3

ZTI

(Laib, 2009).

I.1.1.Les propriétés physico-chimiques :

Les différentes réactions chimique montrent que 1, 2,4 triazole est un noyau
extrémement stable, il peut étre considéré comme aromatique qui se traduit notamment par
une interaction entre une liaison, dipolaire et une grande capacité a formé des liaisons
hydrogene. Le tableau résume quelques propriétés des molécules triazoles(Russell et Pharm.,

2010).
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Tableau 01 : Quelques propriétés physico-chimiques des triazoles.(Binauld, 2009)

Molécule N% | Tf(°C) | Teb(°C) | AH f(KJ/Kg) | pKa | Moment dipolaire10™*° cm

1, 2,3-triazole | 61 23 203 2690 94 3.23

1, 2,4-triazole | 61 121 260 2345 10.1 9.61

Les composés azole sont généralement stables en température par rapport au quelques
dérivéstriazoles(Journal officiel, 2006).Les 1, 2.4 triazoles sont trés solubles dans les
solvants polaires (éthanol, méthanol) et faiblement solubles dans les milieux apolaires
commeles éthers. Cette faible solubilité dans les solvants apolaires peut toutefois étre

améliorée moyennement un choix adéquat du substituant par 1’atome d’azote.

Lesl, 2,4-triazoles sont solublesa la foisdans des milieuxacides et basiquesen raison

dela formation de selpar protonationetdéprotonation.(Chen et al., 2008).

Les triazoles font partie des dérivés hétérocycles les plus utilisés, du fait de leur

caractéristique structurales a I’origine de propriétés et de solubilité :

Kétoconazole(KTZ),itraconazole (ITZ), posaconazole(PSZ) et voriconazole(VRZ) sont
liposolubles contrairement au fluconazole (FCZ) hydrosoluble.Lestriazoles, le fluconazole,
itraconazole, voriconazoleetleposaconazole , ont le méme mécanisme d'action, mais leur
spectreantifongique etpharmacocinétique sont déterminéespar des différencesstructures

uniquesde chaque composés . (Russell et Pharm, 2010).

De plus, il a été établi depuis longtemps que la fonctionnalisation des noyaux
triazoliques par des fonctions thione améliore sensiblement leurs propriétés biologiques,

thérapeutiques et industrielles. (PRVD, 2011) .
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I.1.2. Classification des triazoles :

Premiére génération de triazoles :
= Le fluconazole (FLC)
= L'itraconazole (CCI)
Deuxiéme génération de triazoles :
= Le voriconazole (VCZ)
= Le posaconazole (PCZ)
= Ravuconazole (RCZ)

I.1.2.1La premiére génération :

Les triazoles antifongiques sont généralement bien tolérés, mais présentent un
potentiel important pour les interactions médicamenteuses par leur interférence avec le

cytochrome P450-dépendante du métabolisme oxydatif.
I.1.2.1a) Le fluconazole :

C’est un agent fongistatique actif contre Candida albicans, Candida tropicalis. Il est
¢galement utilisé pour traiter la méningite, la méningite a Cryptococcus, candidose
systémique et muqueuse chez les patients normaux et immunitaire, et d'infections dus a la
chimiothérapie ou la radiothérapie avant une greffe de moelle osseuse, a presque terminé la
biodisponibilité¢ orale, circule dans le plasma sous forme libre leur métabolisme hépatique
négligeable est excrétée sous forme inchangée par les reins. Il est excrétée sous forme

inchangée dans l'urine avec demi-vie 25 a 30 h (Groll et al.,2001 ; Tripathi, 2004 ) .
1.1.2.1b) Itraconazole :

Présente une souche dépendante de l'activité fongicide contre les champignons
filamenteux, a l'exception de certaines souches de Cryptococcusneoformans .1l est prise par
voie orale sous forme de capsules pour traiter les infections fongiques qui commencent dans
les poumons et la propagation dans tout le corps. Peut également étre utilisé pour traiter les
infections fongiques des ongles, les solutions orales peuvent &tre utilisés pour traiter la
candidose orale, il est bien absorbé par le tractus gastro-intestinal avec une forte liaison
protéinique important de métabolisme hépatique, est excrété sous une forme inactive par le
foie et les reins(Manavathu et al., 1998 ; Burgess et Hasting, 2000 ) . Est excrété dans les
fecesavec demi-vie 30 a 64 h(Groll et al., 1998 ) .
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I.1.2.2 La deuxieme génération :

Ce sont des agents antifongiques, agissent par un mécanisme similaire varient
énormément en spectre fongique, pharmacocinétique, toxicité et certain présentent également

des interactions médicamenteuse.
1.1.2.2 a) Le voriconazole :

Est un fongistatique, il a une activité fongicide contre Aspergillus spp.(Denning et al.,
1995) . Appartiennent a la classe des inhibiteurs de la 14B-déméthylase, a une bonne

biodisponibilité orale, mais présente une pharmacocinétique non linéaire.

Commercialisé en 2002 et approuvé en tant que traitement de premiére intention de la
candidose cesophagienne, candidémie, aspergillose invasive, Candida infections de la peau,
les infections de l'abdomen, les reins vessie mur, et les plaies et les infections causée

par Fusarium spp(Espinel et al., 2001 ) .

Le voriconazole est disponible par voie oral ainsi que par voie intraveineuse (iv) .1l est
métabolisé dans le foie et en cas d'insuffisance rénale, l'excrétion n'est pas affectée, sa
préparation (iv) est solubilisé dans sulfobutyléther B-cyclodextrine de sodium, qui est sécrétée

par les reins, excrétés sous forme inchangée dans 'urine (Pearson et al., 2003 ) .
1.1.2.2 b)Leposaconazole :

Il dispose d'un large éventail d'activité antifongique contre différentes souches de
champignons tels que Candida spp.résistant aux anciennes
azoles, Cryptococcusneoformans, Aspergillus spp,. Rhizopus spp, Bacillus dermatitidis, et
d'autres champignons filamenteux opportunistes (Loi et al., 1997 ; Gonzalez et al., 2005 ) .II
est principalement métabolisé par le foie, environ 77% du médicament inchangé est excrété

dans les féces et petite quantité dans 1'urine (Courtney et al., 2003 ) .

