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Résumé

Le présent travail a permis de mettre en évidence 1 ’hépato-toxicité du triazole 5-
phenyl-1,2,4-triazole-3-thiol (Khacinothionyl) a travers le dosage de quelque parametres
biochimiques notamment les marqueurs du fonctionnement hépatiques, le modeéle in vivo
est basé sur une exposition aigue de 24H des rats Wistar a une dose de 200mg/kg a base

de 5-phenyl-1, 2,4-triazole-3-thiol (Khacinothionyl).

Apres l'exposition aigue au Khacinothionyl, nous avons remarqués une diminution

significative dans le poids hépatique par rapport a celui des rats témoins.

D’autre part, nos résultats révelent que I'exposition aigue au Khacinothionyl induit
des modifications métaboliques au niveau hépatique, les analyses sériques des sujets
exposés ont présentés des valeurs significativement supérieur en terme de glycémie

(P<0.05), par rapport aux sujets témoins.

Par ailleurs, I'administration de Khacinothionyl pour la méme dose chez les rats, a
permis d’observer au niveau plasmatique, une réduction significative de la teneur sérique

en cholestérol totale et en triglycérides (P<0.001) comparés aux valeurs des rats témoins.

De plus, des anomalies métaboliques ont été détectées a travers les dosages des
transaminases reflétant ainsi une perturbation de la fonction hépatique, a enregistré une
baisse significative de teneur plasmatique en ALAT et ASAT (P<0.001) accompagnée
avec une diminution significative de teneur plasmatique en bilirubines (P<0.001) chez les

rats exposés en comparaison aux rats non exposés.

L’ensemble de ces résultats montre bien que I'exposition au 5-phenyl-1, 2,4-triazole-
3-thiol (Khacinothionyl) provoque des perturbations et un degré de potentiel cytotoxique

sur le foie confirmé par les études histologiques.

Mots clés: 5-phenyl-1, 2,4-triazole-3-thiol, cholestérol, glycémie, hépato-toxicité,

transaminases, triglycéride.
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Summary:

This work has helped to highlight the hepato-toxicity triazole5-phenyl-1, 2,4-triazole-3-
thiol (Khacinothionyl) through the dosage of some biochemical parameters including
biochemical parameters of liver function markers. The in vivo model is based on Acute
Exposure 24H Wistar rats at a dose of 200mg / kg a base of 5-phenyl-1, 2,4-triazole-3-thiol
(Khacinothionyl).

After acute exposure Khacinothionyl we noticed a significant decrease in liver weight

compared to control rats.

Furthermore, our results show that acute exposure Khacinothionyl induces metabolic
changes in the liver, serum analysis of exposed patients presented significantly higher values in
terms of blood glucose (P <0.05), compared to control subjects.

Furthermore, the administration of Khacinothionyl for the same dose in rats, it was
observed in plasma, a significant reduction in serum total cholesterol content and triglyceride (P

<0.001) compared to values in rats witnesses.

Moreover, metabolic abnormalities were detected through transaminase assays reflecting a
disturbance of liver function, recorded a significant decrease in plasma level of ALT and AST
(P <0.001) accompanied with a decrease in plasma level significativede bilirubins (P <0.001) in

rats exposed compared with unexposed rats.

All of these results shows that exposure to 5-phenyl-1,2,4-triazole-3-thiol (Khacinothionyl)

causes disturbances and a degree of cytotoxic potential liver confirmed by histological studies.

Keywords : 5-phenyl-1, 2,4-triazole-3-thiol, cholesterol, blood sugar, liver-toxicity,

transaminases, triglyceride.
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Introduction

L’étude des systémes hétérocycliques a cinq chainons a connue un développement
considérable, dd a la mise en évidence de leurs activités biologiques. Le triazole est parmi une
large variété des hétérocycles étudiés pour developper de nouvelles molécules actives (Neu et
al., 1988). Les triazoles par définition, sont l'une d'une paire d'isoméres des composés
chimiques avec la formule moléculaire C , H 3 N 3. C’est un anneau hétérocyclique aromatique
de base (Gilchrist et al., 1992).

Le triazole et ces drivés représentent la catégorie la plus importante des fongicides qui
ont acquis beaucoup d’intérét dans la derniére décennie en raison de son vaste champ activités

et leur importance biologique industrielle et agricole (Secrist et al., 1991).

En médecine, Beaucoup des progreés ont été realisés dans la thérapie antifongique au cours
des trois derniéres décennies. Itraconazole et le fluconazole, deux agents de triazole
expérimentaux, sont les plus récents ajouts a la liste des médicaments antifongiques. Cette
évaluation a porté principalement sur leurs mécanismes d'action, les propriétés
pharmacologiques favorables et les spectres d'activité contre un large éventail d'agents

pathogenes systémiques (Saag et al., 2002).

Sur la base de diverses enquétes de la littérature, le noyau triazole occupe la place la plus
importante dans le traitement des maladies fongiques (Vatmurge et al., 2008). L'avénement de
triazoles a révolutionné la prise en charge des patients nécessitant un traitement ou la
prophylaxie pour les infections fongiques invasives, cette classe d'agents antifongiques azolés a
été parmis les composes les plus bien recu par les cliniciens. Puisque l'incidence des IFI a
considérablement augmenté au cours des deux dernieres décennies dans le monde entier (Dalvie
et al., 2003), les triazoles alors constituent la plus grande classe d'agents antifongiques dans

I'utilisation clinique actuelle (Odds et al., 2003).

Les produits de TRZ sont plus que seulement des segments de liaison passives, ils
associent facilement avec des cibles biologiques par des interactions de liaison hydrogéne et
dipolaires (Homi et al., 2011). La présente revue se concentrera principalement sur la littérature
récente pour les applications de cette réaction dans le domaine de la chimie médicinale, en
particulier sur l'utilisation de la fraction 1, 2,3-triazole comme pharmacophore (Moore et
Robinson, 1988).

En agriculture, les triazoles restent présents au cceur de tous les programmes avec une

action complémentaire aux nouveaux modes d'actions, ils constituent méme le partenaire ideal
1
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de ce nouveau mode d’action. Il n’existe pas a ce jour d'alternatif capable de se substituer aux
triazoles. En situation septoriose-rouille, la classe époxiconazole reste la référence suivie par le

metconazole. (Butzen et al., 2005).

Notre sujet de mémoire de master a été choisi dans ce contexte et porte sur la
détermination de I’hépatotoxicité et quelques parameétres sériques suite a I’exposition aigue au

5-phenyl-1, 2,4-triazole-3-thiol (Khacinothionyl).

X/

¢ La premiére partie de ce travail est relative a une étude bibliographique portant sur les
triazoles, leurs différentes classes, le mode d’action, les applications et les parametres de

validation dans le cadre de I’approche qualitative.

*

% La deuxiéme partie porte sur un concept important dans I’histopathologie, le foie,
comme organe choisit pour 1’exposition a notre étude expérimentale.
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Syntheése bibliographique

I. Historique :

Les dérivées azolés sont de loins antifongiques les plus utilisées en clinique et pour cette
raison, ce sont des antifongiques les plus étudies par la communauté scientifique, aussi bien au
niveau de leur propriétés pharmacologiques et de leur mode d’action (Vandeputte, 2008). Le
mot triazole fut donnée pour la premiére foie par Bladin en 1885 aux systeme cyclique carbone-
azote de formule C ; H 3 N 3 (Bladin, 1885).

En 1960, Potts a noté l'utilisation de complexes triazole d'argent pour des applications
dans l'industrie photographique. Beaucoup de recherches sont également consacrés a imitant
réactions enzymatiques par des modeles fonctionnalisés ou en utilisant de telles réactions de
complexation autres que ceux enzymatiques. Le fait que 1, 2,4- triazoles sont assez similaires
en géométrie a imidazoles, qui se produisent massivement dans la nature, est deuxiéme
propriété qui a fait les triazoles et les complexes de triazole trés prisés composés pour imiter les
processus naturels (Reedijk et al., 1987). Aussi est a I'étude la substitution de ligands pyrazole
par triazoles et offre de nombreuses possibilités intéressantes, par exemple dans la recherche de

tripyrazoloylborates (Janiak et al., 1994).

Par conséquent, de nombreux chercheurs ont synthétisé ces composés en tant que
structures cibles et évalués leurs activités biologiques. Ces observations aident les chercheurs
pour le développement de nouveaux composés triazole avec des activités biologiques
améliorées. Cette revue se concentre sur les différentes stratégies de synthese suivis pour la

syntheése des triazoles et leurs activités biologiques (Sathish et al., 1989).

Les chimistes médicinaux ont considéré la synthése de 1, 2, 3 hétérocycles base-triazole
que la pierre d'angle de la chimie, dans la premiére partie du XXe siecle, les chercheurs ont
commencés a travailler sur la possibilité d'utiliser 1, 2,3-triazole pour le traitement du cancer et
de tumeurs malignes (Dalvie et al., 2002). A titre d’exemple on peut citer que Kolb et al ont
montré que ces composés se comportent comme des unités de liaison rigides, donc ils peuvent
imiter les propriétés électroniques des liaisons amides sans la méme susceptibilité de clivage
hydrolytique (Kolb et al., 2003).

L’arrivée des triazolés dans les années quatre-vingt-dix a élargit les possibilités
thérapeutiques (Eggimann et al., 2003). En 1983, le premier triazolé fait son apparition : le
kétoconazole, suivi de prés par la terbinafine, représentant de la classe des allylamines, ensuite

plusieurs triazolés vont étre introduits successivement sur le marché le fluconazole (en 1990),



Syntheése bibliographique

I’itraconazole(1993), le voriconazole (2002) et le posaconazole (2006) (Hincky, 2011).

De plus, Les fongicides triazoles ont gagnés un regain d'intérét, notamment dans les
régions des Etats-Unis sous la menace de la rouille asiatique du soja, Cette famille chimique de
fongicides se compose de nombreux membres (Butzen et al., 2005) comme base de lutte

chimique pour la gestion des maladies durable dans les systémes agricoles.

I1. Définition de triazole :

Les triazoles font partie de la famille des azoles, des composés organique hétérocyclique
comportant un cycle a 5 atomes, comportant deux double liaisons et 3 atomes d'azote et donc de
formule brute C,H3Nz, Elles sont aromatiques et font partie des cycles excédentaires en

électrons.

Selon la position des atomes d'azote, on distingue deux isomeéres sont tous d’origine

synthétique et n’existe pas a 1’état naturel, on distingue deux types :

e 1,23-triazoles ou v-triazoles (Bachman et al., 1946).

e 1,2 4-triazole ou s-triazoles (Morgan et al., 1916).

H. H.
N _ N _
’ \ n“ : "\ N =
L _1
4 N 3 4N 3
1, 2,3-triazole 1,2,4-triazole

Figure 01 : les deux isomeéres (Bentiss, 2006).

11.1. 1, 2,3- triazoles :

Les 1.2.3-triazoles sont des composés hétérocycliques non naturels dont leur premiere a
été décrite a la fin de 19eme siécle par Pechmann (Pechamann, 1888) , ils possedent une
structure pseudo-aromatique, qui se traduit notamment par une interaction entre les
liaisons m , ainsi qu’un grand moment dipolaire et une grande capacit¢é a former des

liaisons hydrogéne Ainsi, les 1,2,3-triazoles existent sous la forme 2H-1,2,3-triazole en phase
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gazeuse et sous les formes 1H-1,2,3-triazole et 2H-1,2,3-triazole en phases solides et
liquide (Abboud et al., 2001).