L'efficacité du posaconazole est la plupart du temps dans le traitement de zygomycose,
la fusariose invasive, la méningite a Cryptococcus, coccidioidomycose et d'autres infections
du systéme nerveux central fongiques (Anstead et al., 2005 ) . Il a peu d'effets secondaires les
plus courants tels que nausées, vomissements, maux de téte, des douleurs abdominales et de la

diarrhée ( Raad et al., 2006 ) .
1.1.2.2 ¢) Ravuconazole :

Est un triazole actuellement trés actif contre un large éventail de champignons, y
compris Candida spp., neoformans Candida et d'autres espéces de levures. Une étude in vitro

montre que ravuconazole posséde une activité inhibitrice contre d'autres especes de
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champignons filamenteux et hyalines zygomycetes et les moisissures noires(Pfaller et al.,
2002) .II présente une pharmacocinétique linéaire et subit un métabolisme hépatique, il
dispose d'un potentiel important pour les interactions médicamenteuses par le systéme

enzymatique du cytochrome P450.
I.3.Les domaines d’application des triazoles :

Lestriazolessuscité un grand intérétpar les chercheursen raison de leurapplicationsdans
les domaines pharmacologique, 1'agriculture et 1'industrielles.Depuis leur lancement en 1973,
les triazoles ont fourni une plateforme pour 1'échange rapide de la recherche des composés
hétérocycliques, dans les secteurs de la chimie organique, pharmaceutique, analytique et
médicinale (Laib, 2009). Parmi les substances organiques connues .Le 1, 2,4 triazole trouvent
diverses applications dans la synthése de substances actives pour les produits
pharmaceutiques, vétérinaires et phytosanitaires (Binauld, 2009). Ces composés ontrecu une
attention considérableen raison de leursapplications dans les domainesde la médecine
(avecleur bonneprofilsde sécurité), l'industrie et agriculture (Lokesh et al.,2010 ;Mendez et
al.,1988). Il existe différents voies de synthéses adaptées pour la syntheése de 1,2 4
triazoles.Les recherches montre que la synthése de 1, 2,4-triazoles a améliorer le potentiels de
ces noyaux en pharmacologie.Le 1, 2,4-triazolesuscité un intérétscientifique et pratiqueen
raison de leur propriétés chimiquestrés variables, Leshétérocyclesreprésententun groupe
important descomposés soufrés pour I'utilisation dansdes applications pratiques, parmices

hétérocycles, lemercaptanetthione-1, 2,4-triazole.

Les triazoleont ¢été bien étudiésdes diversesactivités agricoles, industrielles et
biologiques ont un large éventail de propriétés thérapeutiques commeantibactérien,
antifongique,anti-mycobactériene,antiviral,antiinflammatoire,anticonvulsivant,antidépresseur,
antituberculeux,anti-tumorale,bronchodilatateur,antihypertenseur,analgésique,
hypoglycémique, sédatif, antiparasitaire, herbicide, insecticide (Agrawal et Pancholi,

2011 ;Shaker, 2006).
I .3 .1 Les applications agricoles :

Les triazoles et ces dérivés ont acquis beaucoup d’intérét dans la derniéresdécennie en
raison de leur importance industrielles et agricoles comme le fluconazole, un agent
antifongique a large spectre pour le traitement des infections superficielle et systémiques

(Bodo et al,2007 )
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En agriculture, les 1, 24triazoles sont réputésétrefongicides, bactéricideset
d'herbicides (Lazrak et al.,, 2014) ..Les triazolesjouent un role important au sein de cette
classe d'hétérocycles, les associations de triazoles continuent de procurer les meilleures

solutions contre ces parasites.

Les triazoles tell que (prothioconazole) hautement efficace et largement utilisé pour le
controle phytosanitaire des fruits et 1égumes et de certaines plantes ornementales.(Sun et al.,

2004 ; Jawich, 2006).

De méme le triazole et ces dérivés
(tétraconazole,propiconazole,hexaconazole,triadiminol)utilis€s pour protéger les abeilles et les
autres pollinisateurs, qui sont soumis a évaluation préalable des produits utilisés durant la

floraison ou au cours des périodes de production (Journal officiel, 2006).
I .3.2 Les applications pharmacologiques :

L’application pharmacologique descomposés hétérocycliques ontregu une attention
considérableen raison de leursapplications dans les domainesde la médecineavecleursbons

profilsde sécurité et différente vertus innombrables qui les caractérisent.

Un grand nombre de substances et de médicaments naturels ou de synthése sont en
fait des triazoles. (Misheraet al., 2011).Ces composés et leur dérivés telle que (itraconazole,
ravuconazole, triadimefon ) possedent trés différentes activités par exemple : bactériostatique,
bactéricide, antifongique, sédatif, anti carcinogene, tuberculo-statique, anti-inflammatoire,
diurétique, antivirale. Il est encorenon révélée d’étremené pour évaluer [Dactivité
detriazoledans des nombreuses maladiesdansle domaine de lamédecine et les

sciences. (Ghulm, 2008).
Activités anticancéreux :

Les molécules organiquescontenant le noyaul, 2.,4-triazoleont des activités
anticancéreuse puissantes. D’unebase de Chiffedepalieramino-1,2,4-triazole

2,4dichlorophénoxy groupe.

¢tait actifcontredes lignées cellulaires decanceravecune activité in vitroa une
concentrationinférieure a20 uMS . (Holla et al., 2003).
Activités anticonvulsivants :

Le dérivé3,4-di substitués 1, 2,4-triazole de propénoique amontré ’influence sur le

systemenerveux central, a étaient observédans les étudespréliminaires detest comportemental

par l'activitéanticonvulsiveet I’actionantinociceptivepuissante(Banachiewicz et al.,2004) .
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Activitésantifongiques :

Différentsanalogues defluconazoles, ont montré uneexcellente etlargeactivité

antifongique (Lebouvier et al., 2007 ;Gupta et al.,2012) .
Activités anti oxydantes :

Les dérivésde benzimidazolecontenant des noyauxl, 2.4-triazole ont été rapportés
uneexcellente activitéanti-oxydantesen utilisantdes études in vitro. Le noyau 1, 2,4-triazoles
présente une activitéde piégeagederadical libre stablepar rapport aantioxydant (Kus et al.,

2008) .
Activitésantituberculeux :

Thiazoleledérivés de triazoleont montréun grand potentielcontre
Mycobacteriumtuberculosis(H37RVsouche), ces dérivésont une faiblerésistance aux

médicamentscontre ces souches bactériennes. (Shiradkar et al., 2007).
Activitésanti-tumorales :

Lesradicaux1, 2,4-triazole ontété rapportés apossédeune excellente activité anti—

tumoralein vitro contredes lignées cellulairestumorales. (Demirba et al., 2002).
I .3.3 Les applications industrielles :

Certains triazole ont un usage intensif dans la séparation de l'argent a partir d'autres
cations métalliques dans des systéemes a membrane liquide. Les 1, 2,4-triazole et ces
dérivésconstituesune grande stabilitéetrésistance a la chaleurdans de nombreux
matériauxmoléculaires est principalementutilisée comme inhibiteur de corrosion et antirouille
pour les métaux dans les systémes de refroidissement industriels principalement. (Lazrak et
al., 2014).11 est également utilis¢ comme additif de lubrifiant, mais aussi dans le traitement de

systéme de circulation d'eau. (Lopez et Laurent, 2013).

Ces composés sont utilisés comme colorants synthétiques et des agents de
blanchiment. Cependant, les dérivés de triazole ont de nombreuses applications dans
l'industrie textile, par exemple, sel de sodium d'un dérivé de triazole possédent un bon

détergent sulfoné. (Ghulm, 2008).
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1.4 La Toxico- cinétique du triazole :

Pour mieux localisé le triazole dans 1’organisme on doit connaitre sa toxico-cinétique

qui englobe 1’absorption, la distribution, métabolisme et I’¢limination.
1.4.1 Absorption :

L’absorption du prothioconazolse fait rapidement et atteinte plus de 90% de la dose
absorbée dans 48 heures suivant I’administration. La biodisponibilité absolue du triazole apres
administration orale est environ 96 %.son absorption n’est pas influencée par les changements
du pH gastrique. Les concentrations sanguines se varient entre 1 - 27 h environ apres
I’administration selon la dose. Pour les doses uniques, les valeurs surviennent entre 1 et 8 h

pour la dose faible et entre 4 et 27 h environ a la dose élevée (PRD, 2012).
1.4.2 Distribution :

La phase qui suit D’absorption c’est la distribution, le dérivés du triazole
(prothioconazol) est largement distribué dans 1’organisme principalement dans le foie, les
reins, les cellules adipeuses brunes et la thyroide et la glande surrénale .II présent une
distribution limité au tissu périphérique, essentiellement au niveau du cortex hépatique et
rénal, avec une circulation entéro-hépatique importante (INRS, 2010). Le volume de
distribution a 1’état d’équilibre est environ 4,6 I/kg, ce qui suggere une distribution importante
dans les tissus. Apres I’administration de doses uniques ou répétées, les plus fortes
concentrations de résidus tissulaires s’observent dans le tube digestif, le foie, les reins, les
glandes surrénales et les ovaires, quel que soit la dose administrée. La baisse des
concentrations tissulaires aprés I’administration de doses répétées est considérée comme un

signe d’adaptation métabolique (PRD, 2012).
1.4.3 Métabolisme :

Le 1, 2,4- triazole est rapidement et extensivement absorbé par voie orale il est
largement distribué dans I’organisme et trés peu métabolisé il ne s’accumule pas il est éliminé
rapidement, essentiellement dans les urines (ANSES, 2011). Leur métabolisme conduit a la
formation de nombreux métabolites principalement par les réactions désulfuration,
hydroxylation oxydative de la fraction.

Le métabolisme du triazole débute par des réactions d’oxydation de la fraction phényle

seulement suivies de glucuro-conjugaison et méthylation des produits d’oxydation (INRS,

2010).
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1.4.4 Elimination :

La principale voie d’excrétion du triazole est urinaire. Les quantités excrétées dans
I’urine environ 52 a 76 % de la dose administrés(DA) sont supérieures a celles éliminées dans
les matieres fécales (12-36 % de la DA).

La demi-vie du prothioconazoldépend de la dose administrée et environ 6 heures pour
une dose de 200 mg (voie orale). Le profil pharmacocinétique étant non linéaire ne permet pas

de prévoir I’accumulation ou 1’élimination du triazolePRD, 2012).
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1.5 La toxicité du triazole :

Les triazoles peuvent étre classé selon leur mode d'action : herbicides, insecticides,

fongicides ou selon leur composition chimique.

Certains triazoles partagent un effet toxique soit, aigue ou chronique et des effets indésirables

ont été observés chez les animaux de laboratoire.
I.5.1 Effets sur la reproduction :

Les triazoles présente des effets néfaste qui ont été observé dans une série d’études, les
résultats montrent une diminution dans le poids corporel et le poids destesticules, épididyme,
des vésicules séminales et de la prostate, arrét de la spermatogenése et l'inhibition de la
biosynthése des stéroides(EPA, 2006).Ainsi, une diminution dans lenombre de
spermatozoides, desanomalies, indique l'activitéde la spermatogenésealtéréedans le testiculeet
la maturationdesspermatozoides dansl'épididyme(Lopez et Laurent,2013). En plus deseffets
sur le systemede reproduction, le total des taux de thyroxinesériquea diminuées. Ceseffets sur
la reproductionsont conformes a laperturbation del'homéostasietestostéronecomme un
événementclé dans lemode d'action detoxicité triazole. (Goetzet al., 2006).Certain auteur
montre, des effets sur la reproductionapical(fécondité, la fertilité, la trappe)dela fonction
endocrineetla synthése des stéroides, tels que le cholestérol, la vitellogénine(VTG), etdes
stéroides sexuels(testostérone[T], 17B-estradiol[E2]) des concentrationsdans le plasmaet les
changementsdans I'expressiond es genes stéroidiennes gonadiqueont été réduitespar

lI'expositionau triazole,et une diminution dela production d'ceufs. (Skolnessetal., 2013).

L’exposition au triazoleprovoquedes malformationssquelettiques chez lesnouveau-nés,
réduction du poids ettaille de la portéeet I'augmentation dela testostéronesérique (Inchem,

1985 ; EPA, 2006).
1.5.2 Effets sur le développement :

L’¢étude de toxicité a court terme sur le développement réalisé chez les rats montre une
embryotoxicitéet une diminution de I’index de viabilité associée a une augmentation du
nombre de résorptions par portée et du nombre de portées est observée en 1’absence de
toxicité maternelle et une diminution de la prise pondérale et la consommation alimentaire.
(Efsajournal, 2009).

De plus, une augmentation de I’incidence de coté cervicale supplémentaire est notée
aux doses materno-toxique.Par ailler, I’exposition a longue terme a montrer une hypertrophie

osseuse, unehydrocéphalieplus une augmentation de la consommation d’eau et des
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malformations cranio-faciales étant fréquemment observées par les dérivés triazolés

(myclobutanil a la dose de 200 mg /kg/j) (INRS, 2014).
1.5.3 Effets hépatiques :

Certain ¢tudes montre des effets néfastes observé apres 1’exposition aux triazoles, des
modification des parametres biochimiques hépatique ,une augmentation de la taille du foie
ainsi une légere induction des enzymes de biotransformation, une augmentation du poids du
foie est associée a une hypertrophie hépatocellulaire ,des nécroses ,présence de foyers
d’hépatocytes altérés et vacuolisation hépatocellulaire , une hypertrophie cellulaire au niveau

de la zone fasciculée des corticosurrénales(INRS,2014) .

Certain dérivés de triazole (myclobutanil, miconazole, kétoconazole ) provoque des
tumeurs hépatiques (adénomes et carcinomes) (Nesnow, 2011) et des effets néoplasiques été
observés au niveau du foie ainsi qu'une augmentation des enzymes des microsomes du foie
ont été¢ observées lors d'une étude chronique(Matthew, 2007). Ainsi, l'augmentation du
métabolisme hépatique et biliaire, excrétion de T4 conduisant a une augmentation TSH et

surstimulation de la thyroide menant au néoplasie (Capan et al., 1999).

D’autres ¢études notés des effets complexes sur les enzymes des microsomes
hépatiques et non, hépatique ils agissent a la fois comme inducteurs et inhibiteurs du

cytochrome P450 en fonction du tissu spécifique. (Leslie et al., 1988; Sun et al., 2007).