11.2. 1, 2,4-triazole :

Des différentes réactions chimiques montre que 1.2.4-triazole est un noyau extrémement
stable il peut étre considéré comme un compose aromatique (Bladine et al., 1885). 1l existe sous
deux formes tautomeére, la dénomination adoptée dans les * chemical abstract * reste néanmoins
celle de 1.2.4-triazole en précisant sur quelle azote se trouve 1’hydrogéne. Afin de réaliser la
représentation correcte de sa structure elle est nécessaire de prendre en considération leur
caractere amphotére, la mobilité de I’atome d’hydrogéne lié a I’atome de I’azote, la grande
stabilit¢ du cycle, ainsi que I’importance du moment dipolaire. Nous pouvons noter tout foie
que le caractére aromatique de 1,2,3-triazole est plus prononcé que celui de 1,2,4-triazole
(Bentiss et al., 1999).

I11. Propriétés physicochimique des triazoles :

Les triazoles sont des produits sous forme des poudres cristallines peu volatils et peu
persistants. ils sont généralement commercialisés sous forme des solutions liquide (Jargot et al.,
2010). Les constituants de cette famille se présentent sous forme solide faiblement miscible
dans I’eau (de I’ordre de quelques milligrammes par litre) (Gouzy, 2006), ils sont tres solubles
dans les solvants polaires et peu soluble dans les solvants apolaire du fait de leur moment
dipolaire élevé (1.77D pour les 1.2.3-triazoles et 3.17D pour les 1.2.4-triazoles) mais la
solubilité dans les solvants apolaires peut toutefois étre augmentée par substitution sur 1’atome

d’azote (Jensen et al., 1943).

Les TRZ possédent un moment dipolaire plus élevé que les liaisons amide, ce qui leur
confeére des propriétés électrophiles et nucléophiles proches de celles des liaisons peptidiques.
En effet, les atomes d’azote du triazole sont accepteurs de liaison hydrogene, tandis que le
proton du triazole, trés polarisé, peut jouer le rdle de donneur de liaison hydrogene, au méme

titre que le proton d’une fonction amide (Horne et al., 2003).

De plus, Les TRZ ont la particularité d’avoir une grande stabilit¢ chimique, ils sont
inertes vis-a-vis des différents agents  d’hydrolyse, d'oxydation, de réduction, ou d'autres
modes de clivage. (Manetsch et al., 2002). Cependant certains dérivés sont explosifs comme

dans le cas du 3-nitro-1,2,4-triazolo-5-one (Ostrovskii et al., 1999).
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Par ailleurs, leur liaison aux protéines plasmatiques et les érythrocytes est proche de

100% ce qui implique que les azolés ne sont pas dialysables (Lortholary et al., 1999).

Ajoutant que les TRZ posséde d'excellentes caractéristiques d'absorbance de lumiére
ultraviolet dans la gamme de longueur d'onde et peut étre détectée de maniére fiable dans des

applications typiques de I'eau de refroidissement (analyse a des concentrations de 1 ppm et
plus).

Tableau 01 : le tableau suivant résume quelques propriétés physico chimiques des triazoles
(Abboud et al., 2001).

Moment
Molécule %N | Tf (°c) | Teb(°c) Pka AH f (KJ/Kg) dipolaire
(10 3 cm
1, 2,3-triazole 61 23 203 9,4 2690 3.23
1, 2,4-triazole 61 121 260 10,1 2345 9.61

IV. Classification des triazoles :
IV.1. La premiére génération :

Le fluconazole : c’est un agent fongistatique actif contre Candida albicans, Candida
tropicalis, et Candida glabrata. 1l est également utilisé pour traiter la méningite, la
cryptococcose méningee, systémique et muqueuse candidose chez les patients normaux et

immunitaire est affaibli (Groll et al., 2001).

L’itraconazole : présente une activité fongicide souche-dépendante contre les champignons
filamenteux, a I'exception de certaines souches de Cryptococcus neoformans .1l est pris pour
traiter les infections fongiques des ongles et qui commencent dans les poumons et se répandent

dans tout le corps (Manavathu et al., 1998).

IV.2. La deuxieme génération :

Le voriconazole : c’est le traitement de premiére intention de la candidose oesophagienne,
candidémie, l'aspergillose invasive, Candida infections de la peau, les infections de I'abdomen,
des reins, la paroi de la vessie, les blessures et les infections causée par Scedosporium

apiospermum et Fusarium spp (Espinel et al., 2001).
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Le posaconazole : ¢’est un analogue hydroxylé de l'itraconazole. Il posséde un large spectre
d'activité antifongique contre diverses souches de champignons tels que Candida spp résistant
aux azoles Aageées, Cryptococcus, neoformans Aspergillus  spp, Rhizopus spp, Bacillus
dermatitidis et d'autres champignons filamenteux et dimorphiques opportunistes (Loit et al.,
1997).

Le ravuconazole : c’est un triazole trés actif contre un large spectre de champignons, y
compris condida néoformans et d’autres espéces de levures, ils ont une activité inhibitrice
contre d'autres especes de champignons filamenteux hyalines et zygomycétes et moules noires
ainsi que les isolats qui sont résistants au fluconazole. (Pfaller et al., 2002)

V. La synthese des triazoles :

De nombreuses méthodes de synthese des triazoles ont été décrites dans la littérature.
Parmis celles-ci, la plus importante et la plus utile, c’est la cycloaddition 1,3 dipolaire entre un
azoture et un alcyne, dans lequel un azide et un alcyne subissent une réaction de cycloaddition
1,3-dipolaire réaction (Gilchrist, 2014) en présence d'un catalyseur tel que le cuivre ou
ruthemium. Cette réaction de cyclisation connue sous le nom de cycloaddition de Huisgen
alcyne-azide (Amblard et al., 2009) a été dévelopé au début des année 60 par Huisgen (Huisgen
et al., 1961), elle est devenue tres populaire depuis que Charpless et Meldal ont rapporté
séparément sa version Cu(l)-catalysée, permettant ainsi une amilioration spectaculaire de la
vitesse et de la régiosélectivité (Rostovtsev et al., 2002) elle a trouvé de nombreuses applications
dans divers domaines de la chimie ( Binder et al., 2008).
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Figure 02 : Cycloaddition 1,3-dipolaire azide/alcyne de Huisgen (Huisgen et al., 1964).
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VI. Le mode d’action biochimique :

Les TRZ sont tres spécifiques dans leur mode d'action, ils inhibent la biosynthése des
stérols, une composante essentielle de l'intégrité des membranes cellulaires fongiques (Butzen
et al., 2005), ils agissent en bloquant le site actif de I’enzyme connue sous le nom de ’anosterol
14a demethylase , cette enzyme appelée CYP51 appartient aux isoenzymes des cytochromes
P450 des mitochondries des cellules fongiques. Elle permet chez le champignon la

transformation du lanostérol en ergostérol (Granier, 2000 ; Vandeputte, 2008).

Cette transformation de 140 methyl stérols en ergosterol est dépendante de I’activation
du cytochrome P450. L’inhibition conduit a une accumulation de précurseurs dans la chaine
de synthése : lanostérol et divers 14-méthylstérols (Lortholary, 1999) ce qui aboutit a

I’inhibition de la croissance du champignon.

Sur le plan moléculaire, un des atomes d’azote le N-4 de triazolés se lie a ’atome de fer
de ’héme situé dans le site actif de ’enzyme (Yu et al., 2010), du cytochrome P450, inhibant

ainsi ’activation de ce cytochrome et par conséquence le fonctionnement enzymatique.

C14 o démethylase (CYP51, gene ERGTT)

Cytachrome P450-dépendante

| €R,
WA 2
Fe k
Azolés

% Conseguences :

- Inhibition de la synthése d 'ergostérol
- Alteration membrane
- Accumulation stérols méthylés toxiques

Figure 03 : mécanisme d’action des triazoles (Yu et al., 2010).

VII. Domaines d’application des triazoles :

L’importance des squelettes hétérocycliques a cinq chainons a noyau triazole ont attirés
beaucoup d’attention a cause de leurs vastes profils biologiques. Ils sont signalés a montrer un
large spectre d'applications (Burghate et al., 2008) réussies notamment en médecine humaine

vétérinaire, produits agrochimiques et industrielles.
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VI1.1. Applications agricoles :

Les TRZ représentent la catégorie la plus importante de fongicides a ce jour, grace a leur
excellente puissance protectrice et curative (YS Wu et al., 2001), cette classe des fongicide ont
réduit considérablement la sévérité de la maladie par leur longue durée de protection et leur
large spectre d’activité (Gold et al., 1993), ils sont parmi les fongicide les plus utilisés dans le
monde comme des outils importants contre les maladies des gazons résidentiels et
commerciaux (Ambre et al., 2006), les légumes, les agrumes, les grandes cultures et les plantes
ornementales. Ils peuvent étre facilement obtenus dans les centres de détail jardin et pépiniere
par application sous forme de pulvérisations et les traitements de semences foliaires (Butzen et
al., 2005). Certains fongicides triazoles ont des propriétés anti-sporulant, ce qui signifie qu'ils
inhibent la production de spores et donc aident a ralentir le développement de la maladie
(Mueller, 2006).

Les TRZ ont été rapportés dans la littérature qu’ils sont utilisés depuis plusieurs
décennies contre la septoriose, conservent toujours une efficacité correcte méme si une érosion
a été constatée au cours des dix derniéres années. Le développement de souches faiblement a
moyennement résistantes résulte d’une ou plusieurs mutations génétiques au niveau de la cible

de ces triazoles (Parsi, 2006).

Aujourd’hui, en agriculture le contrdle des champignons tels que Septoria tritici ou
Gibberella zeae repose en grande partie sur les triazoles (Klix et al., 2007), ils sont les seuls
fongicides actuellement utilisés depuis 2004 dans la lutte chimique contre le développement de
Pseudocercospora musae, IlIs bénéficient d’un spectre d’efficacité trés large contre les
principales maladies des céréales (blé, orge, seigle, triticale), en particulier la protection foliaire
du blé et la lutte contre les maladies foliaires (1’époxiconazole et le metconazole) de
I’épi, oidium et rouilles, le piétin verse et de nombreux champignons taches foliaires ( Mueller,
2006).

VI1.2. Application pharmaceutique :

Les médicaments antifongiques azolés ont introduit une nouvelle ére dans la
chimiothérapie antifongique. Ils appartiennent a une classe de composés particulierement actifs
possédant un large spectre d'activités anticonvulsivant chimio thérapeutiques, y compris :

antibactérienne (Genin et al., 2000) antivirales, (Masuda et al., 1975) antimicrobienne (Turan et
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al., 2005), anti-inflamatoire (Almasirad et al., 2004) antituberculeux (Walczak et al., 2004)

anticancéreuse et anti HIV (Holla et al., 2002).

Les triazoles ont également été incorporés dans une grande variété de médicaments

thérapeutiquement intéressantes, y compris H . / H , de I'nistamine blogueurs de récepteurs, les

stimulants du SNC, les agents anti-anxiété et les sédatifs (Schreier et al., 1976)

Les motifs triazoles sont présentés dans de nombreux médicaments ils sont incorporés
dans la structure de certains antibiotique comme par exemple le tazobactame ou la céfatrizine
(Micethich et al., 2000), les caractéristiques portés par ces molécules c’est de rendre les

molécules pharmaceutiqguement importants (Bourne et al., 2004).