Les triazoles modulent également le geéned’expression et l'activité de l'enzyme
cytochrome P450 multiple (CYP) et d'autres enzymes métaboliques dans le foie et d'autres
tissus (Barton et al., 2006; Goetz et al., 2006; Ronis et al., 1994; Sun et al., 2006; Tully et
al., 2006). L’enzymes (CYP) nécessaires pour la biosynthése et catabolisme de stérols, des
stéroides, de la vitamine D, et d'autres substances biochimiques endogenes (Nelson et al.,

2004; Zarn et al., 2003).

Un grand nombre de travaux ont montrés une inhibition régulatrice des génes de
biosynthése du cholestérol, ce qui correspond a une diminution du cholestérol sérique
(Goetzetal., 2007). Le 14-a-stérol déméthylase ils agissent a la fois comme inducteurs et
inhibiteurs du cytochrome P450 en fonction du tissu spécifique pour affecter l'activité et
l'expression d'un certain nombre de P450 dans le foie. D’autreétudes montré que les dérivés
de triazoles induireCYP1Al ; CYP2B et CYP3A2 dans le foie et inhibent le CYPIAI,
CYP1A2, CYP2A6, CYP2C19, CYP2D6, CYP2El et CYP3A4 dans les microsomes
hépatiques (Ronis et al., 1994; Zhang et al., 2002).
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1.5.4 Effets génétique :

Les études de toxicogénomique a montrer que les triazoles, pourraient perturber les
fonctions biologiques régulées par les récepteurs nucléaires et incluant D’altération de
I’expression des geénes des cytochromes CYP qui peuvent perturber la fonction endocrine et la
synthése du cholestérol et les stéroide sexuels (Skolness et al ., 2013) et autres enzymes de
métabolisation de xénobiotiques et de génes impliqués dans le métabolisme des hormones

stéroidiennes.(INRS,2014).

Certains auteurs ont observés une diminution du poids des surrénales et perturbation
des concentrations d’hormones (stéroides, thyroidiennes et hypophysaires) dans le sang qui
constituent les indicateurs les plus sensibles d’une perturbation endocrinienne chez le rat

(PRD, 2012).
I.5.5 Effets sur le systéme nerveux :

Des études indiquent que le 1, 2,4-triazole en générale ciblelesystémesnerveux central
(SNC) et périphérique, il provoque des lésions cérébrales (dans le cervelet, la racinedorsale,
lombaire, ganglion et d'autres nerfs périphériquesa3000ppmetal000/4000ppm.la
dégénérescence des nerfs périphérique sa également été observée dans 1’étude de neuro-

toxicité sub-chronique. (Hunashal et al., 2011).

Certain auteur ont observés, une baisse de poids du cerveau, des Iésions cérébrales,
convulsions, une dégénérescence des nerfs périphériques. Cependant, une augmentation de
l'incidence des signes cliniques (les tremblements et fasciculations musculaires, diminution de
I'excitation, et une diminution de I'activit¢ locomotrice). (Zarnet al., 2003).Au
niveaudorsalecerveletont ¢été codéesglobalecommeune incidence accrue decellule, Ia

dégénérescenceet la nécrose.

Les résultats ont étécaractérisés par uneperte decellules de Purkinje une atrophie
subtile de la couche moléculaire, principalement ausurfacecérébelleuse, ou la perte decellules

granulaires qui était parfois présente (Abu Mohsen et al., 2014).

Ainsi une augmentation de la sécrétion des facteurs qui sont connus pour affecter
I'apprentissage et la mémoire spatiale par exemple : 1’exposition de tébuconazole produit

déficits neurocomportementaux chez les rats (Moser et al., 2001).
Effet sur la neurotransmission :

A travers plusieurs études, certains auteurs montres que les triazoles produits des

effets sur le systéme dopaminergique concernent surtout I’activité locomotrice (Crofton et
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al., 1988 ; Moser et al., 1995).L. ’exposition a des doses élevées de triadimefon provoque des
altérations du dopaminergique neurotransmetteur dans les mécanismes de synthese, la
libération, recapture, et la dégradation de la dopamine dans les terminaisons nerveuses pour

induireun changement de comportement. (Crofton et al., 1989).

Certainsauteurs ont observés que l'activité locomotrice accrue produite par triadiméfon
n'a pas été médiatisée par la libération de catécholamines nouvellement synthétisées, mais sur
la dopamine libérée ou recaptures. Il a été montré que I'hyperactivité induite par triadiméfon
pourrait étre par une action de dopamine réceptrice post-synaptique (Macphail et al.,
1993 ;Walker et al.,1990).Les résultats observés montrent que la réserpine bloque
I'augmentation de l'activité locomotrice produite par triadimefon (TDF) qui agit sur les
récepteurs dopaminergiques.Le TDF agit comme un agoniste de dopamine, avec un
mécanisme d'action ressemblant a celui de la cocaine (Kalivas et al., 1993 ; Walker et
Mailman,1996). Comme tous les composés chimiques le triazole sont utilisés dans certains
médicaments neuroleptiques dans le traitement des psychoses autant qu’un antagoniste de la

dopamine (Miikinen et al. ,2006).

Le 1, 2,4- triazole possedent des propriétés cardiotonique, et anxiolytique, a la capacité
de se lier aux récepteurs gaba-ergique du systéme nerveux central, modulant ainsi 1’action du
neurotransmetteur acideg-aminobutyrique (GABA). C’est un agent tres actif dans le

traitement de 1’anxiété (Cédric, 2004).
1.5.6 Effet rénaux :

Certain dérivés de triazole provoque des effets au niveau des reins, unediminution du
poids des reins, une augmentation des concentrations ioniques du sang et une augmentation de
I’incidence accrue de cristaux et de minéralisation, des tubules dilatés ou dégénérés ainsi que
de fibrose interstitielle (REG, 2007).Ainsi, une hypertrophie cellulaire au niveau de la zone

fasciculée des corticosurrénales (INRS, 2014).
1.5.7 Effet immunitaire :

Dans le cadre des études de immuno-toxicité chronique chez le rat, il a été observé une
augmentation de lymphocytes T : cellule B et modification du pourcentage de la population
de lymphocytes dans la rate, les reins et du foie (Nikolay et al., 2001). D’autres études
montrentune augmentation du nombre de globules blancs, une 1égére diminution du nombre

de cellules formant des anticorp.