Certains études montre que 1’évaluation du potentiel biologique des 1, 2,3-triazoles
montre une activité cytotoxique, la mise on évidence de cette activité isolés révéle une activité
supérieur a celle de la céramide (Kim et al., 2007) ils sont également décrit pour présenter une
activité inhibitrice efficace contre les mycobactéries de la tuberculose (Costa et al., 2006), dans
la méme contexte certaines dérivés triazoliques montrent une activités remarquable contre la

leucémie et contre le cancer de poumon ( Al-Soud et al., 2003).

Les TRZ modernes étaient les traitements efficaces des infections fongiques
(Eumycétome) locales et systémiques (Yoann et al., 2014). Ils sont actuellement approuvés

que pour utilisation comme prophylaxie contre les IFI chez les patients (Cornely et al., 2006).

Des études a été signalé que des composés ayant des groupements triazole, tels que le
vorozole et Iétrozole semblaient étre des inhibiteurs de I'aromatase tres efficaces, qui a son tour
empéché cancer du sein (Abdul rauf et al., 2012). Autres recherches ont était testé in vitro que
I’acylation de certains aminotriazoles donne des triazoles amides qui inhibent spécifiquement

le virus de la rubéole (Tamas et al., 1986).

Un nouveau triazole série chimique a été montré pour inhiber la tubuline polymérisation et
provoquer l'arrét du cycle cellulaire en A431 cancer des cellules avec des CE (50) des valeurs
dans la gamme unique chiffre nanomolaire. Binding expériences ont démontré que les
composés actifs representatifs de cette classe sont en concurrence avec la colchicine pour

son liaison site sur la tubuline (Ouyang et al., 2005).
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VI1.3. Application industrielle :

Leur nombreuse propriété ont suscité un grand intérét dans 1’industrie chimique en effet,
il faut souligner les multiples applications de ces composés notamment en tant qu’herbicide,

fongicide et agent antimicrobiens (Bentiss et al., 2001).

Dans le domaine des matériaux, les TRZ sont utilisés comme pigments, inhibiteur
organique de corrosion, photo stabilisateurs et matériaux photographique (Calderone et al.,
2002), quelques dérivés de 1,2,3-triazoles décrit par Wang et coll possedent méme des
propriétés fluorescentes destinées a des applications dans la bio conjugaison et la bio imagerie
(Sivakumar et al., 2004).

Un nombre important d’articles, de revue, d’outre ouvrages ont évoqué I’utilisation des
triazoles comme inhibiteurs de corrosion des métaux en milieu acide (Schmitt et al., 1984),
méme a tres basses concentrations (Ouici et al., 2012), ces composés dont les deux représentants
majeurs sont le benzotriazole et son dérivé méthylé le tolyltriazole, sont des inhibiteurs de
corrosion massivement utilisés dans de nombreux produits comme les liquides antigels, les
liquides de refroidissement, les fluides hydrauliques et de coupe de métaux ou les détergents
pour vaisselle. Leur toxicité est trés peu connu mais leur caractere de résistance a la
biodégradation est avéré et les rend préoccupants. Diverses études démontrent que ces produits
sont omniprésents dans les eaux de surface suisses (Walter et al., 2006), parallelement d'autres
triazoles ont également été décrits pour la protection du bois de I’attaque fongique (Bass et al.,
1984).

Les TRZ ont été également proposées comme produits de remplacement de I'eau dans les
conducteurs de protons utilisés dans les piles a combustible une fois dopée en membranes, ces
triazoles améliorer la conductivité des membranes dans des conditions anhydres. En raison de
leur nature amphotere, ces composés agissent comme accepteurs de protons et les donateurs
(Subbaraman et al., 2007).

VI1.4. Application dans la synthese chimique :

Les triazoles sont principalement utilisés comme intermédiaires dans la synthése de
principes actifs pour I'agrochimie (fongicides, herbicides) et la pharmacie. Certains grades sont
également utilisés dans des solutions chimiques pour ameliorer le degré de pureté des

composants dans l'industrie électronique.
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Des travaux montrent que le groupe triazole 1,4-disubstitué présente une similarité
structurale avec les liaisons amides. En effet, ce triazole est considéré comme mime de la forme
rotamere Z d’une fonction amide, servir de ligand pour les métaux ou lier différentes
molécules de complexité variées cette capacité des triazoles pour former un pont entre des
ions métalliques tels ligands fait tres importante pour les applications magnetochemical (Tron
et al., 2008).

Des unités triazole sont également utilisées dans certains cas pour remplacer des liaisons
interpeptidiques tout en conservant 1’activité biologique initiale. Ils sont notamment utilisés en

tant qu’analogues d’acides aminés (Demko et al., 2002).

Les TRZ sont des précurseurs précieux pour les sels de cations radicalaires en raison de
leur potentiel d'oxydation et la variété des interactions intermoléculaires possibles (Thomas
et Narcis, 2014). Récemment, des triazoles obtenus par CUAAC ont été utilisées comme
précurseurs d’une nouvelle classe de ligands carbénes N-hétérocycliques non classiques
(Mathew et al., 2008).

En outre, Les ligands dérivés de triazole envisagés ont été construits pour chélater le
métal par un azote du triazole et une fonction exocyclique permettant de former des cycles a 5
ou 6 chainons selon la nature du ligand, il présente ainsi une grande polyvalence pour la
préparation des matériaux de coordination (Aromi et al., 2011).

VI1I. la toxico-cinétique du triazole :
¢ Absorption :

Le triazole est rapidement absorbé aprés administration orale. Les concentrations
plasmatiques maximales sont atteintes dans les 2,5 heures suivant 1’administration de la
solution orale dans des conditions & jeun. (Janssen, 2013). la comparaison de 1’excrétion urinaire
du triazole apres administration unique d’une faible dose par voie orale et intraveineuse montre

que sa biodisponibilité atteint 100% en 96h chez les rats (Jargot et al., 2014).
+ Distribution :

La majeure partie de triazole (I'itraconazole) dans le plasma est liee aux proteines
(99,8%), avec l'albumine comme principal composant de liaison (99,6% pour le métabolite
hydroxy). Il présente aussi une affinité marquée pour les lipides. Seul 0,2% de triazole est

12
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présent librement dans le plasma. Il présente un important volume de distribution apparent dans
I'organisme ,ce qui laisse suggeérer une distribution étendue dans les tissus, les concentrations
dans les poumons, les reins, le foie, les os, I'estomac, la rate et les muscles se sont avérees deux
a trois fois plus élevées que les concentrations correspondantes dans le plasma, et I'assimilation
dans les tissus kératinisés, la peau en particulier, est jusqu'a quatre fois plus élevée que dans le
plasma. Les concentrations dans le liquide céphalo-rachidien sont beaucoup plus faibles que
dans le plasma, mais l'efficacité du médicament a néanmoins été démontrée contre des

infections présentes dans le liquide céphalo-rachidien. (Janssen, 2013)

< Meétabolisme :

Le TRZ est largement métabolisé en faibles quantités sous forme inchangée sont
retrouvés dans les urines et les féces aprés administration par voie orale chez les rats (Jargot et
al., 2014). Des études in vitro ont montré que le voriconazole est métabolisé par les isoenzymes
du cytochrome hépatigue P450, CYP2C19, CYP2C9 et CYP3A4. La variabilité
interindividuelle du profil pharmacocinétique du voriconazole est importante. Des études in
vivo ont montré que le CYP2C19 joue un réle significatif dans le métabolisme du voriconazole
son métabolite principal est le N-oxyde, qui représente 72 % des métabolites radio-marques
circulant dans le plasma. Ce métabolite a une activité antifongique minime, il ne contribue pas

a ’efficacité globale du voriconazole. (Lannelongue, 2010).

% Elimination :

Le TRZ est éliminé par métabolisation hépatique ; moins de 2 % de la dose étant excrétée
sous forme inchangée dans les urines. Aprés administration d’une dose radio-marquée de
voriconazole, environ 80 % de la radioactivité est retrouvée dans 1’urine en cas
d’administrations intraveineuses répétées, et environ 83 % en cas d’administrations orales
répétées. La plus grande partie (>94 %) de la radioactivité totale est excrétée dans les premiéres

96 heures suivant I’administration, qu’elle soit orale ou intraveineuse (Lannelongue, 2010).
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IX. Les effets toxiques du triazoles :

Communément utilisés comme agents antifongiques dans I'agriculture et la médecine, les
triazoles ont été tératogéne dans un ensemble diversifié de modeles animaux (Robinson et al.,
2012).

I1X.1. Effets sur la santé humaine :

La toxicité de triazole et son potentiel a produit des effets nocif sur la santé, a courte ou
long terme, 1’évaluation des effets toxiques des triazoles est complexe car de nombreux
parametres sont a considérés la nature de composé, la duré d’exposition et ses variation et la
2nature libre ou liée des résidus (Capkin et al., 2006). Les études de toxicité a court terme et
chronique sur des animaux de laboratoire révelent que le foie, les reins et plusieurs glandes

endocrines constituent les principales cibles.

IX.1.1. Effet hépatique :

L’exposition aux triazoles provoque des effets sur e foie qui se manifeste d’abord par une
augmentation du poids, une hypertrophie hépatocellulaire centrolobulaire et de la cytotoxicité
(nécrose des hépatocytes). Des modifications du métabolisme lipidique chez le rat a court
terme, ont été détectées dans une étude chronique. En général, les effets hépatiques a court
terme constatés chez les rongeurs ne s’accentuent pas sensiblement lors d’une exposition
chronique. Aux doses plus ¢levées ou lors d’une exposition chronique, on note les autres effets
suivants dans le foie des rongeurs : accentuation de 1’aspect lobulaire, foyers €osinophiles dans
les hépatocytes, foyers sous-capsulaires pales ou foncés, ainsi que modifications des canaux
biliaires et des sinusoides. L’exposition chronique des souris a des doses élevées entraine

I’apparition de masses a zone sous-capsulaire bombée, pale ou foncée (Nesnow et al., 2009).

X1.1.2. Effet sur le systéeme endocrinien :

L’administration a court terme au triazole provoque des effets endocriniens chez le rat.
On constate une diminution du poids des surrénales chez le rat male. Des doses plus élevées
affectent également le poids de 1’hypophyse, des testicules, de 1’utérus et des ovaires chez le
rat. Les effets sur les glandes surrénales et I’hypophyse s’estompent rapidement chez le rat. En
revanche, a plus long terme, on note une réduction voire une absence compléte de corps jaunes
chez la ratte. L’évolution des taux sanguins des hormones de I’ovaire et du cortex surrénalien

(aldostérone, corticostérone, progestérone et testostérone) concorde avec les doses et les
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altérations du poids de ces structures. A long terme, on observe également une incidence accrue
de distension utérine par des fluides et de métaplasie pavimenteuse des glandes endométriales
(A.R.L.AS, 2012).

X1.1.3. Effet rénale :

Apres une exposition a court terme au triazole, la toxicité rénale est plus marquée chez le
chien, peu évidente chez le rat et absente chez la souris. Chez le chien et le rat, les effets
incluent une augmentation du poids des reins et une Iégere augmentation des concentrations
ionigues du sang. Chez le chien, on note également une hypertrophie des reins et des tubules
corticaux, la présence de corps apostoliques ainsi que des altérations transitoires de la chimie
urinaire. On constate peu d’effets durables chez le rat (pyélite accrue, basophilie des tubules
corticaux et légers changements de la chimie urinaire). Dans la plage de doses faibles a
intermédiaires, une augmentation de la masse des reins constitue le seul effet évident dans
I’étude murine chronique. Les autres effets surviennent seulement aux doses liées a une

mortalité accrue (A.R.L.A.S, 2012).