Materiels et
Methodes




I1.1 L’objectif :

Le but de ce travail est d’évaluer le statut neurocomportemental : Test de labyrinthe en
croix surélevé, test de labyrinthe en Y, test d’open Field, test de la nage forcée suite a une
exposition aigue au Khacinothionyl a une dose de 200mg /kg (Crofton et al .,1989) chez des

jeunes rats wistar.
I1.2 Synthese de 5-phényl 1, 2,4-triazole 3-thiol

Les hétérocycles 1, 2,4-triazoles 3-thiones ont été¢ synthétisés au laboratoire PFE, par
l'intermédiaire hydrazide de I’acide benzoique benzoique(Almasiradetal.,
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 1’acide H,SO4 concentré. Le
benzoate de méthyle (1) obtenu est ensuite traité avec de 1’hydrazine hydraté a dans 1’éthanol

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

0
COH CO,Me
MGOH, HQSO4 HZN-NHZ ,(80%) /NH2
ref, 3h EtOH ,ref 5h

KSCN ,HCI (2N)

r=

ref 3h
0
N N NH
i »\ NaOH (5%) N~ W 2
N SH ref 3n,, HCl H g

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 desodium NaOH
(4%) sous reflux conduita la formation de 5-phenyl 1, 2,4-triazoles 3-thiols (4)(Agrawal et
al.,2011)..




Préparation de la solution d’injection :

Notre produit a ét¢ obtenu apres la syntheése par Mr Benali et Mr Ouisi sous forme
solide et solubilisé dans diméthyle sulfoxyde (DMSO). Le 5(phenyle 1, 2,4 triazole) 3 thiols

sous forme liquide est utilisé pour les injections de dose 200mg/kg.

I1.3 Animaux d’expérimentation :

Les expériences sont réalisées sur des rats, albinos, de la souche wistar qui sont
groupés par 3 dans des cages de Makrolon (L x 1 x H=40x25%18 c¢m) a raison de 2 femelles et
un male pour 1’accouplement, disposées dans une animalerie ventilée, a une température de
21°C £1°C. Les animaux ont acces ad libitum a la nourriture et a un biberon rempli d'eau du
robinet. Un éclairage artificiel établit un cycle jour/nuit (entre 7 et 19h). Les expérimentations

sont effectuées entre 9 heures et 18 heures.
I1.4 Répartition des groupes :
L’exposition aigue :
A JO apres sevrage d’age 45 jours, les rats sont divisé€s en deux lots :

Lot Khacinothionyl: constitué par les animaux qui ont subis une seule injection de 5(PTT)

par voie intra péritonéale a raison de 200mg/kg (n=6 rats).
Lot Témoins : constitué les animaux dont on injecte d’eau distillée par voie intra péritonéale
(N=6 rats).

I1.5 Techniques comportementaux :

I1.5.1 Le labyrinthe en croix surélevé :

Le labyrinthe en croix surélevé permet de mesurer le degré d’anxiété d’un animalselon
son aversion spontanée pour le vide. L'expérience exploite le conflit, chez les rongeurs, entre
la peur des espaces ouverts et le désir d'explorer un nouvel environnement. Les bras fermés
représentent la sécurité, alors que les bras ouverts offrent une valeur exploratoire. Un animal
anxieux aura naturellement tendance a préférer les espaces clos et sombres aux espaces
ouverts et éclairés. Partant de ce principe, I’anxiété comportementale est mesurée par le degré
d'évitement des espaces ouverts du labyrinthe. Ce modele a été initialement décrit par

(Pellow et al., 1985) chez le rat. Le labyrinthe est constitué¢ de quatre bras en bois peints en




noir (L = 50 cm et 1 = 10 cm) qui communiquent par I’intermédiaire d’une zone centrale

(10x10 cm).

Deux bras opposés comportent des parois latérales de 30 cm de hauteur (bras fermés)
alors que les deux autres en sont dépourvus (bras ouverts). L’ensemble du dispositif est placé
a 53 cm du sol et éclairé par une lampe halogéne d’une intensité de 40 lux. L’animal est placé
en zone centrale, face a un bras fermé. La capture d’image a 1’aide d’'une webcam permet de
mesurer le nombre d’entrées, et le temps passé dans chaque compartiment pendant 5 minutes

(figurel).

Figure 01 : Epreuve du labyrinthe en croix suréleve.

I1.5 .2 Labyrinthe en Y :

Il s’agit d’un test permettant d’évaluer la tendance naturelle d’un rat a alterner son
choix apres avoir exploré une branche d’un labyrinthe. En effet, dans la majorité des cas, il va
spontanément explorer les autres branches qui lui sont inconnues. Le labyrinthe en Y est
compos¢ de trois allées identiques disposées selon les médianes d’un triangle équilatéral.

Cesallées ont une longueur de 13cm, une largeur de 4,5 cm et une hauteur de 5,5 cm.

Ce labyrinthe dispose d’un couvercle transparent figure .LLe plancher est constitué¢ de

barres métallique de 2 mm de diamétre régulieérement espacées de 0,5 cm. Ce test d’alternance




Est couramment utilisé pour évaluer la mémoire de travail chez les rongeurs.il est appelé test
(d’alternance spontanée).il a été décrit que ’alternance spontané chez les rongeurs dépend de
I’hippocampe. En effet, les animaux qui sont subi des Iésions de I’hippocampe présentent de
mauvaises performance de ces test .Dans notre procédure, le rat est placé dans 1’une des trois
branches du labyrinthe, la téte dirigée vers le point d’intersection des 3branches, puis il est
laissé Sminutes en libre exploration. On comptabilise 1’ordre des visites, dont on extrait le
nombre total de visites comme indice d’activité générale, ainsi que la distribution des visites

dans les trois branches. Celui-ci est calculé selon la formule (Nombre

D’alternance /Nombre de visites — 2) X100. (Nour, 2011)

Pourcentage d'alternance= Nb Alt x 100
Nb Visites - 2

13 cm

BACBCBCABBCA

5 » 100 = 50%
12-2

4.5 cm

Figure 02 : test de Labyrinthe en Y

I1.5.3 Evaluation d’un comportement d’exploration : test de I’open Field

L’open Field utilisé était une large boite rectangulaire ouverte (90 cm de long, 70 cm
de large, et 60 cm de haut), a fond noir, et fortement éclairée du dessus (500 lux). Des lignes

noires au sol délimitaient des carreaux (10 x 10 cm) (Koutseff, 2011).

L’open Field constitue un environnement stressant pour le rat. Il s’agit en effet d’un
animal nocturne, qui préfere les espaces confinés, clos et peu éclairés, est effrayé par les
grandes espaces, ou il va peu au centre. Chaque rat était initialement placé dans un des quatre
coins de I’open Field, la téte orientée vers le coin. Son comportement était observé pendant 6

minutes. Six paramétres étaient mesurés par I’expérimentateur :




» le temps de latence (exprimé en secondes), qui correspond au temps mis par le rat pour

sortir des quatre carreaux formant le coin,

» le nombre total de carreaux traversés par le rat pendant la durée du test (6 min), qui

refléte I’activité locomotrice,
> le nombre de visites dans les 15 carreaux du centre,

» le nombre total de redressements (animal positionné sur ses deux pattes postérieures,

droit, en équilibre dans le vide ou contre une paroi),
» le nombre total de toilettages,
» le nombre total de défécations.
Ainsi, ce test évalue les capacités exploratoires du rat dans un contexte stressant.