IX.1.4. Effet sur le systéme nerveux :

Certain travaux montrent que I'exposition aux triazoles, en général provoque une
neurotoxicité, a la fois centrale et périphérique et des lésions neurologique chez le rat (EPA,
2006), ainsi une augmentation de la sécrétion des facteurs qui sont connus pour affecter
I'apprentissage et la mémoire spatiale (Lathe, 2001). Des rats exposés a des fortes doses aigués
de tétraconazole présentent des anomalies fonctionnelles du systeme nerveux. L’activité
motrice diminue chez les deux sexes le jour de 1’exposition et des signes cliniques transitoires
se manifestent pendant un a plusieurs jours chez les femelles (A.R.L.A.S, 2012), cette exposition
a été associée a une diminution du rendement dans la tche d'apprentissage. Les auteurs classés
a juste titre ce fongicide triazole comme une substance neurotoxique potentielle ciblant

spécifiquement 1’hippocampe (Moser et al., 2001).
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I1X.2. Effets écologiques :
IX.2.1. Impact environnementale :

D’un point de vue écologique les triazoles ne sont pas des produits anodins en effet ils sont
responsable de nombreux effets toxique secondaires causant des risques potentiels pour

I’environnement (Relyea, 2009).
1X.2.2. Effet sur les mammiféres :

Les animaux absorbent les produits triazoliques via la nourriture ou 1’eau
d’alimentation via ’aire respiré ou au travers de leur peau ayant franchi divers barriéres le
toxique atteint les sites de métabolisme ou il est stocké, cette exposition peut engendrer chez
les mammiféres tout une gamme d’effets dont des baisses spectaculaires de fertilité souvent

remarqué (Frangois, 2010).

1X.2.3. Effet nocif sur la faune aquatique :

Les TRZ et leurs dérivés peuvent provoquer des dégats importants sur la faune aquatique
en effet méme si la mortalité des poissons représentent les effets les plus spectaculaire les
autres composantes de 1’écosystéme aquatique sont aussi affectées par les effets néfastes des
pesticides (Francois, 2010).

X.2.4. Effet nocif sur la microflore de sol :

La microflore est essentiel pour le maintien de la fertilit¢ de sol, or méme si les
traitements sont le plus souvent appliqué sur les parties aérienne des plantes plusieurs études
ont montré que 1’emploie massif de fongicide peut avoir des répercussions majeures sur les

autres invertébrés (Relyea, 2009).
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I. Généralité :
L’importance biologique du foie humain est attestée par son volume et par sa densité
cellulaire, il représente le 1/50 du poids du corps, formant ainsi la masse viscérale la plus

volumineuse de 1’organisme, avec pres de trois cents milliards de cellules. Sa situation lui

permet d’accomplir des fonctions indispensables a la vie (Arnaud, 2009).

Le fonctionnement du foie va au-dela de la simple participation a la digestion. Dans la
digestion, le foie est le premier organe que les nutriments rencontrent apres leur absorption. Il
met en réserve les nutriments, ensuite les libérent au moment voulu vers les organes plus

périphériques (Sautet, 2010).

Cette glande effectue beaucoup de fonctions, méme si pas toutes sont liées a la digestion,
il constitue le plus grande glande et le principale pool métabolique de 1’organisme (Norbert,
2006). Le foie a un role méme dans la régulation du débit sanguin essentiellement lié au volume

de I'organe qui pese 1 500g (Sautet, 2010).

La foie est un véritable laboratoire biochimique, il participe a plus de 500 réactions
chimiques différentes grace a la grande quantité de sang que lui apportent 1’artére hépatique,
provenant du cceur, et la veine porte hépatique, issue de 1’intestin gréle. Il fabrique notamment
de la bile, du cholestérol et des protéines, stocke du glucose, du fer et des vitamines, et dégrade

certains produits toxiques contenus dans le sang, comme 1’alcool (Jacques., 2001).

Cette glande est un organe a la fois endocrine et exocrine, Sa principale fonction exocrine
est la sécrétion de la bile dans le tube digestif. Sa fonction endocrine est de contréler la
composition du sang qui provient du tube digestif qui va étre dirigé vers la circulation générale
(Sautet, 2010).

Du fait de sa position immédiatement en aval de la circulation sanguine intestinale, des
dégats irréversibles peuvent se constituer silencieusement. Il constitue le sieége de nombreuses
maladies : infectieuses, parasitaires tumorales, toxiques. Cet organe est si important que sans le
foie une personne ne survit que quelques heures. De ce fait en cas de graves problémes de foie

seulement une greffe pourra sauver la vie du patient.
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I1. Définition :

Il s’agit d’une glande annexe au systeme digestif, le plus volumineux organe du corps
humain, qui pése en moyenne chez lI'adulte 1500 grammes (Jacques, 2008). A frais, ils est de
couleur brun rouge, de consistance molle, il contient entre 800 et 900 grammes de sang, c'est un
organe trées vascularisé (Gosling et al., 2002).

Ces dimensions sont variables d'un individu a un autre, mais en général, il mesure entre
25 et 30 cm de longueur sur une hauteur de 15-17 cm et avec une épaisseur de 8-10 cm. Les
gros foies sont palpables dans I'nypochondre droit notamment lors des hépatomégalies
(Bouchet et Guilleret, 1983), généralement la taille de structures varie en fonction de la

proximité de hile hépatique.
I11. Localisation :

Le foie est situé dans la partie supérieure droite de I'abdomen : partiellement protégé par
les cotes, il est séparé des poumons et du cceur par le diaphragme (Denis, 2014) et occupe
pratiquement 1’intégralité de la partie supérieure droite de 1’abdomen (Gosling et al., 2002) sa
position met a proximité de plusieurs autres organes principaux. En tant que 1’organe viscéral
de la cavité adnominale, il repose a coté de 1’estomac et a I’avant de la vésicule biliaire : deux

organes essentiels a la digestion, d’autres organes incluent le pancréas, les intestins, et le ceeur

(Norbert, 2006).

Figure 04 : 1’ emplacement du foie dans le corps (Marichesse, 2014).
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IVV. Anatomie du foie :

Il s’agit d’un viscére relativement plastique qui se moule sur la face inferieur de la
coupole diaphragmatique droite. Il remplit I’hypocondre droit et s’étend a travers 1’épigastre,
jusqu’a dans I’hypocondre gauche (Gosling et al., 2002). 1l est divisé en deux lobes séparés par
le ligament falciforme (Vilgrain, 2008), le lobe droit (deux tiers du volume du foie) et le lobe
gauche (un tiers du volume). On peut egalement individualiser deux autres lobes mineurs en

taille : le lobe caudé (ou lobe de Spiegel) et le lobe carré (Susan, 2008).
Sur le plan anatomique, il apparait triangulaire avec trois faces :

- Face supérieure ou diaphragmatique :

Convexe et lisse moulés sur le diaphragme. Large dans sa partie droite, progressivement
effilée vers la gauche, elle présente a I'union de sec deux tiers I’insertion du ligament supérieur

ou falciforme qui s’épare le foie en deux lobe inégaux droite et gauche (Bouchet et Guilleret,
1983).

- Face inférieure ou viscérale :
Elle est oblique en bas, en avant et vers la gauche. Elle est parcourue par trois

sillon dessinent grossierement la lettre H :

Le sillon transversal correspondant au hile hépatique (porta hépatis), point de  pénétration ou
d’émergence des ¢léments du pédicule hépatique.
Le sillon droit correspondant au lit de la vésicule biliaire ou fossette cystique.
Le sillon gauche qui contient dans sa moitié antérieur le reliquat fibreux de la veine ombilicale
gauche.

Ces trois faces divisent la face inferieur du foie en quartes zones distinctes :

¢+ Une partie droite correspondant seulement a une partie de ce qui paraissait, le lobe droit
sur la face supérieure.
¢ Une partie gauche correspondant au lobe gauche précédemment d’écrit.

¢+ Une partie centrale antérieure, le lobe carré, appartenant au lobe droit.
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¢+ Une partie centrale postérieure, le lobe de Spigel, qui appartient en fait essentiellement &
la face postérieur du foie.

Face Postérieur verticale :

La plus étroite, de forme triangulaire a base droite, est pratiquement verticale et se moule
sur la veine cave et sur la convexité de la colonne vertébrale. Elle est traversée par deux
sillons : le sillon vertical droit et sillon vertical gauche, qui contient le canal d’Arantius
(Bouchet et Guilleret, 1983).

Lobe caudé Veine hépatique  yjne cave inférieure

Artere hépatique 7~ QT E B8 :

propre ;
Lobe carré”{§
Canal hépatique

commun Vésicule biliair fou T

 hépatique

Figure 05 : Anatomie de foie (vue inferieur) (Bouchet et Guilleret, 1983).
V. Segmentation :

Selon la segmentation hépatique de Couinaud (1957), le foie est divisé en secteurs, les
branches de division de la veine porte délimitent ces secteurs du foie en huit segments
numérotés de I a VIII sur la face inférieure du foie dans le sens inverse des aiguilles d'une

montre (Denis et al., 2006) :

R/

+»+ Le segment | correspond au lobe caudé ou de Spiegel et a la partie du foie en avant

de la veine cave.

Rl

«» Les segments Il et 111 correspondent au secteur latéral gauche.

7

« Le segment IV correspond au secteur médial gauche.
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7

% Le segment V correspond a la partie inférieure et le segment VIl a la partie
supérieure du segment antérieur droit.
« Le segment VI correspond a la partie inférieure et le segment VIl a la partie

supérieur du segment postérieur droit (Denis et al., 2006).

Le foie gauche comporte les segments II, 1l et IV ; le foie droit comporte les segments
V, VI, Vil et VIII .Le segment I est quant a lui partagé entre les deux. Cette segmentation est
essentielle pour la chirurgie hépatique puisqu'elle permet I'ablation d'un segment sans géner la

vascularisation des autres segments (Denis et al., 2006).

veine cavea inférieure )
appendica
& fibreux

vaines hépatiques

.

segments
superieurs |
’
.
sagments | - -
inférieurs segment
latéral

ASegment
médial

segment veine porte

- - 5
segment  antarieur
postérieur

Figure 06 : les segments de foie (Nadine et al., 2010).

V1. Innervation :

Logiquement, l'innervation du foie est assurée par les fibres nerveuses sympathique et
parasympathique. La particularité réside dans le fait qu'elles forment une espéce de plexus
commun : il y en a deux (antérieur et postérieur) qui sont formés au niveau du hile : une en
avant de la structure vasculaire et un en arriére. A partir du plexus, les fibres qui entrent dans le
foie en suivant les cloisons fibreuses vont jusqu'aux cellules sur lesquelles les terminaisons

nerveuses vont agir (Sautet, 2010).
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VII. Types cellulaires :

Le foie caractérise par une diversité cellulaire, les plus nombreuses et les importantes
cellules sont les hépatocytes qui représentent environ 65 % des cellules (Sautet, 2010), elles
comportent parfois plusieurs noyaux, ce sont des cellules polarisées: possédent une face
exposees au sang dont elles ne sont séparées que par un endothélium , et sur la face opposée
elles constituent un réseau de canalicules biliaires par accolement de leurs membranes (Duncan
etal., 2012).

Les cellules biliaires :

Ces cellules bordent les canaux biliaires et se trouvent a l'interface entre le milieu intérieur
de l'organisme (le sang) et le milieu extérieur (la bile). Entre autres fonctions, les cellules
biliaires ont, comme la plupart des cellules épithéliales, des fonctions de transport vectoriel
entre ces deux compartiments, elles contribuent essentiellement & modifier la composition de la
bile par des transports d'eau, d'électrolytes et de macromolécules entre la bile et le milieu

intérieur (Evans et al., 1980).

Les cellules de Kupffer :

Représentent environ 10 pour 100 des cellules. Ce sont des macrophages résidents et
qu’elles ont des attaches avec les cellules endothéliales. Elles ont un rdle important pour
phagocyter un certain nombre d'agents biologiques qui ont traversé la barriére intestinale
(Sautet, 2010).

Les cellules stellaires :

Elles représentent environ 5 pour 100 des cellules (Sautet, 2010), elles ont un réle dans le
stockage de la vitamine A; en situation pathologique, ces cellules se transforment en
myofibroblastes, perdent leur réserve de vitamine A et se mettent a synthétiser de la matrice

extracellulaire (Susan, 2008).

Les cellules sinusoidales :

Ce sont des cellules endothéliales et représentent environ 20 pour 100 de la totalité des
cellules. Elles sont caractérisées par rapport a d'autres cellules endothéliales par le fait qu'elles
ne reposent pas sur la membrane basale et qu'elles sont laches : cela favorise les échanges entre

le secteur sanguin et les cellules hépatiques (Sautet, 2010).
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Il existe d’autre type des cellules : lymphocytes hépatocytaires, Cellules ovales (fonction
de régéneration) et des cellules endothéliales (Denis et al., 2006). Toutes ces cellules

contrélent la composition du sang qui quitte les hépatocytes (Sautet, 2010).

VI11. Histologie de foie :

D’un point de vue histologique Le foie peut étre décrit sous deux modes d’organisation :

Le lobule ou I’acinus.

Les lobes de foie sont formés d’un grand nombre d’unités fonctionnelles appelées lobules
qui se présentent comme un ensemble d’unités hexagonales, mesurant environ 1 mm de
diameétre. Ils sont irrigués par des branches de la veine porte hépatique et des branches de
I’artére hépatique, chaque lobule est formé lui méme d’hépatocytes disposées en rayons autour
d’une veine centrale, la veine centrolobulaire, point de départ du réseau veineux hépatique de
drainage (Jacques, 2001), c'est entre ces structures que vont se situer les capillaires particuliers

du foie, dits capillaires sinusoides, qui irriguent la totalité du foie (Alan, 2006).

Figure 07 : la structure de lobule hépatique (foie de proc) montre au centre la veine centrale
(*) qui draine le sang des vaisseaux environnants et le dirige vers les veines hépatiques
(Norbert, 2008).

Les lobules hépatiques sont séparés les uns des autres par des travées de tissu conjonctif,
aux quelles on donne le nom d’espace porte ou espace de Kiernan, ou cheminent des vaisseaux
et des canaux biliaires intra hépatiques (Denis et al., 2006). On trouve en périphérie de lobule 3
a 6 espaces portaux, le lobule et les hépatocytes sont agencés en travées qui semblent irradier a
partir de la VCL, ces travées sont épaisses a monocellulaires chez 1’adulte alors que chez les

enfants de moins de 5 a 6 ans, ils sont constitués de deux couches de cellules. De chaque coté
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des travées on retrouve une sinusoide ce qui permet I’exposition de I’hépatocyte au sang portal

des deux cotés (Arnaud, 2009).

L’espace porte est constitué d’au moins un canal biliaire, une artére et une veine. On
retrouve par ailleurs un faible nombre de lymphocytes et de macrophages, d’occasionnels
mastocytes, polynucléaires éosinophiles et les canaux biliaires normaux sont d’habitude en

position centrale dans 1’espace porte (Arnaud, 2009).

Figure 08 : photo d’un espace porte montre dans le tissu conjonctif les structures : Une grande
veine porte (V), Une artériole hépatique (A), les canaux biliaires (B), Deux petits lymphatiques

(L), Des hépatocytes (H) entourent 1’espace porte (Alan et James, 2006).

Entre les hépatocytes adjacents on retrouve un petit espace d’un micron intercellulaire
qui est le canalicule biliaire, normalement non visible dans une biopsie de foie normale
(Arnaud, 2009). Entre l'endothélium et les hépatocytes, il existe un espace vide, I’espace de
Disse qui renferme des cellules présinusoides (cellules de Ito). On y décéle également des

fibres réticulées visible en microscope optique (Norbert, 2008).

L’hépatocyte normal est apparait polygonal, mononuclée, de 25-30 p, cellules uniformes
a cytoplasme abondant granulaire, éosinophile avec quelques vacuoles adipeuses, glycogéne et
lipofuchsine. Noyau central rond/ovale, parfois pléomorphe et multiple (Arnaud, 2009).
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Figure 09 : Coupe fine d'inclusion en paraffine colorée a d'hépatocytes CS : Capillaire
sinusoidal ; FIC : Face intercellulaire ; CB : Canalicules biliaires ; H : Hépatocyte (Alan et
James, 2006).

Les sinusoides hépatiques situés entre les travées hépatocytaires sont bordés par des
cellules endothéliales et de Kupffer , ainsi que par des cellules de Ito qui peuvent présenter une

surcharge lipidique en cas d’hypervitaminose A (Arnaud, 2009).

Cellule de Kupffer

Hépatocyte

Capillaire
Canal biliair¢

Artére hépatique

Veine porte

| Lobule hépatique |

Figure 10 : I’organisation de lobule hépatique (Jacques, 2008)

Le tunique endothéliale des sinusoides renferme des cellules de en forme d’étoiles, les
cellules de kupffer, qui s’insinuent dans la lumiere du capillaires, elles sont trés riche en
lysosomes assurent 1’élimination des leucocytes et des hématies usées assurent ainsi la
détoxification de certains composés étrangers (Norbert, 2006), Ces unités sont visibles sous
forme de petites cellules triangulaires ou étoilées avec un noyau en haricot et un cytoplasme
peu évident, clair a granulaire (Arnaud, 2009).
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Figure 11 : les cellules de kupffer (Alan et James, 2006).

Le deuxiéeme modele de description histologique et qui est plus correcte, est le modéle
I’acinus hépatique qui tient compte de la vascularisation avec du sang afférent provenant des
arteres hépatiques et des veines portes qui traversent le parenchyme pour atteindre les VCL
(Arnaud, 2009). L'acinus hépatique est aussi caractérisé par une zonation métabolique due aux
différences d'activités métaboliques exercées par les hépatocytes en fonction de leur position.
La zone centrale de I'acinus est spécialisée dans le métabolisme oxydatif et la néoglucogenése ;
la zone périphérique assure préférentiellement la glycolyse, la biotransformation des
xénobiotiques et le métabolisme de I'alcool. Les mécanismes expliquant la mise en place et le
maintien de la zonation métabolique, ainsi que son adaptation aux variations physiologiques,
sont complexes. Les facteurs micro environnementaux, notamment les caractéristiques de la

vascularisation hépatique, jouent un réle essentiel (Jean, 2003).

IX. Les fonctions majeures du foie :

Schématiquement on peut dire que le sang est le transporteur, le foie 1'usine chimique
qui traite transforme, synthétise, stocke et élimine différentes substances. Il permit le maintien
de notre santé générale et de notre bien-étre grace a sec multiples fonctions dans le corps

notamment :
Fonction dans le métabolisme des glucides et lipides :

> le foie joue un rdle primordial dans la régulation de la glycémie et constitue une réserve
d’énergie immédiatement disponible en cas de besoin, il produit et stocke le glycogene

ainsi que les composés intermediaires du métabolisme glucidique (Alan et James, 2006).
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» Les lipides et les acides aminés sont transformes en glucose stockés dans les cellules
hépatiques (Alan et James, 2006).
> Le foie participe a la synthese du cholestérol, des lipoprotéines et des phospholipides. Il

synthétise les graisses a partir d’autres précurseurs (Alan et James, 2006).

Fonction dans le métabolisme des protéines :

v Production de facteurs de coagulation (fibrinogéne IlI, V, VII, IX, XI).
v" Destruction des hématies et leucocytes vieillis mais aussi certaines bactéries présentes
dans le sang.

v Transformation de la bilirubine libre en bilirubine conjuguée (Denis et al., 2006).

Fonction de stockage :

» Vitamines A, D, E, K liposolubles, vitamine B12 , fer( ferritine ) ,cuivre , glucose
(sous forme de glycogeéne ) et graisses (Christian, 2011) qui sont récupérées lors de la

destruction des vieilles hématies.

Fonction dans la détoxification :

» Le foie joue un r6le crucial dans la détoxification des substances qui sont nuisibles pour
le corps, notamment 1’alcool, les drogues, les solvants, les pesticides et les métaux
lourds par mise en ceuvre d'un processus de conjugaison.

» De plus, le foie transforme et évacue les sous-produits toxiques du métabolisme normal
(comme I’ammoniaque) et les exces d’hormones (en particulier, les hormones sexuelles

comme ’estrogene) (Highleyman, 2004)

Finalement ajoutant que le foie a la capacité de se régénérer par lui méme en tout cas pour
un foie sein. Il est d'autre part, indispensable a la survie de l'organisme (Jean et al., 2015).

X. La régénération hépatique :

Les cellules hépatiques ont une durée de vie limitée (de 300 a 500 jours). Des hépatocytes
disparaissent ¢a et Ia et sont constamment remplacés par division de cellules voisines. Mais ces

divisions sont rares : 1 pour 10 000 cellules. (Jean et al., 2015).

En revanche, si une partie du foie est détruite ou enlevée chirurgicalement, on constate
une recrudescence de divisions cellulaires telle que le foie retrouve bientdt sa taille normale : si

75% de la masse du foie sont supprimes, il y a restitution compléte du poids de I'organe en huit
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semaines chez le chien, trois semaines chez le rat, quatre mois chez I'homme. Aucun autre
organe ne présente une telle puissance de régénération : les potentialités de prolifération
hépatique sont supérieures a celles des cancers de malignité extréme ou & celles des tissus

embryonnaires (Jean et al., 2015).

Au terme de sa régénération, le poids du nouveau foie est le méme que son poids de
départ (il y a « dépendance a I'organisme ») et la régénération anatomique s'accompagne d'une
régénération fonctionnelle tout aussi rapide. Cette précieuse faculté peut tirer d'affaire certains
malades frappés d'une nécrose massive au cours d'hépatites virales ou toxiques ; c'est elle aussi

qui autorise des interventions d'exéréses hépatiques extrémement étendues (Jean et al., 2015).
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I.L’objectif :

Notre travail a pour Le but d’évaluer I’hépatotoxcicité suite a une exposition aigue au 5-
phényl 1,2 4-triazole-3-thiol (Khacinothionyl) et quelques paramétres sériques chez les jeunes

rats Wistar.
Il. Protocole expérimental :

I1.1. Animaux et logements :

Le travail a porté sur des jeunes rats de race « Wistar » d’age 45jours, d’un poids
corporelle de (58 a 75g). Ils sont ¢élevés a I’animalerie au niveau du département de Biologie,

Faculté des sciences, Université de Saida.

Les rats sont maintenus dans des conditions favorables d’élevage a une température de 25 a
30°C, d’éclairages artificiels controlé et acclimatés aux conditions de 1’animalerie. Ils sont
¢levés dans des cages en plastique transparente tapissés d’une litiére constituée de copeaux de
bois (figure 13). Les cages ont été nettoyées et la litiere changée tous les 2 jours pour assurer
un bon état hygiénique des animaux. Ils ont été nourris avec un concentré équilibré et boivent

de I’eau de robinet a volonté.