Le nombre de carreaux traversés et le nombre de redressements reflétent son activité
exploratoire et son état émotionnel. Les autres parameétres sont plutdt des indices de son état

émotionnel. (Figure 3).

Figure 03 : Test d’open Field

I1.5.4 Comportement de type dépressif : test de la nage forcée.

L’épreuve de la nage forcée a été initialement proposée par (Porsolt et al., 1977)
comme épreuve permettant la sélection de molécules a activité antidépressive. Les rats sont
placés durant 15 minutes dans la pi¢ce ou se déroule le test. Les animaux sont soumis a une

épreuve de nage forcée d’une durée de 6 minutes. Les animaux sont placés a I’intérieur d’un




cylindre de 20,7 cm de diametre et de 39 cm de hauteur, dans une eau a 22°C. On mesure la
durée pendant laquelle I’animal nage activement ou flotte seulement de manicre a conserver la
téte hors de I’eau. Apres s'étre débattu dans 1'eau, I'animal devient presqu'immobile, bougeant
les pattes de temps a autre pour rester a flot ou retrouver son équilibre. Cette immobilité est
interprétée comme étant le reflet d'un « désespoir comportemental », qui survient lorsque

I'animal réalise qu'il ne pourra pas s'échapper.

Dans le cadre de cette interprétation, l'immobilité est vue comme comportement

dépressif. (figure04)

Figure 04 : L’épreuve de la nage forcée (FST).

I1.6 Prélévement sanguin :

Le sacrifice des jeunes rats a lieu le matin aprés un jetine de 12 heures par injection
intra péritonéale d’une solution de chloral a 10% ; le sang est récupéré, dans des tubes a

hémolyse contenant un anticoagulant pour le dosage des parameétres sériques.
I1.7 - Dosage de glucose : (Bio Systems)

Le dosage du glucose est effectué¢ sur le sérum apres séparation du sang. Le glucose

sanguin est estimé selon les réactions couplées suivantes :

Glucose + 20O, ——»  Gluconate + H,O




2H,0,+ 4- Aminoantipyrine+ phénol —— » quinoneimine+4H,O
Un complexe coloré est estimé par spectrophotomeétre a une longueur d’onde A = 500 nm.
IT .8 Analyse statistique :

Les résultats sont exprimés en donnant la valeur moyenne de chaque groupe et I’erreur
standard a la moyenne (m+ SEM), la comparaison des valeurs des paramétres biochimiques
plasmatiques a €té effectuée a partir du logiciel Sigma statistique, par le test d’analyse des

variances (ANOVA) one way.
I1.9.Etude histologique des tissus prélevés :

Les examens anatomopathologiques des différents tissus prélevés chez les rats (a
savoir le cerveau a été effectué au niveau du laboratoire de pathologie du centre hospitalier

universitaire d’Oran.
I1.9.1-Etude macroscopique :

L'examen macroscopique détaillé est une partie essentielle de I'é¢tude des échantillons
prélevés. Le tissu du foie est examiné, mesuré, pes€, palpés puis disséqué. Chaque 1€sion est
repérée sur un schéma et éventuellement photographiée.

L’examen macroscopique des prélévements donne des indications sur la 1ésionM

- Lataille et la localisation de la partie Iésée au niveau du tissu.

- Il permet de sélectionner les territoires a prélever pour 1’étude microscopique (Zones
1ésées).

- Apres le choix des prélévements destinés a 1’analyse microscopique, les restes de la piece
analysée sont conservés pendant quelques jours ou semaines afin de pouvoir en cas de

nécessité effectuer des prélévements complémentaires (Houlot, 1984).
11.9.2.Etude microscopique :
La technique de base comporte plusieurs étapes : Fixation, déshydratation, inclusion en
paraffine, réalisation des coupes et colorations, observation au microscope optique.
I1.9.2.1. Fixation

Elle est indispensable pour conserver la morphologie cellulaire, elle doit étre
immédiate aprés [’obtention de prélévement. Toute fixation défectueuse rend I’étude

anatomo-pathologique difficile voire impossible (densification ou autolyse du tissu).

La durée de la fixation dépend de la taille du prélévement ; entre 2 & 5 heures et 48

heures.




Le fixateur le plus habituellement utilisé est I’alcool formol a 10 %. Des précautions
doivent étre prises au cours de cette étape de la fixation, comme par exemple ; le volume du

fixateur (formol) doit représenter 10 fois le volume de la picce.
11.9.2.2.Déshydratation

Elle a lieu dans une série de bains d’alcool éthylique C2H50H a degrés différents (6
bains), puis le prélévement tissulaire passera dans des solvants organiques (acétone, xyléne)
afin d’¢éliminer I’alcool restant. La durée de la déshydratation est de 16 heures.

11.9.2.3.Imprégnation et inclusion a la paraffine :

On utilise la paraffine comme milieu d’inclusion et d’enrobage. La paraffine, de point
de vue chimique, est un mélange d’hydrocarbures saturés et d’un faible pourcentage de cires.
L’inclusion est une véritable imprégnation du tissu prélevé a 1’échelle cellulaire et non
seulement un simple enrobage. Le prélévement tissulaire, ayant achevé leur fixation dans le
formol et leur déshydratation dans une série de bains d’alcools, sera déposé directement dans
des cassettes en plastiques. Puis la paraffine est coulée sur le prélévement tissulaire en prenant
soin d’orienter convenablement le prélévement .La paraffine imprégne le tissu, et serait
laissée refroidir. Une fois la paraffine refroidie, les cassettes marquées et les blocs sont préts a

la coupe.
I1.9.2.4.Réalisation des coupes :
L’appareil utilisé est le microtome a paraffine (Marque : Leica 1510). Il comporte :
- Un support de rasoir.
- Un porte objet ou sera inséré le bloc.

- Un systéme d’avance mécanique permettant le déplacement de 1’objet en direction du

rasoir.
- Un bouton gradu¢ de 0 a 3 p réglant I’épaisseur de la coupe.

Le bloc solide de paraffine contenant le tissu est coupé grace au microtome (épaisseur
de la coupe est réglée a Su). Les coupes sont étalées sur des lames en utilisant de la chaleur
qui permettra leurs dilutions, puis sont collées par une eau albumineuse chauffée sur les
mémes lames.

11.9.2.5.Coloration :

Avant de procéder a la phase de coloration des coupes, on doit réaliser plusieurs étapes

de déparaffinage.




la lere étape consiste & un déparaffinage des lames ou des coupes sur une plaque

chauffante.

- la 2eme étape de déparaffinage consiste a faire passer ces coupes dans une solution de
xyléne.

- la 3eme étape est la dissolution de la paraffine par hydratation qui consiste a éliminer le

milieu d’inclusion et la réhydratation des tissus dans 03 bains d’alcools (absolu a

100°,95°,75°) de 5 min chacun.
- Ringage a I’eau pour éliminer 1’alcool.
La coloration usuelle associe :
- un colorant basique nucléaire (Hématoxyline).
- un colorant acide cytoplasmique (Eosine, érythrosine, ou phloxine).