Figure 12 : Conditionnement des rats dans 1’animalerie de 1’université.

11.2. la synthése de 5-phényl 1, 2,4-triazole 3-thiol :

Les hétérocycles 1, 2,4-triazoles 3-thiol ont été synthétisés au laboratoire PFE, par
l'intermédiaire hydrazide de 1’acide benzoique (Almasirad, 2004 ; Rostom, 2003), L’acide
benzoique est subit une estérification par le méthanol absolu en présence d’une quantité

catalytique de I’acide H,SO,4 concentré. Le benzoate de méthyle (1) obtenu est ensuite traité
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avec de I’hydrazine hydraté a dans 1’éthanol absolu comme solvant ce qui a abouti a la

formation de benzohydrazide correspondant.

O
COH CO,Me
MeOH, H,SO, H,N-NH, ,(80%) e
ref, 3h EtOH ,ref 5h H

KSCN ,HCI (2N)
ref 3h

N—N NH
/ W\ NaOH(%) e
N SH ref 3h, Hel 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 de sodium NaOH
(4%) sous reflux conduit a la formation de 5-phenyl 1, 2,4-triazoles 3-thiols (4) (Agrawal,
2011).

I1.3. Préparation de la solution d’injection :

Le solution d’injection pour notre expérimentation a été préparé par la solubilisation de
produit solide le 5-phényl-1,2,4-triazole-3-thiol (Khacinothionyl) dans le diméthyle sulfoxyde (

DMSO) sous forme liquide utilisable pour les injections.

=

R
T
P

=

Figure 13 : le produit injectable.
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I1.4. Traitement des rats :

I1.4.1. L’exposition aigue :

Pour la réalisation de nos expérience, une répartition des rats décrit par (Kahloula et al.,

2015) a été suivi, Les rats ont été groupés en deux lots chacun il s’agit de :

> Lot 1 témoin : constitué de 6 rats témoin ont recu de 1’eau physiologique par injection
intrapéritonéale.

> lot 2 expérimental : constitué de 6 rats traités par une seule injection intrapéritonéale
de 5-phényl-1,2,4-triazole-3-thiol (Khacinothionyl) avec une dose unique de 200
mg/kg de poids corporel (Crofton et al., 1989).

I11. Sacrifice et préléevement des échantillons :

Les rats de chaque lot sont sacrifiés par décapitation aprés 12h de jetine, aprés qu’ils sont
anesthésiés par une injection intrapéritonéale d’une solution chloral (C,H3Cl30;), a 10% ensuite

le sang et le foie récupérés pour les études biochimique et histologique.

I11.1. Prélevement sanguin :

% Le sang est immédiatement recueilli dans des tubes polyéthylenes étiquetés contenant
I’anticoagulant EDTA et des tubes héparines pour le dosage des parameétres
biochimiques.

¢ Ces tubes vont subir une centrifugation 3000 tours/min pendant 15 min, puis on
récupere le plasma résultant.

s Les échantillons obtenus ont été stockés au congélateur, a -20°C pour le dosage
ultérieur des parameétres biochimiques (glucose, transaminases, bilirubine, phosphate

alcalin, cholestérol et triglycéride)
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Figure 14 : le prélevement sanguin.

111.2. Prélévement du foie :

Les animaux sacrifiés ont été pesés puis ouverts ventralement pour le prélevement de foie
a été rince avec une solution Na Cl, séché, pese sur une balance de précision de sensibilité puis

conserve a 70c® afin de réaliser des coupes histologiques (figure 16).

.
1 .

Figure 15 : le prélevement et la conservation du foie.

IV. Technique de dosage des parametres biochimiques et exploration de la fonction

hépatique :

Ces parameétres ont été dosés sur du sérum obtenu apres centrifugation du sang entier, au

Laboratoire de Biochimie Médicale.
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IV.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,O). 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 :

B-D- Glucose + 0, + H,O GOD . Acide gluconique + H,0

»

POD
H,0, + Phénol + 4 - aminiphénasone » Quinone + H,0

Le lecteur de 1’absorbances des échantillons et de 1’étalon contre le blanc réactif a 505 nm.

La coloration finale est stable au moins 30 minutes.

IV.2. Dosage de cholestérol :( Biomaghreb)

Le cholestérol est mesuré apres hydrolyse enzymatique puis oxydation .L’indicateur
quinonemeimine est formé a partir du peroxyde d’hdrogéne et du 4-amino antimpyrine en

présence de phénol et de peroxydase.

Cholestérol estérase
Esters de choléstérole + H,0 » choléstérole + acide gras

Cholestérol oxydase
Choléstérole + H,0 » Cholesténe -4one-3 + H,0;

Peroxvda

Quinone imine rose
_

H,0, + phénole + amino-4antipyrine

La quantité de quinoniemine formée est proportionnelle a la concentration de cholestérol.

Un complexe coloré est estimé par spectrophotométre a une longueur d’onde A = 505 nm.
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IVV.3. Dosage des triglycérides plasmatiques :

Le dosage des triglycérides sériques et tissulaires se fait entierement par voie enzymatique

par I’action d’une lipase selon la méthode colorimétrique enzymatique.

- Principe

L’incubation des triglycérides de 1’échantillon avec la lipoprotéinlipase (LPL) libére le
glycérol et des acides gras. Le glycérol est convertit en glycérol-3-phosphate (G3P) et
adénosine diphosphate (ADP) par le glycérol kinase et I’ATP. Le glycérol-3-phosphase (3GP)
est en suite convertit par le glycérol phosphate déshydrogénase (GPO) en dihydroxyacétone
phosphate (DAP) et peroxyde d’hydrogéne (H,05).

Dans la réaction finale, le peroxyde d’hydrogéne réagit avec 4-aminpphénazone (4-AP) et
le p-chlorophénol en présence de peroxydase (POD) pour donner une couleur verte (Kaplan et
al., 1984).

LPL

Triglycérides + H,0, » Glycérol+ acide gras libre

Glycérol kinase

Glycérol + ATP G3P +GDP.

v

GPO

G3P + O, DAP + H,0,

v

POD
H,O, + 4-AP+ P-Chlorophénol ————— Quinone + H,0

L’intensité¢ de la couleur formée est proportionnelle a la concentration des triglycérides

dans 1’échantillon.

IV.4. Dosage des transaminases (TGO, TGP) : (Kit Spinreact)

La détermination des activités enzymatiques des transaminases se fait au niveau des

organes (Foie, cceur, rein, muscle) et permet d’apprécier I’atteinte tissulaire et la cytolyse.
Principe :

Les deux principales réactions de transamination sont catalysees par les transaminases
glutamo-oxaloacétique (TGO) et glutamo-pyruvique (TGP). L’oxaloacétate de glutamate

transaminase (GOT) appelée aussi 1’aspartate aminotransférase (ASAT) catalyse le transfert
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réversible d’un groupe aminé a partir de I’aspartate au a-cétoglutarate formant le glutamate et
I’oxaloacétate. L’oxaloacétate est réduit au malate par la malate déshydrogénase (MDH) et le

NADH, H+ (Murray, 1984) selon la réaction ci-dessous :

L-aspartate + a cétoglutarate&, Oxaloacétate + L-glutamate
4—

Oxaloacétate NADH+ H+ MDH Malate + NAD+
b —

La vitesse d’oxydation du NADH est proportionnelle a 1’activité enzymatique des

transaminases. Elle est déterminée par mesure de la diminution de I’absorbance a 340 nm.

IVV.5. Dosage de bilirubine plasmatique :

La détermination de la bilirubine a été réalisée par la méthode colorimétrique (selon la

fiche technique Spinreact).
Principe :

La bilirubine réagit avec I’acide sulfanilique diazot¢ a pH acide pour produire
I’azobilirubine. Cette réaction est instantanée avec la bilirubine directe par contre avec la
bilirubine totale elle est indirecte nécessite la solubilisation par le diméthylsulfoxide (DMSO)

(En absence de DMSO, seule la bilirubine directe réagit) selon la réaction chimique :

Bilirubine direct + Diazo+H* ~ ——— > Azobilirubine (couleur bleu).

L’intensité de la coloration est mesurée a 578 nm, elle est proportionnelle a la

concentration de la bilirubine dans I’échantillon (Kaplan et al., 1984).

V. Analyse statistique :

Les résultats expérimentaux sont exprimés en donnant la valeur moyenne arithmétique,
accompagnées de 1’erreur standard (m = SEM). La comparaison des valeurs des parametres

biochimiques plasmatiques ont été effectuées a partir du logiciel Sigma statistique, par le
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test d’analyse des variances (ANOVA) de student one way (grace a I'Excel). Nous avons
effectués une seule comparaison : le groupe exposé au Khacinothionyl par rapport au

groupe témoin.

» *:Différence significative (p < 0.05).
» **:Différence hautement significative (p < 0.01).

» ***:Différence tres hautement significative (p < 0.001).

Avec p : Seuil de signification.

V1. Technique histologique :

Les coupes histologiques ont été réalisées suivant la technique classique de Houlot
(1984)

Des fragments de foie de chaque rat sont retirés du Bouin alcoolique (26ml Formol,
7ml Acide acétique, 45ml Acide picrique 1% dans 1’éthanol a 95% et 22ml Eau distillée) et
sont coupés a I’aide de couteaux tranchant a fin de réaliser des prélévements pour 1I’étude
histologique avec une surface de 1 & 2cm? et une épaisseur de 1.5mm.. Les prélevements

réalisés sont mis dans des cassettes spéciales tournées afin de permettre le passage des liquides.

+ Déshydratation :

Les échantillons sont ensuite déshydratés pendant 19 heures au minimum pour éliminer
I’eau des tissus et cette opération nécessite le passage du tissu dans des bains : deux bains de
formol, quatre bains d’alcool chirurgical, deux bains d’acétone, deux bains de toluéne, deux
bains de paraffine avec 1h30 dans chaque bain. La déshydratation peut étre accélérée par

I’agitation rapide grace a des automates specieux.
+ Inclusion :

Les tissus sont alors plongés dans des bains de paraffine liquide (sous 1’effet de la chaleur).
Les tissus étant maintenu et imbibés de paraffine, viennent alors I’étape de 1’enrobage qui
consiste a inclure le tissu imprégné dans un bloc de paraffine qui, en se solidifiant, va permettre
sa coupe. Cette opération fait appel a des appareils « dits a inclusion » refermant un réservoir de
paraffine maintenue a I’état liquide par un systéme de chauffage, un petit robinet et une plaque
métallique réfrigérée pour obtenir la solidification rapide du bloc de paraffine contenant le

tissu.
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+ Coupes et coloration :

Les blocs d’inclusions sont collés sur un porte-échantillon, la surface a coller est ramollie

au moyen d’une lame métallique chauffée modérément a la flamme, puis posée sur le porte-

objet sur lequel le bloc adhére tres bien apres une légére pression. Les coupes sériées sont

réalisées a 1’aide d’un microtome (I’épaisseur est de 4 a 7 microns). Ces coupes sont étalées et

fixées sur la lame par 1’utilisation d’une eau gélatineuse chauffée.

Pour la coloration, on a utilisé la technique a I’Hématoxyline-Eosine (ou Hématoéine-

Eosine) qui nécessite la présence de ’alcool acide (100ml d’alcool éthylique a 70% + 50ml

d’acide HCIl), eau ammoniacale (100ml d’eau distillée + 2ml d’ammoniaque) et solution

d’Eosine (100ml Eosine solution aqueuse a 3%, 125ml alcool éthylique a 95%, 375ml eau

distillée et 2 gouttes d’acide acétiques) selon les étapes suivante :

X/
L X4

X/
L X4

Déparaffiner et hydrater les lames a 1’eau du robinet puis rincer a I’eau distiller.
Immerger dans un bain d’Hématoxyline de Harris (15 minutes) qui colore en bleu
violacée les structures basophiles (noyaux).

Différencier les coupes dans 1’alcool acide (1 a 2 plongées), déposer ensuite les lames
dans un bain du robinet et Vérifier la différenciation au microscope.

Bleuir dans un bain d’eau d’ammoniacale ;

Immerger dans un bain d’Eosine (15 secondes a 2 minutes) qui colore les Structures
acidophiles (cytoplasme).

Enfin déshydrater, éclaircir et monter les lames a Eukitt. Tous ces bains sont séparés par

des lavages a I’eau du robinet.
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La Figure 16 scheématise les différentes étapes du protocole expérimental utilisé

12 rats males et femelles ‘ \

@tion aigue (200@
v

Lot 02 : traité par

Lot 01 : témoin
Khacinothionyl

Apres 12h de jeune

v
A

/ Le sacrifice JJ \
| IS

Prélevement sanguin

Prélevement du foie

| l

Dosage de certains parameétres : Etude histologique

- La glycémie

Le foie
- Le cholestérol.

-Le triglycéride.

- Les transaminases.

- La bilirubine.

7

Figure 16 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental
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Résultats et interprétation

I. Les résultats de I’exposition aigue au Khacinothionyl :

I.1.L’évaluation du poids hépatique :

Les résultats trouvés montrent une diminution significative de la masse du foie chez les

rats traités par le Khacinothionyl comparés aux rats témoins.

Tableau 02 : Evaluation de poids de foie.

Groupes Témoins (5-PTT)

Le foie (g) 4,89+0,248* 4,068+0,207*

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. La comparaison des moyennes entre les
rats témoins et les rats expérimentaux est effectuée par le test "t" de Student apres analyse de

variance (* p < 0.05 différence significative).

6 -

5 .
~
2,
%)
-y
i
o3 - B Temoin
a=
=
Q2 - H Khacinothionyl
=W

1 .

0 -

Lots

Figure 17 : L’évaluation de poids du foie chez les rats exposés au Khacinothionyl et les rats

témains
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1.2. les résultats des parametres biochimiques :

1.2.1. Dosage de glycémie :

D’aprés les résultats des paramétres biochimiques obtenus, une augmentation
significative de la concentration plasmatique en glucose est constatée chez les sujets recevant le

Khacinothionyl comparés aux valeurs des sujets témoins.

0.9 -
0.8 -
0.7 4
0.6 -
0.5 -
0.4 -
0.3 -
0.2 -
0.1 -

m Khacinothionyl

W témoin

Taux de glycemie g/1

Lots

Figure 18 : Comparaison de la glycémie (g/l) entre les rats témoins et les rats intoxiqués par

Khacinothionyl. Les valeurs sont exprimées au moyenne +SEM (* : p< 0,05).
1.2.2. Dosage des parametres lipidiques :

Les données relatif au dosage de cholestérol démontrent qu’il ya une diminution
significative (p<0.001) de la teneur plasmatique en cholestérol totale chez les rats exposes

comparés aux rats témoins.
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Figure 19 : Comparaison de cholestérol totale (g/l) entre les rats témoins et les rats intoxiqués

par le Khacinothionyl. Les valeurs sont exprimées au moyenne £SEM (*** : p<0.
001).

De méme, les valeurs statistiques démontrent une baisse significative (p<0.001) de la

teneur plasmatique en triglycérides chez les animaux traités vis-a-vis aux animaux témoins.
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Figure 20 : Comparaison de triglycéride (g/l) entre les rats témoins et les rats intoxiqués par

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

le
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1.2.3. Dosages des transaminases :

Les enzymes transaminases sont considérées comme indicateurs de dommage des tissus,
Chez les rats traités par le Khacinothionyl a la dose 20mg/kg, les modifications dans les tissus
hépatiques peuvent étre expliquées par une diminution significative (p<0.001) de la teneur
plasmatique en transaminases (TGP, TGO) par rapport aux valeurs des rats témoins. Cette

diminution concerne aussi bien pour les teneurs plasmatiques en bilirubine.

[Eny
N
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=
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I
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Taux de TGO (UI/L)
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Taux de TGP (UI/L)
o B N W A U1 O N 0 ©
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Figure 21 : Comparaison de taux des transaminases (UI/L) entre les rats témoins et les rats

intoxiqués par le Khacinothionyl. Les valeurs sont exprimées au moyenne £S (*** : p<0.001).
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Figure 22 : Comparaison de bilirubine (mg/l) entre les rats témoins et les rats intoxiqués par le

Khacinothionyl. Les valeurs sont exprimées au moyenne +SEM (*** : p<0.001).

I.3. Résultats de ’analyse histologique :

L’examen histologique est con¢u dans le but de compléter nos résultlats biochimiques
précédents et de voir si I’administration de Khacinothionyl s’accompagne ou non d’une
altération de I’architecture tissulaire, nous avons réalisé des coupes histologiques au niveau du

foie, chez les rats témoins et les rats traités.

L’observation des coupes histologiques du tissu hépatique des rats exposés au
Khacinothionyl a 200 mg/kg révéle apres coloration a I’hématoxyline-Eosine, des changements
architecturaux et une lyse hépatocytaire caractérisés par une congestion modérée des veines
centrolobulaires (figure 23) associant des territoires de peace meal nécrosis (figure 24) ce qui
atteste la toxicité du produit Khacinothionyl .Comparativement aux rats témoins, les
échantillons de foie présentent un parenchyme hépatique normal contenant une veine
centrolobulaire bien visible et un aspect histopatplogique subnormal sans signes

inflammatoires, dystrophiques ou tumoraux (figure 26).

43



Résultats et interprétation

Gr X 40

Figure 23 : Coupe histologique du tissu hépatique des rats traités avec la dose (200mg/kg)

montrant la congestion des vaisseaux Centro-lobulaire. Coloration éosine hématoxyline.
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Gr X 40
Figure 24 : Coupe histologique du tissu hépatique des rats traités avec la dose (200mg/kg)

montrant des territoires nécroses. Coloration éosine hématoxyline.

L’examen histologique révele aussi dans plusieurs coupes et dans plusieurs secteurs du
tissu hépatique des infiltrats inflammatoires diffus modérés, a polynucléires (figure 25),
observés sur les coupes des rats traités avec la dose 200 mg/kg dans les conditions de toxicité
aigue comparativement aux témoins. Ces altérations graves de la structure affectent la fonction

hépatique et peuvent contribuer a un dysfonctionnement de cet organe.

&” Y:’z‘;. y "#‘

)'/jd g ‘!

Figure 25 : Coupe histologique du tissu hépatique des rats traités avec la dose (200mg/kg)

montrant des infiltrats inflammatoires. Coloration éosine hématoxyline.
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Gr X 40

Figure 26 : Histologie du foie chez les rats témoins montrant une architecture normale.

Coloration éosine hématoxyline.
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Discussion

Le triazole et ses déerives appartiennent a une classe de composés particulierement actifs
possédant un large spectre d'activités, ils sont utilisés dans l'agriculture et la médecine
vétérinaire et humaine comme antifongiques (Cabras et Angioni, 2000 ; Haith et Rossi,
2003 ) et constituent des synthéses tres intéressant dans le domaine de la chimie des matériaux
(Genin et al, 2000). Mais avec I’utilisation massive des fongicides sont apparus des signes de
toxicité et des effets néfastes pour I’environnement et pour I’ Homme (Eriksson et al. 1990). Il
demeure important de rappeler que les triazoles sont des produits toxiques et qu’ils doivent étre

utilisés de facon rationnelle et sécuritaire.

Notre étude a congue pour objectif d'identifier systématiquement les effets d’une
exposition aigue de 5-phényl-1,2,4-triazole-3-thiol (Khacinothionyl) chez les jeunes rats Wistar
afin d’évaluer la toxicité hépatique. Le travail est réalisé sur des jeunes rats wistar qui ont recus

une dose unique de 200mg/Kg de Khacinothionyl par voie intrapériteniale.

Deux aspects sont abordés dans notre expérimentation : 1’approche biochimique comme
parametre d’exploration de la fonction hépatique par les dosages de certains parametres
sériques a savoir la glycémie, cholestérol totale, triglycérides et les transaminases (ASAT et
ALAT), et P’approche histologique afin d’évaluer I’intégrité et ’architecture du tissus

hépatique suite a cette exposition. .

Les résultats de 1’exposition aigue obtenus montrent clairement que 1’administration de 5-
phenyl-1, 2,4-triazole-3-thiol chez les animaux expérimentaux induit une augmentation
significative des teneurs sériques en glucose comparent aux animaux témoins. Il a été
clairement prouvé qu’une glycémie élevée est la conséquence d’un déficit de sécrétion
d’insuline ou d’un mauvais stockage du glucose par le foie. Ces résultats sont on accord avec
ceux de (Gillies, 2008 ; Vander et al., 2009) qui montrent que le triazole entraine une
dysfonctionnement du métabolisme énergétique par 1’altération de glycogénolyse hépatique qui
a pour conséquence I’augmentation de la glycémie .Basé sur des etudes antérieures consernant
les triazoles, le traitement propiconazole a courte terme a une dose de 2500 ppm modifié le
métabolisme des glucides avec les niveaux d'un certain nombre d'oligosaccharides reduits, le
traitement par le propiconazole a augmenté la glycolyse, une augmentation du flux de glucose
et ’augmentation de la concentration d'une série de produits d'intermédiaires de la glycolyse et
ses doses-réponses: glucose-6-phosphate , le fructose-1,6-bisphosphate et 3-phosphoglycérate

(Nesnow et al., 2011). Par ailleurs, il a été constaté dans des travaux
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antérieurs  que l'exposition au propiconazole diminue significativement 1’expression de
I'insuline comme premier facteur de croissance (IGF-1) (Lu et al., 2003; Radu et al., 2003;

Puc et al., 2005) ce qui confirme nos résultats.

De plus, ont été rapporté dans des études métaboliques que les parametres biochimiques
varient lors d’un stress, dans les tests toxicologiques, ces variations sont liées a la perturbation
de I’axe hypothalamohypophyso-surrénalien traduisant une hyperglycémie liée a I’activation du
systeme orthosympathique (Manser, 1992). Des résultats similaires ont été enregistrés a autres
travaux ont confirmées que I’exposition au propiconazole a 1250 ppm (157.6 mg/kg) engendre
un effet stressant qui se traduit par une hyperglycémie sous I’action des hormones de stress a
savoir, la corticotropin-Releasing-Factor, la corticotropine et la cortisone au niveau de
I’hypothalamus, I’hypophyse et la glande surrénale respectivement, activant ainsi les enzymes

du métabolisme glucidique (Rodriguez et al., 1996 ; Nesnow et al., 2011).