La phase de coloration des coupes déparaffinées a I’hématoxyline éosine nécessite le

passage de ces coupes dans plusieurs bains d’alcool et de solvants organiques.

11.9.2.6.Montage des coupes :

la coupe colorée est protégée par une lamelle de verre collée.

- il est nécessaire d’interposer entre la lame et la lamelle un milieu de montage.
- le milieu de montage utilisé est un liquide d’inclusion rapide (Eukite)

- une goutte de cette résine est déposée sur la lamelle puis appliquée.

- apreés montage des coupes, les lames seront déposées dans une étuve pour un séchage
d’une heure.
- les lames seront enfin prétes a I’observation microscopique et peuvent étre conservées

indéfiniment.

- Les coupes, colorées a I’hématoxyline €éosine, sont examinées aux grossissements x40, x

100 et x 400.
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Résultals et Iuterpretation

II1. Les résultats de I’exposition aigue :

II1.1. Les Tests de comportement :

ITI.1.1. Le test du labyrinthe en croix surélevé :

L’analyse statistique révele que durant le test du labyrinthe en croix surélevé, le
nombre d’entrées dans les bras ouverts ainsi que le temps passé dans les bras ouverts sont
significativement diminués (p<0,01) chez les rats traités au Khacinothionyl par rapport aux

rats témoins.
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Figure 05 : Comparaison entre le nombre dans le bras ouverts chez les différents groupes
exposes et non exposes. Les valeurs sont exprimées en moyenne =SEM. (** : p<0.01)
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Figure 06 : Comparaison du temps passé dans le bras ouverts chez les différentsgroupes

exposés et non exposés. Les valeurs sont exprimées en moyenne =SEM. (** : p<0.01)




Résultals et Iuterpretation

II1.1.2. Le test du labyrinthe en Y :

Les résultats obtenus pour le test de labyrinthe en Y montrent que le pourcentage
d’alternance spontanée est significativement inferieur (p<0.05) chez les rats exposés par

Khacinothionylpar rapport aux rats témoins.
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Figure 07 : Comparaison du pourcentage d’alternance spontanées entre les différents

groupes traités et non traitées. Les valeurs sont exprimées en moyenne =SEM. (*: p<0.05)

I11.1.3. Evaluation d’un comportement d’exploration : test de ’open Field

Les résultats relatifs a ce test montrent que 1’administration par voie intrapéritonéale a
la dose 200mg /kg entrain chez les sujets exposés au Khacinothionyl, une diminution

significative de nombre de carreaux traversés comparés aux sujets témoins (p<0,001).




Résultals et Iuterpretation

L’analyse statistique montre une ¢lévation de temps de latence (p<0,001), ainsi une

diminution dans le nombre de carreaux traversés (I’activité locomotrice horizontale)

(p<0,001), qui s’accompagne par une modification dans les autres comportements stéréotypés
une diminution significative de nombre défécation de lot exposé par rapport au lot témoin

(p<0,001).
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Figure 08 : Effet de [’exposition du (Khacinothionyl) sur [’activité locomotrice et
comportement stéréotypé (Test open Field) comparés aux témoins. Les valeurs sont exprimées

en moyenne £SEM. (*** : p<0.001 ;* : p<0.05).




Résultals et Iuterpretation

II1.1.4. Comportement de type dépressif (Test de la nage forcée) :

Les résultats enregistrés présentent un temps d’immobilité (TIM) significativement

supérieur chez les rats exposés Khacinothionyl par rapport a celui des rats témoins (p<0,001).
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Figure 09 : Comparaison du temps d’immobilité durant le test du la nage forcée entre les
sujets témoins et les sujets exposés. Les valeurs sont exprimées en moyenne =SEM. (*:

p<0.001)




Résultals et Iuterpretation

I11.2. Dosage de glucose :

Afin de justifier ces données expérimentales nous avons procéder a la détermination
de la glycémie chez les rats des deux lots sachant que le glucose est un bon marqueur de
stress. Les résultats montrent une élévation significative (p<0,001) du taux de glucose sanguin

chez les sujets exposés au Khacinothionyl par rapport a celui des sujets témoins.
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Figure 10 : Comparaison de la glycémie entre les rats témoins et les rats exposés par 5(PTT).

Les valeurs sont exprimées en moyenne £SEM. (*** : p<0.001).




Résultals et Iuterpretation

I11.3. Etude histologique de tissu prélevé :

Les résultats obtenus présentent un aspect histologique sub normal sans signes
inflammatoires, dystrophiques ou tumoraux chez les sujets exposés au Khacinothionylpar

rapport a celle des sujets témoins.

Figure 11 : observation microscopique d’une coupe de cerveau chez les rats témoins .Gr>40

Figure 12 : observation microscopique d’une coupe de cerveau chez les rats

exposés au Khacinothionyl.Gr*40
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DIiscussion

Les 1, 2,4 triazoles constituent une classe de composés particulieérement utiles en
synthése organique et certains d'entre eux ont prouvé leur efficacité aussi bien dans le
domaine pharmaceutique que médical. Ces composés sont généralement utilisés comme des
inhibiteurs, des antagonistes et possedent un effet cytotoxique sur les cellules cancéreuses

(Bouanane, 2007).

Ils sont également d'une grande utilit¢ en chimie organique préparative aussi bien
qu'ils ont des applications utiles dans I’agriculture et les polymeres del’industrie (Ram et

Pandey, 1974 ; Ergenc et al., 1992 ).

L’objectif de cette étude est d’évaluer les modifications d’ordres comportementales

chez les jeunes rats exposés au (Khacinothionyl )a une dose de 200mg/kg (aigue).

Concernant, [’activit¢ locomotrice et comportement stéréotypé 1’exposition au
(Khacinothionyl)a provoquer une diminution significative dans [’activit¢ locomotrice
horizontale et verticale, cette diminution dans 1’exploration du milieu est accompagnée par la
modification dans les comportements stéréotypés montrent que ce produit induit une

hypoactivité locomotrice.

Ces résultats présentent que le (Khacinothionyl)permet [’installation d’un
comportement d’anxiété .Il est illustré dans plusieurs études, que les changement engendrés
par le triadimefon a une dose de 200mg au niveau cérébral par une altération de 1’activité
dopaminergique associé¢ a une perte des récepteurs post-synaptique dans le corps strié, Ainsi
I’activité noradrénalinergique au niveau du striatum (Reeves et al., 2003,2004 ;Santana et
al., 2009) . Crofton, 1996 a rapporté que montrent que 1’exposition au triadimefon a une dose
de 50-400 mg/kg induit une diminution de la recapture de la dopamine par les terminaisons
pré-synaptiques. De méme, d’autres chercheurs ont montré que 1’action deTriadimefon induit
une baisse de la synthese, la libération de la dopamine ou par I’inhibition des récepteurs
dopamine D1 et D2.(Walker et al., 1990;Macphail et al., 1993 ;Ogren et al.,1994;Nikolay
et al., 2001 ;Moser et al.,2001 ANSES,2011).