Les perturbations biochimiques induites par le Khacinothionyl touchent aussi les
concentrations en cholestérol et triglycérides. On observe une diminution significative de
cholestérol total chez les sujets exposés comparant aux sujets témoins. Cette information peut
conduire a suspecter des troubles hépatiques plus ou moins importants. En effet, la
cholestérolémie et la triglycéridémie, régulées par le foie, sont modifiées en cas de maladies
hépatiques (Anonyme, 1985). De plus, I’hypocholestérolémie peut étre due a une réduction de
la synthése du cholestérol ou une augmentation de son élimination chez les rats exposes sous
I’effet de triazole, ces résultats s’accordent avec d’autres ¢tudes qui ont montrées que
I’expositions a triadimefon a haute dose (4 jours) a réduit le cholestérol sérique et de
lipoprotéines de haute densité (HDL) (Allen et al., 2006) De méme, le triadimefon produit de
plus grands changements dans la biosynthese du cholestérol, des genes du métabolisme de
I'acide rétinoique et dans les voies de signalisation sélectionnés, 1’analyses génomiques révélé
des différences importantes dans leurs profils d'expression génique (Ward et al., 2006) en effet
La biosynthése du cholestérol nécessitant des facteurs tels que I'acétyl-CoA et du pyruvate, ces
donnée conforme avec les résultats trouvé par (Ward et al., 2006 ; Nesnow et al., 2009) a
indiquées que le propiconasole altérant le métabolisme de pyruvate.

Additionnellement, I’hypocholestérolémie induite par le Khacinothionyl est probablement
due & son action dans la régulation du métabolisme hépatique par la modification de I’activité

des enzymes (CYP51) qui jouent un rdle dans le métabolisme des lipides et des lipoprotéines.
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Des études ont rapportés que les effets sur les taux de cholestérol sérique, susceptibles d'étre
liés a la propriété caracteéristique de conazoles, connue comme fongicide, pour inhiber le stérol
14a-deméthylase, une enzyme clé qui fonctionne dans la biosynthese du cholestérol et de la
vitamine D chez les mammiféres (Zarn et al., 2003). L'inhibition se produit en se liant au fer
de I'héme de l'enzyme (Lamb et al.,, 2001). D'autres inhibiteurs de la lanostérol 14a-
déméthylase ont été montré a perturber le cycle cellulaire mitotique et conduire a la polyploidie
(Martinez et al., 1999; Fernandez et al., 2004).

En revanche, des résultats de transcription génomique confirmant nos résultats, ont
rapportés que le propiconazole a forte dose, modifié les voies de la biosynthése du cholestérol
et I'acide biliaire (Nesnow et al., 2009; Ward et al., 2006). Propiconazole active les récepteurs
nucléaires PXR et la CAR, qu’ils ont aussi un rdles endobiotiques importants dans le
métabolisme énergétique en affectant le métabolisme des acides gras, des lipides a travers la

régulation génique (Wada et al., 2009)

Toutefois, les analyses sériques ont montrés au cours de 1’exposition au Khacinothionyl
une diminution des teneurs sérique en triglycérides, chez les animaux traités comparent aux
animaux témoins. Ce résultat laisse suggérer une réduction ou altération de leur synthese par
le foie. Nos résultats vont dans la méme sens avec ceux de (Wada et al., 2009) montrent que
Le traitement propiconazole chez les rats, affectant le métabolisme des acides gras et des
lipides. Dans la méme série expérimentale, certain auteurs ont rapporté que le propiconazole a
une dose de 2500 ppm pendant 4 jours affect le métabolisme du glycogene cellulaire, modifié
la lipolyse et la carnitine estérification qui joue a son tour un réle essentiel dans la dégradation ,

combustion et catabolisme des lipides (Vander et al., 2009).

Il est important de souligner que Les transaminases sont des enzymes ayant une activité
métabolique importante a l'intérieur des cellules. lls sont également des marqueurs importants
du fonctionnement hépatique et sont évaluées afin de déterminer les éventuelles perturbations
(Yokozawa et al., 2006).

Dans notre investigation, le traitement des rats pour la méme dose de Khacinothionyl
provoque des modifications dans les tissus hépatiques qui peuvent étre expliquées par une
diminution significative de 1’activité enzymatique des ASAT et ALAT comparé a celles des
témoins. La diminution concerne aussi bien pour les teneurs plasmatiques en bilirubine. Cette
réduction de ’activité enzymatique qui est probablement la conséquence de 1’altération de
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métabolisme des acides aminés. Des résultats similaires ont été enregistrés par (vander et al.,
2009) montre que le propiconazole pour la méme dose modifie en réponse au traitement Le
cycle de I’acide tricarboxylique et les intermédiaires par conséquence la limitation des réactions

des transaminations.

Les analyses des parameétres biochimiques constituent un outil appréciable pour retrouver
et suivre les altérations possibles du métabolisme des lipides, des protéines ou des
carbohydrates, qui peuvent étre associées a des lésions au niveau des organes résultant de I'effet
du différent polluant. Le foie est I’organe cible majeure pour les produits chimiques et les
médicaments. L’hepatotoxicité représente donc un critére important pour évaluer l'effet d’un
xenobiotique particulier (Al-Awthan et al., 2012). En plus, le foie est un organe essentiel dans
le métabolisme énergétique. Il synthétise le cholestérol et les triglycérides et il produit et
recycle les lipoprotéines (Postic et Girard, 2008).

Les changements métaboliques rapportées dans 1’étude biochimique sont cohérentes avec
1’étude histopathologique du foie des rats témoins et exposés. Dans notre étude, on a noté des
changements histologiques du foie des rats recevant le Khacinothionyl caractérisés par une
congestion de la veine centrolobulaire ainsi qu’un phénomeéne de nécrose cellulaire
comparativement aux témoins. L’installation de changement architectural du foie pourrait étre
due essentiellement a 1’effet toxique du Khacinothionyl qui touche la structure des hépatocytes.
Cela est en accord avec d’autres travaux, qui ont montré des changements histopathologiques
des hépatocytes apres exposition au cyproconazole a dose élevée (450 ppm) pendant 2 jours de
traitement avec une augmentation de I'incidence et la gravité de la nécrose de cellules chez les
rats (Richard et al., 2007).

Par ailleurs, 1’examen histologique révéle aussi dans plusieurs coupes et dans plusieurs
secteurs du tissu hépatique des infiltrats inflammatoires diffus modérés, a polynucléaires
observés sur les coupes des rats traités avec la dose 200 mg/kg dans les conditions de toxicité
aigue comparativement aux témoins, ceci due a ’activation des cellules immunitaires en
rependent au traitement, aussi les exigences d'énergie accrues nécessaire pour metaboliser et
¢liminer le polluant ce qui confirme I’effets hyperglycémiant signalé dans 1’étude biochimique.
En effet le cholestérol constitue a son tour une composante majeure de membranes et des
altérations dans les niveaux intracellulaires du cholestérol pourraient avoir un impact intégrité
membrane. D’autres travaux indiquent que le triadiméfon réduit le taux de cholestérol sérique
chez les rats, apres 4 jours de traitement. Le taux de cholestéerol réduit en preésence de
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I'expression normale ou accrue de genes de biosynthése de cholestérol peuvent conduire a
I'acide arachidonique (AA), un intermediaire clé qui intervient dans 1’inflammation, le
métabolisme est modifié, la croissance cellulaire et la division altérés (Luo et al.,
1998 ; Wang et al., 2004 ). En effet La croissance cellulaire et la division sont généralement
plus dépendante de cholestérol (Brown et Goldstein, 1974; Chen et al., 1975) la surproduction
de produits intermédiaires de cholestérol pourrait exercer alors un effet cytotoxiques,

mutageénes (Guardiola et al., 1996).

Les anomalies tissulaires observées pourraient étre dues a I’hépato-toxicité du triazole
(Khacinothionyl) qui méne a I’altération de la perméabilité de la membrane plasmatique donc
la fuite des enzymes du tissu vers le plasma ou a 1’apparition de la nécrose du foie. Des études
ultérieures ont montrés que le propiconazole modifié un ensemble des voies qui sont activées
par une série de ligands du récepteur, le calcium, les cytokines, I'EGF, le PDGF, FGF,
l'cestrogene, vasculaire facteur de croissance endothéliale et TGF-B. Ce profil de transcription
définissent les modifications cellulaires associés a l'inflammation, la transformation cellulaire,
le cycle cellulaire arrété et ensuite des signaux apoptotiques (Tian et Phillips, 2002) ce qui est

corrélé a la réduction du poids hépatique.
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Conclusion et perspective

Les intoxications aiglies par le triazole 5-phenyl-1, 2,4-triazole-3-thiol
(Khacinothionyl) est considérée comme un critére d’effet toxicologique pertinent dans
I’évaluation des risques pour la santé humains. La présente étude a montré que I'exposition
aigue au Khacinothionyl entrainant un effet nocif observé, en illustrant ainsi des changements

pathologiques dans le tissu hépatique.

Les résultats démontre que l'’exposition a base  phenyl-1, 2,4-triazole-3-thiol
(Khacinothionyl) chez les rats, associées a l'apparition des troubles métaboliques se
manifestent par un effet hyperglycémiant en altérant le glycogénolyse hépatique. Nous
avons observés une augmentation significative de la concentration plasmatique en glucose chez

les sujets exposés vis-a-vis aux sujets témoins.

D’autre part, l'administration de Khacinothionyl chez les rats pour la méme dose, a
permis d’enregistrer une réduction significative dans les teneurs sériques en cholestérol
totale et triglycéride, ceci due a des troubles hépatique sous l'effet délétere de

Khacinothionyl.

Dans la méme série expérimentale, le traitement des rats par le Khacinothionyl a
réduit l'activité des transaminases, on enregistre une baisse significative de leurs
concentrations plasmatiques chez les rats exposés vis-a-vis aux rats témoins.
Parallelement une diminution significative de la teneur plasmatique en bilirubine a été

rapportée au niveau de plasma.

Additionnement a la détérioration des parametres biochimiques, une diminution de
poids hépatique a été souligné, dans notre étude, ceci montre que I’exposition aigue au
Khacinothionyl est hépatotoxique, affectant le bonne fonctionnement de foie ainsi provoque
une altération de 1’architecture tissulaire a différents niveaux signalées dans les testes

histologiques.

Nous avons encore besoin de temps pour explorer différentes pistes de recherche qui nous
permettront de mieux évaluer et expliquer le grand pouvoir toxique de ce produit. Notre travail
ouvre un certain nombre de perspectives et appellent un prolongement de certaines études afin
de pouvoir approfondir la compréhension des mécanismes impliqués dans les différents effets
observés. On continuité logique avec les résultats rapportées, notre étude pourrait étre

complété par certaines perspectives :
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& Il serait judicieux de procéder a des expérimentations ultérieures en étudiant les

mécanismes cellulaire et moléculaire par des études plus approfondies (étude de génotoxicité)
autant sur la compréhension des mécanismes d’entrée de triazole Khacinothionyl dans la cellule
que sur ceux impliques dans la régulation de 1’expression génique. Il serait ainsi intéressant de
développer des études mécanistiques plus fondamentales afin de mieux comprendre
I’interaction de Khacinothionyl a 1’échelle cellulaire sur les différents acteurs impliques dans ce
mécanismes d’entrée, dans la régulation d’expression génique et dans 1’induction de 1’hépato-
totoxicité permettra de savoir ’atteinte de I’expression des génes suite a 1’exposition aux
Khacinothionyl et de conclure ainsi sur la possibilité d’un lien direct avec le développement de

pathologies comme le cancer.

¥~ De tester de ce produit sur le systéme reproductif (testicules) et de savoir ’action de ces

molécules sur la vitesse, la concentration, la mobilité et au niveau de la morphologie des

spermatozoides, afin de déterminer un lien avec la stérilité.
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