Par ailleurs, le test de labyrinthe en croix surélevée est un test qui a pour objectif
d’évaluer le degré d’anxiété. On a noté que les animaux exposés au Khacinothionylprésentent
une faible tendance a explorer les bras ouverts, ainsi que le temps passé dans (BO) ce qui
indique un niveau d’anxiété significatif comparé aux témoins, ces résultats montrent bien que
Khacinothionylréduit fortement leurs facultés exploratrices par son effet anxiogéne. Les

désordres comportementaux observés chez ’animal anxieux orientent la réflexion vers 1’existence
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d’un dysfonctionnement dans la circulation ou le traitement de l’information au sein du systéme
nerveux central (Fairon ,2006).

Le myclobutanilqui est un dérivé de triazoleentraine a une dose 1800 ppm durant 2
ans une inhibition des récepteur SHT,, qui sont impliqués aux niveaux central jouant un role
dans le contrdle de I’anxiété et la dépression. Sachant que, le systéme sérotoninergique a un
role central dans la modulation d’anxiété (Voig et al., 1998) ; une augmentation de niveaux 5-

HT dans I’hippocampe est a I’origine d’un effet d'anxiogéne (Reeves et al., 2004).

Nous avons également observés dans le test de labyrinthe en Y une diminution de
pourcentage d’alternance spontanée chez le lot exposé comparés au lot t€émoin ceci montre

que I’exposition aigue au Khacinothionyl affecte I'apprentissage et la mémoire.

Ces résultats corroborent avec ceux de  (Lathe, 2001), qui indiquentque
I’expositionautébuconazole produit des déficits neurocomportementaux chez les rats associée
a une diminution du rendement de d'apprentissage. Ce déficit d’apprentissage est bien corrélé
avec les résultats neuropathologiques (la perte de cellules pyramidales dans

I'hippocampe).(Moser et al., 2001).

Les études montrent que 1’exposition au Propiconazole, Triadimefon et Myclobutanil
affect le systeéme glutamatergique, spécifiquement le complexe du récepteur NMDA qui
entraine une grande variété des changements de la signalisation intracellulaire et de la
plasticit¢ synaptique dans I’hippocampe qui sont connus pour interférer lors de

I’apprentissage et la mémorisation (Reeves et al, 2003).

Cependant, les donnéesobservées pour la nage forcée ont rapportés un temps
d’immobilité (TIM) significativement ¢€levé chez le groupe exposé au Khacinothionylpar
rapport a celui de groupe témoin. Cette augmentation de (TIM) explique I’incapacité de
I’animal a nager ceci est due a une diminution du tonus musculaire et I’instauration d’un
comportement de désespoir I’immobilité est interprétée comme un état dépressif .Ces résultats
sont en accord avec ceux (Nikolay et al., 2001 ;Moser et al.,2001 ;Santana et al.,2009), qui
expliquent que I’exposition au triademifonprovoque I’altération des voies dopaminergiques et

sérotoninergiques au niveaux cérébral principalement striatum et hippocampe.

Afin de justifier ces données expérimentales nous avons procédé a un dosage de
glucose qui est un bon indicateur de stress. L’exposition au Khacinothionyla permis

d’enregistrer une hyperglycémie chez les animaux traités comparés aux sujets témoins.
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Cela signifie que le Myclobutanilentraine un dysfonctionnement du métabolisme
énergétique, cette augmentation de la concentration sanguine de glucose est probablement le

résultat de la glycogénolyse hépatique (Gillies et al., 2008 ;Heiden et al ., 2009).

Les travaux de (Vander Heiden et al., 2009). confirment que I’exposition au
Propiconazole a une dose 157.6 mg/kg par jour inhibe le NADH nécessaire pour la
phosphorylation oxydative de la chaine respiratoire au niveau de la mitochondrie du foie qui
se traduit par une réduction de la formation d’ATP nécessaire pour la synthése de glycogéne
ainsi il affecte le cycle du krebs avec altération du métabolisme de pyruvate (Nesnow et al.,
2009) . En effet les travaux réalisés par (Rodriguez et Acosta, 1996 ; Nesnow et al.,
2011),révelent que I’exposition au propiconazole engendre un effet stressant qui se traduit par
une hyperglycémie sous I’action des hormones de stress a savoir, la cortisone au niveau de
I’hypothalamus, I’hypophyse et la glande surrénale respectivement, activant ainsi les

enzymes du métabolisme glucidique.

Dans le cadre de voir si I’exposition aigue au Khacinothionyl aune dose de 200mg/kg
s’accompagne d’une altération de 1’architecture tissulaire de cerveau ,nous avons réalisé des
coupes au niveau de cerveau chez les sujets exposés et les sujets témoins .Les résultats
présente aucune différence, 1’aspect histologique normal sans signes inflammatoires,
dystrophiques ou tumoraux chez les sujets exposés auKhacinothionyl par rapport a celle des

sujets témoins.
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Conclusion

Les résultats montrent que 1’administration au (Khacinothionyl)par voie intra
péritonéale a une dose de 200mg/kg chez les rats entraine une diminution significative de
I’activité locomotrice (verticale et horizontale), qui s’accompagne par un changement du
comportement stéréotypé .Cette hypoactivité locomotrice pourrait étre la conséquence de
I’action de ce composé qui altere certains voies de neurotransmetteurs. La perturbation de la
synthése des catécholamines ou bien de leur libération au niveau synaptique.

Pour la méme dose de (Khacinothionyl), nous avons également observés une
diminution de pourcentage d’alternance spontanée chez le lot exposé comparés au lot témoin
ceci montre que I’exposition aigue au (Khacinothionyl)est neurotoxique, entraine des troubles
d’apprentissage et mémorisation.

Les résultats relatifs aux tests de comportement plus précisément ceux de I’anxiété et
la dépression dévoilent clairement que 1’exposition au (Khacinothionyl)entraine un état
anxieux et dépressif. Ces états ont été confirmés par le dosage de glucose indiquant ainsi une
hyperglycémie chez les animaux exposés comparés aux animaux témoins.

L’exposition aigue (Khacinothionyl)a jeune age pourrait étre un facteur critique
responsable des déficits comportementaux ainsi que la perturbation de certaines voies
métaboliques.

A la lumiére de ces résultats trouvés, il serait envisageable d’entreprendre un protocole

expérimental plus approfondi portant sur différents volets :

» Elargir la batterie de test comportemental afin de mieux estimer 1’effet neurotoxique
du (Khacinothionyl)et son impact sur les performances d’apprentissage et la mémoire
spatiale.

» Explorer les activités de certaines enzymes impliquées dans le développement cérébral

a savoir phosphatase alcaline en particulier durant la gestation et lactation.
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